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INTRODUCCION

Las neoplasias linfoides son un grupo heterogéneo de
enfermedades que ocurren como resultado de la trans-
formacién neoplésica de linfocitos B o T, que frecuente-
mente reflejan diferentes estadios de diferenciacién. La
discriminacién entre un proceso reactivo y neoplésico,
asf como la determinacién de la estirpe celular B o T (en
procesos linfoproliferativos), son relevantes desde un
punto de vista clinico. Dicha discriminacién es posible
por estudios de clonalidad, pudiendo ser establecida por
diferentes vias:

— Inmunohistoquimica, mediante la restriccién de cade-
nas ligeras de las inmunoglobulinas (Ig) (en neopla-
sias de células B).

— Citogenética, demostrando alteraciones cromosémicas
recurrentes (por ejemplo translocaciones).

— Genética molecular, mediante el analisis de reordena-
mientos génicos clonales de células B o T o estudio de
alteraciones cromosdmicas.

Los estudios inmunofenotipicos han supuesto una
profunda modificacién de la patologia, aumentando el
conocimiento de aspectos inmunoldgicos y bioldgicos
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bésicos de las neoplasias y facilitando enormemente el
diagn6stico y clasificacién de las enfermedades linfo-
proliferativas. Ademds, el estudio inmunohistoquimico
no sélo permite distinguir entre procesos reactivos y
neopldsicos, sino también clasificar los distintos tipos de
neoplasias linfoides (1). Sin embargo, existen situacio-
nes en las cuales los marcadores inmunofenotipicos pre-
sentan una serie de limitaciones importantes desde el
punto de vista diagnéstico.

La citogenética es una técnica muy valiosa para la
bisqueda de marcadores cromosémicos, pero presenta
las desventajas de la necesidad de disponer de material
fresco, una baja sensibilidad y no poder detectar altera-
ciones génicas.

En las situaciones en que no se puede establecer la
clonalidad inmunofenotipicamente es donde tiene su
mayor indicacién el andlisis molecular. La aplicacion
mayor de los métodos moleculares en el estudio de en-
fermedades linfoproliferativas ha sido el andlisis de la
clonalidad de las células B y/o T (2-4). La primera téc-
nica utilizada en el estudio de clonalidad de los genes
IgH y TCR fue la de Southern blot. Su alta especificidad
y utilidad ha sido ampliamente documentada, demos-
trando tener un importante valor, adjunto a los métodos
cldsicos (5-8); pero su uso diagnéstico en hematopato-
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; Tabla 1. Comparacion entre las técnicas de Southern
. bloty PCR.

! Southern blot PCR

¢ Sensibilidad 10% a 5% 5% a 0,1% w‘

. Tiempo Largo (>7 dfas) Corto (=24 hy

Tejidos Fresco o congelado  Fijado en formol

y embebido en
parafina

Calidad de DNA Alto peso molecular  Parcialmente

degradado

| Cantidad de DNA  Blevada Baja

| IsStopos St No

. Coste Alto Bajo

logfa ha estado condicionado por sus grandes limitaciones
técnicas como método de aplicacién rutinario (Tabla 1).
Estas limitaciones técnicas son paliadas en gran medida
por la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). La adaptacién de esta técnica al estudio de la
presencia de clonalidad de células B y T en lesiones lin-
foides (9, 10) ha reemplazado a la técnica de Southern
blot como método de uso rutinario, a pesar de las limi-
taciones que presenta la PCR aplicada a dicho estudio.

