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INTRODUCCION



1- ANTECEDENTES:

En1958el cirujano Denis Burkitt describió la alta frecuencia
de tumores mandibulares en niños africanos (especificamente en
Uganda) menores de 16 años. Esta localización maxilo-mandibular es
muyrara en neoplasias de la niñez. Al mismotiempo, reconoció que
este tumor podia presentarse como una masa abdominal y fue
inicialmente designado como sarcoma.

En 1960 el patólogo Gregory O'Conor reconoció a estos tumores
como linfomas pobremente diferenciados y comprobó que
histológicamente los mandibulares eran iguales a los abdominales,
comohabia propuesto Burkitt.

Asi surgió la entidad histopatológica de "linfoma africano" o
"linfoma de Burkitt". Subsecuentemente, se concluyó que muchos
"linfosarcomas" observados en EEUUy Europa eran histológicamente
idénticos al linfoma africano (O'Conor, 1965).

Los linfomas constituyen un grupo heterogéneo de patologías
con un factor común: la proliferación descontrolada y anormal de
células que normalmente constituyen el sistema linfático. En la
niñez, la gran mayoria de ellos (linfomas no-Hodgkin = LNH)
representan el 10%de los tumores siendo terceros en frecuencia
(Magrath, 1989). La distribución por sexo es desigual, con una
relación de varones : mujeres de 3:1. Siempre son de alto grado de
malignidad (agresivos y diseminados) pero la respuesta al
tratamiento con múltiples drogas combinadas es buena (Kurtzberg,
1991). El porcentaje de curación es del 60-80% (Magrath, 1990).

Se han propuesto diversos sistemas de clasificación de LNH.En
la clasificación de Rappaport (1975), el linfoma de Burkitt
pertenece a la categoria de linfomas indiferenciados. En una
clasificación posterior, propuesta por el National CancerInstitute
de EEUU(Working Formulation) (Rosenberg, 1982), constituyen la
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categoria de linfomas a células pequeñas no clivadas (SNCL). Este
nombre se debe a la similitud morfológica con las células de los
centros germinales de los foliculos secundarios (aunque el tamaño
de la célula de Burkitt es más semejante al de algunos linfomas a
células grandes) (Magrath, 1989). Los linfomas indiferenciados y
los SNCLse subdividen en Burkitt y no-Burkitt, pero no se conocen
diferencias clinicas, fenotipicas o cariotípicas entre ellos
(Magrath, 1989). De hecho, el SNCLes indistinguible del linfoma
africano o sólo difiere en el grado de pleomorfismo o en el número
de grandes nucléolos.

Histológicamente se definen por una alta relación
núcleo:citoplasma; el núcleo es redondo 11 oval, con cromatina
relativamente laxa y múltiples nucléolos (usualmente 2-5); el
citoplasma es muy basófilo y generalmente contiene vacuolas
lipidicas. Las células están intercaladas con macrófagos, dando al
preparado una apariencia de cielo estrellado (Magrath, 1989,1991).

Clásicamente, el análisis histológico es la herramienta
diagnóstica más utilizada en la clasificación de tumores. Pero en
neoplasias hematopoyéticas se presentan, a veces, limitaciones.
Asi, en los últimos años se están utilizando también criterios más
objetivos comoel inmunofenotipo, la citoquimica y la citogenética.

Teniendo en cuenta esto y considerando que en el pasado se
debatió si el linfoma de Burkitt es un sindrome clinico o una
entidad patológica, deberia redefinirse comoun tumor de células
linfoides B, con morfología de linfocito B inmaduro o activado,
portador de una translocación cromosómica que causa la
yuxtaposición de un gen de inmunoglobulina con el oncogen c-myc
(Magrath, 1991) (ver más adelante).



2- EPIDEMIOLÓGIA Y ETIOLOGIA:

En la mayoria de los tumores pediátricos, incluyendo a los
LNH, las causas de su origen no pueden ser determinadas salvo en
casos individuales. Eh!estudios etiológicos, se Innu demostrado
varios factores predisponentes como infecciones virales e
inmunodeficiencias.

Las neoplasias linfoides son la consecuencia de un cambio
genético en las células del linaje linfocitico, frecuentemente una
translocación cromosómica que involucra alguno de los genes de
receptores antigénicos, y conduce a una desregulación de la
proliferación y diferenciación celular. Para la inducción de un
clon maligno, sin embargo, se requiere más de un cambio genético
(Nowell, 1976); en algunos casos una infección viral puede
colaborar en el proceso de transformación.

Los linfomas presentan una distribución mundial, pero las
frecuencias relativas de los subtipos de LNHvarian en las
distintas regiones geográficas. En Africa ecuatorial, 50%de los
cánceres infantiles son linfomas, debido a la gran incidencia del
linfoma de Burkitt (LB) (Magrath, 1991). En contraste, en EEUUel
LB representa menos del 15%de los tumores pediátricos (Magrath,
1986). Hay, además, una serie de diferencias clinicas entre el
linfoma africano o endémico (eLB) y el esporádico (sLB) observado
en el resto del mundo, lo cual hace pensar que son dos entidades
relacionadas pero diferentes (Tabla 1). El eLB, como ya se
mencionó, fue inicialmente reconocido por la alta frecuencia de
tumores mandibulares (más del 60%)que es una localización muyrara
fuera de Africa. Los tumores abdominales son observados tanto en
eLB como en sLB (Magrath, 1983). En eLB es común la invasión del
sistema nervioso central (Magrath, 1991) mientras que en sLB la
médula ósea está comprometida con alta frecuencia (Benjamin, 1983).
La incidencia del LBes 50 veces mayor en Africa ecuatorial que en
EEUUy Europa. Esto parecería no deberse a un factor genético
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(racial) ya que los niños negros en EEUUpadecen menos LB que los
blancos (Magrath, 1990). Esta observación apoya la hipótesis de la
determinación ambiental.

TABLA1: Diferencias entre el eLB y el sLB

endémicos esporádicos

distribución geográfica

incidencia anual

localización tumoral

respuesta del tumor
recurrente

inmunofenotipo

asociación con EBV

cromosoma 8

Africa ecuatorial

10/100.000

mandíbula
abdomen
órbita
paraespinal

pobre

calla­
no secreta IgM

95%

rotura lejos del
c-myc (5')

resto del mundo

0,2/1oo.ooo (en
EEUU)

abdomen
médula ósea
nasofaringe
ganglios

buena

calla+
secreta IgM

20%

rotura "dentro"
del c-myc



Una de las grandes contribuciones de Burkitt (1962) fue la
demostración de la clara distribución geográfica del tumor endémico
en Africa ecuatorial, cuyos limites - 159 latitud Norte y Sur con
una prolongación hacia el Sur en la costa este - están
climáticamente determinados (Fig 1). Dicha zona tiene un clima
caluroso, húmedoy con precipitaciones iguales a las requeridas
para la reproducción y crecimiento del mosquito transmisor de la
malaria. La asociación climática hizo pensar que el LBera causado
por un Virus transmitido por un insecto (Haddow, 1970).

¿7
Figura 1: Mapade Africa que muestra la región (en negro) de alta
incidencia de linfomas de Burkitt, donde es endémico. (Tomadode
Magrath, 1991).



Con esta hipótesis en mente, las investigaciones culminaron
con el descubrimiento del virus de Epstein-Barr (EBV) (Epstein,
1964) y se creyó que era el factor etiológico del LB. Aunque el 95%
de los eLB llevan genomas virales, sólo el 20%de los sLB son EBV+
(Barriga, 1988; Shiramizu, 1991). Por otra parte, esta diferencia
no refleja la exposición al virus, pues más del 75% de los
pacientes en EEUUson seropositivos (Levine, 1982). Más aún, como
este virus es ubicuo su presencia en LB africanos no explica la
distribución geográfica del tumor. Dado que el área de alta
incidencia se corresponde con las regiones holoendémicas para la
malaria, el Plasmodiumpodria predisponer al desarrollo de un
linfoma ya que actúa comoun mitógeno para los linfocitos B y causa
un defecto en la inmunidad celular, induciendo una hiperplasia B
(Magrath, 1990).

En 1972 se demostró que el LB, independientemente del origen
geográfico, presentaba un marcador citogenético: el 14q+ (Manolov,
1972), resultante de una translocación cromosómicat(8;l4) (Zech,
1976). Subsiguientemente, se observaron otras dos posibles
translocaciones asociadas con una frecuencia muchomenor: la t(2;8)
(Miyoshi, 1979) y la t(8;22) (Berger, 1979; Bernheim, 1981). En
todos estos rearreglos participa el cromosoma8, roto a nivel de la
banda 8q24 (Fig 2). La conclusión de que las translocaciones
cromosómicastenian significado patogenético se reafirmó con la
demostración de que la banda 8q24 es el locus del proto-oncogen c­
myc (Dalla-Favera, 1982a,b), homólogo al gen transformante del
virus de la mielocitomatosis aviaria MC29 (v-myc). Dichas
translocaciones conducen a la desregulación del c-myc, componente
critico de la patogénesis del LB. La caracterización molecular de
las translocaciones mostraron otra diferencia importante entre el
sLB y el eLB (Tabla 1) (Pellici, 1986: Barriga, 1988; Shiramizu,
1991).
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Figura 2: Esquemade las translocaciones cromosómicas especificas
observadas en los linfomas de Burkitt. En la parte superior se
muestran los cromosomas normales y en la parte inferior, los
cromosomasderivados. Se señalan los loci del oncogen c-myc y de
los genes de las inmuglobulinas. A: t(8;l4). B: t(8;22). C: t(2;8).
(Tomadode Sandberg, 1990).



3- EVENTOS MOLECULARES DURANTE LA DIFERENCIACION NORMAL DE LOS

LINFOCITOS B:

La médula ósea es el sitio donde ocurre la diferenciación de
los linfocitos B, a partir de células multipotenciales. Los eventos
moleculares que ocurren durante la maduración están dirigidos a la
producción de una molécula de inmunoglobulina (Ig) con reactividad
hacia un antígeno (o mejor dicho, un epitope antigénico). La
producción y secreción de anticuerpos, su diversidad, la exclusión
alélica (expresión de un solo alelo) y el cambiode isotipo de la
cadena pesada (clase de Ig) son procesos regulados por cambios en
la organización, transcripción y traducción de los genes de Igs
(Abbas, 1991; Alt, 1987).

La molécula de Ig está compuesta por 2 cadenas pesadas y 2
cadenas livianas, cada una con una región variable y una región
constante, unidas por puentes disulfuro (Abbas, 1991). El gen de la
cadena pesada está situado en el cromosoma 14 (14q32) (Croce,
1979), mientras que el gen de la cadena liviana kappa está en el
cromosoma 2 (2p12) (Malcolm, 1981) y el de la cadena liviana lambda
está en el 22 (22q11) (Erickson, 1981).

Tonegawa (1983) demostró que las regiones variables y
constantes para cada cadena están codificadas en distintos
segmentos génicos que se encuentran alejados, separados por
secuencias no codificantes (Fig 3), y que son aproximados en las
células condicionadas a madurar en linfocitos B. Asi, los genes de
las Ig sufren un proceso de recombinación del ADNdurante la
ontogenia B.



Locus de la cadena pesada (cromosoma 14)

DH(n=?) «gsm;

Locus de la cadena liviana kappa (cromosoma 2)

Locus de la cadena liviana lambda (cromosoma 22)

(n z -100)

L V JÁ1 of JÁ2 clz Jl3 0,9 J¡4 0,9 JÁSS'Éwfi’éïÉ-w-I-Mi:

Figura 3: Organización germinal de los genes de las inmuno­
globulinas. Los tamaños de los exones y de los intrones no están en
escala; los númerosen itálicas se refieren a distancias aproxi­
madasen Kb. El astrisco señala un pseudogen. Cada región constante
del gen de la cadena pesada está representada con un cuadro, sin
detallar los exones que las componen. L: lider: V: variable; D:
"diversity"; J: "joining" y C: constante. (Adaptadode Abbas,199l).
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En el extremo 5' del locus de cadena pesada están los genes
variables (aproximadamente 100) de unos 300 bp cada uno. Hacia 3',
y separados por intrones, se hallan las regiones codificantes D ­
por "diversity"-, las J -por "joining"—,y las regiones constantes
en tandem (Fig 3). En los precursores B, los reordenamientos del
ADNpara adquirir la organización funcional ocurren en un orden
preciso, correlacionado con los distintos estadios de maduraciónde
las células B en la médula ósea. El primer evento en ambos alelos
(Alt, 1984) es la reunión de un segmento D y un JE, con deleción de
todo el ADNintermedio (Fig 4). Luego, una región V se yuxtapone al
complejo DJa dando lugar al reordenamiento VDJE(Tonegawa, 1983;
Alt, 1984, 1986, 1987). Si éste es productivo (o sea, capaz de
traducirse en una molécula de cadena pesada) inhibe posteriores
reordenamientos en el otro alelo (exclusión alélica) (Alt, 1986).
Si el reordenamiento fue abortivo, el otro alelo reordena VDJ, de
tal forma que la célula (pre-B) sea capaz de expresar cadena pesada
u en el citoplasma. Previo a la producción de cadena pesada, el
transcripto es modificado por el proceso de maduración del ARNm
(empalme de los exones y poliadenilación) (Abbas, 1991;
Yancopoulos, 1986).

La célula pre-B continúa reordenando un gen de cadena liviana
kappa, con igual estructura genómica que la cadena pesada pero sin
región D y con una sola región constante (Fig 3). Si fallan los
reordenamientos en ambos alelos, se reordena el gen de la cadena
liviana lambda (Fig 3) por un mecanismo similar. Las células que
producen reordenamientos abortivos son eliminadas por muerte
celular programadao apoptosis (Ales-Martinez, 1991).

10
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Figura 4: Reordenamiento VDJ del gen murino de la cadena pesada a
partir de la estructura genómicagerminal, transcripción y sintesis
de la molécula proteica. Los segmentos génicos y las distancias
entre ellos no están en escala. En humanos, el mecanismo es
idéntico; sólo difiere en el número de regiones V, D y Ja en la
configuración germinal. (Adaptado de Abbas, 1991).
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Los reordenamientos de los genes de Ig representan una
recombinación especial que involucra segmentos no homólogos y es
mediada por "recombinasas". Estas enzimas son especificas para el
tipo celular y son activas sólo en los estadios tempranos de la
ontogenia linfocitaria. En el ADNintrónico hay secuencias de
reconocimiento, localizadas en los intrones 3’ de cada región V, 5'
de cada región J y a ambos lados de cada región D. Estas señales de
7 (heptámero) y 9 (nonámero) bases, separadas por espaciadores de
12 y 23 bases, están altamente conservadas (Potter, 1990; Abbas,
1991).

Por otra parte, en la cadena pesada se produce mayor
diversificación por la incorporación de nucleótidos N (bases no
presentes en el ADNgerminal) durante la recombinación VDJ, por 1a
acción de la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT)
(Lieber, 1988).

Los reordenamientos del ADN descriptos son antígeno­
independientes. Posteriormente a la estimulación antigénica se
producen otros cambios en la estructura del ADN: mutaciones
somáticas en la región variable, responsables de la maduración
hacia una mayor afinidad del anticuerpo por el antígeno. Para que
el linfocito B cambie de clase de Ig (producción de IgG, IgA o
IgE), se produce otro proceso de recombinación donde participan las
regiones "switch", ubicadas en el intrón inmediatamente 5’ a cada
región constante, y se deleta el ADN intermedio, como se
esquematiza en la Fig 5. (Esser, 1990; Potter, 1990).
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Figura 5: Mecanismo del cambio de clase de Ig (cadena pesada): a
partir del ADNreordenado en una célula productora de IgM, la
deleción de las regiones constantes intermedias conduce a la
recombinación del complejo VDJ con la región constante e y
expresión de IgE. Las regiones switch se representan con un círculo
negro. (Adaptado de Abbas, 1991).
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4- CARACTERISTICAS CITOGENETICAS:

A pesar de las diferencias clinicas y epidemiológicas
observadas entre el linfoma endémico y el esporádico, todos
presentan la misma anomalía citogenética: una translocación
cromosómicarecíproca especifica. En el 85%de los casos se observa
la t(8;14)(q24;q32) y en el 15%restante la t(2;8)(p12:q24) o la
t(8:22)(q24;qll) (Fig 2) (Yunis, 1983; Rowley, 1984; Sandberg,
1990). En todas participa la banda 8q24, locus del preto-oncogen c­
myc. El otro cromosomaparticipante contiene uno de los genes de
las inmunoglulinas: cadena pesada en 14q32, cadena liviana lambda
en 22q11 y cadena liviana kappa en 2p12. El resultado de estas
alteraciones cromosómicases la yuxtaposición del c-myc con uno de
los genes de las inmuglobulinas, cambio estructural tipico del LB
que conduce a la desregulación del oncogen (Battey, 1983). Mediante
híbridos celulares con una linea de plasmocitoma murino y técnicas
de clonado e hibridización in situ se demostró que en la t(8:14) el
c-myc se transloca de su posición normal en el cromosoma8 al locus
de la cadena pesada en el cromosoma 14 (Taub, 1982; Dalla-Favera,
1983). En cambio, en las translocaciones variantes, el c-myc
permanece en el cromosoma8 y parte del locus de cadena liviana del
cromosoma2 o 22 se transloca distalmente al c-myc en el cromosoma
8 (Erikson, 1983; Davis, 1984). Comola dirección de transcripción
del c-myc es del centrómero al telómero, al igual que los genes de
cadena liviana, en las t(2;8) y t(8;22) el c-myc y las secuencias
translocadas de cadena liviana tienen la misma dirección de
transcripción (la unión es "cabeza-cola") (Fig 6). Sin embargo, el
gen de cadena pesada se transcribe en la dirección telómero­
centrómero, por lo tanto, en la t(8;14) la dirección de
transcripción de los genes involucrados es opuesta (la unión es
"cabeza-cabeza") (Fig 6).
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Figura 6: Esquema de la yuxtaposición del c-myc con los genes de
las inmunoglobulinas como consecuencia de las translocaciones
cromosómicas. Sólo se muestra el cromosomaderivado que porta el c­
myc. La dirección de la transcripción de cada gen se indica con una
flecha. En la t(8;14) la orientación transcripcional de los genes
es opuesta.

En las células de Burkitt el alelo normal del c-myc no se
expresa, mientras que el involucrado en la translocación si lo
hace. (ar-Rushdi, 1983; Nishikura, 1983) Sin embargo, el nivel de
ARNmy de proteina c-myc es semejante al de otras células normales
en proliferación, es decir la transformación se produce por una
expresión inapropiada del 0*myc (Magrath, 1990). Se propuso que el
oncogen no se expresaria en la célula normal equivalente a la
célula de Burkitt (linfocito en reposo). Comola proteina c-myc es
necesaria para la proliferación celular (Kelly, 1986), parece
probable que 1a expresión inapropiada -debida a la activación por
translocación- mantiene ¿a la célula en LHIestado proliferativo
cuando, en circunstancias normales, deberia ser una célula en
reposo.
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Las secuencias regulatorias del gen de cadena pesada de las Ig
participarian en 1a desregulación del c-myc. sin embargo, por la
orientación de los genes en la t(8;14), en el mecanismo de
activación no participa el promotor de las Ig. El "enhancer"
intrónico (localizado entre las regiones Ja y cu) (Gillies, 1983)
no siempre queda yuxtapuesto al c-myc luego de la translocación. Lo
más factible es que existan distintos mecanismosde activación del
c-myc en LB, pues la localización de los puntos de ruptura del
cromosoma8 varia enormemente. En la t(8;14) puede estar a cierta
distancia 5’, dentro del gen mismoo en la región 5' inmediatamente
flanqueante (Pellici, 1986; Barriga, 1988; Shiramizu, 1991). En las
translocaciones variantes se encuentra a una distancia variable (2­
300 Kb) 3' del oncogen (Davis, 1984; Hollis, 1984; Henglein, 1989).
Por lo tanto, comoconsecuencia de una translocación, las regiones
regulatorias del c-mycpueden quedar fisicamente separadas del gen
mismoo pueden estar estructuralmente dañadas. Notablemente, los
puntos de ruptura nunca se han encontrado en la región traducible
(exones 2 37 3), de tal forma que la proteina c-myc en LB es
estructuralmente normal.

Para los linfomas con t(8;14), se ha observado una correlación
entre la localización del punto de ruptura y el origen geográfico
del tumor (Pellici, 1986; Barriga, 1988: Shiramizu, 1991): en el
75%de los pacientes de Africa ecuatorial se halla 5' lejano,
mientras que en el 56% de los pacientes de EEUUestá en el 1er
exón/1er intrón y en el 30% en la región 5' flanqueante. Es
importante señalar que ningún LBtiene dos alelos c-myc normales,
siempre presentan un alelo estructuralmente alterado, ya sea
truncado por la translocación (en la mayoria de los sLB) o
presentando mutaciones puntuales en la porción 3' del primer exón
(frecuentemente en eLB). Estos cambios estructurales probablemente
no sean circunstanciales, sino que representan distintos factores
de desregulación del c-myc.
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El punto de ruptura del cromosoma14 determina qué regiones
del gen de la cadena pesada quedarán yuxtapuestas al c-myc,
aportando otro factor de desregulación. El punto de ruptura también
presenta heterogeneidad (Neri, 1988). Generalmente se ha observado
en la región y: Va, DE, Jn o su, pero también ocasionalmente se ha
demostrado cerca de otras regiones constantes comoCa y CT.

