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RESUMEN

La deteccion de clonalidad en los sindromes linfoproliferativos mediante el estudio
del reordenamiento de los genes de las inmuglobulinas y del receptor de células T,
es utilizada para esclarecer si una proliferacion o infiltrado de linfocitos es maligno
0 no. Este tipo de estudio es de particular utilidad en presencia de lesiones
cutaneas cuyo origen linfoide o dermatoldgico resulta dificil de definir. Mediante la
técnica de PCR-heteroduplex se estudiaron los genes de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas y de la cadena gamma del receptor de las células T, en 10
pacientes que presentaban manifestaciones dermatolégicas atribuibles a algun tipo
de linfoma cutaneo. Se observé reordenamiento clonal en 7 pacientes, lo cual
permitié confirmar el diagnéstico de micosis fungoide y otros tipos de linfomas
cutaneos. En 3 pacientes que no mostraron reordenamiento clonal, no fue posible
confirmar por esta técnica un proceso linfoide de caracter maligno. Se demostro la
utilidad del estudio cuando en presencia de una afeccién en la piel, es dificil
diferenciar un proceso dermatolégico de un sindrome linfoproliferativo con
manifestaciones en piel.
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ABSTRACT

The clonicity detection in the lymphoproliferative syndromes by studying the
rearrangement of the immunoglobulin genes and of the T-receptor cells is used to
make clear if a proliferation or infiltrate of lymphocytes is malignant or not. This
type of study is particularly useful in the presence of cutaneous lesions whose
lymphoid or dermatological origin is difficult to define. By the PCR-heteroduplex
technique, the genes of the immunoglobulin heavy chain and of the T-cell receptor
chain were studied in 10 patients that presented dermatological manifestations
attributable to some kind of cutaneous lymphoma. Clonal rearrangement was
observed in 7 patients, which allowed to confirm the diagnosis of mycosis fungoides
and other types of cutaneous lymphomas. It was not possible to confirm a lymphoid
process of malignant character by this technique in 3 patients who did not show
clonal rearrangement. The usefulness of the study was proved when in the
presence of a skin affection, it was difficult to differentiate a dermatological process
from a proliferative syndrome with cutaneous manifestations.
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INTRODUCION

El estudio de clonalidad en los sindromes linfoproliferativos mediante el estudio del
reordenamiento de los genes de las inmuglobulinas (lIgs) y del receptor de células T
(RCT), se utiliza para esclarecer si una proliferacion o infiltrado de linfocitos es
maligno o no. Sin embargo, es preciso destacar que la presencia de clonalidad no
debe considerarse como el Unico criterio a tener en cuenta para establecer la
malignidad de un proceso linfoproliferativo,' y que la ausencia de esta no debe
considerarse sinbnimo de proceso benigno. Por ejemplo, algunos procesos
inflamatorios cutaneos benignos como el liquen plano,*® la pitiriasis liquenoide®’y
el liquen esclerético atréfico,® pueden mostrar reordenamiento clonal.

Ademas, ciertos linfomas surgen de células tan inmaduras que en ocasiones no han
realizado aun el reordenamiento génico y por lo tanto, no es posible detectar la
clonalidad mediante el estudio de este marcador.

En el caso especifico de las afecciones de la piel, esta técnica es de gran utilidad
para diferenciar los linfomas cutaneos de otras afecciones dermatoldgicas de origen
benigno que en ocasiones presentan caracteristicas similares.

El presente trabajo muestra el resultado del estudio de clonalidad del gen de la
cadena pesada de las Igs (IgH) y del gen gamma del RCT (RCT ) por la técnica de
PCR-heterodUplex en biopsias o aspirados de piel (BP o BAAF, respectivamente) de
un numero de pacientes cuyos signos clinicos en conjunto con el analisis
histopatolégico no permitian precisar el diagndstico de un proceso linfoproliferativo
maligno.

