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RESUMEN

Las proliferaciones malignas suelen ser clonales. La mayoria de las veces el potencial de una
lesidn se establece por medio del analisis clinico y el estudio anatomopatoldgico, pero algunos
casos son de dificil diagnoéstico. Por otra parte, existen situaciones en las que se producen clonas
dominantes cuyo analisis es importante, tal como ocurre en enfermedades autoinmunes e
inmunodeficiencias. Este articulo presenta de manera comprensible las técnicas principales
para el estudio de la clonalidad, a saber: la evaluacién de los reordenamientos génicos del
receptor de antigeno y la evaluacién del gen del receptor de antigeno humano.
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SUMMARY

Clonality evaluation in human tissues

Malignant proliferations are usually clonal. While most times the biological potential can be
established through routine pathologic and clinical examinations, some cases are difficult to
classify. Moreover, in some situations there are dominant clones whose analysis is important,
such as in autoimmune diseases and immunodeficiency. This paper presents in an understan-
dable way the main techniques for the study of clonality, namely: evaluation of gene rearran-
gements of antigen receptor, and evaluation of human antigen receptor gene.

KEY WORDS

Cancer;: DNA Rearrangements; Leukemia; Lymphoma; X Chromosome Inactivation

! Licenciado en Biologia, Coordinador del proyecto de investigacion Estudio de la clonalidad linfoide por medio del andlisis de reordenamientos del receptor del antigeno. Grupo
Patologia Oncoldgica, Instituto Nacional de Cancerologia, E.S.E. Bogotd Colombia

2 Doctora en Ciencias. Patdloga, Médica Especialista. Instituto Nacional de Cancerologia. E.S.E. Bogota Colombia.
Correspondencia: Natalia Olaya Morales; nolaya@cancer.gov.co

Recibido: marzo 27 de 2014
Aceptado: septiembre 29 de 2014

(6mo citar: Villamizar-Rivera N, Olaya N. Determinacién de la clonalidad en tejidos humanos. latreia. 2015 Jul-Sep;28(3): 269-282. DOI 10.17533/udea.iatreia.v28n3a05.

269

IATREIA VoI 28(3): 269-282, julio-septiembre 2015



RESUMO

Determinacéao da clonagem em tecidos humanos

As proliferacdes malignas costumam ser clonadas. A
maioria das vezes o potencial bioldgico de uma lesdo
se estabelece por meio da andlise clinica e o estudo
anatomopatoldgico, mas alguns casos sédo de dificil
diagnostico. Por outra parte, existem situagdes nas
que se produzem clones dominantes cujo andlise €
importante, tal como ocorre em doencas autoimunes
e imunodeficiéncias. Este artigo apresenta de manei-
ra compreensivel as técnicas principais para o estudo
da clonagem, a saber: a avaliacdo dos reordenamen-
tos genéticos do receptor de antigeno e a avaliacdo
do gene do receptor de antigeno humano.

PALAVRAS CHAVE

Céncer; Inativacdo do Cromossomo X; Leucemia; Lin-
foma; Reordenamento Genético

INTRODUCCION

La teoria en boga para explicar el desarrollo del can-
cer es la evolucién. Se supone que las células somati-
cas sufren un proceso evolutivo gradual en el que se
produce la seleccién y triunfo de células capaces de
escapar a las limitaciones impuestas por el ambiente,
es decir, la [ucha por el espacio y los nutrientes, y a los
mecanismos celulares de control de la divisién celu-
lar y del envejecimiento (1). La presidn selectiva es tal
que la mayoria de los procesos neoplasicos progresi-
vos ocurren solo a edades avanzadas. Segun la teoria,
una célula transformada da origen a una poblacién
de células hijas o clon, la cual conforma la lesién tu-
moral. En general, pero no en todos los casos, clonal
equivale a neoplésico (1).

Las leucemias y los linfomas son canceres originados
en los linfocitos o sus progenitores; afectan cualquier
topografia corporal y a personas de todas las edades.
Para diagnosticarlos y clasificarlos, se evaltian la mor-
fologia, el inmunofenotipo y las alteraciones genéti-
cas (2,3). En las proliferaciones linfoides maduras se
determina la relacién de expresidn de las cadenas A y
k de las inmunoglobulinas (4-6).