Inicialmente se observó una diferencia entre el sLB y el eLB
en cuanto a la localización del punto de ruptura del cromosoma14.
En linfomas esporádicos se encontraba en o cerca de su, mientras
que en endémicos, en JH (Neri, 1988). En un estudio posterior, con
un mayornúmerode pacientes, no se pudo confirmar esta observación
(Shiramizu, 1991). Si bien las rupturas en Sp son más frecuentes en
el sLB, la localización del punto de ruptura más comúnen sLB y eLB
es fuera de la región Sp. Dicho estudio demostró una correlación
entre el origen geográfico del tumor y la combinación de puntos de
ruptura de los cromosomas 8 y 14.

5- MECANISMO Y ESTADIO DE DIFERENCIACION EN EL CUAL OCURREN LAS

TRANSLOCACIONES CROHOSOHICAS:

No se sabe aún por qué ocurren las translocaciones. La banda
8q24 es un sitio frágil (sitio cromosómico particularmente
susceptible de romperse in vitro por inducción con diversos agentes
como, por ejemplo, la cafeína) (Hecht, 1984; Le Beau, 1986).
También podrian deberse a una deficiencia en el sistema de
reparación del ADN.

La localización de los puntos de ruptura del cromosoma14 en
regiones que se reordenan fisiológicamente apoya la hipótesis
(Croce, 1985; Haluska, 1986) de que las translocaciones ocurren
durante el reordenamiento VDJ,(en aquellos casos con ruptura en Ja,
o sea, principalmente eLB) o durante el cambio de clase (en
aquellos linfomas con roturas en su, o sea, mayoritariamente sLB)
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o durante el reordenamiento VJL de las cadenas livianas (en
aquellos tumores con translocaciones variantes). En favor de esto
se ha observado una concardancia entre la cadena de Ig expresada y
el cromosomaparticipante. Asi, las lineas celulares con roturas en
Sa o ST de la cadena pesada, expresan IgA o IgG, respectivamente
(Hamlyn, 1983; Showe, 1985); las t(8:22) están asociadas a
expresión de lambda y las t(2;8) de kappa (Lenoir, 1982).

Si esta teoria es correcta, se plantean dos hipótesis
explicativas del mecanismo de las translocaciones: 1) Serian
mediadas por el sistema de recombinasas y 2) Ocurririan debido a
una estructura cromatinica más abierta. y por consiguiente más
susceptible a roturas (esto es necesario para que las enzimas
accedan al ADN para reordenarlo). En este caso actuarian
topoisomerasas y enzimas de reparación. En favor de la primera
hipótesis, en una linea celular (P3HRI)se han encontrado señales
semejantes a heptámeros/nonámeros en las regiones del punto de
ruptura correspondientes al cromosoma8 (Haluska, 1986, 1987). Por
otra parte, este mecanismose ha demostrado para las t(ll;l4) y
t(14:18) en otras neoplasias B (Tsujimoto, 1985, 1986). Sin
embargo, el sitio especifico de ruptura en P3HRI no coincide
exactamente con los sitios de ruptura fisiológicos y, más aún, en
otras lineas celulares donde se ha clonado la zona de la
translocación, no se han encontrado dichas secuencias señales
(Neri, 1988). Otra observación contrapuesta es la presencia de
puntos de ruptura en regiones "switch" en una linea celular pro-B
(FLEB-14) (Altoik, 1989).

Independientemente del mecanismo por el cual ocurren las
translocaciones, se propone que existen algunos periodos
especificos durante la diferenciación de las células B durante los
cuales una célula puede transformarse en una célula de Burkitt
(Magrath, 1990). Las diferencias en el grado de diferenciación de
las células donde se produce la alteración genética podria
reflejarse en las distintas manifestaciones clinicas del tumor.
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6- ESTRUCTURA Y FUNCION DEL GEN c-myc:

El c-myc es un proto-oncogen por su capacidad transformante
luego de su activación por amplificación, inserción viral o
translocación cromosómica (Land, 1983: Klein, 1984; Bishop, 1987).
Comotal, está altamente conservado en la evolución. Se descubrió
por el gen retroviral homólogo: v-myc, causante de la mielocitoma­
tosis aviaria (virus MC29)(Graf, 1978).

El c-myc consta de 3 exones (el v-myc carece del primer exón).
Los tres exones están presentes en el ARNm,pero sólo el segundo y
aproximadamente2/3 del tercero codifican la proteina. El primer
exón consiste de 550pb, no contiene un ATGy presenta múltiples
codones de terminación en los 3 marcos de lectura, siendo entonces
no traducible. En las posiciones 5839 y 5980 existen dos señales de
poliadenilación AATAAA(Battey, 1983; Hamlyn, 1983; Watt, 1983). El
ARNmtiene una vida media corta, de unos 30 minutos (Rabbits,
1985). Tanto la proteina del c-myc como la del v-myc están
fosforiladas, se localizan en el núcleo celular y se pueden unir
inespecificamente a ácidos nucleicos (ADN3! ARN) con una alta
afinidad. Comose esperaría para una proteina regulatoria, la vida
media es muy corta: 15-20 min (Rabbits, 1985).

La proteina c-myc se ha hallado en una gran variedad de tipos
celulares. Aunque no se conocen con certeza sus efectos
bioquímicos, se sabe que está involucrada en el control de la
proliferación celular. Se piensa que estimula la duplicación del
ADN(Classon, 1987), uniéndose a los origenes de replicación. En
relación a esto, recientemente se demostró que una alta expresión
del c-myc conduce a amplificación del gen de la dihidrofolato
reductasa en células tratadas con metotrexato. (Denis, 1991). Esto
se debe a que la amplificación génica puede ser una consecuencia de
una sobre-replicación del ADN.
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Todas las células en crecimiento expresan c-mycy las células
que entran en Gocomoetapa de su ciclo celular o en virtud de su
diferenciación final, como regla, inhiben su expresión. Es
interesante mencionar que las células de Burkitt pueden ser
inducidas in vitro a diferenciarse pero el c-mycno es silenciado
(Benjamin, 1984). Rabbits (1985) demostró que el ARNmdel c-myc
está presente durante todas las etapas del ciclo celular. Tanto el
mARNcomola proteina son sintetizados durante Gly'Gz. La expresión
del c-myc puede ser modulada rápidamente, siendo inducida durante
la transición de Goa G1en las células en reposo, pero persiste a
lo largo del ciclo celular en las células en crecimiento.

Es muy probable que el producto del c-myc actúe como un
transactivador (Seth, 1991), capaz de unirse a secuencias
regulatorias de otros genes, siendo necesario para la recepción o
transducción de señales provocadas por un factor de crecimiento.
Sorprendentemente, el c-myc que está involucrado con la progresión
del ciclo celular, con inhibición de la diferenciación y con
transformación, participa también en apoptosis (Shi, 1992: Evan,
1992). Los linfocitos T inmaduros sufren una muerte celular
programadacuando son activados a través del complejo del receptor
T. Esta apoptosis inducida por activación depende de una activa
sintesis de ARNy proteinas en las células que están muriendo. Se
observó que oligonucleótidos complementarios del c—myc,que inhiben
la sintesis de proteina myc, anulan dicha apoptosis (Shi, 1992). En
otro trabajo, Evan(1992) observó que la expresión constitutiva del
c-myc es un potente inductor de apoptosis en fibroblastos, cuando
se combina con un bloqueo de la proliferación. Postulan que el
producto del c-myc activa el mecanismo apoptótico pero que el
destino de cada célula estaria controlado por otros factores aún no
identificados. Los dominios proteicos necesarios son los mismosque
participan en la transformación e inhibición de la diferenciación.

Parece contradictorio que un mismogen regule la proliferación
y la muerte celular programada, dos procesos opuestos. Sin embargo,
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se puede hipotetizar una explicación: la célula tendria un riesgo
muyalto, ya que cualquier mutación que desregulara al c-myc sería
oncogénica. Ahora bien, si c-myc también activa "genes
apoptóticos", las células que expresan c-mycproliferarán sólo si
se suprime activamente el camino de muerte celular programada.

El c-myc humanoposee cuatro promotores, los principales son
P1 y P2 (Battey, 1983), en el comienzo del primer exón y separados
por 160 pb. Las células normales utilizan P2 cuatro veces más que
P1, representando el 75-90% del mARNy el 10-25% del ARNm,
respectivamente (Leder, 1983).

P1 y P2 poseen un solo marco de lectura abierto que codifica
2 proteinas, una mayoritaria de peso molecular 64kDy otra de 67
kD. Esta última se inicia en un codón CTG(en el primer exón) 14
codones antes del ATGdonde comienza la traducción del producto
proteico de 64 kD en la región 5' del segundo exón (Hann, 1988).

Los otros dos promotores son menos conocidos, P0 se halla
localizado 550-650 pb 5' a P1 (Bentley, 1986a), y P3, que es muy
débil, en el primer intrón (ar-Rushdi, 1983). P0 y P3 contribuyen
con menos del 5% del mARNdel c-myc en células normales. El
transcripto de P0 tiene tres marcosde lectura abiertos, siendo uno
idéntico al de Pl/P2 y los otros tienen codones de iniciación 5' a
P1 y potencialmente codifican proteinas de 188 y 114 aminoácidos.
P3 tiene varios sitios de iniciación y .por encontrarse en el
intrón, su capacidad codificante está limitada a la proteina de
64kD.

En LB la utilización de los promotores está alterada. En
aquellos que los conservan, P1 es mayoritario, cambiando la
relación P1/P2 a >1 (Leder, 1983). Dado que ambos codifican para
las mismasproteinas, no presentan diferencias de estabilidad y el
nivel de ARNmen LB es semejante al de otras células en
proliferación, parece probable que el cambio en el uso de P1 y P2
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en LBsea un reflejo de la regulación alterada del c-myc y no tenga
importancia patogénetica per sé . Másaún, se demostró que el alelo
translocado se expresa en altos niveles, mientras que la actividad
transcripcional del alelo normal está suprimida en LB(Leder, 1983;
ar-Rushdi, 1983) sugiriendo que el alelo normal y el alterado se
encuentran bajo diferentes controles transcripcionales. La
estructura cromatinica y el nivel de metilación del alelo normal
serian las causas principales de que el mismono se transcriba en
LB(Dyson, 1985). Esto sugiere que la célula equivalente normal del
LB seria una célula que no expresa c-myc, y por consiguiente, en
reposo (linfocito Bvirgen o linfocito de memoria) (Magrath, 1990).

Cuandoel punto de ruptura se haya en el primer intrón, los
transcriptos se inician en P3. Comoresultado, se produce 1a misma
proteina pero a partir de un transcripto distinto, con secuencias
líder diferentes y una vida media duplicada. En un estudio más
reciente (Eick, 1990) se observó que la expresión de P0 y P3 está
regulada independientemente de P1/P2. El nivel de ARNminiciado en
P0 es muyvariable en LB, siendo no detectable en algunas lineas
celulares, hasta constituir el 10% del ARNmen otras. Esta
variación no se correlaciona con el nivel de utilización de P1/P2
ni con el tipo de translocación cromosómica. El alelo expresado es
siempre el translocado, sufriendo P0 la mismasupresión alélica que
P1/P2. Contrariamente, el ARNmde P3 no está restringido al alelo
truncado en LB con rupturas en el primer exón/intrón, pudiendo
transcribirse también el alelo normal. Existe un sitio de
iniciación potencial, 10 codones antes del segundo exón, pero su
funcionalidad no se conoce aún.

La expresión del c-myc está altamente regulada y el principal
control se realiza a nivel de transcripción. La abundancia de mARN
iniciados en P1/P2 está gobernada por una serie de reguladores
positivos y negativos, ubicados en la región 5' flanqueante (2,3 Kb
5' a P1) (Hay, 1987: Siebenlist, 1988), en el primer exón e intrón.
Tanto Pl como P2 presentan caracteristicas tipicas de los
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promotores de mamíferos, incluyendo el TATAbox y una región rica
en GC donde se uniria el factor de transcripción SP1. Se han
descripto varias regiones regulatorias; las principales son las
siguientes:

l) -101/-293: esencial para la transcripción desde P1 y! puede
duplicar la transcripción desde P2.
2) -293/-353: represor que actúa sobre los dos promotores cuando
están sujetos únicamente a las secuencias 3' del mismo.
3) -353/—2329:fuertes efectos positivos sobre P1 y P2. Contiene 2
dominios de unión a NFI (factor de transcripción positivo) y
algunas secuencias semejantes a las secuencias consenso de los
enhancers.
4) Atenuación de la transcripción en el extremo 3’ del primer exón
(bloqueo de la elongación, impidiendo el paso de la ARNpolimerasa
II). (Bentley, 1986b)
5) En el primer intrón existe un sitio de unión (20pb) de una
posible proteina regulatoria MIF("mycintron factor") (Zajac-Kaye,
1988).

Por otra parte, en la cromatina existen sitios que son
hipersensibles a la digestión con ADNasa I que representan
secuencias importantes cerca de los genes activos. En la cromatina
alrededor del c-myc transcripcionalmente activo se han descripto
cinco sitios (I, IIa, IIb, IIIa, IIIb) y uno de ellos (IIa) es
donde se une el factor nuclear I (NFI) (Dyson, 1985). En el LB, a
pesar de que el c-myc se encuentra desregulado, no se han observado
cambiosen el patrón de dichos sitios, salvo la pérdida de algunos
debido a la translocación que incluso no se correlacionan con
cambios en el nivel de mARN.Sin embargo, pueden aparecer nuevos
sitios hipersensibles en el gen de inmunoglobulina, cerca del punto
de ruptura (Dyson, 1985). Esto indica que nuevas regiones de
control se hallan cerca del c-myc luego de la translocación,
pudiendocausar su expresión constitutiva.
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Todoslos elementos descriptos regulan la transcripción del c­
myc. Pero es muy probable que exista además una regulación de la
actividad biológica del c-myc a nivel post-traduccional. Hay
evidencias sustanciales de que la fosforilación es un mecanismo
importante en el control funcional de los factores de transcripción
y, por consiguiente, de la expresión génica. Recientemente se ha
demostrado que la Ser“ es un sitio de fosforilación de myc (Seth,
1991). El dominio NH5-terminal es necesario para la transformación
y está altamente conservado en los otros miembrosde la familia de
genes myc (c-myc, N-myc, L-myc). La ubicación de la Ser“ dentro de
este dominioconservado sugiere que la fosforilación de la proteina
c-myc regularia la función del dominio transactivador. De hecho,
Seth (1991) observó que la fosforilación de dicho residuo está
asociada a un incremento en el nivel de transactivación génica.

En los últimos años se ha podido conocer la estructura
proteica de c-myc, correlacionándose con su actividad reguladora.
La proteina del gen c-myc humano posee una región de unión al ADN

de aminoácidos básicos adjacente a un dominio hélice-lazo-hélice
(Rabbits, 1991). El dominio hélice-lazo-hélice (HLH)es un nuevo
tipo de motivo proteico que permite la dimerización (Visvader,
1991). Caracteriza a una familia de proteinas implicadas en la
regulación de la transcripción, oncogenésis y/o diferenciación
celular, incluso en proteinas que se unen a "enhancers".

El dominio HLH abarca aproximadamente 60 aminoácidos y
comprendedos alfa-hélices separadas por un lazo intermedio (con un
tamaño y secuencia conservados), estructura que media la
dimerización de polipéptidos. En las proteinas activadoras
generalmente está precedido por un motivo altamente básico, de 10­
20 aminoácidos, que determina la especificidad de unión al ADN.

Las proteinas con HLH pueden formar homodimeros o
heterodimeros con otros miembros de esta familia, modulando su
capacidad de unión al ADN.Esta estructura básico-HLH de c-myc le
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permite interactuar con la proteína Max, también con un motivo
básico-HLH (Blackwood, 1991). El c-myc tiene también un segundo
dominiode dimerización en la región carboxi-terminal: el cierre de
leucina (Landschulz, 1988), que permite la interacción con otras
proteínas. Esta repetición periódica de residuos leucina,
espaciados cada 7 aminoácidos, ha sido identificada en varias
proteínas reguladoras transcripcionales que se unen al ADNen una
secuencia específica, comojun y fos. Rabbits (1991) propone que en
las células existiría un equilibrio de interacciones proteicas,
donde los niveles de las proteínas individuales controlarían las
concentraciones relativas de los diversos monómeros3! dímeros.
Cuandocambia la expresión de algún componente, el desequilibrio
provocado produciría una alteración de la transcripción de los
genes respondedores al c-myc y a las otras proteínas con las que
interactúa.

7- CONSECUENCIAS DE LOS CAMBIOS ESTRUCTURALES DEL GEN c-myc EN LB:

Se ha postulado que la activación transcripcional del c-myc
resulta de su yuxtaposición con un gen de inmunoglobulina. sin
embargo, todavía no es claro cuáles son los mecanismosespecíficos
por los cuales el gen de Ig contribuye a la activación.
Probablemente la translocación ocurra en una célula en
proliferación (durante el reordenamiento VDJHo durante el cambio
de clase) y, comoconsecuencia, pierde la capacidad de silenciar o
inactivar uno de los alelos c-myc (que normalmente se logra por un
cambiode la cromatina). Además,las alteraciones estructurales en
las regiones regulatorias del c-mycpermitirían un ajuste fino del
nivel de expresión.

Comose mencionó anteriormente, una característica común a
todos los LB es la existencia de un alelo c-myc (el translocado)
estructuralmente alterado. Los cambios son variables, desde
mutaciones puntuales hasta la separación física del 2do y 3er exón.
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Por lo tanto, los mecanismosque conducen finalmente a la expresión
inapropiada del c-myc seguramente son variados y se correlacionan
con las diferencias clinicas y epidemiológicas descriptas.

De aqui surge la importancia del análisis de los puntos de
ruptura en los cromosomasparticipantes en la translocación, pues
determinan qué regiones del c-myc y de los genes de las
inmunoglobulinas quedan yuxtapuestas. Asimismo, pueden causar daños
estructurales en las regiones regulatorias o separar a las mismas
del resto del gen.

En el caso de puntos de ruptura 5' lejanos a c-myc [en
t(8:14)], a pesar de que el gen se transloca entero, se han
observado mutaciones puntuales en el limite del 1er exón/ler
intrón. Esto ocasiona, a1 menos en algunos casos, la eliminación
del bloqueo de 1a transcripción. Otra consecuencia es la
inhabilidad de sintetizar la proteina de 67kD, aunque su
significado es especulativo.

En cuanto a los puntos de ruptura en la región 5' flanqueante
del c-myc, pueden tener una serie de efectos dependiendo de qué
regiones regulatorias queden adyacentes al resto del gen. Por
ejemplo, mutaciones en la región supresora contribuirian con un
aumento de la expresión.

Cuando el punto de ruptura se localiza en el primer
exón/primer intrón del c-myc, se pierden las regiones regulatorias
y los promotores principales. El gen se transcribe desde P3 cuando
se haya bajo la influencia de un "enhancer" (probablemente aportado
por el gen de la cadena pesada) y sólo se produce la proteina de 64
KD.

Los puntos de ruptura 3' a c-myc se hayan muydispersos, desde
7 hasta 300 Kb. Frecuentemente están asociados a mutaciones en la
región de 600 pb que contiene el limite del primer exón/ primer
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intrón (Szajnert, 1987), pudiendo tener consecuencias similares a
las roturas 5' lejanas.

A pesar de todo esto, se ha demostrado que un gen c-myc
truncado, e incluso un gen normal, es incapaz de inducir tumores en
ratones transgénicos (Cory, 1986). Por lo tanto, la yuxtaposición
con un gen de inmunoglobulinas es esencial para la linfomagénesis.
Esto hace suponer que deberia haber una correlación entre el punto
de ruptura del cromosoma8 y el del otro cromosomaparticipante. De
hecho, las roturas 5' o dentro del c-myc están invariablemente
asociadas a las t(8:14) mientras que las roturas 3' a c-myc se
observan exclusivamente en las t(2;8) o t(8;22). Más aún, en el
grupo de las t(8:14), la mayoria de los puntos de ruptura en su se
correlacionan con puntos de ruptura dentro del c-myc.

8- VIRUS DE EPSTEIN-BARR Y LB:

Desde el descubrimiento de Epstein, Achong y Barr en 1964 de
particulas de un virus herpes en lineas celulares establecidas de
linfomas africanos, se ha avanzado muchoen el conocimiento de la
biologia del virus de Epstein-Barr (EBV)(Purtilo, 1987). Es el
causante de la mononucleosis infecciosa (Henle, 1968) y está
asociado a diversos procesos malignos como el linfoma de Burkitt
(Barriga, 1988: Shiramizu, 1991), el carcinoma nasofaringeo
(Desgranges, 1975) y la enfermedad de Hodgkin (Pallesen, 1991a:
Armstrong, 1992). En LBtodavia no está claro que rol cumple. En un
principio se postuló que era el factor etiológico (Epstein, 1964;
Haddow, 1970). Aunque esto está actualmente descartado, existen
evidencias de que tiene importancia en la linfomagénesis. Para
abordar este tema, es necesario mencionar diversas observaciones
asi comoalgunos aspectos básicos de la biologia del EBV.

