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ABREVIATURAS:
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AGA Aspartylglucosaminidase

AID Activation induced deaminase

AIDCA Activation-induced cytidine deaminase
AKT Serine/threonine protein kinase

AKT2 Serine/threonine protein kinase 2

AP-1 Activador de la proteina 1

ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ATF-2 Activator transcription factor 2

BACH-1 Basic leucine zipper transcription factor 1
BCL2 B cell ymphoma 2

BCL6 B cell ymphoma 6

BCL-xI BCL2-associated agonist of cell death
BCR-ABL Breakpoint cluster region-Abelson tyrosine protein Kinase
BIM Isoforma de bcl-2

BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3
CALCR Calcitonin receptor

CCND1 Cyclin D1

CDK4 Cyclin-dependent kinase 4

CDN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
CDN2B Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B
CD3 Clustter of differentiation 3

CD5 Clustter of differentiation 5

cb10 Clustter of differentiation 10
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Hibridacidon gendmica comparada
Cyclophosphamida + hydroxydaunorubicina + oncovin + prednisona
Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas
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Chemokine ligand 9

Chemokine ligand 10
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IGFR1 Insulin-like growth factor type 1 receptor
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IKK IkappaB kinase-like 2

IRF4 Interferon regulatory factor 4

JNK c-Jun N terminal Kinase

JMID1A Jumonji domain containing 1A

JUNB Jun-B oncogene

LCCB Linfomas cutaneos de células B

LCF, PCLCF Linfomas del centro folicular

LCCT Linfomas cutaneos de células T

LCG otros Linfomas cutdneos primarios difusos de células grande B, otros
LCGP Linfomas de células grandes difusos, tipo piernas
LDH Lactacto deshidrogenasa

LH Linfoma Hodgkin

LLA Leucemia linfatica aguda
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LMP1 Latent membrane protein 1
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LZM, PCLZM Linfoma zona marginal

MALT Mucosa associated limphoid tissue

MiRNA microARN
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MMLV-RT Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase
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RESUMEN:
INTRODUCCION:

Los linfomas primarios cutaneos de células B, son procesos linfoproliferativos que se manifiestan

inicialmente en piel, sin evidencia de enfermedad extracutanea al diagndstico.

Durante su evolucidn histérica han sido varias las clasificaciones que se han utilizado para intentar
catalogar dichos linfomas, pero no fue hasta la clasificacién de la OMS-EORTC (2005), cuando se

consideraron como un grupo independiente.

Actualmente se consideran 4 grupos de linfomas de células B cutdneos primarios: linfoma de la zona
marginal, linfoma centro folicular, linfoma difuso de células B grandes, tipo piernas y linfoma difuso de

células B grandes, otros.

El interés de este trabajo se centra en el grupo de linfomas cutdneos primarios de células B

indolentes (linfoma de la zona marginal y centro folicular).

La etiopatogenia de estos linfomas ha sido ampliamente estudiada, relacionandola con alteraciones

moleculares, genéticas y agentes infecciosos.

Los microARNs son pequefios fragmentos de ARN de 22 nucleotidos que modulan la propia
transcripcion del ARN. Los microARNs son moléculas de ARN transcritas a partir de genes de ADN, pero que
no son traducidas a proteinas. Son multiples las funciones que se han descrito hasta el momento de éstas
particulas de ARN, pero su papel en la tumorogénesis el que mas interés ha despertado. Su utilidad como
marcador diagndstico y prondstico ha sido descrito en diversas neoplasias tanto sélidas como

hematoldgicas.

OBIJETIVOS

1.- Determinar la expresion diferencial de microARNs entre los 2 tipos de linfomas cutaneos de células B

primarios indolentes (linfoma de la zona marginal y linfoma centro folicular).

2.- Determinar si la expresién de microARNs en ambos linfomas tiene valor prondstico.

3.- Determinar si la expresién de microARNs dentro de la muestra tumoral proviene de los linfocitos

tumorales 6 de las células acompanantes del tumor.
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MATERIAL Y METODO

Se ha estudiado una serie de 68 casos de linfomas B cutaneos primarios (30 LZM, 38 LCF) recogidos
de forma secuencial retrospectivamente con cardcter multiinstitucional. De ellos, disponiamos datos clinicos

en 57 casos, que se usaron posteriormente para los analisis estadisticos.

Se estudiaron 11 microARNs (miR150, miR155, miR331, miR221, miR222, miR223, miR15a, miR16,
miR17, miR19a, miR93) junto con 2 controles enddgenos: RNU 44 and RNUG6b, cuyo analisis de expresidn fue
realizada mediante Applied Biosystems 384-well multiplexed real-time PCR assay con 250 ng del total de
ARN. Los valores Ct (valor medio) fueron exportados a los ordenadores donde se utilizé el software SDS

(SDS2.3), y se analizaron con Real-Time StatMiner software (INTEGROMICSTM; www.Intergromics.com). En

el analisis estadistico se realizd un T test para determinar la diferencia de expresidon entre ambos grupos de
linfomas (LZM vs LCF) y una regresion de Cox para correlacionar la expresién de cada miRNA con el

prondstico. Para ello se utilizé el programa SPSS 15.0.

Para validar el origen tumoral de la expresion de los miRNAs se realizé una microdiseccién, con el
microscopio Axio Observer de Carl Zeiss y a través del software Palm-microbeam, de los diferentes
compartimentos celulares. Posteriormente se cuantificé de nuevo la expresion de los miRNAs que habian

presentado significacidn estadistica previa.

RESULTADOS Y DISCUSION:

Los microARNS son pequefios fragmentos de ARN no codificante cuyo papel etiopatogénico en las
neoplasias, cada dia es mayor. Hay mayor evidencia de la diferencia de expresidn entre las células
patolégicas y las células sanas en diversos tumores. La expresion diferencial de los mismos ya ha quedado
patente en la linea celular linfoide, en la cual la expresidn de diversos miRNAS se relaciona con el estadio de
diferenciacion celular B. Existen multiples ejemplos del valor de estos microARNs como factor diagnédstico y

prondstico en muchos canceres.

A pesar del aumento del nimero de estudios de miRNAs en linfomas sistémicos, son escasos los
estudios sobre expresion de miRNAS en linfomas cutdneos, existiendo sélo datos sobre linfomas cutdaneos de

células T. No existe nada hasta el momento sobre la expresiéon de miRNAs en linfomas B cutaneos primarios.

Ante la aparente relacién entre la expresién de miRNAs segun el estadio de diferenciacién celular B,
decidimos investigar la expresion de una serie de miRNAs en el grupo de linfomas cutdneos primarios
indolentes (linfoma de la zona marginal y centro folicular). Basandonos en la literatura seleccionamos 11

miRNAs que ya habian sido descritos en células B normales o células de linfomas sistémicos.
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Se estudié la expresion de los 11 miRNAs en el set de 68 linfomas cutaneos primarios, pero sélo la
expresion de miR-150 fue estadisticamente significativo entre ambos grupos (FDR<0.1) , siendo mayor la
expresidon en el grupo de linfomas de la zona marginal. La diseccion por laser confirmd que el origen de
miR150 y miR155 procedia del compartimento extracentro germinal y de las células CD20+ neoplasicas.
Estos resultados sugieren que los niveles de miR150 en linfomas de la zona marginal esta parcialmente
relacionado con la presencia de células en un estadio postcentro germinal, que son las que se constituyen
dicho tumor. Sin embargo, la expresién de miR150 también se expresaba en las células CD3+ no neopldsicas
del microambiente (aunque en menor medida que en las células CD20+ neoplasicas), lo que nos hace pensar

gue el microambiente tumoral influye en el desarrollo tumoral .

Ante la falta de marcadores pronéstico en linfomas cutdneos indolentes (ya que los indices
prondsticos existentes sélo son validos para linfomas difusos de células B grandes, tipo piernas),
hipotétizamos que estos miRNAs podrian ser marcadores moleculares prondsticos en los linfomas B

cutaneos primarios indolentes.

Investigamos la asociaciéon entre la expresion de miRNAs y el prondstico clinico en el set de 57 casos
de los que disponiamos datos clinicos. Mediante regresion univariante de Cox obtuvimos que miR155 y
miR150 se correlacionaban directamente con el prondstico (PFS mayor) (p<0.1). La menor expresién de
ambos miRNAs en el diagndstico aumenta el riesgo de progresion cutanea en el total de la serie (p<0.1), pero
tras la estratificacién de casos segun el grupo histoldgico, sélo se valida en el grupo de linfoma de la zona
marginal. Esto se ratifica al estratificar los valores de expresion de miR150 y miR155 segin la mediana de
expresion de los mismos (considerando dicha expresion como una variable continua). Se obtuvo que la
expresion de ambos miRNAs se correlaciona positivamente con la PFS (long Rank test, p<0,05) en toda la

serie y de nuevo se valida sdlo en el grupo de linfoma de la zona marginal.

MIiR-155 estd implicado en la regulacidon del sistema inmune, sobre todo en la maduracion de las
células B. Este microARN se necesita para la regulacién de la respuesta de las células B a los antigenos, y
este efecto parece estar regulado directamente por la proteina PU.1. MiR-155 tiene una principal funcién
como supresor de tumores, ya que reduce las traslocaciones generadas por la proteina AID durante la

hipermutacidn somatica.

La infraexpresion de miR150 también se encontraba relacionada con un tiempo hasta progresién
mas corta. La diferencia de expresién entre ambos grupos histolégicos puede explicar que la pérdida de

expresiéon de dicho miRNA se asocie sdlo al peor prondstico cutdneo en linfomas de la zona marginal.
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CONCLUSION:

Hemos encontrado que ciertos miRNAs, en particular miR-155 y miR-150, tienen valor prondstico en
pacientes con linfomas cutaneos B primarios indolentes, tipo zona marginal. La expresidon de estos miRNAs
puede ser medido facilmente usando ARN extraido de muestras de tejido en parafina. La pérdida de Ila
expresion de dichos miRNAs esta asociada con el peor prondstico de dichos pacientes. El mecanismo por el
cual se produce este peor prondstico permanece oscuro y necesita mas estudios para ser aclarado, al igual
gue hasta el momento no tenemos dianas genéticas que puedan implicarse en este tipo de linfomas, que

nos permita entender mejor la etiopatogenia de los mismos
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INTRODUCCION
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INTRODUCCION:

LINFOMAS CUTANEOS PRIMARIOS DE CELULAS B
Definicion:

Los linfomas son tumores clonales de células maduras e inmaduras B, T y natural killer (NK). Los
linfomas de células B y T en muchos aspectos parecen la contrapartida maligna de los estadios de
diferenciacidon normal de los linfocitos B y T. Aln asi, existen ciertos linfomas (sobre todo sistémicos) en que
no hay estadio normal de diferenciacion celular linfoide que corresponda con la contrapartida maligna®. La
mayoria de los linfomas se desarrollan en los érganos linfoides; sin embargo, éstos pueden invadir o
desarrollarse en cualquier érgano. Los érganos dianas mas afectados son los ganglios linfaticos, seguidos del

bazo y la médula ésea, mientras que la piel, es un érgano que se suele afectar en menor proporcion.

Los linfomas que afectan primariamente la piel se clasifican segun la estirpe celular, en linfomas
cutaneos primarios de células T (LCCT) y linfomas cutaneos primarios de células B(LCCB). El interés de este

trabajo se centra en el grupo de linfomas cutaneos primarios de células B.

Los linfomas primarios cutaneos de células B, son procesos linfoproliferativos que se manifiestan
inicialmente en piel, sin evidencia de enfermedad extracutanea al diagndstico (a diferencia de lo que ocurre
con los linfomas sistémicos). En fases avanzadas de la enfermedad, estos linfomas pueden diseminarse a
otros drganos, entre ellos ganglios linfaticos y médula ésea. Inicialmente, este grupo de linfomas se
englobaba dentro de los linfomas sistémicos, pero sus caracteristicas clinicas, su buen prondstico en general

y sus peculiaridades histopatoldgicas han evidenciado que se trata de un grupo aparte.

Evolucion historica:

La primera descripcion de un linfoma fue publicada en 1832 por Thomas Hodgkin, lo que motivé que
un tipo especifico de linfoma llevara su nombre. Inicialmente se separaron dos grandes grupos de linfomas:

linfomas de Hodgkin (LH) y linfomas no Hodgkin (LNH).

Antes de los afos ochenta, los LCCB primarios no se consideraban una entidad propia, sino que se
consideraban una manifestacién extraganglionar de las formas sistémicas. Por tanto, se incluian dentro de

las clasificaciones de linfomas sistémicos propuestas por los hematopatdlogos. Inicialmente, aquellos
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linfomas con afectacion cutanea con buen prondstico y que respondian al tratamiento se catalogaban como

pseudolinfomas®®.

En 1980 con el desarrollo de las técnicas inmunohistoquimicas, se comenzaron a clasificar y a
distinguir diferentes subtipos dentro de los linfomas. El desarrollo de los sistemas de detecciéon de
restriccion de cadenas ligeras en los procesos malignos linfaticos facilité el diagndstico de los linfomas y su
distincion de los procesos reactivos, como la hiperplasia linfoide, ademas de ser utilizado como criterio
mayor para distinguir a los LCCB primarios’. Durante este periodo, la clasificacion de Kiel fue la mas utilizada
para clasificar los linfomas sistémicos B. Los LCCB primarios estaban incluidos dentro de éstos con términos
como inmunocitomas, linfomas centroblasticos/centrociticos, o linfomas inmunobldsticos. Ante la
publicacion de series largas que trataban de separar estos linfomas de las formas sistémicas, se llegd a la
conclusién de que los LCCB primarios eran entidades diferentes, con buen prondstico y respuesta excelente

al tratamiento®®.

En 1994, Willemze y colaboradores propusieron una clasificacién (the Dutch classification) especifica
para los LCCB primarios, aunque siguiendo la terminologia de la clasificacién Kiel. Esta clasificacion fue
asumida por la EORTC como clasificacién de la EORTC para linfomas cutaneos primarios’’, en la que por
primera vez se distinguieron 3 subtipos principales dentro de los LCCB (inmunocitoma primario cutdneo,
incluido posteriormente dentro de los linfomas cutdneos de la zona marginal, linfoma centro folicular

primarioy linfoma B de células grandes de las piernas).

En 2001, la clasificacién de la OMS de tumores hematopoyéticos y del tejido linfoide sustituyé a la
clasificacidon REAL, que habia reemplazado previamente a la de Kiel. Esta clasificacién no distinguia a los LCCB
primarios como entidad aparte, pero reconocia al linfoma de la zona marginal como una forma
extraganglionar'’. En esta clasificacién los linfomas del centro germinal con patrén de crecimiento folicular
fueron considerados como una forma cutdnea de los linfomas foliculares, mientras que aquellos con un

patrén de crecimiento difuso se consideraron una variante de los linfomas B difuso de células grandes *2.

Debido a la diferente terminologia utilizada entre la clasificacién de la OMS y la de la EORTC, la
confusién a la hora de catalogar los diferentes linfomas cutaneos primarios fue importante, y varias
publicaciones intentaron encontrar concordancias. El mayor problema se encontraba a la hora de clasificar

13,14

los linfomas foliculares, debido a la ausencia de la traslocacién t(14:18) y de expresién de bcl-27"", asi como

la dificultad para distinguir a los linfomas B difusos de células grandes".

Pero no fue hasta 2005, cuando la controversia sobre la clasificacién de los LCCB finalizé gracias a la

publicacién de la clasificacion OMS-EORTC, que permitié catalogar a los LCCB como grupo independiente®®,
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en la que se aunaban los puntos mas destacados e importantes de las dos clasificaciones previas, formando

un consenso entre ambas (Tabla 1).

Clasificacion linfomas cutaneos primarios

Linfomas cutdneos de células Ty NK
Micosis fungoide
Variantes Micosis fungoide
MF foliculotropa
Reticulosis pagetoide
Piel laxa granulomatosa
Sindrome de Sézary
Leucemia/linfoma de células T del adulto
Desérdenes linfoproliferativos primarios cutaneos CD30+
Linfoma primario cutaneo de células grandes anaplasico
Papulosislinfomatoide
Linfoma de células T paniculitico
Linfoma extranoadl NK/T, tipo nasal
Linfoma cutaneo primario periférico de células T, inespecificos (provisionales)
Linfoma primario cutaneo agresivo epidermotrépico de células T CD8+
Linfoma de células T gamma/delta
Linfoma primario cutaneo pleomérfico de células T cd4+ de pequefio/mediano tamaiio
Linformas cutdneos primarios B
Linfoma primario cutaneo de células B de la zona marginal
Linfoma primario cutaneo folicular
Linfoma primario cutaneo de células grandesB difuso, tipo piernas
Linfoma primario cutaneo de células grandesB difuso, otros
Linfoma de células B intravascular
Neoplasias de precursores hematolégicos
Neoplasia hematodermico CD+/CD56+ 1

Tras las publicacion de la clasificacion OMS-EORTC, el grupo de Willemze publicé una serie de 300
casos de LCCB para ver los cambios en su diagndstico segun ambas clasificaciones (EORTC (1997) y OMS-
EORTC (2005))"". De los 300 casos, no se observaron diferencias de clasificacion en el grupo de linfomas de
la zona marginal. Sin embargo, de los 169 casos inicialmente considerados segun la EORTC como linfomas
del centro folicular, 162 se reclasificaron segun la clasificacidon de la OMS-EORTC en centro foliculares y los 7
restantes como linfomas B de células grandes, tipo piernas. La correlacion entre OMS y OMS-EORTC no varid
en el grupo de linfomas centro foliculares, pero si en aquellos que se clasificaron inicialmente como linfomas
B de células grandes, tipo piernas (60), que al reclasificarlos segin la OMS-EORTC, 51 casos permanecieron
siendo linfomas B de células grandes, tipo piernas, mientras que 9 pasaron a formar parte de los centro
foliculares. De igual forma, al reclasificar los casos de la clasificacion EORTC, de 167 casos clasificados
inicialmente como linfomas B difusos de células grandes, al reclasificarlos segin la OMS-EORTC, 109 casos se

diagnosticaron como centro foliculares y 58 como linfomas de células B grandes, tipo piernas *2.

! Tabla 1.- Clasificacion OMS-EORTC. Clasificacion mas reciente (2005) que engloba a los LCCB.
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Por tanto, cabe decir, que con la nueva clasificacion el diagndstico varia, lo cual a su vez modifica la

forma de enfrentarse al tipo de linfoma y la forma de manejo y tratamiento. Para poder aunar terminologia

se muestra a continuacién una tabla que correlaciona las diferentes clasificaciones que han englobado a los

LCCB (Tabla 2).

CLASIFICACION KIEL CLASIFICACION EORTC CLASIFICACION REAL CLASIFICACION  OMS-
EORTC
Inmunocitoma Linfoma primario | Linfoma B zona marginal | Linfoma B  cutdneo
Plasmocitoma cutaneo extranodal de las | primario de la zona
inmunocitoma/linfoma B | mucosas (MALT) marginal
zona marginal Plasmocitoma
Linfoma Linfoma cutaneo | Linfoma B  cutdneo | Linfoma B  primario

centroblastico/centrocitico

o centroblastico

primario centro folicular

primario centro folicular
Linfoma  difuso  de

células grandes

cutaneo centro folicular

Linfoma centroblastico Linfoma cutdneo | Linfoma B difuso de | Linfoma B cutdneo
Linfoma inmunoblastico primarios de células B | células grandes primario  difuso  de
grande, tipo piernas células grandes, tipo

piernas
Linfoma centroblastico Linfoma cutdneo | Linfoma B difuso de | Linfoma B  cutdneo
Linforna inmunoblastico primarios de células B | células B grandes primario  difuso de

grande, no tipo piernas

células grandes, no tipo

piernas

Caracteristicas clinicas e histolégicas de los LCCB:

Los LCCB primarios son el segundo grupo de linfomas B extraganglionares mas frecuente, después de

los linfomas gastrointestinales. Dentro de las formas primarias cutaneas, los LCCB son el segundo grupo de

linfomas mas frecuentes (20-25%)'"°, después de la micosis fungoide.

Los LCCB engloban 4 grupos

principales de tumores: linfomas de la zona marginal, linfomas del centro folicular, linfomas B de células

grandes difusos, tipo piernas, y linfomas B de células grandes difusos, otros.

2 .z . ogs - N - . .
Tabla 2.- Correlacion diferentes clasificaciones de linfomas cutaneos primarios B
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Los linfomas cutdneos primarios de células B de la zona marginal (LZM), son un grupo de linfomas

indolentes. Clinicamente se caracterizan por la presencia de lesiones solitarias o multiples, tipo papula,
ndédulo o tumor, eritemato-violaceas, de localizacién preferentemente en extremidades, aunque se pueden
presentar en cualquier localizacion (Figura 1). Suelen ser clinicamente asintomaticos. Son linfomas de bajo
grado, sin tendencia a la diseminacién extracutanea, aunque pueden recurrir en piel (variable segun las
series, 23%-33%%*'), tanto en zonas previamente afectas o a distancia. El tiempo de aparicidon de las
recidivas es variable, desde meses hasta afios desde la primera manifestacion®. La diseminacion

extracutanea es extremadamente rara.