Estos métodos permiten clasificar la mayoria de Ias
lesiones linfoides, pero un porcentaje de los casos son
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dificiles y los reportes diagnosticos sufren retraso o
se encarecen por la solicitud de grandes paneles de
inmnohistoquimica, no siempre concluyentes. Esto
necesariamente afecta la oportunidad o calidad del
tratamiento. Este es un problema en general invisible
en la literatura pues a la larga el patdlogo o los médi-
cos tratantes se ven obligados a tomar una decisién.
Ademas, a veces es necesario determinar si dos lesio-
nes presentes en el mismo paciente tienen el mismo
origen o son diferentes (7,8).

El rearreglo de los genes del receptor de antigeno
es un proceso fisioldgico a partir de cuyo estudio se
puede determinar la clonalidad linfoide. Son candi-
datos a este andlisis las proliferaciones de células B
de clasificacion dificil, todas las lesiones de células T
y aquellas que ocurren en pacientes trasplantados,
inmunodeficientes, con enfermedades autoinmunes
o asociadas con linfoproliferacién, tales como la en-
fermedad inflamatoria intestinal y la enfermedad ce-
liaca (9,10).

Entre tanto, para evaluar la clonalidad de lesiones no
linfoides se pueden utilizar las técnicas basadas en el
proceso de lionizacidn o inactivacién del cromosoma
X. Durante la morulacién, las hembras inactivan los
alelos paternos o maternos de una parte de los genes
del cromosoma X (11). La expresién de uno u otro se
altera cuando se produce una proliferaciéon clonal.
No se han generalizado para uso diagnéstico las prue-
bas basadas en la inactivacién de genes del cromo-
soma X, pues solo es posible utilizarlas en mujeres y
su interpretacion es controversial, pero son las inicas
que hasta el momento permiten hacer un diagndstico
de clonalidad en lesiones no linfoides.

Nos proponemos introducir a los lectores en los prin-
cipios cientificos y de aplicaciéon de las principales
técnicas de evaluacion de la clonalidad.

EVALUACION DE LOS REORDENAMIENTOS DE
GENES DEL RECEPTOR DEL ANTIGENO

Los genes de las inmunoglobulinas (Ig) y del receptor
de los linfocitos T (TCR) estdn presentes en todas las
células del organismo, pero a la manera de un rom-
pecabezas sin armar. Por esta razon, los linfocitos re-
quieren convertir los fragmentos génicos apartados
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en genes funcionales para los receptores de antigeno
y generar diversidad antigénica (12). Este proceso se
conoce como rearreglo o reordenamiento, términos
que se utilizaran indistintamente en este texto. Cuan-
do el reordenamiento de los genes del receptor de
antigeno no es perfecto, bien sea por falta de alguna
enzima o por otro defecto, se presentan graves inmu-
nodeficiencias (13). Por otra parte, cuando una célula
linfoide se transforma en cancerosa y se divide sin ce-
sar, sus células hijas poseen el mismo reordenamien-
to de los genes de receptor de antigeno que la célula
madre que las origino.

Los loci que codifican para las cadenas pesadas de las
Ig, las cadenas ligeras k y A de Ig, asi como las cade-
nas a, 3, yy 6 del TCR se encuentran en cromosomas
diferentes. Ademas, existen varias secuencias posibles
para cada uno de los segmentos que constituyen la
regién variable del gen. La organizaciéon germinal de
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los genes de las Ig y del TCR (figura 1), no puede trans-
cribirse en ARNm (12).

En cada linfocito, la recombinacién somética elabora
un exén que codificard para la region variable a partir
de la seleccién de un segmento variable (V), un seg-
mento de uniéon (J) y un segmento de diversidad (D)
y la adicion de nucledtidos N y P que posteriormente
serdn transcritos en ARNm y finalmente traducidos
y madurados en una proteina funcional (figura 2). El
segmento D solo estd presente en los /oci de las cade-
nas pesadas de Ig y los loci B y & son exclusivos de las
del TCR (figura 2). La recombinacién alélica ocurre
cuando se unen los fragmentos variables, de diver-
sidad y unién, llamada recombinacion V(D)J que se
regula por medio de exclusién alélica; una vez que
un alelo se ha reordenado, se envia una senal al otro
para interrumpir el proceso (12,13).
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Figura 1. Estructura germinal de las cadenas del receptor de antigeno. Las cadenas que conforman los receptores de antigeno cuentan con un gran
nimero de segmentos posibles. L: exon lider, V: regiones variables, D: regiones diversas, J: regiones de unidn, C: regiones constantes y E: potenciadores. A partir

de estos se crea el inmenso repertorio de las inmunoglobulinas
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Figura 2. Proceso de recombinacion del receptor del antigeno. En la figura se muestra el procesamiento de la cadena pesada de lasinmunoglobulinas, pero los
procesos son similares para las cadenas ligeras de Ig y el TCR. Este proceso permite obtener entre 1x10" —1x10"™ combinaciones. Momentos antes de la transcripcion
del ADN se eliminan todos los segmentos constantes de la linea germinal excepto uno, y este s el que se expresa. El segmento lider no se traduce a proteina