En 1967 se reconoció que los pacientes africanos tenian
titulos elevados de anticuerpos contra el antígeno de la cápside
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viral (VCA)y, con alta frecuencia, también anticuerpos contra los
antígenos tempranos (EA) (Henle, 1967a). Subsequentemente quedó
claro que virtualmente todos los linfomas africanos presentan
genomas virales en sus células mientras que en los linfomas
esporádicos se hallan sólo en una minoría (20-30%) (Kiwanuka, 1988:
Barriga, 1988; Shiramizu, 1991).

El hecho de que el EBVpueda transformar e inmortalizar
linfocitos B in vitro (Henle, 1967b) y causar síndromes
linfoproliferativos o linfomas en pacientes inmunodeficientes
(Purtilo, 1987), sugiere que el virus seria importante en la
patogénesis de los LB EBV+.

El virus de Epstein-Barr es un virus herpes envuelto por una
membrana, con ADNlinear, doble cadena de 173 Kb (Farrell, 1989).
El genoma consiste de dos dominios únicos, uno corto, de 15000 pb
(Us) y otro más extenso de 150000 pb (U1), separados por
repeticiones en tandem de una secuencia de 3071 pb (Ir). Dentro del
dominio más extenso, hay otras regiones internas repetidas y cada
extremo del ADNviral incluye 4-12 copias de una secuencia (500 pb)
terminal repetida (TR) en tandem.

El EBVingresa al cuerpo humano a través de secreciones,
generalmente saliva, de otros individuos que contienen particulas
virales. Se ha calculado que para la edad adulta, el 90%de la
población mundial posee anticuerpos contra EBV(Henle, 1979). La
infección ocurre más temprano en las poblaciones económicamente
menosprivilegiadas. Por ejemplo, en Africa Ecuatorial, el 100%de
los niños están infectados a la edad de 3 años (de-The, 1975).

En la infección primaria el virus establece un ciclo litico
(productivo) en las células epiteliales de la orofaringe. Esta
infección litica de células epiteliales persiste a lo largo de toda
la vida en individuos normales. Los viriones liberados podrian
infectar linfocitos del tejido linfoide adyacente o de los
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capilares de la mucosa. Tambiénes posible que los linfocitos sean
infectados directamente durante la exposición primaria en los
tejidos linfoides asociados a la mucosa, como las amigdalas. No
está claro aún, hasta qué grado los viriones liberados de las
células epiteliales infectan linfocitos luego del desarrollo de
anticuerpos neutralizantes. Los linfocitos infectados también
persisten a lo largo de toda la vida y, más aún, la frecuencia de
aquellos circulantes es constante (incluso luego de un trataminto
con aciclovir que inhibe el ciclo litico). Por lo tanto, parece
probable que el mantenimiento de linfocitos infectados sea
independientede la infección litica epitelial.

Si bien por mucho tiempo se creyó que el EBVera B-linfo­
trópico, en 1988 Jones describió linfomas T asociados a EBV.
Además, el EBVes capaz de infectar células B inmaduras (Hansson,
1983), lo cual podria representar otro reservorio de células EBV+
para su mantenimiento.

El virus penetra en los linfocitos B por mediodel receptor de
C3d (molécula CD21), que se expresa sólo en células en reposo
(Magrath, 1990). La infección in vitro conduce a la transformación
de los linfocitos, producción de Igs (Kirchner, 1979) y propagación
del clon infectado (Henle, 1967b). Sin embargo, in vivo, las
células infectadas son controladas por el sistema inmune en
individuos normales.

Los linfocitos B infectados son transformados luego del
establecimiento del ciclo latente del EBV(no productivo) (Kieff,
1990). Cuando penetra el virión, pierde la envoltura, el ADNse
circulariza y permanece como episoma, que se replica simultánea­
mente al ADNcelular. Durante el proceso de circularización, en el
provirus quedan incorporadas un número variable de regiones
repetidas terminales (TR) (Kintner, 1979). De esta forma, en cada
linfocito infectado habrá múltiples copias del episoma, pero todas
con el mismo número de TRs.
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El rol potencial del EBVen LBestá relacionado con su ciclo
latente, pues la infección litica -asociada a muertecelular- sería
incompatible con un crecimiento neoplásico. La mayoria de los genes
latentes son antígenos nucleares (EBNA),o sea, proteinas presentes
en el núcleo celular en ausencia del ciclo litico (Rowe, 1986,
1987). Se han descripto 6 EBNAs(EBNA1 - EBNA6) (Farrell, 1989).
Además se expresan la proteina latente de membrana (LMP) y 2
pequeños ARNsno poliadenilados (EBERS), transcriptos por la ARN
Polimerasa III, que estarian relacionados con la traducción y
procesamiento de los mARNvirales.

EBNA1 es una proteina que se une a una región del genoma
("oriP") que contiene el origen de replicación del episoma (Yates,
1984). Esta unión es necesaria para la replicación del ADNviral.
EBNAl regula el número de copias por célula y también su propia
expresión. EBNA2 parece ser necesario para la transformación de
linfocitos, ya que cepas virales deficientes, con deleciones de
este gen, no son transformantes. La proteina es un transactivador
que se une al ADNe influencia la expresión de otros genes
(Magrath, 1993). No se conoce aún la función de los otros 4 EBNAs
descriptos (EBNAs3-6). LMPes una proteina de membrana de las
células infectadas.

Luegode una infección primaria por EBV,la cual es controlada
por células NK ("natural killers") y linfocitos T citotóxicos
inespecificos, los individuos normales desarrollan inmunidad
celular especifica. En este proceso serian importantes las
proteínas LMPy EBNAs.

En los procesos neoplásicos comoel LB, las células tumorales
deben evitar la acción de los linfocitos T. Se ha demostrado que la
expresión de genes latentes virales en las células de Burkitt es
diferente a lo descripto para lineas linfoblastoideas (Row,1986,
1987). LMP, EBNA2 y EBNA5 virtualmente no se expresan en LB EBV+.
Por lo tanto, dichas proteinas no son esenciales para la
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proliferación de las células de Burkitt. Esto no es sorprendente ya
que el c-myc desregulado probablemente hace que no se requiera la
misma conducción proliferativa que en el caso de las lineas
celulares. Además,dichas proteinas son blanco para los linfocitos
T citotóxicos y, obviamente, sólo las células que puedan escapar a
la inmunidadcelular dirigida contra EBV,podrán proliferar comoun
tumor. El único gen viral que invariablemente se expresa en los LB
asociados a EBV es EBNA1.

Comose mencionóal principio, todavia es controvertido el rol
del EBVen la patogénesis del LB. Si bien existe consenso general
en que el virus no seria un mero pasajero en el LB, hay dos
hipótesis generales, que no son mutuamenteexcluyentes: l) El virus
aumentaría el número de células susceptibles de sufrir
translocaciones. 2) El virus seria critico en la desregulación del
c-myc, participando directamente, quizás mediante EBNAl.

En favor de la primera hipótesis, no hay duda de que el EBV
incrementa la población de linfocitos B y es capaz de
transformarlos (in vitro). Pero, aunque parece muyprobable que el
EBVinfecte a las células antes de que ocurra la translocación
cromosómica, no se puede descartar la posibilidad de que la
infección sea posterior al rearreglo citogénetico y por
consiguiente represente el elemento final para la transformación de
una célula que contiene un c-myc yuxtapuesto ¿a un gen de Ig.
Recientemente se ha demostrado que el EBVprecede la expansion
clonal del LB (Neri, 1991).

Apoyandola segunda hipótesis, recientemente se demostró que
EBNA1, in vitro, puede incrementar la actividad del enhancer de
Ig, transactivando indirectamente al c-myc (Magrath, 1993). Además,
se ha descripto una correlación entre la presencia del EBVy el
punto de ruptura del cromosoma8 en el locus del c-myc (Barriga,
1988: Shiramizu, 1991). 22/23 linfomas con roturas 5' lejanas a c­
myc (o sea principalmente eLB) son EBV+.En cambio, los tumores con
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roturas dentro del c-myc (o sea mayoritariamente sLB) pueden o no
estar asociados a EBV.Es más, cuando la rotura se produce en la
región 5’ flanqueante del c-myc, el LBes EBV-. Esto sugiere que el
virus es necesario en determinados cambios estructurales del c-myc
para completar el proceso de transformación maligna.

9- OTRAS ANOMALIAS GENETICAS:

Desde que Nowell (1976) postuló la teoria de que el cancer es
un proceso en múltiples etapas hubo diversas y variadas evidencias
a su favor. Actualmente se piensa que el fenotipo maligno es el
resultado de la acumulaciónde varios cambios genéticos discretos;
cada uno juega un papel y, generalmente, ninguno es por si mismo
suficiente para transformar a una célula. Asi, cuando una célula
acumula suficientes cambios genéticos adquiere la capacidad de
constituir un tumor maligno. (Esto no implica que dichos cambios
sean azarosos). Para el carcinoma de colon se han descripto las
mutaciones necesarias para el proceso de transformación desde un
pólipo benigno hasta un carcinoma, con activación de proto­
oncogenes e inactivación por' mutación de genes supresores del
crecimiento tumoral (Vogelstein, 1991).

De manera similar, es muyprobable que para el LBse requiera
algo más que el c-myc desregulado. De hecho, en modelos animales se
ha observado una fase pre-neoplásica con hiperplasia B anterior a
la inducción de un linfoma monoclonal (Cory, 1986) y el c-myc
tendria importancia patológica en presencia de un genotipo
determinado, o sea en un "ambiente" celular apropiado. Seguramente
se requieren cambios genéticos adicionales o, alternativamente,
diversas lesiones pueden cooperar con el c-myc desregulado en el
proceso de linfomagénesis. Hasta 1991 no se habian observado otras
anomalías genéticas persistentes en LB, aparte de las mencionadas
translocaciones cromosómicas, aunque en sLB son frecuentes las
alteraciones del cromosoma1 (Douglass, 1980).
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La pérdida de función (por deleción o mutación) de un gen
recesivo involucrado en la inhibición de la proliferación (anti­
oncogen C) gen supresor) se ha observado en diversos tipos de
tumores sólidos (Levine, 1990; Weinberg, 1991). El prototipo es el
gen del retinoblastoma (Knudson, 1985) y en los últimos años se han
identificado varios más: p53 (Levine, 1991), DCC, MCC(Kinzler,
1991), etc.

El gen p53 es especialmnte interesante pues las mutaciones en
éste constituyen la alteración génica más frecuente en cánceres
humanos(Nigro, 1989). Además, presenta un comportamiento especial:
la proteina normal suprime el crecimiento y la división celular
(gen supresor) pero algunas proteinas mutantes adquieren una
función y estimulan la proliferación (oncogen) (Michalovitz, 1991).

El locus del p53 se encuentra en el cromosoma 17 (17p13)
(Isobe, 1986) y codifica para una fosfoproteina nuclear de 53 kD.
Se han postulado dos alternativas para explicar el funcionamiento
del p53 (Levine, 1991; Michalovitz, 1991): podria regular la
iniciación de la replicación y la entrada al estadio S; o podria
actuar comoun transactivador regulando la transcripción génica (la
proteina posee una estructura que le permitiría unirse al ADN).

Enmuchasformas hereditarias (Srivastava, 1990; Malkin, 1990)
y adquiridas (Nigro, 1989; Hollstein, 1991) de cancer, se han
observado mutaciones puntuales dentro del gen p53 y también la
pérdida de un alelo, pequeños reordenamientos y deleciones. Por
ejemplo, la pérdida de heterocigosis o reducción a homocigosis se
ha descripto en tumores de colon, pulmón, mama, sistema nervioso
central, etc.

Las mutacionestienen ciertas caracteristicas: la mayoria son
mutaciones que producen un cambio en un aminoácido; generalmente no
están distribuidas al azar sino gue el 98%(Hollstein, 1991) se
encuentran entre los residuos 110 y 307 (exones 5 ¿a 8), en 4
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regiones altamente conservadas a lo largo de la evolución (amino­
ácidos 117-142: 171-181: 234-258: 270-286) (Nigro, 1989): hay al
menos tres codones especialmente susceptibles que se consideran
puntos críticos: 175, 248 y 273; todas las mutaciones conducen a
una proteina que se estabiliza y por lo tanto se acumula en la
célula (Hinds, 1990: Gannon, 1990).

Sin embargo, las distintas proteinas mutantes presentan
diferentes propiedades biológicas y bioquímicas, en cuanto a su
capacidad para regular negativamente la proliferación celular,
transactivar otros genes y cooperar con otros oncogenes comoras
(Hinds, 1989) y c-myc (Ronen, 1991). Esto está relacionado con la
posición y el tipo de mutación. En un análisis de 280 mutaciones
descriptas (Hollstein, 1991) se demostró que el espectro mutacional
(distribución) es diferente para cada tipo tumoral: colon, mamay
pulmón.Se piensa que esto seria consecuencia de distintos origenes
de las mutaciones: distintos agentes carcinógenos, diferentes
capacidades de reparación del ADN,distintos grados de metilación
del ADN,etc, actuarian en los diversos tipos celulares.

Actualmente se considera al gen p53 como un gen supresor
(Levine, 1992), cuya pérdida o mutación contribuye a un crecimiento
desregulado. sin embargo, algunos mutantes se comportan como
oncogenes dominantes, en presencia del alelo normal. En estos
casos, parecería que algunas mutantes actúan en forma dominante
positiva (ganancia de una función) mientras que otras actúan en
forma dominante negativa (bloqueando la función de la proteina
normal) (Levine, 1991: Michalovitz, 1991).

Dadoque ratones transgénicos portadores de alelos mutados del
p53 desarrollan linfomas (Lavigneur, 1989) y que el p53 se expresa
en altos niveles en desórdenes linfoproliferativos (Prokocimer,
1986), parece probable que este gen esté involucrado en neoplasias
hematológicas. En un estudio reciente (Gaidano, 1991), se
analizaron diversos tipos de leucemias agudas, crónicas y linfomas
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no-Hodgkin. Se observaron mutaciones en el p53 en una proporción de
los linfomas de Burkitt (incluyendo lineas celulares) y de las
leucemias linfáticas crónicas (principalmente en los estadios
tardios).



OBJETIVOS



proviene de EEUU,
Dado que la información existente sobre la biologia del SNCL

Europa y Africa ecuatorial - donde se han
demostrado diferencias epidemiológicas - el objeto de esta Tesis
Doctoral es la caracterización molecular del SNCLsudamericano. Los
objetivos especificos son:

l­ Determinar la presencia de la translocación cromosómica
8:14 en pacientes sudamericanos y localizar en forma precisa
los puntos de ruptura en los genes involucrados. Utilizar esta
caracterización mecanismos de
desregulación del oncogen c-myc en SNCL,aspecto fundamental

para comprender los

de la linfomagénesis.

Determinar la incidencia del EBVen SNCLsudamericano, su
asociación con los diferentes cambiosestructurales del c-myc
y con el origen geográfico del paciente, a fin de discernir el
rol biológico del virus.

Correlacionar los hallazgos moleculares con datos clinicos y
epidemiológicos. Analizar los posibles determinantes
geográficos en función de la heterogeneidad del SNCL.

Investigar otras anomalías genéticas en el SNCLde Sudamérica,
tales comomutaciones en el gen supresor p53, y su importancia
en la linfomagénesis y/o progresión tumoral.

Determinar el estadio de diferenciación de las células B en el
cual se produciría la translocación 8714 y su implicancia en
la patogénesis del SNCL.
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MATERIALES
Y

METODOS



1- PACIENTES:

Se recolectaron biopsias tumorales de 39 pacientes ingresados
en el Hospital de Niños "Ricardo Gutiérrez" y Hospital de Pediatria
"Prof Dr Juan P Garrahan", ambos en Buenos Aires, Argentina;
Hospital AC Camargo, San Pablo, Brasil; CIIH Domingos Boldrini,
Campinas, Brasil; Hospital Infantil Luis Calvo Mackennay Hospital
de Niños Roberto del Rio, Santiago, Chile. La edad, sexo y
principales caracteristicas clinicas se detallan en la Tabla l. Las
muestras se obtuvieron al momentodel diagnóstico y se mantuvieron
congeladas (—70°C) hasta su procesamiento. El diagnóstico de
linfomas a células pequeñas no clivadas fue realizado en cada
Centro según criterios clinicos, histopatológicos e inmunológicos.
Nose realizaron estudios citogenéticos.

Enalgunos estudios, se consideró importante analizar muestras
de linfomas de origen africano y norteamericano. Para ello, el Dr
Ian T Magrath (National Cancer Institute, EEUU)gentilmente cedió
alicuotas de ADNgenómico de las mismas.

2- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ADN A PARTIR DE BIOPSIAS

TUMORALES:

El tejido congelado fue disgregado con bisturí y colocado en
un tubo con buffer de Proteinasa K (lOmMTris-HCl pH=8, 5mMEDTA
pH=8). Se continuó la disgregación de las muestras con un
homogeinizador de tejidos y finalmente se agregó SDS (0,5%) y
Proteinasa K (200 ug/ml). Se incubó durante la noche a 37°C.

Se realizaron dos extracciones de la fase acuosa con un
volumen de fenol y otras 2 con un volumen de cloroformo-alcohol
isoamilico 24:1 (Maniatis, 1989). Se precipitó el ADNde alto peso
molecular con NaCl hasta una concentración final de 60mMy! un
volumende isopropanol 100%. Alternativamente, se agregó acetato de
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sodio (0,3M) y dos volúmenes de etanol absoluto (Davis, 1986). El
precipitado se lavó con etanol 70%, se secó en vacio y se
resuspendió en 200 - 1000 pl de buffer TE (Tris-HCl lOmM, EDTA
1mM).

Se midió la concentración del ADNen espectrofotómetro de luz
UV, a 260 y 280 nm, considerando 1 0D“,o = 50 pg/ml. La medición a
280 nm se utilizó para estimar el grado de pureza, pues ODMO/ODno
= 1,8 determina minima contaminación con proteinas.

3- DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION:

Se digirieron 15 - 20 pg de ADNcon 50 - 80 unidades de enzima
en un volumen de reacción de 80 ul, respetando las condiciones
salinas de cada enzima y la temperatura. La digestión se realizó
durante 6 a 15 hrs.

4- ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA (SOUTHERN BLOT):

El ADNgenómicodigerido se fraccionó mediante electroforesis
en geles de agarosa 0,8% con bromuro de etidio (0,25 pg/ml). El
buffer que se utilizó fue leAE (40 mMTris-acetato, 1 mMEDTA)
(Maniatis, 1989). Las corridas se realizaron en general, a un campo
de 2-5 V/cm a temperatura ambiente. El buffer de siembra 6x
contenía 30%glicerol en agua y 0,25% azul de bromofenol. Junto a
las muestras se sembró un marcador de tamaño molecular (fragmentos
HindIII del fago lambda). Los geles fueron fotografiados a través
de un transiluminador de luz ultravioleta de 300 nm, utilizando una
cámara Polaroid MP-4con filtro rojo (RPC4)con pelicula Polaroid
667.
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Luego de la corrida electroforética, se realizó una
transferencia salina (Maniatis, 1989; Davis 1986). Para ello, se
procedió a incubar los geles en HCl 0,25 N, a temperatura ambiente
durante 15 min; se enjuagó con agua desionizada y se desnaturalizó
el ADNcon NaOH0,5 M, NaCl 1 M durante 30 min (2 incubaciones de
15 min cada una) a temperatura ambiente. Y finalmente se
neutralizaron los geles en Tris-HCl 0,5 M, NaCl 1,5 Mpor 30 min (2
cambios de 15 min cada uno) a temperatura ambiente. Las tr­
ansferencias se realizaron por capilaridad en 10xSSC(1,5 Mcloruro
de sodio, 0,15 Mcitrato de sodio) durante la noche, en forma aná­
loga al procedimiento de Southern (1975), utilizando membranasde
nylon Nytran (Schleicher & Schuell) para retener el ADN.Al dia
siguiente, se lavaron las membranascon 2xSSCdurante unos min, se
secaron al aire y se hornearon a 80 °C durante 2 hrs para fijar
definitivamente el ADN.

La técnica de Southern blot fue utilizada para la
identificación de secuencias homólogas a una sonda determinada.

5- HIBRIDIZACION CON SONDAS MOLECULARES RADIOACTIVAS:

Las sondas se marcaron radioactivamente con "P-dCTP por el
método de "Random-Priming"(Feinberg, 1983). Se desnaturalizaron 25
- 50 ng de ADNen agua hirviendo durante 5 min y se incubó en
hielo. Se utilizó el kit de Pharmacia, siguiendo las
especificaciones del fabricante: se incubó la sondadesnaturalizada
en una solución buffer conteniendo dATP, dGTP, dTTP y
hexadeoxiribonucleótidos de secuencia al azar con 5 pl de anP-dCTP
10 pci/ul, 3000 Ci/mmol (New England Nuclear). Finalmente se
agregaron 5 U de Klenow y se incubó durante 3 a 4 hrs a 37 °C.