REORDENAMIENTOS DE IGH Y TCR

Uno de los rasgos fundamentales de las células linfoides
es su capacidad para reconocer y distinguir especifica-
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mente antigenos extrafios. La especificidad en el reco-
nocimiento antigénico por estas células es llevado a
cabo por los receptores antigénicos (Ig y TCR) que se
expresan en la superficie celular. La diversidad deriva
principalmente de reordenamientos somaéticos especifi-
cos para cada linfocito (reordenamientos clon-especifi-
cos). La configuracién germinal de los genes de las Ig y
TCR consiste en segmentos discontinuos de DNA que
contienen regiones codificantes de las regiones Variable
(V), de Diversidad (D), de Unién (J) y Constante (C),
todas ellas en un nimero variable para cada gen (11, 12).
Esta configuracién germinal se reordena de forma obli-
gatoria para dar lugar a los diferentes receptores antigé-
nicos. En cada reordenamiento, diferente y especifico en
cada linfocito, estdn involucradas una regién V, una
regién D y otra J. La secuencia reordenada es de tamafio
y secuencia variable, debido a la incorporacién de nu-
cledtidos al azar (“regiones N”) (13), dando lugar a una
secuencia hipervariable denominada CDRIII (regién
determinante de complementariedad).

El andlisis de clonalidad mediante PCR se basa en la
amplificacién simultdnea de todos los reordenamientos
presentes en la muestra (clonales y policlonales). La
deteccién de estos reordenamientos para el gen IgH esta
basada en:

— El uso de cebadores consenso complementarios a las
secuencias mds conservadas (FR) de las regiones Vy J
del gen IgH. Estos cebadores presentan un 80% de
homologia con las regiones V y una secuencia comin
a las seis regiones J, respectivamente (Fig. 1).

Recrdenamientc

VH N' DH N JH CH
: 2 (]
!
i —CDRIll— |
H |
i
—>»  70-130pb  4— :

FR3

JH

— 240-280pb  4— i

FR2.

|

R

Figura 1. Estructura del gen IgH y localizacién de los cebadores para amplificar los reordenamientos del gen.
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Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida, usando cebadores para la regién FR3 y JH del gen /gH. Calle 6: banda nitida correspondiente a
reordenamiento monoclonal en un control positivo. Calle 5: barrido correspondiente a amplificacién policlonal. Calles 1-4: muestras problema con
reordenamientos en las calles 1, 3 y 4; ausencia del mismo en la calle 2. M: marcador de peso motecular.

— Estos cebadores flanquean los sitios de unién V-D-J,
donde se genera gran diversidad de secuencias debido
a las regtones N.

— Los reordenamientos V-D-J presentes en una pobla-
cién clonal (banda nitida en electroforesis) pueden
discriminarse de los presentes en una poblacién poli-
clonal (barrido o smear), gracias a la gran heteroge-
neidad de tamafio originada en la amplificacién de
estos tdltimos (Fig. 2).

Los cebadores mds comiinmente utilizados son los
que reconocen la regién FR3 del segmento VH y el ce-
bador comiin para la regién JH (9, 14, 15). El pequefio
tamafio del producto amplificado con estos cebadores
(70-120 pb) hace posible su aplicacién en DNA parcial-
mente degradado (16). La utilizacién de cebadores para
laregion FR2 y FR1 del segmento VH disminuye el por-
centaje de falsos negativos (17, 18). Los cebadores FR1
son menos utilizados debido a que el tamafio del pro-
ducto amplificado es mayor (300-400 pb), lo que le hace
poco 1til en material fijado y embebido en parafina. Esta
técnica presenta la desventaja de que los cebadores no
amplifican todas las secuencias reordenadas (variabili-
dad germinal, mutaciones somdticas en las zonas de
unién del primer, presencia de otros reordenamientos),
dando lugar a un gran ndmero de falsos negativos (20%
a 30%), incluso con el uso combinado de cebadores para
las distintas zonas de la regién VH.
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El fundamento para detectar reordenamientos de los
genes TCR es el mismo que para el gen IgH. El gen mds
utilizado para el estudio de clonalidad de procesos lin-
foproliferativos T es el gen TCRy, debido a su simplici-
dad estructural y a su temprano reordenamiento en.la
ontogenia (19). A diferencia de IgH, los cebadores que
se utilizan son exactamente homdlogos a las regiones V
y J del gen, disminuyendo el indice de falsos negativos
(oscila entre 10% y 25%). La amplificacién de reorde-
namientos del gen TCRy se puede realizar utilizando
dos mezclas de cebadores (10, 20, 21) (Fig. 3). El
tamafio del producto amplificado también es pequefio
(120-170 pb), siendo por tanto una técnica Gtil en rutina
diagnéstica. !