Los reordenamientos se efecttian por medio de pasos
secuenciales e invariables:

1. Sinapsis: el mecanismo enzimdtico detecta las se-
cuencias sefial de la recombinacion o RSS. Estas
constan de tres porciones: un heptdmero de nucled-
tidos conservados, un espaciador de 12 o 23 nucle6-
tidos variables y un nondmero de nucleétidos rico en
AT. El espaciador corresponde a giros de la hélice de
ADN, de manera que los heptdmeros se encuentran
en posiciones vulnerables al ataque enzimatico por la
V(D)J recombinasa. Estas enzimas son propias de los
linfocitos en desarrollo y se encuentran inactivas du-
rante la proliferacion celular.

9. Escision: roturas en la doble cadena de ADN en las
uniones entre la RSS y la secuencia codificadora. La
unién entre los heptdmeros se lleva a cabo eliminan-
do el ADN entre ellos, o formando un bucle por inver-
sién de las cadenas. Los extremos codificadores rotos
finalizan por una horquilla cerrada (14).

3. Apertura de las horquillas por medio de la enzima
Artemisa, una endonucleasa, con el fin de que la en-
zima TDT (por la sigla en inglés de Terminal deoxy-
nucleotydil transferase) ahada nuevas bases en los
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extremos expuestos, aumentando la diversidad de las
secuencias.

4. Unidny finalizacién por medio del sistema de unién
de extremos no homdlogo, un mecanismo de repara-
cién de ADN presente en todas las células. Mas tarde,
los linfocitos B maduros aumentan su repertorio de
combinacién por medio de hipermutacién somética
en el centro germinal. Se caracteriza por la adicién o
sustracciéon de nucleotidos (14,15).

Todavia se desconoce coémo un locus determinado se
selecciona en un caso especifico o por qué algunos
fragmentos son preferidos con mayor reiteracion: por
ejemplo, el segmento VH81X, el mas proximal de los
variables de la cadena pesada, se reordena con mayor
frecuencia que los segmentos distales (12). En las neo-
plasias linfoides ocurren reordenamientos de uno u
otro receptor independientemente del linaje de Ia le-
sidén, pero durante el proceso fisioldgico las regiones
variables de las Ig son ensambladas en los linfocitos B,
mientras que las regiones variables del TCR son aco-
pladas solo en los linfocitos T.

Cuando en un tejido linfoide hay una poblacién
neopldsica, predomina un grupo de reordenamientos
génicos. Cuando se trata de una poblacién policlonal,
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hay enorme variacién de reordenamientos. Este he-
cho sirve para diferenciar una poblacién de células
linfoides neoplésicas de una reactiva. Durante largo
tiempo se utilizd con este fin el Southern Blot. La
técnica es muy especifica, pero sus exigencias meto-
doldgicas limitan la aplicacién (13). Desde hace diez
anos existe un grupo de protocolos basados en PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa, por la sigla en
inglés de polymerase chain reaction) (7). La estrate-
gia, denominada BIOMED-2, fue desarrollada por un
conjunto de laboratorios europeos, que mads tarde
conformoé el consorcio EUROCLONALITY (16). Des-
de entonces han aparecido numerosas publicaciones
acerca de su desempefio y otras que ofrecen mejoras
de la técnica original (17,18).

Se puede evaluar rdpidamente el repertorio de com-
binaciones TCRVf por medio de citometria de flujo
(19,20). EI consorcio Euroflow, conformado en parte
por los mismos laboratorios del consorcio BIOMED-2,
propone un panel de 24 anticuerpos, que permiten
determinar el 70% de los dominios del TCRp (21). Se-
glin Lima y colaboradores (22), este andlisis citométri-
co es una buena herramienta de tamizacion para la
clonalidad de lesiones linfoides de linaje T en especial
en el caso de la leucemia de células grandes granu-
lares. No obstante, su uso no se ha generalizado para
todas las proliferaciones linfoides, para las cuales se
considera que el estdndar de oro es la evaluacién por
PCR.

