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Los linfomas cutaneos primarios (LCP) represen-
tan un grupo heterogéneo de linfomas no-Hodgkin
(LNH) extranodales, cuya patogénesis es poco cono-
cida. Constituyen el segundo sitio en frecuencia de
LNH extranodal, con una incidencia estimada de 0,3/
100.000 en USA 'y Europa Occidental y se subdividen
en linfomas a células B (30%-40%), T (60%-70%) y NK
(<2%)*. En el presente trabajo analizaremos las carac-
teristicas genéticas de los LCP, con particular énfasis
en el analisis molecular de clonalidad y en los estu-
dios citogenéticos y citomoleculares de los diferentes
subtipos histoldgicos.

ANALISIS DE CLONALIDAD

En la mayoria de los pacientes con sospecha de un
desorden linfoproliferativo, la histo o citomorfologia,
suplementada con la inmuhistoquimica o el inmuno-
fenotipo por citometria de flujo pueden discriminar
un desarrollo maligno de uno reactivo. Sin embargo,
existe un 5%-10% de los casos en los que el diagnos-
tico se torna méas complicado y es en estos pacientes
donde resulta de importancia el analisis molecular de
clonalidad.

Por largo tiempo, el Southern blot, que consiste en
la deteccidén de fragmentos rearreglados obtenidos
después de la digestion del ADN gendmico con
enzimas de restriccion, fue la técnica de eleccion para
el estudio molecular de clonalidad. Una correcta elec-
cion de las enzimas de restriccion y de las sondas
para hibridar permite una buena deteccion de los
rearreglos clonales de Igs y receptores de células T
(TCR), con resultados 6ptimos para IgH, IgK y TCRB,
debido a su amplio repertorio combinacional, inter-
medios para IgL y TCRA, que requieren la utilizacion
de multiples sondas, y limitados para TCRG y TRCD,
gue tienen un repertorio combinacional reducido, que
a veces dificulta la discriminacién entre monoclona-
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lidad y policlonalidad. No obstante, esta técnica
presenta algunas desventajas: requiere mucho ADN
(10 pg) de alto peso molecular, emplea fosforo ra-
dioactivo, su realizacion es muy laboriosa e implica
mucho tiempo (15-20 dias), no se puede partir de ma-
terial incluido en parafina y tiene una sensibilidad li-
mitada al 5%-10% (s6lo detecta una poblacion clonal
correspondiente al 5% o mas del total de las células
del tejido)?3. Simultaneamente, la posibilidad de fal-
s0s positivos o negativos asi como la deteccion erroé-
nea de una poblacion pseudoclonal u oligoclonal son
eventos poco frecuentes con esta técnica.

Las limitaciones planteadas determinaron que el
Southern blot haya sido gradualmente reemplazado
por la técnica de PCR (polymerase chain reaction),
que requiere el conocimiento preciso del segmento
génico rearreglado a fin de poder disefiar los
‘primers” apropiados que se van a pegar a ambos la-
dos de la region en estudio. La PCR tiene como ven-
tajas: su rapidez, el empleo de menor cantidad de
ADN, la posibilidad de usar ADN extraido de tacos
de parafina (aun parcialmente degradado) y una
mayor sensibilidad (puede detectar una poblacidn
clonal correspondiente al <1%-5% del total de las cé-
lulas de la muestra). Sin embargo, esta técnica pre-
senta también algunas desventajas y limitaciones que
dificultan la interpretacién de los resultados, entre las
gue cabe destacar:

- Tiene una sensibilidad limitada relacionada con la
presencia del componente policlonal normal que
puede dificultar la deteccion de un clon pequefio
que represente menos del 5%-10% de las células
linfoides clonales.

- Pseudoclonalidad y oligoclonalidad: Puede detectar
en forma erronea una poblacién linfoide aparen-
temente clonal (pseudoclonal) u oligoclonal, situa-
ciéon que puede ocurrir cuando las muestras son
muy pequefias o corresponden a ganglios linfa-
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ticos reactivos que tienen una reducida diversidad
del repertorio 1g/TCR. Esto puede observarse en
pacientes con enfermedad activa por EBV 0 CMV
0 en cuadros clinicos de inmunosupresion®s,

- Los rearreglos de Ig y TCR no son marcadores de
linaje, dado que no estan necesariamente restrin-
gidos a los linajes B y T, respectivamente, habién-
dose observado rearreglos de TCR en neoplasias
a células B y de Ig en neoplasias a células T, asi
como de ambos en leucemias mieloides® .