La sonda marcada se separó de los nucleótidos no incorporados
mediante centrifugación a 600 rpm a 'través de una columna de
Sephadex G50 (Maniatis, 1989) preparada en una jeringa de 1 ml.
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La membrana se prehibridizó a 42 °C durante 2 - 4 hrs en una
bolsa sellada con una solución que contenia 50%formamida, 5x SSC,
5x Denhardt's (0,1% Ficoll, 0,1% seroalbúmina bovina, 0,1%
polivinilpirrolidona), 9%Dextran sulfato, 0,5% SDS, 100 pg/ml de
ADNde esperma de salmón sonicado y desnaturalizado (Maniatis,
1989; Davis, 1986). Luego se agregó a la bolsa la sonda
desnaturalizada a 100°C durante 5 min y se incubó durante 12 a 18
horas a 42°C.

Para eliminar el exceso de sonda y obtener una hibridización
especifica, se realizaron 2 lavados sucesivos de 15 min con 2xSSC,
0,5% SDSa temperatura ambiente, 2 lavados de 15 min en leSC, 0,5%
SDS a 37°C y luego 1 lavado de 30 min con 0,1xSSC, 1% SDS a 65°C.
Estos pasos fueron monitoreados con un detector Geiger para ir
controlando la intensidad de cada lavado.

Se obtuvieron autorradiografias de las membranasutilizando
placas autoradiográficas x-OMAT-ARB(Kodak) y pantallas
intensificadoras a -70°C. El revelado se realizó en un procesador
automático. El tiempo de exposición fue variable, entre 1 y 7 dias.

Una misma membrana de nylon pudo ser rehibridizada hasta 5
veces. La deshibridización se realizó con 0,1% SDS hirviendo
durante unos min.

6- SONDAS DE ADN UTILIZADAS:

Genc-myc: Comose ilustra en la Figura 7, la sonda del tercer
exón corresponde al fragmento ClaI-EcoRI de 1,4 Kb (Dalla-Favera,
1982a). Para el primer exón se utilizaron 2 sondas, el fragmento
PvuII-PvuII de 0,7 Kb (Dalla-Favera, 1983, Science) y el segmento
SmaI-PvuII de aproximadamente 0,5 Kb obtenido mediante digestión
del anterior con SmaI. Para el análisis de la región regulatoria
inmediatamnte flanqueante al c-myc se prepararon otras sondas más
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pequeñas, especificadas en la correspondiente sección de
Resultados.

Gende la cadena pesada de las inmunoglobulinas: Se utilizaron
sondas (Figura 8) de la región JE: fragmentos BamHI-HindIII de 6 Kb
(Pellici, 1986) y BglII-BglII de 4 Kb, obtenido por digestión del
fragmento anterior con BglII; de la región su: SacII-SacII de 2 Kb
y de las regiones constantes Cp (EcoRI-EcoRI de 1,5 Kb), C61
(fragmento PstI de 2,1 Kb), C1 (BamHI-HindIII de 6 Kb) y Ca2
(fragmento SmaI de 2,8 Kb) (Neri, 1988; Shiramizu, 1991).

Virus de Epstein-Barr: Fue detectado con una sonda de la
región repetida terminal (TR) (RaabTraub, 1986) correspondiente al
fragmento BamHI-EcoRI de 5,5 Kb.

En todos los casos, los insertos fueron aislados de los
plásmidos por digestión con la(s) enzima(s) de restricción
correspondientes, separados por electroforesis en geles de agarosa
y purificados utilizando el kit "Geneclean" (Bio 101). Las sondas
asi obtenidas fueron marcadas radioactivamente con a”P-dCTP.

7- ANALISIS DE LAS HUTACIONES EN EL GEN p53: "SINGLE STRAND

CONFORMATIONPOLYHORPHISM" (SSCP):

SSCPes una técnica muy sensible para detectar mutaciones
puntuales en un fragmento de ADNamplificado por la reacción en
cadena de la polimerasa (PCR) (Orita, 1989a,b). Los cambios en la
secuencia se detectan comouna mobilidad electroforética alterada,
en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante.

Los oligonucleótidos requeridos para la reacción de PCRfueron
preparados en un sintetizador de ADNABI. Las secuencias se
diseñaron a partir de la literatura (Buchman,1988; Gaidano, 1991),
de tal forma de incluir los exones 5 al 8 del gen p53.
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Oligonucleótidos utilizados:
Exón 5: 5'TTCCTCTTCCTGCAGTACTC 3'

5'ACCCTGGGCAACCAGCCCTGT 3’

Exón 6: 5'ACAGGGCTGGTTGCCCAGGGT3'

5'AGTTGCAAACCAGACCTCAG 3'

Exón 7: 5’GTGTTGTCTCCTAGGTTGGC3'

5'GTCAGAGGCAAGCAGAGGCT 3'

Exón 8: 5'TATCCTGAGTAGTGGTAATC3'

5'AAGTGAATCTGAGGCATAAC 3'

Todos corresponden a secuencias intrónicas lindantes de los
respectivos exones.

Análisis por SSCP:
Se utilizó la técnica de Orita (1989a,b) con pequeñas

modificaciones. La PCRinicial se desarrolló a partir de 500 ng de
ADNgenómico, como templado, y 20 pmoles de cada oligonucleótido.
La. mezcla de reacción (20 pl) contenía además 10 mM'Tris-HCl
(pH:8,3), 50 mMKCl, 1,5 mMMgClz, 0,01% gelatina y 5 uM de cada
dNTP.A cada tubo de reacción se le agregaron 2 pci a-nPdCTP previo
al inicio de la amplificación con una unidad de Taq Polimerasa
(Perkin Elmer Cetus).

Se realizaron 30 ciclos en un ciclador térmico Perkin Elmer
Cetus, con los siguientes parámetros: 30 seg a 94 °C
(desnaturalización), 30 seg a 58 °C (exones 5 y 8) ó 62 °C (exones
6 y 7) (apareamiento de los Oligonucleótidos) y 1 min a 72 °C
(extensión).

El producto de PCR se diluyó (1:25) en 0,1% SDS, lOmMEDTA; se
tomó una alícuota y se le agregó un volumen igual de buffer de
siembra (95% formamida, 20 mMEDTA, 0,05% azul de bromofenol, 0,05%
xylene cyanol). Previo a la electroforesis, se desnaturalizó cada
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muestra mediante incubación a 95 °C por 5 HÜIL La corrida se
realizó en un gel de poliacrilamida 6%(19:1 acrilamidazbis) en 1x
TBE (0,089 MTris-borato, 0,089 Mácido bórico, 0,002M EDTA)a una
potencia constante de '7 W, a temperatura ambiente, durante la
noche. En cada gel se sembró una muestra sin desnaturalizar para
facilitar la identificación del producto de PCR(ADNdoble cadena).

Unavez finalizada la electroforesis se colocó el gel en un
secador de geles (Bio Rad). La visualización se realizó por
autorradiografia, con un tiempo de exposición variable (2 a 15 hr).

8- DETERMINACION DE LAS MUTACIONES EN EL GEN p53: SECUENCIACION

Para determinar la ubicación y el tipo de mutación se
secuenció directamente el producto de PCRde cada exón. Para ello,
se amplificó el ADNen las mismas condiciones anteriores pero cada
reacción se realizó en 300 pl y se omitió el agregado de 32PdCTP.
El producto de PCRfue reconocido y fraccionado en geles de agarosa
4% (3% Nusieve y 1% SeaKem) en leAE. Se cortó la banda y se
purificó el ADNa través de una resina (Promega).

El método de secuenciación es una modificación del método de
Sanger (Maniatis, 1989) y se utilizó el kit Sequenase version 2.0
(USB). Consiste de los siguientes pasos:
- Desnaturalización del templado (aprox. 500 ng) y el
oligonucleótido (10-30 ng) por calentamiento a 98 °C por 3 min.
- Hibridización del primer a temperatura ambiente (2 min).
- Extensión y marcación, por incubación a temperatura ambiente
durante 2 min luego del agregado de la mezcla de reacción
conteniendo 3 unidades de Secuenasa, 1 ul a-“SdATP, DTT,
pirofosfatasa en un buffer 40 mMTris-HCl (pH:7,5), 20 mMMgCl2y
50 mM NaCl.

- Terminación de la reacción por el agregado de ddITP (para el tubo
G), ddATP, ddTTP y ddCTP en cuatro tubos independientes e
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incubación a 42 °C durante 5 min.
- Finalmente se paró la reacción con el buffer de siembra (95%
formamida, 20 mMEDTA, 0,05% azul de bromofenol y 0,05% cylen
cyanol).

Previo a la siembra del gel, se desnaturalizó por
calentamiento a 98 °C por 3 min. La corrida se realizó en un gel
desnaturalizante (7Murea) de poliacrilamida 6%, a una potencia
constante de 50 watts durante 2 hrs aproximadamente. Luego de la
corrida se secó el gel en desecador de vacio. Los resultados se
revelaron por exposición de una placa radiográfica (Kodak X-OMAT­
ARS) durante 1 ó 2 dias.

Oligonucléotidos utilizados para secuenciar:
Exón 5: 5'TACTCCCCTGCCCTCA 3'

S'ATCGCTATCTGAGC 3'

Exón 6: 5'GTCTGGCCCCTCCTC 3’

5'CTCAGGCGGCTCAT 3'

Exón 7: 5'GTTGGCTCTGACTGT 3’

5'CTGGAGTCTTCCAGTGT 3’

5'CAAGTGGCTCCTGACCTGG 3'

Exón 8: 5’TGGTAATCTACTGGG 3’

5’CTTAGTGCTCCCTGGGGGC 3'

Las secuencias diseñadas corresponden a los respectivos
segmentos exónicos. Cada exón fue secuenciado en ambas direcciones
a fin de reconfirmar los resultados.
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RESULTADOS



1- ESTRATEGIA PARA LA DETERMINACION DE LOS PUNTOS DE RUPTURA EN LA

t(8;14):

El análisis por Southern blot se basa en la demostración de la
existencia de reordenamientos de los genes c-myc y u, utilizando
una serie de enzimas de restricción en combinación con diversas
sondas (Figs 7 y 8). Tambiénes necesario hibridizar secuencial­
mente las mismas membranas para detectar la comigración de
fragmentos reordenados hibridizados con sondas del cromosoma 8 y
del cromosoma14, demostrando asi su yuxtaposición.

PUNTOS DE RUPTURA EN EL CROMOSOMA 8:

El ADNse digiere primeramente con BamHI, EcoRI y HindIII,
enzimas que generan, cada una, un fragmento que contiene al locus
c-myc entero, incluyendo los tres exones y las regiones 5' y 3’
flanqueantes (Fig 7). Hibridizando estas membranascon sondas del
primer exón y/o del tercer exón, se pueden diferenciar los casos
que presentan un alelo truncado (roto "dentro" del c-myc) de
aquellos en los cuales el gen se mantiene aparentemente intacto
(rotura 5' o 3' lejana). Aquellos linfomas que presentan un punto
de ruptura en o cerca de c-myc son analizados con otras enzimas de
restricción: PstI, PvuII y SmaI y sondas del primer exón para
detectar en qué región del c-mycse halla la rotura. Asi surgen las
distintas localizaciones de los puntos de ruptura en el cromosoma
8, según cumplan las siguientes condiciones.
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* Puntos de ruptura 5’ lejanos al c-myc: aquellos tumores con
rotura 5’ al sitio HindIII delante del c-myc, que se evidencian por
la presencia de una única banda germinal con HindIII, EcoRI y BamHI
detectadas con sondas del primer y tercer exón. Obviamente, las
digestiones con PstI y SmaI también son germinales. La enzima PvuII
permite detectar mutaciones en o cerca del sitio PvuII en el primer
exón (muyfrecuentes en linfomas endémicos con punto de ruptura 5’
lejano). Esta mutación resulta en la producción de una banda
reordenada de 1,7 Kb debida a la pérdida del sitio PvuII en el
primer exón. Es importante señalar que aquellos tumores con
rupturas 3' lejanas (debidas a las translocaciones variantes)
también mostrarán este patrón y para distinguirlas se deben
detectar reordenamientos en el gen de la cadena pesada de las Igs.

* Puntos de ruptura inmediatamente flanqueantes al c-myc: se
presentan en aquellos linfomas con un alelo truncado debido a la
presencia de una banda reordenada en digestiones con HindIII (y
también con EcoRI y BamHI). La sonda del primer y tercer exón
detectan el mismo reodenamiento (comigración), indicando la
continuidad fisica entre ambos. Si con PstI y PvuII se obtiene
únicamente una banda germinal con la sonda del primer exón, el
punto de ruptura se halla en el fragmento HindIII-PstI, 5’ al
primer exón. Si se obtiene una banda reordenada con PstI, pero no
con PvuII ni con SmaI, el punto de ruptura se encuentra en el
pequeño segmento PstI-PvuII. De forma similar, si se observan
bandas reordenadas con PstI y PvuII (de tamaño diferente a 1,7 Kb)
y sólo una banda germinal con SmaI, el punto de ruptura se halla en
el fragmento PvuII-SmaI, 5' inmediatamente flanqueante al c-myc.

* Puntos de ruptura en el primer exón: en este análisis se
consideran a los puntos de ruptura en la región SmaI-PvuII, que
abarca casi la totalidad del exón. Se determinan por la presencia
de bandas reordenadas en la digestiones con EcoRI, HindIII, PstI,
PvuII y SmaI, hibridizadas con una sonda del primer exón.
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* Puntos de ruptura en el primer intrón: se considera el
fragmento PvuII-PstI, que abarca todo el primer intrón y una
pequeña porción del segundo exón. En este caso, en la digestión con
HindIII (y también con EcoRI) se observan bandas reordenadas de
distinto tamaño con las sondas del primer y tercer exón, o sea, la
ausencia de comigración evidencia la separación fisica de los
mismosya que debido a la translocación dichos exones se encuentran
en diferentes cromosomas. Esta observación se confirma con la
presencia de una banda reordenada con PstI y SmaI pero no con PvuII
cuando se hibridizan con una sonda del primer exón.

PUNTOS DE RUPTURA EN EL CROMOSOMA 14:

Se determinan por un análisis similar, utilizando varias
enzimas de restricción: BamHI,EcoRI y HindIII, e hibridizando con
diferentes sondas del gen de la cadena pesada de las Igs, señaladas
en la Fig 8. Ademásse analiza el ligamiento (comigración) entre
secuencias del gen c-myc y las distintas regiones del cromosoma14:
Jn, Sp, Cp y eventualmente, C6, Ca y C1 para detectar aquellas
roturas que no se hallen en la región u. Asi, el punto de ruptura
en la región su (fragmento HindIII-EcoRI que la contiene) se
determina por la presencia de una banda reordenada en la digestión
con HindIII e hibridización con la sonda Sp y/o cu; la comigración
con la banda reordenada del c-myc (si ésta existiera) demuestra que
ambas regiones se encuentran en el mismo fragmento HindIII que
incluye la translocación. Esto debe confirmarse en digestiones con
EcoRI, por la presencia de una banda extra con la sonda Sp que no
comigra con JE, o en digestiones con BamHI, por la falta de
comigración entre JEl y Cp en un alelo, demostrando que estas
regiones no son contiguas.

Las rupturas en J} se determinan por la presencia de una banda
reordenada extra con J; que no comigra con su en EcoRI, asociado a
comigración de Ja con c-myc en digestiones con EcoRI, HindIII y/o
BamHI.
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Los puntos de ruptura fuera de Sp y fuera de JE, o sea, cuando
se observa comigración entre J, y Sp en digestiones con EcoRI o
entre J; y Cp en digestiones con BamHI,en conjunción con una sola
banda germinal con Cp en la digestión con HindIII, pueden estar en
diversas regiones del cromosoma 14: en Vu, DE, o incluso hacia 3'
en otras regiones switch (Sa y ST). Para determinar la localización
precisa es necesario utilizar sondas de dichas regiones y demostrar
comigración con bandas reordenadas del c-myc.

2- ANALISIS MOLECULAR DE PACIENTES SUDAMERICANOS CON SNCL:

Se analizaron 39 pacientes: 27 de una región de Sudamérica de
clima templado (17 de Argentina y 10 de Chile) y 12 de una región
sudamericana de clima tropical (Brasil, San Pablo). El origen, edad
y sexo de los pacientes, asi como la localización tumoral y un
resumen de la caracterización molecular de los linfomas se
presentan en la Tabla 1. El rango de edades es de 1-28 años y todos
los pacientes se presentaron con linfomas a células pequeñas no
clivadas abdominales, excepto dos en los cuales el sitio primario
fue maxilar.

Dado que Argentina y Chile son climáticamente similares, en
este estudio se consideran a los pacientes de estos dos paises
combinados en un solo grupo.

A pesar de no disponer de información citogénetica de los
linfomas, en 32 de los 39 casos (82%) el análisis molecular mostró
rearreglos estructurales que han sido previamente asociados a la
t(8;14) y 20 de éstos presentan definitivamente una t(8:14) a nivel
molecular. Los 7 casos restantes mostraron un alelo c-myc
inalterado y un punto de ruptura en el cromosoma 14 que no
involucra la región JE ni la región Sp, por consiguiente, no se
puede descartar la posibilidad de una translocación variante.
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Tabla 1: Caracteristicas clinicas y moleculares de los SNCL
sudamericanos

CASO ORIGEN1 EDAD/SEXO LOCALIZACION EBV CR 82 CR 143
Laños)

FNR Bra 6/m abdomen + 5’* NSu
CCH Bra 4/m abdomen,SNC + 5' Nsn
RPF Bra ll/m abdomen + 5' NSu
FB Bra 4/m maxilar, abdomen + 5’ NSp
SRC Bra ll/m abdomen, MO - 5'* Nsu
DGG Chi 7/m abdomen + 5'* Nsu
CAB Chi 5/m abdomen + 5'* Nsu
AE Chi 5/m abdomen - 5’ Nsu
GS Chi 4/f abdomen,MO,SNC - 5' NSp
FL Chi 11/m abdomen,MO,SNC - 5’ Sp
CV Arg 7/f abdomen + 5’* NSy,JH
135 Arg 22/m abdomen, MO - 5' Nsu
RJ Arg 8/m abdomen - 5’ NSp
VGO Bra 5/m abdomen + H3-Pst* su
MP Bra 4/m abdomen + H3-Pst su
In Bra 5/m abdomen,pleura - H3-Pst NSp
PM Chi 7/m abdomen + H3-Pst NSp
VA Arg 4/m abdomen + H3-Pst* Sy
SH Chi 5/m abdomen + Pst-Pvu NSp
HA Chi 3/f abdomen - Pst-Pvu NSg
HD Arg 9/m abdomen — Pst-Pvu NSp,JE
ZJ Arg 7/m MO, maxilar - Pst-Pvu cu
HQ Chi 11/m abdomen, MO - Pvu-Sma NSp
SG Arg 3/m abdomen,gang1ios + Pvu-Sma Sp
MD Arg 3/m abdomen + Pvu-Sma sn
OJI Arg 7/m abdomen + Pvu-Sma su
AF Arg 6/f intestino + Pvu-Sma NSp,Sa
AS Arg 28/m estómago, M0 - Pvu-Sma NSp,Ja
JR Arg 1/m abdomen — Pvu-Sma Nsu
SCL Bra 6/f abdomen + Sma-Pvu su
ME Bra 5/m abdomen, M0 - Sma-Pvu NSp
TJ Arg 13/m abdomen, MO + Sma-Pvu ND
RJR Arg 3/m abdomen,gang1ios - Sma-Pvu Sp
BD Arg 12/m abdomen — Sma-Pvu Sp
AG Arg 13/f abdomen - Sma-Pvu NSp
BE Bra 9/m abdomen - Pvu-Pst NSp,JE
ND Bra 5/m abdomen - Pvu-Pst NSp,JH
ROC Chi 3/f abdomen + Pvu-Pst Sp
AA Arg 8/m abdomen,gang1ios + Pvu-Pst Nsu,C6

1: Era indica un tulor de Brasil, Chi un tunor de Chile y Arg un tUIOI de Argentina.
2: Localización del punto de ruptura en el cronosona 8, indicados cono fraglentos de restricción. El t indica

la presencia de la Iutación en el sitio PvuII en el priler exón.
3: Localización de los puntos de ruptura en el cronosona 14: Sp (fraglento HindIII-EcoRI que contiene la región

su) o NS" (fuera de esta región), deterlinándose en los casos posibles: JH, Cp, Sa y C6. ND:no deterlinado.
H0: Iédula ósea. SNC:sistela nervioso central
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3- PUNTOS DE RUPTURA EN EL CROHOSOHA 8:

En la Fig 9 se muestran los resultados obtenidos por la
técnica de Southern blot de 13 biopsias representativas del grupo
estudiado. Se realizaron múltiples hibridizaciones de las membranas
correspondientes a las diferentes enzimas de restricción con las
sondas del primer exón (PvuII-PvuII y SmaI-PvuII) y del tercer exón
(ClaI-EcoRI) (ilustradas en la Fig 7). En cada tumor el patrón
completo de bandas reordenadas y/o germinales permitió determinar
la localización precisa del punto de ruptura, en una pequeña región
del c-myc, para cada caso particular (Tabla 1).