El estudio de los reordenamientos génicos del recep-
tor de antigeno exige un ejercicio multidisciplinario
entre la patologia, la citometria de flujo, la genética'y
la biologia molecular (23). A diferencia de las demas
pruebas que evaltlan cambios patoldgicos del ADN, el
principio de las pruebas para la evaluacién de la clo-
nalidad linfoide es un proceso fisioldgico, de manera
que el significado de los clones, en caso de encontrar-
se, se debe determinar en un contexto adecuado (24).
Ademaés de utilizarse en oncologia, el estudio de los
rearreglos es Gtil en casos de trasplante y enfermeda-
des autoinmunes (17,25).

PROCEDIMIENTO TECNICO

Indicaciones de la técnica y muestras

Los protocolos de PCR multiplex propuestos por BIO-
MED-2 estdn disefiados para funcionar en muestras

de tejido fresco o congelado. Sin embargo, se han rea-
lizado con éxito en tejidos parafinados (26,27). Para
cualquier tejido la condicién es que contenga una
cantidad representativa de células problema (7,20,28).

Las pruebas estan indicadas en pacientes que presen-
ten proliferaciones linfoides de dificil clasificacion, en
las cuales el diagnoéstico diferencial sea entre lesiones
reactivas y neopldsicas. Son de particular utilidad en
el caso de lesiones linfoides en la piel y de linfomas
asociados con las mucosas (MALT), entre otros.

El patélogo escoge el area de tejido que se va a exa-
minar. Si es del caso, hace macro o microdiseccion
de la muestra con el fin de enriquecerla en células
problema, pero es importante que persistan poblacio-
nes policlonales. Se debe evitar seleccionar regiones
naturalmente oligoclonales, como los centros germi-
nales de los foliculos linfoides.

Los controles negativos son poblaciones policlonales
de linfocitos, obtenidos a partir de sangre periférica
o de tejidos linfoides normales. Se debe verificar que
en ellos no existan clones dominantes (29,30). Como
controles positivos se usan lineas celulares comercia-
les con reordenamientos conocidos o lesiones clona-
les caracterizadas (7,23).

Para facilitar la interpretacién, es necesario tener
informacion sobre el caso en estudio: datos demo-
graficos y clinicos, informe de patologia, inmunofe-
notipo, presencia y cantidad de linfocitos reactivos,
etc. Los tratamientos recibidos afectan los resultados;
por ejemplo, la administracién de anti-CD20 dificulta
la determinacion de la clonalidad de células B, y al-
gunas traslocaciones, tales como t(11; 14) y t(14; 18)
pueden dar resultados falsos negativos, porque invo-
[ucran rearreglos aberrantes de las cadenas pesadas
delasIg (31).

Aislamiento de acidos nucleicos y evaluacion de
la calidad

El tiempo de isquemia, los procedimientos de conge-
lacién y almacenamiento y la inclusién en parafina
afectan la calidad del ADN extraido de los tejidos. Son
importantes el tipo y tiempo de fijacion, el espesor del
tejido, los procedimientos de extracciéon del ADN y la
presencia de inhibidores de la PCR (28,32).
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Las pruebas requieren ADN de alta pureza y baja frag-
mentacién. Si se utilizan muestras frescas o congela-
das, cualquier método de extraccién, tanto comercial
como tradicional, funciona bien, incluyendo el uso
de extractores automaticos. En el caso del tejido en
parafina, se recomienda el uso de formalina tampo-
nada al 10% como fijador y un cuidadoso control
de los tiempos de fijaciéon. Aunque los protocolos
BIOMED-2 recomiendan el Rit QIAMP DNA Mini Rit
(QIAGEN®), otras publicaciones sugieren extraccion
orgdnica y purificacién (27,32). Una de las ventajas de
la extraccion orgdnica es su eficiencia; la concentra-
cién de ADN obtenida es mayor y puede considerarse
la dilucién de la muestra para disminuir el efecto de
los inhibidores de la PCR que puedan estar presentes.
En cualquier caso, si se utiliza tejido en parafina se

recomienda verificar que sea amplificable al menos
hasta 300 nucledtidos. BIOMED-2 incluye un proto-
colo de amplificacion que permite evaluar productos
de varios tamanos, pero existen otras opciones (7,27).

Seleccion de blancos

La seleccién de los fragmentos que se desea amplifi-
car depende de la pregunta clinico-patoldgica y de
la cantidad y la calidad del ADN extraido. En el caso
de los tejidos parafinados, casi siempre se deberan
evaluar los productos de PCR o amplicones de menor
tamano. En algunos casos es posible amplificar frag-
mentos mayores de o predicho por medio del control
de calidad. Ademas, la pregunta clinica ayuda, ya que
la frecuencia y distribuciéon de los reordenamientos
varian segiin la taxonomia tumoral (tablas 1a y 1b).