Histoldgicamente, estdn formados por una celularidad polimorfa (linfocitos B pequefos tipo
centrocito, células grandes, células monocitoides, células linfoplasmocitoides y células plasmaticas). En el
65% de los casos, las células neoplasicas simulan zonas del manto aberrantes®. Es caracteristica la presencia
de grupos de células plasmaticas maduras monoclonales rodeando periféricamente el infiltrado de
centrocitos. Ademads, es muy tipica la ausencia de epidermotropismo, dejando una zona grenz por debajo de
la epidermis. Es caracteristico que el infiltrado linfocitario se agregue de forma nodular alrededor de los

foliculos pilosos y estructuras ecrinas™*

. Inmunohistoquimicamente destaca la positividad para CD20,
CD79alfa y bcl-2 tanto en los centrocitos como en las células linfoplasmocitoides, mientras que CD5, CD10,
bcl-6 y MUM1 son negativos. Son varios los articulos publicados en que se ha descrito la presencia de

células CD30 positivas'*?**!

. Las células plasmaticas a su vez presentan restriccion para la cadena ligera
(lambda o kappa) de las inmunoglobulinas. Dentro de este grupo se engloban los antiguamente
denominados inmunocitomas y plasmocitomas. Estudios recientes han descrito en este subgrupo
mutaciones (t(14:18)) similares a las descritas en linfomas ganglionares tipo zona marginal’®® (ver mas

adelante en etiologia de LCCB) .

La supervivencia a los 5 afios se estima en un 95-99%”1222423,
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Los linfomas cutdneos primarios de células B centro foliculares o de centro germinal (LCF) se

caracterizan clinicamente, al igual que los LZM, por manifestarse como lesiones asintomaticas Unicas o
multiples en forma de placas, tumores o nddulos, de localizacién preferentemente cefdlica o troncal (Figura
2), mas raramente se localizan en miembros. La presentacion en forma de multiples lesiones diseminadas
cutdneas no conlleva un peor prondstico®. Si las lesiones se dejan sin tratar, suelen crecer en tamafio y

nGmero. La diseminacién cutanea se estima en un 58%”’, mientras que la extracutdnea es menor (19%)?’.

Histoldgicamente, segun la actual clasificacion de la OMS-EORTC, estan constituidos por células
polimorfas entre las que se reconocen centrocitos y centroblastos, con un infiltrado T acompafiante. Las
lesiones de este tipo de tumores se caracterizan porque al aumentar el crecimiento de la lesién aumenta la
cantidad de células B, mientras que el componente T acompafiante disminuye. Pueden presentar un patrén
folicular bien definido, difuso 6 mixto. Como se ha hablado en apartados previos, inicialmente este tipo de
linfoma sélo englobaba aquellos linfomas con patrén folicular, aunque tras publicaciones posteriores, se
incluyeron las formas con patrén difuso, ya que previamente algunas de estas formas se incluian dentro de
los linfomas B difusos de células grandes, tipo piernas®®. Presentan inmunohistoquimicamente positividad
13,28-

para CD20, CD79alfa y bcl-6, mientras que son mayoritariamente negativos para bcl-2, MUM-1 y FOXP1

% La ausencia de inmunoglobulinas en superficie es comun, sobre todo en formas tumorales avanzadas.

Figura 1 .- Linfoma B de la zona marginal (LZM). Se ilustran 3 formas de presentacion de este tipo de tumor.
Normalmente se presentan como nddulos aislados en cualquier localizacion, aunque pueden ser también lesiones
multiples.
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13,34-39

La supervivencia a los 5 afos se estima en 95%

Los linfomas B cutdneos primarios difusos de células grandes, tipo piernas (LCGP), son el subgrupo

mas agresivo de los LCCB primarios. Clinicamente se manifiestan, sobre todo en mujeres de edad avanzada,
como grandes lesiones tumorales de aspecto contusiforme, en piernas, aunque existen casos descritos fuera
de miembros inferiores (Figura 3). Se estima que hasta un 15% de las lesiones aparecen fuera de las piernas.

Su diseminacion extracutanea es frecuente.

Histoldgicamente estan constituidos por grandes masas de células monomorfas de aspecto
centroblastico o inmunoblastico con patrén difuso en sdbana, ausencia de epidermotropismo, y frecuente

invasion perivascular. En la IHQ expresan CD20, CD79alfa, bcl-2, MUM-1 y FOXP1, y algo menos bcl-6. CD10

31,32,34,37,40,41

es negativo Son de todas las formas de LCCB los que tienen un peor prondstico con una

supervivencia del 50% a los 5 afios?®3"**%3,

4 m. . o . . ; .

Figura 2.- Linfoma B centro folicular (LCF). Neoplasia que suele manifestarse como nddulos eritematoso, duros, de
consistencia gomosa con mayor predisposicion a la localizacidn cefdlica, aunque se puede localizar en cualquier parte
del cuerpo. Suele ser mas frecuente su presentacién como nddulos multiples.
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> Figura 3.- Linfoma de células grandes, tipo piernas (LCGP). Linfoma que suele manifestarse como grandes nédulos de
localizacién principalmente en piernas, siendo muy frecuente su rapida evolucién a nédulos ulcerados.

® Figura 4.- Subtipos clinicos de LCCB. Se presentan las caracteristicas clinicas mas relevantes diferenciales entre los 4
subtipos histoldgicos mas importantes de LCCB, aparte de las caracteristicas histoldgicas y la supervivencia global.
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SUBTIPOS LINFOMAS CUTANEOS PRIMARIOS B (LCCB)

Unico o multiple 5 e _—
Uni iltiol P Unico o mdltiple Unico o multiple
nico o multiple Cabezaotronco cualavierloalizasid
; Miembros ualguierlocalizacion
Miembros/tronco Diseminacion g g
) A . Diseminacion Diseminacion
Rara diseminacion extracutanea5-10% .
: extracutanea extracutanea
extracutanea
. frecuente frecuente
Polimorfo
Polimarfo Hi P
Ipermutacion , :
loH P Célulasgrandes Celulasgrandes
g cadenas

monomorfas monomorfas

Ligerasy pesadas
Supervivencia global

95% a5 afios Supervivencia global
95% a 5 afios

Supervivencia global Supervivencia global
50% a 5 afios 50%a 5 afios

Los linfomas cutdneos primarios difusos de células grande B, otros (LCG otros), se considera un cajén

de sastre en el que se engloban aquellos linfomas cutaneos de células B que no se pueden encuadrar dentro
del grupo de linfomas foliculares ni de LCGP. Inicialmente formaban parte del gran grupo de los linfomas B
difusos de células grandes. Actualmente, en este grupo segln la clasificacién OMS-EORTC se incluyen los

linfomas constituidos por células grandes que no se pueden catalogar dentro de los LCF o de los LCGP.
Diagnéstico, estadificacion y factores prondsticos de LCCB:

La EORTC propuso unas guias de consenso de diagndstico, estadiaje y manejo de los LCCB en 2008.
Para el diagndstico de dichos linfomas se propone, ademdas de una historia clinica con exploracién fisica
exhaustiva, una biopsia en fresco con tincién de hematoxilina y eosina e inmunohistoquimica. Para el
diagndstico definitivo, se sugiere un despistaje extracutaneo mediante tomografia axial computerizada (TAC)
que englobe térax, abdomen y pelvis, con extensién a cuello en caso de palparse adenopatias, ademas de

una biopsia de médula ésea para descartar invasion por células tumorales*.

En el diagndstico inicial de los LCCB, los expertos consideran necesario que la biopsia sea excisional
y no un punch, ya que la informacién que se obtiene es menor con ésta ultima técnica. Con respecto al

estudio histoldgico, consideran basico la utilizacion de una bateria estandar que incluya: CD3, CD20, CD43 y
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CD79a para confirmar el origen B de las células tumorales; el uso de inmunoglobulinas de superficie; CD35 y
CD21 para visualizar los foliculos reactivos; Ki67 para determinar el indice proliferativo del tumor;
marcadores para diferenciar los diferentes subtipos tumorales como son Bcl2, Bcl6, CD10, MUM1 y FOXP1;
ademas de las tinciones con anticuerpos para CD5 vy ciclina D1, que permiten diferenciar los LZM (CD5-,
ciclina D1-) de los linfomas de células del manto sistémicos (CD5+, ciclina D1+) y de las infiltraciones
cutaneas por leucemias linfociticas (CD5+, ciclinaD1-). Ademas del estudio inmunohistoquimico, es de
utilidad la realizacion del reordenamiento genético de la cadena pesada de la inmunoglobulina (IgH) para
diferenciarlos de las hiperplasias linfoides, que no reordenan; y la deteccion de restriccién de cadenas ligeras
en el corte histoldgico, que permite diferenciar los pseudolinfomas que no presentan restriccién de cadenas

ligeras, de los linfomas que si presentan dicha restriccion*.

448 an estos

Existe controversia en la necesidad de la realizacion de una biopsia de médula dsea
pacientes, ya que se trata de una técnica invasiva. En el trabajo de Quereux y colaboradores®, tras analizar
57 casos de LCCB, sdlo obtuvieron alteracidén en la médula dsea en 3 casos (5.7%), y como bien afirman ellos,
el hecho de presentar células linfoides atipicas en médula no cambia el tratamiento de los pacientes, puesto
que la afectacidn suele ser minima, por tanto en su opinidn no es necesario hacer una biopsia de médula si
el TAC y las pruebas analiticas no presentan alteraciones. Por otro lado, en la guia de la EORTC consideran

oportuno realizar una biopsia 6 aspirado de médula en aquellos casos de LCGP, mientras que no seria

necesario en los linfomas indolentes (LZM y LCF) */.

A pesar de ello, Senff y colaboradores consideran necesaria la realizacion de la biopsia o del

aspirado de médula dsea, para poder diagnosticar a un LCCB como primario cutdneo™.

Otro de los elementos controvertidos en el manejo de los LCCB, sobre todo del tipo zona marginal,

es la necesidad de realizacién de serologias de Borrelia'**>°

, Ya que en paises americanos y centroeuropeos
si se ha visto cierta relacién entre el desarrollo de linfomas cutdneos y la deteccion de ADN de Borrelia
mediante PCR en tejido de linfoma, mientras que en el resto de Europa, dicha asociacion no es tan constante

(ver en etiopatogenia de LCCB).

La estadificacion de los LCCB se realiza con la clasificacion TNM para linfomas cutaneos primarios
diferentes de micosis fungoide y sindrome de Sézary, de la EORTC". Antes de considerarse un grupo aparte
de las formas ganglionares, se utilizaba el sistema de estadificacion de Ann Arbor, por tanto, de entrada eran
considerados un estadio IV. Objetivamente, este sistema de estadificacién no era util, puesto que el
prondstico de los linfomas cutaneos es excelente, mientras que los estadios IV de las formas ganglionares
tienen un prondstico nefasto. Actualmente, la estadificacién TNM utilizada permite unificar criterios a la

hora de comparar los linfomas B cutaneos primarios (y linfomas T distintos de micosis fungoide y sindrome
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de Sézary)® (Tabla 3). Con el sistema TNM, en el diagnéstico inicial, cualquier LCCB debe de ser NO y MO, ya
gue por definicidn no tienen afectacién ganglionar ni visceral, siendo por tanto estos items Utiles a la hora de
predecir las recidivas y valorar la progresion de la enfermedad. En un estudio llevado a cabo por Senff y
colaboradores®, se intentd validar dicho sistema de estadificacion con 300 casos de LCCB (71 LZM, 171 LCF y
58 LCGP). En este estudio concluyeron que el sistema TNM era fécil de aplicar en la estadificacion de los
LCCB, pero no presentaba valor prondstico en los casos de linfomas indolentes (LZM y LCF), aunque si en los

casos LCGP, ya que aquellos con T mas elevado tenian peor prondstico y menor supervivencia.

ESTADIFICACION LCCB

*T: extension en piel
—T1: lesion uUnica en piel
*T1a: lesion Unica <5 cm diametro
*T1h: lesion tnica >5 cm diametro
—T2: multipleslesiones en una zona del cuerpo o 2 regiones contiguas.
*T2a: lesiones ocupan area <15 cm
*T2b: lesiones ocupan area 15-30 cm
*T2c: area >30cm
—T3: lesiones generalizadas(mas de 2 dreas no contiguas)
*T3a: 2 areas no contiguas
*T3b: >0 =3 areas
*N:ganglios
—NO: no evidencia clinica 0 anatomopatoldgica de afectacion ganglionar
—N1: afectacionde 1 cadenaganglionarcercana al area de drenaje a la/s
lesion/escutanea/s
—N2: afectacion 2 o mas cadenas ganglionares
—N3: afectacion cadenas ganglionares centrales
*M: afectacion extracutanea y extraganglionar
—M0: no evidenciade metastasis organicas
—M1: presencia de metastasis organicas

El prondstico de los LCCB depende del subtipo histoldgico. Asi, los LZM y LCF se consideran linfomas
indolentes, con muy buen pronéstico y una supervivencia global a los 5 afios del 95%, mientras que los
linfomas LCGP son muy agresivos, con una supervivencia global de 50% a los 5 afios™. Los linfomas
indolentes, pese a su elevada supervivencia, suelen presentar una gran tasa de recidiva a lo largo de su
evolucién. Dicha recidiva suele ser cutdnea, de alrededor del 20 al 60%>%***°1(23-33%*° en LZM,58%"’ en

LCF), mientras que las recidivas extracutaneas se estiman entre el 8 al 10%(8.5% LZM, 10% LCF)®.

’ Tabla 3.- Estadificacién LCCB. Estadios TNM utilizado en linfomas cuténeos primarios no micosis fungoide ni sindrome
de Sézary.
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Las guias e indices prondsticos en LCCB son escasas y la mayoria determinan factores prondsticos

264951 "E| sistema TNM fue desarrollado para estadificar los LCCB, y servir de

para linfomas tipo piernas
herramienta prondstica. Como se ha comentado en parrafos previos, dicha utilidad prondstica, sélo es
sy: 49 p . . , . P
valida para los LCGP™. El numero de lesiones se ha considerado cldsicamente un factor prondstico
predictivo en los LCCB. Aun asi, Kodama y colaboradores® no observaron diferencias estadisticamente
significativas en la supervivencia entre casos con una Unica lesidon y multiples, mientras que Zinzani y

colaboradores® objetivaron en una serie de 467 pacientes que los linfomas indolentes (LZM y LCF) con

lesiones Unicas tenian mayor supervivencia global que aquellos con multiples.

A pesar de ello, la mayoria de articulos de la literatura se han basado en los linfomas B difusos de
células grandes (segun antiguas clasificaciones), para determinar diferentes factores prondsticos. El grupo de
Smith en 2005>* propuso un indice pronéstico que distinguia 4 grupos prondsticos (IA: formas indolentes
histoldgicas con cualquier afectacién cutdnea; IB: formas difusas B de células grandes con afectacién de
zonas cutaneas favorables ( cabeza, cuello y brazos); Il: formas difusas B de células grandes con afectacién de
zonas cutaneas no favorables (tronco, piernas y formas diseminadas); Ill: formas inmunobldsticas con
afectacién de zonas cutdneas no favorables)). Este indice prondstico se basa en el tipo histologico y en la
localizacién de las lesiones. Describieron que los grupos Il y lll presentaban una supervivencia a los 5 afios
menor que los grupos IA y IB (60% y 34% con respecto 94% y 86%, respectivamente). Aun asi, con la
aparicion de la nueva clasificacion OMS-EORTC, el uso del indice prondstico de Smith y colaboradores no

fue admitido.

Junto con los factores clinicos e histoldgicos, también se han propuesto otros factores prondsticos
basados en la inmunohistoquimica. El grupo de Hallerman® concluyd que aquellos casos con tincidn positiva
para Bcl2, OCT2 y MUM1 presentaban peor prondstico, mientras que los casos con tincidn positiva para Bcl6,
presentaban mejor pronéstico. En cierta manera, dicho patréon inmunohistoquimico también se corresponde

con el tipo histoldgico LCGP, por lo que es légico, que dicho patrén tenga peor prondstico.

Recientemente se ha publicado un indice prondstico (CLIPI) para linfomas B cutaneos indolentes
(LZM y LCF) en el que se tienen en cuenta parametros como los niveles de lactacto deshidrogenasa (LDH), la
morfologia de las lesiones (nddulo versus otras lesiones) y el nUmero de lesiones. El hecho de tener mas de 2
lesiones es un factor pronéstico independiente de mal prondstico en LCCB indolentes. Segun este indice, los
pacientes se agrupan en 3 grupos de riesgo: grupo de bajo riesgo, riesgo intermedio y riesgo alto, con
tiempos libres de progresion de 91%, 64% y 48%, respectivamente. Este nuevo indice prondstico predice
prondstico para tiempo libre hasta progresion (PFS), pero no es vélido para supervivencia global®®. Adn asi,

este nuevo indice prondstico necesita estudios que lo validen.
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Ante todos los datos reportados en la literatura, no existe hasta el momento ningln indice
prondstico perfecto que nos determine de forma fiable el riesgo de que un paciente con LCCB vaya a
recidivar 6 tenga menor supervivencia, aun asi, estd claro a la vista de los datos previos, que el tipo
histoldgico del linfoma es el principal factor a la hora de predecir el riesgo de recidiva y de progresion,
siendo otro factor importante el niumero de lesiones al diagndstico. A pesar de ello, se necesitan mas
estudios, y en un futuro los indices prondstico se ampliardn con diferentes factores como la expresion

proteica y gendmica.

Tratamiento LCCB:

El tratamiento de estos linfomas depende del nimero de lesiones y del tipo histoldgico. Segun la
guia de la EORTC* para el manejo de los LCCB, los tratamientos recomendados oscilan entre: cirugia,
radioterapia, quimioterapia sistémica y rituximab (sistémica o intralesional). Se ha utilizado también con
éxito el interferén y de forma anecddtica existen pocos casos publicados tratados con terapia

58,59

fotodinamica®’, cisplatino intralesional, antibidticos®®>°, imiquimod tépico® y corticoterapia tdpica e

intralesional®’.

En una amplia revision de todos los tratamientos utilizados en LCCB realizada por Senff vy
colaboradores*, se concluye que el tratamiento con mejor respuesta y mayor tasa de remisién completa
tanto en LZM, LCF como en LCGP es la radioterapia (99%, 99% y 88% de remisién completa,
respectivamente), aunque la tasa de recidiva superd al 45% en los 3 subtipos histoldgicos*’. Otro de los
tratamientos con tasa de remisiéon completa préoxima al 100% es la cirugia excisional en el caso de los LZM,
con una tasa de recidiva del 43%, mientras que en los LCF la remisién completa se consigue en el 98%, con
tasas de recidiva del 40%. La cirugia no se considera tratamiento de eleccidn en los casos de LCGP, ya que

suelen tratarse de casos con lesiones amplias, diseminadas y con mala respuesta a la cirugia.

El interferén (IFN) alfa es un tratamiento que se usa de forma intralesional a dosis de 3 millones de
unidades (MU) 3 veces por semana, con una media de 8 semanas de tratamiento®. Existen 8 casos de LZM
tratados con IFN con tasa de RC de 100% con recidiva del 25%%, 7 casos de LCF con tasas de respuesta

también del 100% con recidiva del 29%"*®*. No existen casos publicados de LCGP tratados con interferén*.

Otro tratamiento de gran utilidad y muy buenos resultados en LCCB es el rituximab, anticuerpo
monoclonal murino antiCD20, tanto sistémico como subcutdneo, aunque por parte de dermatdlogos es
utilizado de forma intralesional, a pesar de no estar incluido en ficha técnica. Utilizado a dosis de 375 mg/m?
i.v una vez a la semana, durante 4-8 semanas en el uso sistémico, mientras que la dosificacion en el uso

intralesional es mas erratica (10-30 mg 3 veces por semana 1 vez al mes)**, ya que no hay consenso firme
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sobre la forma de utilizacién. De los casos publicados que se han tratado con rituximab intralesional, el 89%
de los LZM respondieron con tasas de recidiva del 62%; en los LCF, el 83% respondié completamente, con
recidivas del 40%. El uso intralesional no se ha utilizado en LCGP. El tratamiento intravenoso es ampliamente
utilizado en linfomas sistémicos, mientras que en las formas cutdneas primarias, se han descrito 3 casos de
LZM tratados con respuesta del 67%, con recidiva del 50%; 28 casos de LCF con respuesta del 75% y recidiva
del 21%; y en el caso de los LCGP se ha utilizado en 13 casos con respuesta del 39%*. El uso de rituximab
intralesional ha sido utilizado en una serie de 35 linfomas cutaneos primarios (17 LZM y 18 LCF) con una tasa
de respuesta del 71%, con un tiempo medio de respuesta de 8 semanas. En 19 casos se presentaron

reacciones adversas, siendo el dolor en el punto de inyeccidn el mas frecuentemente observado®.

El clorambucil, como quimioterdpico sistémico, ha sido utilizado en LZM con respuesta del 64% vy
recidiva del 33%. Por otro lado, la quimioterapia combinada (CHOP, COP, R-CHOP) ha sido utilizada en los 3
tipos de LCCB, con respuestas variables desde 81% de los LCGP, hasta respuesta del 100% en LCF, con

recidivas de mas del 50% en las 3 variantes**.

