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I RESUMEN

Los Linfomas no Hodgkin (LNH) son causados por neoplasias proliferativas de células
linfoides, se presentan en los ganglios linfaticos, pero ocasionalmente se desarrollan en otros
organos. Estas alteraciones varian desde el Linfoma de Burkitt (LB), caracteristico en nifios,
hasta el Linfoma Difuso Nodular (LDN) en adultos.

En este trabajo se realizé anilisis citogenético de 108 muestras de sangre periférica, médula
osea y/o ganglio linfatico, provenientes de pacientes con LNH, recibidas en el laboratorio de
Citogenética del Servicio de Genética del Hospital General de México, SSa para determinar el
subtipo especifico de cada paciente. Dicho anilisis se baso en el uso de la técnica estandar
(tincion con Giemsa), y también mediante la técnica de bandas GTG.

Utilizando la técnica estandar se obtuvo material analizable en 14 pacientes, tres de los cuales
presentaron cariotipo normal, otros dos con alteraciones numéricas y el resto presentd
rearreglos estructurales. Por otro lado, la técnica de bandas GTG permitié analizar claramente
los rearreglos cromosomicos en nueve pacientes, dentro de los cuales uno resultoé con cariotipo
normal, uno mas presento alteracion numérica y el resto mostraron rearreglos tanto
estructurales como numeéricos, concordando esto ultimo con los informes encontrados en la
literatura. En total se analizaron citogenéticamente a 23 pacientes.

Estos resultados sugieren que es necesario establecer una correlacion mas amplia entre los
datos obtenidos por las diferentes areas involucradas en la clasificacion de los Linfomas no-
Hodgkin, lo cual puede ser determinante para establecer con mayor exactitud el subtipo de
Linfoma que se presenta en cada paciente. Esto ultimo tiene importancia clinica ya que la
terapia brindada en estos casos esta relacionada con el subtipo particular que presenta cada
individuo . De este modo. nuestros resultados sugieren la necesidad de realizar un seguimiento

citogenetico en los pacientes afectados con Linfomas no-Hodgkin.



I. INTRODUCCION.

Los Linfomas son tumores causados por neoplasias proliferativas de células linfaticas. En
muchos casos estos tumores pueden derivarse del nddulo linfitico, pero ocasionalmente se
desarrollan en otros érganos donde abundan las células linfaticas. Las células linfoides son
capaces de proliferar en la médula dsea con sobreflujo en torrente sanguineo (Leucemia), asi
como ocasionar tumores localizados (Linfomas). Debido a esto, muchas veces es dificil, si no
imposible, diferenciar entre una Leucemia y un Linfoma con accion en médula osea.

Por otra parte, también se encuentran dificultades cuando se trata de clasificar a los
Linfomas, ya que las opiniones han diferido ampliamente, tanto para determinar cual es la célula
linfatica que da origen a determinados tumores, como en la causa de este proceso. Sin embargo,
la introduccion de nuevas técnicas de imvestigacion, tales como Inmunofenotipos, Analisis
Cromosomico y técnicas de Biologia Molecular, han permitido comprender la patologia de los
Linfomas.

Los Linfomas son comunmente divididos en dos grupos basandose principalmente en datos
histopatologicos y clinicos . De acuerdo a ello tenemos:

1) Enfermedad o Linfoma de Hodgkin.

2) Linfomas no-Hodgkin.

Este ultimo grupo de Linfomas ha sido mejor caracterizado tanto clinica como
citogenéticamente. Los Linfomas no-Hodgkin (LNH) se presentan en los ganglios linfaticos. sin
embargo, entre ellos hay diferencias en lo que se refiere a: células de origen. distribucion por
edades, cuadro clinico, estadio de aparicion, manifestaciones clinicas, complicaciones \ su
respuesta al tratamiento. Estas alteraciones comprenden un amplio espectro que varia. desde el
Linfoma de Burkitt en los nifios africanos hasta el Linfoma Difuso Nodular en adultos 1a

mayoria de los casos de LNH son neoplasias monoclonales de celulas B



A nivel mundial la incidencia de LNH varia enormemente. En E.UA. la  incidencia
aproximada es de 6.5/ 100,000 habitantes, mientras que en ciertas areas de Polonia es
tan baja como 1/100,000 habitantes. En los E.U.A. los Linfomas Foliculares se encuentran
entre los tipos mas comunes. El Linfoma de Burkitt es mas frecuente en determinadas areas con
caracteristicas climatologicas especificas, como las existentes en Africa Central, de donde es
endémico, mientras que en Japon y en Jamaica predominan los Linfomas de células T, variante
que también recientemente se ha reportado en el Caribe y en el Sureste Mexicano. En el Norte
de nuestro pais llama la atencion la alta frecuencia de Linfomas en areas donde se emplean
insecticidas, por lo cual estos hechos sugieren la participacion de ciertos factores endémicos,
tales como agentes quimicos, fisicos o biolégicos. Asi mismo, los factores genéticos no se
pueden desligar de esta observacion, ya que el cincer es una forma de crecimiento celular
maligno e incontrolable, que ocurre en un organismo a través de continuas generaciones de
células El crecimiento anormal y por lo tanto su inhibicion estan intimamente conectados con
los mecanismos de division celular, por lo que se requiere del conocimiento de los principios
citologicos que lo rigen para su manejo. En la mayoria de los tumores malignos se presentan
defectos cromosoémicos especificos, por lo que el analisis citogenético en pacientes con LNH,
es importante para la subclasificacion y entendimiento del origen de este tipo de neoplasia, lo
que permitira realizar un diagnostico mas exacto, lo que conduce a elegir un tratamiento

especifico y adecuado, que garantize una mayor sobrevida para el paciente.



IL- OBJETIVOS

1.- Realizar anilisis citogenético de cultivos de sangre periferica (S.P), médula osea (M.O) y/o
ganglio linfatico (G.L) de pacientes con LNH.

2.- Estandarizar la técnica de cultivo de muestras de Ganglio Linfitico en el Servicio de
Genética del Hospital General de México SSa.

3.- Establecer la frecuencia y tipo de aberraciones citogenéticas en pacientes con LNH.

4.- Iniciar un proyecto de seguimiento de estudios citogenéticos a largo plazo, en pacientes con

LNH.



IV. ANTECEDENTES.

4.1. CLASIFICACION DE LINFOMAS NO-HODGKIN.

Los linfomas malignos son comunmente divididos dentro de dos subgrupos principales en
base a los datos histopatologicos y clinicos: Enfermedad de Hodgkin (EH) y Linfomas no-
Hodgkin (LNH). Los iltimos, estin desde el punto de vista citogenético, mejor
caracterizados. (1)

Los LNH son un grupo heterogéneo de tumores, existiendo numerosos sistemas de
clasificacion (1). Las tres clasificaciones méas importantes son: la histolégica propuesta por
Rappaport (2), la anatomopatologica propuesta por Lukes y Collin (3) y la Tentativa
Multinacional de LNH ("New Working Formulation")(4).

4.1.1. Clasificacion histolégica propuesta por Rappaport.(2)

De acuerdo a la estructura de los ganglios linfaticos, la clasificacion de Rappaport divide a
los Linfomas en: 1) Tipo nodular (N), en el cual las células neoplasicas se agrupan simulando
foliculos linfoides (centros germinales), y 2) el tipo difuso (D), en el cual no hay agregacion y
esta borrada la conformacion de los ganglios linfaticos. Ademas, de acuerdo con sus
caracteristicas citologicas, los LNH se clasifican en las variedades "histiociticas" (H)
("hidtiocitica” se pone entre comillas para indicar que los tumores asi clasificados son de origen
linfoide, con excepcion de algunos casos raros) y linfociticas (L); esta ultima consiste en tipos
linfociticos mal diferenciados (LMD) y linfociticos bien diferenciados (LBD). Ademas, existe un
grupo de Linfomas Celulares Mixtos (CM) que poseen elementos de los tipos histiocitico y
linfocitico. Aunque la clasificacion de Rappaport se puede seguir y, en algunos casos, predice el
prondstico, cientificamente no es segura debido a que los avances en el estudio de la estructura
de los ganglios linfaticos y de los marcadores inmunologicos de los linfocitos han revelado que,

cada uno de los diferentes tipos Rappaport consiste de diversas formas de expresion de la



morfologia de diferenciacion de las células B. Por ejemplo, la categoria de Linfoma
"Histiocitico” incluye Linfomas que derivan en su mayoria de linfocitos B transformados, de
células foliculares centrales hendidas y no hendidas, y solo rara vez de linfocitos T y de

verdaderos histiocitos.(2,5)

4.1.2 Clasificacion Anatomopatolégica propuesta por Lukes y Collin.(3)

Lukes y Collin (1974) han propuesto una clasificacion anatomopatologica alternativa, basada
en hallazgos histologicos, e inmunologicos, tales como, inmunoglobulinas de superficie y
marcadores en los ganglios linfaticos. Los Linfomas Malignos se clasifican por el sistema de
Lukes y Collin, de acuerdo con la designacion funcional de células B, T o U (sistemas celulares
indefinidos) e histiocitos, en general se encuentra que 68 a 70 por ciento de los Linfomas
Malignos derivan de células B, 18 a 19 por ciento de células T, 13 por ciento de células U y un#
pequeiia fraccion de verdadefos histiocitos. La clasificacion para las células U es hipotética, y ha
sido propuesta para las proliferaciones celulares con caracteristicas morfologicas primitivas que
no son exclusivas de ellas. En estas células no son detectables los marcadores inmunolégicos o
citoquimicos. Sin embargo la clasificacion mmunologica de Lukes y Collin para LNH carece de
datos para establecer correlaciones con la terapéutica y es dificil de reproducir. Aun asi estan
surgiendo entidades patologicas especificas con caracteristicas morfologicas e inmunologicas

exclusivas, signos clinicos reconocibles y respuestas predecibles al tratamiento (5,6,7).

4.1.3."New Working Formulation'(4)

Recientemente se hiz0 una tentativa multinacional, para vencer los problemas de
incompatibilidad entre las diferentes clasificaciones incluyendo una Nueva Formulacion de
Trabajo para la nomenclatura de LNH. El objetivo de la formulacion de trabajo, no es en si
mismo crear un nuevo sistema de clasificacion, sino reconocer varios subtipos histopatologicos
dentro de tres categorias principales -Linfomas Malignos de bajo grado, intermedios y de alto

grado- (Tabla 1) para permitir la interpretacion entre términos equivalentes ya existentes



Ademas se incluyen otras formas que recientemente se han detectado (1,4).

4.1.3.1. Linfomas de Bajo Grado.

El grupo de Linfomas de Bajo Grado o indolentes incluye el Linfoma Folicular de células
pequefias hendidas (LFCPH); el Linfoma Folicular Mixto de células pequeiias hendidas y células
grandes (LFM); el Linfoma Linfocitico Difuso de células pequeiias (LLDCP) y el Linfoma
Linfocitico Difuso de diferenciacion intermedia (LLDDI).(4, 7,)

2.1.3.1.1. Linfoma Folicular de células pequeifias hendidas.- El Linfoma Folicular de células
pequefias hendidas (LFCPH) es el mas comiin de los subtipos histologicos de Bajo Grado y
representa alrededor de 60 a 70% de todos los Linfomas de Bajo Grado y 30% de todos los
Linfomas Linfociticos. Estos tumores se originan primariamente en los ganglios linfaticos y estan
compuestos por células que muestran considerables variaciones en tamafio, configuracion y
grado de diferenciacion. El patrén histologico de crecimiento es nodular pero también en
muchos casos el patron de crecimiento folicular del ganglio linfatico es incompleto. A menudo
los pacientes con un patron nodular puro (con independencia del tipo celular), presentan
mejores indices de sobrevida que aquéllos con areas difusas que abarcan mas de 25% de la
superficie de corte transversal del ganglio. A medida que aumenta el porcentaje de células
grandes, los Linfomas Foliculares tienen un comportamiento mis agresivo. Cuando se obtienen
dos biopsias o mas en el momento del diagnostico, pueden observarse variaciones en los rasgos

histologicos (discordancia) hasta en 25% de los pacientes con Linfoma Linfocitico.(7)

4.1.3.1.2. Linfoma Folicular Mixto de células pequeiias hendidas y de células grandes.- El
Linfoma Folicular Mixto de células pequefias hendidas y de células grandes (LFM) representa
aproximadamente 20 a 30% de los casos de Linfoma de Bajo grado. Se diferencia del LFCPH
por la presencia de 5 a 15 células grandes nucleadas por campo en el centro de los nodulos

malignos. Las células poseen un fenotipo celular, de superficie semejante al de las céhulas del



LFCPH, pero poseen una fraccion de crecimiento algo mayor. Los pacientes con LFM presentan
adenopatias difusas y una historia natural indolente, similar a la asociada con el LFCPH (de 0 a 5
células grandes por campo de gran aumento). Con menor frecuencia, el LFM afecta la médula
Osea y es comun su asociacion con masas abdominales. Cuando esta comprometida la médula
dsea, es a menudo con el componente de células pequeiias hendidas, las cuales se consideran

células migratorias.(6,7,8)

4.1.3.1.3. Linfoma Linfocitico Difuso de células Pequeiias.- Este Linfoma (LLDCP) esta
compuesto por linfocitos pequefios bien diferenciados y parece ser el equivalente solido de la
Leucemia Linfocitica Cronica. Estos tumores presentan un patron difuso de crecimiento,
usualmente en el momento del diagnoéstico se encuentran diseminados y, en la mayoria de los
casos, son leucémicos o se convierten en tales. Por lo general la presentacion clinica incluye
linfadenopatias generalizadas y asintomaticas, con compromiso local de la médula 6sea y del
higado. En raras ocasiones, las células secretan Ig en forma expontanea. La secrecion de Ig
puede ser inducida con facilidad in vitro por medio de la incubacion con ésteres de forbol. Las
células tumorales son T101-positivas y el estadio de maduracion es mayor o cercano a las
células secretoras de Ig. Hasta en 10% de los casos es posible detectar una anemia hemolitica
positiva a la prueba de Coombs. La progresion histologica hacia un Linfoma Difuso de células

grandes (LDCG) es rara y ocurre en alrededor de 5% de los casos.(8)

4.1.3.1.4. Linfoma Linfocitico Difuso de diferenciacién intermedia o de la zona del manto.
El Linfoma Linfocitico Difuso de diferenciacion intermedia o de la zona del manto (1.LLDDI) es
un raro subtipo, no incluido en la Formulacion Operativa. Estos tumores por lo general crecen
en forma difusa con un patron que puede ser vagamente nodular y de células un poco mas
grandes que los linfocitos pequefios, con irregularidades e identaciones nucleares leves. Estas
células provienen de las células B en la zona del manto que rodea a los foliculos v el tumor

podria correlacionarse con la Leucemia Prolinfocitica, del mismo modo que el Linfoma