- La posibilidad de tener falsos positivos constituye
un problema serio de la reaccién de PCR, por lo
que se considera de importancia complementar el
estudio con técnicas mas sofisticadas que permi-
ten discriminar las bandas rearregladas entre las
policlonales, tales como: PCR/SSCP (single strand
conformation polymorphism)®°, PCR/TGGE (tem-
perature gradient gel electrophoresis)®, PCR/
DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis)™,
heteroduplex®?; microdiseccion con heteroduplex®,
PCR/GeneScaning y secuenciacion*,

- La presencia de falsos negativos que puede deber-
se a un mala union de los ‘primers” al segmento
rearreglado, relacionada en estos casos, con el uso
de ‘primers” disefiados para familias de genes o
para regiones consenso, que generalmente resul-
tan éptimos para una parte de los genes estudia-
dos pero pueden mostrar una menor homologia
(70%-80%) con algunos segmentos génicos (pro-
blema que es mayor en los genes con muchos seg-
mentos diferentes), o bien la presencia de muta-
ciones que impiden el buen pegado de los
‘primers”. En términos generales podemos decir
que el rearreglo génico de una Unica muestra no
es suficiente para establecer clonalidad, siendo
necesario observar la misma banda en dos 0 més
muestras del mismo paciente, que pueden ser de
diferentes lesiones de piel o bien de una lesién de
piel y de sangre periférica (SP)"".

Asimismo, resulta importante tener en cuenta que
la clonalidad no es equivalente de malignidad, dado que
la deteccion de la misma no siempre implica la pre-
sencia de una neoplasia. Se ha observado clonalidad
en diferentes lesiones benignas (linfocitosis T CD8+
0 CD4+, gammapatias monoclonales benignas, fases
iniciales de procesos linfoproliferativos EBV+ en pa-
cientes inmunodeprimidos, proliferaciones cutaneas
benignas a células T, etc.) asi como en individuos
normales®®?, Esto implica que los resultados de los
estudios moleculares de clonalidad deben ser siem-
pre interpretados en el contexto del diagnéstico cli-
nico, morfoldgico e inmunofenotipico.

Respecto de la clonalidad T, el analisis molecular
de TCRG constituye un marcador genético preferen-

cial en los LCCT dado que se rearregla en estadios
tempranos del desarrollo linfoide T%, siendo detec-
tado en el 50%-70% de los pacientes® 12242, Simulta-
neamente, tiene una estructura menos compleja que
los restantes receptores T: presenta 4 familias V (va-
riable) (I-1V) y dos regiones J (joining) (J,/J,) cada una
con una region consenso, con lo cual se requieren 4
pares de ‘primers” que se procesan en dos reacciones
multiplex® .

En la micosis fungoides (MF) que, conjuntamen-
te con su variante leucémica, el sindrome de Sézary
(SS), constituyen el subtipo mas frecuente de los
linfomas cutaneos a células T (LCCT), la presencia de
clonalidad T demostro ser un factor pronostico inde-
pendiente de la edad al diagnéstico, el sexo y la ex-
tension cuténea de las lesiones, siendo un parametro
predictivo de respuesta al tratamiento® %, En el 89%
de los casos, la presencia o no del rearreglo TCRG se
mantiene estable durante el curso de la enfermedad?,
observandose en los pacientes negativos una mayor
probabilidad de alcanzar la remisién completa des-
pués del tratamiento®. Asimismo, Vega et al.*’ detec-
taron una asociacién significativa entre la presencia
de clones idénticos en maltiples lesiones y progresion
clinica, a diferencia de aquellos casos con heteroge-
neidad clonal o pérdida del clon durante el curso de
la enfermedad, que mostraban un curso més indolen-
te. Finalmente, diferentes estudios han demostrado
que la deteccién del rearraglo TCRG en SP constitu-
ye un factor prondstico independiente, asociado a
rapida evolucién de la enfermedad y corta sobrevida®.

ESTUDIOS CITOGENETICOS Y
CITOMOLECULARES

Micosis fungoides/Sindrome de Sézary (MF/SS)

Si bien en las Ultimas décadas, diferentes estudios
han analizado las aberraciones genéticas presentes en
pacientes con MF/SS, el nivel de informacién sobre
las mismas resulta muy escaso, no habiéndose iden-
tificado aun ninguna anomalia cromosémica recu-
rrente ni un perfil molecular especifico?®®. Esto se en-
cuentra relacionado con diferentes causas, entre las
que cabe consignar: la dificultad de desarrollo in vitro
de las células tumorales provenientes de las biopsias
de piel debido a su alto grado de diferenciacion, la
presencia de una importante poblacién adicional de
células reactivas, la mala calidad de las metafases
obtenidas que impide una buena caracterizacién
citogenética y las dificultades para el establecimien-
to de lineas celulares.