Otros grupos consiguen aumentar este grado de
deteccién introduciendo diferentes modificaciones téc-
nicas, como el uso de numerosas reacciones de amplifi-
cacién (22), utilizacion de geles en condiciones desnatg-
ralizantes (23, 24), introduccion de isétopos en la reac-
cién (25) o mediante estudios de proteccién de RNAéa
(26). Sin embargo, todas estas variantes aumentan la
complejidad de la técnica, dificultan la interpretacion de
los resultados y por lo tanto reducen su utilidad en la
rutina diagnéstica.

La alta sensibilidad que la técnica PCR presenta en
detectar un clon de células malignas (5% a 0,1%) per-
mite que sea utilizada como marcador molecular en el
andlisis de enfermedad minima residual (27).
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Figura 3. Estructura del gen TCRyy cebadores usados para amplificacion de los reordenamientos del gen.

TRANSLOCACIONES CROMOSOMICAS
RECURRENTES

Las translocaciones cromosémicas recurrentes son im-
portantes mecanismos en la patogenia de los linfomas
no hodgkinianos. Las mds comunes involucran a los ele-
mentos reguladores del gen de 1a cadena pesada de las Ig
(IgH) en la banda 14q32. El otro cromosoma que inter-
viene en la translocacién se une al gen IgH, y normal-
mente contiene un protooncogén que es desregulado y
sobreexpresado como consecuencia de la translocacién.
Estas anomalias cromosdmicas se han asociado a tipos
especificos histolégicos de linfomas no hodgkinianos,
sugiriendo un importante papel en el desarrollo de estas

neoplasias (Tabla 2). Estas aberraciones cromosémicas
no sélo sirven como marcadores clonales sino que ayu-
dan en la clasificacién de los distintos tipos de linfomas.

El anélisis de las diferentes alteraciones génicas en
linfomas se puede abordar mediante varios estudios
(Tabla 3). Todos ellos se pueden detectar mediante la
técnica convencional de Southern blot, disponiendo de
varias enzimas de restriccién y sondas frente a los genes,
lo que permite identificar los distintos puntos de rotura.
La identificacién de la secuencia y el agrupamiento de
los puntos de rotura de algunas translocaciones han
hecho posible su deteccion mediante la convencional
PCR, como ocurre con la t(14;18) y t(11;14). Se eligen
cebadores de ambos cromosomas que flanqueen el pun-

Tabla 2. Marcadores genéticos comunes de los linfomas no hodgkinianos.

de célula grande

Linfoma Translocacion Gen Funcién Ref.
Inmunocitoma/linfoma t(9:14) (p13:q32) pax 3 Gen homeobox Lida, 1996 (28)
| linfoplasmocitoide
Linfoma folicular t(14;18) (q32;q21) bel-2 Inhibe apoptosis Tsujimoto, 1985 (29)
Linfoma de las t(11;14) (q13:;q32) bel-1 Regula fase G1/S Tsujimoto, 1984 (30)
células del manto
Burkitt t(8:14) (q24:q32) c-myc Factor de transcripcién Dalla-Favera, 1982 (31)
1(2;8) (p11:24) u(8:22)
(q24;q11)
Linfoma difuso B t(3:14) (q27:q32) bcl-6 Factor de transcripcién Ye, 1993 (32)
de células grandes t(3;22) (q27:q11)
’ (2;3) (p12;427)
Linfoma anapldsico t(2;5) (p23;q35) alk Tirosincinasa Morris, 1994 (33)
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Tabla 3. Técnicas utilizadas en el estudio de alteraciones génicas en linfomas.