Linfocitico Difuso Pequefio se correlaciona con la Leucemia Linfocitica Cronica. Las células del
LLDDI son células B maduras positivas para el antigeno de la Leucemia Linfoblastica Aguda
comin (CALLA +) y CD 10-positivas, ademas de ser B |- negativas, B4-positivas e la-positivas,
A diferencia de la mayoria de los Linfomas de células B, que por lo general expresan los genes
de cadenas ligeras kappa, aproximadamente dos tercios de los LLDDI expresan los genes de
cadenas ligeras lamda. Es posible observar junto con la expresion de IgM, algo de produccion
de IgD o IgG. La presentacion clinica del LLDDI es similar a la de otros Linfomas indolentes,
con adenopatias generalizadas y compromiso de la médula osea y el higado. Sin embargo, la
progresion a un LDCG es sumamente rara. La sobrevida media es de alrededor de 3 aiios y
pareceria ser algo mas breve que la asociada con los otros subtipos histologicos de bajo grado

.(6,7,9)

4.1.3.2. Linfomas de Grado Intermedio.

Los Linfomas de grado intermedio generalmente presentan un curso clinico agresivo. Este
grupo incluye los Linfomas Difusos de células grandes (LDCG), los Linfomas Difusos Mixtos de
células pequefias hendidasy células grandes (LDM) y los Linfomas Foliculares de células grandes
(LFCG). (5,7)

4.1.3.2.1. Linfoma Difuso de células grandes.- Los Linfomas agresivos constituyen
aproximadamente 60% de todos los Linfomas Linfociticos. Estos representan alrededor 85% de
la totalidad de los Linfomas agresivos. E1 LDCG fue denominado Linfoma Histiocitico Difuso
(LHD) en la clasificacion de Rappaport y con anterioridad era conocido como sarcoma de
células reticulares. Los LDCG son heterogéneos, tanto desde un punto de vista morfologico
como inmunologico. Se han efectuado numerosos intentos de subclasificacion de estos tumores,
sobre la base de subgrupos morfologicos y/o inmunologicos. Invariablemente, los criterios
morfologicos han demostrado ser irreproducibles; sin embargo, ha sido posible diferenciar un

subgrupo de 1 DCG. el Linfoma Inmunoblastico (LDCG-1). Estos Linfomas se caracterizan por



la presencia de células malignas con rasgos plasmocitoides y pueden originarse en las células T o
B. En apariencia no existen evidencias con respecto a las manifestaciones clinicas asociadas con
los LDCG-1 de células T o B o entre los rasgos clinicos de los LDCG y los LDCG-1. Si bien en
un principio se pensd que habia una diferencia en la historia natural de estos tumores,
determinando que en la NWF el LDCG-I se agrupara con los Linfomas de Alto Grado. Después
se observo que no existian tales subtipos para el LDCG (ya sea inmunoblastico de células T o B)
en cuanto a la historia natural, las manifestaciones clinicas o la respuesta al tratamiento. Los
LDCG muestran una alta incidencia de enfermedad extraganglionar (40%) con presentaciones
en tracto gastrointestinal, piel, huesos, tiroides, testiculos y otros sitios extraganglionares. La
historia natural de los LDCG es considerada agresiva, puesto que la sobrevida media de los
pacientes no tratados es de 8 meses. En los Linfomas agresivos se han identificado algunos
factores prondsticos desfavorables, como el deterioro del estado general, la presencia de
sintomas constitucionales y masas gastrointestinales voluminosas, el compromiso de la médula

6sea y un nivel de LDH superior a 250 (7,9,10).

4.1.3.2.2. Linfoma Difuso Mixto de células pequeiias hendidas y de células grandes.- En el
Instituto Nacional de Cancer de los EE.UU se ha visto que aproximadamente 85% de los
Linfomas de células pequeiias hendidas y células grandes (LDM) se originan en células T. A
menudo los LDM, los LDCG y los LDCG-I, portadores de marcadores celulares T, son
agrupados bajo la categoria de Linfomas de células T periféricas. En pequefias series de
pacientes tratados en forma heterogénea, se les ha asociado con un prondstico mas desfavorable
que los LDM, LDCG y LDCG-I de origen en las células B. Sin embargo, los resultados
obtenidos en numerosas series de pacientes que recibieron tratamientos homogéneos no
sustentan una diferenciacion de estos Linfomas sobre la base de su estirpe celular. Mas aun
tanto la Leucemia-Linfoma de células T del adulto (LTA) como la Micosis Fungoide son
neoplasias de las células T periféricas , pero generalmente no se les incluye en la categoria dc

Linfomas de células T periféricas. No existe rasgo morfologico alguno que permita al patologo



establecer una diferenciacion entre los LDCG o los LDCG- 1 de origen celular B o T. Debido a
que la distincion de Linfomas de células B o de células T del mismo subgrupo histolégico no
reviste una utilidad clinica, asi como tampoco se emplea correctamente en los Linfomas de
Grado Intermedio y, ya que los criterios morfologicos no son confiables para identificar dicho

subgrupo, se considera que tal denominacion debera ser abandonada.(4,7,9,10)

4.1.3.2.3. Linfoma Folicular de células grandes.- Dentro de los Linfomas Foliculares el de
mayor agresividad es el Linfoma Folicular de células grandes (LFCG). Este es identificado por
la presencia de mas de 15 células grandes en el centro de los nodulos malignos. La historia
natural de estos Linfomas se vuelve progresivamente mas breve a medida que aumenta el
componente de células grandes. Por otra parte, en el LFCG la evolucién hacia un LDCG es
mucho mas rapida. El LFCG es el Linfoma Folicular mas raro. Su historia natural y sus
caracteristicas clinicas no se distinguen de las del LDCG. Con respecto al fenotipo inmunolégico
y a las anormalidades citogenéticas, la célula maligna es semejante a la del LFCPC. Al igual que
todos los Linfomas Foliculares, el LFCG siempre se origina apartir de células B, pero la
fraccién de crecimiento de las células de este tumor es generalmente mayor que en el LFCPHC y

en el LFM. (4,7)

4.1.3.3. Linfomas de Alto Grado.

Los Linfomas de Alto Grado incluyen al Linfoma Linfoblastico (LL), los Linfomas Difusos
de células pequeiias no hendidas (LDI), Linfomas de Burkitt (LB) y no Burkitt (no-B) y a la
Leucemia-Linfoma de células T del adulto asociada con HTLVI (L-LCT) y los Linfomas
Difusos de células pequeiias no hendidas (LDI), Linfomas de Burkitt (LB) y no Burkitt (no-B).
Las caracteristicas comunes de los Linfomas de Alto Grado comprenden un rapido indice de
crecimiento (fraccion de crecimiento elevada), residentes en el SNC y tendencia a evolucionar
hacia una fase leucémica. La mayoria de los pacientes con Linfomas de Alto Grado estin

comprendidos en el grupo de edad pediatrica.(4,5)



4.1.3.3.1. Linfoma Linfoblistico.- El Linfoma Linfoblastico es un proceso maligno cuyo rasgo
principal es un aumento de tamaiio de los ganglios linfticos supradiafragmaticos, tanto en las
cadenas mediastinicas anteriores como en las cervicales. La neoplasia se disemina con rapidez a
la médula 6sea ( en caso de que no se encontrara afectada desde un principio) asi como a
menudo se propaga # las meninges y a los testiculos. Existe una notable similitud clinica,
inmunoldgica y citologica entre el Linfoma Linfoblastico en estadio avanzado y la Leucemia
Linfoblastica aguda (LL.A). En particular cuando el Linfoma Linfoblastico afecta la médula osea
es morfologicamente indiferenciable de la LLA. La fenotipificacion inmunolégica de estas
entidades sugiere que alrededor de 95% de los casos presentan células con distintos estadios
del desarrollo de la célula T. Asila Leucemia Linfoblastica aguda de células T constituiria una
neoplasia del timocito temprano y el Linfoma Linfoblastico un proceso maligno de las fases
media a tardia del desarrollo del timocito, aunque los casos individuales conforman un espectro
continuo. Aproximadamente 5% de los Linfomas Linfoblasticos se originan en las células B.
Estas neoplasias pueden ser identificadas por su caracteristica morfologia nuclear contorneada y
por la presencia casi invariable de la enzima desoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT).(7,8)
Estudios recientes muestran que alrededor del 50% de los pacientes tienen una masa tumoral
mediastinica aunque pueden mostrar adenopatias (en especial mediastinicas) como lesion
predominante en el momento del diagnostico. A menudo la neoplasia se disemina hacia el hueso
y la médula 6sea y puede conducir al desarrollo de una Leucemia franca con compromiso del

SNC o sin éL(7,11)

4.1.3.3.2. Linfoma Difuso de células pequeiias no hendidas (LDI; Linfoma deBurkitt (LB)
y no Burkitt (L no-B)).- Estos Linfomas son neoplasias originadas en las células B,
diferenciables sobre la base de sus rasgos morfolégicos . El LB se caracteriza por la presencia
de células uniformes con nucleos mas pequefios que los de los histiocitos normales, el LNB se
distingue del anterior por la presencia de células de tamafio variable. con nicleos de diverso

tamafio y nucledlos mas prominentes. Estas diferencias a menudo son dificiles de establecer vy.



dado que ambos tumores constituyen neoplasias de células B con IgM y que comparten
anormalidades citogenéticas t(8;14), t(2;8), t(8;22), es probable que sea vilido considerarlas en
conjunto. Si bien muchos autores dudan de la importancia de establecer una distincion entre
estos tumores, algunos informes sugieren diferencias en su comportamiento (37). Los LB se
presentan con mas frecuencia como neoplasias extraganglionares, en especial con un
compromiso intraabdominal, y muchas veces se encuentran en el estadio IV. La enfermedad
diseminada también se observa en la mayoria de los pacientes con Linfomas de células pequeiias
no hendidas de la variedad LNB. Se ha registrado un compromiso de la médula 6sea en
37.5% de los LNB yen 4.5% de los LB. En los primeros la probabilidad de diseminacion
leucémica es mayor. Ambos tumores tienen una propension bien comprobada a la invasion del
SNC. Los estudios iniciales que evaluaron la sobrevida de estos pacientes revelaron sobrevidas
medias de menos de un afio, sin diferencias significativas entre las variedades de este grupo.(5,8)

El estudio de los Linfomas de Burkitt presenta un interés particular, debido al papel
etiologico desempefiado por los Virus de Epstein-Barr (VEB). Los pacientes africanos con LB
muestran elevaciones significativas en los titulos de anticuerpos contra una diversidad de
antigenos de VEB. Asi 80 a 90% de los tumores de los pacientes africanos contienen copias del
genoma del VEB. Por el contrario, en los casos raros y esporadicos de LB en zonas no
endémicas solo 15 a 20% se asocian con VEB.(7.9)

El Linfoma de Burkitt es el unico transtorno linfoproliferativo en el cual Ia reduccion
quirirgica del tamafio del tumor ha demostrado repetidamente asociarse con una mayor

sobrevida cuando es seguida de quimioterapia.(7,11)

4.1.3.3.3. Leucemia-Linfoma de células T del adulto.- La Leucemia Linfoma de células T del
adulto (L TA) es un trastorno proliferativo de las células T, rapidamente fatal, que afecta sobre
todo a adultos nacidos en el sudeste de Japon. Los pacientes con LTA desarrollan con rapidez
linfadenopatias difusas progresivas, hipercalcemia, hepatoesplenomegalia, infiltracidn de la piel,

lesiones oseas liticas ¢ infiltrados pulmonares intersticiales. Los infiltrados pulmonares pueden



estar causados por una infiltracion leucémica o por una infeccion por Pneumocystis carimii,
puesto que las infecciones oportunistas son frecuentes. En la mayoria de los pacientes, el
trastorno s¢ expresa en sangre periférica en algin momento de la evolucion, observandose
células linfoides muy pleomoérficas y niicleos multilobulados bizarros (7,8).

En el momento del diagnostico, 70 a 100% de los pacientes tienen un recuento leucocitario
elevado y 60 a 100% de células pleomorficas en el extendido de sangre periférica. El fenotipo
inmunolégico en las células es T3+, T4+, Tac+ (receptor de interleucina-2) y T8-. Este fenotipo
es similar al de las células del Linfoma de células T periféricas o del Sindrome de Sézary, salvo
por la expresion de Tac (5). La anemia y la trombocitopenia, detectadas a menudo en otras
Leucemias Agudas, no constituyen una manifestacion importante de la LTA. Casi 100% de los
pacientes presenta niveles elevados de fosfatasa alcalina y deshidrogenasa lactica. Con
frecuencia se observa una elevacion de los niveles de enzimas hepaiticas, sobre todo en los
estadios terminales. El hallazgo de laboratorio mas notable es la hipercalcemia, que se registra
en 24% de los pacientes japoneses y 90% de los casos fuera del Japon. Por lo general, los
niveles séricos de fosfato se encuentran en el rango normal y los de hormona paratiroidea son
elevados, normales o adecuadamente bajos. En algunos casos, se han realizado diagnosticos
erroneos de hiperparatiroidismo y los pacientes han sido derivados para ser sometidos a una

paratiroidectomia. Los estudios de autopsia revelaron glandulas paratiroides normales.(8,11)

4.1.4. Otras entidades.

Se han descrito diversos transtornos linforreticulares "Benignos" capaces de crear un cuadro
clinico indiferenciable del Linfoma. La enfermedad de Clasteman o hgperplasia gigante de
ganglios linfaticos se presenta por lo regular como masas mediastinicas o abdominales en
pacientes con sintomas sistémicos como fiebre y pérdida de peso (5,7). Recientemente se ha
registrado una variante de la enfermedad de Clasteman con adenopatias generalizadas y sintomas
sistémicos. El examen histopatologico revela, por lo general. que las masas estan compuestas

por centros germinativos hiperplasicos en un ganglio linfitico que conserva una arquitectura



normal. Es usual observar un infiltrado de células plasmaticas y un cierto grado de proliferacién
vascular. Esta enfermedad puede tener un curso benigno y responder al tratamiento local o

persistir en forma fatal para el paciente. La sobrevida media es de solo 30 meses.(8,11)

4.1.4.1. Granulomatosis Linfomatoidea.- Es una enfermedad vasculitica inusual, de etiologia
desconocida, que origina una infiltracion angiocéntrica destructiva de la piel, los pulmones y a
veces el sistema nervioso con un infiltrado celular polimorfo compuesto por linfocitos (en
especial células T), células plasmiticas, histiocitos y, a menudo,, células linfoides atipicas con
rasgos citologicos malignos. La enfermedad comprende un amplio espectro, desde procesos con
rasgos histoldgicos benignos y un curso clinico cronico, hasta el desarrollo de Linfomas

altamente malignos, por lo general originados en las células T.(7,8)

4.1.4.2. Linfadenopatias Angioinmunobldsticas (LDAT).- Se describié micialmente como un
transtorno hiperinmune. Estos pacientes presentan un cuadro agudo con linfadenopatias
generalizadas, hepatoesplenomegalia con sintomas constitucionales en asociacion con erupcioén
cutanea, una anemia hemolitica Coombs positiva y una hipergammaglobulinemia policlonal. El
examen histopatologico revela un borramiento completo de la arquitectura, una proliferacion
polimérfica de linfocitos, inmunoblastos y células plasmiticas y la ausencia de centros
germinativos. Por lo general, estan afectados los ganglios linfaticos y, a pesar de que estas
células no son morfoldgicamente malignas, la enfermedad como tal es progresivamente fatal,
desarrollando un Linfoma durante el curso clinico o detectado por autopsia. Datos recientes

sugieren que esta enfermedad podria deberse a una proliferacion anormal de los linfocitos T.(8)



TABLA 1

Clasificacién de Linfomas no-Hodgkin (LNH) por grados de malignidad, propuesta
Multinacional 'New Working Formulation" (4).