Ante la diversidad de respuestas a los diferentes tratamientos en cada uno de los subtipos
histolégicos de LCCB, la EORTC publicé unas recomendaciones de tratamiento en estos tumores (Tabla 4).
Asi proponen utilizar en LZM con lesién Unica como primera linea radioterapia local, cirugia o antibidticos
(siempre y cuando haya evidencia de Borrelia), dejando como segunda linea IFN, rituximab o esteroides
intralesionales, mientras que cuando se trata de formas multifocales, recomiendan diferentes opciones:
como esperar y ver, radioterapia local, clorambucil, rituximab sistémico, dejando el IFN, el rituximab

intralesional o los corticoides como segunda linea.

En las formas de LCF con lesién Unica el tratamiento de eleccién seria la radioterapia local o la
cirugia.En las formas localizadas se consideran como opciones: esperar y ver, radioterapia local o rituximab
sistémico, dejando como segunda linea la quimioterapia. En cambio, en los LCGP, el tratamiento inicial tanto
en formas localizadas como multifocales, es R-CHOP, dejando el rituximab sistémico como tratamiento

secundario®.
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TIPO LINFOMA

LINFOMA ZONA

LINFOMA CENTRO

LINFOMA B DIFUSO CELULAS

MARGINAL FOLICULAR GRANDES, TIPO PIERNAS
Lesion Unica o Cirugia Cirugia R-CHOP
multiples localizadas Radioterapia local Radioterapia local Rituximab IV
Antibidticos
Multifocal Esperar y ver Esperar y ver R-CHOP
Radioterapia local Rituximab IV

Radioterapia local
Clorambucilo®
Rituximab IV o IL Rituximab IV

Antiobioticos®

Son varios los ensayos multicéntricos y estudios experimentales que se han iniciado con nuevos
medicamentos para tratar los LCCB: Yttrium-90 ibritumomab tiuxetan®, doxorrubicina liposomal pegilado®
0 131I-toxitumomab®’ en el tratamiento de LCGP o terapia génica con IFN- gamma mediado por adenovirus

en LZm%%,

® Tabla 4.- Tabla resumen de tratamientos propuestos por EORTC para LCCB. a) En caso de gran agresividad, b) En caso
de evidencia de Borrelia. Modificada de 44.Senff NJ, Noordijk EM, Kim YH, et al. European Organization for Research
and Treatment of Cancer and International Society for Cutaneous Lymphoma consensus recommendations for the
management of cutaneous B-cell lymphomas. Blood. 2008;112:1600-1609.
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ETIOPATOGENIA DE LOS LCCB

La etiopatogenia de los LCCB estd todavia por determinar aunque cada vez son mas las referencias
en la literatura que pretenden explicar el origen de este tipo de tumores. La etiologia de estos linfomas se ha
relacionado con alteraciones genéticas (pérdidas cromosdmicas, mutaciones en genes oncogénicos o
supresores de tumores), cambios epigenéticos como metilaciones y con factores medioambientales, sobre
todo infecciosos. En este apartado se analizaran los factores etiopatogénicos relacionados con cada uno de
los tres principales grupos (LZM, LCF y LCGP). Para ello es necesario conocer previamente el desarrollo de las

células B normales.
DESARROLLO NORMAL DE LAS CELULAS B:

Los linfocitos By T son los efectores primarios de la respuesta inmune adaptativa. Su principal misién
es reconocer los antigenos extrafios, discriminar entre los antigenos propios y los ajenos y posteriormente

producir células inmunoldgicas de memoria’®"".

El desarrollo de los linfocitos B se puede dividir en 3 pasos: una fase independiente de antigeno que
ocurre principalmente en la médula ésea, una fase dependiente de antigeno que ocurre en los érganos
linfoides periféricos y una tercera fase en la que los linfocitos B maduros se diferencian a células plasmaticas
y de memoria. En todos estos pasos existen multiples moléculas que controlan la evoluciéon correcta de cada
uno de los estadios. Uno de los elementos principales para dicho desarrollo es la expresidn del receptor de

células B (inmunoglobulinas de superficie) que varia a lo largo de la maduracidn de las células B.

Las inmunogloblulinas de superficie estdn formadas por dos cadenas pesadas idénticas y dos
cadenas ligeras que se unen covalentemente por puentes disulfuro. La clase de un anticuerpo esta definida
por la estructura de su cadena pesada. Existen cinco clases de cadenas pesadas principales: inmunoglobulina
(Ig) M, IgD, IgG, IgA e IgE. Sus propiedades funcionales distintivas son conferidas por el extremo carboxi
terminal de la cadena pesada, donde no se une a la cadena ligera. Las cadenas estdn constituidas por
secuencias de aminodcidos, unas son las secuencias carboxi terminales que son constantes tanto en las
cadenas ligeras como en la pesadas (dominios C), y unas secuencias amino terminales que con variables y
constituyen los dominios V. Los dominios V son los que otorgan la gran diversidad de reconocimiento para
antigenos propiosyextraﬁos72. Casi cualquier sustancia puede provocar una respuesta inmunitaria por
anticuerpos. La respuesta incluso a un solo antigeno es diversa y comprende numerosas moléculas de
anticuerpos diferentes, cada uno con una afinidad Unica y una especificidad concreta. La coleccién completa
de especificidad de anticuerpos disponibles en un individuo se conoce como repertorio de anticuerpos. La

clonacién de los genes que codifican las Ig demostré que el repertorio de anticuerpos se genera durante el
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desarrollo de las células B por reordenamientos de ADN. Estos combinan y ensamblan segmentos génicos
diferentes de regiones V a partir de un grupo relativamente pequefio de secuencias de regiones V heredades
en cada locus. La diversidad se incrementa ademds por un proceso de hipermutacidon somatica en células B

maduras.

Las secuencias de ADN que codifican las regiones V y C de las cadenas de Ig estan separadas por una
distancia considerable en el genoma en todas las células excepto en los linfocitos del linaje B, en los que en
un momento temprano de la ontogenia se producen reordenamientos (roturas y posteriores uniones) de la
cadena del ADN, que los sitdan juntos. En la cadena ligera, cada dominio V se halla codificado por dos
segmentos separados de ADN, son los denominados segmento génico V, y segmento génico de unién
(segmento J). La unidn de un segmento génico V a un segmento J crea un fragmento continuo de ADN que
codifica la regién V completa de la cadena ligera. Los segmentos génicos J estdn separados de los genes de la
region C por ADN no codificante, y se unen a ellos por procesamiento del ARN después de la transcripcion, y

no por recombinacién de ADN.

Las regiones V de la cadena pesada se hallan codificadas por tres segmentos génicos. Ademas de los
segmentos génicos Vy y Jy, existe un tercer segmento, denominado segmento D (de diversidad), que esta
situado entre los segmentos Vy y J4. Mediante recombinacion se genera una regién V completa de cadena
pesada, en la que el segmento génico D se une a un segmento Jy El segmento Vy se reordena con el
fragmento previamente formado DJy, completando el exén de la regién V de una cadena pesada.
Posteriormente, como ocurre en la cadena ligera, toda la regidon V se ensambla por cambios postranslaciones

con la regién C.

Los segmentos génicos funcionales estan organizados en tres grupos: kappa (cromosoma 2), lambda

(cromosoma 22), segmentos de la cadena pesada (cromosoma 14).

Descrito el proceso de reordenamiento génico, cabe decir, que dicho proceso es secuencial, y
permite a las células B desarrollarse independiente de antigeno. Este proceso inicial, como se ha comentado
anteriormente, se lleva a cabo en la médula ésea. Las células mas tempranas del linaje B se denominan,
célula pro-B, en la que se produce el reordenamiento de los segmentos génicos de la cadena pesada. La
célula pro-B pasa por un estadio pro-B temprano, donde Dy, se une a Jy, y un pro-B tardio, en el que Vy se
une a DJy. La recombinaciéon VDJy se lleva a cabo en el ADN de doble cadena. Las enzimas encargadas de

dicho proceso son las recombinasas (RAG1 y RAG2)2.

Con la unién VDJy se expresa la cadena p intacta (aunque se une a una pseudo cadena ligera, que
permite la expresién en superficie de la misma, lo cual paraliza el proceso de reordenamiento génico de la

cadena pesada. Todo este proceso se da en el estadio pre-B, que tiene totalmente reordenada la cadena
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pesada de la inmunoglobulina, pero no la cadena ligera, es el receptor pre-B. La expresion del receptor pre-
B permite poner en marcha el mecanismo de reordenamiento de la cadena ligera por activacién de las
recombinasas, que se inactivardn posteriormente tras el reordenamiento de la cadena ligera. Esto origina la
expresién en superficie de un receptor de superficie (IgM) completo, originando una célula B inmadura

(naive).

Las células B inmaduras sdlo expresan en superficie IgM. La maduracion de dichas células implica la
migracion desde la médula a tejidos linfoides secundarios y el procesamiento alternativo de transcritos para
generar una célula B madura que coexpresa IgM e IgD. Es la fase dependiente de antigeno Antes de ser
liberada al torrente linfatico, la célula B naive pasa por la denominada seleccion negativa, donde es
presentada a moléculas del propio cuerpo. Esto se lleva a cabo mediante dos mecanismos: la deleccién
clonal, en la que los linfocitos inmaduros que se unen a antigenos multivalentes mueren en la médula antes
de salir, y el fendmeno de anergia, en que los linfocitos expuestos a antigenos solubles, no muere pero se
inactiva al retener la IgM intracelularmente, lo que bloquea la transduccién de sefiales y no reaccionan ante
dicho antigeno. Una vez pasada la fase de seleccidén negativa, la célula B ndive sale al torrente linfatico en
direccion a los ganglios linfaticos, aunque una pequefia proporcidon migra al bazo (zona marginal de la pulpa

blanca).

Ya en el ganglio linfatico, la célula B ndive necesita a las células T y a las células dendriticas para
activarse. Tras exponerse a las células T, las células B pueden transformarse en blastos o bien en células B
gue van a originar un centro germinal dentro del ganglio. Estas células B migran hacia el foliculo primario del
ganglio donde se desarrollan y forman las células denominadas centroblastos, que formaran un centro
germinal. En el centro germinal, las células B proliferan intensamente y son sometidas a hipermutacién
somatica en las regiones V reordenadas y se produce una seleccién de las células que llevan receptores con
alta afinidad por el antigeno estimulador. Las células B que no se han expuesto a antigenos seran dirigidas a
la zona del manto del foliculo B secundario. Los centro germinales del ganglio estdn compuestos por una
zona oscura que contiene centrocitos y una zona clara compuesta por centroblastos. Estas células se
diferencian de las células maduras en su fenotipo y en su susceptibilidad a la apoptosis, ya que son CD10+ vy

bcl-6+, mientras que no presentan expresion de Ig en superficie y son bcl-2 negativas.

En el centro germinal se lleva a cabo la hipermutacién somatica’®. La hipermutacién somatica es un
mecanismo adicional que genera diversidad a través de la regién V y que opera en células B en los drganos
linfoides secundarios una vez los genes funcionales han sido ensamblados. Por este proceso se introducen
mutaciones puntuales (inserciones y deleciones) en las regiones V de los genes reordenados de las cadenas
pesada y ligera, con una tasa muy elevada, dando lugar a moléculas de Ig mutantes en la superficie de las

células B. Algunas de estas moléculas mutantes unen el antigeno mejor que la Ig original, y las células que las
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expresan son seleccionadas de forma preferencial para madurar a células plasmaticas. La hipermutacion
somatica se produce cuando las células B responden a un antigeno. Los genes de la regién C de las Ig no se
ven afectados, mientras que todos los genes de regién V experimentan mutaciones, incluso en aquellos

casos de reordenamientos no productivos y que no se expresan.

En el centro germinal también se lleva a cabo la seleccion de antigenos (la seleccion positiva).
Durante el proceso de seleccion positiva se produce en las regiones variables de las inmunoglobulinas una
serie de mutaciones aleatorias, que se mantendran segun la afinidad de las inmunoglobulinas con los
antigenos a los que se expongan. Las células B con seleccidn positiva reciben una serie de sefiales quimicas
que originan la recombinacidn de los genes de Ig (hipermutacidn somatica) y permite la diferenciacion a

células B memoria y finalmente la diferenciacién a células plasmaticas’>’®

. Durante este proceso se produce
la seleccion definitiva de inmunoglobulina de superficie (IgG, IgA, IgE). Se ha descrito que en esta fase se
produce una disminucidn de expresidn de bcl-6 y una mayor expresién de MUM1/IRF4 y de BLIMP-1"%"". Las
células plasmaticas y las células B de memoria salen del centro germinal. Las células post germinales son
células B de memoria con minima expresién de IgD y con predominio de expresién de IgM, 6 aquellas que
han sufrido el cambio de clase y expresan IgG, IgA 6 IgE. Estas son células que responden rapidamente
proliferando y diferenciandose ante la exposicién a un antigeno especifico. Mientras las células plasmaticas

migran a zonas de alta exposicidon de antigenos como son el sistema gastrointestinal y los pulmones, otras

vuelven a la médula dsea.

Los tumores retienen muchas de las caracteristicas de las células del que se originaron, siendo buen
ejemplo de ello, los tumores de células B. En humanos se han encontrado tumores que corresponden
practicamente a todos los estadios del desarrollo B. Es destacable, que ademas, cada tipo de tumor suele
mantener sus propiedades caracteristicas de residencia. Por ejemplo, un tumor que este constituido por
células parecidas a las células naive maduras se localizara en foliculos en los ganglios linfaticos y bazo, lo que
origina un linfoma del centro folicular, mientras que un tumor de células plasmaticas tiene tendencia a
dispersarse por la médula dsea, originando un mieloma multiple. Lo que parece claro es que para una célula

B normal, existe una contrapartida maligna, que puede explicar la expansién clonal de una célula B inicial’®.
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Figura 5.- Desarrollo de células B antigeno dependiente. Las células B procedentes de médula ésea llegan por el
torrente linfatico al ganglio linfatico donde constituyen el centro germinal. Estas células pasan por el proceso de
hipermutacion somatica, seleccidn positiva, y recombinacion de clase de inmunoglobulina. Las células posteriormente

desarrollaran células B de memoria, células plasmaticas, y otras sufriran procesos de apoptosis si no pasan el proceso
de seleccion positiva.
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ALTERACIONES MOLECULARES Y GENETICAS:

La etiopatogenia de los linfomas de células B tanto sistémicos como cutdneos primarios no esta
claramente descrita, y existen muchos mecanismos que todavia son desconocidos. Uno de los mecanismos
gue se cree que participa en el desarrollo de los LCCB primarios es la alteracién del proceso fisioldgico
normal que tienen las células B, que incluye cambios genéticos (recombinacién génica VDJ, hipermutacion
somatica y recombinacion de clase de Ig). Esas alteraciones que se dan de forma natural pueden originar
cambios genéticos (traslocaciones, delecciones, amplificaciones, mutaciones...) que son capaces de producir
ventajas proliferativas en una determinada célula y su progenie, originando la creacién de clones de células

B.

En el genoma de las células cancerigenas se dan cambios que activan proto-oncogenes e inactivan
genes supresores de tumores que llevan a la hiperestimulacién celular con la consiguiente proliferacion
celular e inhibicion de la apoptosis. Esto junto a otras alteraciones en la sefializacién celular permiten la

diseminacion tumoral.

La activacién de los oncogenes se puede deber a traslocaciones, amplificaciones o mutaciones. Los
genes supresores de tumores se pueden inactivar por deleciones cromosdmicas, mutaciones inactivantes o

hipermetilacién de promotores génicos’ .

En los linfomas de células B el principal mecanismo de activacién de oncogenes es la traslocacion
cromosémica. Una translocacién cromosodmica es el desplazamiento de un segmento de un cromosoma a un
nuevo lugar en el genoma. En los linfomas sistémicos diversas traslocaciones se han relacionado con tipos
especificos de linfomas: la traslocacion t(11;14)(q13;q32) con los linfomas del manto®®, t(14;18)(q32;q21)
con los linfomas foliculares sistémicos y los linfomas B difusos de células grandes®,t(8;14)(q24;q32) con los
linfomas de Burkitt’®, entre otras. La produccién de dichas traslocaciones estd relacionada con la gran
variedad que se produce en los genes de las inmunoglobulinas durante el desarrollo de las células B. Con la
produccién de estas traslocaciones, las células B desarrollan una ventaja adaptativa, por ejemplo, con la
traslocacion t(14;18) IGH/BCL2, lo que ocurre al colocarse el promotor del gen de la cadena pesada de la
inmunoglobulina, es que cada vez que se necesita producir la cadena pesada de la inmunoglobulina, es la
proteina bcl-2 que funciona de forma normal la que se genera, por lo que inactiva el proceso de apoptosis de
esas células, favoreciendo la proliferacion celular. Muchas de estas traslocaciones implican oncogenes

conocidos, lo cual favorece el desarrollo celular y por tanto la tumorogénesis.

En los LCCB primarios también se han descrito diferentes alteraciones génicas segun el subtipo

histoldgico.
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En los LZM cutdneos primarios son varias las alteraciones genéticas descritas; la trisomia del
cromosoma 3 detectado en 2 casos de 12% y 10 de 51%, trisomias en el cromosoma 18 (2 de 51) o 12%%%,
pero las traslocaciones son las alteraciones genéticas que mayor interés han despertado, pues aunque
inicialmente no se detectaron traslocaciones previamente descritas en linfomas sistémicos®’, cada vez son
mas los casos cutaneos donde se detectan. Rosebeck y colaboradores® demostraron que la traslocacion
t(11;18) (g21;921) genera la proteina AP12/MALT1, descrita inicialmente en linfomas MALT de localizacién
extracutdnea, sobre todo en las formas gastricas. Esta traslocacion produce una alteracién que genera una
resistencia a la degradacidon proteosémica, lo que a su vez otorga una resistencia a la apoptosis. Por tanto,
segln estos autores, esta traslocacién genera una ganancia de funcidn por el desarrollo de una oncoproteina
gue participa en el desarrollo de los procesos linfoproliferativos B. Ademas, esta traslocacion se ha asociado

con un peor prondstico en los linfoma MALT®. Se ha descrito en las formas cutdneas por Streubel y

colaboradores en 4 casos de 51%% y Gallardo y colaboradores en 15 de un total de 42 LZM®.

La traslocacién t(14;18) IgH/MALT1 es otra de las traslocaciones mas caracteristicas de los linfomas
de zona marginal sistémicos®, siendo su hallazgo poco frecuente en las formas cutaneas. MALT1 es una
paracaspasa que actua sobre Bcl-10 para inducir la activacion de NFKB, y es necesaria para el desarrollo
normal de las células B. En el estudio previamente mencionado, de Streubel y colaboradores, en los 51 casos
de LZM analizados, 7 de ellos presentaban dicha traslocacion®. En un estudio posterior se detectd dicha
traslocacion en 3 de 12 LZM*. Palmedo y colaboradores® en un estudio de 30 biopsias de 13 pacientes con
LZM intentaron detectar las traslocaciones relacionadas con t(14;18) tanto IGH/BCL2 como IGH/MALT1,
observando que 10 de las 30 muestras presentaban la traslocacién t(14;18)(q32;921)IGH/MALT1, y 16
muestras de las 30 la traslocacién t(14;18)(g32;q21)IGH/BCL2. Lo mas destacable de este estudio es que de
un mismo paciente se analizaron varias muestras de tejido de diferentes localizaciones cutaneas del linfoma,
y no en todos se detectd la mutacién, por lo que se demuestra la gran heterogeneidad genética dentro de un
mismo linfoma y dentro de un mismo paciente. En total se han descrito en la literatura 23 casos con
traslocaciones en IGH/MALT1 de 152 casos**®**# esto supone una sobreexpresion del gen MALT1, siendo
el gen de la cadena pesada de la Ig el promotor de dicha sobreexpresién. Aun asi, el significado de dichas
traslocaciones no se conoce todavia, por lo que son necesarios mas estudios. Otros autores no han hallado la

t(14;18) IgH/MALT1 en los casos analizados®>#>%*,
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Hallerman y colaboradores no hallaron en ninguno de los 9 LZM cutaneos primarios traslocaciones ni
en la banda 14932 del locus IGH, ni en el locus de bcl-6 en la banda 3927 o en la banda 8924 del locus del
gen MYC. Estos autores consideran que dichas alteraciones se dan durante la fase evolutiva en el centro
germinal, durante la hipermutacién somatica o durante la recombinacién de clases y por eso no se hallan en
este tipo de linfomas. Estas traslocaciones inicialmente no se han relacionado con peor prondstico salvo en
los linfomas B de células grande, tipo piernas®. En LZM la frecuencia de las traslocaciones y mutaciones en el
locus de bcl6 es mucho menor que la descrita en otras variantes de LCCB®. Asi, por ejemplo en el estudio de
Gianelli y colaboradores sélo detectaron mutaciones en el gen bcl-6 en 1/11 casos de LZM en comparacién
con la presencia de la mutacidn en 6 biopsias de las 31 muestras de LCF y en 1 de las 4 muestras de LCGP®®

(ver mas adelante).