Gen THQ PCR y/o LD-PCR Souther blot Otras
Ig Restriccién de PCR: monoclonalidad IgH. Ck Monoclenalidad IgH, Ck, Cl RT-PCR, LDI-PCR;
‘ cadenas ligeras ISH-RNA
TCR Restriccién de PCR: monoclonalidad Monoclonalidad gamma, RT-PCR
regién variable gamma, beta, delta beta. delta ;
Bcl-1 Expresion de PCR: t(11;14) (MTC) t(11:14) Citogenética, -
ciclina D1 LD-PCR: t(11;14) ' ‘ Northern blot,

fibras de DNA,
; FISH, LDI-PCR
Bcl-2 Expresion PCR:t(14;18) (mbr, mcr) t(14:18) Citogenética,
LD-PCR: t(14;18) FISH, LDI-PCR
Bcl-6 Expresién LD-PCR: t(3;14), 1(2;3), Reordenamientos 3q27 Citogenética,
t(3;22) LDI-PCR, FISH
c-myc Expresion LD-PCR: t(8;14) Reordenamientos 8q24 Citogenética,
; LDI-PCR. FISH
; alk Expresion LD-PCR: t(2;5) ' Reordenamientos 5q35 Citogenética,
RT-PCR, FISH
pax5 Reordenamientos 9p13 Citogenética,

Northern blotf, FISH

{ THQ: inmunohistoquimica; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; Ig: inmunoglobulina; LD-PCR: PCR de fragmentos grandes;
" RT-PCR: transcripcién inversa-PCR; LDI-PCR: PCR inversa de fragmentos largos; ISH: hibridacién in situ; FISH: hibridacion in

* situ con fluorescencia.

to de fusion (Fig. 4), produciéndose amplificacién cuan-
do en la muestra existe translocacién, que se visualiza en
electroforesis el aparecer una banda nitida. El uso re-
ciente de la PCR para amplificar fragmentos de tamafio
elevado [Long-distance PCR (LD-PCR)] hace posible la

deteccidén de la mayoria de las translocaciones, aunque
sus puntos de rotura estén dispersos (34).

Existen otras translocaciones, como por ejemplo la
t(2,5), en que como consecuencia del proceso se produ-
ce un RNAm hibrido (gen funcionalmente quimérico).

14q32

- 18q21
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Figura 4. Estructura de los genes bcl-2 e IgH. Localizacién de los puntos de rotura de la translocacién y cebadores de los genes.
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La deteccion de esta translocacién se realiza ademds
mediante la técnica RT-PCR, siendo el RNAm la diana de
estudio. [gualmente se utilizan cebadores complementa-
rios a los genes involucrados en la translocacion.

Oncogén bcl-2

La translocacién t(14;18)(q32;921) ha sido considerada
cldsicamente como la aberracién cromosémica mas co-
miin en las enfermedades linfoides. Aproximadamente
el 70% a 80% de los linfomas foliculares y el 20% a
30% de los linfomas B difusos de célula grande presen-
tan esta translocacién (35, 36). En ella estan involucra-
dos el oncogén bcl-2, situado en el cromosoma 18, y el
gen IgH, en el cromosoma 14. Como resultado de esta
translocacion, el gen bcl-2 se yuxtapone con el gen IgH,
provocando la sobreexpresién de bcl-2 inducida por los
potenciadores (ernhancers) del gen de la cadena pesada
de las IgH (29). Este oncogén tiene como funcién blo-
quear la apoptosis y su sobreexpresion; es, probable-
mente, un paso en el proceso de linfomagénesis, alar-
gando la vida media de las células neopldsicas. En estos
genes los puntos de rotura estdn agrupados; asf, en el
gen bcl-2 ocurre en dos regiones: en la regién mayor
[major breakpoint region (mbr), donde ocurren el 50% a
70% de las translocaciones], y la regién menor [minor
cluster region (mcr)], donde ocurren el 20% a 40% de
las roturas cromosémicas (35, 37, 38). La técnica PCR
es util para analizar reordenamientos IgH/bcl-2, utili-
zando un cebador para la regidn J del gen IgH y un ceba-
dor complementario que flanquea cada una de las zonas
de rotura del gen bcl-2 (Fig. 4).