LINFOMAS DE BAJO GRADO

Linfoma Folicular de células pequefias hendidas (LFCPH)
Linfoma Folicular mixto de células pequefias

hendidas y células grandes (LFM)
Linfoma Linfocitico Difuso de células pequefias (LLDCP)

Linfoma Linfocitico Difuso de diferenciacion -
intermedia (LLDDI)

LINFOMAS DE GRADO INTERMEDIO

Linfoma Difuso de células grandes (LDCG)
Linfoma Difuso Mixto de células pequeﬁas hendi-

das y células grandes (LDM)
Linfoma Folicular de células grandes (LFCG)

LINFOMAS DE GRADO ALTO

Linfoma Linfoblastico (LL)

Linfoma Difuso de células pequeiias no hendidas
Burkitt y noBurkitt (LDI) (LB) (L no-B)

Leucemia-Linfoma de células T del adulto (LTA)



4.2. CARACTERISTICAS CLINICAS.

Los Linfomas no-Hodgkin son un grupo clinica y patologicamente diverso de transtornos
neoplasicos de las células linfoides. La heterogeneidad de los Linfomas refleja el potencial de
malignizacion en cualquier etapa de la diferenciacion de los linfocitos B o T. Por lo comiin, los
Linfomas Malignos afectan primero los ganglios linfaticos u otros tejidos linfopoyéticos.

Los Linfomas malignos se caracterizan por:

1) Poblaciones de células neoplasicas homogéneas.

2) Un patroén histologico de proliferacion neoplasica en nidos cohesivos, llamado patrén folicular
o nodular, o como infiltracion difusa.

3) Un prondstico determinado, en particular, por el subtipo histopatologico.

4) Propagacion imprevisible de la enfermedad.

5) Presentacion frecuente como enfermedad generalizada o sistematica.

6) Pronunciadas diferencias clinicas y patoldgicas entre los Linfomas Malignos de los nifios y
adultos.

Ademas de los patrones morfologicos caracteristicos, la demostracion de rearreglos en los
genes de cadenas ligeras de Ig con expresion de cadenas kappa o lambda exclusivamente,
confirma la monoclonalidad y, por ende, la neoplasia de células B. El diagnostico en células T
requiere de la demostracién de una poblacion homogénea de células linfoides citologicamente
malignas, que expresan marcadores para células T o reordenamiento. de genes para cadenas beta

o gamma del receptor de células T (6).

4.2.1. Etapas clinicas de Linfomas no-Hodgkin.
La clasificacion por etapas de un cancer intenta establecer una estimacion de su agresividad o

nivel de malignidad segin la diferenciacion citologica de las células tumorales y el namero de



mitosis dentro del tumor. Es frecuente utilizar para LNH un tipo de establecimiento clinico de

etapas como se muestra en la Tabla No. 2.



TABLA 2
Etapas clinicas de los LNH. (6)

Etapa* Distribucion de la enfermedad

I Participacion de una sola region ganglionar linfatica (I) o de un solo
organo o zona extralinfatica (IE)

I Participacion de dos o mas regiones ganglionares linfaticas en
el mismo lado del diafragma, sola (IT) o con lesiones de drgano o
tejido contiguo extralinfatico (ITE)

1| Participacion de regiones ganglionares linfaticas a cada lado del
diafragma (IIT), que pueden incluir el bazo (IIIS), un 6rgano, o zona
limitada extralinfaticas (IIIE), o ambos (IIIES)

v Focos multiples o diseminados de participacion de uno o mas

organos o tejidos extralinfaticos con participacion linfatica o sin ella.

* Todas las etapas se dividen segin la ausencia (A) o presencia (B) de los siguientes sintomas
sistémicos: fiebre elevada, sudores nocturnos, pérdida de peso inexplicable mayor de 10% del

peso corporal normal.



4.2.2. Caracteristicas Generales.

En los Linfomas Malignos no-Hodgkin, los ganglios linfaticos afectados son grandes, blandos
y de color gris palido, pero pueden ser firmes si existe fibrosis concomitante. La fibrosis se
observa con mayor frecuencia en los Linfomas Malignos que toman sitios retroperitoneales,
mediatinales e inguinales. La presencia de fibrosis no influye sobre la evolucién clinica, ni sobre
el pronodstico de los Linfomas. La necrosis tumoral se observa a simple vista, como unos focos
de reblandecimiento amarillo opaco. Es caracteristico observar necrosis tumoral en Linfomas de
células grandes que se dividen rapido, pero ocurre en células individuales y no en zonas amplias
de tejido neoplasico. La fagocitosis de detritos nucleares y citoplasmaticos por los macrofagos
es conspicua en Linfomas con divisién ripida que presentan necrosis celular e imparte, a los
cortes histologicos, el aspecto llamado en circulo estrellado (6,12).

El examen histologico muestra una poblacion monomorfa de células linfoides que infiltra y
desdibuja la arquitectura normal de los ganglios linfaticos u otros tejidos. Las células linfaticas se
caracterizan por exhibir rasgos citolégicos atipicos uniformes. Puede verse un espectro de
células neoplasicas. Pero el examen histolégico cuidadoso por lo general, revela atipia citologica
en todas las células linfoides infiltrantes. La atipia celular falta unicamente en el Linfoma
Linfocitico de células pequeiias o bien diferenciado.(6,12,13)

A nvel macroscépico, en 40% de los Linfomas Malignos de los adultos, el cuadro clinico
incluye aglomeraciones uniformes de células neoplasicas, que se conocen como foliculos o
nodulos. Todas las neoplasias malignas que exhiben una disposicion folicular se originan en
células B. En 85% de los Linfomas Foliculares, hay translocacion cromosomica especifica
t(14;18). Los LF suelen ser transtornos indolentes que siguen una evolucion cronica, pero son
comunes las recaidas tardias o repeticion y la cura resulta excepcional. Los LF infiltran en forma
progresiva a los tejidos interfoliculares normales para tomarlos foliculares y difusos; son mas
comunes en adultos de mediana edad, observandose con poca frecuencia antes de los 30 afios v

son por demas raros en los nifios (6,14).



Los Linfomas malignos de los adultos inicialmente se presentan en forma difusa e infiltrativa,
60% no tienden a formar foliculos ni nédulos. Estos Linfomas Difusos se originan en células B o
T, con excepcién del Linfoma Linfocitico de células pequefas, los Linfomas Difusos siguen un

curso clinico mas agresivo que los Foliculares (6,13,14).

4.3. DIAGNOSTICO.

La presentacion de los sintomas del LNH depende en gran medida de la localizacién del
tumor, por esta razon los LNH pueden presentarse en una gran variedad de formas,
representando asi un gran problema diagndstico. Los sitios mas comunes de invasion incluyen,
linfadenopatia periférica mediastinal y abdominal. El primer dato generalmente lo constituye el
crecimiento de ganglios linfiticos, que con mas frecuencia aparecen en la regién cervical,
supraclavicular, axilar o inguinal. Los sintomas de decaimiento, pérdida de peso, fiebre y
diaforesis, generalmente son datos de enfermedad avanzada (14).

Ocasionalmente el sitio primario de invasion es el intestino en cualquiera de sus segmentos,
originando sintomas abdominales como: dolor abdominal, vomito, diarrea y masa palpable. En
los nifios puede encontrarse sangrado intestinal agudo, requiriendo, frecuentemente, laparatomia
exploradora diagnostica.(5,14)

La invasion mediastinal comunmente se manifiesta por disnea, tos y derrame pleural. Pueden
existir datos de sindrome de vena cava superior, el crecimiento de nodulos linfaticos en la region
presacra, puede originar sintomas de obstruccion intestinal o del tracto urinario. Otros sitios
frecuentes de presentacion extralinfatica son: la piel, orbitas de los ojos, huesos, cerebro,
glandulas salivales y gonadas (5,15).

El diagndstico se realiza a partir de una cuidadosa historia clinica y examen fisico; la historia
debe incluir fecha de inicio de la lesion, tamaiio, caracteristicas y rapidez de crecimiento. El
examen fisico debera encaminarse a poner de manifiesto la presencia de organomegalias y datos
que revelen la participacion de otros niveles de la economia. (5,14)

Il diagnostico histopatologico requiere de una biopsia escisional de un nodulo linfoide



representativo, con la realizacion de improntas, citologia hematica, con cuenta de plaquetas y
sedimentacion globular, biopsia por aspiracion de médula dsea, quimica sanguinea, electroforesis
de proteinas séricas, puncion raquidea para estudio bacteriologico y citoquimico, radiografia de
torax, tomografia computarizada abdominal y gammagrama nuclear por resonancia magnética.
En la actualidad la laparatomia no constituye un procedimiento de rutina (14).

En el diagnostico inmunolégico, se suele emplear inmunofluorescencia indirecta en cortes de
tejidos congelados, o bien citometria de flujo en suspensiones celulares, con anticuerpos
monoclonales para células T e Histiocitos y para células B inmunoglobulinas de superficie.(6)

El diagnéstico citogenético se realiza, en muestras de sangre periférica, aspirado de médula

osea y/o biopsia de ganglio linfatico, mediante un cariotipo con bandas GTG (16).

4.4. TRATAMIENTO.

Antes de comenzar el tratamiento es importante obtener un diagnéstico adecuado y
determinar cuidadosamente la extension de la enfermedad. Dada la tendencia de los LNH a la
diseminacion hematologica precoz, rara vez se emplean tratamientos locales como la cirugia o la
radioterapia; en la mayoria de los casos se emplea la quimioterapia como tratamiento inicial La
mtensidad de ésta viene dada primero por el diagnéstico histologico mientras se obtienen datos
inmunolégicos y citogenéticos. Por ello, hay que subrayar, que el diagnostico debe ser lo mas
certero posible, efectuandolo un patédlogo con considerable experiencia (6).

Los pacientes con Linfoma de Bajo Grado o subtipos histolégicos favorables, muestran
desde el principio diseminacion sistémica (estadios ITT o TV) en el momento del diagnéstico. No
se cree que en estos subtipos histologicos favorables se deba usar quimioterapia demasiado
agresiva. Algunos pacientes con estos tipos histologicos muestran una evolucion muy indolente.
Los ganglios linfaticos permanecen estables, disminuyen de tamafio o incluso regresan
espontaneamente. Es posible que en estos casos no se precise un tratamiento durante meses o
afios.(5.6)

Cuando éste ya es necesario suelen emplearse agentes tnicos como el clorambucil o la



ciclofosfamida, que habitualmente tienen buena tolerancia y resultan efectivos en la mayoria de
los pacientes. La quimioterapia combinada con CVP (ciclofosfamida, vincristina y prednisona) es
en general, bien tolerada y probablemente consigue tasas de respuesta mas altas, pero la
sobrevida no es mayor que la lograda con la monoquimioterapia. Se han probado otras
combinaciones, pero no se han presentado ventajas sobre el esquema CVP.(7)

Algunos autores han propuesto ¢l empleo de una forma sistémica de radiacién (irradiacion
corporal total ICT), pero su aplicacion no es general. En algiin momento de la evolucion, casi
siempre al cabo de unos afios de seguimiento y tratamiento paliativo, la mayoria de los pacientes
con subtipos histologicos favorables desarrollan un curso clinico mas agresivo. Se hacen
resistentes a los farmacos, areas que hasta entonces respondian al tratamiento, comienzan a
crecer con rapidez en localizaciones tumorales preexistentes o aparecen nuevas zonas de
infiltracion a pesar de la quimioterapia. Todos estos fendmenos obligan a realizar una nueva
biopsia para comprobar si se ha producido la transformacion histologica a un subtipo mas
agresivo de Linfoma.(5,6)

La progresion histologica lleva habitualmente a una evolucion fatal, sin embargo en algunos
pacientes resulta Gtil pasar a uno de los protocolos terapéuticos mas agresivos que se emplean
en subtipos histopatolégicos desfavorables (5,7).

Los Linfomas de tipos histolégicos favorables comienzan como formas localizadas (estadios
I 0 IT) solo en 10% de los casos, por lo tanto el enfoque de estas formas esta peor definido que
el de la enfermedad generalizada. Se ha recomendado observacion sin tratamiento, radioterapia
de los campos afectados, radioterapia ganglionar total y quimioterapia, pero ninguno de ellos
constituye de forma clara el tratamiento de eleccion en estos casos. Es probable que la
radioterapia de los campos afectados sea el menos perjudicial de estos enfoques terapeuticos.
(5.12,14)

E! tratamiento de los pacientes con estadios avanzados de los Linfomas de subtipos
histologicos desfavorables (estadios 11 o IV: algunos expertos incluyen la enfermedad en estadio

Il en categoria de avanzada) (6) requieren quimioterapia con capacidad curativa demostrada.



Estos regimenes terapeuticos suelen incluir desoxirrubicina y ciclofosfamida, el mas empleado
es la combinacion CHOP [ciclofosfamida, hidroxidaunorrubicina, oncovin (vincristina),
prednisona] con la que se obtiene una tasa de respuesta completa de 50%. Casi todas las
recaidas se producen en el primer afio, rara vez aparecen al cabo de 2 afios. En los pacientes que
logran una respuesta completa, habitualmente se interrumpe el tratamiento a los 6 meses. Tras
el tratamiento con CHOP alrededor de 30 a 50% de los enfermos sufren una recaida y
finalmente mueren (12).

En los altimos afios se han realizado varios intentos de mejorar esta tasa de respuesta y la
duracion de las mismas. Los resultados de los estudios iniciales con protocolos tales como M-
BACOD (metotrexato, bleomicina, adriamicina, ciclofosfamida, oncavin y dexametasona) y el
pro-MACE-MOPP [prednisona, metotrexato, adriamicina, ciclofosfamida, hepipodofilotoxina
VP- 16, mostaza nitrogenada, oncovin, procarbacina y prednisona en tratamientos alternos] son
esperanzadores; aproximadamente 80% de los pacientes logran respuestas completas y 70 a
80% de ellas son duraderas.(12,13)

Los protocolos mas agresivos se asocian a una mayor morbilidad y a una mortalidad ligada al
tratamiento de hasta 10%. En alrededor de 30 a 40% de los pacientes se encuentran Linfomas de
subtipos histologicos desfavorables en formas aparentemente localizadas (estadios I o II). El
tratamiento tradicional de estos casos ha sido la radioterapia sola, con tasas de curacion situadas
en tomo a 40-50%. El empleo en los ultimos afios de quimioterapia con capacidad curativa
demostrada en la enfermedad avanzada, para tratar estas formas localizadas, como el protocolo
CHOP, ha elevado la proporcion de enfermos que aparentemente han curado de su enfermedad
hasta 80%. Cuando la enfermedad se halla localizada (estadio I) la terapedtica puede consistir en
quimioterapia inicial, o la radioterapia de los campos afectados; con ambos se obtienen
resultados aproximadamente en 90 a 95% de los casos.(13)

Existen muchas excepciones a las reglas generales de tratamiento expuestas anteriormente.
Por ejemplo, los pacientes con Linfomas Inmunoblasticos de células T rara vez curan con

protocolos convencionales como CHOP. En ellos es muy frecuente la participacion de la médula



osea. Los protocolos convencionales fracasan a menudo por recaida del sistema nervioso
central. En estos casos tienen mas éxito los esquemas que incluyen tratamiento intensivo de
inducciéon y profilaxis del sistema nervioso central, tal y como se hace en la Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA). Con los programas de quimioterapia intensiva empleados para tratar
los Linfomas de la infancia se ha obtenido una notoria mejoria en el prondstico de estos

pacientes adultos. (6)

4.5. ETIOLOGIA.

Aunque se desconoce la causa de la mayoria de los Linfomas malignos no-Hodgkin, las
variaciones en los patrones epidémicos mundiales ofrecen indicios sugestivos que hacen que
cada vez sea mas evidente, que no solo es un factor el responsable de la enfermedad (6).
Actualmente, se les considera como un grupo heterdgeneo de desordenes, producto de
diferentes factores, como son: los ambientales y genéticos, dentro de los primeros, tenemos los
factores quimicos, fisicos y biologicos, los cuales regularmente por si solos no producen la

enfermedad, sino que incrementan la suceptibilidad del individuo para desarrollarla. (18,19)

4.5.1. FACTORES AMBIENTALES.

Se ha observado que los Linfomas humanos tienen una estrecha relacion entre su incidencia y
factores como la situacién socioeconomica, la zona geogrifica y el medio de vida de los
pacientes (5), lo cual nos sugiere que existen agentes bioldgicos, fisicos y quimicos que

participan en la etiologia de los mismos.