Otro cambio genético que influye a la hora de la transformacién de una célula normal en tumoral, es
el hecho de las ganancias o pérdidas de pequefnos fragmentos génicos. La utilizacién de la hibridacion
gendmica comparada (CGH) (se analizan el nimero de copias de un gen de un cromosoma de célula normal

comparado con la célula patoldgica), ha permitido detectar aberrancias en zonas concretas del genoma. Asi

10 Figura 6.- Traslocaciones investigadas entre las regiones cromosdmicas 14q32 y 18g21. Las regiones ocuras debajo de
los cromosomas indican las bandas de unidon mediante FISH. A) corresponde a IGH/MALT1 B) IGH/BCL2. Tomado de 90.

Palmedo G, Hantschke M, Rutten A, et al. Primary cutaneous marginal zone B-cell lymphoma may exhibit both
the t(14;18)(q32;921) IGH/BCL2 and the t(14;18)(q32;921) IGH/MALT1 translocation: an indicator for clonal
transformation towards higher-grade B-cell lymphoma? Am J Dermatopathol. 2007;29:231-236.
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pues, en el grupo de LZM se han descrito varias aberraciones génicas, (por ejemplo, ganancias en 7/7p (2/21

casos), 13/13q(4/21 casos),las cuales no se han relacionado con ninglin gen relevante 7.

En los linfomas cutdneos, al igual que en otras patologias tanto tumorales como inflamatorias, se ha
dado importancia al microambiente celular como participante en el origen del desarrollo neoplasico, en el
que se relacionarian no sdlo las células del sistema inmune, sino toda las citocinas circundantes. En el
estudio llevado a cabo por Van Maldegem y colaboradores® en una serie de 42 LZM frente a 87 casos de
linfomas marginales extracutaneos, demostraron diferencias en la expresién no sélo de citocinas, sino de
diferentes lineas celulares de expresidon en el microambiente. Observaron que en los LZM cutaneos la
respuesta inflamatoria la llevan a cabo los linfocitos Th2, mientras que en LZM extracutdneos son los
linfocitos Th1'**. La respuesta Th1 conlleva una mayor expresién de IFN gamma y de IL-2, que a su vez da
lugar a una mayor expresion de citocinas CXCL9, CXCL10 que se expresan en las células epiteliales y
endoteliales, lo que origina que las células Thl expresen CXCR3'°'%%, En cambio, en los LZM cutaneos existe
una pérdida de la expresion de CXCR3 (90%), lo que ha hecho pensar a Van Maldegem y colaboradores® que
las células implicadas en LZM cutdneos reconocen antigenos diferentes a los que reconocen en los otros LZM
extracutdneos. Este grupo propone la existencia de 2 subtipos de LZM cutaneos, que a su vez responderian

de forma diferente al estimulo de Borrelia Burgdoferi (ver etiologia infecciosa).

El grupo de los linfomas centro foliculares también ha sido estudiado pormenorizadamente. Al igual
que ha ocurrido con los LZM, la traslocacidn que mds interés ha despertado en los linfomas foliculares es la

t(14;18), observada por Palmedo y colaboradores en 1 biopsia de un total de 3 muestras™.

Mediante CGH se han detectado aberraciones genéticas en varias zonas del genoma de LCF (por
ejemplo en el estudio de Giménez y colaboradores 2 de 8 casos presentaron alguna alteracién)'®. Las
ganancias localizadas en 3q, 4 y 7q fueron las mas frecuentes. En otros estudios, en el grupo de LCF (6 casos)
no hubo casi aberraciones cromosémicas, excepto en un caso en el que se observaron varias ganancias, pero
ninguna de ellas de las frecuentes®’. Dijkamn y colaboradores detectaron mediante CGH en 12 de 19 casos
de LCF amplificacion del ADN en 2p16.1 (63%), y deleciones en 14g32.33 (68%). La ganancia de 2p16.1 se
correspondia con la ampliacion del gen c-REL (que codifica la proteina c-Rel, que es un factor de
transcripcion de la familia Rel/NFKB, cuya principal funcidn es controlar la union del DNA, la dimerizacion, y
la unién al inhibidor de NFKB durante la transcripcién de NFKB), lo cual se comprobé mediante FISH'®. Dicha
amplificacion es frecuente en los linfomas sistémicos, pero no habia sido descrita previamente en linfomas

cutaneos.

La delecidn de 14g32.33, locus que contiene la cadena pesada de la inmunoglobulina, se hallé en

13/19 LCF*, lo cual origina la pérdida de expresion de la misma.
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Dijkman y colaboradores objetivaron una hipermutacién somatica aberrante en BCL6 (37%) en LCF,

de igual modo, encontraron alteraciones en PAX5, RhoH/TTFy en MYC (57%)'%

Sin duda alguna, es el grupo de los linfomas B difusos de células grandes, tipo piernas, en los que mas
aberraciones genéticas se han hallado. La t(14;18) también se ha detectado en LCGP, asi como la
traslocacion en el gen IGH en 4 de 14 casos™,7 de 16 casosgzy 6 de 25 casos™®, segun las series. En cambio,

traslocaciones en IGH/MALT1 han sido detectadas mas raramente®>'%’.

Las mutaciones del gen bcl-6 sélo se detectan en el 25% de los casos de los LCGP®, a diferencia de lo
que hemos visto en los otros tipos de LCCB®®. Esto se contradice con el estudio de Franco y colaboradores, en
gue la presencia de mutaciones en el gen bcl-6 fue mayor en el grupo de LCGP, que en el resto de linfomas

cutdneos primarios”>.

El grupo de Mao y colaboradores® analizé mediante CGH muestras de LCCB de 29 pacientes. De
ellos, el 41% (12 casos) presentaron disbalances cromosdmicos. Las ganancias génicas fueron mas frecuentes
que las pérdidas. Las regiones que mas frecuentemente presentaron ganancias fueron: 18/18q (50%), 7/7p
(42%), 3/3q (33%), 20(33%), 1p(25%), 12/12q(25%) y 13/13q(25%), mientras que la pérdida en 6q fue la mas

frecuente (42%). La pérdida de 6q y la ganancia 3/3q solo se dio en los LCGP (Figura 7).

De todas las alteraciones presentadas; mediante microarray se identificaron ganancias en varios
oncogenes, sobre todo en el grupo de LCGP, siendo la mas frecuente SAS/CDK4(12q13.3) (3 casos), seguida
de MYCL (1p34.3), MYC (8qg24), FGFR2(10g26), BCL2 (18921.3) (20q13) y PDGFB (22112-13) en 2 casos,
mientras que se objetivaron pérdidas de AKT1(14g32.3), IGFR1(15925-26 y JUNB(19p13.2) en 3 casos. Con

PCR se detectaron amplificacion de BCL2 en 5 de los 29 casos.
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pacientes, de los cuales 14 presentaron alteraciones cromosémicas (77.8%), entre ellos los 9 (100%) casos de
LCGP que mostraron un patron de disbalances ya descrito previamente. Las ganancias mas frecuentes
fueron en 2q, 5q, 3 y 79, mientras que la pérdida mds comunmente encontrada fue en 17p. En este estudio
también se analizaron alteraciones cromosdmicas en un grupo de 5 pacientes con linfomas sistémicos y
lesiones cutaneas, donde se demostraron alteraciones en 3 de ellos totalmente diferentes a las observadas

en los LCCB primarios.

En un estudio realizado por Dijkman y colaboradores en el que se analizaron las amplificaciones de
2p16.1y 14932.33, se confirmé que los LCGP presentaban dichas aberraciones génicas en menor proporcion
que los LCF. En cambio, era mas frecuente la amplificacion de 18g21.31.921.33 (67%), que contiene los
genes BCL2 y MALT1, ademas de presentar la delecién del fragmento 9p21.3 que contiene el gen de
CDKN2A, CDKN2B y NSG-x en 5 de los 12 pacientes, hecho no observado en ningln caso de los LCF. Ademas,

en este estudio se analizé la presencia de regiones metiladas, advirtiéndose que aquellos pacientes con

! Figura 7.- CGH array en cuatro casos de LCGP. Se aprecian gananciasde 3/3q, 7,m 12, 13/13q, 18 y 20. La pérdida
mas frecuente fue 6q. Tomada de 97. Mao X, Lillington D, Child F, Russell-Jones R, Young B, Whittaker S.
Comparative genomic hybridization analysis of primary cutaneous B-cell lymphomas: identification of common genomic
alterations in disease pathogenesis. Genes Chromosomes Cancer. 2002;35:144-155.
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metilacion de la region correspondiente al gen CDKN2A presentaban peor prondstico con muerte de todos

ellos™.

Resultados similares fueron descritos por Belaud-Rotureau y colaboradores'®, que describieron en el
grupo de LCGP una alta frecuencia de la inactivacién del gen p16™*/CDKN2A en comparacién con el resto
de LCCB. Objetivaron en los 6 casos estudiados de LCGP que existia una delecion en 9p21 que se
correspondia con el gen de p16™“**/CDKN2A, delecién no detectada en el grupo de LCF (Figura 8). Ademas

detectaron varias ganancias que se han confirmado en otros estudios como 3p, 7p, 7q y 12q, y pérdidas en

6q **?"1%. En este estudio también se detectaron alteraciones en el gen de IGH(2/6) que fueron asociadas a

INK4a

alteraciones en el gen MYC. Esta pérdida de p16" " /CDKN2A como se ha mencionado previamente se ha

relacionado con peor pronéstico™®%.
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2 Figura 8.-Representacion de un caso representativo de LCGP que murié por el linfoma, el cual presentaba
alteraciones del ADN del cromosoma 9. A) Frecuencia de ganancias y pérdidas tipicas del paciente con LCGP. B) FISH
gue muestra un caso homocigoético y C) caso heterocigético de la deleccion CDKN2A. Tomado de 104.  Dijkman R,
Tensen CP, Jordanova ES, et al. Array-based comparative genomic hybridization analysis reveals recurrent chromosomal
alterations and prognostic parameters in primary cutaneous large B-cell ymphoma. J Clin Oncol. 2006;24:296-305.
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Las dianas génicas de los marcadores mas caracteristicos de los LCGP han sido estudiados y han sido
analizados segun su expresion. Como se ha mencionado previamente, la hipermutacidn somatica es un
proceso fisioldgico que se lleva a cabo en el centro germinal, para originar mayor variabilidad y asi presentar
mas dianas para los multiples antigenos a los que se enfrentan las células B. A veces, dicha hipermutacién se
produce de forma descontrolada y origina alteracién en las proteinas que codifican, con hiper o hipofuncion.
Dijkman y colaboradores objetivaron una hipermutacion somatica aberrante en BCL6 (62%) en LCGP
respecto a LCF (37%), de igual modo, encontraron alteraciones en PAX5, RhoH/TTF y en MYC, que variaban

poco con respecto a las presentadas en LCF (54% en LCGP con respecto a 53% en LCF)lOS.

El fendmeno de metilacion es un mecanismo que se lleva a cabo en el genoma de las células
normales. Normalmente las células normales presentan una hipometilacién de los promotores de genes, en
cambio, en ciertos tumores, se produce hipermetilaciéon. Al producirse la metilacién se genera una
inactivacién de los promotores, si la metilacién se lleva a cabo sobre un gen supresor de tumores, dicho gen
no se expresa, dando paso libre a la replicacién celular o inhibicién de la apoptosis celular'*®***. El grupo de

Takino detectd la metilacién en genes como DAPK y p16 en LCGP'*.

Junto con las alteraciones genéticas, la expresion de proteinas especificas en las células B tumorales
de los LCCB primarios ha sido elemento de estudio para encontrar mas diferencias bioldgicas entre este tipo
de linfoma y las otras variantes. Asi pues, Espinet y colaboradores encontraron diferencias de expresion de la
proteina FOXP1, que se expresaba en 13 de 15 LCGP y en cambio en ninguno de los 9 casos de LCF. Ademas,
descartaron traslocaciones en el gen correspondiente a FOXP1. La amplificacion de dicha proteina fue

correlacionada con un peor prondstico en los LCGP'*

. Otras proteinas como CCND1, también han
presentado mayor expresiéon en células B de LCGP en comparacién con los otros tipos de LCCB (67% respecto
al 57% de LCF y 44% de LZM), al igual que ocurre con proteinas como alfaPAK (50% de LCGP, 22% LZM y 10%
LCF). En cambio, AP-1 que es un factor de transcripcién que contiene c-JUN, C-FOS y RAF1, entre otras
proteinas, son proteinas que raramente se expresan en LCCB como se demuestra en el estudio de Mao vy

colaboradores*.
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ETIOLOGIA INFECCIOSA:

En la etiopatogenia de los LCCB, como ocurre en otros tipos de tumores, los agentes infecciosos han
sido centro de atencidn como posible causa patoldgica de estos fendmenos neopldsicos. De igual forma que
en linfomas sistémicos se han relacionado con el agente Helicobacter pylori ( linfomas MALT), Chlamydia
psittaci (MALT anexiales oculares) 6 el virus Epstein Barr (Burkitt), en el caso de los LCCB primarios, ha sido
Borrelia Burgdorferi el agente que mas interés ha despertado, sobre todo con el subtipo de linfoma de la

zona marginal'®®, aunque se ha intentado relacionar con las tres variantes de LCCB primarios.

Borrelia Burgdorferi es una bacteria del género espiroqueta que fue identificada como el agente
causal de la enfermedad de Lyme''®. La probable relacion entre este agente infeccioso y los linfomas fue
inicialmente propuesta por Goos en 1971 ante la observacidn de que pacientes con acrodermatitis atroéfica
crénica solian complicarse durante su evolucién con linfomas diversos'’. Posteriormente, Garbe y
colaboradores presentaron 4 casos con serologias positivas de Borrelia'*®. Tras estas primeras publicaciones,

fueron varios los grupos que intentaron avalar dicha asociacién.

Las técnicas para demostrar la presencia de Borrelia en pacientes con LCCB pasaron de las iniciales
serologias positivas a la deteccion de ADN de Borrelia en tejido de LCCB mediante PCR. Cerroni y
colaboradores™® identificaron ADN de Borrelia en 9 casos de un total de 50 LCCB. Jelic y colaboradores
detectaron 12 muestras positivas en 22 casos de linfomas de células B, siendo negativas en aquellos
pacientes con linfomas de estirpe T**°. Hoefnagel y colaboradores en una serie de 50 LZM, detectaron 5
casos con anticuerpos positivos para Borrelia®, y de todos ellos, 1 habia desarrollado lesiones de LZM sobre
lesiones previas de acrodermatitis crénica atréfica. Goodlad* también intenté demostrar la relacién entre
dicho agente y LCCB en un grupo de 20 pacientes escoceses, encontrando una relacién estadisticamente
significativa entre la presencia de ADN de Borrelia y la aparicion de LCCB (7 positividades de 20 casos de
linfomas, de ellos 5 LZM, 1 LCF y 1 LCGP). Aunque son varias las series que mostraban la presencia de ADN
de Borrelia en muestras de tejido de LCCB, la controversia existia, ya que incluso alguno de esos mismos
autores, seguian cuestionando si dicha asociacién era fortuita, basandose principalmente en que dicha
positividad se daba en casos de pacientes donde Borrelia era endémica. En 2003 se publicé una serie de 16
casos en los que se detectaron por PCR Borrelia en 3 casos en tejido de LCCB en pacientes de Francia
provenientes de una zona no endémica de Borrelia. A pesar de ello, también existen series donde no
demuestran significacién estadistica entre la presencia de ADN de Borrelia y el desarrollo de LCCB (pacientes

de Estados Unidos®®**! y europeos®*??).
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Ante la evidente controversia del probable origen de los casos y la incidencia de Borrelia, el grupo de
Takino y colaboradores'*? intentd comprobar en 3 grupos de pacientes provenientes de Asia, Alemania y
Estados unidos, si existia dicha asociaciéon. En ninguno de los pacientes estudiados, a pesar de ser
originariamente de diferentes lugares del mundo, se demostrd positividad ni a nivel serolédgico ni se detecté
presencia de ADN de Borrelia en las muestras, por lo que concluyen que este agente no estaria involucrado

en el desarrollo de los linfomas cutdneos primarios.

El grupo de Van Maldegem y colaboradores® sigue proponiendo que Borrelia esta implicada en el
desarrollo de un subgrupo de LZM cutaneos. Refieren que los linfomas de la zona marginal extraganglionales
se desarrollan en un medio de inflamacién crénica, basicamente con predominio T helper 1 (Th1). Las células
Th1 secretan citocinas como IFN gamma e IL-2, que a su vez, atraen mas citocinas como CXCL9 y CXCL10,
que se expresan en células del epitelio y el endotelio, las cuales atraen células Thl que expresan CXCR3.
Basandose en estudios previos de otros autores, afirman que los linfomas de la zona marginal no cutaneos

100102 gegiin sus estudios, ellos proponen

se desarrollan en un medio con exceso de IFN gamma y de CXCR3
gue existen dos subtipos de LZM cutdneos que presentan diferente respuesta inflamatoria, una similar a los
linfomas de la zona marginal extraganglionares, y otros con respuesta totalmente diferente. Un grupo
principal de LZM cutdneos (90%) que presentan pérdida de expresion de CXCR3, dentro del cual se
subdividirian en 2 nuevos grupos seglin la expresién de IgM. Esto apoya el estudio de Roggero vy
colaboradores, *®en que describieron casos de LZM cutaneos que expresaban IgM. Tanto Borrelia como H.
pylori en los MALT gastricos activan una respuesta Thl. En cambio, Maldegen y colaboradores refieren la
existencia de un segundo grupo de LZM cutaneos que se desarrollan en un medio de citocinas que activan
una respuesta Th2, siendo las Ig expresadas por este tipo de linfomas diferentes a IgM. Por tanto, hablan de
la existencia de un grupo minoritario de LZM cutdaneos con expresion de CXCR3 y expresion de IgM que se
relaciona con Borrelia con tendencia a la activacién de una respuesta inflamatoria Thl, y un grupo

mayoritario de LZM cutaneos sin expresion de CXCR3, expresiéon de IgG o IgA o IgE, con respuesta

inflamatoria Th2 y sin relacién con Borrelia®.

Roggero y colaboradores®® comparan la relacion entre la infeccion con Helycobacter pylori y los
linfomas MALT de mucosa con la que habria entre Borrelia y el desarrollo de los LZM cutaneos. Se trata de
dos bacterias de localizacion extracelular, presentan una respuesta inflamatoria Th1l y ambas son infecciones
resistentes a la respuesta inmune del huésped. Borrelia induce en su huésped una respuesta policlonal de
células B, ya que de entrada en piel normal no existen linfocitos B circulantes. Ademas se ha descrito la
asociacion entre la existencia de ADN de borrelia con varios procesos autoinmunes, lo que podria llevar a

una respuesta inmune cruzada entre los epitopos de Borrelia y los propios autoanticuerpos'*>*%,
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Goodlad y colaboradores relacionaron los cambios histoldgicos de lo que consideraron la erupcién
inicial de la enfermedad de Lyme con las caracteristicas histoldgicas iniciales de un LZM, ya que 2 pacientes
con enfermedad de Lyme, desarrollaron posteriormente unos nédulos que fueron diagnosticados de LZM. En
ambos casos presentados, solo se hallé un infiltrado linfocitario perivascular inespecifico, y en ninguno de
ellos se detectd el ADN de Borrelia en las muestras de tejido del linfoma, aun asi ellos concluyen que el
infiltrado inicial podria corresponder al estadio temprano del linfoma, basandose en que la presencia de
Borrelia seria el desencadenante de la estimulacién crénica del tejido linfoide en la piel y por tanto, el

probable causante del linfoma.

Un punto en el que suelen apoyarse para considerar el papel etiolégico de Borrelia en el desarrollo
de los LZM, es que son varios los casos publicados que han conseguido la remisién completa tras el
tratamiento antibidtico. Senff y colaboradores en su revisién sobre los tratamientos utilizados en los LCCB,
objetivaron 14 casos publicados de LZM tratados con antibioterapia. De ellos, sélo 6 casos consiguieron la
remisién completa®. De los antibidticos empleados, cefalosporinas y tetraciclinas son los mas utilizados,
siendo los primeros mas eficaces que los segundos. En una serie de 32 pacientes con LCCB, 3 de ellos fueron
tratados con antibiéticos y 2 de ellos consiguieron la remisién completa tras el tratamiento antibidtico™".
Kitting publicé un caso de LZM que tras tratarlo con cefotaxima (y pulso de IFN), las lesiones cutaneas
desaparecieron®. La mayoria de las publicaciones tratan de casos con lesiones solitarias o en nimero
escaso, aunque también hay casos como el de Hofbauer en que la remisién completa se consigue con
doxiciclina oral en un caso con lesiones multifocales®®. A pesar de los buenos resultados con el tratamiento

antibidtico, la tasa de recidiva publicada alcanza el 20%*.