Se observó que la distribución de las rupturas cromosómicas
difiere según el origen geográfico del SNCL(Tabla 2).

Tabla 2: Distribución de los puntos de ruptura del cromosoma8

>< H H-Ps Ps-S S-Pv Pv-Ps

11 (41) 4 (15) 2Argentina y Chile: 27 8 (30) 2 (7) (7)
3 (25) o 2 (17) 2 (17)Brasil: 12 5 (41)

Total: 39 13 (33) 5 (13) ll (29) 6 (15) 4 (10)

Entre paréntesis se muestran los porcentajes. Las regiones del c-ch son: fuera del fragmento HindIII (>< H);
HindIII-PstI (Ps); PstI-SIaI (S); SlaI-PvuII (PV); PvuII-PstI.

El 41%(11/27) de los tumores de la región templada presenta
rupturas en la región 5' inmediatamente adyacente al c-myc, en el
fragmento PstI-SmaI. En contraste, ningún tumor de la región
tropical muestra un punto de ruptura en esta región y el 67%(8/12)
tiene rupturas máshacia 5'.



Figura 9: Análisis del punto de ruptura en el cromosoma 8. Se
muestran las autoradiografias de 13 pacientes representativos
(Tabla 1) y sangre periférica de un individuo normal (PBL)
utilizado comocontrol. Las calles contienen ADNde los siguientes
casos (de izquierda a derecha): BE, CCH, SCL, RPF, PBL, VGO, MP,
IN, BD, FB, TD, RJ, NDy ME. Los ADNgenómicos fueron digeridos con
las enzimasde restricción indicadas e hibridizados con sondas del
1er y 3er exón del c-myc. La digestión con EcoRI de los casos BE,
CCH, SCL, RPF, VGO, MP, IN y BD fue hibridizada con la sonda 1 myc,
mientras que los casos FB, TD, RJ, NDy MEfueron hibridizados con
la sonda 3 myc. En el caso de HindIII, la misma membrana fue
deshibridizada y rehibridizada. A la derecha se señalan las bandas
germinales y su peso molecular en Kb.
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De los 39 linfomas analizados, 13 presentaron puntos de
ruptura "fuera" del c-myc (fuera del fragmento HindIII) y 26
presentaron puntos de ruptura "dentro" o cerca del c-myc (en el
fragmento HindIII). De los 13 casos en el primer grupo, todos menos
uno también presentaron reordenamientos fuera del segmento EcoRI.
El único caso que presentó un punto de ruptura en la región 5'
lejana, en el fragmento EcoRI-HindIII fue RPF, de Brasil.

Dadoque los tumores con puntos de ruptura 5' lejana (tipica
de los eLB) frequentemente presentan mutaciones dentro del c-myc,
generalmente observadas como la pérdida del sitio PvuII en el
extremo 3’ del primer exón, se examinó dicho cambio en los linfomas
sudamericanos. Curiosamente, sólo 5 de los 13 casos (38%) mostraron
mutaciones en el sitio PvuII (Tabla 1). Dos casos adicionales (VA
y VGO)presentaron esta mutación asociada a un punto de ruptura en
la región HindIII-PstI.

De los 26 casos reordenados en el fragmento HindIII, 16 (62%)
tenian puntos de ruptura en la región 5' flanqueante al c-myc
(HindIII-SmaI). Por lo tanto, estos linfomas retienen la capacidad
de transcribir el mARNdel c-myc desde los promotores P1 o P2.

4- PUNTOS DE RUPTURA EN EL CROMOSOHA 14:

La determinación del punto de ruptura del cromosoma 14 se
realizó en 38 de los 39 casos estudiados (Tabla 1). Los
reordenamientos fuera de la región Sp resultaron más frecuentes
(27/38, 71%)que las rupturas en Sp (fragmento HindIII-EcoRI que la
contiene) (11/38, 29%). La proporción de linfomas con puntos de
ruptura en Sp es de 31% (8/26) y 25% (3/12) para las regiones
templada y tropical, respectivamente.



5- COHBINACION DE LOS PUNTOS DE RUPTURA EN LOS CROMOSOHAS 8 Y 14:

La Fig 10 muestra tres ejemplos del análisis combinado por
Southern blot. Las distintas combinacionesde los puntos de ruptura
de los cromosomas 8 3! 14 pueden clasificarse en cuatro grupos
principales, considerando al c-myc reordenado con HindIII (R) o no
(NR) y al gen de la cadena pesada de las Igs roto a nivel de la
región su (S) o fuera de ella (NS). De esta forma, tres de las
combinaciones: R/S, R/NS y NR/NSse observaron con una frecuencia
semejante cuando se consideran todos los linfomas sudamericanos
(Tabla 3). Se observó un sólo caso (FL) con una translocación que
yuxtapone a un alelo c-myc no reordenado con la región Sp. En la
región templada la combinación prioritaria es R/NS (como en los
sLB), mientras que en la región tropical es NR/NS (como en los
eLB).

Tabla 3: Combinaciones posibles de los puntos de ruptura en los
cromosomas 8 y 14

R/S R/NS NR/S NR/NS

Argentina y Chile: 26 7 (27) 11 (42) 1(4) 7 (27)
Brasil: 12 3 (25) 4 (33) 0 5 (42)

Total: 38 10 (26) 15 (39) 1 (3) 12 (32)

Entre paréntesis se nuestran los porcentajes.
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Figura 10: El panel superior muestra tres ejemplos de comigración
entre el 1er y el 3er exón del c-myc y la región Cp, en digestiones
con HindIII. El panel inferior muestra la comigración J¿/Su (guión)
en digestiones con EcoRI. El ADNde sangre periférica de un indivi­
duo normal (PEL) se utilizó comomarcador de la banda germinal. Se
indican las bandas germinales en cada caso con su peso molecular.
Se preparó una sola membranacon cada enzima que fue deshibridizada
y rehibridizada con las sondas indicadas. MPpresenta rupturas
cromosómicas en 1a región 5' inmediatamente flanqueante del c-myc
y en su, determinadas por 1a comigración 1 myc/3 myc/cu con HindIII
(flechas) y la presencia de una banda reordenada su extra con
EcoRI. CCHmuestra puntos de ruptura 5’ lejano a1 c-myc y no-Su. BD
presenta rupturas en el 1er exón y en Sp y por lo tanto sólo la
banda reordenada del 3er exón comigra con la banda reordenada de Cp
con HindIII y existe una banda su extra con EcoRI.
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6- ANALISIS DE LA REGION REGULATORIA 5' INMEDIATAHENTE FLANQUEANTE

DEL c-myc: CLUSTER DE PUNTOS DE RUPTURA:

Considerando la alta frecuencia de rupturas en el cromosoma8
en la región 5’ flanqueante del c-myc en linfomas de la región
templada de Sudamérica y el hecho de que en ella se encuentran los
principales elementos reguladores (positivos y negativos) de la
transcripción, se realizó una "microdisección" de la misma en
tumores que presentan un punto de ruptura en esta región. Comoel
objetivo era su análisis estructural detallado, se incluyeron
también linfomas africanos y norteamericanos con punto de ruptura
semejante.

Se estudiaron 18 linfomas: 8 de Argentina, 8 de EEUUy 2 de
Africa equatorial, todos con puntos de ruptura dentro del c-myc,
especificamente en el fragmento PstI-SmaI o en el extremo 5’ del
primer exón (o sea, aquellos casos con rupturas en el primer exón ­
SmaI-PvuII - en los cuales se observó comigración con el tercer
exón en digestiones con HindIII y/o EcoRI).

El fragmento PstI-PvuII de 900 pb fue subdividido utilizando
Hian, RsaI y xhoI (Fig 11). Cada subfragmento fue identificado con
sondas especificas: RsaI-SmaI y Hian-Hian. Se realizaron una
serie de Southern blots, digiriendo el ADNgenómico de cada tumor
con RsaI, Hian, SmaI y XhoI; algunos ejemplos se muestran en la
Fig 11. El análisis completo permitió determinar el punto de
ruptura más detallado dentro del fragmento de 900 pb analizado.
Nueve de los 18 linfomas (50%) mostraron una ruptura en el
subfragmento RsaI-Hian de 130 pb, 5' al promotor 1 (Fig 12). Este
cluster identificado coincide con la localización de un elemento de
regulación positiva para P1 (-300 pb a -150 pb).
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Figura 11: En la parte superior se esquematiza el mapade restric­
ción del fragmento PstI-PvuII de 900 pb, en la región 5’ del c-myc,
y las sondas utilizadas para su análisis. En la parte inferior se
muestran autoradiografias de 9 SNCL(T1-T9) con punto de ruptura en
dicho fragmento y una sangre periférica normal comocontrol (prime­
ra linea a 1a izquierda). Las enzimasde restricción con las cuales
se digirieron los ADNgenómicos, las sondas y las bandas germinales
(GL)con su peso molecular se señalan a la izquierda. En 1a diges­
tión con SmaI se muestran sólo el control normal, T3, T4 y T5; en
la digestión con XhoI se muestran sólo el control normal, T8 y T9.
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7- ASOCIACION CON EL VIRUS DE EPSTEIN-BARR:

La frecuencia de linfomas sudamericanos EBVpositivos es del
51%. Considerando el origen geográfico del tumor, los casos de la
región tropical presentaron un 58%de asociación con el Virus
mientras que en los provenientes de la región templada se observó
un 48%.Estos valores no difieren significativamente. Los genomas
virales presentes en las células tumorales son monoclonales,
detectándolos con una sonda Viral de las repeticiones terminales en
tandem (TR) (Fig 13). Esto demuestra que el Virus está asociado con
el tumor y no con las células normales presentes en las muestras.
Además,es un indicador de que la infección viral ocurrió antes de
la expansión clonal del tumor.

Figura 13: Autorradiografia de una membranarepresentativa que
muestra la monoclonalidad del EBVen SNCLsudamericanos. Los ADN
genómicos furon digeridos con BamHIe hibridizados con la sonda
viral de la región terminal. El ADNde sangre periférica de un
individuo normal (PEL) se utilizó comocontrol negativo.
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Dada1a correlación previamente descripta entre la presencia
(o ausencia) del EBVen linfomas con determinados puntos de ruptura
del cromosoma8, se comparó la asociación del EBVcon los distintos
puntos de ruptura de los cromosomas 8 y 14 en los linfomas
sudamericanos. Sorprendentemente, no se observó una correlación
evidente entre la presencia del EBVy las distintas localizaciones
del punto de ruptura en el cromosoma 8. La Fig 14 muestra que
existe una distribución equitativa entre los linfomas EBV+y
aquellos EBV- en cada región del c-myc. La Tabla 4 muestra los
resultados para el cromosoma14.

Tabla 4: Asociación del EBVcon el punto de ruptura en el
cromosoma 14.

Switch-u no Switch-u Total

EBV+ 8 ll 19
EBV- 3 16 19

Total 11 27 38

Analizando estos resultados surgen dos observaciones
importantes: 1) La mayoria (73%)de los linfomas con una ruptura en
Sp están asociados con el EBV. 2) Los tumores EBV- portan
primordialmente (84%) rupturas fuera de la región Sp.
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8- EXISTENCIA DE INFECCION LITICA DEL EBV EN BIOPSIAS DE SNCL:

Siempre se ha postulado que el EBVpermanece en forma latente
en los linfocitos B y en las neoplasias a células B, comoel LB. El
ciclo litico estaba restringido a células epiteliales y a algunos
procesos malignos comola leucoplaquia oral vellosa y el carcinoma
nasofaringeo. Sorprendentemente, estudiando las repeticiones
terminales en tandem (TR) por Southern blot se detectaron formas
replicativas del ADNviral en biopsias de SNCL.

La heterogeneidad de los TRs se identifica por el tamaño de
los fragmentos obtenidos luego de una digestión del ADNgenómico
con BamHI que corta a ambos lados de los mismos (Fig 15). El
fragmento BamHI producido por 1a forma episomal (circular)
contiene, además, 7,5Kb de secuencias únicas de ADN.Por lo tanto,
el fragmento BamHImás pequeño posible (con un TR = 0,5 Kb) es de
8Kb, y de acuerdo al número de unidades TR incorporadas en la
circularización, los fragmentos varian de tamañocon incrementos de
500pb. Los eventos infecciosos independientes pueden visualizarse
como bandas de más de 8Kb, cada una correspondiendo a un fragmento
fusionado.

Como se mencionó anteriormente, todas las biopsias EBV+
presentaron una única banda (>8Kb), indicando la monoclonalidad del
EBVen el LB. Sin embargo, en 2 de los 20 linfomas EBV+se observó
una serie de bandas. Esto se confirmó mediante una doble digestión
con BamHIy BglII, mostrada en la Fig 15. Las bandas más pequeñas
son de aproximadamente 4Kby se incrementan en tamaño por múltiplos
de 500pb. Este patrón se observó también en la linea celular P3HRI,
que se sabe que produce particulas virales. Por lo tanto, la
presencia de múltiples fragmentos, varios de tamaño incompatible
con la forma episomal, demuestra la presencia de genomas virales
lineares, o sea, ciclo litico.
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Dado lo novedoso de esta observación, se analizaron biopsias
de linfomas asociados a EBVde otras regiones geográficas (Fig 15):

biopsias analizadas biopsias con EBV
replicativo

LB esporádicos
Sudamérica 20 2
Norteamérica 9 2

LB endémicos 24 3

LB en pacientes HIV+ 2 1
Total 55 8

Por lo tanto, en 14,5% de los LB el EBV cumple un ciclo
litico, probablementeen un porcentaje bajo de sus células.

Como en la linea P3HRI se demostró que la capacidad de
producir viriones estaba asociada a un EBV defectivo, por
recombinación y deleción entre las regiones Wy Z del genomaviral,
se analizó si esta era la causa de la existencia de formas
replicativas en las biopsias de LB. Por PCRde la región WZno se
observó reordenamiento en ninguno de los casos. Asi, virus
defectivos no justifican la replicación en estos casos, aunque no
se puede descartar que halla otros reordenamientos, diferentes al
de P3HRIy por consiguiente no detectados con este ensayo.

9- ANALISIS DEL GEN p53:

Las mutaciones y/o deleciones en el gen supresor p53
representan la alteración genética más frecuente en el cancer. En
un reciente estudio de neoplasias hematológicas, se sugiere que
éstas serian importantes en la patogénesis del LB. Por lo tanto, se
realizó un laborioso análisis del p53 en 27 LB sudamericanos por
SSCP ("Single Strand Conformation Polymorphism"), que permite
detectar mutaciones puntuales en un fragmento de ADN.La presencia
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de cambios genéticos fue confirmada por secuenciación, lo cual
permite al mismo tiempo determinar la ubicación precisa de la
mutación.

Dado que el 98%de las mutaciones previamente descriptas en
los distintos tipos de cancer se encuentran en los exones 5 - 8 del
gen, el análisis se limitó a esta región del p53.

La técnica de SSCP reveló una movilidad electroforética
alterada en 19 tumores: 7 en el exón 5, 4 en el exón 6, 5 en el
exón 7 y 3 en el exón 8 (Fig 16). Al analizar la secuencia de
dichas bandas polimórficas, se confirmaron los resultados del SSCP
en sólo 13 casos, demostrando la presencia de mutaciones debidas a
cambios de una sola base en las regiones codificantes de los
respectivos exones (Tabla 5 3! Fig 17). Los 6 casos restantes
mostraron una banda aberrante idéntica para el exón 5 (Fig 16),
cuya secuencia demostró también ser la misma en todos los casos,
pero no corresponde al p53. Esta observación insólita hizo que se
repitieran las reacciones de secuenciación con otros oligonucleó­
tidos del exón 5 y no se observaron mutaciones.

Tabla 5: Mutaciones en el gen p53 en LB sudamericanos

Caso Origen Exón Codón mutado Aminoácido

VGO Brasil 5 141 TGC--TAC cys--tyr
VA Argentina 6 213 CGA--CGG silenciosa
SG Argentina 6 213 CGA--CGG silenciosa
BD Argentina 6 213 CGA--TGA arg--term.1
JR Argentina 6 220 TAT--CAT tyr-—his
BD Argentina 7 236 ATG--A G corrimiento2
CV Argentina 7 245 GGC--GAC gly--asp
SRC Brasil 7 245 GGC--AGC gly--ser
OJI Argentina 7 248 CGG--CTG arg--leu
In Brasil 7 248 CGG--CAG arg--gln
BE Brasil 8 272 GTG--GAG val--glu
PM Chile 8 278 CCT--CAT pro--his
AG Argentina 8 282 CGG--TCGG corrimiento2

1: codón de terlinacíón
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Figura 16: Análisis de las mutaciones del gen p53 en SNCLsudameri­
canos mediante la técnica de SSCP. El producto de PCR de ADN
genómico de los exones 5, 6, 7 y 8 del p53 fue fraccionado por
electroforesis en geles de poliacrilamida 6%. Los fragmentos no
desnaturalizados (doble cadena) de cada exón se muestran a la
izquierda (1ra linea). Los circulos negros señalan los controles
positivos (lineas celulares de LB con mutaciones en el p53),
especificos para cada exón. + señala el control negativo (linea
linfoblastoidea con p53 normal). Los linfomas con un patrón de
migración aberrante están numerados. Las muestras 2-7 muestran una
banda de migración anormal (más rápida) de tamaño idéntico. La
secuenciación de las mismas mostró que no corresponden al gen p53.
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Figura 17: Secuenciación de las mutaciones en el gen p53 observadas
por SSCP en SNCLsudamericanos. Wt: secuencia normal. Los * se
colocaron por encima de las bandas que representan la mutación.
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El tipo de cambio más frecuentemente observado fueron las
transiciones (seis), aunque también se observaron tres
transversiones, una deleción y una inserción. De las cuatro
mutaciones en el exón 6, tres ocurrieron en el codón 213 pero sólo
una produjo una substitución del aminoácido. Las otras dos
transiciones A--G silenciosas se deben a un polimorfismo en la
población (ver más adelante).

Las mutaciones en los exones 7 y 8 son comunes en tumores
hereditarios (Sindrome de Li-Fraumeni). En 4 de los 27 linfomas
sudamericanos analizados se observaron mutaciones en codones (245
y 248) donde fueron descriptas mutaciones constitucionales. sin
embargo, y al igual que en la mayoria de los casos de este panel,
en esas cuatro biopsias se halla presente el alelo normal.

Resumiendo,de un total de trece mutaciones puntuales, dos son
el resultado de un polimorfismo poblacional, ocho producen un
cambio de aminoácido, una resulta en una terminación temprana de la
proteina y dos causan un corrimiento del marco de lectura (Tabla
5). La proporción de LB sudamericanos con mutaciones en el gen p53
es del 37%(10/27 tumores; el caso BDporta dos mutaciones).

Comose demostraron diferencias moleculares en los subtipos de
LB, se recopilaron todos los datos disponibles sobre mutaciones del
p53 en LB, tanto en biopsias como en lineas celulares (más de 70
casos de distintas regiones geográficas). Se analizó dicha
información con respecto a los puntos de ruptura de los cromosomas
8 y 14 y a la presencia del EBV. La presencia de un p53 mutado en
LBparece ser independiente del origen geográfico del tumor, de la
localización de los puntos de ruptura y de la asociación con el
EBV.
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Los estudios del p53 en tumores sólidos demostraron que el
espectro mutacional (distribución de las mutaciones en el gen) es
tumor-especifico. Por lo tanto, para determinar el patrón de
mutaciones característico del LB, se utilizó la información
recopilada y se realizó el gráfico de la Fig 18 para determinar la
frecuencia de participación de cada codón. Los datos muestran que
el 53%de las mutaciones están agrupadas en una pequeña región de
33 aminoácidos (213 al 248). Sorprendentemente, el codón 213
aparece mutado tan frecuentemente como el codón 248, el codón 273
raramente está involucrado en LB. Esto demuestra diferencias con el
espectro previamente descripto para cancer de colon, pulmóny mama.
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Con el fin de analizar la importancia clinica de las
mutaciones en el gen p53, se correlacionó este aspecto molecular
con la evolución clinica de 22 pacientes. Quince presentaban el gen
normal y 7 mostraron mutaciones. Del grupo con p53 normal, 10
estaban vivos (a Febrero de 1993), libres de enfermedad, con una
sobrevida libre de eventos mediana de 33 meses (rango de 3-62). Los
otros 5 pacientes murieron antes del mes, por causas relacionadas
con el tratamiento, excepto 1 que murió con enfermedad progresiva.
Por el contrario, 5 de los 7 pacientes con mutaciones recayeron y
4 de ellos murieron por progresión en menos de 6 meses. La
sobrevida libre de eventos mediana de los restantes 3 pacientes
(vivos) fue de 30 meses (rango 26-30). Los datos se resumen en la
Tabla 6.