4.5.1.1. FACTORES BIOLOGICOS.

Los factores bioldgicos entran dentro del grupo de factores ambientales responsables de
algunos tipos de cancer y comprenden los agentes infecciosos como virus, bacterias, hongos y
parasitos considerados con potencial carcinogénico. De éstos los que muestran una evidencia

mayor de ser factores de riesgo en neoplasias de vertebrados son los virus (20).



En el ser humano, se ha establecido una firme asociacion entre el virus de Epstein-Barr
(EBV) y el Linfoma de Burkitt africano. Sin embargo, dicha asociacion no es valida, para el
Linfoma de Burkitt diagnosticado en los Estados Unidos (21).

La etiologia viral de un tipo de Linfoma humano fue demostrada por Gallo y col. en 1978
(20). Estos investigadores identificaron un retrovirus especifico en ciertos pacientes con
Linfoma de células T maduras (21-23).

Esta enfermedad presenta una identidad clinicopatologica distintiva y se han descrito
agregaciones en el sudeste de Japon (20), en el Caribe (22) y en el sudeste de los Estados

~ Unidos (23).

En todas estas areas endémicas el mismo virus, denominado virus de la Leucemia Humana de
Células T tipo I (HTLV-I), ha sido asociado con el sindrome clinico de Linfoma-Leucemia de
células T en el adulto. Se desconoce el mecanismo exacto por medio del cual el virus induce una
transformacion maligna de estas células (22).

Se ha observado que otros virus son capaces de transformar células animales después de la
insercién de un gen transformante (oncogén) en el genoma del huésped. Esta insercion resulta en
el crecimiento desordenado de la célula y la eventual formacion de un tumor. Sin embargo, el
genoma de HTLV-I no parece contener un oncogén. El HTLV-I es un virus exdgeno cuyo
mecanismo especifico de transformacion celular no se conoce con exactitud (20,22,23).

Inicialmente HTLV-I fue aislado de nddulos linfaticos de un paciente con una variante de
Linfoma cutaneo de células T (Sindrome de Sézary) y posteriormente fue estudiado y/o
identificado en pacientes japoneses con Linfoma-Leucemia de células T de adulto (20,24).

A pesar de las evidencias de esta asociacion, esto se considera como uno mas de los

mecanismos moleculares causantes de los Linfomas (25).

4.5.1.2. FACTORES FISICOS.
Los factores fisicos como las radiaciones ionizantes, son otro factor de riesgo para ¢l

desarrollo de Linfomas (5). La radiacion, cualquiera que sea su fuente (luz solar, rayos X. etc.)



es un carcindgeno establecido. Se ha comprobado que ain la radiacién terapéutica es
carcinogena. (26)

También se observo que la radiacion por la bomba atomica produjo aberraciones
cromosomicas en una célula del sistema hematopoyético comiin para lineas linfoides y mieloides
(27). Algo similar sucede en los pacientes con espondilitis anquilosante, quienes al ser tratados
con radiacion terapéutica, presentan afios mas tarde un incremento de 10 a 12 veces la incidencia
normal de Leucemia (5,6).

Entre los dafios cromosdmicos que pueden producir las radiaciones ionizantes estan
principalmente los rearreglos estructurales (deleciones, translocaciones, anillos, fragmentos
dicéntricos, acéntricos, figuras tri y tetrarradiadas etc.) y marcadores cromosomicos adicionales
(27-29).

También se ha propuesto que la radiacion causa activacioén de virus endogenos. Sin embargo,

este mecanismo no ha sido demostrado en humanos (30,31).

4.5.1.3. FACTORES QUIMICOS.

Algunos datos indican que los carcindgenos quimicos desempefiarian una funcién etiologica
en ciertos casos de Linfomas. El aumento en la incidencia de Linfomas entre los agricultores de
Nebraska y Kansas (EE.UU.) se ha relacionado con el uso de fenoxiherbicidas y clorofenoles
(5). Entre los trabajadores de materiales de la industria de cercar y de la came de Nueva Zelanda
se sugiere que los clorofenoles desempeiian un papel etiologico en muchos casos de Linfoma

(5,32).

4.5.2. FACTORES GENETICOS.

Existen varias hipotesis que tratan el fenomeno del cancer sobre bases genéticas. Una de
ellas supone que el cancer se puede deber a la acumulacion de mutaciones somaticas en sitios
susceptibles, causando una pérdida del control del crecimiento celular (19,33). La hipétesis de

Knudson (1976) o de iniciacion-promocién propone que en el caso de tumores hereditarios debe



ocurrir una primera mutacion en células germinales (primer evento de la carcinogénesis), seguida
de una mutacién en células somaticas (segundo evento) (34,35). Por otra parte Matsunaga
(1978) propone otra hipotesis, la cual sostiene que, en el caso de tumores embrionarios (como
es el caso del retinoblastoma) estos dependen fundamentalmente de los factores de resistencia
del huésped (36).

Es importante mencionar que las hipotesis acerca de las neoplasias embrionarias deben ser
consideradas en la actualidad, en base a los recientes hallazgos acerca de los antioncogenes o
genes supresores del tumor y a su funcionamiento (34-37).

Otra hipotesis sostiene que la mayoria de los cinceres se podrian originar por la insercion de
material genético nuevo, como consecuencia de la infeccion de células normales por virus
tumorales (38,39).

Si bien, ninguna de estas hipotesis explica completamente el origen del cancer, no se
excluyen mutuamente y es posible que estos procesos tengan un importante papel en la etiologia

del cancer como en el caso de los Linfomas. (19,33)

4.5.2.1. FACTORES HEREDITARIOS.

Se sugiere influencia hereditaria en la aparicion de los Linfomas por su elevada frecuencia en
pacientes con deficiencias inmunes hereditarias y, por un pequefio aumento de su frecuencia en
las familias de pacientes con transtornos inmunolégicos. (5,33)

En un estudio se observé un aumento importante en la frecuencia de la enfermedad de
Hodgkin en hermanos de un caso indice, en particular en los del mismo sexo (5). En numerosos
grupos de pacientes con enfermedad coligena vascular se ha observado un leve aumento en la
frecuencia de Linfomas, al compararlos con grupos de edades similares de la poblacién general
(5).

En pacientes inmunodeficientes como: con sindrome de Sjdgren se tiene un aumento del

10%, en el desarrollo de Linfomas Difusos o sarcomas inmunoblasticos de duracion

prolongada. (5)



Los trastornos hereditarios ligados a cancer incluyen la ataxia-telangiectasia, el sindrome de
Wiskott-Aldrich; la agammaglobulinemia congénita ligada al cromosoma X, el sindrome
linfoproliferativo ligado al cromosoma X (inmunodeficiencia hereditaria de VEB) y el sindrome
de Chediak-Higashi, entre otros (5,6). Los trastornos adquiridos asociados con una incidencia
aumentada de neoplasia linfoideas malignas incluyen el sindrome de Sj6gren, otros trastornos
autoinmunes (sistemas inmunes hiperactivos), el tratamiento mmunosupresor (trasplantes
cardiacos y renales) y la infecciéon por el virus de la mmunodeficiencia humana (HIV) o SIDA.
(5)

Algunas de estas inmunodeficiencias también se asocian con un aumento de riesgo para el
desarrollo de canceres no linfoides, como el sarcoma de Kaposi en los pacientes con SIDA o en
receptores de trasplantes. El incremento en la incidencia de procesos malignos linfoides se
considera el resultado de trastornos de la mmunorregulacion mas que de la pérdida de los
mecanismos de vigilancia inmunolégica. Sélo se han analizado con cuidado pocos casos de
Linfomas desarrollados en el contexto de una mmunodeficiencia, pero existen numerosas
evidencias de que la mayoria de estos Linfomas se originan en células B y son provocados, por

lo menos parcialmente por el VEB. (5,39)

4.5.2.2. ONCOGENES

A principios de este siglo se hallaron pruebas de que algunos tipos de virus provocaban
‘tumores en animales, lo cual se confirmo con el descubrimiento del virus del Sarcoma de Roux
en 1911, que pertenece a un grupo de virus tumorales de RNA, llamados retrovirus. Estos son
portadores de oncogenes virales ( v-onc ), capaces de causar tumores malignos en animales de
laboratorio y tranformacion celular in vitro. Los genes transformantes virales (v-onc) son
homologos a los genes celulares normales aparentemente en todas las especies que se han
investigado. Cada oncogen se denomina con tres letras que definen el nombre del virus del cual
fue aislado. (40.41)

La contraparte celular normal o la forma no activada de un oncogén es lo que se conoce



como proto-oncogén. Los proto-oncogenes estan altamente conservados evolutivamente, lo que
sugiere que su funcién es de importancia vital en la fisiologia celular normal. (42)

El descubrimiento de que el genoma humano contiene secuencias de DNA homélogas a las
de los genes transformadores del retrovirus determino la posibilidad de que pudieran participar
en la génesis de los tumores humanos. Sin embargo, también se sabe que tales oncogenes se
encuentran implicados en la proliferacion de los linfocitos normales. La expresion desordenada o
desregulada de los oncogenes mediante translocaciones, amplificaciones o mutaciones puntuales
contribuye a la transformacién maligna (41,43).

Los pacientes con Linfoma de Burkitt presentan translocaciones cromosémicas no aleatorias
caracteristicas. En la mayoria de los casos, el segmento distal del brazo largo del cromosoma 8
humano se transloca a los cromosomas 14, 22 6 2, los cuales portan los loci para las cadenas
de Ig pesadas y ligeras, lambda y kappa respectivamente. Estas translocaciones son de gran
interés, a causa del aparente papel integral desempefiado por el oncogén celular c-myc en el
desarrollo de estas neoplasias. El oncogén c-myc, localizado en la banda q24 del cromosoma 8
es translocado a los loci de cadenas pesadas de Ig situado en el cromosoma 14 en la banda g32
en la t(8;14) (Figura No. 1). En las translocaciones variantes 1(8;22) (Figura No. 2) y t(2;8)
(Figura No. 3) el oncogén c-myc permanece sobre el cromosoma 8, mientras que las secuencias
genéticas para las cadenas lambda y kappa son translocadas al cromosoma 8 (40,44). Todas
estas translocaciones resultan en la desregulacion de la expresion de c-myc y causan umna
produccion aumentada de ARNm. No se sabe con certeza qué efectos causa la activacion
transcripcional del oncogén c-myc sobre la célula. El producto genético de c-myc es una
nucleoproteina importante para la proliferacion celular y podria ser uno de los factores que

conducen a la proliferacion neoplasica (5,41,43).

4.5.2.3. SITI0S FRAGILES.
Esta bien establecido que los tumores humanos, particularmente Linfomas y Leucemias, se

caracterizan por presentar anormalidades cromosomicas especificas, que implican puntos de
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ruptura donde se localizan proto-oncogenes y genes muy activos para la diferenciacion celular.
Se ubican en o cerca de sitios hipersensibles o sitios fragiles, donde agentes carcindgenos
pueden actuar y ocasionar rupturas y rearreglos cromosomicos, Dichos rearreglos
cromosomicos pueden proveer a la célula una ventaja proliferativa, ademas pueden repetirse y
caracterizar una enfermedad determinada. (45,46)

Varios autores han sugerido que puede existir una correspondencia entre los sitios fragiles y
los puntos de ruptura cromosomicos no aleatorios vistos en las células cancerosas. La evidencia
proviene de una correlacion significativa entre la localizacion de los puntos de ruptura y las
bandas cromosomicas en las cuales estan presentes los sitios fragiles (45,46).

La clasificacion principal de los sitios fragiles los divide en dos grupos principales: los sitios
fragiles hereditarios o raros y los sitios fragiles comunes o constitutivos; ademas algunos autores
manejan otro grupo que incluye los sitios fragiles controversiales o inclasificables (46,47).

Se han identificado 24 sitios fragiles heredables (h-fra) en el genoma humano: 23 localizados
en los autosomas y uno en el cromosoma X (48,49). Actualmente se han encontrado 110 sitios
fragiles comunes o constitutivos (c-fra) localizados en puntos precisos del genoma humano y de
primates (45,46,49-51).

El mecanismo preciso de formacién de los sitios fragiles es desconocido. Sin embargo, se ha
sugerido que su origen esté a nivel de sintesis de ADN. Otra hipétesis propone que los sitios
fragiles se forman por modificacion viral del ADN afectando la condensacion cromosdmica. (46)

Algunos autores sugieren que los sitios fragiles incrementan la susceptibilidad a las rupturas y
pueden causar predisposicion para los rearreglos cromosomicos en neoplasias. Se ha encontrado
correlacion entre los puntos de ruptura en varios rearreglos cromosomicos en cancer y la
localizacion de sitios fragiles comunes o heredables (45,49,51). En el caso de una translocacion
o inversion, un sitio fragil puede ser parte o estar proximo a un proto-oncogen y el segundo sitio
fragil puede ser parte o estar proximo a una secuencia reguladora de genes celulares que
transforman al proto-oncogen en oncogen activo. En el caso de las deleciones. dos genes no

oncogénicos pueden servir de base para la ruptura y reunion de segmentos cromosomicos con



pérdida de una secuencia de ADN, que incluya una secuencia critica (45).

A pesar de las evidencias que existen respecto a la asociacion entre rearreglos cromosémicos
especificos, oncogenes y sitios fragiles se requieren mas estudios para determinar si los sitios
fragiles son un factor predisponente en algunos canceres (45). Los reportes de individuos con
sitios fragiles y enfermedad maligna, en quienes los puntos de ruptura en sus células
cancerosas, corresponden a los de sitios fragiles, solo han sido anecddticos. Si bien es de gran
mterés la aparente correspondencia de los sitios fragiles con los puntos de ruptura en canceres

no ha sido establecido si coinciden verdaderamente (52).