Tabla 1a. Rearreglos comunes en linfoproliferaciones T

. . . Linfoma Linfoma
. Leucemia de Linfoma de Linfoma P 2
Leucemia . . . . . anaplasico de anaplasico de
. . " linfocitos T célulasT angioinmu- . ,
Tipo de enfermedad prolinfocitica Iy et células células
grandes periférico, noblastico de
T ranulares inespecifico célulasT LS L CE
9 (ALK+) (ALK -)
No rearreglo - (0%) + (4%) + (2%) +(11%) + (26%) +(22%)
TCRB DB-JB + (6%) +(11%) + (13%) + (19%) + (6%) -(0%)
VB-JB + (94%) + (86%) + (85%) +(70%) + (68%) + (78%)
No rearreglo + (6%) + (4%) + (6%) + (8%) + (29%) + (11%)
e Vy9 (+Vy10/11) + (9%) +(21%) +(11%) + (5%) + (6%) +(11%)
Vy10/11 + (15%) + (7%) + (15%) + (19%) + (6%) -(0%)
Vy11 + (70%) + (68%) + (68%) + (68%) +(59%) + (78%)
No rearreglo + (94%) +(71%) + (85%) + (65%) + (88%) + (100%)
TCRD Al menos 1
0, 0, 0 [0} 0, - 0,
rearreglo TCRD +(6%) +(29%) +(15%) +(35%) +(12%) (0%)
No rearreglo +(91%) + (100%) +(91%) + (70%) +(97%) + (100%)
IGH DH-JH + (3%) -(0%) + (4%) +(11%) - (0%) - (0%)
VH - JH + (3%) -(0%) + (4%) + (19%) - (0%) - (0%)
No rearreglo +(97%) + (96%) + (98%) +(81%) +(100%) +(100%)
IGK Kappa + (3%) - (0%) - (0%) +(11%) - (0%) - (0%)
VK - Jk + (3%) + (4%) + (2%) + (19%) - (0%) - (0%)
- No rearreglo +(97%) + (96%) + (100%) +(95%) + (100%) +(97%)
VA-JA + (3%) + (4%) - (0%) + (5%) - (0%) - (2%)
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Tabla 1b. Rearreglos comunes en linfoproliferaciones B

Linfoma de Leucemia
Tipo de enfermedad células del linfocitica
manto crénica

No rearreglo - (0%) - (0%)

V-D-J + (100%) + (100%)
IGH

D,-J, +(11%) + (43%)

IGHVDJ +D,, + (100%) + (100%)

No rearreglo - (0%) - (0%)

V.- +(94%) +(94%)
IGK

V - kde/intronRSS +(75%) +(61%)

Total IGK + (100%) + (100%)
cl No rearreglos + (56%) + (70%)

L +(44%) +(30%)
Rearreglos
no D,-J, tkde + (78%) +(73%)
funcionales

V,, -+ IGK +(100%) +(100%)
Geneslg o4 i6k +(100%) +(100%)
combinados

IGH + IGK + IGL + (100%) + (100%)

VB-JB + (6%) + (14%)
TCRB DB-JB + (6%) +(18%)

Total TCRB + (9%) +(25%)
TCRG Total TCRG +(11%) + (18%)
TCRD Total TCRD + (4%) +(12%)

Linfoma Linfoma d.e la Linfoma d‘e la L.infoma
folicular 2°M marginal zona marginal difuso de
(extranodal) (nodal) células grandes

+ (14%) + (6%) - (0%) +(15%)
+ (84%) + (84%) +(100%) +(79%)
+ (19%) + (58%) +(30%) +(30%)
+ (86%) + (94%) + (100%) + (85%)
+ (16%) + (16%) +(20%) +(20%)
+ (63%) + (68%) + (70%) +(61%)
+ (59%) + (52%) + (60%) + (58%)
+ (84%) + (84%) + (80%) + (80%)
+(79%) +(31%) + (70%) +(72%)
+(21%) +(29%) + (30%) + (28%)
(64%) +(71%) + (60%) +(72%)
(100%) + (94%) + (100%) + (96%)
(100%) (100%) +(100%) +(98%)
(100%) (100%) + (100%) + (98%)
+(3%) + (10%) + (10%) +(13%)
+ (4%) + (19%) + (30%) + (16%)
+ (6%) +(23%) + (10%) +(21%)
+ (2%) + (16%) + (10%) + (15%)
+ (5%) + (10%) + (20%) +(14%)

Si la cantidad de células linfoides en la muestra es
baja, como en las infiltraciones de piel o intestino, es
necesario ajustar las cantidades de ADN y efectuar las
pruebas por duplicado. Se propone un algoritmo para
la seleccién de los blancos moleculares (32) (figura 3).