En la etiopatogenia de los linfomas cutdaneos se ha intentado relacionar con otros agentes
infecciosos, como el virus de Epstein Barr y los virus herpes humanos 6 y 7 (VHH). Los resultados, al igual
gue ocurre con Borrelia, también son contradictorios con estos virus. Por un lado, existen articulos como el
de Nagore y colaboradores, donde tras analizar 64 muestras de LCCB no hayaron ningun rastro de material
genético de VHH-7, VHH-8 ni Epstein Barr'**. Mientras que por otro lado, otros articulos como el de Zochling
y colaboradores’®, analizan muestras cutaneas de 50 LCCB, en los cuales detectan ADN especifico de VHH-8
en 7 casos (LCF 3 casos, LZM 3 casos, LCGP 1 casos). La deteccidn se realizé mediante PCR y posteriormente
con hibridacién por Southern Blot. Aun asi, el mismo grupo de investigadores afirma que no existe relacion
entre la infeccidn virica y el origen de dichos tumores, ya que el genoma de VHH-8 se encuentra entre el 5-
10% de la poblacién general, seglin el area. Ellos mismos, en los casos control, detectaron un 3.6 % de
positividades para VHH-8. Igualmente, el grupo de Peris y colaboradores™*® hallaron ADN de virus de Epstein
Barr en muestras de diversos LCCB, en concreto en 1 caso de 6 LCF, en 3 de 8 pseudolinfomas, y en 2 casos

de 22 pieles normales, por lo que a pesar de hallarse material genético de dicho virus, tampoco se puede
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concluir que estén implicados en la etiopatogenia de los LCCB. Lo que si estd demostrado es la presencia
tanto de VHH8 como de virus Epstein Barr en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida que

desarrollan LCCB'?,

El virus de la hepatitis C también se ha relacionado con la etiopatogenia de los LCCB. Son varias las
series en las que se han detectado anticuerpos anti-VHC o ARN del virus en muestras de tejido de linfoma.
Por un lado, Prati y colaboradores'?®, en una serie de 34 pacientes con LCCB, detectaron en un paciente (3%)

positividad de anticuerpos anti-VHC. Posteriormente, Michaelis en 2003'%

, tras examinar 23 biopsias de
LCCB, hallaron 7 casos (30%) de secuencias de ARN del virus de la hepatitis C en el tejido. Esto apoya los
resultados previos de Viguier y colaboradores que identificaron ARN del virus en muestras de tejido de
LCCB™°(1 caso de LCGP, 1 caso de LCF y 1 caso de LZM). Aun asi, como ocurre con otros virus relacionados
con el origen de los LCCB, tampoco se puede afirmar que el virus de la hepatitis C tenga relacién con la

etiopatogenia de estos linfomas.

Basandose también en la respuesta crénica inflamatoria como probable origen de los linfomas
cutaneos, Pavlovic y colaboradores publicaron un paciente con LZM que tras las suspension de un

131 Ellos achacan a los

tratamiento crénico con antihistaminicos, presentd una remision completa del linfoma
antihistaminicos el papel proinflamatorio en la respuesta proliferativa de los linfocitos. Aun asi, no explican

el mecanismo por el cual dicha asociacién se llevaria a cabo.

Ademas de describirse la relaciéon de farmacos como probables elementos proinflamatorios en el
desarrollo de los LCCB, también se ha relacionado el tratamiento radioterapico como un probable inductor
inflamatorio, ya que existen casos de linfomas cutdneos que han aparecido sobre zonas irradiadas

previamente™>33,

A pesar de ello, siguen siendo necesarias series mds largas y estudios mds amplios para poder
explicar de forma fehaciente el proceso que lleva a una célula B normal a desarrollar un tumor complejo

como son los LCCB.

Por otra parte, y como se verd en la seccién siguiente, una probable nueva via en la etiopatogenia de
este tipo de tumores puede ser la relacionada con los microARNs, fragmentos cortos de nucledtidos que se

han relacionado con multiples procesos bioldgicos, ademds de con el desarrollo de varios tumores.
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MICROARNSs

El genoma humano se completé en la década de los noventa, y desde entonces se ha demostrado
que sélo el 2% codifica genes conocidos. Recientes estudios sugieren que mas del 50% del genoma estd
transcrito en ARN****_ Dentro del ARN existen grupos de ARN codificante y no codificante, como ocurre con

el ADN. Los microARNs forman parte de ese grupo de ARN no codificante.

Los microARNs son pequefios fragmentos de ARN de 22 nucleotidos™® que modulan la propia
transcripcion del ARN. Los microARNs o miRNAs son moléculas de ARN transcritas a partir de genes de ADN,

pero que no son traducidas a proteinas.

El primer microARN identificado fue el denominado lin-4, que se descifré en el gusano
Caenorhabditis elegans 1993 por Lee y colaboradores*®’. Los microARNs se han descrito tanto en animales
como en plantas. Son un elemento conservado a lo largo de la evolucidn. Se estima que regulan entre el 10 y
el 30% de los genes. Actualmente se han verificado cerca de 700 microARNs en humanos y se estima que se

podran descifrar alrededor de 1000

Los genes de los miRNAs pueden encontrarse localizados en varios loci***:

- enintrones (regiones de ADN no codificante), con una orientacidn antisense,

- enintrones donde tienen la misma orientacidon que el gen en el que se alojan y son inicialmente
transcritos como parte de su ARN precursor,

- en exones, donde estan integrados o se superponen con exones de transcritos conocidos, estan
siempre en la misma orientacidn, y la mayoria se encuentran en las regiones no-codificantes

UTRs 5’0 3.

Ademas, aproximadamente el 50% de los miRNAs estan en clusters de miRNAs que estan

inicialmente codificados como un transcrito policistrénico (que incluye varios genes)**

, que posteriormente
se fragmenta en multiples miRNAs. En la mayoria de los casos, los miRNAs policistronicos comparten el

mismo patrén de expresion.

El procesamiento de los microARNSs se lleva a cabo inicialmente en el nucleo celular. Las secuencias
que codifican para un gen de miRNA esta dentro del ADN, y tiene una longitud que supera al tamario del
miRNA final . Esto conlleva que, durante la transcripcién de esta secuencia de ADN por la ARN polimerasa Il,
se formen regiones que tienen la capacidad de formar una horquilla y generar un ARN bicatenario primario
largo conocido como pri-miRNA. Los pri-miRNAs son procesados por una segunda enzima, Drosha
ribonucleasa ll, que produce un fragmento de 90-70 nucledtidos (pre-miRNA) al cortar la base de la

horquilla. Posteriormente, estos pre-miRNAs de menos longitud son trasportados al citoplasma por la
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proteina exportin 5, donde son divididos por la enzima Dicer ribonucleasa Ill en fragmentos de 22
ribonucledtidos de doble cadena (microARNd maduro). Una de las cadenas de ese microARN doble es
incorporado a los complejos RISC (RNA induced silencing complex). En los complejos RISC se lleva a cabo el
apareamiento del microARN (la hebra antisense) con el ARNm al que regula, si este es completo, se produce
la silenciacién y por tanto no expresion del ARNm. A su vez, la enzima Argonauta endonucleasa elimina el

136,137,141-144

fragmento complementario del microARN (Figura 9). Si el apareamiento no es completo, también

se produce una represién traslacional con un corte en la produccidn proteica. Se han descrito en en el
procesamiento de determinados miRNAS vias alternativas al llevado a cabo por la enzima Dicer, en el que se

procesa el microARN por la enzima Argonauta endonucleasa Il (por ejemplo, miR-451)'*.
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Los miRNAs presentan una serie de caracteristicas generales”e:

- seasocian a la regién 3’ UTR de los ARNm diana.

- hacen falta muchos sitios de unién para activar la respuesta de los miRNAs ( la unién de uno solo
no produce efectos significativos).

- un ARNm puede estar regulado por diferentes miRNAs.

- un unico miRNA puede controlar la actividad de cientos de ARNm diferentes.

- la especificidad y la funcion de los miRNAs estan determinados por los nucledtidos 2 a 7 de la
parte 5’ de los miRNAs maduros (dicha region debe ser obligatoriamente complementaria al
ARNm diana)'’.

- un miRNA puede ser funcional aunque no haya sido sintetizado en el ndcleo: un miRNA
introducido en la célula por transfeccion puede inhibir eficazmente la sintesis proteica, como
demuestra el articulo de Shan y colaboradores en el que utilizando moléculas quimicas pequefias
se puede potenciar la biogénesis de miRNAs enddgenos*®.

- el miRNA es el responsable de la especificidad de sustrato (el ARNm diana).

Los microARNs tienen una funcidon reguladora en multiples procesos bioldgicos: desarrollo vy
proliferacién celular, apoptosis, metabolismo, hematopoyesis, resistencia al estrés, desarrollo neural y sobre

todo funcidn en la proliferacion tumoral.

La funcién que mas interés ha suscitado es la regulacién de la proliferacion tumoral. Se ha descrito
gue existen microARNs con funcién oncogénica y otros con funcién supresora de tumores. Aquellos miRNAs
gue actuan regulando oncogenes, funcionan como supresores de tumores, puesto que inhiben la
transcripcion del ARNm, e impiden que dicho oncogén se transcriba y origine una oncoproteina,
disminuyendo la funcidon del mismo. En cambio, aquellos microARNs que regulan a un gen supresor de
tumores, actlan como si se tratasen de un oncogén, ya que al impedir su transcripcidon permiten que las
células que deberian ser frenadas sigan replicandose, o aquellas que deberian entrar en apoptosis no lo

hagan, puesto que el gen proapoptético no estd actuando.

El descubrimiento de estos elementos estd permitiendo manipular el ARN y asi silenciar la expresién
de ARNm que codifica para determinadas proteinas. Actualmente se han verificado cerca de 700 microARNs

3% Hoy en dia son varias las paginas web

en humanos y se estima que se podrdn descifrar alrededor de 1000
disponibles para determinar la secuencia de nucledtidos de un microARN concreto y posibles genes a los que

regula (www.Targetscan.org; http://pictar.bio.nyu.edu/cgi-bin/PicTar_vertebrate.cgi;

http://microrna.sanger.ac.uk/; http://cbio.mskcc.org/cgi-bin/mirnaviewer/mirnaviewer.pl, entre otras

herramientas informaticas disponibles en red).
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La expresion de diferentes microARNs se ha descrito en vias de diferenciacion celular de diferentes
células, siendo de importancia la relacionada con la hematopoyesis y sobre todo con la diferenciacién de las

células del sistema inmune normal**.

Son varios los microARNs que se han descrito en tumores de diferentes lineas celulares. Existen
microARNs que se expresan de forma diferencial segun el tipo de tumor y otros microARNs cuya expresién
no varia a pesar de que se trate de tumores de diferentes tejidos. Por ejemplo, miR-15 y miR-16 son
microARNs que regulan el gen de BCL-2 (proteina que participa en la apoptosis celular). Estos dos miRNAs se
han implicado en la etiopatogenia de varios tumores, siendo los linfomas B ganglionares, el primer grupo de

130152 Estos microRNAs estdn localizados en el

neoplasias donde se describiéd su relacion con BCL2
cromosoma 13q14, fragmento delecionado en muchos casos de leucemia linfatica crénica (LLC). Por tanto,
ante dicha perdida genética, se ha demostrado que ambos microARNs estan disminuidos en pacientes con
LLC™. Esta diferencia de expresion de miRNAs entre tejido sano y tejido tumoral se prevé que tenga utilidad

diagndstica, y permita a su vez, establecer los mecanismos que influyen en el desarrollo tumoral™”.

En tumores solidos como es el cancer de pulmén, se ha observado la infraexpresién de
determinados microARNS, como let-7, que se cree que tiene una funcidén principal en el desarrollo y

133 Los niveles de let-7 estan reducidos en sangre en los pacientes con céncer

proliferacién de dicho cancer
de pulmdn. La reduccidon de let-7 se ha correlacionado con la disminucidon de la supervivencia de los
pacientes con dicho cancer. Por tanto, la determinacién de éste microARN y otros, permitiria no sélo
utilizarse como herramienta diagnéstica, sino también como factor prondstico. Let-7 inhibe la expresién de

1% Ambas proteinas, RAS y MYC se han descrito como

RAS y MYC, disminuyendo la expresion de los mismos
oncogenes que participan en varios canceres, entre ellos el de cancer de pulmén™®. Los mismos autores
describieron que niveles bajos de let-7 aumentan los niveles de RAS en el tejido tumoral en comparacion
con el tejido sano. Al igual que se describen miRNAs infraexpresados, también existen miRNAs
sobreexpresados, como ocurre con miR-17 que se sobreexpresa en cadncer de pulmdn de células pequefias,

157

y aunque actualmente se cree que los genes supresores de tumores, PTEN y RB2™, son unas de las

probables dianas génicas a los que regularia, éstas no se han confirmado totalmente.

El cadncer de mama, al ser la neoplasia mds frecuente en la poblacidon femenina, esta siendo objeto
intenso de estudio en el campo de los microARNs. Se han descrito diferencias en la expresién de varios
microARNs entre tejido sano mamario y el tumoral, especialmente una reduccién (en tejido tumoral) de la
expresion de miR-125, miR145, miR21, miR155"*. El mismo estudio demostré que la disminucion de
expresion de dichos microARNs se correlaciona con el estadio tumoral, la expresion de receptores de

estrégeno y progesterona, ademds de con la capacidad invasiva del tumor™*.
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El cancer colorectal fue uno de los primeros tumores en los que se comenzd a estudiar la expresién
y el papel que desempefian los microARNs. En 2003 Michael y colaboradores™® identificaron 28 microARNs
diferentes. Entre ellos hay que destacar miR-143 y miR-145, que estan reducidos en el tejido tumoral,

mientras que presentan niveles normales en tejido colénico sano.

Muchos otros microARNs se han descrito en otros tipos de tumores: miR-245 y miR-18 estan
reducidos en el glioblastoma multiforme®®, mientras que miR-21 se sobreexpresa®®’; miR-221, miR-222 y
miR-146 se sobreexpresan en carcinoma papilar de tiroides'®* y miR372 y miR373 se han relacionado con el

desarrollo de cancer germinal de testiculo™®.

En el campo de los linfomas, sobre todo de estirpe B, se han detectado varios microARNs que se

encuentran tanto infra como sobreexpresados. MiR-155 se encuentra sobreexpresado en varios linfomas y

163,164 5

leucemias En 2001 Tam y colaboradores® sugirieron que miR-155 regulaba el gen BIC, cuya

sobreexpresién se encuentra relacionada con la patogénesis de linfomas Hodgkin, mientras que en tejido

164-167

linfoide sano no se expresa . En 2005 se detectd la sobreexpresién de miR-155 en el linfoma difuso B de

células grandes, en el que se observan niveles hasta 60 veces superiores a otros linfomas menos agresivos™®.

Por tanto, y en vista de lo previamente descrito, se puede decir que en un futuro los microARNs se
podran utilizar en la préactica diaria como herramienta de ayuda para establecer el diagndstico y prondstico
de determinados tumores. Por un lado, como ya se ha comentado anteriormente, los microARNs se podrian
utilizar como técnica diagndstica, tanto para diferenciar tejido sano de tejido tumoral (miR 17, miR 20, miR

168169 como herramienta de deteccidn precoz (ya

92 se expresan en cancer colorrectal y no en tejido sano)
qgue los microARNs son fragmentos muy estables que no se degradan enzimaticamente en sangre
periférica’®®), o para diagnosticar tumores de origen desconocido, puesto que cada dia se estan detectando
més microARNs que se expresan de forma diferencial y especifica en tejidos de diferente estirpe celular™,
permitiendo la elaboracion de bibliotecas de miRNAs. Por otro lado, ademds de utilidad diagndstica, también

se podrdn utilizar como marcadores prondsticos. Por ejemplo, miR-21 en linfomas B difusos de células

170 171

grande ", miR-141 en cancer de prdstata’’*,miR-25 en cancer de pulménm, entre otros.

Asi pues, los microARNs son biomarcadores que ofrecen grandes posibilidades tanto en tumores
solidos viscerales como en procesos linfoproliferativos. En el campo de los linfomas cutdaneos primarios,
existe poca literatura en relacién a los microARNs hasta el momento. Recientemente Ballabio vy

colaboradores”

han identificado varios microARNs expresados en Sindrome de Sézary, que ademas de
utilidad diagnéstica, también tienen utilidad prondstica. En relacidn a los linfomas B cutaneos primarios, no
existe hasta el momento nada publicado en la literatura en que se describan microARNs relacionados con los

mismos, aungue son varios los grupos que estan investigando sobre este tema.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS:

En la literatura se ha descrito la diferencia de expresion de microARNs en diferentes tumores (por
ejemplo: let-7 en cancer de pulmén, miR125, miR145, miR21, miR155 en cancer de mama, miR245, miR18
en glioblastoma multiforme, entre otros). Basandonos en estos datos, nos planteamos la posibilidad de que
la expresidon de miRNAs en los linfomas primarios cutaneos B indolentes fuera también diferente, lo que a su

vez permitiese ayudar en el diagnéstico y prondstico de los mismos.

OBJETIVOS:
- Objetivo principal:
0 determinar la expresién diferencial de microARNs entre los 2 tipos de linfomas cutaneos
de células B primarios indolentes (linfoma de la zona marginal y linfoma centro folicular).
- Objetivos secundarios:
0 determinar si la expresion de microARNs en ambos linfomas tiene valor prondstico,
0 determinar si la expresion de microARNs dentro de la muestra tumoral proviene de los

linfocitos tumorales 6 de las células acompafiantes del tumor.
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MATERIAL Y METODO
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MATERIAL Y METODO:

1.- Seleccidn de pacientes

Los poblacion de estudio seleccionada consiste en una serie de 68 casos de linfomas B cutaneos
primarios (30 LZM, 38 LCF) recogidos de forma secuencial retrospectivamente con caracter
multiinstitucional. 37 casos se obtuvieron de las bases de datos del servicio de Dermatologia y Anatomia
Patoldgica del Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid) y 31 provenian de los casos consulta recibidos
en el Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO). Se disefidé un formulario con las caracteristicas
clinicas relevantes (Anexo 1) que fueron enviados y completados en 57 casos. Los 57 casos con formulario
clinico completo fueron los que se usaron posteriormente para los analisis estadisticos. A todos los pacientes

se les remitid un consentimiento informado imprescindible para la realizacion del proyecto (Anexo 2).
2.- Histologia e inmunohistoquimica.

Los 68 casos de los que disponiamos muestras histoldgicas en parafina fueron revisados por dos
anatomopatdlogos expertos en linfomas en el Hospital Universitario 12 de Octubre y CNIO (Drs. José Luis
Rodriguez-Peralto y Santiago Montes). Las tinciones inmunohistoquimicas fueron realizadas de forma
protocolizada utilizando anticuerpos contra CD3, CD5, CD43, CD20, CD79alfa, bcl2, bcl6, CD10, cadenas
ligeras kappa y lambda. Todos los casos fueron clasificados segun las directrices de la clasificacién de la OMS-

EORTC"* (Tabla 5).

ANTICUERPO CASA COMERCIAL DILUCION CLON
CD3 Dako 1/50 policlonal
CDS Novocastra 1/100 4C7
CD10 Novocastra 1/20 Clon 270
BCL2 Dako 1/80 124

BCL6 Dako 1/50 Pg-b6p
Mum1 Dako 1/50 Mum-1p
CD79alfa Dako 1/200 JCB117
CD20 Dako 1/100 L26

CcDb4a3 Dako 1/300 DF-T1
kappa Dako 1/3 policlonal
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lambda Dako 1/3 policlonal™

3-. Extraccidon de ARN de muestras de parafina

Siguiendo el protocolo del CNIO, la extraccidon de ARN se realizé de la siguiente manera:

1.- Inicialmente se realizd el lisado del tejido para lo cual se cortaron los bloques en secciones a
partir de 10 micras. Posteriormente se afiadid 1 ml de xilol a cada una de las muestras y se dejaron incubar
10 minutos a 652C con agitacion. Mas tarde fueron centrifugadas durante 10 minutos a 10000 rpm. El
sobrenadante se retird y se repitieron los pasos previos. Una vez repetido 2 veces el proceso anterior se
anadié 1 ml de etanol absoluto a cada una de las muestras y de nuevo se incubaron 10 minutos a 652C con
agitacion, para posteriormente ser nuevamente centrifugados 10 minutos a 10000 rpm. Se retird el
sobrenadante y se repitieron los pasos previos con el etanol. Tras retirar el sobrenadante por segunda vez,
dejamos los pellets secando a 652C. Una vez secados, se afladieron 500 microlitros de buffer lisis (5x lysis
buffer: 50mM Tris ph8, 0.5mM EDTA ph8, 10% SDS) a cada muestra y 4 microlitros de proteinasa K (Kit:
50ug/ul). Se incubaron a 652C durante el tiempo necesario para su digestiéon (méax. 18h) en el termomixer
con agitacion a 600 rpms.

2.- Tras el lisado de las muestras se realizé el proceso de precipitacidn: se afiadieron 500 microlitros de
phenol/cloroformo/isoamyalcohol 25:24:1 (nevera 42C) y se agitaron vigorosamente sin utilizar el vortex.
Posteriormente centrifugamos 10 minutos a 10000 rpms y recogimos el sobrenadante en un tubo limpio,
para afadir cloroformo/isoamyalcohol 24:1 y agitar vigorosamente. Se centrifugaron las muestras 10
minutos a 10000rpm. El sobrenadante se pasd a un eppendorf limpio, al que se afiadid el doble de
isopropanol del volumen obtenido del sobrenadante + 1microlitro de acrilamida lineal (carrier),
posteriormente se invertieron las mezclas varias veces de forma no enérgica. Dependiendo del origen de la
muestra (si la muestra era muy escasa) se dejé precipitando 1 hora a -802C o -20 9C toda la noche. Tras la
precipitacién se centrifugd a 42C durante 30 minutos. Tras retirar cuidadosamente el sobrenadante, se
afiadid etanol 70% frio (1ml) para lavar el pellet y a continuacidn centrifugar 5 minutos a 42C y 10.000rpm.