V. REARREGLOS CROMOSOMICOS EN LINFOMAS NO-HODGKIN

La investigacion en el area de la genética, orientada al estudio de las neoplasias, ha sido
fructifera no solo porque ha permitido importantes avances en la comprension del fenémeno de
la transformacion maligna, sino también porque ha descubierto alteraciones cromosomicas utiles
en ¢l diagnostico y el prondstico de las entidades neoplasicas. Ademas, con el conocimiento
reciente acerca de los oncogenes y su funcionamiento, se han abierto perspectivas para la

prevencion y tratamiento del cancer (53).

5.1. ANTECEDENTES HISTORICOS.

En los ultimos afios han aumentado los estudios sobre la funcion de los cambios
cromosémicos en la transformacién neoplasica. Estos estudios se inician en 1890, cuando se
asociaron por primera vez anormalidades nucleares y mitoticas con el crecimiento neoplasico
(53). Basandose en esto al inicio de siglo, Boveri postuld su teoria sobre el origen cromosomico

del cancer (54).

Las ideas de Boveri quedaron olvidadas por mucho tiempo, ya que las técnicas citogenéticas
empleadas en esos afios no eran adecuadas. No fué sino hasta los afios 50's cuando se realizaron
descubrimientos vitales en metodologia citogenética, tales como el efecto de Ia colchicina sobre
la formacion del huso acromatico durante la mitosis. Ademas el tratamiento de las células
mitdticas con solucion hipotonica permitié la distension celular y la separacion individual de los
cromosomas (1,55).

A partir de entonces, se desencadend un periodo de expansion de la citogenética de
mamiferos, destacando la descripcion del nimero correcto de cromosomas en el hombre por
Tjio y Levan en 1956 (56). Después Moorhead y cols. (1960) desarrollaron un método de

cultivo de linfocitos de sangre periférica, rapido y eficiente (57).



Bumnet (1974) consideraba claramente el origen monoclonal de las neoplasias. La hipotesis
de la mutacion somatica del cancer permitié explicar la asociacion de estas entidades con la
accion de agentes quimicos o bioldgicos, como los virus oncogénicos y con el hecho de que en

la mayoria de las neoplasias aumenta su frecuencia con la edad (58).

En el inicio de la década de los cincuentas se hizo ostensible que las células malignas
presentan importantes cambios cromosomicos y en 1960 Nowell y Hungerford demuestran la
primera alteracion cromosomica asociada con una neoplasia especifica: el cromosoma
Philadelphia en la I.eucemia Mieloide Cronica (56). Este hallazgo reforzo la hipotesis de Boveri,
y establecio que una anormalidad cromosomica adquirida es la causa directa de la neoplasia (1)
Al relacionar aberraciones cromosomicas constantes con diversos tipos de tumores, se
demuestro que las alteraciones cromosomicas tienen gran relacién con el desarrollo y progresion

neoplasica (24,59).

El uso de técnicas de alta resolucion permitio una definicion mas precisa de los rearreglos
cromosomicos (24,45,60) y con el advenimiento de las técnicas de Biologia Molecular, asi como
la combinacion con los progresos en otras areas de la biologia celular y tumoral, ha sido posible
la localizacion de los oncogenes en los cromosomas humanos, asi como la identificacion de

otros mecanismos implicados en la iniciacién y progresion neoplasica (60).

5.2. NOMENCLATURA CITOGENETICA.

Regularmente se usa la nomenclatura propuesta por la Conferencia de Paris para la
descripcion de la morfologia de los cromosomas humanos en los cariotipos. Seiiala, en primer
lugar, el nimero total de cromosomas, seguido por los cromosomas sexuales y después los
rearreglos de los autosomas. Las letras "p" y "q" se refieren a los brazos cortos y largos del
cromosoma respectivamente. Cuando se coloca un signo (+) o un signo (-) antes de un numero

indica ganancia o pérdida de un cromosoma y, cuando este se coloca después del cromosoma.

en tanto que brazo indica ganancia o pérdida de un segmento del mismo. Las translocaciones



son identificadas por la letra "t" seguida de los cromosomas implicados en el primer paréntesis,
asi como las bandas del cromosoma en las que ocurrieron las rupturas son indicadas en el
segundo paréntesis. Es asi que se indica brazo "p" o "q", nimero de region, banda y subbanda.
La incertidumbre respecto al cromosoma o banda implicados es denotado por un signo de
interrogacion (?). Otras anormalidades estructurales se designan como: "i" isocromosoma, "r"
cromosoma en anillo, "mar" marcador, "del" delecion, "ins" insercion, "inv" inversion, "dup"

duplicacion y "der" derivado (29,61,62).

5.2.1.CRITERIOS PARA DETERMINAR TIPOS DE REARREGLO CITOGENETICO.

Al observar al menos dos células "pseudodiploides” o "hiperdipliodes”, o tres células
"hipodiploides" con la misma alteracion, se manifiesta una clona anormal. A pacientes con
células que no muestran alteraciones, o bien cuando las alteraciones no son constantes, se les
considera normales, ya que, los cambios aislados pueden deberse a procesos técnicos o a errores

mit6ticos al azar (63).

Dentro de los innumerables estudios que se han publicado, sobre los cambios cromosémicos
en las células cancerosas (1), el problema mayor es distinguir los eventos primarios de los
secundarios, ya que a través de los cambios cromosémicos se puede diferenciar el crecimiento

de las clonas tumorales (64).

Algunos investigadores, sugieren que las aberraciones cromosomicas en desordenes

neoplasicos son de tres tipos (65):

1.- Anormalidades primarias. Se encuentran frecuentemente como anormalidad dnica en
cancer y se asocian  especificamente con un tipo de tumor en particular, estas

son el paso esencial en el establecimiento de la neoplasia.

2.- Anormalidades secundarias. Nunca se encuentran como cambios tnicos, a menudo son

adicionales a las anormalidades primarias y son importantes en la progresion tumoral.



3.- Ruido citogenético. Constituyen cambios cromosomicos que son el ultimo nivel de
aberraciones no consecutivas y que no ejercen un papel trascendental en la progresion tumoral

(1,64,65).

5.3. CITOGENETICA.

La citogenética ha avanzado considerablemente en los tltimos afios, gracias al desarrollo de
diferentes métodos de bandeo que permiten la identificacion individual de los cromosomas, la

deteccion de anomalias numéricas, estructurales y la tincion de regiones especificas.(16)

El estudio citogenético de los Linfomas no-Hodgkin se realiza en un aspirado de médula
oOsea, el cual se procesa directamente o se cultiva por 24-72 horas (54,66). Es recomendable
procesar una biopsia de ganglio linfatico, cultivando por 24-96 horas, o bien, en caso de no ser
posible la obtencion de médula dsea o biopsia de ganglio linfatico, se realiza un cultivo similar
de sangre periférica (60). La actividad mitotica natural de la médula dsea es usada para el
analisis cromosomico directo, y el estudio de estas células, representa poblaciones que se estan
dividiendo in vivo en el momento que se hizo el aspirado; mientras que en un cultivo ( en este
caso de sangre periférica, biopsia de ganglio linfatico o médula osea) la division celular se

efectua in vitro (67).

Las aberraciones cromosomicas han sido usadas como marcadores celulares en el estudio de
la interrelacion entre distintas poblaciones celulares. Se han encontrado varias ventajas del
cultivo de células sobre el método directo, independientemente de que sean estimuladas (con
fitohemaglutinina) o no (68,69). En los cultivos hay un incremento en el nimero de metafases
producidas a favor de las células cromosomicamente anormales con respecto a las normales,
quizas debido a que las primeras ejercen una inhibicion de las células normales, o que estas

células con alteraciones cromosdmicas estén en ventaja proliferativa (67-70).

Realizando preparaciones cultivadas también se mejora la morfologia de los cromosomas, lo

que se refleja en el nimero de bandas obtenidas en los cultivos. Ademas un resultado positivo



se obtiene mds probablemente de preparaciones cultivadas que de las directas. La ventaja més
significativa del cultivo es que se detectan lineas celulares cromosémicamente anormales, las
cuales, algunas veces, no son detectadas en preparaciones directas (68-70). Las preparaciones
cromosomicas obtenidas, ya sea por cultivo o por método directo, se someten a técnicas de
tincion que producen una serie de bandas caracteristicas a lo largo de los cromosomas para su
identificacion. La técnica de bandeo mas utilizada en el estudio de los Linfomas no-Hodgkin es
la de bandas GTG (71). El método general para producir bandas GTG es el tratamiento con una
solucion de tripsina, y posteriormente tincién con Giemsa, de esta forma se pone de manifiesto
la estructura cromomérica basica de los cromosomas en metafase. Las preparaciones son

analizadas con un microscopio de luz convencional a 1000X (72).

5.4. HALLAZGOS CITOGENETICOS.

Como se mencion6 anteriormente la evolucién clinica de las neoplasias humanas, esta
asociada con una gran variedad de alteraciones cromosomicas recurrentes que proveen datos
esenciales para el entendimiento del cancer. Constantemente se encuentran translocaciones
cromosdmicas especificas en distintos tipos de tumores malignos. Se ha probado que los
rearreglos en estos puntos de ruptura provocan desrregulaciones de oncogenes, lo que parece

representar un evento patogénico primario en la generacion de tumores (73).

La interpretacién entre los numerosos sistemas de clasificacion de los LNH fue un problema
significativo, que impidi6 durante mucho tiempo la comparacion y correlacion entre las
caracteristicas citogenéticas ¢ histopatologicas identificadas por diferentes centros de
investigacion (1), lo cual recientemente llevo a plantear la Nueva Formulacién de Trabajo
multinacional (New Working Formulation) para la nomenclatura de los LNH (Proyecto de
clasificacion de Linfomas Patolégicos no-Hodgkin 1988). Para lo cual se realizo el analisis

citogenético de casi 1000 casos de LNH. (4)

Estas investigaciones demostraron que la mayoria de LNH (probablemente 80 a 90% o mis)



tienen anormalidades cromosomicas clonales (74-77). En los 260 casos de LNH recopilados en
el décimo quinto taller internacional de cromosomas en Leucemias-Linfomas, celebrado en 1984

en Japon, 85% de los casos estudiados tuvieron cariotipos anormales (1).

Levine y cols. (1985), en un estudio realizado en 120 pacientes con LNH encontraron

anormalidades cromosdmicas clonales en 115 casos (76).

Estudios recientes han correlacionado translocaciones y otras anormalidades cromosomicas,
estructurales y numéricas con caracteristicas clinicas, mcluyendo respuestas a la terapia y

diagnaéstico del paciente, ademas de datos citogenéticos pre-tratamiento y pos-tratamiento (13).

5.4.1. REARREGLOS CROMOSOMICOS EN LNH DE BAJO GRADO.

En los pacientes estudiados con LNH, clasificado histolégicamente como de bajo grado, las
aberraciones mas comunes, en orden decreciente de frecuencia fueron: translocaciones con
puntos de ruptura en 14q32, 18q21, 1q21-23, 1p32-36, 6q21-25, trisomia 3, trisomia 18,
trisomia 12, trisomia 7, trisomia 21, trisomia 11 y trisomia 5. Otras aberraciones fueron
encontradas en menos de 5 % de los casos. De las translocaciones reciprocas la
t(14;18Xq32:q21) (Figura No. 4) se observd en aproximadamente 54 % de los pacientes con
Linfoma Folicular de células pequeiias hendidas (74-76).

5.4.1.1. REARREGLOS ESTRUCTURALES

La ocurrencia no azarosa de t(14;18) (q32:q21) (Figura No. 4), fue el primer reporte hecho
por Fukuhara y cols. en 1979 (1), quién estableci6 la translocacion en 6 de 10 pacientes. La
asociacion entre la t(14:18) y Linfomas Foliculares fue confirmada después y realmente la
t(14:18) ahora parece ser la anormalidad cariotipica mas commin asociada a LNH (1,76). Yunis
y cols (1984) (75) encontraron que los puntos de ruptura se encuentran en la subbanda 14q32.3

ven 18q21 a 18q21.1. Este rearreglo es la causa mas frecuente de un marcador 14q+ en LNH-
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NB (75).

En un estudio realizado por Yunis y cols. (1987) (17) en 71 pacientes con LF en 85% de los
casos se encontré una t(14;18) como tnica anormalidad, especificamente en Linfoma Folicular
de células pequefias hendidas, lo que permitio establecer un mejor diagnostico, al establecer la
correlacion entre el rearreglo citogenético y este tipo de LNH. Estos pacientes no requirieron

tratamiento, ya que este tipo de tumor tiene un curso inicial asintomatico (17).

Tsujimoto y cols. (78,79) han examinado los detalles moleculares de la t(14,18), para ello
clonaron la region del punto de ruptura 14g+ de una linea celular de Leucemia Linfoblastica
Aguda conteniendo la t(14;18) y prepararon una biblioteca gendmica. Una de las sondas del
cromosoma 18 obtenida asi, fue capaz de detectar rearreglos en 18q21, al igual que en
Linfomas Foliculares con t(14;18) (78,79). Esto llevo a los autores a sugerir que la prueba
probablemente identifico un oncogen localizado en 18q21, pero translocado a 14¢32 como
resultado del rearreglo citogenético, al oncogen se le dié el nombre de bcl-2 (Break cluster
lymphoma). Este oncogén, codifica para una proteina de 25 KD, la cual promueve la sobrevida
de las diferentes células hematopoyéticas. El mecanismo por el cual bcl-2 incrementa la
sobrevida celular, es a través de su habilidad para interferir en la muerte celular programada

("apoptosis") (73,79).

Los puntos de ruptura en 14q32 se encontraron dentro del locus de cadenas pesadas de Ig,
cerca del extremo 5' del segmento J, en donde los segmentos de diversidad (D) normalmente se
combinan con segmentos J para producir un gen activo de cadenas pesadas. Asi la t(14;18) es
producto de un rearreglo erratico en la union VDJ, y es mediado por maquinaria enzimatica
responsable del proceso de recombinacion. La presencia de error desregula a bel-2 llevandolo a
estar bajo la influencia del "amplificador” del locus de Ig. Esta desregulacion representa un paso
crucial en la patogeénesis del tumor folicular de las células B (79-85). Adn asi. el mecanismo no
es del todo claro, ya que por ejemplo en las investigaciones de Cleary y cols. (1986) se reporta

la existencia de dos diferentes regiones de agrupacion de punto de ruptura en 18q21. por lo cual



estos autores creen que pueden estar implicados dos diferentes mecanismos patogénicos en la
t(14;18) de Linfomas Foliculares (80,86). A pesar de todas las dudas el esquema patogénico
propuesto por Tsujimoto y cols. (78) es muy atractivo ya que explica el mal funcionamiento del
mecanismo enzimitico normal en células B, esta mutacion podria servir tentativamente para

explicar los rearreglos neoplasicos dentro de la célula (77,86).

Las anormalidades estructurales incluyendo 1q, y atn mas frecuentemente a Ip han sido
reportadas en 25% de los casos de LNH de Bajo Grado (1). Los rearreglos son principalmente

translocaciones, el punto de ruptura mas frecuente es 1p36 (76).