Amplificacion y analisis de los productos de PCR

No se pueden detectar por medio de PCR todos los
segmentos génicos posibles, ya que se requeririan
demasiados primers y tubos. Sin embargo, los pri-
mers consensus que propone el consorcio recono-
cen secuencias conservadas entre los fragmentos y
permiten detectar la mayor parte de combinaciones

posibles. El protocolo de amplificacion permite la uti-
lizacion de cualquier termociclador (7,21).

El anélisis de los productos de las PCR multiplex se
hace por medio de electroforesis en gel de acrilamida
o capilar. También se ha usado electroforesis microca-
pilar de alta resolucién por medio del equipo Agilent
2100 Bioanalyzer (33). Se puede hacer el andlisis de
fragmentos de doble cadena (formacidn de heterodu-
pletas) y el de productos de una sola cadena (34,35).
Con el fin de inducir la formacién de heterodupletas,
los productos de la PCR multiplex se someten a calen-
tamiento y enfriamiento rdpido (36). La de un pico o
banda dominante sugiere la presencia de un clon (7)
(figura 4).
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Proliferaciones linfoides

sospechosas
Poblacién celular B Poblacién celular T
No v v No
IGHV,-V, Si Si TCRBVpB-JB
\ / TCRB DB-JB
No ¢ Clonal
, No
IGKV -
|GGK K K Si Si TCRBVB-JB
de \ / TCRB DB-JB
No v Clonal
l No
IGKD,-J,, ) )
and IGL \ / TCRD
. Clonal !
1

-~ -
-~ -
-~ -
-

>| Ppoliclonal [£

-
-
-
- -
-

Figura 3. Algoritmo para el estudio de la clonalidad en lesiones linfoides sospechosas. Con el fin de utilizar de forma préctica el tiempo y los materiales,

se recomienda el uso secuencial de los diversos tubos de PCR multiplex

INTERPRETACION Y DIFICULTADES

Tanto para la ejecucidén como para la interpretacién
es necesario conocer la estructura de los genes que se
van a evaluar, sus patrones de reordenamiento y las
variaciones de estos; ademaés, se deben verificar los
patrones de expresion de los controles. Los resultados
experimentales deben ser reproducibles y analizarse
de manera multidisciplinaria (37).

Ocasionalmente ocurren falsos positivos o negativos
en la aplicacidén de estos ensayos. Por ejemplo, el eva-
[uador puede enfrentarse con productos de PCR que
no son del tamafo esperado o que son multiples. En
el caso de muestras que contienen escasos linfocitos,
se pueden obtener picos unicos no especificos, Io cual
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se denomina pseudoclonalidad. Ademas los tejidos,
incluso los tumorales, suelen tener una poblacién de
fondo policlonal normal, que, si es muy prominente,
puede ser de dificil interpretacion.

Los falsos negativos ocurren por varias razones: 1. Se
utilizan primers o iniciadores consenso; entonces se
amplifican alrededor del 80% de los posibles segmen-
tos, pero no todos. 2. En las neoplasias de células B
maduras del centro germinal, cuyas células pueden
haber sufrido hipermutacién somaética, no habréd am-
plificacién. 3. La lesion estd insuficientemente repre-
sentada en el tejido examinado (7). Creemos que con
el tiempo se desarrollardn primers que permitan la
amplificacién de todos los segmentos posibles y que
sean menos sensibles a la hipermutacién somatica.
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Figura 4. Ejemplos de aplicacion de las técnicas de PCR para evaluacion de la clonalidad linfoide. A. Control de calidad del ADN por medio de PCR
multiplex en electroforesis en gel de acrilamida 6% (BIOMED-2). MP. Marcador de peso 100 pb. 1. Control IVS 0000 (Invivoscribe). 2. Mezcla PCR + agua. 3. Pool de
linfocitos. 4. MO fresca de paciente con leucemia linfoide aguda de precursores B. 5. Tejido FFEP linfoma del manto (100 ng). 6. Tejido FFEP linfoma del manto (200
ng). 7. Tejido FFEP linfoma marginal esplénico (100 ng). 8. Tejido FFEP linfoma marginal esplénico (200 ng). 9. Tejido FFEP proliferacion linfoide atipica (100 ng).
10. Tejido FFEP proliferacién linfoide atipica (200 ng). B. Evaluacién del fragmento TCR VB+JB2 por medio de PCR multiplex en electroforesis en gel de acrilamida
6% (BIOMED — 2). MP. Marcador de peso 100 pb. 1. Contol positivo IVS 0005. 2. Control negativo Mezcla PCRy agua en lugar de ADN. 3. Pool de linfocitos. 4. Linea
celular PEER. 5. Caso 1 (tejido FFEP). 6. Caso 2 (tejido fresco congelado). 7. Caso 3 (tejido fresco congelado)