La deteccién de la t(14;18) ha sido utilizada para el
diagndstico de linfomas foliculares (38-40) y para la
diferenciacién con otros linfomas con un patrén de cre-
cimiento folicular (41). Asf, se ha empleado para identi-
ficar células con t(14;18) en muestras de sangre perifé-
rica de médula G6sea y ganglio, que eran morfoldgica-
mente normales (39, 42, 43). Sin embargo, ademds la
t(14;18) ha sido detectada en hiperplasias linfoides (44)
y en sangre periférica de individuos sanos (45). Por
tanto, la deteccidn de la translocacion t(14;18) no siem-
pre indica malignidad, por lo que un resultado positivo
debe ser correlacionado con la morfologia e inmunofe-
notipo. Debido a la gran sensibilidad de la técnica PCR
en la deteccién de la translocacién (107*-1073 células), la
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hace susceptible para identificar enfermedad residual
(46, 47). ‘

Trabajos recientes indican que la expresién de bcl-2
parece ser un claro factor prondstico, y comentan .su
resistencia al tratamiento en linfoma B difuso de célula
grande (48-50). Sin embargo, diversas publicaciones
han fallado en encontrar asociacién entre la presencia de
reordenamiento bcl-2/IgH y prondstico en pacientes con
linfoma folicular y linfoma difuso de células grandes B
(48, 49), en discrepancia con hallazgos iniciales de Yunis
y cols. (36). Por otro lado, la deteccion de la translocacién
en sangre periférica en fase diagnéstica de pacientes con
LDCL si que parece tener relevancia clfnica, presagiando
un peor prondstico (51). Recientes resultados de un estu-
dio molecular realizado por el Dr. A. Lépez-Guillermo
muestran, no obstante, que distintos puntos de rotura en el
gen bcl-2 se asocian a diferentes probabilidades de super-
vivencia en el linfoma folicular (Lépez-Guillermo y cols.,
enviado a publicacion).

Oncogén bci-1

La translocacién t(11;14)(q13;q32) estd presente en el
90% de los linfomas B de células del manto. Como
resultado de ella se yuxtapone el gen bcl-1, presente en
el cromosoma 11, con el segmento J del gen IgH (30).
Como consecuencia de esta translocacién se activa el
gen de la ciclina DI (PRAD-1, bgl-1, CCDN1), que
interviene en el control de la regulacién del ciclo cell-
lar, en la transicion G1/S. Estudios moleculares de la
regién translocada han encontrado diferentes puntos de
rotura en una amplia zona (110-130 kb) del gen bcl-1;
sin embargo, la mayoria de las roturas (30% a 50%) ocu-
rren en una regién del cromosoma 11 conocida como
MTC (major translocation cluster) (52, 53). Esta agru-
pacidn de los puntos de rotura ha hecho posible detectar
esta translocacién por PCR mediante el uso de dos pri-
mers, uno complementario a la regién J del gen IgH y
otro para la region MTC del gen bcl-1 (54-56). El pe-
quefio tamafio de amplificacién abre la posibilidad de
detectar estas translocaciones en material fijado en for-
mol y embebido en parafina (56).

Aunque la translocacién t(11;14) no es enteramente
diagnéstica de linfoma del 'manto (ya que puede verse en
la leucemia prolinfocitica y el mieloma) (57), es bastan-
te caracteristica, sobre todo investigada en el contexto
clinicopatolégico adecuado.
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Estudios mediante FISH demuestran la presencia de
lat(11;14) en la casi totalidad de los linfomas del manto
que tienen sobreexpresada la proteina ciclina D1 (58),
sugiriendo que la translocacién es un evento critico en la
patogenia de los linfomas de células del manto y puede
ser un elemento primario para diagndstico. Como con-
secuencia de la translocacidn, estos procesos linfoides
presentan sobreexpresion del RNAm (59), que se corro-
bora con la expresién de ciclina D1 en inmunohistoqui-
mica. Asi, recientemente el uso practico de la deteccién
de t(11;14) se ha visto desplazado por la posibilidad de
demostracién de sobreexpresion de la protefna ciclina
D1, una ciclina D normalmente no expresada en células
linfoides benignas. Ambos andlisis no son totalmente
superponibles, ya que la expresién focal de ciclina D1
(no la expresion difusa intensa por parte de la mayoria
de las células neopldsicas) se puede ver en diferentes
tipos de enfermedades linfoproliferativas.

La amplificacién mediante PCR de la translocacién
bcl-1/IgH puede utilizarse para detectar enfermedad
minima residual y evaluar su significado clinico (60).