METODOS



Se estudio un total de 10 pacientes adultos y nifios de ambos sexos. En todos se
sospechaba la presencia de un proceso linfoproliferativo de origen maligno con
manifestaciones cutaneas, por lo que le fueron tomadas muestras de piel en los
sitios afectados: 10 BP y 1 BAAF de piel. Las BP fueron sumergidas en solucién
salina fria inmediatamente después de disecadas.

Extraccién y cuantificacion de ADN

Para la extraccién del ADN gendémico, las BP fueron perfundidas con solucién salina
fria. La suspension celular fue centrifugada a 3 000 rpm durante 10 mina 4 °Cy
vuelta a resuspender en 1 mL de solucidn de lisis que contenia tampdn Tris-EDTA
(10 mmol/L y 20 mmol/L, respectivamente) apH 7,4; 2L de SDS al 10 % y 2 L de
proteinasa K (Merck) 10 mg/mL. Esta mezcla fue incubada a 55 °C durante 10 min
y1ha37°C.

El ADN fue aislado mediante la técnica estandar de extracciéon con mezcla de
solventes fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) descrita por Sambouk y
colaboradores,® precipitado con etanol absoluto y disuelto en agua destilada estéril.
Se calcul6 la concentracion de ADN mediante la lectura de densidad 6ptica a 260
nm en un espectrofotometro (UV-160A, Shimadzu).

Técnica de PCR o reaccidn en cadena de la polimerasa

En total se amplificaron 4 fragmentos de ADN: 2 correspondientes al gen IgH y 2 al
gen RCT . Los oligonucleétidos o cebadores utilizados para el gen IgH fueron FR1 C
y FR3, correspondientes a 2 sitios de la zona de segmentos variables y JHc para la
zona de los segmentos de union.'® Para el RCT se utilizaronV1yV 2y J1.3/2.3
respectivamente.** Teniendo en cuenta que la mayoria de los sindromes
linfoproliferativos cutaneos son de origen T, siempre se estudio el gen RCT en
primer lugar y posteriormente, si este no mostraba reordenamiento clonal, se
estudio6 el gen IgH.

Todas las PCRs se realizaron en iguales condiciones de reaccion 7 en un
termociclador (MiniCyclerTM, MJ Research, Inc.) y contenian 0,5 g de ADN
gendmico en presencia de: una solucién tampén con 0,5 unidades de Taq ADN
polimerasa (Promega Corp.), una mezcla 100 pM de nucledtidos y 12,5 pmoles de
los cebadores correspondientes a cada fragmento, en un volumen total de 50 L. Se
utilizaron 3 programas de amplificacién, uno para cada fragmento del IgH y un
tercero comun para ambos fragmentos del RCT. En paralelo a las muestras se
amplificé en cada caso un control positivo, un control negativo compuesto por un
pool de ADN gendmico de 5 personas sanas y un control de los reactivos. Para
comprobar el resultado de la amplificacion, el producto resultante de la PCR se
analiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio como
marcador de fluorescencia.

Analisis por heteroduplex

Conocida la presencia de fragmentos de ADN, se provoco la formacion de
heteroduplex. Para esto el producto de la PCR fue desnaturalizado a 94 °C durante
5 min, incubado 1 h a 50 °C y finalmente enfriado en bafio de hielo durante 5
min.*? Al finalizar la formacién de heterodiplex, las muestras se analizaron por
electroforesis en un gel de poliacrilamida (poliacrilamida-bisacrilamida, 29:1) no
desnaturalizante, al 6 %, en tampon TAE (Tris-acido acético-EDTA). El patron de
bandas fue visualizado a la luz UV con bromuro de etidio como marcador de
fluorescencia.



Esta técnica facilita el analisis del resultado, ya que en caso de existir clonalidad se
observan bandas intensas y definidas, mientras que en muestras policlonales se
observa fluorescencia a través de todo el trayecto de la corrida electroforética sin
definicién de bandas, o bien no se observa fluorescencia si el material es muy
escaso.