La deteccién de uno o varios clones no implica la pre-
sencia de una neoplasia, razon por la cual insistimos
en que los resultados se deben interpretar en colabo-
racién con todas las personas a cargo del diagndstico
y tratamiento del paciente (23). Es posible recurrir a
los servicios de EUROCLONALITY para la interpreta-
cién de resultados confusos (15). Aunque en América
Latina algunos grupos tienen experiencia con la utili-
zacion de las técnicas, esta sigue siendo relativamente
marginal, al menos en lo que concierne a las publica-
ciones que pueden encontrarse sobre el tema en los
buscadores de literatura mas comunes (38-40).

ENFERMEDAD MiNIMA RESIDUAL (EMR)

Cuando se diagnostica una leucemia aguda el pacien-
te tiene alrededor de 10''-10'? células. Lo que se de-

nomina remisién completa después de la induccién
es la reduccioén de 10 veces esta cantidad, a 10'°(41).
Con el fin de predecir y evitar una recaida clinica se
requiere detectar los blastos en las fases subclinicas,
lo cual se conoce como enfermedad minima residual
(EMR) (42).

En general, la EMR es un factor prondstico importan-
te en leucemias y linfomas (43,44). La finalidad de las
pruebas para determinacién de EMR es detectar has-
ta el altimo blasto. Cuando la enfermedad se asocia
con un dafo genético especifico, como la t (9; 29),
se puede utilizar este como marcador de EMR. En el
caso de las leucemias agudas, la técnica mads utilizada
es la inmunofenotipificacion por medio de citometria
de flujo; a veces se usa la determinacion de proteinas
quiméricas (45) (tabla 2).

Las técnicas de biologia molecular para la determina-
cién de reordenamientos de los genes del receptor de
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antigeno tienen una sensibilidad comparable o mayor
que la de la citometria de flujo (30). Se han estudiado
incluso para el seguimiento en linfoma de HodgRin,
que se caracteriza por la escasez de células tumorales
y la carencia de traslocacién especifica (33).

Para determinar la EMR por medio de las pruebas de
reordenamientos de Ig y TCR, se aplican los proto-
colos sobre una muestra diagndstica rica en células
tumorales, y se secuencian los reordenamientos mas
representativos; a partir de los resultados se disenan
primers especificos y se ponen en marcha ensayos
cuantitativos por PCR (44). Un 30% de los casos pre-
sentan evolucién clonal y requieren seguimiento por
varios rearreglos (45); sin embargo, puede decirse que
el rastreo por medio de esta técnica no solo es muy
preciso, sino personalizado, ademds de considerarse
como el estdndar de oro (46).

Tabla 2. Sensibilidad de diversas técnicas para la deteccion
de enfermedad minima residual

Técnica %
Microscopio de luz 1-5
Andlisis de dafios genéticos por medio del cariotipo 1-5
FISH 1
Citometria de flujo 0,01-1
PCR especifica de paciente, RT-PCR 0,001

EVALUACION DE LA INACTIVACION DEL GEN DEL
RECEPTOR DE ANDROGENO HUMANO

Antes de que ocurra la diferenciacién, las células del
embrién de sexo femenino inactivan, al azar, la mayor
parte de los genes de uno de los dos cromosomas X
que poseen (47). El cromosoma X codifica para nume-
rosos genes, de los cuales el 15% nunca se inactivan y
el 10% se inactivan de forma incompleta (47). Como
resultado, se obtienen tejidos en los cuales se expresa
mas o menos el cromosoma X paterno o el X materno
(48). El mecanismo principal mediante el cual se inac-
tivan grandes porciones de uno u otro cromosoma es
la metilacion de las islas CpG en los extremos 5 “de los
genes. Luego, estos patrones de metilacion son here-
dados por las células sométicas (10) (figura 5A).
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Se pueden determinar los linajes originales de las
poblaciones celulares en hembras evaluando la inac-
tivacion de los genes codificados por el cromosoma
X, con la condicién de que dichos genes sean hete-
rocigotos; puede realizarse evaluando la metilacion
de la secuencia, por andlisis de polimorfismos o por
medio de la determinacién de las isoformas proteicas
que se expresan en cada linea. Se han descrito varios
genes informativos que podrian utilizarse para el ané-
lisis, entre los cuales estdn G6PD, P55, BTK, FHL-1 y
fosfoglicerato quinasa (49). Ademés del receptor de
androgeno humano AR se han usado otros genes, ta-
les como FMR1, M27 beta e hipoxantina fosforribosil-
transferasa (HPRT) (10).