BIOPSIAS GASTRICAS

El diagnéstico diferencial entre los linfomas B géstricos
de bajo grado y los infiltrados linfoides reactivos (gas-
tritis) sobre biopsias endoscépicas suele ser dificil de
realizar morfolégicamente, debido a las limitaciones
producidas por el pequefio tamaiio de la muestra, la fre-
cuente ausencia de rasgos citolégicos atipicos y la pre-
sencia de artefactos. Asi, a veces, el limite morfolégico
entre linfoma e hiperplasia linfoide reactiva no estd
claro, y puede llevar a equivocos. Los linfomas MALT
de bajo grado han sido asociados a Helicobacter pylori
en un alto porcentaje de casos (61, 62). La presencia de
clonalidad es el mayor criterio para el diagndstico de lin-
foma, y la interpretacién del estudio de restriccién de
cadenas ligeras por inmunohistoquimica es frecuente-
mente complicada. Por esta razon, el uso de PCR en este
tipo de muestras ha demostrado poder tener un impor-
tante valor adjunto en el diagnéstico de linfoma, ayu-
dando a distinguir entre lesiones benignas y neoplasicas
(15, 63), asi como ha mostrado su utilidad prictica de la
deteccién de monoclonalidad en el diagndstico, segui-
miento y evaluacidn de la respuesta al tratamiento erra-
dicador de H. pylori (64). Fend y cols. (63) muestran

75 -

Aplicaciones de la técnica PCR al diagndstico de enfermedad linfoproliferativa

reordenamientos clonales en biopsias de pacientes con-
sideradas negativas con criterios morfolégicos, que
meses después presentan un diagndstico histolégico de
linfoma MALT de bajo grado. Sin embargo, los resulta-
dos positivos de la PCR deben ser interpretados en el
contexto de la histologia debido a la presencia de detec-
cién de monoclonalidad en un 11% a 13% de infiltrados
linfoides reactivos (gastritis) (65, 66). Estos resultados
han derivado de técnicas de alta sensibilidad, capaces de
detectar clones B presentes hasta en un 1 x 1073 células.

Ast, en la préctica clinica habitual, aunque puede lle-
garse al diagnéstico de linfoma de célula pequefia en un
importante porcentaje de casos mediante el uso de crite-
rios morfolégicos e inmunofenotipicos, frecuentemente
es necesario el uso de técnicas PCR para IgH que ayu-
den a resolver estas dificultades en el diagnostico. En
ésta, como en otras circunstancias, hay que integrar la
informacién derivada de estudios moleculares con la
obtenida en la exploracién clinica, histologia e inmuno-
fenotipo.

LINFOMAS T CUTANEOS

- El diagnéstico de las lesiones cutdneas, malignas y be-

nignas normalmente se realiza con la ayuda de diversos
pardmetros clinicos y patol6gicos. La micosis fungoide
es la forma m4s comin de linfoma cutdneo de células T.
El problema mads frecuente en su diagnéstico histopatolé-
gico es la distincién entre lesiones tempranas y lesiones
benignas que pueden simular micosis fungoide, como las
parapsoriasis o reacciones a farmacos (67). Inmunofeno-
tipicamente, las micosis fungoides suelen expresar anti-
genos de células T, hasta que progresan al estado tumoral,
en que algunos antigenos T pueden estar ausentes (68).
Varios estudios demuestran la utilidad de la PCR en
el andlisis de clonalidad en infiltrados cutdneos de célu-
las T, permitiendo distinguir entre estadios iniciales de
micosis fungoide y lesiones inflamatorias benignas (21,
69). Ademas puede usarse como marcador especifico
para cada tumor, si se pretende realizar monitorizacién
de la enfermedad (70), o en el estudio de diseminacién
del tumor a otros érganos (Lessin, 1991). Estos mismos
estudios, realizados en pacientes con papulosis linfoma-
toide, han ayudado a establecer que en la mayoria de los
casos la papilomatosis linfomatoide puede considerarse
como un linfoma T indolente (21). '
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PRESENCIA DE VIRUS LIGADOS A
ENFERMEDAD LINFOPROLIFERATIVA

Virus Epstein-Barr (EBV)

Este virus, del grupo herpes, tradicionalmente ha sido
asociado a diferentes tipos de enfermedad linfoprolife-
rativa y ha recibido una gran atencién como agente invo-
lucrado en la génesis de linfomas (71). Los linfomas
donde més frecuentemente se detecta EBV son:

~ Linfoma de Burkitt endémico (96%).