Tabla 6: Comparación del grupo de pacientes con p53 normal y
aquellos con p53 mutado

p53 normal p53 mutado

Recaidos 1 5
Fallecidos 5 4

por la enfermedad 1 4
por causas 2rias 4 0

VLE lO 3
SLE mediana 33 meses 30 meses

VLE:vivos libres de enfermedad. SLE: sobrevida libre de eventos

10- DESCRIPCION DEL POLIHORFISMO NEUTRO EN EL EXON 6 DEL GEN p53:

En el análisis de las posibles mutaciones del gen p53 en LB
sudamericanos se observaron dos casos con la mismamutación neutra
en el codón 213 (exón 6). Simultáneamente, Gaidano y cols.
describieron que 1,78% de linfomas norteamericanos y! africanos
presentaban una mutación silenciosa en dicho codón. Con el fin de
determinar si la transición A--G en la tercera posición del codón
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213 representa un polimorfismo, se analizó el ADNde población
normal (individuos no relacionados) de Sudamérica, EEUUy Africa.

Para determinar la variación en la secuencia (CGA--CGG),se
amplificó por PCRel exón 6 y el producto fue digerido con Tan,
pues el cambio elimina el sitio de restricción. Asi pueden
identificarse dos alelos: A1 genera un fragmento de 140 pb y uno de
40 pb y A2 genera un solo fragmento de 180 pb (Fig 19).

Las frecuencias alélicas obtenidas son las siguientes:

Pob] ací ón # individuos A1 A2
Sudamericana 50 90% 10%
Estadounidense 30 97% 3%
Africana 23 100% ­

Esto demuestra la existencia de un dimorfismo en el codón 213
del exón 6 (del p53, con distinta frecuencia en las distintas
poblaciones étnicas.

Figura 19: Fotografia de un gel de agarosa 4% (3% NuSieve, 1%
SeaKem)teñido con bromuro de etidio que muestra la digestión con
Tan del producto de PCR del exón 6 del p53. Se identifican 2
alelos: A1 (representado por una banda de 140 pb y una de 40 pb) y
A2 (banda de 180 pb). 1ra linea de la izquierda: marcador de peso
molecular. Los ADNgenómicos se obtuvieron de sangre periférica de
individuos sudamericanos (argentinos, chilenos y brasileños).
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11- DETERMINACION DEL ESTADIO DE DIFERENCIACION CELULAR DONDE

OCURRELA TRANSLOCACIONt(8;14):

Los reordenamientos de los genes de las inmunoglobulinas
ocurren en distintos estadios de la diferenciación de los
linfocitos Ben un orden jerárquico estricto. Esto permite analizar
cuándo ocurre la translocación en LB.

Teniendo en cuenta que el primer evento es la reunión de un
segmento Dutconun J; y que ocurre simultáneamente en ambos alelos,
se analizó por Southern blot la región JH para determinar la
configuración D-Jg. Se utilizaron las enzimasde restricción EcoRI,
HindIII y BglII y las siguientes sondas: BamHI-HindIII,BglII-BglII
y SacI-SacI (correspondiente a Sp) (ilustradas en la Fig 8).

Se estudiaron 56 LB: 20 sudamericanos, 20 norteamericanos y 16
africanos, cuyos puntos de ruptura fueron previamente determinados.
En cada linfoma se determinó la presencia de la banda germinal y el
número de bandas reordenadas. Este análisis permitió además
reconfirmar los resultados previos acerca del punto de ruptura del
cromosoma 14 e incluso, en algunos casos, determinar una
localización más precisa para las rupturas fuera de la región su.
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—Interpretación de las bandas germinales:

En la interpretación era importante distinguir las bandas
germinales presentes en las células tumorales de las generadas por
células normales (no B) posiblemente presentes en las muestras.
Esto resultó relativamente sencillo considerando: 1) Es probable
que en las biopsias halla suficientes células normales comopara
contribuir a una señal, de intensidad variable pero presente en
todas las digestiones con las distintas enzimas (Fig 20A). 2) En
células B normales deben observarse dos bandas reordenadas (Fig
20B). 3) Comovirtualmente todos los LBsintetizan Ig y portan una
t(8:14), se espera observar al menosdos bandas reordenadas, una de
las cuales proviene del alelo reordenado productivamente (Fig
20C,D). Por lo tanto, la existencia de una sola banda reordenada en
una o más digestiones es una evidencia de que la región D-JHen el
otro alelo, presumiblementeel translocado, está en configuración
germinal. Por consiguiente se analizó tanto el número de bandas
reordenadas como la presencia de la banda germinal. En este
contexto, la intensidad de la banda germinal con respecto a la(s)
reordenada(s) también es importante. Las bandas germinales muy
débiles muy probablemente se deban a células normales
contaminantes, mientras que las bandas germinales reales (del
tumor) deben ser tan intensas comola(s) reordenada(s).

- Las células B humanasproductoras de Ig poseen reordenamientos
DJ; en ambos alelos:

Dadoque la información de la literatura del reordenamiento
DJHsimultáneo se realizó en células murinas, se confirmó este
fenómeno en células humanas. Se analizaron 19 lineas celulares B
maduras (15 lineas linfoblastoideas y 4 lineas de leucemia
linfocitica crónica). Todasmostraron dos bandas reordenadas en las
digestiones con EcoRIy HindIII hibridizadas con la sonda J; de 6Kb
(Fig 21).
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Figura 20: Esquemade la configuración de varios alelos normales o
derivados del locus IgH (no en escala) en diversos tipos celulares.
El patrón esperado (teórico) de bandas que hibridizan con la sonda
de la región Jg cuando se realizan digestiones de ADNgenómico con
las enzimas EcoRI (E), HindIII (H) y BglII (B) se muestra a la
derecha. G: germinal. R: reordenada. La linea quebrada en B (14g),
C (der8q) y D (der 8q) indica que la región V puede o no estar
reordenada junto al complejo DJK.
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Figura 21: Autorradiografias de los reordenamientos del gen de la
cadena pesada de las Igs observados en lineas celulares
linfoblastoideas. El ADNgenómico de 9 lineas (1-9) y de sangre
periférica (PBL) se digirió con HindIII o EcoRI y las membranasse
hibridizaron con una sonda de la región J; (BamHI-HindIII). El clon
4 ha estado en cultivo por menos de 3 meses después de la
transformación con EBV y muestra claramente varios subclones
reordenados de la región ag. En ninguna de las lineas celulares se
observa un alelo en configuración germinal. Las bandas germinales
(GL) presentes en el ADNcontrol (PBL) tienen 6,5 y 13,7 Kb en las
digestiones con HindIII y EcoRI, respectivamente.
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—Las células de Burkitt frecuentemente presentan un segmento D-JE
no reordenado en un alelo:

En 9 tumores se observó una banda germinal y una reordenada en
las digestiones con EcoRI (Tabla 7 y Fig 22: casos AF y ZJ). Dicha
banda germinal es de intensidad igual o mayor que la banda
reordenada. La presencia de una región D-J; germinal fue confirmada
con HindIII (Tabla 7 y Fig 22: casos 19705 y 3914). En 5 de estos
tumores se realizó también una digestión con BglII (Fig 22: caso
SRC) que confirmó el patrón germinal/un reordenamiento en 4 de
ellos. Uno de esos 9 linfomas (3974, Tabla 7) mostró una banda
reordenada extra que probablemente se deba a una mutación que crea
un sitio BglII adicional. Sorprendentemente, un LBafricano (3908),
confirmado por histologia y monoclonalidad del EBV, presentó
solamente una banda germinal con las tres enzimas.

En los 46 casos con más de una banda reordenada en la
digestión con EcoRI, el análisis con HindIII reveló una única banda
reordenada y una banda germinal en 15 tumores (Tabla 7 y Fig 22:
3792 y 3919). Doce de ellos fueron posteriormente estudiados con
BglII y 9 tenian una sola banda reordenada y una banda germinal
(Fig 22: 2209) (los 3 restantes fueron considerados no
informativos) (Tabla 7). Por lo tanto, esos 9 linfomas fueron
interpretados como portando la región D-JH en configuración
germinal en el alelo translocado y un punto de ruptura dentro del
fragmento EcoRI (concordando con información previa) pero fuera del
HindIII (y por supuesto, fuera de BglII), explicando la tanda
reordenada adicional con EcoRI. Estos casos representan buenos
ejemplos para distinguir el alelo germinal en el tumor de células
normales contaminantes. En la primera situación, una banda germinal
intensa se observa con BglII y HindIII pero no con EcoRI. Por el
contrario, en la segunda circunstancia, una banda germinal débil
proveniente de células normales se observa con todas las enzimas.
Esta interpretación fue además confirmada por la ausencia de una
banda germinal con EcoRI en JD38 (Tabla 7), que por ser una linea
celular, no posee células normales (Fig 23).
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En los 31 linfomas restantes, se observaron al menos 2 bandas
reordenadas tanto con EcoRI como con HindIII (Fig 22: RJ, NDy ME).
En 4 de ellos el análisis con BglII demostró una sola banda
reordenada (Tabla 7: JR, BE, CCH,AG). Esto indica una configura­
ción germinal de la región D-JHy un punto de ruptura fuera del
fragmento BglII pero dentro del HindIII. En 10 casos con ruptura en
la región su, o sea que la translocación no produce una banda
reordenada, la presencia de 2 bandas reordenadas con EcoRI y
HindIII (y confirmadas con BglII en 2 casos) sugiere que el
reordenamiento DJHfisiológico ocurrió en ambos alelos (Tabla 7).
En 20 linfomas restantes fue imposible determinar el estado
configuracional de la región D-Jade cada alelo porque en las tres
digestiones se observaron por lo menos 2 bandas reordenadas y en
ninguno se pudo confirmar una ruptura en su. Estos casos pueden
poseer puntos de ruptura en el fragmento BglII, con lo cual el
alelo germinal estaría enmascarado, y/o pueden haber sufrido un
reordenamiento fisiológico en ambosalelos.

En conclusión, en 26 de los 36 casos informativos (72%) el
análisis por Southern blot evidenció la presencia de una región D­
J; en configuración germinal. En todos los linfomas se demostró que
las secuencias su comigran con secuencias J; en al menos uno de los
alelos (asumido como productivo). En consecuencia, se puede
concluir que el alelo translocado es el que contiene el segmento D­
J; germinal. La figura 23 muestra, comoejemplo representativo, un
detallado análisis de la linea celular JD38. Además, la otra
posibilidad (muypoco probable) de que el alelo translocado sea
también el productivo, se excluye en 32 de los 35 tumores por la
demostración de un punto de ruptura que interrumpiria el marco de
lectura abierto VDJa-Cu.

80



Tabla 9: Análisis por Southern blot de la región J;

Caso Origen2 EBV EcoRI HindIII BglII CR14’ DJ‘

AF SA + G/R G/R Sa GL
ZJ SA - G/R G/R Cp GL
AA SA + G/R G/R C6 GL
JUS NA - G/R G/R Cy-uH GL
SRC SA - G/R G/R G/R ><E GL
19705 NA — G/R G/R G/R ><E GL
3974 NA + G/R G/R G/R/R Cp GL
3914 AF + G/R G/R R/G ><E GL
3751 AF + G/R G/R G/R ><E GL
3908 AF + G G G ND GL
In SA - R/G/R R/G G/R 5'E-H GL
FNR SA + G/R/R G/R G/R 5'E-H GL
FB SA + R/G/R/R R/G G/R 5'E-H GL
VGO SA + R/G/R G/R R/G su GL
JD38c NA - R/R G/R G/R Sp GL
3792 AF + G/R/R G/R G/R 5'E-H GL
3919 AF + G/R/R G/R G/R 5'E-H GL
2209 AF + G/R/R/R G/R G/R S'E-H GL
3876 AF + G/R/R G/R R/G 5’E-H GL
SEN NA + G/R/R R/G 5'E-H GL
2211 AF + R/G/R G/R 5’E-H GL
2210 AF + R/G/R R/G su GL
HD SA — R/G/R R/G G/R/R JH IC
4033 NA — G/R/R G/R R/R/G NS IC
2214 AF + G/R/R G/R R/G/R/R NS IC
JR SA - R/G/R R/G/R G/R Bg-H GL
BE SA - G/R/R R/G/R R/G Bg-E GL
CCH SA + G/R/R G/R/R G/R H-Bg GL
AG SA - R/R/R R/R R/G Bg-E GL
DSl79c NA - R/R R/R R/R su R
18436 AF + R/G/R G/R/R G/R/R Sp R
SCL SA + G/R/R G/R/R su R
MP SA + R/G/R G/R/R su R
CA46c SA — R/R R/R Sa R
SET NA + R/R R/R Sp R
JLP119° NA - R/R R/R/R su R
RamosC NA - R/R R/R su R
ST486C NA - R/R R/R Sp R
2217 AF + R/R R/R su R
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Caso Origen2 EBV EcoRI HindIII BglII CR14’ DJ‘

cv* SA + R/G/R/R R/G/R/R R/R JH IC
RJ SA - R/R R/R R/R JH IC
ND SA - G/R/R R/G/R R/R/G JH IC
ME SA - R/R R/R R/R NS IC
DW6° NA + R/R R/R R/R JH IC
DIF NA\ + R/G/R R/G/R R/R/G JH IC
3931 NA - R/R R/R/R R/R NS IC
3985 NA - G/R/R G/R/R R/G/R JH IC
4024 NA - G/R/R G/R/R G/R/R JH IC
POL* NA + G/R/R R/G/R/R R/R Ns IC
YANA* NA - R/R R/G/R/R R/G/R JH IC
3909 AF + G G/R/R R/R/G NS IC
3867 AF + R/R R/R R R NS IC
A9876c AF + R/R R/R R/R/R/R JH IC
P3HRIc AF + R/R R/R R/R JH IC
SHO NA + G/R/R G/R/R NS IC
3933 NA - G/R/R G/R/R NS IC

1Lashíbridizaciones se realizaron con sondas JH: fraglento de 6KbBaIHI-HindIII en las digestiones con HindIII
y EcoRIy fraglento de 4KbBglII-BglII para las diqestiones con BglII.
G: banda gerninal; R: banda reordenada.
EOIigen del tunor: SA: Sudanérica; NA:Norteamérica; AF: Africa Ecuatorial.
iCRl4: punto de ruptura del cromosoma14. La localización se define dentro de fraguentos de restricción. B:
Balfll; Bq: BglII; H: HindIII; E: EcoRI. Sa: región switch a; cu: región constante u; C6: región constante delta;
><E: fuera del fragnento EcoRI; su: fraglento EcoRI-HindIII; JH: fraglento BaIHI-HindIII; NS: no-Sy.

¿GLzun alelo posee D-JHqerninal; R: anbos alelos están reordenados en la región D-JH; IC: configuración D-JH
inconclusiva.
C Línea celular

* Las bandas qerIinales en cualquiera de las digestiones son muydébiles (incluso casi indetectables en algún
caso), claralente producidas por células norlales presentes en las biopsias.
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Figura 23: La parte superior muestra los resultados de un detallado
análisis del c-myc y del gen IgH en la linea celular de LB JD38.
Las enzimasde restricción y las sondas utilizadas están indicadas.
Las bandas germinales (GL) se señalan con una flecha. La
hibridización con la sonda Jg (BglII-BglII) muestra una sola banda
reordenada con HindIII y BglII. El otro alelo se haya en
configuración germinal. Las rehibridizaciones de la membranaEcoRI
con las sondas del 1er y 3er exón del c-myc y con la sonda su,
demuestra la comigración (guión) de bandas reordenadas l myc/JHy
Jg/Su (sugiriendo que representa al alelo productivo). La banda
reordenada del 3er exón no comigra con la banda reordenada su
restante, pero si se observó comigración de ésta última con una
sonda del 2do exón (no mostrado), sugiriendo la creación de un
sitio EcoRIen el 2do intrón del alelo translocado. sto se confirma
por la comigración de bandas reordenadas (guiones) su/Cu/3 myc en
la digestión con HindIII.

La parte inferior es una reconstrucción esquemática de
los cromosomasnormales y derivados de la t(8;14) en JD38. E:EcoRI,
H: HindIII, B: BglII. Las flechas señalan los puntos de ruptura.
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DISCUSION



1- CARACTERIZACION MOLECULARDE LA t(8;14) EN SNCL SUDAMERICANOS:

DIFERENCIAS CON RESPECTO A LINFOHAS DE OTRAS REGIONES DEL MUNDO

Previamente se habia descripto que en SNCL existe una
asociación entre el punto de ruptura del cromosoma8 y el origen
geográfico del tumor (Pellici, 1986; Barriga, 19887 Shiramizu,
1991). Unaproporción significativamente alta de linfomas de Africa
ecuatorial (especificamente Ghana, donde es una enfermedad
endémica) presentan rupturas fuera del fragmento HindIII que
contiene al oncogen c-myc (Fig 7). En contraste, la mayoria de los
linfomas norteamericanos (esporádicos) muestran puntos de ruptura
dentro de dicho fragmento de restricción, interrumpiendo al c-myc.

Esto, sumadoa las diferencias clinicas y epidemiólogicas
observadas entre los dos subtipos: endémico y esporádico (Magrath,
1986), sugiere que dichas entidades son patogenéticamente
diferentes, quizás con respecto al tipo de célula Bdonde ocurre la
translocación.

Se podria pensar que las diferencias clinicas y moleculares
descriptas se deben a diferencias raciales entre ambaspoblaciones
de pacientes. sin embargo, esto no seria cierto. Aunqueel factor
étnico no puede descartarse completamente, la baja incidencia de
SNCLen la población negra norteamericana y en otras poblaciones
africanas contrasta dramáticamentecon la alta incidencia del tumor
en Africa ecuatorial (Magrath, 1990, 1991). Por lo tanto, parecería
que el medioambiente es el principal determinante de la incidencia
y del subtipo molecular de SNCL.

Considerando estas observaciones se decidió estudiar a los
SNCLde Sudamérica y analizar si presentan el patrón molecular
esporádico, endémico o un patrón propio. Además, los paises
estudiados: Argentina, Chile y Brasil son particularmente
interesantes porque abarcan tanto clima templado comotropical,
reproduciendo las condiciones climáticas en las cuales se han
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encontrado el eLB y el sLB. Pero difieren en otros aspectos
importantes, como el socioeconómico y el étnico, con respecto a
EEUUy a Africa. Además, las dos regiones sudamericanas son más
homogéneasentre si en cuanto a estilo y condiciones de vida que
EEUUcomparado con Africa.

Se examinaronlas caracteristicas moleculares de la t(8;14) en
39 linfomas: 17 pacientes argentinos, 10 pacientes chilenos y 12
pacientes brasileños (Tabla 1). Los resultados obtenidos para la
localización del punto de ruptura del cromosoma8 (Fig 9) favorecen
la hipótesis anteriormente mencionada, pues el subtipo molecular
preponderante en Sudamérica es diferente del africano y, sorpren­
dentemente, también del norteamericano.

Incluso dentro de Sudamérica, se observan algunas diferencias
en la localización de los puntos de ruptura en el c-myc (Tabla 2).
El 48%de los linfomas de la región templada (Argentina y Chile)
presenta rupturas en la región HindIII-SmaI, 5’ adyacente al c-myc,
mientras que la mayoria (41%)de los casos brasileños (tropicales)
muestra el rearreglo fuera del fragmento HindIII (5' lejanos).

A continuación se considerarán a todos los linfomas
sudamericanos en conjunto para su comparación con los linfomas
esporádicos de EEUUy con los africanos.

Mientras que el 60% (18/30) de los sLB tienen puntos de
ruptura en el primer exón/intrón del c-myc (Shiramizu, 1991), sólo
el 26% (10/39) de los tumores de Sudamérica presenta rupturas
similares. Por otra parte, 16 de los 39 linfomas (41%) analizados
en este estudio muestran puntos de ruptura en la región 5'
flanqueante del c-myc y sólo el 28%de los sLB tienen roturas en
esta región. Las rupturas en dicha región (HindIII-SmaI) son
todavia menos frecuentes en los eLB (9%) (Shiramizu, 1991). El
histograma de la Fig 24 muestra la heterogeneidad de los puntos de
ruptura en las distintas regiones geográficas.
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Estas diferencias tienen implicancias importantes, pues en los
tumores con punto de ruptura en el primer exón/intrón del c-myc,
los promotores normales P1 y P2 (Battey, 1983) están separados del
resto del gen y por consiguiente, no son accesibles comositios de
iniciación de la transcripción. En estas circunstancias, los
transcriptos se inician en sitios dentro del primer intrón (ar­
Rushdi, 1983). Más aún, en esos tumores, casi todas las regiones
regulatorias del c-myc (Hay, 1987) se pierden debido a la
translocación. Al menos 60% de los sLB de EEUUpertenecen a esta
categoria molecular (Fig 24). En contraste, el presente análisis
demuestra que la mayoria de los linfomas de Sudamérica (74%)
retienen los promotores normales P1 y P2 (Tabla 2; Fig 24). Asi, la
tendencia en los linfomas sudamericanos de mantener intacta la
unidad transcripcional del c-myc es similar a los eLB, más que a
los sLB de EEUU.Pero, a diferencia de los eLB una parte de las
regiones 5' regulatorias se pierden. Los LBcon punto de ruptura 5'
lejano (fuera del fragmento HindIII), y por lo tanto, fuera de la
región regulatoria conocida del c-myc (Hay, 1987), fueron
observados principalmente en Africa (74%) (Shiramizu, 1991), pero
también son relativamente frecuentes en Sudamérica (33%). Esta
categoria se observó muy raramente en linfomas de EEUU (9%)
(Shiramizu, 1991) (Fig 24).