Los rearreglos en el cromosoma 6 en Linfomas de Bajo Grado son consistentes, pero como
también frecuentemente se hallan en los otros tipos de LNH, algunos autores han sugerido que
estos rearreglos son de tipo secundario, ya que no existe evidente ocurrencia en algun subgrupo

de LNH histopatologico en particular. (1)

5.4.1.2. REARREGLOS NUMERICOS.

En la revision del Primer Taller de Trabajo (First Workshop) se encontré trisomia 3

predominantemente en pacientes con Linfoma Folicular Mixto (1).

La Trisomia 18 ocurre en 10 a 15% de todos los LNH, y de este porcentaje una gran parte
ocurre en los Linfomas de Bajo Grado (1). Es probable que esta trisomia en la mayoria de los
casos ocurra como un cambio secundario natural, al igual que en otros cambios numéricos que
ocurren en muchos otros canceres humanos. Hasta el momento no hay suficientes datos que

aclaren la contribucion de este cromosoma extra al proceso neoplasico.(1)

5.4.1.3. OTROS REARREGLOS CROMOSOMICOS EN LINFOMAS DE BAJO
GRADO.

Dentro de este grupo de rearreglos cromosomicos tenemos la trisomia de los cromosomas



12, 7,21, 11 y 5, que se presentan en los Linfomas de Bajo Grado en menor frecuencia, o bien
asociados a rearreglos primarios. Estos rearreglos regularmente son asociados a un mal
pronostico y una menor sobrevida (1). Se ha reportado que en los pacientes con t(14;18) y
del(13q32), los cuales adquirieron, caracteristicas hematologicas de Leucemia, la enfermedad se
acelerd (17). Mediante el analisis de este tipo de estudios podemos determinar que si existen
anormalidades secundarias para algunos subgrupos histologicos de LNH, las cuales estan

inplicadas en una evolucion mas agresiva de la enfermedad (1).

La t(11;14Xq13;q32) es un rearreglo no comin en Linfoma Linfocitico difuso de céhulas
pequefias que es la contraparte de la LLC-B, la cual estd altamente determinada por un

marcador 14q+ (1).

5.4.2.LINFOMAS DE GRADO [NTERM]I.D[O.

En pacientes con LNH de Grado Intermedio, se ha encontrado frecuentemente un
cromosoma anormal 3, 5 6 17, asi como trisomia 3, 5, 6, 7, 12, 6 18 (81). El anilisis de estas
anormalidades cromosdmicas resulta ser el factor prondstico independiente que correlaciona

mas estrechamente con la sobrevida del paciente (1,87,88).

5.4.2.1. REARREGLOS ESTRUCTURALES.

En las anormalidades del cromosoma 17 que se han relacionado especificamente con
histologia difusa, se ha observado regularmente que los pacientes tienen una sobrevida muy
corta (88). En un estudio inmunohistoquimico realizado por Said, Barrera y cols. (1992), se
detectd la presencia de la proteina pS3 cuyo gen se localiza en 17p13, en 14 de 46 LNH de
grado intermedio, sugiriendo los autores que la presencia de esta proteina puede jugar un papel

muy importante en la progresion del tumor (89).

| as anormalidades del cromosoma 5 también son frecuentes en los Linfomas de grado



intermedio (87). En los Linfomas con del(6q), el grupo histologico es generalmente del Linfoma
Folicular Mixto o de células grandes, el cual es mas agresivo y frecuentemente evoluciona al
Linfoma Folicular de células pequefias (87). Gaidano y cols. (1992) (90) en un estudio molecular
determinaron la asociacion entre las deleciones de 6q y estos Linfomas. Este estudio permitio la
deteccion de dos regiones distintas de delecion minima en 6q25 a 6q27 y en 6q21 a 6q23,

sugiriendo la existencia de dos genes tumor supresores (90).

En estos Linfomas la dup(2p) frecuentemente es acompaiiada con un curso clinico acelerado

y una pobre respuesta al tratamiento (17,87).

Las deleciones de 16q se observan en el Linfoma Folicular Mixto y de células grandes, asi

como también en el Linfoma Difuso de células grandes y en el Linfoma Difuso Mixto. (17)

En los Linfomas Foliculares frecuentemente se presenta una dup(7p), en la parte media
proximal del brazo corto del cromosoma, donde se ha mapeado el proto-oncogen erb B,
localizado en 7p11-13. Este gen (PDGFRB), codifica para la cadena Beta del receptor del factor
de crecimiento derivado de plaquetas. Asi esta duplicacion podria contribuir a una ventaja en el

crecimiento selectivo de células malignas (17).

5.4.2.2. REARREGLOS NUMERICOS.

Las trisomias 3, 18 6 21, se han observado en fenotipos del Linfoma Folicular de células
grandes (17). En los Linfomas con trisomia 3 o 12 el tipo histologico es generalmente del
Linfoma Folicular Mixto o tipo histologico de células grandes, que frecuentemente también
evoluciona al Linfoma Folicular de células pequefias. En todos la etapa folicular con trisomia 2

frecuentemente determina un curso clinico acelerado y pobre respuesta al tratamiento. (17,91)

La trisomia 18, se observa tanto en el Linfoma Folicular Mixto y de células grandes, como

en el Linfoma Difuso de células largas y en el Linfoma Difuso mixto (17).

En la revision del primer taller de trabajo. se encontré +3 predominantemente en Linfomas



de morfologia mixta y de células pequeiias y grandes (1).

Una trisomia 7 regularmente se presenta, al igual que en Linfomas Foliculares (1). Estos
defectos pueden ubicarse dentro de un gen (o genes) que influyen en los mecanismos del

control de crecimiento (87).

5.4.3. LINFOMAS DE ALTO GRADO.

Los rearreglos cromosomicos en un tipo de LNH de alto grado, el Linfoma de Burkitt, han
estado sujetos a estudios particularmente detallados, los rearreglos cromosomicos en este tumor
se sabe que son muy especificos, sus consecuencias moleculares también aparecen
ocasionalmente reportados en otros pocos tumores malignos (1). El Linfoma de Burkitt como la
LMC, entre las neoplasias no linfociticas, asume un papel paradigmitico en oncogenética,
revelando uno de los mecanismos genético-moleculares, por el cual las anormalidades

citogenéticas contribuyen al procesos neoplasico (1,87,92).

5.4.3.1 REARREGLOS ESTRUCTURALES.,

El primer estudio citogenético de LB, se report6 en 1963 por Jacobs y cols. (1),después de la
introduccion de las técnicas de bandeo, Manolov y Manolova (1979) describieron una banda
adicional al final de 14q en 5 de 6 LB y en 7 de las 9 lineas celulares de tales tumores.
Subsecuentemente se ha demostrado que el cambio cromosoémico mas consistente en todos los

tumortes de células B, es el marcador 14q+ (92).

La naturaleza de la anormalidad especifica en LB fue determinada por Zech y cols. (1976)
quienes establecieron que el marcador 14q+ es el resultado de una t(8;14)q24:q32) (93).
Basindose en estudios de alta resolucion Manolova y cols. (1979) reportaron que la
translocacion fue reciproca (92). Estudios posteriores como el realizado por Zhang y cols.

(1982) en células profase-prometafase de LB permitieron mapear los puntos de ruptura en la



translocacion en las subandas 8q24.13 y 14q32.33 (94). Numerosos estudios han confirmado
que la t(8;14)q24:q32) (Figura No.1) es en verdad un rearreglo altamente consistente y

especifico en LB, ya que se presenta en 85% de los pacientes (95).

En 15 a 25% de los pacientes con LB se ha encontrado una de dos translocaciones variantes
a la descrita anteriormente, en las cuales también se encuentra implicada la ruptura en 8q24 (1).
Una de estas variantes, primero descrita por Berger y cols. en 1979, es una translocacion
reciproca entre 8q y 22q (Figura No.2), esto es una t(8;22)(q24;q11) (87). En la otra variante,
simultineamente descrita por Miyoshi y cols. (1979) en Japon y Van Den Berghe y cols. (1979)
en Bélgica, el cambio es entre el cromosoma 8 y el 2, esto es una t(2;8Xp12;q24) (Figura No.3).

La translocacion (8;22) ocurre dos veces, mas frecuente que la (2;8) (99).

Aun cuando la gran mayoria de los pacientes con LB presentan uno de estos tres rearreglos
especificos, la asociacion no ha sido absoluta, ya que se han reportado casos tanto de LB en
africanos como en no africanos que no los presentan. Por ¢jemplo, en un estudio realizado en
18 pacientes en E.U. en tres no se hallo ninguna de las translocaciones recurrentes (87), asi
como en seis de catorce pacientes estudiados en Ghana (91). Por otra parte, Berger y
colaboradores en 1985 encontraron uno de los rearreglos especificos para LB en 31 de 33
pacientes europeos. Es interesante que las dos excepciones tuvieron deleciones en el brazo largo

del cromosoma 6 (99).

Los rearreglos asociados al LB tienen en comun la ruptura en 8q24. El locus para las cadenas
pesadas de Ig humanas esta localizado en el cromosoma 14, mientras que los loci de las cadenas
ligeras kappa y lambda de las Ig, estan localizados en el cromosoma 2 y en el 22
respecthrameﬁte_ El homélogo humano del oncogen del virus de la mielocitomatosis de las aves
(c-myc) esta localizado en la parte distal de 8q (8q24) y es translocado al cromosoma 14 en la
1(8,14) (95). Las interacciones entre c-myc y los loci de cadenas pesadas y ligeras de Ig parecen

ser eventos claves en la patogénesis de LB (99-104).

El oncogén c-myc tiene tres exones: el primero, en el extremo S' contiene codones de



terminacion y no es traducido a proteina; los otros dos exones producen una proteina que tiene
1a propiedad de unirse al ADN. En la t(8;14) el sitio de ruptura en q24 es siempre proximal al
exon II, por lo que toda la informacién que codifica para la proteina (exones II y III) es
translocada a la banda q32 del cromosoma 14, region en la cual los rompimientos ocurren mas
frecuentemente en los sitios de encendido o union, regiones S y J, de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas. Por lo tanto en la translocacién, c-myc se reubica en las proximidades de la
region constante de las cadenas pesadas. Con este cambio se desreprime el oncogén y se

producen cantidades excesivas de su proteina (105-107).

Morgan y cols. (1986) analizaron cuatro casos de Histiocitosis maligna y encontraron en tres
de ellos una t(2;5)p23;q35), en el cuarto caso se presentd otra translocacién incluyendo 5q35,
t(1;5Xp32;q35) (94). Se ha reportado también una translocacion muy similar en un quinto
paciente t(2;5) con Histiocitosis maligna (77). Por lo tanto, parece que la t(2;5) podria ser un
nuevo rearreglo especifico, asociado a neoplasia, presentdndose unicamente en Histiocitosis
maligna. La aparente proximidad del punto de ruptura en 5q al sitio normal de c-fms es
determinante, por lo que este oncogen celular podria ser un buen candidato para un papel

patogénico en esta enfermedad (109).

Tres tipos de translocaciones han sido relacionados con neoplasias de células T por varios
autores (79); 1a t(8;14)q24;q11), la t(10;14)Xq24;q11) y la t(11;14)p13;q11). Las enfermedades
hematologicas implicadas en la mayoria de los casos son LLA, algunos casos de Leucemia
Linfocitica Cronica de Células T o la fase leucémica de los Linfomas de Células T. Ademas de la
asociacion con la linea de células T, no hay relacién en los factores clinicos. Las tres implican
una ruptura proximal en el brazo largo del cromosoma 14, en la banda q11sucede en mas casos, -
pero ocasionalmente la ruptura tiene lugar en una banda mas distal, en la q32. Por técnicas de
alta-resolucién en neoplasias de células T con inv(14) y t(10;14), tentativamente se ha mapeado

el punto de ruptura en la subanda 14q11.2 (107).

Los genes para las cadenas alfa y delta del receptor de células-T (TCR) se localizan en



14(q11), que es la banda donde ocurre la ruptura en estas translocaciones. Algunos
investigadores (1) independientemente demostraron que el gen alfa de TCR esta relacionado con
la t(11;14)q13:q11) especifica de la linea T. Este locus presenta homologia secuencial con los
genes de mmunoglobulinas, es decir tiene regiones variable (V), constante (C) y de union (J),
delimitadas por secuencias repetitivas. Estudiando el punto de ruptura en el locus se observo
que ocurre entre las regiones V y C, por lo que las regiones J y C se translocan al derivado 11p+
v la regién V permanece en el derivado 14q-. Estos resultados han permitido determinar la
orientacion de estas regiones, la cual es: centromero-region V- region J- region C-telomero. La

importancia del rearreglo en 11p13 es que produce la separacion de regiones (110-114).

El oncogen Hras-1 se ha mapeado en 11p13-14 y parece ser que su expresion se incrementa
o se modifica cuando se combina con el locus de cadenas alfa de TCR. El mecanismo de
rearreglo entre estos genes se desconoce pero se ha denominado como bcl-1 (79,81,84,113).
Esta hipotesis se origino al compararlo con el rearreglo que ocurre en neoplasias de células B
con 1(8;14)q24:q32)(19). Este modelo de recombinacion molecular se ha propuesto para la
t(8;14)q24;q11) en células T, donde el mismo sistema enzimatico es responsable de la union de
V-J que participa en la recombinacién de c-myc y TCR. Esta relacion muestra como los
rearreglos citogenéticos participan en el crecimiento neoplisico y las similitudes que existen
entre dos tipos de moléculas de reconocimiento (Ig's y TCR) y las células que las producen

(1,84).

Godde-Salz y colaboradores (1981) han reportado la ocurrencia de trisomia 3 como unica
anormalidad cariotipica en 2 casos de Linfoma de zona T, en un caso de Linfogranulomatosis X
y en dos casos de Linfogranulomatosis epiteloide. Por esto parece que la trisomia 3 caracteriza

un grupo relativamente pequeiio de neoplasias cronicas de células T (114,115)

Mecucci y cols. (1986) han reportado rearreglos estructurales del brazo corto del
cromosoma 6 en 4 pacientes con Linfoma de células T, en tres casos en forma de

translocaciones y en el cuarto como una del(6)p23;p24). Maseki y cols. (1986) agregaron



resultados de 3 pacientes, también con Linfoma de células T con delecién intersticial
(6)Xp21;p23). Parece por lo tanto que las anormalidades estructurales de 6p caracterizan un
subgrupo citogenético de malignidades de células T no reconocido previamente. La aparente
proximidad entre los puntos de ruptura y estas aberraciones con el locus de HLA, el cual se
localiza en 6p21, es intrigante y apunta a la posibilidad de que la expresion alterada de HLA sea
un factor en el proceso neoplasico. Otro gen de significancia patogenética potencial que también
se localiza en 6p21 es el homologo humano del oncogen pim-1. Esta circunstancia, en particular
cuando se combin6 con la observacion de que pim-1 es algunas veces activado en los Linfomas
de células T del raton, apoya la posibiladad de que este oncogén tenga un papel en el desarrollo

de los tumores humanos (1).

5.4.3.2. REARREGLOS NUMERICOS

No hay reportes especificos de alteraciones numéricas en Linfomas de Grado alto.

5.4.4.REARREGLOS SECUNDARIOS EN LINFOMAS NO-HODGKIN.