No obstante, los diferentes estudios han detecta-
do anomalias cromosomicas en el 50%-60% de los
pacientes?®*®, habiéndose identificado algunos cromo-
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somas que se encuentran mas frecuentemente invo-
lucrados, entre los que cabe destacar la participacion
de los pares 1, 2, 6, 10 y 17, con frecuencias entre el
20%-50% (Tabla 1).

La correlacion de los hallazgos citogenéticos con
la evolucion clinica de los pacientes muestra, en nues-
tra experiencia (34 pacientes), una asociacion entre el
estadio clinico y la presencia de anomalias cromo-
sémicas clonales, detectandose en el 87,5% de los
casos en estadios I11-1V respecto del 46% de los esta-
dios iniciales. Distintos estudios® * encuentran corre-
lacién entre el nimero de anomalias cromosémicas
clonales y el estadio clinico de la enfermedad, sien-
do éste significativamente més alto en los pacientes
con estadios avanzados. Asimismo, se observa una
sobrevida significativamente més corta en pacientes
con alteraciones estructurales clonales respecto de los
gue no las poseen®.

A fin de profundizar este area, trabajos recientes
han estudiado pacientes con MF/SS empleando la
técnica de Hibridacion Gendmica Comparada
(CGH)®** que permite detectar desbalances cromoso-
micos en el genoma tumoral mediante la hibri-
dizacion simultanea del ADN normal y del tumoral
sobre cromosomas metafésicos de linfocitos norma-
les®. Las diferencias en la intensidad de fluorescen-

TABLA 1
Cromosomas mas frecuentemente involucrados en
Micosis Fungoides/Sindrome de Sézary.

No. de Casos Cromosoma
(Patologia) (%)

Referencia

Whang-Peng et al (28) 41 (MF/SS) (24)
(21)

(19)

1

6
4,

© -

Limon et al (29) * 55 (SS) 1,2 (43)
6 (38)

17 (34)

10 (32)

14 (28)

Thangavelu et al (30) 19(MF/SS) 1,8 (32)
10, 17 (26)

2 (21)

Mao et al (31) 28 (SS) 1,17 (58)
10, 14 (42)
6, 15 (33)
Nuestra experiencia 34 (MF) 14 (23)
2,16 (15)
9,17 (12)
6,8, 10 (8)

* Cinco casos nuevos y revision de 50 casos de la literatura.
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cia de ambos ADNs refleja las ganancias o pérdidas
de cromosomas o regiones cromosomicas del genoma
tumoral. Si bien las alteraciones balanceadas tales
como translocaciones o inversiones no pueden ser
detectadas por esta metodologia, su aplicacién per-
mite obtener nueva informacién que pasa totalmen-
te desapercibida con las otras técnicas en uso. De esta
forma constituye un importante complemento de la
informacion cariotipica siendo ademas de suma uti-
lidad en aquellos casos en que no resulta factible
obtener células en division para el estudio cito-
genético.

En la Tabla 2 se detallan los cromosomas y regio-
nes cromosomicas mas frecuentemente involucrados
en el desarrollo de MF/SS. Estos datos permitieron
confirmar los resultados obtenidos previamente por
citogenética convencional®*?! asi como acotar en for-
ma mas especifica las regiones cromosémicas invo-
lucradas. De este modo, se pudo detectar la presen-
cia, en todas las series, de pérdidas de 10qg (15%-20%
de los casos) y de 17p (20%-30%) y ganancia de 17q
(15%-20%)%-% asi como pérdidas de 1p (25-38%) en
los trabajos publicados por Mao et al**, Simultanea-
mente, estos estudios permitieron definir que el SS'y
los estadios finales de MF presentaban alteraciones
similares, sustentando el concepto que ambas entida-
des son parte del espectro de una misma enfermedad.