Estos resultados sugieren que habria tres subtipos moleculares
de LBy que es probable que cada una de las principales regiones de
ruptura del c-myc (5' lejana, inmediatamente flanqueante y primer
exón/intrón, que predominan en Africa, Sudamérica y Norteamérica,
respectivamente) resultan en un mecanismode desregulación del c­
mycdiferente. Presumiblemente, las condiciones ambientales en cada
región geográfica son particularmente determinantes del desarrollo
del subtipo molecular de LB que predomina en cada una.

La gran mayoria de los puntos de ruptura en el cromosoma 14
(Tabla 1) se encuentran en el fragmento EcoRI (Fig 8) que contiene
la región Joining completa, el enhancer intrónico y la región
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Switch-u, coincidiendo con lo descripto para eLBy sLB (Neri, 1988;
Shiramizu, 1991). Además,la distribución de los puntos de ruptura
observada en linfomas de Sudamérica es similar a la de los tumores
esporádicos: el 30%se produce en la región su. El punto de ruptura
dentro del gen de la cadena pesada de las Igs tiene una importancia
considerable en el mecanismode desregulación del c-myc (Klein,
1984; Croce, 1985; Magrath, 1990). Las roturas se producen 5’ ó 3’
del enhancer intrónico de las Igs (Gillies, 1983), de tal forma que
esta secuencia regulatoria queda junto al c-myc o en el otro
cromosomaderivado. Es altamente probable que los distintos niveles
de transcripción del c-mycno sólo se deban al tipo de daño sufrido
en sus propias secuencias regulatorias, sino también a diferencias
en las regiones heterólogas yuxtapuestas (enhancers del locus Ig).
Por lo tanto, es probable que sea la combinación de los puntos de
ruptura de los cromosomas8 y 14 (Fig 10) el factor crucial en la
desregulación del c-myc.

Los LB pueden subdividirse según las cuatro combinaciones de
rupturas más sencillas, detalladas en la Tabla 8.

Tabla 8: Distribución de las distintas combinaciones de puntos de
ruptura en los cromosomas8 y 14 en distintas regiones
geográficas

R/Su R/NSp NR/Sp NR/NSp

Sudamérica 10 (26) 15 (39 l (3) 12 (32)
EEUU' 9 (28) 20 (63) 1 (3) 2 (6)
Africa‘ 3 (13) 3 (13) 2 (9) 15 (65)

' Tonadode Shiranízu, 1991. Entre paréntesis se nuestran los porcentajes.
R: c-ch reordenado dentro del fraqnento HindIII; NR: punto de ruptura en el cronosona 3
fuera del fraqnento HindIII que abarca a1 c-ch. Sp: ruptura en el fraglento HindIII-EcoRI
que contiene a la región Switch-u; NSp: punto de ruptura fuera de 1a región Sp.
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Estos resultados demuestran que la t(8:l4) que conduce a la
yuxtaposición de un alelo c-myc no reordenado con la región su del
gen de la cadena pesada de las Igs, es muy infrecuente: sólo se
observó en 4 de los 93 linfomas (4%) analizados en todo el mundo.
Esto puede deberse a limitaciones estructurales concomitantes para
la ocurrencia de esta combinación o, alternativamente, a la
necesidad de otros cambios genéticos raros que cooperen con esta
combinación para proveer a la célula una ventaja de crecimiento
(ventaja selectiva). Por lo tanto, los puntos de ruptura en su
están virtualmente siempre asociados a un alelo del c-myc truncado.

Dos de las otras combinaciones examinadas (R/Nsu y NR/NSp)
ocurren con una alta frecuencia en linfomas de EEUUy de Africa,
respectivamente. Sin embargo, en los casos sudamericanos las
distintas combinacionesse observan igualmente distribuidas.

La causa de la asociación entre la localización de puntos de
ruptura, y particularmente de combinaciones especificas, y las
regiones geográficas es desconocida. Parece razonable pensar que
factores ambientales, actuando via el sistema inmune, son los
responsables de causar expansiones de poblaciones de células B
ligeramente diferentes (presumiblementecon respecto al estadio de
diferenciación), cada una más o menos susceptible de desarrollar
rupturas cromosómicasen ubicaciones especificas. Se sabe que las
proporciones relativas de células B en distintos estadios de
diferenciación cambian con la edad y por la influencia de agentes
ambientales. Por ejemplo, la malaria aumenta la proporción de
células pro-B muy inmaduras en la médula ósea (Osmond, 1990). Una
explicación alternativa seria que los diversos tipos de
yuxtaposiciones c-myc-Ig deben cooperar con diferentes anomalías
genéticas, que estén ambientalmente determinadas, en la conducción
del crecimiento desregulado.

Losresultados de este trabajo apoyanfuertemente la hipótesis
de que existen varios subtipos moleculares del SNCLy que cada uno
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se halla altamente representado en alguna de las regiones
geográficas analizadas. Es interesante hacer notar que la alta
incidencia de LBen Africa, comparadacon las regiones esporádicas,
se explica (quizás totalmente) por el número de linfomas con
ruptura 5' lejana al c-myc en el cromosoma8.

2- CLUSTER DE PUNTOS DE RUPTURA EN LA REGION REGULATORIA DEL c-myc

La regulación de la expresión del gen c-myc es muy compleja e
involucra elementos reguladores tanto positivos comonegativos. Los
elementos que actúan en cis, responsables del ajuste fino de la
transcripción, están esparcidos en la región 5' del gen (Kelly,
1986; Hay, 1987; Siebenlist, 1988; Zajac-Kaye, 1988).

El análisis detallado de la distribución de los puntos de
ruptura en el fragmento PstI-PvuII de 900 pb (Fig 11) reveló que el
50% de los linfomas estudiados presentaba el rearreglo en el
fragmento RsaI-Hian de 130 pb, 5' a P1. Esta región (-300 pb a
-150 pb) contiene secuencias activadoras del promotor P1 (Fig 12).

Probablemente, el cluster de puntos de ruptura no sea una mera
coincidencia y tenga un significado funcional, en relación a la
ubicación de los elementos reguladores. Por ejemplo, es posible que
este cluster represente el limite más externo de rupturas
cromosómicas que pueden interrumpir la función del elemento de
regulación negativa (localizado inmediatamentehacia 5').

En forma análoga, los linfomas con punto de ruptura en el
primer intrón presentan el rearreglo hacia 3' de las secuencias
"mif" (Shad, comunicación personal), posible elemento regulador
negativo (Zajac-Kaye, 1988). Deesta forma, parece probable que los
puntos de ruptura estén ordenados por la localización de los
elementos reguladores, dejando un elemento negativo hacia 5' y un
elemento positivo hacia 3'.
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Aunque no se sabe aún si el cluster aqui descripto tiene
importancia funcional, hay algunas evidencias en su favor. Las
células normales utilizan preferentemente el promotor P2, mientras
que las células de Burkitt, en general, transcriben el gen c-myc
tanto desde Pl como desde P2, equitativamente (Leder, 19837
Barriga, 1988). Dado que una linea celular (MC116)con punto de
ruptura en el cluster utiliza únicamente P2 (Barriga, 1988), esta
región del c-myc seria importante en la utilización de los
promotores.

Por otra parte, en plasmocitomas murinos (neoplasia linfoide
equivalente al LB ya que porta translocaciones cromosómicas
semejantes que yuxtaponen al c-myc con un locus de Ig) se describió
un cluster de roturas en el c-myc murino (-500 pb a -350 pb) que
causa una disminución de la transcripción desde el promotor P2,
incrementando por lo tanto, la relación P1/P2 (Yang, 1985).

En conclusión, los puntos de ruptura en el cromosoma8 causan
alteraciones en las secuencias regulatorias del gen c-myc. La
localización precisa de la translocación probablemente tenga un
significado funcional, pues determina qué elementos quedan activos
y capaces de modular la transcripción. La deleción de algunos
elementos reguladores y la retención de otros parece ser un factor
en la selección de las translocaciones que resultan en la
desregulación del c-myc. Este oncogen está involucrado en la
cascada de eventos que inmdiatamente precede la división celular
(Rabbits, 1985; Classon, 1987). En LB está regulado como si fuera
un gen de Ig y, por consiguiente, su expresión inapropiada (más que
expresión incrementada) conduce a la linfomagenésis, que requiere
tanta proteina c-myccomola proliferación celular (Magrath, 1990).
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3- VIRUS DE EPSTEIN-BARR Y SNCL

El virus de Epstein-Barr (EBV), que fue inicialmente
descubierto en una linea celular derivada de un LB africano
(Epstein, 1964), se encuentra asociado a esta neoplasia y es
probable que juegue un rol importante en su patogénesis (Magrath,
1993). Sin embargo, la asociación del LB con el EBVdepende del
origen geográfico del tumor: >95%de los eLB contienen genomas
virales, mientras que sólo el 20-30% de los sLB de EEUUson EBV+
(Barriga, 1988; Kiwanuka, 1988; Shiramizu, 1991). Por lo tanto,
resultó interesante analizar la asociación del virus con los LB
sudamericanos (Fig 13; Tabla 1).

Además de las diferencias descriptas con respecto a la
localización de los puntos de ruptura cromosómicos entre las
regiones geográficas estudiadas, la proporción de tumores asociados
con el EBVtambién difiere. Como en el caso de las rupturas
cromosómicas, la frecuencia de linfomas sudamericanos EBV+es
intermedia (51%)entre Africa ecuatorial y Norteamérica. Incluso
dentro de Sudamérica, parecen vislumbrarse diferencias entre la
región tropical y la templada, 58%y 48%LB EBV+,respectivamente.
Brasil es más cercano (climáticamente) al ambiente africano, y
también parecería ser más semejante en cuanto a la asociación con
el virus y a la localización de los puntos de ruptura, aunque el
número de casos analizados es pequeño como para establecer
conclusionesdefinitivas. Seria interesante relacionar los patrones
moleculares con los diferentes grupos socioeconómicos y raciales
dentro de estos paises, dado que aunque no existen evidencias
concretas que sugieran una predisposición étnica hacia un subtipo
molecular particular, esta posibilidad no ha sido definitivamente
excluida.

Se habia descripto una correlación aparente entre la
localización del punto de ruptura en el cromosoma8 y la presencia
(o ausencia) del EBV(Barriga, 1988; Shiramizu, 1991). Los linfomas
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que presentan el rearreglo fuera del fragmento HindIII que contiene
al c-myc están casi siempre asociados a EBV, y estos LB son más
frecuentes en Africa. Pero, los linfomas que presentan un alelo del
c-myc truncado, observados predominantemente en EEUU,están igual­
mente distribuidos entre aquellos EBV+y EBV-. Sorprendentemente,
en Sudamérica no se observó ninguna correlación entre la presencia
del EBVy un punto de ruptura en el cromosoma 8 especifico (Fig
14). Es interesante que una proporción más alta de casos con
ruptura 5’ lejana al c-myc sean EBVnegativos en Sudamérica (6/13)
(Tabla 1) comparado con Africa (0/17) (Shiramizu, 1991). Esta
observación plantea la posibilidad de que existan dos subtipos de
LBcon punto de ruptura "fuera" del c-myc, distinguibles según la
asociación con el EBV. Más aún, los linfomas sudamericanos con
punto de ruptura en la pequeña región inmediatamente 5' a los
promotores del c-myc (PstI-SmaI) pueden ser EBV+o EBV- (Tabla 1),
contrastando con los sLB norteamericanos, donde los casos con
ruptura inmediatamente 5' son invariablemente EBV- (Shiramizu,
1991).

Estas observaciones indican que si existe una correlación del
EBVcon la localización del punto de ruptura en el cromosoma8, no
es una relación simple. Quizás, la función desempeñadapor el virus
pueda ser reemplazada por otro factor (aún desconocido), o quizás,
la localización precisa del punto de ruptura en el cromosoma14 sea
importante. De hecho, la mayoria de los LB EBV- en Sudamérica
(16/19; 84%) (Tabla 4) y en EEUU(13/20: 65%) presentan rupturas
fuera de la región su, reteniendo probablemente el enhancer
intrónico de las Igs. En forma análoga, aquellos linfomas con punto
de ruptura en la región su, y que por consiguiente el enhancer no
es accesible para el c-myc, están generalmente asociados al EBV
(8/11; 73%) (Tabla 4).

Los resultados demuestran que existe un gradiente de
asociación con el EBVextendiéndose desde Africa, a través de
Sudamérica hasta EEUU.Este gradiente también se corresponde con el
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nivel socioeconómico y otros factores como la frecuencia de
infección en los niños.

Los posibles roles patogenéticos del EBVen SNCLincluyen 1a
prolongación de la vida de las potenciales células blanco para la
transformación, incrementando por lo tanto la probabilidad de que
ocurra una translocación cromosómica. Alternativamente, el virus
podria prolongar la vida de una célula que ya porta una transloca­
ción y que de otro modo estaria sujeta a apoptosis. De hecho,
recientemente se demostró que el EBVpuede inhibir el mecanismo
apoptótico a través de la inducción del gen bol-2 (Henderson,
1991). La tercera posibilidad teórica es que ciertas proteinas
virales participen directamente en la desregulación del c-myc. Si
el virus simplemente altera la sobrevida de la célula, no se
esperaría observar una correlación con el punto de ruptura en el
cromosoma8. En cambio, un efecto directo sobre la regulación del
c-myc, podria resultar en dicha correlación. Estas posibilidades no
son mutuamente excluyentes.

Cuando se analizó la presencia de genomas virales en las
biopsias de LB, determinando la heterogeneidad terminal (región TR)
del virus, se observó una sola banda de un tamaño indicativo de la
forma episomal (circular) en aquellos LBasociados a EBV(Fig 13).
Esto es una clara evidencia de la monoclonalidad del EBVen SNCL.
Asu vez es consistente con un trabajo que demostró que la prolife­
ración monoclonal de estos linfomas ocurre luego de la infección
viral (Neri, 1991). sin embargo, en el presente análisis también se
pudodetectar una serie de fragmentos ("escalera"), que hibridizan
con la sonda que incluye la región TR, en 8 de las 55 biopsias de
LBestudiadas (Fig 15). La presencia de este patrón se observó en
digestiones del ADNgenómico con BamHI y con BamHI + BglII. La
presencia de múltiples fragmentos lineales, variando de tamaño por
incrementos de 500 pb, demuestra la existencia del ciclo viral
litico (Raab-Traub, 1986).
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Generalmente se asumió que el EBVpermanece latente y que no
existe replicación viral en las células linfoides tumorales
infectadas. Incluso en la enfermedad de Hodgkin, también asociada
al EBVen una proporción de casos (Armstrong, 1992), raramente se
detectó ciclo litico (Pallesen, 1991b). A pesar de esto, algunos
trabajos postularon que en algunos tumores podia ocurrir
replicación espontánea. Pero la disrupción de la latencia del EBV
con inducción de replicación abortiva se describió únicamente en
linfomas que se desarrollan en pacientes severamente inmunocompro­
metidos: pacientes con SIDA (Pallesen, 1991c) o que sufrieron un
transplante de órganos (Locker, 1989). Por lo tanto, la observación
de EBVreplicativo en el 14,5% de los LB fue inesperada.

En las células latentemente infectadas, el genomadel EBVesta
sujeto a una metilación extensiva y a una organización nucleosomal
(Kintner, 1981). Probablemente, ambos procesos previenen la
reactivación litica. Asi, las drogas que reducen la metilación y
causan daños en el ADNaumentan 1a probabilidad de que ocurra
replicación litica (Weigel, 1983). Sin embargo, las biopsias
analizadas fueron obtenidas de pacientes al momento del
diagnóstico, previo al tratamiento quimioterápico y por lo tanto,
la existencia de EBVlitico no puede atribuirse a un efecto de las
drogas.

En la leucoplaquia oral vellosa, patología asociada a1 EBVy
en la cual el virus se replica en forma litica, la producción de
viriones se debe a la presencia de un EBVdefectivo (Patton, 1990).
Lo mismo ocurre en la linea celular derivada de un LB africano
P3HRI (particularmente en el subclon 5A) (Miller, 1984). La
capacidad de inducir una replicación excesiva mapeaen un fragmento
de 2700 pb (WZhet) que resulta de la recombinación y deleción del
ADNentre las regiones BamHI Z y FL Cuando se investigó esta
posibilidad, se observó que ninguna de las muestras presentaba el
reordenamiento. Por consiguiente, la presencia de virus replicativo
en las biopsias de LB no se puede explicar por la existencia de
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viriones defectivos, aunque no se descarta la posibilidad de que
hayan sufrido una recombinación algo distinta que la previamente
descripta (Patton, 1990) que no sea detectable por el método
empleado.

Las biopsias obtenidas no eran apropiadas para realizar
ensayos con inmunofluorescencia a fin de detectar antígenos virales
asociados a replicación, comoel EA("early antigen") y VCA("viral
capside antigen"). Aunqueesto puede deberse a la labilidad de
dichas proteinas en las muestras, existe otra explicación alter­
nativa, altamente probable. La imposibilidad de detectar los
antignos tempranos podria deberse a que sólo un pequeño porcentaje
de la población celular tumoral contiene formas replicativas del
EBV.Comola replicación de viriones está asociada a lisis celular,
una alta fracción de células conteniendo viriones seria incompati­
ble con el creciminto tumoral. También es posible que la rápida
destrucción de las células infectadas conduzca a la inhabilidad
para detectar células conteniendo antígenos replicativos virales.
En cambio, el ADNviral lineal podria persistir como fragmentos
citoplasmáticos o, simplemente, ser detectado debido al uso de
otras técnicas.

La presencia de dichos antígenos virales replicativos es
inferida por la observación de que los pacientes con LBasociados
a EBVtienen altos titulos de anticuerpos contra los mismos(anti­
EA y anti-VCA) (Magrath, 1975a). Más aún, la elevación de dichos
titulos precede, cronológicamente, a la presentación primaria y a
1a recaída del LB (Henle, 1973; Magrath, 1975b). Aunque esta
observación parece contrastar con el requerimiento obligado de
latencia del EBVen el desarrollo y mantenimiento del LB, estudios
de cinética celular demostraron que la tasa de muerte celular en el
LB africano es aproximadamente el 70%de la tasa de renovación de
células, explicando la diferencia entre el tiempo de duplicación
teórico y real (Iversen, 1972). Probablemente, sólo una pequeña
fracción de esta muerte celular se deba a lisis celular inducida
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por el EBV.

La observación descripta en este trabajo en conjunción con los
datos serológicos de la literatura, sugieren que los LB EBV+
contienen una proporción pequeña y variable de células en las
cuales el virus se replica. En la mayoria de los tumores, sin
embargo, este proceso estaria por debajo del nivel de detección —
quizás por la rápida lisis celular resultante- pero se reflejaria
por los titulos aumentadosde los antígenos del ciclo replicativo
que están asociados con el crecimiento tumoral. A su vez, esto es
consistente con observaciones previas dondeel titulo de anticuer­
pos anti-EA al diagnóstico se correlaciona con el pronóstico del LB
africano (Magrath, 1980).

Hay que tener en cuenta que otra alternativa que no se puede
excluir es la posibilidad de que, en algunos casos, los titulos
aumentados parcialmente reflejen la replicación del EBVen una
población celular no neoplásica, comoresultado de una inmunidad
alterada en los pacientes con tumores.

Finalmente, la presencia de EBVreplicativo en LBplantea la
posibilidad de desarrollar terapéuticas que incrementen este
proceso y asi conduzcan a la regresión del tumor, como ocurre
naturalmente en el adenocarcinoma de batracios inducidos por el
virus de Lucke (Rafferty, 1965).

4- Hutaciones en el gen supresor p53 en SNCL:

Las mutaciones en el gen supresor p53 representan la lesión
genética más comúnen una amplia variedad de tumores (Nigro, 1989;
Hollstein, 1991). Dadoque la transformación maligna de una célula
surge de la acumulación de múltiples lesiones genéticas (Nowell,
1976), se sugiere que el gen p53 puede representar una anomalía
genética primaria o adicional en esas neoplasias.
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Recientemente se publicó un estudio que demuestra mutaciones
en el gen p53 en algunas neoplasias linfoides: LB, leucemia linfo­
blástica aguda L3y leucemia linfocitica crónica (Gaidano, 1991).
Por otra parte, se observaron interacciones regulatorias entre el
p53 y el c-myc (Ronen, 1991), sugiriendo una posible participación
del p53 en la patogénesis del SNCL. Por lo tanto, resultó
interesante analizar la presencia de mutaciones en el gen p53 en
los LB sudamericanos (Figs 16 y 17).