Las anormalidades que no se encuentran como cambios tnicos son denominadas
anormalidades secundarias, éstas a menudo son adicionales a las primarias, dentro de las cuales
se incluyen los rearreglos estructurales del cromosoma .!, los cuales son mas frecuentes en "p"
(hasta 50%a) que en "q" (menos del 25%). Los rearreglos son principalmente translocaciones y
deleciones, algunas veces duplicaciones o isocromosomas de 1q, El punto de ruptura mas
frecuente es 1p36 (99,118). Las anormalidades del cromosoma 1, casi siempre ocurren junto
con otras aberraciones, que estan asociadas mas especificamente al Linfoma, por lo tanto

son, probablemente, parte de la evolucion de la célula tumoral (1).

Los cambios estructurales del cromosoma 3, ya sea del brazo corto o largo, se han observado

en aproximadamente 25% de los casos de LNH. La considerable variabilidad en las posiciones



de los puntos de ruptura, hace a estos cambios menos especificos que la mayoria de los
rearreglos asociados a Linfomas. Sin embargo, se sabe que la banda distal del brazo largo (q29)
estd incluida a menudo, en la aceptacion de segmentos translocados de otros cromosomas para

producir un marcador 3q+ (67,99,119).

Las deleciones del brazo largo del cromosoma 6 frecuentemente se reportan como rearreglos
en los Linfomas como en otras malignidades linfaticas, nada indica que existan diferencias
sistematicas entre las del(6q) que ocurren en los diferentes contextos histopatologicos, pero
cuando es rearreglo secundario de una t(14;18) en Linfomas de grado intermedio, el curso de la
enfermedad es acelerado y de mal pronostico (120). En el material de la New Working
Formulation. 15 % de todos los tumores analizados tenian 6q-. Parece probable, por lo tanto,

que 6q- sea un rearreglo secundario o no primario en los desérdenes Linfaticos (17,82,118,119).



VL MATERIAL Y METODOLOGIA.

6.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Para realizar esta investigacion se procesaron las muestras de Sangre Periférica (SP), Médula
Osea (MO) y/o Ganglio Linfatico (GL) de pacientes con Linfoma No-Hodgkin recibidas en el
Servicio de Geénetica del Hospital General de México SSa., entre Enero de 1991 y Mayo de
1992.

Las muestras de SP fueron cultivadas por técnica habitual (57), las muestras de MO se
procesaron con la técnica de Hozier y Linquist (1980) modificada, las muestras de GL se
procesaron segun la técnica propuesta por Yunis (1982) modificada. En los casos que fue
posible el bandeo, este se realizé por técnica de bandas GTG (72).

Se analizaron de 3 a 20 mitosis, dependiendo de la calidad del cultivo y la preparacion. Las
alteraciones cromosoémicas observadas se describen de acuerdo a la nomenclatura propuesta en
la Conferencia de Paris (29). A la presencia de dos células "pseudodiploides” o "hiperdiploides”
asi como tres células hipodiploides con la misma alteracion se le consideré como clona anormal
y cuando en un caso se observé al menos una mitosis sin alteraciones se consider6 ésta como
una clona normal. Solo en algunos casos se obtuvieron mitosis apropiadas para el anilisis, las
cuales se examinaron y algunas de ellas se fotografiaron con un fotomicroscopio Carl Zeiss Fomi

III con un aumento de 1250X.

6.2. CARIOTIPO EN SANGRE PERIFERICA (57).
« Las muestras de sangre se toman en condiciones estériles en una jeringa heparinizada.

*Colocar 0.5 ml de sangre en 4.5 ml de medio de cultivo (RPMI) suplementado con suero fetal
de temera (0.5 ml) y antibidticos (penicilina 2,000 U/ml + estreptomicina 275 mg/ml), en tubos

conicos para centrifuga de 15 ml. Las muestras se trabajan por duplicado.



* Incubar a 37°C durante 70.5 hrs. Adicionar 0.5 ml de solucién de colchicina al 0.2% (en agua
destilada estéril) e incubar nuevamente a 37°C durante 1.5 hrs.

» Pasado este tiempo los tubos se sacan de la incubadora y se centrifugan a 3,000 rpm durante 5
min,

* Decantar el sobrenadante y resuspender el boton. Agregar 5 ml de solucién hipotonica (KCI
0.075M) a 37°C agitando en el vortex. Dejar reposar durante 30 min. a 37°C.

« Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min, decantar el sobrenadante y agregar gota a gota, por
las paredes del tubo, y agitando en el vortex, 5 ml de fijador recién preparado (metanol-acido
acético 3:1). Dejar reposar 30 min, a temperatura ambiente.

* Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min decantar el sobrenadante y resuspender en 5 ml de
fijador. Repetir esta operacion cuantas veces sea necesario para obtener un boton blanco y un
sobrenadante claro ( 5 veces aproximadamente).

*Para hacer las preparaciones decantar el sobrenadante y adicionar 10 gotas de fijador para
resuspender el boton. Tomar con una pipeta Pasteur y dejar caer 2 a 3 gotas de muestra sobre
cada una de las laminillas, previamente limpiadas y desengrasadas, desde una altura de 20 a 30
cm. Dejar secar al aire.

* Teilir con Giemsa durante 5 min (3 ml de Giemsa 47 ml de amortiguador de fosfatos pH 6.8).
Lavar con agua corriente y dejar secar.

 Observar al microscopig. Si las metafases estan muy cerradas se pueden abrir haciendo las
laminillas desde una altura mayor o dando mas cambios de fijador. En ocasiones es necesario
hacer las laminillas a la flama ( sobre portaobjetos baiiados en alcohol al 70% y pasando por la
flama para secar). Si por el contrario las metafases estan rotas, se refrigera el boton durante
toda la noche para que se cierren las mitosis y después se hacen las laminillas.

» Algunas laminillas sin tefiir se someten a técnica de bandas GTG, para un mejor analisis.



6.3. CARIOTIPO DE MEDULA OSEA TECNICA DIRECTA. (121)

 Agregar a un tubo conico de centrifuga de 15 ml 9.0 ml de KCl 0.075 M, 1.0 ml de solucién
de tripsina-EDTA al 0.25 % y colchicina al 0.02 %.

* Agregar 0.5 a 1.0 ml de aspirado de médula 6sea heparinizada.

= Esta suspension de células se incuba a 37°C durante 30 min, pasado este tiempo se centrifuga
a 3,000 rpm durante 5 min.

* Decantar el sobrenadante y resuspender el boton, fijar con una solucion metanol-acido acético
3:1 recien preparada, en igual forma que se hizo para SP. Dejar reposar 30 min a temperatura
ambiente.

» Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min y resuspender de nuevo con fijador. Repetir cuantos
cambios sean necesarios (10 aproximadamente)

» Las preparaciones se hacen goteando la suspension de células desde una altura de 1.5 m sobre
portaobjetos, obteniéndose mejores preparaciones a la flama.

* Se tifien con Giemsa (3 ml de Giemsa + 47 ml de amortiguador de fosfatos pH 6.8) durante 5
a 8 min.

« Se observan al microscopio y se analizan.

* Parte de las laminillas preparadas pero no tefiidas se someten a técnica de bandas GTG para

obtener un analisis mas preciso.

6.4. CARIOTIPO DE CELULAS DE GANGLIO LINFATICO. (87)

* Se coloca la muestra de tejido en una caja de Petri (la cual fue tranportada en un frasquito
ambar inmersa en medio descontaminante GIBCO L-15).

* La muestra de tejido es fraccionada con una navaja de bisturi hasta obtener fragmentos muy
pequeiios.

+ Con avuda de una pipeta Pasteur. se trasladan los fragmentos mas pequefios inmersos en L-



15, a un tubo de centrifuga conico de 15 ml estéril, teniendo cuidado de no transportar
fragmentos mayores.

» Al tubo de centrifuga se le agregan 5 ml de medio L-15, y se centrifuga a 3,000 rpm durante 5
min.

* A los fragmentos grandes que quedaron en la caja de Petri se les agrega 10 ml de medio L-15,
y se sigue fraccionando.

* Después de centrifugar la primera muestra se decanta y se le agregan 10 ml de medio L-15 y
se vuelve a centrifugar 5 min.

= Con respecto a los residuos de la caja de Petri, estos después de ser fragmentados se
transladan a otro tubo de centrifuga conico de 15 ml y se centrifuga a 3,000 rpm durante 5 min,
y se prosigue como en la muestra del primer tubo.

* Después de realizar 2 lavados con medio L-15, se decantan los tubos y se les agregan 10 ml de
medio RPMI a cada uno, se homogenizan cuidadosamente.

*Del los tubos se toman alicuotas similares que son colocadas en tubos conicos etiquetados en
la siguiente forma: Tubo "A" técnica directa, tubo "B"24 hrs, tubo "C" 48 hrs éste con
fitohematoglutinina, tubo "D" 48 hrs sin estimulante, tubo "E" 72 hrs y tubo "F" a 96 hrs.

* A los fragmentos que quedaron en la caja de Petri sin L-15 se les agrega 10 ml de medio
RPMLy este contenido es transladado a dos cajas de Petri mas pequeiias, etiquetadas como "G"
y "H" a 96 hrs. _
« Al tubo "A" se le adiciona 9 ml de solucion hipoténica, 0.5 ml de colchicina y 0.5 ml de
tripsina, se homogeniza y se incuba en posicion horizontal durante una hora a 37° C. A cada
tubo de centrifuga restante previamente etiquetado y con la alicuota de muestra se le agregan
10 ml de medio RPMI.

*Todas las muestras se incuban a 37°C segun el tiempo marcado en la etiqueta correspondiente
* Una hora antes de cosechar (de acuerdo a los tiempos sefialados en las etiquetas) se agregan
5 ml de colchicina a cada tubo a una concentracion de 0.05 mg/ml y se incuban una hora mas.

* Transcurrido este tiempo se sacan de la incubadora y se les agregan 5 ml de solucion



hipoténica 0.0375 M y se incuban nuevamente durante 20 min. Después de este tiempo, se
procesan fijandolos y con lavados en la misma forma como para la técnica que se usa con las

muestras de médula Osea.

6.5. TECNICA DE BANDAS GTG (72).

Las bandas GTG son consideradas como un tipo de bandeo positivo, constituidos por
estructuras de heterocromatina intercalar que comprende cerca del 50 % de las cromatidas. Se
reconocen por sus propiedades cromofilicas especialmente para la solucion Giemsa, Whrigt y
otros colorantes basicos. Ademas son relativamente resistentes al tratamiento con calor y a la
digestion con enzimas proteoliticas, urea y detergentes.

« Las preparaciones cromosomicas se secan al aire y se dejan envejecer durante una semana.

* Colocarlas en una solucion de tripsina (3ml de tripsina al 1% + 47 ml de buffer de fosfatos pH
6.8) a 37° C aproximadamente durante 10 segundos o mas segiin sea el caso.

* Lavar con solucion salina isotonica.

* Teiiir durante un minuto con Giemsa (3 ml de Giemsa + 47 ml de buffer de fosfatos pH 6.8).

» Lavar con agua corriente y dejar secar a temperatura ambiente.

« Analizar las metafases mejor bandeadas y fotografiar algunas.



6.6. PREPARACION DE SOLUCIONES.

COLCHICINA 0.02 %.

Colchicina (ZIGMA,Chemical Company Saint Louis Mo.) 0.02 g.
Agua destilada estéril 100 ml.
SOLUCION HIPOTONICA DE KC10.0375 M

KClI (ZIGMA, Chemical Company Saint Louis Mo.) 2.80g.
Agua destilada 1.0 k.
FLJADOR DE CARNOY (METANOL-ACIDO ACETICO, 3:1)
Metanol absoluto (Merck de México) 75 ml.
Acido acético glacial (Merck de México) 25 ml.
BUFFER DE FOSFATOS pH 6.8

Fosfato de Potasio Monobasico KH2P0O4 (ZIGMA, Chemical
Company Saint Louis Mo.) 6.63 g.
Fosfato de Sodio Dibasico Na2HPO4 (ZIGMA Chemical

Company Saint Louis Mo.) 2.56¢.
Agua destilada 1.0k
TRIPSINA 1 %*

Tripsina (GIBCO, BRL Gaittesburbg MD. USA.) 108
EDTA (ZIGMA, Chemical Company Saint Louis Mo.) 0.02 g
Buffer de Fosfatos pH 6.8 100 ml.

*Nota: Mezclar y agitar durante 4 hrs a temperatura ambiente filtrar y guardar en el congelador

en alicuotas pequeiias.



VII. RESULTADOS

Durante el periodo comprendido entre enero de 1991 y mayo de 1992 se recibieron 108
muestras de 55 pacientes con LNH, aunque solo en 23 casos fue posible el analisis citogenético.
Las muestras analizadas provenian: 17 del Hospital de Oncologia y 5 del Hospital de
Especialidades (Hematologia) del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Sélo se obtuvo una del
servicio de Hematologia del Hospital General de México SSa.

Los datos clinicos y hallazgos citogenéticos de las muestras analizadas con la técnica
habitual, tincién con Giemsa, se muestran en la tabla nimero 3. En la tabla nimero 4, se
muestran los datos de los casos analizados con técnica de bandas GTG.

En los casos analizados se observo una mayor incidencia de poblacion femenina (56.5%). La
edad de estos pacientes se encuentra en un rango muy amplio (16-80 aiios), con una edad media
de 53.7 afios.

De los casos analizados 12 correspondian a un diagnostico de LNH no especifico para algun
subtipo en particular (casos 7 al 14 y 20 al 23), dos secundario a SIDA (casos 17 y 18), y dos
mas como Linfoma de células grandes (5 y 15). Se present6 un solo caso diagnosticado con
alguno de los siguientes subtipos: Linfoma Linfocitico de células pequedias (caso 1), Linfoma
Linfoblastico (caso 2), Linfoma Cutaneo (caso 3), Linfoma de células plasmiticas (caso 4),
Linfoma Epidermotropico de células grandes no hendidas (caso 6), Linfoma Linfocitico de
células grandes (caso 16), Linfoma Mixto de células grandes y pequeiias (caso 17) y un Linfoma
no clasificable (caso 19).

Se procesaron muestras de S.P.,, M.O. y/o G.L. en los 23 casos, obteniéndose sélo en un
caso (numero 10) material analizable de dos tipos de tejido (M.O. y G.L.), observandose en
estos la misma alteracion citogenética. Del total de muestras analizables 54.2% fueron de M.O.,
29.1%de G.1.. v 16.7% de S.P

De los casos analizados. cuatro (casos 4, 6, 11 y 15) fueron citogenéticamente normales



(17.4%) y el resto (82.6%) presentaron rearreglos cromosomicos. En ocho (casos 2, 7, 9, 12,
13, 20, 21 y 23) (34.8%) el rearreglo primario fue una alteracién numérica y en once casos (1, 3,
5, 8, 10, 14, 16, 17, 18, 19 y 22) (47.8%) la alteracion citogenética primaria resultdé ser
estructural. Estos altimos seis (casos 1, 8, 10, 14, 16 y 19) ademas presentaron rearreglos
numéricos secundarios.

De los 23 casos, ocho (2, 5, 8, 9, 12, 15, 18, 23, 25, y 29) (34.8%) presentaron una clona
normal junto con las anormales.

Algunas de las aberraciones cromosomicas encontradas se muestran en las fotos 1 a 4.