— Linfomas B agresivos en inmunodeficientes, sobre
todo en linfoma inmunobléstico y en linfomas prima-
rios del sistema nervioso central.

— Linfomas de células natural-killer (NK), como el lin-
foma T/NK de la nariz, donde la presencia de EBV ha
sido demostrada en un porcentaje del 95% al 100%.

— Otros linfomas T.

— Enfermedad de Hodgkin, especialmente la forma de
celularidad mixta.

Pese a esta ubicua presencia de EBV en diferentes
tipos de procesos linfoproliferativos, atin son necesarias
pruebas definidas que lo involucren en su génesis.

La demostracién de EBV se puede realizar mediante
diferentes técnicas. Las tres mds difundidas son PCR,
hibridacién in situ (ISH) para EBER e inmunohistoqui-
mica para la proteina latente de membrana (EBV-LMP)
(72, 73). Los resultados no son superponibles, y en con-
junto hay que recomendar el uso de técnicas de demos-
tracion de RNA viral in situ (ISH-EBER), tan sensibles
como PCR pero con capacidad para demostrar el tipo
celular concreto EBV positivo. Su uso combinado per-
mite detectar diferentes patrones de latencia del EBV en
diversas enfermedades linfoproliferativas (Tabla 4).

Mediante Southern blot para la regién terminal, o
PCR para las deleciones de la proteina latente de mem-
brana, se puede analizar la presencia clonal de EBV.
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Debe recordarse que la presencia de EBV no es un
marcador de malignidad, ya que puede verse en diversas
condiciones benignas, incluso asociado a la expresién de
EBV-LMP y a la delecién de LMP.

Virus humano herpes-8 (HHV-8)

La presencia del virus humano asociado a sarcoma de
Kaposi (KSHV) es uno de los hallazgos caracteristicos
del linfoma B de cavidades corporales (linfoma prima-
rio de derrames), un tipo raro de linfoma B de células
grandes que se encuentra mds frecuentemente en enfer-
mos VIH+, pero que puede verse también en enfermos
inmunocompetentes (74). E1 KSHV es un virus linfotré-
fico hacia las células B que se encuentra también de
forma tipica en las células endoteliales y fusiformes del
sarcoma de Kaposi. Asimismo su presencia es un fre-
cuente hallazgo en la enfermedad de Castleman, mul-
ticéntrica (75). No obstante, también ha sido descrito en
linfadenopatia angioinmunobléstica y en linfadenopatias
reactivas caracterizadas por hiperplasia gigante de cen-
tros germinales e incremento en la vascularizacién (76).
De hecho, se ha sugerido que el sistema linfoide actda
corno un reservoric de células con infeccién latente por
HHV-8, que se reactivaria en situaciones de inmunosu-
presién. Estudios recientes describen la presencia de
HHV-8 en las células dendriticas de enfermos con mie-
loma, donde ademds han caracterizado la expresién de
un gen viral con homologia a la IL-6 humana, un induc-
tor de la proliferacién de células plasmaticas (77).

Asf, la presencia de HHV-8 no es diagnéstica de nin-
guna enfermedad precisa, aunque es mds caracteristica
del linfoma asociado a derrames (linfoma de cavidades
corporales) y de la forma multicéntrica de la enfermedad
de Castleman. Su relevancia en el mieloma es atin obje-
to de controversia.

La deteccidn de secuencias del HHV-8 en muestras
de tejido se realiza normalmente por PCR, pero se puede
efectuar también mediante ISH.

' Tabla 4. Patrones de latencia en lesiones linfoides asociadas a virus de Epstein-Barr en diversos tipos de linfomas

¢ (Weiss, 1996).

Patrén

B EBNA-2-6
I N -
I ’ .