La frecuencia de mutaciones observada es del 37% (10/27
tumores: uno de ellos presentó dos mutaciones) (Tabla 5), coinci­
diendo con el estudio anteriormente mencionado (Gaidano, 1991).

El hecho de haber observado además una mutación silenciosa en
el codón 213 (correspondiente al exón 6) en dos tumores (Tabla 5)
hizo pensar que podria representar un polimorfismo en el gen p53.
Esta idea condujo al análisis de individuos de distintas poblacio­
nes: sudamericana, norteamericana y africana (Fig 19). Se determinó
que la mutación CGA——CGGrealmente es un polimorfismo y que los dos
alelos posibles tienen distintas frecuencias en las distintas
poblaciones, aunque uno de ellos (portador del CGA)es mucho más
frecuente en los tres grupos estudiados. La frecuencia alélica más
alta para el alelo portador del CGGfue encontrada en la población
argentina y brasileña (10%), coincidentemente con otro trabajo
simultáneo en población italiana (10,8%) (Serra, 1991). Estos datos
de poblaciones latinas contrastan con aquellos observados en
población anglosajona (3% del alelo CGG)y en población negro­
africana (0%).

En los exones 7 y 8, comúnmente asociados a cánceres
hereditarios (Srivastava, 1990: Malkin, 1990), se observaron 8 de
las 11 mutaciones que causan un cambio en la proteina (Tabla 5). En
4 de los LBsudamericanos se encontraron mutaciones en los codones
245 y 248. En estos codones se han descripto mutaciones congénitas.
Lamentablemente, no se pudo disponer de sangre periférica de los
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pacientes para analizar si estas mutaciones son realmente
constitucionales. En los 4 casos, comoen la mayoria de los otros,
el alelo normal también estaba presente (Figs 16 y 17). Dadoque el
material analizado fueron biopsias tumorales, no se puede excluir
la posibilidad de que la secuencia normal provenga de células
normalesen la muestra. Alternativamente, la heterocigosis en estos
casos de lesiones "heredables" podria representar un estadío en la
progresión hacia la homocigosis y función anormal del p53. La
presencia de heterocigosis en las mutaciones no heredables de las
biopsias sugiere que algunos de estos cambios genéticos actúan en
forma dominante. En conclusión, estos resultados sugieren que el
gen ps3 puede actuar comoun verdadero gen supresor (es decir, las
mutaciones en los dos alelos resultan en la pérdida de su función)
o comoun oncogen dominante (o sea, las mutaciones en un solo alelo
resultan en la ganancia de una función).

Teniendo en cuenta las diferencias moleculares existentes
entre los subtipos de LB, se analizó toda la información disponible
sobre mutaciones en el gen p53 [los datos de este trabajo, de
Gaidano, 1991 y de Farrell, 1991] en biopsias y en lineas celulares
establecidas de LB(más de 70 casos) con respecto a la localización
de puntos de ruptura y asociación con el EBV. La presencia o
ausencia del p53 mutado en LBparece ser independiente del origen
geográfico del tumor, de la ubicación de las rupturas cromosómicas
y de la presencia del virus (Fig 18).

Otro aspecto importante de las mutaciones en el gen p53 es su
distribución, generalmente en cuatro dominios altamente conserva­
dos (Nigro, 1989; Levine, 1991). En distintos tipos de tumores:
colon, mamay pulmón, el espectro mutacional es característico
(tumor-especifico), lo cual, quizás, identifique diferentes
dominiosfuncionales en los diversos tejidos (Hollstein, 1991). Por
lo tanto, se consideró importante determinar el patrón para el LB
y compararlo con el de los otros tumores sólidos. Para ello se
consideró la información de este trabajo y de otros previos de la
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literatura (Gaidano, 1991; Farrell, 1991). Comomuestra la Fig 18,
el 53%de las mutaciones se encuentran en la región comprendida
entre los codones 213 y 248, donde se han observado muy pocas
mutaciones en cancer de mama y' de pulmón y sólo una pequeña
fracción de las mutaciones en colocarcinomas. En cancer de colon,
la mayoria de las mutaciones se encuentran en los codones 175, 248
y 273 (Hollstein, 1991). Es interesante que en LB el codón 213
aparezca mutado con la misma frecuencia que el codón 248. El codón
213 se encuentra dentro de la región del p53 involucrada en la
unión a las proteinas del "heat shock" (Jenkins, 1988). En un
resumen previo de 280 mutaciones en el p53 se reportó una sola
mutación en el codón 213 en un tumor no linfoide (Hollstein, 1991),
lo cual difiere significativamente de las 5/47 en LB. Dadoque las
mutaciones en el codón 213, que representa un dinucleótido CpG, son
generalmente transiciones, es posible que su alta frecuencia
mutacional en desórdenes hematológicos refleje diferencias tejido­
especificas en la metilación de los sitios CpGo diferentes niveles
de desaminaciónespontánea en las células linfoides. Por otro lado,
el codón 273 esta raramente mutado en LB. Esto sugiere que el
espectro mutacional del p53 en LB difiere en algunos aspectos de
los observados en tumores de mama, colon y pulmón.

Este patrón de mutaciones define una región del gen p53
particularmente susceptible en LBque podria determinar un dominio
funcional relevante en el proceso de linfomagénesis. En este
contexto, dentro de las neoplasias hematológicas el p53 se encontró
más frecuentemente mutado en tumores que portan translocaciones c­
myc-Igs (Gaidano, 1991, wiman, 1991). Sin embargo, la presencia de
dichas mutaciones parecería ser independiente de la existencia del
c-myc desregulado, debido a que los plasmacitomas murinos raramente
tienen mutaciones en este gen supresor (Gutiérrez, 1992). sin
embargo, el hecho de que el p53 participe en el bloqueo de la
diferenciación de las células pre-B (Shaulsky, 199la,b) sugiere que
la presencia de mutaciones en LB y su ausencia en plasmacitomas
podria deberse al distinto estadio de diferenciación de las células
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transformadas. La razón de la baja frecuencia de mutaciones en
otras neoplasias linfoides inmaduras, comola leucemia linfoblásti­
ca aguda (Jonveaux, 1991), todavía no se explica.

En relación a la importancia clinica, es posible que las
mutaciones en el gen p53 constituyan un indicador pronóstico de
progresión tumoral, particularmente para LB. Dos observaciones
soportan esta posibilidad: a) la frecuencia de mutaciones en
biopsias (33-37%)es inferior a la observada en lineas celulares
(>70%)(Bhatia, comunicación personal) y b) las lineas celulares de
LB fueron derivadas principalmente de tumores en recaída. Para
evaluar esta posibilidad, se correlacionó la presencia de
mutaciones en el p53 con la evolución clinica de los pacientes.
Como se resume en la Tabla 6, sólo uno de los 15 enfermos que
mostraron alelos normales del p53 recayó y falleció con enfermedad
progresiva. En cambio, 5 de los 7 pacientes con mutaciones
recayeron y 4 de ellos fallecieron en menos de 6 meses debido al
tumor. Si bien el número de pacientes es bajo, estos resultados
confirmarian que el p53 estaria asociado a progresión de la
enfermedad en SNCL. Más aún, esta posibilidad también ha sido
recientemente propuesta para linfomas no-Hodgkin de adultos
(foliculares y difusos) (Ichikawa, 1992).

5- MECANISMO y ESTADIO DE DIFERENCIACION CELULAR EN EL CUAL OCURRE

LAt(8;14)

Previamente se sugirió que las translocaciones cromosómicasen
el LB ocurren durante el reordenamiento de los genes de las
inmunoglobulinas (reordenamiento VDJo "switch" de clase) (Croce,
1985; Haluska, 1986, 1987; Magrath, 1990). Pero nunca se consideró
que podrian ocurrir ontogénicamente antes, previo a la unión DJH.
Por lo tanto, todavia se asume (quizás no explícitamente) que la
región Jn del gen de la cadena pesada se encuentra siempre
reordenada en estos linfomas. Esto se debe no sólo a que la unión
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DJ“ ocurre en ambos alelos simultáneamente, sino también a que el
punto de ruptura del cromosoma 14 usualmente se encuentra en o
cerca de las regiones JHo Sp (Neri, 1988; Shiramizu, 1991).

Sorprendentemente, este trabajo demuestra que el 72%de los LB
informativos presentan el segmento D-JHen configuración germinal
en uno de los alelos. Incluyendo a los 20 linfomas no informativos,
se puede asegurar que entre el 46% (26/56) y el 82%(46/56) de los
LBpresentan el reordenamiento DJ; monoalélico (Tabla 7 y Fig 22).
El hecho de que en muchos tumores se observe una sóla banda
reordenada con al menos dos enzimas de restricción (y en muchos
casos con tres) provee una fuerte evidencia de la presencia de una
región D-Jg germinal en las células tumorales. Másaún, también se
observó esta configuración germinal en una linea celular (JD38)
(Fig 23) que estuvo en cultivo continuo durante varios años,
excluyendo la posibilidad de que células normales contaminantes
sean la causa de dicha observación.

Los resultados con respecto a la frecuencia de un segmento D­
JH germinal en LB son marcadamente diferentes de aquellos
publicados para otras neoplasias B, comopor ejemplo, leucemia pre­
B aguda y otros linfomas no-Hodgkin (Griesser, 1989: Felix, 1990).
Incluso en la leucemia linfoblástica aguda, donde otras evidencias
sugieren que el clon maligno surge en proximidad al reordenamiento
de Igs, ambas regiones DJE se encuentran casi invariablemente
reordenadas (raramente ambasson germinales). Esto confirma una vez
más que el mencionado reordenamiento es usualmente bialélico y
enfatiza la particularidad del LB. Dehecho, incluso en los plasma­
citomas murinos el reordenamiento DJHes bialélico (Coleclough,
1981).

Esta observación tiene una serie de implicancias.
Primeramente, sugiere fuertemente que en la mayoria de los LB la
translocación cromosómica ocurre antes de que se produzca el
reordenamiento D-Jn en el alelo que participa. Si aceptamos la
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noción de que el mencionado reordenamiento en las células B ocurre
simultáneamente en ambos alelos y representa el primer paso del
proceso, se puede concluir que la t(8:14) en LBgeneralmente ocurre
antes de la iniciación del reordenamiento de los genes de Igs, o
sea, en una célula pro-B. Probablemente, la translocación impida
que la región D-JHde ese cromosomacontinue sufriendo rearreglos
subsiguientes. Este es el caso, obviamente, cuando el punto de
ruptura se encuentra entre la región DEy la región JE, pues estos
dos segmentos se localizarán en distintos cromosomas (8q—y 14q+,
respectivamente). Algunos tumores (aquellos con ruptura en el
fragmnto 5'EcoRI-HindIII de la Tabla 7) pertenecen a esta
categoria. En aquellos linfomas en los cuales al menos una
subregión JH permanece en el mismo cromosoma que la región DH, la
unión DJHseria fisicamente posible. Sin embargo, la separación del
enhancer intrónico debido a la translocación puede ser suficiente
para prevenir el reordenamiento DJ". En estas circunstancias, sólo
los linfomas con un punto de ruptura 3' al enhancer (o sea, en su,
Cp u otra región S) tendrian la capacidad de producir reordena­
mientos DJHsubsiguientes. Esta interpretación es consistente con
la observación realizada de que todos los casos con reordenamientos
bialélicos tienen puntos de ruptura en la región Sp (Tabla 7). Sin
embargo, algunos linfomas con rupturas en su presentaron un alelo
en configuración germinal para la región D-JH. Esto demuestra que
es posible (al menos teóricamente) que la t(8;14) ocurra siempre
antes del inicio de los reordenamientos, incluso en aquellos
linfomas con rupturas en Sp y rearreglo DJHen ambos alelos. Esto
es enteramente consistente con la demostración de Altoik (1989) que
clones de la linea celular pro-B FLEB 14 tienden a sufrir
translocaciones cromosómicas involucrando a la región Sp. Sin
embargo, con los resultados obtenidos no se puede excluir la
posibilidad de que aquellos linfomas con rupturas en su y
reordenamintos DJutúalélicos representen una subclase de LB, en la
cual la translocación t(8:14) ocurre más tardiamente, luego de la
unión DJ“.
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Obviamente, la translocación no impide el reordenamiento VDJH
del alelo del cromosoma14 normal, demostrado por la observación en
todos los casos de (por lo menos) un alelo reordenado y por el
hecho de que virtualmente todos los LB expresan Ig —IgM en el 90%
(Magrath, 1990).

La teoria postulada de que la t(8;14) ocurre inmediatamente
antes del reordenamiento D-Jg tiene también implicancias con
respecto a la secuencia de los eventos patogenéticos del LB.
Dependiendodel númerode divisiones celulares que se desarrollen
entre la translocación y la culminación del reordenamiento de los
genes de las Igs, existe la posibilidad de que múltiples células
hijas reordenen sus genes en forma diferente. Esto se puede aplicar
particularmente a las cadenas livianas, que ocurren tardiamente en
el orden jerárquico de eventos recombinacionales. Con este
razonamiento, se puede cuestionar por qué el LBno es policlonal u
oligoclonal para el locus de cadena liviana. Parece poco probable
que no halla divisiones celulares entre el estadio pro-B y aquel
donde ocurre el reordenamiento de las cadenas livianas (Potter,
1990). Recientemente se postuló que en humanos se producen por dia
5x10mlinfocitos B a partir de 5x106precursores y todo el proceso
involucra 4 divisiones celulares (Osmond,1991). Una explicación
más probable es que se requieran otras anomalías genéticas
adicionales para generar un clon maligno, y como tal, el clon
tumoral provendria de sólo una célula de la progenie de la célula
madreen la cual se produjo la translocación. Existen evidencias de
ratones transgénicos enhancer p-myc que necesitan otras lesiones
genéticas para lograr la tumorigenicidad (Cory, 1986).

La misma explicación se puede invocar para explicar la
monoclonalidad del virus de Epstein Barr en los LB asociados a1
mismo.sin embargo,es aún dificil discernir si la infección viral
ocurre antes o después que la translocación. Si ocurre antes, se
puede concluir que el EBVy la t(8;14) juntos son insuficientes
para la transformación. Es importante señalar que, a pesar de que
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clásicamente se postula que el EBVinfecta linfocitos B, también se
describió la inmortalización de células B comprometidas, con genes
de Igs todavia en configuración germinal (Hansson, 1983).

Dado que el sistema de recombinasas es falible (aproximada­
mente sólo 1/3 de los intentos de reordenamiento son productivos)
es intrigante no encontrar LBque no expresen ninguna Ig (o ninguna
cadena de Igs). [En este grupo de casos, y en otros tantos de la
bibliografia, se encontró un sólo ejemplo de LB (3908), confirmado
por histologia y presencia de EBVmonoclonal pero del cual no
existe información citogenética]. Esto sugiere que la producción de
Ig es un pre-requisito esencial en la génesis de un linfoma.
Normalmente,las células comprometidasa diferenciación en linfoci­
tos B que fallan en la producción de una molécula de Ig funcional
son eliminadas, probablemente por apoptosis (Ales-Martinez, 1991).
Por consiguiente, es factible que las células con una t(8;14) y
reordenamientos abortivos de los genes de Igs, sean también
eliminadas de formasimilar. La inmunoglobulina de superficie seria
importante para prevenir la apoptosis o por la necesidad de
expansión clonal antígeno-dependiente del clon portador de la
translocación para el surgimiento de un tumor. Curiosamente, unas
pocas lineas celulares de LB expresan sólo cadena pesada o sólo
cadena liviana, sugiriendo que el clon maligno a veces puede
escapar del sistema de eliminación, si produce por lo menos una
cadena de Ig. Alternativamente, algunos LB podrian sobrevivir si
presentan otra anomalía genética que inhiba el mecanismoapoptótico
(esto explicaría el caso del linfoma 3908).

Los resultados presentados no excluyen la posibilidad de que
una pequeña fracción de células pro-B sean incapaces de reordenar
ambas regiones D-JE simultáneamente en ambos alelos. Sin embargo,
comose demostró en este estudio, la gran mayoria de las lineas
linfoblastoideas derivadas por inmortalización de linfocitos de
sangre periférica mediante infección del EBV,están compuestas de
células B fenotipicamente maduras, secretoras de Igs, en las cuales
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no se pudo detectar un alelo presentando el segmento D-JH en
configuración germinal (Fig 21). Esto es cierto también para la
mayoria de los clones linfocitarios pro-B o pre-B de higado fetal
(Palacios, 1992). Decualquier forma, si ocasionalmente se fracasa
en el reordenamiento bialélico simultáneo, es posible que dichas
células sean normalmente destruidas, y persistirian sólo en
presencia de un factor inmortalizador, como por ejemplo EBVo la
t(8;14). Además, la posibilidad de que ocasionalmente se generen
células B con un alelo de cadena pesada de Ig germinal, no explica­
ria la alta frecuencia observada de segmentos D-JEgerminales en
LB, a menos que el LBsurja casi exclusivamente de dichas células.

Las células de Burkitt tienen un fenotipo maduro, pero esto no
implica que la célula en la cual se produce la translocación tenga
el mismofenotipo. De hecho, parece probable que la translocación
no tenga consecuencias hasta que la célula madura al punto en que
tiene que pasar a ser una célula en reposo. Entonces, el alelo c­
myc normal se silencia y el translocado no, impidiendo asi el
pasaje a la fase de reposo.

Se puede concluir que generalmente la translocación 8:14 en LB
se produce en un estadio muy temprano de la diferenciación B, en
una célula pro-B, presumiblemente debido a la conformación abierta
de la cromatina en la región D-Jg-Su durante ese periodo. La
presencia de un punto de ruptura en Sp no indica necesariamente que
la translocación ocurrió con posterioridad al reordenamiento VDJH.
En muchoscasos, sino en todos, la translocación se produce en el
alelo germinal. La monoclonalidad resultaría del requerimiento de
lesiones genéticas adicionales, indicando que la t(8:l4) por si
misma es insuficiente (aunque necesaria) para lograr la
transformación maligna. Aunque con estos resultados no se puede
excluir la participación de las recombinasas en el mecanismode las
translocaciones en LB, parece improbable que resulten de un "error"
durante el proceso de recombinación V-D-Ja.
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CONCLUSIONES



Los resultados presentados demuestran la heterogeneidad
patobiológica del SNCL.Cada región geográfica se caracteriza por
un patrón particular de caracteristicas clinicas, localización de
los puntos de ruptura cromosómicos y asociación con el virus de
Epstein-Barr. sin embargo, en las diversas regiones se observa una
mezcla de los distintos subtipos, cuya composición estaria
determinada por factores ambientales y estilos de vida.

Los SNCL de Sudamérica constituyen un subtipo molecular
propio, con puntos de ruptura en el cromosoma ¿3 en la región
regulatoria del oncogenc-myc (5’ inmediatamente adyacente). Por lo
tanto, se asemeja al sLB en cuanto a que el c-myc está reordenado
y pierde gran parte de la regulación propia. Pero, al igual que el
eLB, tiende a retener los promotores P1 y P2. La asociación con el
EBVes intermedia entre la descripta para el eLB y el sLB: este
gradiente de asociación viral se corresponde con el nivel
socioeconómicode las distintas poblaciones y, probablemente, con
la incidencia y edad de infección. Contrariamente a lo propuesto,
no se observó correlación alguna entre el punto de ruptura en el
cromosoma8 y la presencia del EBV.Esto apoya la hipótesis de que
el virus cumple un rol en el LBaumentando el número y la sobrevida
de las células. Por otra parte, la demostración de la existencia de
ciclo replicativo en una proporción de los LBsugiere que en los LB
EBV+algunas células sufren infección lítica, lo cual explicaría el
titulo elevado de anticuerpos anti-antígenos tempranos en los
pacientes, al diagnóstico y precediendo una recaída.

Comoen muchos otros tipos de cáncer, parece probable que la
linfomagenésis requiera eventos genéticos adicionales. Un buen
candidato es el gen supresor p53: casi el 40%de los LB sudame­
ricanos presentan mutaciones en el mismo. Este cambio genético es
independiente del subtipo molecular. Las mutaciones en el gen p53
determinan un espectro mutacional especifico en el LB, que podria
definir un dominio proteico (aminoácidos 213-248) relevante en los
tejidos linfoides.
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Para comprender los eventos patogenéticos del SNCL es
importante determinar cuándo ocurre la t(8;14). clásicamente se
propuso que ocurre durante los reordenamientos fisiológicos del gen
de la cadena pesada de las Igs, por errores de las recombinasas.
Sin embargo, en este trabajo se demostró que 1a translocación 8:14
ocurre en una célula pro-B, previo al comienzo de dichos
reordenamientos. Esto conduce a la conclusión de que la t(8;14) es
necesaria, pero no suficiente, para la completa malignización de
una célula. El requerimiento de otros cambios genéticos (comopor
ejemplo las mutaciones en el gen ps3 y/o la presencia del EBV)
explicaría, además, la indudable monoclonalidad del SNCL.
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