RESULTADOS

Los resultados del estudio del reordenamiento del gen IgH y del gen RCT mediante
la técnica de PCR-heteroduplex se presentan en la tabla.

Los primeros 3 pacientes (casos 1-3) fueron enviados como posible MF y
reordenaron de manera clonal para el gen RCT.

Otros 3 casos enviados también con diagnéstico de posible MF, no presentaron
reordenamiento clonal para el RCT ni para el IgH. En uno de estos (caso 5) se
estudiaron 2 BP correspondientes a lesiones con caracteristicas diferentes, pero el
estudio molecular, como se menciond, no mostré reordenamiento clonal. En estos 3
casos, el estudio molecular del reordenamiento de los genes amplificados por
PCR,no pudo demostrar la presencia de infiltracién clonal de linfocitos.

Seguidamente, en un paciente enviado como posible MF o linfoma cutaneo de
células T (LCCT), no se observo reordenamiento clonal del gen RCT, pero si del IgH.

Los 3 ultimos enfermos, uno de ellos estudiado en BAAF de piel y 2 en BP, que
fueron enviados para estudio como posibles LCCT, mostraron reordenamiento clonal
del gen RCT.

DISCUSION

En ocasiones es dificil diagnosticar un linfoma cutaneo analizando solamente los
signos clinicos del paciente y el resultado histolégico de la biopsia.*® Desde el punto
de vista clinico, existen varias dermatosis inflamatorias que simulan un linfoma,
particularmente a la MF." Por otra parte, en el estudio histolégico no siempre se
observan caracteristicas especificas de linfomas cutaneos, y el criterio de
diagndstico basado en ellas es, por lo tanto, impreciso. Ademas, otras
caracteristicas histolégicas que se aprecian con frecuencia en los linfomas son
también comunes a procesos dermatolégicos y el diagndstico de linfoma basado en
ellas se hace inespecifico.'® Otro factor que introduce dudas es la variabilidad inter
e intra observador, es decir, de los patélogos, con respecto a dictaminar de manera
precisa la presencia de linfoma cutaneo.®

La determinacion de clonalidad por PCR-heteroduplex con vistas a determinar si
una poblacién de linfocitos infiltrada en piel es maligna o no, se ha convertido en
una herramienta importante para diferenciar procesos dermatoldgicos de sindromes
linfoproliferativos cutaneos.®**®

En un grupo de pacientes atendidos en el Servicio de Dermatologia del Instituto
Nacional de Oncologia y Radiobiologia y que no respondian a tratamientos propios
de procesos cutaneos, se sospecho la presencia de algun tipo de linfoma cutaneo y
se les realizo el estudio de clonalidad por PCR-heteroduplex del gen IgH y del gen
RCT.



Tres de estos pacientes fueron enviados como posible MF y mostraron
reordenamiento clonal para el gen RCT, lo cual estuvo en concordancia con el
analisis histoldgico que mostraba caracteristicas propias de estos procesos, pero
que no habian sido totalmente concluyentes. En los 3 casos se pudo llegar al
diagndstico de MF después de conocido el resultado molecular.

Otro paciente, enviado como posible MF o linfoma cutaneo de células T (LCCT), no
mostré reordenamiento clonal del gen RCT , pero si del IgH. El resultado del estudio
de clonalidad permitié concluir que se trataba de un linfoma cutaneo de células B
(LCCB). Este es un ejemplo de la utilidad del PCR-heteroduplex para definir la linea
celular afectada en un proceso linfoproliferativo clonal, ya que, aunque inicialmente
se pensaba que se trataba de un proceso linfoproliferativo de células T, el
reordenamiento clonal del gen IgH permitié definir la naturaleza B del proceso.