N +

Ix

LMP-1-3
- + Burkitt
+ + Hodgkin
+ Postrasplante

+

.76 .
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PUNTOS | CONTROVERTIDOS

Tabla 5. Indicaciones diagnésticas de las técnicas de

PCR en patologia linfoide. ¢Cual es el valor de un resultado

| Diagnéstico inicial (IgH, TCRY, bcl-2, alk, bel-1) ‘ negativo en un estudio de PCR?
Biopsias endoscépicas
Estudio de monoclonalidad en linfomas Tanto nuestros datos como los descritos por otros auto-
linfoproliferativos de células T res demuestran que la técnica PCR es altamente fiable
Tumores en que la poblacién neopldsica aparece ‘s . .

) ) . < en la deteccién de reordenamientos clonales de lesiones
enmascarada por una gran cantidad de células - » !
reactivas linfoides B o T, aunque la obtencién de resultados nega-

Tumores con aberraciones en la expresion de marcadores tivos no siempre sea sinénimo de ausencia de monoclo-
de superficie nalidad. El resultado negativo de la PCR para IgH o

Linfomas linfoproliferativos en inmunodeficientes
Filiacién precisa del tipo de linfoma

Enfermedad minima residual (IgH, TCRYy, TCRS, bcl-2. bel-1)
Leucemia linfoblastica aguda B o T

TCRy puede deberse a limitaciones propias de la técni-
ca 0 a alteraciones moleculares sobreafiadidas en el
tumor. Un resultado negativo tiene un escaso valor, ya

Linfoma folicular que puede verse tanto en condiciones benignas como

i Linfoma de células del manto malignas. Si existe un alto interés clinico puede ser con-

Factores pronéstico (bcl-2) veniente la realizacién de Southern blot, tras un resulta-
Linfoma folicular do negativo de un estudio de PCR.

Linfoma B difuso de célula grande

Identificacién de agentes infecciosos

Virus de Epstein-Barr: ¢ Cual es el valor de un resultado
Hodgkin positivo en un estudio de PCR?
Linfomas T

¢Equivale la presencia de un clon

Linfomas B en inmunodeficientes N P N N
a un diagnoéstico de malignidad?

Virus humano herpes-8 asociado a sarcoma de Kaposi:
Linfoma de cavidades corporales ) L
Castleman plasmocelular En la respuesta inmunitaria normal se generan clones,

Mieloma ‘ que en determinadas situaciones pueden ser detectados

l Sospecha clinica de linfoma ‘

|

| |
Morfologia CHQ |
[ |
| | 1

LINFOMA [ Dudoso | | Nolinfoma

PCR control
Repetir extraccién de DNA )
Estudio en congelacion | Control +
Rebiopsiar IgH TCR gamma

l__l_l

FR3/JH+ | FR3/JH- [ mixir+ ] | MIx i - |
| [
[ ]
FR2WH+ | | FR2AH- | L Mixn+ | Mo -]

Southern blot

L Southern blot ‘
Figura 5. Algoritmo diagnéstico indicando el papel de las técnicas PCR para IgH y TCRy de rutina. A partir de una sospecha clinica de linfoma no
resuelta mediante morfologia e inmunohistoquimica se inicia el estudio de PCR con las siguientes fases: andlisis de la viabilidad del DNA para ampli-
ficacion, seguida de estudio para IgH o TCR, en funcién del contexto clinico e histol6gico. El estudio (en el caso de un linfoma linfoproliferativo B)
se prosigue hasta: a) un resultado positivo con cebadores para la regién FR3-JH o FR2-JH; b) un resultado negativo para ambos. En linfomas lin-
foproliferativos T, el estudio se realiza hasta: a) resultado positivo con cebadores Mix-I/1ll o Mix-11/1li; b) resultado negativo para ambos.
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mediante la técnica PCR para IgH o TCRy. As{ pues, un
resultado positivo de una técnica PCR no equivale a
malignidad, sino que debe interpretarse en el contexto
clinico e histolégico adecuado.

éComo incluir técnicas moleculares
en protocolos diagnésticos?

En la Tabla 5 y en la Fig. 5 se han incluido las indica-
ciones mas comunes para realizar PCR.
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