Finalmente se dejaron secar los pellets y se resuspendieron en 1 microlitro de agua libre de ARNasa

dependiendo del tamafio de cada pellet.

4.- Hibridacion

A) Sintesis de ADNc desde ARN total:

Partimos de 250-500 nanogramos de ARN que se separaron en tubos de 0.5 ml. Se

anadieron 0.8 microlitros T7 del primer promotor y se completaron hasta 5.8 microlitros con agua libre de

14 . o . . . . s e
Tabla 5.- Resumen de anticuerpos utilizados en las tinciones inmunohistoquimicas.
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nucleasas. Se desnaturalizaron durante 10 minutos sumergiendo las muestras en agua a 652C vy
posteriormente se pasaron a hielo durante 5 minutos. Se hizo el ADNc master mix (5 First Strand buffer 2 +
0.1 M DTT 1 + 10mmM dNTP mix 0.5 + MMLV RT 0.6 + RNaseOUT 0.3) que se afiadié mediante pipeta. Se
precalentd con 5x FS buffer durante 3-4 minutos a 652C. Para cada muestra se afiadieron 4.4 microlitros de
ADNc MM, mezclando bien para evitar la formacidon de burbujas. Se incubaron durante 2 horas a 402C en
agua, posteriormente se volvieron a incubar otros 15 minutos a 652C para inactivar MMLV-RT y finalmente
se incubaron 5 minutos en hielo.

B) Sintesis de ARNc fluorescente procedente de ADNc:

Precalentamos la solucidon 50% PEG a 402C, para posteriormente afiadir a cada muestra de
referencia y de ADNc una muestra secante de 0.5 ( Cy3-CTP) y 0.5 (Cy5-CTP), respectivamente. Se prepard
el denominado “ Transcription Master mix (TMM)” (Nuclease-free water 3.83 + 4x transcription Buffer 5 +
0.1 M DTT 1.5 + NTP Mix 2 + 50% PEG 1.6 + RNaseOUT 0.12 + Inorganic Pyrophosphatase 0.15 + T7 ARN
Polymerasa 0.3). A cada preparacion se le afiadieron 14.50 microlitros de TMM, con la que se mezcld
cuidadosamente para evitar la formacion de burbujas. Todas las preparaciones se incubaron 2 horas a 409C

en agua.

C) Purificacién del ARNc amplificado:

A las muestras previas se la afiadieron 75 microlitros de agua libre de nucleasas hasta
alcanzar un volumen de 100 microlitros. Posteriormente se afiadieron 10l BME de 1 ml RLT, para luego
afiadir 350 microlitros de RLT buffer. Una vez bien mezclado, se afiadieron 250 microlitros de etanol 100%. A
la mezcla previa se transfirieron 700 microlitros de muestra de ARNc a unas minicolumnas en tubos de 2 ml.
Se centrifugaron todas las columnas 30 segundos a 13000 rpm. Afladimos 500 microlitros de buffer RPE a la
columna y volvimos a centrifugar 30 segundos a 13000 rpm. Se repitio el proceso, para decantar el ARNc en
nuevo tubo usando 30 microlitros de agua libre de ARNasa. Se esperd 1 minuto y centrifugamos 30

segundos a 13000 rpm (2 veces seguidas).

D) Cuantificacion de ARNc:

La concentracién de ARNc se mide usando spec/nano drop, para el que se calcula la actividad

especifica de la muestra. Sélo se usaron aquellas con 7-15 pmole/microlitros antes de la hibridacion.

E) Hibridacién (se realiza en el horno hibridador a 602C):

En un nuevo tubo se afiaden 1.1 microlitros de Cy3 y Cy5 con ARNc amplificado, hasta llegar
a 45 microlitros anadiéndole agua libre de nucleasa. Se afiaden 4 microlitros x 10 de control targets.

Posteriormente afiadimos 1.8 microlitros x 25 de buffer fragmentador. Mezclar con el vortex e incubar 30
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minutos a 602 sumergido en agua. Posteriormente, afadimos 45 microlitos x2 de buffer HRPM de

hibridacidn, el cual termina la reaccion de fragmentacion.

Se introducen 90 microlitros de la solucidon mix de hibridacién en cada una de las ranuras del sistema

Agilent de hibridacién, para dejar hibridando las muestras a 652C durante 107 horas a 10 rpm.

F) Lavados posthibridacién:

Una vez realizada la hibridacién se producen lavados de los microarrays con varias soluciones de

lavado hasta conseguir la pureza maxima de las muestras que posteriormente se analizaran.

Se dejan todos los contenedores, cestillo y soportes con agua destilada y NaBH, toda la noche antes
de usar. Colocamos una botella con 1L de WB2 a 372C durante toda la noche. Lavamos los contenedores
cestillo y soporte con agua destilada. Colocamos 1 vaso de 2L con 1L de WB1 en un agitador a RT. Colocamos
otro vaso de 2L con 1L de WB2 en agitador a 379C. El array se introduce en una caja dpaca con WB1, del cual
se despega el cristal con una pinza. Se coloca el cristal en un cestillo y se incubd en el WB1 durante 7 min en
agitacion. Se pasa a WB2 (372C) e incuba de nuevo durante 7 min en agitacion. El array se pasa un minuto en
acetonitrilo y posteriormente, se saca despacio para secarlo. Tras esto, las muestras quedan listas para el

andlisis informatico.

5.- PCR en tiempo real (RT-PCR) para la cuantificacion de miRNAs usando ARN de las muestras de tejido.

La seleccién de los miRNas a detectar se realizé mediante analisis de la literatura previa, eligiendo
miRNAs presentes en linfomas sistémicos o en células linfoides B sanas (Tabla 6). Finalmente se
seleccionaron 11 miRNAs que fueron cuantificados mediante RT-PCR, extrayendo el ARN de las células de los
linfomas disponibles en parafina. Se utilizaron sondas comerciales (Tagman probes) contra miR150, miR155,

miR331, miR221, miR222, miR223, miR15a, miR16, miR17, miR19a, miR93.
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15

miRNA Secuencia madura (homo sapiens) Proteina diana descrita mas Expresién en células B o tipos de
relacionada linfomas descritos.

miR-150 UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG v-myb myeloblastosis viral En ganglios y bazo durante el
oncogene homolog (avian) desarrollo de las células B maduras?’s
(MYB)

miR-155 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU Zinc finger protein 537 (ZNF537) Células centro germinal 176

miR-331 CUAGGUAUGGUCCCAGGGAUCC zinc finger protein 513 (ZNF513) Célula naivel”” y Linfomas difusos

células grandes (sobreexpresado):’

miR-221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC regulating synaptic membrane Linfomas difusos células grandes
exocytosis 3 (RIMS3) (sobreexpresado en linfomas ABC)17

miR-222 AGCUACAUCUGGCUACUGGGU regulating synaptic membrane Células plasmaticast3Linfomas difusos
exocytosis 3 (RIMS3) células grandeste®

miR-223 UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA glycoprotein M6B (GPMEB), C naive y memorial3s,181
transcript variant 4

miR-15a UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG ADP-ribosylation factor-like 2 Células plasmaticass8Leucemia
(ARL2) linfatica crénica (LLC)82

miR-16 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG ADP-ribosylation factor-like 2 LLC82, Linfomas difusos células
(ARL2) grandest”®

miR-17_5p CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG KIAA1404 protein (KIAA1404) Célula naive13s

miR-19a UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA ataxin 1 (ATXN1) Células naive 138 Linfomas difusos

células grandest™
miR-93 CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG hypothetical protein LOC168850 Negativo en células CG, presente en

(LOC168850)

células naive, plasméticas y memorial8

!> Tabla 6. MicroARNs. En la tabla se muestra la secuencia génica (www.Targetscan.com), la probable diana proteica y

la descripcion de dicho mirna en relacion a células B o linfomas/leucemias donde se han descrito.
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El andlisis de expresion de los miRNA fue realizada mediante Applied Biosystems 384-well
multiplexed real-time PCR assay con 250 ng del total de ARN. El ARN de cada caso se transcribe de forma
inversa por triplicado usando un primer extraido del pool de miRNAs seleccionados ademas de utilizar 2
controles endégenos RNU44 y RNU6b. Cada reaccidon completada se carga en las placas comerciales 384-well
plate y el RT-PCR se realiza con el sistema ABI 7900HT Prism 384. Dos ARNs no codificantes (RNU 44 vy
RNUG6b), son utilizados como controles enddgenos'®, los valores Ct (valor medio) son exportados a los
ordenadores donde se utilizd el software SDS (SDS2.3), posteriormente los datos se analizaron con Real-

Time StatMiner software (INTEGROMICSTM; www.Intergromics.com). Se considera que un miRNA esta

presente si Ct es menor de 26 en las 3 muestras bioldgicas replicadas; los valores -ACT (valores Ct de cada
miRNA de interés menos la media de expresion de los valores Ct de RNU 44 y RNU6b) son considerados para

analisis estadisticos posteriores.

Siguiendo el mismo método, se realizé en un segundo paso, la amplificacion de miR150,miR-155 y
miR223 (puesto que fueron los miRNAs con significacién estadistica) en las muestras de ARN obtenidas de la

microdiseccion (ver mas adelante).

6.- Microdiseccion

Ante los resultados estadisticos de la expresién de miRNAs en las muestras tumorales, se realizé
microdiseccién de dichas muestras para determinar el origen de la expresién de miRNAs (células tumorales o
células acompafiantes). Se realizd microdiseccion celular de las 4 muestras mas significativas segin la
expresion de los miRNAs con implicacién estadistica. Para ello se utilizd el microscopio Axio Observer de
Carl Zeiss y a través del software Palm-microbeam, donde se seleccionaron las zonas de interés. De las
muestras de hematoxilina-eosina de los 4 casos se seleccionaron los epitelios, las zonas ricas en linfocitos no
tumorales (centro germinal) vy zonas de tejido intersticial (extracentro germinal). De los cristales de
inmunohistoquimica se seleccionaron todas las células presentes con positividad para CD3 y CD20.
Separandose por tanto 5 tubos eppendorf por cada muestra tumoral. Las muestras celulares se manipularon
para extraer el ARN (ver seccién 3) y poder amplificar los microRNAs mediante RT-PCR (seccién 5), para

posteriormente analizar estadisticamente los datos de expresion (Figura 10).
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Microdisector

i3 i
16

7.- Estadistica

Partimos de los conceptos clinicos de progresion como reaparicién de un tumor que conlleva un
aumento de estadio, mientras que recidiva seria aquel caso con aparicién de nuevas lesiones pero sin
cambio de estadio. Se utilizé el método t-test para la expresion diferencial de miRNAs en cada uno de los
tipos de tumores. El tiempo libre hasta Progresion (PFS) fue calculado segin define Cheson y

colaboradores™®*

. La distribucién de supervivencia fue estimada usando el método de Kaplan-Meier ** y
comparada con el test log rank '®®. El andlisis de regresion de Cox'®’ fue utilizado para determinar el PFS con
respecto a la expresion de cada uno de los datos de expresion de miRNAs. El andlisis de datos fue realizado

con el programa estadistico SPSS versién 15.0.0 (SPSS, Chicago, IL)..

16 . . . . . . .

Figura 10.- Microdisector. La muestra de la que se quieren separar células se coloca en la pletina motorizada del
microscopio Axio Observer de Carl Zeiss, a través del software Palm-microbeam se selecciona la zona de interés. Una
vez seleccionada la totalidad de la poblacidn requerida se procede a la microdiseccion propiamente dicha.
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RESULTADOS
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RESULTADOS:

1.- Caracteristicas clinicas e histologicas:

Nuestra serie global consta de 68 muestras de pacientes que fueron revisadas histolégica e

inmunohistoquimicamente. De ellas 30 fueron diagnosticadas como LZM y 38 como LCF (Figura 11).

Linfoma de la zonamarginal

'’ Figura 11.- Diferencias histolégicas. A) Hematoxilina y eosina de LZM donde se aprecia ocupacién de dermis por
células basofilas distribuidas de forma difusa en sabana, constituidas por una mezcla de células linfoides de diferentes
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De los 68 casos en parafina, fueron completados los formularios clinicos de 57 pacientes (25
mujeres, 32 hombres) (Tabla 7). La edad media de todos los casos fue 54.65 afios (rango 23-87 afios). La
media de seguimiento en meses fue de 46,23 (rango de 1 a 196.06 meses). Durante el seguimiento, 2
pacientes fallecieron, pero en ninguno de los casos debido al propio linfoma. La media de tiempo hasta
recidiva fue de 18,78 meses, mientras que la media de tiempo hasta progresién fue de 11,68 meses (la
diferencia de medias entre recidivas y progresién se debe a que el nimero de casos que progresaron fue
menor que del nimero de recidivas, por lo que no coinciden). La tasa de recidiva fue de 22 casos
(38.60%)(10 LZM (35,71%), 12 LCF (41,37%)) y la tasa de progresion de 11 casos (19,30%) ( 6 LZM
(21,42%%), 5 LCF (17,24%).

CARACTERISTICAS CLINICAS

A) B)
Caracteristicas TOTAL LZM LCF LOCALIZACION TOTAL LZM LCF
i i ( %% ) 9{50,88% :
Histologia 57 281(49,12%) 29(50,88%) CABEZA 19(28,78%) 10 9
e CUERO
9,09%) 2
Mujer 25(43,85%) | 10{17.4%) 15{26.13%) CABELLUDO e ¢ 4
Hombre 32(56.14%) | 18(31.58% 14{24.56% TRONCO 3 1
t | Aty i 6l 4 (6,06%)
Edad al di 3sti 54,65 52,64 56,59
pEECr B BRAZOS 27 (40,90%) 13 14
Estadio al diagndstico
Localizado (<T2cNOMO) | 46(80,71%) | 23(82,14%) | 23(79,31%) PIERNAS 10 (15,15%) 7 3
Multifocal (>=T2cNOMO) | 11(19,29%) | 5(17,85%) 6 (20,69%) NUMERO AT o =
Maximo estadio alcanzado LESIONES
iz (< oM a) A2% (67,85%) 96%
Localizado (<T2cNOMO, 39 (68.42%) | 19(67,85%) 20(68,96%:) 1 32 (56.14%) 14 18
Multifocal (>=T2cNOMO) | 18(31.,58%) | 9{32,14%) 9131,03%)
"\0;'0
Recidivas 22 (38,60%) | 10{35,71%) 12141,37%) & 22,138,605 A &
Progresiones 11{19,30%) | 6(21,42%) 5(17,24%) 50 MAS 3(5,26%) ] 3

18

tamafios. Con técnicas de inmunohistoquimica se observa expresion difusa para BCL-2 y ausencia de expresién para
BCL-6. B) LCF positivo para BCL-6 y negativo para BCL-2 en las células tumorales.

'® Tabla 7. Caracteristicas clinicas. Se recogen los datos clinicos mas relevantes de la serie de pacientes y separado por
subtipo histoldgico.
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Se realizé un analisis de regresién de Cox univariante entre diferentes variables clinicas (edad, sexo,
estadio al diagndstico, estadio mdximo alcanzado), pero no hubo diferencias estadisticamente significativas

entre las variables clinicas y el pronéstico de los casos (Tabla 8).

CORRELACION VARIABLES CLINICAS CON PRONOSTICO

95% IC de RR
VALOR p
RR
Minimo Maximo
Sexo Jar 207 2417 580
Edad al diagnéstico 1,734 529 5686 363
Estadio al diagndstico 034 000 16,201 282
Estadio maximo 2531 T 8,298 A28

19

Los tratamientos recibidos por los pacientes fueron: cirugia (32 casos), radioterapia local (16 casos),
rituximab intralesional (5 casos), corticoterapia tdpica o sistémica (4 casos) y quimioterapia (3 casos). Dos
casos no recibieron ningun tratamiento, solamente se les realizé seguimiento. En 4 casos no disponemos de
los datos referentes al tratamiento realizado. En 9 casos, se necesito mas de 1 tratamiento para conseguir la

remision completa (Tabla 9), mientras que el resto lo consiguieron con el primer tratamiento realizado.

9 .z " ) s 2 N e .z 7o s o
Tabla 8. Correlacidn variables clinicas con prondstico. No encontramos significacion estadististica entre las variables
clinicas y el prondstico de LCCB (consideramos el nUmero de progresiones para calcular el prondstico).
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TRATAMIENTOS Y TIEMPOS DE SEGUIMIENTOS

TRTAMIENTOS TOTAL LZM RC LCF RC
Cirugia (QX) 32(56,14%) 19 78,94%(15/19) 13 84,61% (11/13)
Radioterapia (RT) 16(20.07%) 8 100% 3 87,5%(7/8)
Rituximab IL (RX) 6(8,77%) 2 100% 4 100%
Quimioterapia (QT) 3(5,26%) 1 100% 2 100%
Corticoterapia (5T) T,07%) 2 100% 2 50%(1/2)
No tratamientos(NT) 2{3,51%) 1 100% 1 100%
>1tto 9{15,79%) 5{55,5%) 100% 4{{44,44%) 100%
TOTAL LZM LCF
Tiempo hastf.\ recidiva 18,78 9,1619 25,51
(media)
Tiempo hasta progresién ;
: 11,68 9,1619 14,62
{media)
Tiempo de seguimiento 46,23 52,62 20,71
{meses)

20

2.- Diferencias de expresion de miRNAS entre ambos grupos de linfomas cutaneos primarios:

En la serie inicial de 68 casos de LCCB (30 LZM, 38 LCF) se calculd la expresién de 11 miRNAS. Tras el
analisis de expresion diferencial mediante t-test entre ambos grupos histolégicos, sélo miR-150 mostré una
expresion diferencial estadisticamente significativa entre ambos grupos (p<0.05). MiR-150 se encontrd
sobreexpresado en el subtipo LZM en comparacién con la media de expresién del subtipo LCF. MiR-223 no
presenté valores estadisticamente significativos, pero si una tendencia hacia la significacion estadistica

(Figural2).

*° Tabla 9. Tratamientos y tiempos de seguimiento. Se objetivan los diferentes tratamientos recibidos por los

pacientes tanto en conjunto como por tipo histoldgico. En la parte inferior se muestran los tiempos de seguimiento y el
tiempo hasta recidiva y progresion en el total de lo 57 casos y por grupo histolégico. LZM: linfoma de la zona marginal,
LCF: linfoma centro folicular, RC: remisiéon completa.

77



MicroARNs como factor prondstico en linfomas cutdneos de células B

EXPRESION DIFERENCIAL DE MIRNAS ENTRE LINFOMAS DE LA ZONA MARGINAL Y
LINFOMAS CENTRO FOLICULARES

} miR L ZM(30). LCF (38) Unadj.p EDR_indep
Media de expresion Media de expresion
mirl50 52613 45477 0,0050143 0,0551576
mir223 32,7152 32,2008 0,0244867 0,1346768
mir93 - 0308 2376 0,2137411 0,6646265
mirl5s 27541 32,1038 0,2416824 0,6646265
mirl6 4,7705 4 6505 0,4114395 0,7670731
mirl7_Sp 22914 20292 0,4184035 0,7670731
mirl%a -0749 - 0287 0,5820414 0,9146365
mirlSa -3,1351 -3,0808 0,7298915 0,9367585
miZ21 29758 29312 0,7681063 0,8367585
mir222 -1,3256 15195 0,9157564 0,9367585
mir331 _6681 6960 0,9367585 0,9367585
B} 10
'1
& 7
o 7]
]
-
)
x
E |
N=30 N=38
40
. Facz
2 .
16
o
T T
LINFOIA DELAZONA MARGINAL LINFOIA CENTRO FOLICULAR
Tipe linfoma 21

Figura 12. Expresién diferencial microARN en LCCB. A) Mir-150 se encuentra sobreexpresado en LZM en
comparacion con muestras de LCF (T-test p<0.05 and FDR p<0.1). B) Bloxpot de la expresién de miR-150 por RT-RCP
segun el tipo histolégico. MiR-150 se encuentra sobreexpresado en LZM comparado con LCF.
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3.- Microdiseccion

Una vez obtenida la expresidn diferencial de miRNAs entre ambos grupos histoldgicos, se realizé una
determinacién de microARNs tras la microdiseccion de 5 grupos celulares dentro de las muestras en
parafina (hematoxilina e inmunohistoquimica con CD3 y CD20). Se extrajeron mediante microdiseccidn
grupos celulares procedentes del epitelio, centro germinal, células extracentro germinal, y células CD3+ y
CD20+. Se extrajo ARN de cada uno de los grupos celulares y se cuantificaron para determinar la expresion
de 3 miRNAS. Se seleccionaron miR-150 (expresion diferencial entre ambos grupos ), miR-223 (por ser el
mas préximo a la significacion estadistica tras miR-150) y miR-155 (por presentar relevancia prondstica,

como se expone posteriormente).