Si bien estas anomalias no son especificas de MF/
SS ya que han sido descriptas también en otras
neoplasias hematoldgicas y en diferentes tumores
solidos®, cabe resaltar la importancia de su partici-
pacidn en estas entidades. La pérdida de 10q fue con-
firmada por estudios de LOH (loss of heterozigosity)
gue han mostrado regiones minimas de delecién a
nivel de 10926 y 10g23q24% %, particularmente en
pacientes con estadios avanzados, lo que sugeriria
que alguno de los genes supresores de tumor ubica-
dos en 10g (PTEN: 10g23.3, MX/1: 10925-26 y
DMBT1: 10g25-26)%*, podrian estar asociados a pro-
gresion de la enfermedad®. También la delecion de
material de 1p ha sido sustentada por los estudios de
LOH, que permitieron detectar pérdidas alélicas a
nivel de 1p36, 1p22 y 1925, sugiriendo la participa-
cién de numerosas regiones y genes candidatos loca-
lizados en este cromosoma en el desarrollo de MF/
SS®L., Finalmente, la pérdida de 17p, region donde se
ubica el gen supresor de tumor p53 (17p13.1)%®, aso-
ciado a pronostico adverso en neoplasias linfoides®
% no mostrd relacion con el curso clinico de la enfer-
medad® .

En cuanto a la ganancia de 17q, es un hallazgo con-
sistente con la descripcion previa de isocromosoma 17q
y translocaciones involucrando esta region en pacien-
tes con MF/SS%3L, En esta region se ubican los genes
STAT3 y STAT5 (signal transducers and activators of



ESTUDIOS CITOGENETICOS, CITOMOLECULARES Y MOLECULARES EN LINFOMAS CUTANEOS 71

TABLA 2
Cromosomas y regiones cromosomicas mas
frecuentemente involucradas en MF/SS por CGH.

Referencia No. de Casos Cromosoma (%)

(Patologia) Pérdidas Ganancias
Fisher et al (32) 18 MF, 4 SS, 8 CD30+ 17p (28) 7 (25)
13q (25) 8g (25)
69 (19) 17q (16)

10q (16)
Mao et al (31) 16 MF, 18 SS 1p (38) 4/4q (18)
17p (21) 18 (15)
10/10q (15) 17q/17 (12)
Mao et al (33) 20 SS 1p (25) 17q (20)
10/10q (20) 18 (15)

17 (20)

19 (15)

transcription 3 and 5)%, que se encuentran involu-crados
en la fosforilacion de tirosinas en respuesta a una va-
riedad de citoquinas y factores de crecimiento®. Recien-
temente® se ha demostrado la activacion in vivo de
STAT3 en lesiones tumorales pero no en los estadios
tempranos de MF, indicando su participacion en la
transformacién de formas indolentes a agresivas. Ade-
mas, STAT3 estaria involucrada en la resistencia de las
celulas tumorales a entrar en apoptosis, sugiriendo un
rol importante de este gen en la patogénesis de MF.

La correlacion de los resultados de CGH con la
evolucién clinica de los pacientes® mostré asociacion
entre el nimero de anomalias cromosomicas y el es-
tadio clinico de la enfermedad, siendo éste signifi-
cativamente mayor en los estadios avanzados. La
sobrevida media a 5 afios fue significativamente més
corta en aquellos pacientes con 5 0 méas desbalances
cromosémicos que en el grupo con menos de 5 alte-
raciones. Asimismo, se observé que las formas
indolentes tenian menos desbalances que las agresi-
vas, con predominio de pérdidas gendmicas en estas
ultimas y que la presencia de pérdidas en 6q, 8q, 10q
y 13q y la ganancia del cromosoma 7 se encontraban
asociadas a corta sobrevida.

Estos estudios han sido recientemente complemen-
tados con el ensayo de microarrays*. El uso de esta
nueva tecnologia permitié detectar 27 genes involu-
crados en la tumorigénesis de MF, con diferentes fun-
ciones (control del ciclo celular, apoptosis, transduc-
cién de sefales), siendo lo méas notable el aumento de
expresion de genes implicados directamente en la
desregulacion de las sefiales antiapoptoticas de TNF
(tumor necrosis factor), mecanismo que seria de impor-
tancia en la patogénesis de esta entidad. Asimismo, fue

factible identificar dos subgrupos de pacientes con MF:
uno con buena evolucién clinica, asociado al aumen-
to de expresion de genes supresores de tumor, facto-
res de crecimiento, interleuquinas, oncogenes y regu-
ladores del ciclo celular, y el otro con pronéstico ad-
verso, relacionado al aumento de expresion de genes
implicados en el camino de sefializacion de TNF (tu-
mor necrosis factor), oncogenes, reguladores positivos
del ciclo celular y genes antiapoptéticos. Simultanea-
mente, se pudo detectar un panel de once genes que
permitieron separar pacientes con fenotipo comun
(CD3+/CD4+/CD8-/CD7-) de aquellos con fenotipo
aberrante, y otro de cinco genes que identificaron es-
tadio de placa y tumoral, implicados en la inhibicion
de la activacion de NFKB (nuclear factor kB),
transduccion de sefiales, regulacion de la transcripcion
y respuesta al stress, todos ellos con expresion dismi-
nuida en el estadio tumoral.