TABLA 3

CASOS ANALIZADOS CON TECNICA HABITUAL
TINCION CON GIEMSA

EDAD/ SEXO/ MATERIAL No. DE CELULAS RESULTADO
No. DE CASO PROCEDENCIA DlAenosTIco ANALIZADO NORM./ANORM. CITOGENETICO
1 4MCMN-1 LNH-1 MO. w4 -, x;q?‘j:f{ XY
2 UFICMN-1 LNH-2 M.O. w4 B - s
3 ASFICMN-2 LNH3 M.O. o 5.5 ’Gég“"‘e- X%
4 S7/FICMN-2 LNH-4 SP. a0 48, XX
5 WFICMN-1 LNHS M.O. 21 :';‘(’2‘:‘)’(‘;523",:
6 BEWCMN-1 LNH-8 M.O. 50 48, XY
7 . AOMWCMN-1 LNH M.O. w4 Hiperdiploidia > 50
8 SOM/CMN-1 LNH M.O. w Dﬁm
9 S4/F/CMN-1 LNH GL 1/4 B e
46, XY, -G, +C/
SOM/CMN-1 LNH M.O/GL. 3o XY, -G,
10 Hipodiploidia (42-45)
1 SA/FICMN-1 LNH M.O. a0 48, XX
12 6SFMHGMH LNH GL. a7 et -
13 BO/F/CMN-1 LNH GL. o3 Hiperdiploidia > 50
14 SBACMN-2 LNH GL. o8 A
ABREVIATURAS LNH-1= LINFOMA LINFOCITICO DE CELULAS PEQUENAS
F= FEMENINO LNH-2= LINFOMA LINFOBLASTICO
M= MASCULINO LNH-3= LINFOMA CUTANEO
CMN-1= CENTRO MEDICO NACIONAL ONCOLOGIA (NH-4= LINFOMA DE CELULAS PLASMATICAS
CMN-2= CENTRO MEDICO NACIONAL HEMATOLOGIA LNH5= LINFOMA DE CELULAS GRANDES
HGM-H=HOSPITAL GENERAL DE MEXICO HEMAT OLOGIA LNH-8=LINFOMA EPIDERMOTROPICODE GELULAS GRANDES NO HENDIDAS

LNH= LINFOMA NO HODGKIN




TABLA 4
CASOS ANALIZADOS CON TECNICA DE BANDAS GTG

RESULTADO
No DE CASO EDAD/SEXO/PROC. DIAGNOSTICO MAT ANALIZADO CEL NOR/ANOR. B el ol
15 24FICMN-2 INHG MO. s 46, XX
XX,
16 S2F/ICMN-1 LNH-7 GL ) Inv(1q), +mar1 +mar2/Hipod

iploidia (-7,-9,-10,+mar1,
+mar2)

48, XY148,
XY t(1:12)(q21.q22),del(7)(
7 - i
1 18/M/CMN-1 LNH-8 sP on4 Baer)/ 47, XY H{(1:12)),
del(7), +mar
18 | 45M/ICMN-1 LNH-© SP. a8 i 46, XY 2q+ 4(2:7)
1
{ 46, XY/48,
XY dei(1)(q32,q42),
19 46M/CMN-1 LNH-10 GL. 410 dei(2)(p11;pter),
Y(1214)(q13,632)
Mipodiploidia (23-39)
P.] EIF/CMN-1 LNH SP. o5 Hipodiploidia (28-45)
45, X-Y 47,17/
21 67M/CMN-1 LNH GL. os Hipodipioidia
(3,8,8,-15-16-17-21,-
2 67/FICMN-2 LNH M.O. oMo 46, XY, t(2,14)(q37:432)
48, XX, Hiperdiploidia
2 65/F/CMN-2 LNH M.O0 1M1 50.80)
ABREVIACIONES
F= FEMENINO
M= MASCULINO

CMN-1= CENTRO MEDICO NACIONAL ONCOLOGIA

CMN-2= CENTRO MEDICO NACIONAL HEMATOLOGIA

LNH= LINFOMA NO-HODGKIN

LNH-5= LINFOMA DE CELULAS GRANDES

LNH-6= LINFOMA EPIDERMOTROPICO DE CELULAS GRANDES NO HENDIDAS
LNH-7= LINFOMA LINFOCITICO DE CELULAS GRANDES

LNH-8= LINFOMA DE CELULAS GRANDES Y PEQUENAS Sx. 20 A SIDA

LNH-9= LNH 20 A SIDA

LNH-10= LINFOMA NO CLASIFICABLE




13 4 15 16 1 18
- i B

e - AA B a & A

19 20 21 n X X mar]l . marl
— Ll
-
! 5
invil) marl mar2

FOTO 1. CASO 16. CARIOTIPO: 48,XX, inviiq), +mar 1, +mar 2



O I T ]

) & 8 0o t

6d &4 0 it (LY Y
13 14 ls. 16 17 is |
1§ aa (1] l ' &

19 20 21 22 b 4 b 1 mar

FOTO 2. CASO 17. CARIOTIPO: 47, XY, t(1;12)(q21;422),
del(7)(q33;qter), +mar.
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FOTO 3. CASO 19. CARIOTIPO: 46, XY, del(1)(q32;q42),
del(2)(pl1;pter), t(12;14)(q13;932)



A T ih‘. i
T R
A fi'l 'LE P S A%

.
13 4

A= -~ A ;
19 20 21 22 X Y

FOTO 4. CASO 21. CARIOTIPO: 45, X-Y, +7, -17.

10 11 12 -



VIIL DISCUSION Y CONCLUSIONES.

En nuestros pacientes analizados se observo un mayor niimero de casos femeninos (56.5%).
Sin embargo, esto no demuestra una incidencia mayor del padecimiento en este sexo, si no
simplemente, un mayor nimero de casos analizados satisfactoriamente. Ademas el nimero de
pacientes estudiados es muy pequefio, por lo que quizas haciendo un estudio con un mimero
mayor de casos se podria determinar si la incidencia de esta enfermedad muestra predominio del
sexo femenino. Ademas en la literatura no se reporta predominancia de uno u otro sexo (1, 11,
15, 18).

Con respecto a la edad de los pacientes analizados, ésta se encuentra en un rango muy amplio
(16-80 afios), con una media es de 56.5 afios. En las tablas 3 y 4 podemos observar que la moda
es de 67 afios, lo que nos hace concluir apoyados en la literatura (5,7), que esta enfermedad es
un padecimiento que se presenta, regularmente en edad avanzada, debido a un deterioro de la
respuesta del Sistema Inmune. En el caso de algunos pacientes jovenes, esta alteracion del
Sistema Inmune ha sido causada por el virus de mmunodeficiencia humana (VIH) y el LNH lo
presentan como sindrome secundario al SIDA.

Atn cuando en todos los casos se procesaron muestras de los tres tipos de tejido ya sea S.P.,
M.O. y/o G.L, solo en un caso (mimero 10) se logré obtener material analizable de dos tipos de
muestra (M.O. y G.L). Desafortunadamente el anilisis citogenético fue realizado unicamente por
técnica estandar en ambas muestras, observandose la misma alteracion cromosémica,
hipodiploidia (menos de 43 cromosomas). El hecho de que esta alteracion se presente en ambos
tejidos era de esperarse, ya que la acumulacion de linfocitos en M.O. en los LNH es creciente (5.
7).

El analisis se realizo en muestras de M.O. en 54.2% de los casos, en 29.1% de G.L v en

16.7% de S.P.. estos porcentajes nos hacen establecer que los mejores resultados se obtuvieron



de muestras de M.O. y G.L. Cabe sefialar que se procesé un mayor numero de muestras de S.P.
Esta situacion, asi como el hecho de que para este trabajo se procesd material biologico de
muchos otros pacientes es debida a que, en el caso de muestras de G.L., por ejemplo, éstas no se
transladaban inmediatamente después de haberse practicado la biopsia, o bien no se colocaban
en el medio descontaminante L-15, y esto hacia que el tejido perdiera viabilidad. Por otra parte
se tuvieron multiples dificultades debido a que la técnica de cultivo, en este caso no estaba
estandarizada y, ademas, faltaban algunos recursos materiales en el momento de iniciar el
presente trabajo. En cuanto a los otros dos tipos de tejido (S.P. y M.O), algunas veces la toma
de la muestra no era totalmente adecuada y las muestras llegaban coaguladas, no habia células
en division o no estaba infiltrado el tejido hematopoyético.

Aun asi, los mejores resultados fueron obtenidos de M.O., procesada por técnica directa. En
las muestras de G.L. observamos que los mejores se obtuvieron en los cultivos a 72 horas.

En cuanto a este punto en los casos analizados por técnica de bandas GTG, que se realizo en
todas las muestras, solo se obtuvo material analizable con bandas en 9 casos.

En el anilisis citogenético, se detectaron cuatro casos normales (17.4%), lo cual concuerda
con lo reportado en la literatura (1, 4, 10, 15). Sin embargo sdlo se analiz6é uno de estos casos
(15) por técnica de bandas y los otros tres (4, 6 y 11) unicamente por técnica estandar, tal vez
en éstos existan rearreglos estructurales no determinados, ya que esta técnica no es tan eficaz
como la de bandas GTG para hacer evidentes este tipo de rearreglos (72).

De los 14 casos analizados por técnica estandar, 5 casos (21.7%) presentaron anormalidades
numéricas como rearreglo primario, siendo éstas hiperdiploidias. La ganancia o pérdida de
cromosomas en LNH como iinica anormalidad es rara, ya que segin los reportes de la literatura
(74-76), sdlo se presentan en 5% de los Linfomas de grado bajo y medio de malignidad, y no
hay reportes en los de alto grado. Pero, no podemos descartar que existan en estos casos
alteraciones estructurales que no fueron detectadas debido a que la metodologia empleada,
como explicamos anteriormente no evidencia eficazmente este tipo de rearreglos.

El hecho de que en nuestros pacientes se presenten las alteraciones numéricas en un



porcentaje elevado, podria deberse a que éstos pertenecen a un grupo de poblacion diferente con
respecto a los pacientes analizados y reportados en la literatura que pertenecen a otros grupos
étnicos o raciales. Lo cual fundamenta atin mas la importancia de este tipo de estudios.

En 6 casos se presentaron rearreglos estructurales, observindose en 3 de ellos (1, 3, 8) la
alteracion de brazo largo de un cromosoma del grupo "D", con pérdida de material en los casos
1y 3, y ganancia en el caso 8. En estos tres casos se presenta también una alteracion numérica
como rearreglo secundario. Si bien, mediante esta técnica no podemos observar y determinar en
cual cromosoma especifico de este grupo se encuentra la alteracion puede que se trate de un
cromosoma 14, siendo 14q+ resultado de una t(14;18), y éste paciente presente un subtipo de
LNH Folicular, ya que este tipo de rearreglo se presenta en 85%, segin los reportes
bibliograficos (93,94). En el caso de Dg- si este cromosoma del grupo "D" es un cromosoma 14,
podriamos sugerir que los pacientes tienen un Linfoma de bajo grado, apoyindonos en los
reportes en la literatura (74-76).

Otro cromosoma implicado en los rearreglos estructurales observados en dos de nuestros
pacientes fué el 2. En uno de ellos (caso 5) la alteracion se encuentra en brazo corto y en el otro
(caso 17) en brazo largo, asociado este iltimo a Bq+ y 17g-, lo cual nos podria hacer sugerir
que exista una translocacion ademas de presentar una alteracion numérica como cambio
secundaria (hipodiploidia). -

En la literatura revisada hay reportes especificos de los rearreglos estructurales del
cromosoma 2 como nosotros lo observamos. Fleischman et al (1989) reporta la del(2)(p23) en
Linfoma Linfocitico de células pequefias, nosotros también detectamos este rearreglo en el caso
5, el cual fue diagno, por otro lado el caso 19, que fue diagnésticado como LNH inclasificable,
también presenté una del(2) pero el punto de ruptura se localizo en (pl Ipter). Fleischman et al
reporta en 1979, este tipo de rearreglo Linfoma Folicular de células pequeiias no hendidas (121),
por lo cual sugerimos que este Linfoma (caso 5) puede pertenecer a este subtipo .Si bien otros
reportes mencionan otros puntos de ruptura y rearreglos diferentes (1.75.76.87.88.91),

En el caso restante del grupo de pacientes analizados por técnica estandar (caso 14) se



observaron dos tipos de translocaciones, t(2q+;18g-) y t(5q+;22g-), en la primera translocacién
se encuentra implicado un cromosoma niimero 2, este tipo de rearreglo no esta reportado en la
literatura consultada (1,75,87,91,121), ya que en los reportes de esta translocacion, siempre esta
involucrado el brazo corto de al menos uno de los cromosomas involucrados, (por ejemplo:
t(2;18)(p13;p21), t(2;18)p12;p21) y t(2;18p12;q21) (121). quizds porque este tipo de
rearreglos no son frecuentes en las poblaciones analizadas y reportada hasta ahora.

En los 9 casos analizados por técnica de bandas GTG, observamos que dos casos (15 y 16)
no presentaron alteraciones cromosomicas. Tres (17, 19 y 23) presentaron una clona normal
ademas de la anormal, en uno de estos pacientes (17) esto no concuerda para nada con lo
reportado en la literatura (94,95), ya que tuvo un diagnostico de alto grado de malignidad, en
los cuales no se reportan clonas normales, sino al contrario células con gran numero de
rearreglos cromosomicos estructurales, ademas de que el paciente presenta el LNH como
sindrome secundario al SIDA en estado muy avanzado.

En otros tres casos (20, 21 y 23) observamos rearreglos numéricos como tinica alteracion. Si
bien, éstos no fueron diagnosticados en un subgrupo especifico, nosotros podemos determinar
con el estudio citogenético y apoyindonos en las investigaciones recientes (94-102) que estos
Linfomas corresponden a subtipos de bajo grado, ya que se ha reportado que el observar sdlo
rearreglos numéricos, es de buen pronostico para el paciente.

Es interesante observar que tres casos (18, 19 y 22) de este grupo se presentaron
alteraciones cromosomicas, en las cuales esta implicado el cromosoma 2, tanto en
translocaciones no especificas, como en deleciones asociadas a otras alteraciones, que tampoco
se encuentran en los reportes bibliograficos, por lo que reiteramos la importancia de este tipo de
estudios en pacientes de nuestra poblacion con LNH, para establecer una clasificacion en base a
las anomalias cromosomicas. Ademas de establecer una correlacion entre las diferentes areas
implicadas en la clasificacion de este tipo de desordenes.

Es importante seialar que el seguimiento citogenetico de cada paciente seria determinante,

para establecer la terapia adecuada a seguir por el clinico, el cual podria evaluar la evolucién del



paciente. De tal manera que en los pacientes que se encuentran en remision no se observaran
clonas anormales, y la presencia de éstas seria indicativo de recaida, atin sin que el paciente
presente sintomatologia.

Ademas es necesario estudiar un nimero mayor de pacientes, tomando en cuenta que hemos
encontrado alteraciones citogenéticas no reportadas en la literatura, y considerando que la
frecuencia de las neoplasias presentan variaciones geograficas y étnicas determinadas por la

respuesta de los individuos a factores ambientales regionales.
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