Como se observa en la Figura 13, la expresion de los 3 miRNAs es mayoritaria en el grupo de células
extragerminales. Igualmente es mayor la expresién de los 3 miRNAs en las células CD20+, siendo la

expresién de miR-150 la mas representativa, aunque dicho miRNA también se expresa en las células CD3+.

MICRODISECCION
A‘] - umm ; — LN Extracentro germinal
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B)
miR150 miR153 miR223
CASO ORIGEN CELULAR NUMERO DE CELULAS (normalizado) (normalizado) [normalizado)
LZM Epitelio 13568 0,29 0,23 0,20
LZM Centro germinal 13290 0,26 0,19 0,15
LZM Extra centro germinal 20574 0,40 0,19 0,13
LZM CD20+ 26788 0,29 0,27 0,20
LZM CD3+ 41457 0,15 0,05 0,03
22

4.- MiRNAS con valor prondstico en LCCB.

Analizamos la correlacion entre los valores de expresion de miRNAs y el valor prondstico en los 57
casos de los que disponiamos seguimiento clinico. Ambos subtipos histoldgicos presentaban similar
prondstico en términos de tiempo libre hasta progresion (PFS) (figura 14) y tiempo libre hasta recidiva (RFS)

(figura 15), como se puede obsevar en las curvas Kaplan Meier.

** Figura 13. Microdiseccién. A) Se objetivan las imagenes histolégicas de la microdiseccion de los 5 compartimentos
celulares. B) Resultados de expresién de miRNAs en cada compartimento.
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CURVAS DE TIEMPO HASTA PROGRESION (PFS)
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» Figura 14.- Curvas Kaplan Meier de tiempo libre hasta progresion. Como se puede observar tanto la curva de tiempo
hasta la progresiéon global (A), como las de por subtipos histoldgicos (B: zona marginal) (C: centro folicular) son
similares.
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CURVAS DE TIEMPO HASTA RECIDIVA (RFS).
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La relacion entre los valores de expresion de todos los miRNAs estudiados y el prondstico clinico (PFS)
fue analizado mediante regresiéon de Cox univariante. Sélo los valores de expresién de miR-155 y miR-150
presentaron una significacidn estadistica con respecto a PFS (p<0.1). Los bajos niveles de expresion de miR-
155 y miR-150 se asociaron con el aumento de riesgo de progresién (PFS mas corto) en toda la serie (57
casos). Sin embargo, haciendo la regresidn de Cox en cada uno de los grupos histolégicos , encontramos que
miR-155 y miR-150 sélo presentaba valor prondstico en el subtipo histoldgico de LZM (p<0.1), mientras que

en el grupo de LCF no presentaba significacion estadistica (p>0.1) (Figura 16).

" Figura 15.- Curvas Kaplan Meier de tiempo libre hasta recidiva. Como se puede observar, la curva de tiempo hasta
la progresion global (izquierda), es similar a la curva de tiempo hasta recidiva del grupo histolégico de linfomas de zona
marginal (superior derecha), mientras que el subtipo de linfomas de centro folicular presenta menor tiempo hasta
recidiva (inferior derecha).
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RIESGO RELATIVO DE PROGRESION

] 95,0% IC RR
Rlesgo P
A ) B } Relativo | |yferior | Superior
LINFORMAS CUTANEOS PRIMARIOS B (57 casos) mirs5 257 110 16 a7
mirt50 | 173 057 531 00z
i, ’
Riesgo D5 pHIC para RR P mirtsa | 700 248 1,473 500
refativo inféiise Superior mirté | 662 155 2,825 577
LZMI2E casos)
e . o o= — miri7_5p| 687 205 1,598 363
mirt%9a | 627 130 3,009 559
mir150 i 503 1,052 091 =
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Posteriormente, se estratificaron los valores de expresion de miR-150 y miR-155 como variables
continuas, cogiendo como punto de corte la mediana de expresion de cada uno. Asi se clasificaron en 2
grupos: con expresion de miRNA bajo (por debajo de la mediana) y con expresién de miRNA alto (por encima
de la mediana). La separacion de los pacientes seglin la expresién de ambos, miR150 y miR155 se
correlaciona con PFS (low rank test p<0.05) en toda la serie (Figura 17). En el grupo de LZM, la baja
expresion de ambos, miR150 y miR155, también se correlaciona con una PFS mas corta ( Figura 18), mientras
que en el grupo histolégico de LCF no hemos encontrado una significacién estadistica que correlacione PFS

con la baja expresidon de miRNAS (Figura 19).

% Figura 16. Riesgo relativo de progresién segun expresién de miRNAs. En esta figura se muestran los resultados del
test univariante de Cox, en el se puede observar a la izquierda una tabla con los riesgos relativos (RR) de cada uno de
los mirnas analizados con el prondstico, siendo significativos miR155 y mir150, lo cual se reproduce en el grupo de LZM
(b), mientras que no se repite en LCF(c).
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Figura 17. PFS segun la expresion de miR-150 y miR155 en 57 casos
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% Figura 17. PFS segln expresién de miR-150 y miR155 en toda la serie tras dicotomizar segin la mediana de

expresion de ambos miRNAs. Aquellos pacientes con sobreexpresion de miR150 y miR155 presentan mejor prondstico
qgue aquellos con infraexpresiéon de los mismos.

> Figura 18. PFS seguin expresiéon de miR-150 y miR-155 en el grupo histolégico de LZM tras dicotomizar segun la
expresion de la mediana. Se mantiene la tendencia de la serie global.
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Figura 19. PSF segun expresion de miR-150 y miR-155 en LCF
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Ademads, se establecieron 3 grupos de pacientes segun la expresién conjunta de miR150 y miR155.
Grupo 1) aquellos con baja expresién de ambos miRNAS 150 y 155 (14 pacientes); grupo 2) pacientes con
baja expresion de uno de ambos miRNAs (155 6150) (30 pacientes); grupo 3) pacientes con altos niveles de
expresion de ambos miRNAs (13 pacientes). En concordancia con los resultados previos, aquellos pacientes
con baja expresion de ambos miRNAS (Grupo 1: 14 casos con 7 progresiones) presentaron peor prondstico
gue aquellos con expresion alta de ambos( 0 progresiones de 13 casos) o de 1 de los miRNAS (4 progresiones
de 30 casos )(Figura 20). Este efecto de miR150 y miR155 es dependiente del subtipo histoldgico. Después
de estratificar a los pacientes segln subtipo histoldgico, la pérdida de miR150 y miR155 identifica a
pacientes con peor prondstico en el grupo de LZM (p <0.01) (Figura 21), mientras que no lo hace en el grupo

de LCF (p>0.05) (Figura 22).

%% Figura 19. Curva Kaplan Meier de LCF tras dicotomizar segin mediana de expresién de miR150 y miR155 por
separado. Como se puede observar no es significativa dicha expresién en relacién con el prondstico.

85



MicroARNs como factor prondstico en linfomas cutdneos de células B

Figura 20. PFS segun la expresion conjunta de miR-150 y miR-
155 en los 57 casos
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» Figura 20. Curva Kaplan Meier de serie global segliin expresion conjunta de miR150 y miR155. Tras dividir la

expresion de miR150 y miR155 segun si estan sobreexpresados ambos, uno de ellos o ninguno.

* Figura 21. Curva Kaplan Meire de grupo de linfomas zona marginal seguin expresién conjunta de miR150 y miR155.
Tras dividir la expresién de miR150 y miR155 segun si estan sobreexpresados ambos, uno de ellos o ninguno. Se
observa que sigue la misma tendencia que en la serie global.
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Figura 22. PFS segun la expresion conjunta de miR-150 y miR-
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El riesgo relativo de progresion (RR) para cada uno de los miRNAs se muestra en la Figura 16 (ver
mas arriba). El RR de la expresiéon de miR-155 0.375 (IC 95% 0.156-0.902) y de miR-150 es 0,727 (IC 95%

0.503-1.052). Por tanto, la baja expresién de ambos se relaciona con peor prondstico (PFS mas cortas).

3 Figura 22. Curva Kaplan Meier del subtipo de linfomas centro folicular segiin expresion de miR150 y miR155
conjunta. Tras dividir la expresion de miR150 y miR155 segun si estan sobreexpresados ambos, uno de ellos o ninguno,
se observa que la expresion de miRNAs no tiene significacion estadistica.
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DISCUSION
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DISCUSION:

Los miRNAs son fragmentos de ARNs no codificantes, con una creciente utilidad como marcadores

136,154,161,188-191 . . .
. Existe una evidencia

en diferentes neoplasias, tanto en sélidas viscerales como hematolégicas
mayor sobre su papel en la regulacion del crecimiento celular, especialmente en tumores, con una expresion
diferencial dependiente del estado patoldgico celular®®®., Ademds se ha descrito su asociacion a
determinados estadios evolutivos celulares. Esto es particularmente evidente en la diferenciacién linfoide,
en la que la expresién de miRNAs esta muy relacionada con los diferentes estadios en la diferenciacién de

192

células B™°. A dia de hoy, existen muchos ejemplos sobre el valor diagndstico y prondstico de los miRNAS en

diferentes tipos de cancer!38154168,169,183,193,194

MIiR-150 y miR-155 en neoplasias

En diversas neoplasias de drganos sdélidos se han descrito el papel que miR-150 y miR-155

representan en ellos.

El cdncer pancredtico es uno de los tumores con peor prondstico entre los canceres, basicamente
debido al diagndstico tardio y a la falta de tratamientos eficaces. Recientemente se ha descrito una proteina
llamada MUC4, que es una proteina transmembrana cuya funcién es promocionar el crecimiento, invasion y
diseminacion metastasica de las células pancreaticas en dichos canceres. EIl ARN de MUC4 contiene una
region que al unirse a miR-150 produce la infraexpresion de los niveles de la proteina MUC4. Esta
infraexpresidn estd asociada a su vez con un descenso en los niveles del receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano, y de la fosforilacion del mismo, con una reduccidn de la sefializacién celular
pancredtica. Los mismos autores han descrito que en el cancer pancredtico, la expresién de miR-150 estd
disminuida, lo que a su vez esta asociado a la sobreexpresion de la proteina MUC4 en el tejido pancreatico
neopldsico. Mir-150 funciona en este tipo celular inhibiendo el crecimiento, migracion y la facilidad de
invasion de las células pancredticas tumorales. Por tanto, en este tipo de tumores, miR-150 ha demostrado

ser un regulador de MUC4 y un miRNA supresor de tumores*®.

Los niveles de miR-150 también se encuentran alterados en el cdncer gdstrico, como ha demostrado

196 .o s . . .
el grupo de Wu y colaboradores™. En el tejido normal gdstrico miR-150 se encuentra infraexpresado,
mientras que en las células de cdncer gastrico los niveles se encuentran sobreexpresados. Este grupo ha

descrito como diana génica relacionadas con miR-150 la proteina EGR2 (una proteina supresora de
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tumores'®®), cuyos niveles se encuentran inversamente relacionados con los de miR-150, ya que se

encuentran bajos en el tejido del cancer géstrico.

El receptor de la proteina P2X; regula el crecimiento celular activando la apoptosis. Se ha visto que
los niveles de esta proteina son menores en las células de algunos carcinomas que en células epiteliales
normales. MiR-150 regula la proteina P2X; inversamente, de manera que al inhibir la expresién de miR-150
aumenta la expresion de P2X;. Esto se ha demostrado en células de cdncer de mama y de prostata, donde la
expresion de miR-150 se encuentra sobreexpresada, con la consiguiente disminucién de P2X,™".

La funcion reguladora de miR-150 se ha relacionado con varias dianas génicas, y es el estudio del
desarrollo de las células inmunoldgicas, el campo que mas datos relevantes estd aportando, tanto a nivel del

proceso de la inflamacidon como del desarrollo de tumores hematoldgicos y linfoproliferativos.

Una de las primeras dianas génicas descritas para miR-150 fue MYB (v-MYB mieloblastosis viral
oncogene homolog), la cual se objetivd en un estudio realizado por Barroga y colaboradores, que
demostraron que la trombopoyetina aumentaba la expresién de miR-150 con la consiguiente disminucién de

los niveles de MYB en los megacariocitos™®.

En la leucemia mieloide cronica (LMC) se ha demostrado que miR-150 puede ser un marcador para
valorar la respuesta terapéutica, como ha demostrado el estudio de Flamant y colaboradores'®®. Estos
autores demostraron que en pacientes con LMC tratados con imatinib aumentaba la expresién de miR-150 y
miR-146a en sangre periférica, siendo hasta 3 veces mayores los niveles que antes de comenzar el
tratamiento. Esta diferencia en la expresion de miR-150 y miR146 también era diferente al compararlos con
los niveles de pacientes controles sanos. También demostraron que en aquellos pacientes en fase crénica o
con crisis blastica presentaban una caida de hasta 30 veces de los niveles de miR150 en sangre periférica en
comparacion con sangre sana. Otro grupo también demostré que en pacientes con LMC los niveles de miR-
150 junto con otros miRNAs se encuentran disminuidos en las células mieloides también en médula ésea, en
comparacién con pacientes sanos’”’. C-Myb se encuentra sobreexpresado en pacientes con LMC. Flamanty
colaboradores consideran que estos resultados, junto con la asociacién entre miR-150 y c-Myb, participan en

la trasformacién de BCR-ABL **°

. BCR-ABL es la proteina resultante de la transcripcion de la traslocacion de
parte del cromosoma 9y el 22. BCR-ABL es una tirosinquinasa que interactua con el receptor de IL3, que a su
vez permite la activacién de otra serie de proteinas que mantienen continuamente activo el ciclo celular e

inhibe la reparacién del ADN.

El grupo de Ghisi y colaboradores® han estudiado la expresién de diferentes miRNAs en el
desarrollo de las células inmune T en el timo y han demostrado que NOTCH3 es una de las dianas que es

regulada por miR-150. La sobreexpresién de miR-150 genera una disminucién de la traduccion de la proteina
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NOTCH3, lo que conlleva una disminucién del desarrollo de las células T. Los receptores NOTCH controlan el
ciclo celular y la fase de apoptosis en diversas células y en particular de las células T. En la fase timica del
desarrollo de las células T se encuentra altamente expresada la proteina NOTCH3, mientras que su expresion
disminuye en la fase postimica del desarrollo de las células T. Esta relacion entre miR-150 y NOTCH3 parece

ser un mecanismo de interés en la patogenia de la leucemia linfdtica aguda (LLA)*®.

En los sindromes mielodispldsicos se ha descrito una sobreexpresiéon de miR-150, a diferencia de lo
gue hemos visto que ocurria en LMC que se encontraba infraexpresado. En este caso también se ha visto
gue una de las principales dianas génicas de miR-150 es myb, el cual se correlaciona de forma inversamente

proporcional®®.

MiR-155, como ocurre con miR-150, es uno de los microARNs mas descrito en canceres de diversos
origenes y cuya funcién reguladora se asocia con dianas génicas que participan en vias de control de
desarrollo celular y vias apoptéticas.

La expresion de miR-155 se describié en el cdncer nasofaringeo por Du y colaboradores®®. Este
miRNA se encuentra sobreexpresado en canceres de nasofaringe relacionados con el virus de Epstein Barr.
En este estudio, los genes JMID1A y BACH1 se han identificado como dianas de miR-155, ya que la
sobreexpresién de miR-155 disminuye la expresion de ambos genes. Los bajos niveles de JMJD1A se
correlacionan con la diseminacion ganglionar, con significacion estadistica, lo que a su vez se correlaciona
con un peor pronodstico de los pacientes. El gen JMJD1A codifica un proteina con dominio de dedos de
zinc®®

MIiR-155 se ha descrito como factor prondstico en diferentes subtipos de cdncer de pulmédn. Asi, tras
analizar tres subtipos de cancer de pulmén, se ha observado que sélo en los carcinomas epidermoides y con
presencia de metdastasis ganglionares, la sobreexpresion de miR-155 se correlaciona con buen prondstico.
PTEN es la diana con la que se ha correlacionado la funcidén de miR-155 en estos tumores*®, al igual que se
ha descrito en linfomas NK como se vera mas adelante®”’.

MiR-155 es uno de los miRNAs de mas interés en las lesiones melanociticas, tanto benignas, como
malignas. Grignol y colaboradores han demostrado que miR-155 es unos de los miRNAs con mayor utilidad
para diferenciar células de lesiones borderline melanociticas y de células névicas normales®®. De igual
manera han demostrado que en melanomas, los niveles de miR-155 se asocian de forma estadisticamente
significativa al espesor de Breslow (la pérdida de expresion se correlaciona con mayor Breslow). En el
melanoma cutdaneo se ha visto que miR-155 se encuentra regulado a la baja si se compara con los
melanocitos normales. La proteina SKI, es un co-regulador transcripcional que se encuentra expresado en el
melanoma®®. La proteina SKI regula de forma negativa la via TGF-Beta, y también actta sobre la proteina del

retinoblastoma (RB) suprimiendo la transcripcion del gen de dicha proteina, con lo que activa dicha via, lo
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que conlleva a la progresion de las células del melanoma. Ademas se ha descrito que la proteina SKI

interactua con el receptor retinoico, interferiendo en la via de la diferenciacién celular®®#!

.El grupo de
Levati y colaboradores han publicado recientemente la relacidon entre miR-155 y la proteina SKl y su relacion
en el melanoma. MiR-155 disminuye la expresion de SKI. En las células de melanoma miR-155 se encuentra
infraexpresado, lo que lleva a la transcripcidon masiva de la proteina SKI, y por tanto a la proliferacion celular

en el melanoma 2

. MiR-155 actua como supresor de tumores en melanomas, ya que si se transfiere miR-
155 a células de melanoma es posible generar apoptosis celular. De hecho, existe un estudio en que
pacientes con niveles altos de miR-155 aumenta el tiempo hasta recidiva de los pacientes con melanoma
metastasico’™.

El cdncer de mama es uno de los tumores mas frecuentes en la poblacidon general, y miR-155
también se ha descrito como un microARN alterado en este tumor. MiR-155 se encuentra sobreexpresado
en el cancer de mama, a diferencia de lo que ocurre en otros tumores, como hemos visto previamente. El
grupo de Kong y colaboradores han descrito una probable diana génica ya que miR-155 controla la

supervivencia celular y la sensibilidad al tratamiento, FOXO3a***.

La sobreexpresidon de miR-155 reprime la
transcripcion de FOXO3a. FOX03a o FKHRL1 es el miembro mas importante de un grupo de proteinas
reguladoras de la transcripcion. Esta proteina a su vez esta regulada negativamente por la proteina AKT, SGK
y IKK. La fosforilacion de FOXO3a por esas 3 kinasas lleva a la migracion de FOXO3a desde el nucleo al
citoplasma, lo que genera la pérdida de su funcidn proapoptotica. FOXO3a en su forma no fosforilada esta
ubicada en el nucleo e induce la muerte celular por la activacion de las proteinas apoptoticas, BIM, p27,
BNIP3, y reprime a las moléculas antiapoptoticas FLIP, BCL-XL***?%,

Otra diana que se le ha imputado a miR-155 en el cancer de mama es SOCS1 (supresor of cytokine
signaling 1). Jiang y colaboradores han demostrado que la expression de miR-155 se correlaciona

inversamente con la expresiéon de SOCS1 en células de cancer de mama. A su vez, detectaron una mutacién

en el gen de miR-155 a nivel de 24A—G, que es el punto de uniéon de SOCS1, lo que lleva a una reduccién de

la represién de miR-155, y por tanto a la liberacién de la funcién del mismo. En este caso, miR-155 actua
como un oncogén, ya que al reducir SOCS1 activa la proliferacidn celular. La sobreexpresion de miR-155 en
el cancer de mama, activa de forma constitutiva la via STAT3 através de la via JAK, lo que estimula a las
células del cancer de mama por las citocinas IFN-gamma e IL-6, junto con liposacarido (LPS), los cuales
regulan a su vez la expresion de miR-155, siendo por tanto miR-155 un puente entre la inflamacién y el
cancer, como bien dicen estos autores.”"’

En la leucemia linfatica crénica (LLC) miR-155 se ha relacionado con una diana de miR-150, el gen
MYB, que se encuentra asociado al promotor de miR-155 al que a su vez también regula, estimulando su
transcripcion®®. Por tanto, MYB no es diana de miR-155, sino que es el gen de miR-155 el que es punto de

actuacion de MYB.
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La region promotora de miR-155 (miR-155HG) estd siendo un elemento de estudio debido a que
cada vez son mas las evidencias del papel que representa en la actividad oncogénica de dicho miRNA. Por un
lado, en el cadncer de mama, se ha demostrado que miR-155HG esta regulado a la alza por TGF beta, el cual
genera una alteracién a nivel del nucleétido 454 activando la transcripcion de miR-155°"°. Al activarse estd
via se bloquea la transcripcién de varias proteinas incluidas RhoA, lo que disminuye la migracion celular. Por
otro lado, la regidon miR-155HG contiene una regién de AP.1, que es critica en la activacidn de las células B,
lo que se ha demostrado en linfomas Burkitt??°. Ademas como se ampliard mas adelante, en linfomas tipo
Burkitt también se ha demostrado que la proteina LMP1, relacionada con virus EBV, a través de NFKB
estimula miR-155HG permitiendo la activacién de miR-155%2".