Linfomas de grandes células anaplasicas CD30+
(LCGCA)

Al igual que lo descripto para MF/SS, este
linfoma no presenta anomalias cromos6micas espe-
cificas, siendo raramente observada la t(2;5)(p23;935),
caracteristica de su contraparte nodal®, sugiriendo
una patogénesis diferente, para cada uno de estos
linfomas* . Trabajos recientes con la técnica de CGH
han podido identificar alteraciones relacionadas con
la recaida de la enfermedad (pérdidas de 6q y 18p y
ganancia del cromosoma 9)* asi como detectar la
amplificacion de genes especificos: MYCN, RAF1,
CTSB, FGFR1 y JUNB, identificados por microarrays
y PCR en tiempo real®.
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Papulosis linfomatoide

La informacién resulta escasisima, con una publi-
cacion® que incluye tres casos, uno con cariotipo com-
plejo y dos pacientes estudiados en nuestro labora-
torio® uno portador de un cromosoma 4 marcador,
con punto de ruptura en 4q35.

Linfomas cutaneos a células B

También en estos casos la informacion a nivel
citogenético y citomolecular es reducida. No obstan-
te, resulta de interés sefialar que los linfomas cuté-
neos primarios foliculares (LCPF) muestran mucho
menor frecuencia de expresion de la proteina Bcl-2 y/
o de la t(14;18) (932;921) que los linfomas foliculares
nodales, con estudios que no encuentran casos posi-
tivos®2 y otros con frecuencias del 20%-30%°%, sugi-
riendo la presencia de diferentes mecanismos mole-
culares en la patogénesis de ambos tipos de LF.

Los linfomas B difusos a células grandes (LBDCG)
constituyen otro de los subtipos histoldgicos frecuentes
en piel. En estos linfomas no se observa expresion de
la proteina Bcl-2 ni se encuentra la t(14;18) (q21,932), que
determina el rearreglo BCL-2/1gH® %, Recientemente,
se describié un caso de LBDCG cuténeo primario por-
tador de la t(14;18) (g32;g21), que si bien involucra los
mismos puntos de ruptura, determina la desregulacién
del gen MALTY, ubicado en la misma banda 18921 pero
centromeérico a BCL-2, generando el rearreglo MALT1/
IgH®. Por el contrario, la mayoria de casos con LBDCG
de la pierna expresan Bcl-2%.

Por otra parte, sabemos que las translocaciones
t(11,18) (q21;921) y t(1;14) (p22;932) son caracteristi-
cas de los linfomas de MALT (Mucosa associated
lymphoma tissue). Un andlisis de estos linfomas en
diferentes sitios, muestra ausencia de la t(11;18) en
todos los casos de localizacién cutdnea y detecta un
paciente (7,7%) con fuerte expresion nuclear de Bcl-
10, sugiriendo la presencia de la t(1;14)% &,

Asimismo, hay un solo estudio de CGH en
linfomas cuténeos a células B que incluye diferentes
subtipos histolégicos®. EI mismo detectd los frecuen-
cias mas altas de inestabilidad gendémica en los
LBDCG, intermedias en los linfomas de la zona mar-
ginal (33%) y menores en los LCPF (8%), observan-
dose mayor proporcién de ganancias de material
gendmico. Los LBDCG mostraron un patron especi-
fico de desbalances que incluyeron pérdida de 6q
(42% de los casos) y ganancia de 3/3q (33%). Simul-
tdneamente, el andlisis de CGH por microarray de 4
pacientes con esta Gltima histologia permiti6 obser-
var con mayor frecuencia ganancia de los genes SAS/
CDK4 (12g13.3) y pérdidas de AKT1 (14g32.3), IGFR1
(15g25-26) y JUNB (19p13.2), sugiriendo la presencia
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de alteraciones consistentes, probablemente asociadas
con la patogénesis de estos linfomas.

Estos hallazgos resultan totalmente alentadores y
estimulan la continuidad de estos estudios que, sin
duda, contribuiran a un mayor conocimiento de los
rearreglos genémicos involucrados en el desarrollo y
progresion de estas neoplasias asi como a una mejor
delineacién de las caracteristicas bioldgicas de estas
entidades.
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