Ay % % % Mérula

2 g % @ Blastula
¥

@

Tejidos
y 6rganos

Proliferacion
celular
atipica

Figura 5A. Proceso de silenciamiento del cromosoma X en la
proliferacion y diferenciacion celular. Cada cromosoma X silenciado
aparece representado como una a mindscula. Las letras sin relleno
pertenecen al cromosoma X paterno y las letras completas pertenecen
al cromosoma X materno. A. 1. Estado de morula, en todas las células se
encuentran activados ambos cromosomas X. 2. En el blastocito se metila
uno de los cromosomas, aunque no es una distribucion estocastica, pues
varia en cada individuo. 3. Cada célula o grupo de células en la maduracion y
crecimiento del embridn se va a distribuir en los diferentes tejidos y érganos,
lo que va a establecer una distribucion especifica de cada uno. 4. En el caso
que ocurra una proliferacién atipica de origen clonal, una sola célula es la
que va a dar origen a esto, por lo que va a alterar la proporcion de células
en el tejido
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PROCEDIMIENTO TECNICO

Para determinar el patrén de metilaciéon del cromo-
soma X se efectiia el ensayo del receptor de andro-
genos humanos (HUMARA, por Ia sigla en inglés de
HUMan Androgen Receptor Assay), que es la técnica
mas conocida y permite establecer la clonalidad en
lesiones no linfoides de mujeres. Utiliza las enzimas
de restriccion sensibles a la metilacidon HPAII y Hhal.
Las enzimas digieren las citocinas no metiladas. Los
sitios de clivaje de las enzimas estdn cercanos a un
SRT (short tandem repeat) polimorfico del gen. Poste-
riormente se hace una PCR con el fin de amplificar un
fragmento que incluya las regiones de flanqueo HPAII
y Hhal y el SRT. En caso de que haya metilacién de la
secuencia, se producird amplificacién de esta y habra
un producto de PCR evaluable. Se ha encontrado que
la metilacién se correlaciona con la inactivacion del
cromosoma X. En tal caso, se considera que el alelo
inactivado es el que amplifica de manera preferencial
(figura 5B).

Gen del receptor del
Enzima de corte andrégeno humano

sensible a metilacion l

———

Monoclonal

Policlonal

Figura 5B. Principio técnico de deteccion de la donalidad por
medio de HUMARA (HUMan Androgen Receptor Assay). Técnicamente
la prueba consiste en la ruptura de la secuencia metilada de ADN del
cromosoma silenciado mediante una enzima de corte que reconoce sitios
de metilacion especificos antes del gen del receptor del andrégeno humano
(HUMARA). Si la proliferacion es policlonal, se va a observar una proporcién
igual a la del tejido sano. Si es monoclonal, las células con el mismo
cromosoma desactivado van a aumentar en proporcién respecto al tejido
sano lo que permite inferir que se trata de un evento clonal

INTERPRETACION Y DIFICULTADES

HUMARA ha permitido diferenciar entre lesiones ma-
lignas y reactivas, tanto linfoides como epiteliales
(48,49). Sin embargo, la prueba solo puede utilizarse
en mujeres. Ademas, en edades avanzadas se pueden
producir alteraciones del patrén de expresién que
pueden crear confusién (50). Por otra parte, no hay
versiones comerciales de la técnica, y su uso en un
contexto clinico requiere un cuidadoso proceso de
estandarizacién y validacion.

CONCLUSION

El diagnéstico correcto es el primer requisito para
un tratamiento exitoso, en particular en el caso de
las neoplasias. Los dos procedimientos mencionados
para confirmar la clonalidad, es decir, el andlisis de re-
arreglos de receptor de antigeno y el HUMARA se han
conocido por decenios. El HUMARA no es, por ahora,
una técnica que se utilice de rutina en casos clinicos,
pero los reordenamientos de receptor de antigeno
son la regla de oro para la confirmacién de clonali-
dad y para la determinacion de recaida molecular en
muchos casos de proliferacion linfoide. Es importan-
te que los médicos tratantes conozcan los principios
técnicos mediante los cuales se llevan a cabo ambos
procedimientos, sus indicaciones y su interpretacion.
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