En otros 3 pacientes que fueron enviados para estudio como posibles LCCT, se pudo
confirmar que se trataba de este tipo de linfoma al observarse reordenamiento
clonal del gen RCT.

Se conoce que en los linfomas cutaneos la linea celular afectada con mayor
frecuencia es la T (60-70 %), mientras que los linfomas cutaneos de origen B
aparecen entre el 30 y 40 %."" En el presente estudio se encontré solo un proceso
de origen B de un total de 7 que reordenaron, lo que representa el 14 % de linfoma
tipo B, porcentaje inferior al sefialado para este tipo de linfoma. Al respecto, debe
tenerse en cuenta que se estudié un niumero muy pequefio de pacientes, y que por
lo tanto, no es de esperar que la proporcion B/T reportada se reproduzca en el
grupo analizado.

Por ultimo, en 3 de los procesos sospechosos de linfoma, no se encontré
reordenamiento clonal en ninguno de los genes estudiados y no pudo confirmarse
que estuvieran relacionados con algun tipo de linfoma. En cuanto a la obtencion de
un resultado negativo en este tipo de estudio, debe sefialarse que esto no es
sindnimo de proceso benigno, puesto que los genes aqui estudiados aunque son los
gue con mas frecuencia aparecen reordenados, no son los Unicos que lo hacen.*’
Otro factor que conduce a un falso resultado negativo, son las mutaciones
sométicas que en ocasiones ocurren en el sitio de union de los cebadores. Cuando
esto sucede, los cebadores no pueden unirse con el segmento de gen
complementario para el cual fueron disefiados, y no es posible detectar la presencia
de una poblacion clonal de linfocitos aunque esta se encuentre presente.!’” También
debe tenerse en cuenta que ciertos precursores de linfoma como los linfomas
linfoblasticos, pueden ser tan inmaduros que no desarrollen reordenamiento
génico®® y que los linfomas de células T/NK no muestran regularmente
reordenamiento del RCT,**?° por consiguiente, en estos casos tampoco seria posible
detectar clonalidad celular.

Un trabajo conjunto entre 22 laboratorios de Europa para estandarizar los
protocolos de PCR en los estudios de clonalidad, ha disefiado nuevos cebadores y
protocolos de trabajo, entre cuyos objetivos se encuentra el de minimizar la
incidencia de falsos negativos.’ Los resultados obtenidos con su aplicacién denotan
un mayor porcentaje de resultados positivos y avalan su introduccién como
herramienta diagndstica en el estudio de los sindromes linfoproliferativos.?*2*
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Tabla, Resultados del estudio de clonalidad en pacientes

con afecciones cutdneas sospechosas de sindrormes linfoproliferativos

Ciagnostico

Cazo Muestra estudiada Fesultado del Conclusion
probable : : P
no. reardenarniento diagndstica
1 MF BE | RCRCTY) MF
z MF BR RC (RCTY] MF
3 MF BR RC (RCTY] MF
4 MF 1= RMC (RCTY] Proceso no clonal
| RMNC (IgH)
BP (lasion atrofical RMZ [RCTY) Proceso no clonal
5 MF RMC (IgH)
BP [lesidn con R.MZ [RCTY) Praceso no clonal
vasculitis v eriternal FMC [IgH]
& MF u otro linforna BF RMC (RCTY] Proceso no clonal
cutidneo F.MC (IgH)
7 MF o LCCT BR RMC (RCTY) LCCR
R (IgH]
g LSCT BAAF de piel R (RCTY) LZET
3 LocT BR RC (RCTY] LooT
10 LocT BR RC (RCTY] LcoT

BP: biopsia de piel: BAAF: biopsia por aspiracidn con aguja fina; MF: micosis fungoide; LCCT:
limforna aatdneo de célulaz T: LCCE: linforna astdneo de células B RC: reordenarnients clonal:
RMC: reardenamients no clanal; IgH: gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas ; RCTy:

gen garnma del recephor de cdlulas T,
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