Los microARNs también se expresan en el genoma de determinados virus. Se ha descrito un
microARN denominado miR-K12-11, homdlogo del miR-155 en el genoma del virus herpes 8 del Sarcoma de
Kaposi, el cual es homdlogo de miR-155. Tal homologia ha permitido determinar la funcion de ambos

miRNAs, y su implicacién en las vias proliferativas de células B**%.

MIiR-150 y miR-155 en linfomas sistémicos

En el campo de los linfomas sistémicos es donde mas se esta avanzando en cuanto a descripcion de
miRNAs y dianas génicas, ya que es sencilla la comparacion entre células linfoides benignas extraidas de

amigdala y células malignas procedentes de ganglios.

Dentro de los procesos malignos linfoides, se ha descrito un papel importante de miR-150 en los
linfomas tipo natural killer (NK) cuyas células expresan Cd3- y CD56+. En las células NK normales la expresién
de miR-150 es mayor que en los linfomas NK, donde miR-150 esta muy infraexpresado. En los linfomas NK, al
haber una infraexpresién de miR-150 se produce una sobreexpresién de DKC1 y AKT2 mientras que se inhibe
la expresion de las proteinas supresoras de tumores BIM y p53, con la consecuente hiperproliferacién celular
segln los estudios de Watanabe y colaboradores®®. La sobreexpresion de ATK2, una protein-kinasa tipo
serina/treonina, activa la via PI3K que es una via proliferativa del cancer®*, La activacion de la via PI3K-AKT
mediante la fosforilacion de la serina 474 en la proteina AKT2 tiene un papel importante en diversos
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canceres. La inhibicidon de esta via reduce la activaciéon de las telomerasas™”. Por tanto, la pérdida de

expresion de miR-150 y la consiguiente sobreexpresién de la via ATK actla activando las telomerasas e

impidiendo la senescencia celular y la muerte de las mismas***

163,164

MIiR-155 se encuentra sobreexpresado en varios linfomas y leucemias . Tam y colaboradores'®®

sugirieron que miR-155 regulaba el gen BIC, cuya sobreexpresiéon se encuentra relacionada con la

164-167

patogénesis de linfomas Hodgkin, mientras que en tejido linfoide sano no se expresa Los niveles de
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miR-155 en el linfoma difuso B de células grandes se encuentran elevado hasta 60 veces por encima de

otros linfomas menos agresivos, siendo un marcador de agresividad'®

CD10 es una proteina de superficie de los linfocitos B, y un marcador prondstico para linfomas
difusos de células grande B (DLBCL). Es un marcador tipico de las células B del centro germinal, mientras que
no se expresa o muy débilmente en las células B activadas (tipicas de linfomas ABC). Los pacientes con
linfomas GC tienen mejor prondstico que los del tipo ABC, ademas se ha descrito que los tumores del tipo
ABC presentan una mayor actividad NFKB. Thompson y colaboradores en 2010 demostraron que la mayor
expresion de NFKB regula la transcripcion de miR-155, que a su vez se correlaciona con la reduccion de
expresion de PU.1 y la expresién de CD10 en las células de linfoma B. PU.1 seria un activador directo del
promotor de CD10. En estudios llevado a cabo mediante induccién de miR-155 con lipopolisacaridos (LPS),
se ha demostrado que al activar NFKB se activa la expresién de miR-155 lo que disminuye la proteina PU.1,

que a su vez disminuye la transcripcién del ARNm de CD10y la traduccién a proteina de la misma®%.

La proteina PU.1 es una diana de miR-155. En el gen de la proteina PU.1 existe una regién
complementaria a miR-155 en la regidn 3’ UTR. Se ha descrito que en células B sin expresién de miR-155
disminuye la respuesta a nivel extrafolicular y del centro germinal y esto hace que las células B no generen
inmunoglobulinas de alta afinidad IgG. En las células con déficit de miR-155, la proteina PU.1 estd muy
expresada, lo que origina una reduccidn de las células B que producen IgG, lo que demuestra que miR-155

juega un papel en la maduracién de las células B.

PU.1 es una proteina cuya expresiéon inmunohistoquimica ha sido estudiada por Hoefnagel y
colaboradores® en muestras de LCCB. Demostraron que aquellos pacientes con linfomas indolentes (LZM y
LCF) presentan mayor expresion de dicha proteina al diagndstico, mientras que el grupo de LCGP la expresan
en menor medida. Este grupo no estudié el impacto de la expresién de PU1 en el pronéstico de cada uno de
los tipos histoldgicos de LCCB. Este dato no esta en contradiccidn con nuestros resultados. El hecho de que
en los LZM la disminucién de MIR155 (que supondria un aumento de PU1) indique peor prondstico no es
incompatible con el hecho de que los LCGP, que son linfomas agresivos, tengan una disminucion de
expresion de PUL. A la vista de estos resultados cabria pensar que en nuestros pacientes que tienen una
pérdida de miR155, deberian de tener un aumento de PU.1, lo que tendria que darle mejor prondstico a los
mismos, pero contrasta con los resultados obtenidos en nuestro caso, donde aquellos con pérdida de
miR155, el prondstico es peor. Aun asi los mecanismos intrinsecos de la relacidn entre miR-155 y PU.1 estan

todavia por determinarse.

Otra proteina relacionada con la via NFKB y miR-155 es LMP1. LMP1 es una proteina transmembrana

de sefializacion molecular que se activa durante la infeccién viral de EBV en las células que acttia de forma
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homologa al receptor de TNF. Esta proteina al activarse, genera la activacion de 3 vias: NFKB, ATF-2y AP-1a
través de la via JNK. A través de estas tres vias LMP1 participa en la proliferacion celular, apoptosis y
migracion, lo que contribuye a la inmortalizacién celular. En un estudio con células B (EBV positivas versus
negativas) se demostré que las células EBV positivas presentaban niveles de miR-155 mayores. En las células

221

donde se activaba LMP1 se inducia la transcripcion de miR-155“". En este estudio a su vez se demostré que

la activacién de LMP1, produce una disminucién de PU.1%,

A diferencia de lo que hemos visto con miR-150, otra de las vias que controla miR-155 es la via
antagoénica de PI3K. PI3K cataliza la conversién del bifosfosfato (4,5) fosfatidilinositol a trifosfato (3,4,5)
fosfatidilinositol (PIP3) que actua como segundo mensajero para reclutar a varias proteinas, entre ellas AKT.
Las sefales de PI3K antagonizan con las de PTEN y SHIP. Recientemente se ha descubierto que a diferencia
de lo que ocurre con las células T, las células B no presentan transformacion maligna por deleciones aisladas
en el gen PTEN o deleciones en SHIP, en cambio, las delecciones combinadas en PTEN y SHIP producen
alteraciones letales en las células B de ratones, generando linfomas parecidos a los DLBCL humanos®”’.
Pedersen y colaboradores demostraron que la elevacion de miR-155 en linfomas difusos de células grandes B
tipo ABC se correlacionaba con disminucién de la proteina SHIP. El aumento de expresién de miR-155 a su
vez es debido al aumento de TNFalfa junto con mutaciones en el genoma. La neutralizacién in vitro y en vivo
de TNFalfa genera una disminucidon de miR-155 que evita la inhibicién de SHIP, lo que evite la proliferacidn

celular y el crecimiento tumoral®®.

MIiR-150 y miR-155 en linfomas cutdneos primarios

A pesar del incremento en el nimero de estudios sobre miRNAs en linfomas no Hodgkin
ganglionares, pocos son los estudios que han examinado el patron de expresion en linfomas cutdneos
primarios, y dentro de estos, sélo existen datos publicados en con linfomas de células T primarios cutaneos,

concretamente en micosis fungoide (MF) y sindrome de Sézary (SS) 732°2%°,

El grupo de Ballabio y colaboradores fue el primero en describir el “miRnoma” de un linfoma

cutaneo de células T (SS) 2.

Utilizaron un array con cientos de miRNAs, ya previamente empleado en
linfomas B ganglionares'®, para estudiar en sangre periférica a 21 pacientes con SS. Detectaron 114 miRNAs
con expresion diferencial entre los casos de SS. De éstos, 10 miRNAs se encontraban sobreexpresados,
mientras que el resto estaban infraexpresados. La expresidn de miRNAs en SS varié poco con respecto a la
expresidon de los miRNAs observado en linfomas B ganglionares. De los miRNAs sobreexpresados, 7 de 10
eran similares a los sobreexpresados en linfomas B sistémicos, mientras que de los 20 infraexpresados 18

coincidian con el grupo de linfomas B sistémicos. Esto llevd a pensar a los autores que los miRNAs implicados

en la patogenia de este tipo de tumores es similar. Dentro de este estudio, se intentd disefiar un modelo de
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expresion predictivo que permitiese diagnosticar el SS. De esta forma se concluyé que la expresion individual
de miR150, miR191, miR15a y miR16, en esta cohorte de casos estudiados, podria predecir con un 100% de
seguridad un SS, mientras que la expresion de miR223 y miR17-5p, lo predeciria con una seguridad del 96%.
Posteriormente, estos miRNAs fueron validados al compararlos con muestras de MF eritrodérmica, y sélo
miR223 fue validado como marcador diagndstico, con una sensibilidad del 96% y una especificidad del 87%.
Mediante el analisis de los resultados del array estudiado por la técnica estadistica ANOVA, se obtuvo que la
infraexpresidon de miR342 discrimina de forma muy satisfactoria el grupo de los SS, que a su vez se relaciona

con la infraexpresién del gen EVL.

Un afio después, el mismo grupo, liderado por Van Kester, publicé un perfil de miRNAs diferencial en

22 En este caso compararon 19 muestras de MF en estadio tumoral

linfomas cutdneos de células T, tipo MF
con 12 muestras de dermatosis inflamatorias (liquen plano y eccema). Encontraron un perfil de 49 miRNAs
diferencialmente expresados, de los cuales 39 se encontraban sobreexpresados y el resto infraexpresados.
MiR155 fue uno de los que presentaba niveles de expresién mayor, junto con miR92a, aunque fue miR93 el
gue presentd tasas 5.8 veces mayor en las muestras de MF que en las dermatosis inflamatorias. De los 19
miRNAs infraexpresados, 2 de ellos (miR100 y miR133) también se infraexpresaban en SS, mientras que
ninguno de los sobreexpresados lo hacia en SS. Los 3 miRNAs con mayor expresién en SS fueron analizados

en nuestro estudio, siendo miR155 el Unico que presentod significacidn estadistica como factor prondstico en

el grupo de LZM.

Recientemente, un grupo independiente al previo, ha publicado nuevos resultados de expresién de
miRNAs en MF”*'. En este estudio se revisaron 43 muestras de MF (18 precoces y 25 tumorales). Se
analizaron los siguiente miRNAs: miR-15a, miR16, miR155, let7a, let7d, let7f. De todos ellos, miR155 fue el
Unico que se sobreexpresaba en las muestras de MF (sin llegar a conseguir la significacion estadistica),
resultados que coinciden con los previos de Van Kester y colaboradores®”®. Al comparar entre ambos
estadios de micosis fungoide, se objetivd que los niveles de miR155 eran mayores en estadios precoces que
en estadios avanzados. En este estudio, mediante regresién de Cox se objetivd que la infraexpresion de
let7a se correlacionaba con peor pronéstico en MF, ya que a menores niveles de let7a habia mayor
presencia de metastasis a distancia. En nuestro trabajo se han analizado 3 miRNAs de los utilizados en este
estudio, miR15a, miR16 y miR155, pero ninguno de ellos mostrd significacion estadistica diferencial entre
los 2 grupos de linfomas cutaneos indolentes, a pesar de que la menor expresiéon de miR155 si se

correlaciona con un peor prondstico en el grupo de LZM .

A dia de hoy, en la literatura médica no existe ningln trabajo publicado en relacion al perfil de

expresion de miRNAs en los linfomas cutaneos primarios de células B indolentes (LZM y LCF).
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La aparente relacidn entre la expresion de miRNAS vy el estadio de diferenciacién celular'®®, nos llevéd
a la busqueda de un patrén de expresion diferencial de miRNAs entre los dos grupos histolégicos de linfomas
primarios B indolentes. De la misma manera, que las caracteristicas clinicas e histoldgicas tienen en la
actualidad poco valor prondstico en este grupo de pacientes (excepto en linfomas B cutaneos de células
grandes tipo piernas), planteamos como hipétesis la posibilidad de utilizar microARNs como un posible
marcador molecular que nos permitiera determinar qué grupo de pacientes tendrian mayor probabilidad de

progresar clinicamente, con el consiguiente peor prondstico.

En nuestra serie hemos demostrado que miR150 se encuentra sobreexpresado en el grupo
histolégico de linfomas de la zona marginal cutdneos. La microdiseccion llevada a cabo en las diferentes
muestras de tejido ha revelado que la expresiéon de miR-150 deriva principalmente del compartimento de
células extra centro germinal, con poca expresién en los centros germinales. Estos resultados sugieren que
los niveles de expresion de miR-150 en linfomas de la zona marginal pueden estar, al menos, parcialmente
relacionados con la presencia de dicho miRNA en el estadio diferencial post-centro germinal™®>. MiR-150
también se encontrdé expresado en células no neoplasicas de estirpe T en el microambiente (aunque en
niveles menores que en las células neoplasicas B CD20+), también sugerimos que cambios en la expresion de
miR-150, pueden ser debidos en cierta medida a cambios en el compartimento de células T del

microambiente.

Mediante la cuantificacion por RT-PCR del ARN extraido de las muestras en parafina, hemos
objetivado que la baja expresién de determinados miRNAs al diagndstico se asocia con el incremento de
riesgo de progresion clinica cutanea. Los niveles bajos de expresion de miR-155 y miR-150 se correlacionan
con una mayor tendencia a progresar (mayor tendencia a recidiva cutdnea). Dicho efecto queda limitado al

grupo de linfomas de la zona marginal, al menos en nuestra serie de casos.

En nuestro estudio también hemos encontrado que la infraexpresion de miR-150 se encuentra
asociada con una PFS menor y por tanto con mayor riesgo de progresiéon cutanea. Ademas como ya se ha
comentado previamente, dicho miRNA se encuentra expresado de forma diferencial entre ambos subtipos

de LCCB indolentes, con menor expresion en linfomas centro foliculares que en linfomas de zona marginal.
MIiR-150 y miR-155 y sus dianas génicas

A la vista de todo lo previamente expuesto, se puede decir que otros autores han validado diversas
dianas génicas a las que regularia miR-150. Han demostrado que estas dianas génicas tienen un papel
importante en la tumorogénesis, lo cual permitiria en un futuro buscar mecanismos que nos expliquen la

etiopatogenia de los linfomas cutaneos primarios de células B.
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190 "En nuestro

MIiR-150 se expresa en células B maduras y en células T de ganglio linfatico y bazo
estudio tras realizar la diseccién celular y estudiar la expresién de miR-150, obtuvimos que la sefial de
expresion procedia principalmente de las células CD20+, y del compartimento formado por las células extra

centro germinal.

Este miRNA es uno de los principales reguladores de la transicion de células B del estadio pro-B al

190

pre-B'®, y junto a miR-181a y miR-142 regula el paso de estadio pre-B a células B maduras®*% El grupo de

175
b*".

Xiao encontré que miR-150 controla la expresién del factor de transcripcion C-My Este se encuentra

regulado a la baja en linfomas de células B tanto en linfoma de Burkitt, en linfomas difusos de células

233234 Esta observacion fue confirmada por Lawrie y colaboradores® que demostraron que miR-150

grandes
se encuentra regulado a la baja en células de linfomas difusos de células grandes comparadas con células B
normales®*®. Sin embargo, no encontraron relacién entre la expresién de dicho miRNA y el prondstico en

pacientes con linfomas difusos de células grandes.

Los diferentes niveles de expresiéon de miR-150 encontrados entre linfomas de la zona marginal y
linfomas de células del centro folicular pueden estar parcialmente relacionados con los distintos estadios de
diferenciacion encontrados en estos tumores y con el porcentaje de células T no tumorales del
compartimento microambiental. Se necesitan mads estudios para determinar si cambios en el microambiente

no tumoral influyen en el prondstico de dichos tumores.

C-Myb es sin duda, la diana relacionada con miR-150 que mas interés ha demostrado, ya que como
hemos visto previamente se ha relacionado con varios linfomas ganglionares y procesos

mieloproliferativos®’>9%20%203

y su papel en el ciclo celular estd mds que demostrado. Myb se encuentra
localizado en 6g22-q23%%. Tras analizar los articulos sobre CGH en LCCB, cabe destacar que el grupo de
Gimenez y colaboradores'®, encuentran pérdidas génicas en ese locus en LCGP, pero no en linfomas

cutaneos indolentes, mientras que otros autores no hallan pérdidas en ninguno de los 3 grupos®”***

. A pesar
de no haberse descrito hasta el momento pérdidas en este locus mediante CGH, si que podria ser otra via de

investigacion para poder explicar la etiopatogenia de estos linfomas.

MiR-150 regula la transcripcidn de proteinas transmembrana, como MUC4, descrito en cancer
pancredtico, que no sabemos hasta el momento si tiene alguna funcién en células B, aunque si que dicha
proteina tiene un papel en el crecimiento, invasion y diseminacién metastasica en células pancreaticas™®. En
este caso queda patente la funcién de miR-150 como supresor de tumores. Otra diana validada es EGR2,
descrita en cdncer gastrico, cuya funcion también se ha demostrado que es supresor de tumores, y aunque

EGR2 no se ha descrito hasta el momento como una via que participe en el desarrollo de células B o en
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linfomas, si que se ha visto que EGR1, proteina de la misma familia, tiene un papel en el desarrollo de las

células linfoides B*’.

MiR-150 también se ha asociado con la proteina P2X; que participa en la apoptosis celular **’.

Recientes estudios han demostrado el papel de esta proteina en el desarrollo de diseminacién en linfomas
ganglionares de ratones®®, por tanto dicha diana podria tener un papel también en la etiopatogenia de los
linfomas humanos en general y en los LCCB en particular, aunque es necesario estudios que lo puedan

demostrar.

NOTCH3 °** es otra diana génica relacionada con miR-150 que puede que en el futuro tenga gran
implicacién a la hora de permitir comprender mejor la etiopatogenia de los linfomas tanto sistémicos como
cutaneos, debido a su implicacién en el desarrollo de las células inmunes T en el timo y su papel en el ciclo
celular y la apoptosis de células T. Por tanto, es un gran candidato para estudios posteriores en diversos

linfomas y en linfomas cutaneos en particular.

El papel de miR-150 en la via PI3K-AKT, es otro de los puntos de interés para entender la

etiopatogenia de los linfomas y su relacién con las telomerasas®**,**,%*>, Otras dianas que también se han
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descrito relacionadas con miR-150 como ya hemos comentado son p53, DKC1 y BIM La funcién de p53

como gen supresor de tumores es bien conocida y su disregulacion como mecanismo que influye en diversas

neoplasias y procesos linfoides malignos también®*

. Su papel en la etiopatogenia de los linfomas cutaneos
primarios y su relacidn con miR-150 en los mismos puede hipotetizarse ante las evidencias en otros
procesos, aunque necesita estudios que lo avalen. DKC1 es la proteina denominada disquerina, que se ha
descrito relacionada con el crecimiento celular y cuyo gen se encuentra mutado en la disqueratosis
congénita®®. Esta proteina actda a nivel de los telomeros acortandolos y produciendo un envejecimiento

241

celular. Ademas hay evidencias de su relacién con p53“", lo que puede explicar el control de ambas por

parte de miR-150. BIM es otra proteina implicada en la via PI3K, y su funcién como proteina proapoptotica

se ha descrito en varios linfomas sistémicos, como el linfoma de Burkitt*****?

. Su papel como diana de miR-
150, al igual que el de otros genes que codifican para proteinas que participan en el ciclo celular, necesitan
ser mas estudiados en LCCB, aunque puede ser otra de las proteinas que participen en el complejo

mecanismo del desarrollo de estos linfomas.

La proteina PTPTRR es una proteina de la familia proteinas tirosin fosfatasas (PTP). Las PTPS es una
familia de moléculas que regulan un conjunto amplio de procesos celulares como crecimiento celular,
diferenciacién, mitosis y también se ha descrito relacionado con procesos oncogénicos. El bloqueo de la

245

produccién de esta proteina se ha relacionado con cancer colorrectal®*y policitemia vera®”. El gen de esta
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proteina se ha relacionado con miR-150 en policitemia vera, el cual se encuentra infraexpresado. PTPTRR se

ha validado como diana génica de miR-150 mediante microarrays de expresion de miRNAs**>%,

Las proteinas AGA y MS4A3, son proteinas que al igual que PTPTRR han sido descritas como dianas
de miR-150 en policitemia vera. Esta relacion ha sido validada mediante microarrays de expresion de
miRNAs**>?*. AGA es una glucosaminidasa que participa en el catabolismo de las glicoproteinas, cuyo déficit
origina la aspartoglicosaminuria. MS4A3 es una proteina que se expresa en las células hematopoyéticas y

participa en la transduccién de seiales.

VEGF2 es otra proteina que mediante microarrays se ha demostrado que puede ser una diana génica
de miR-150**®. Miembro de la familia de los factores de crecimiento PDGF/VEGF, que actta en las células
endoteliales, con funciones variadas, destacando su papel en la angiogénesis y su funcion como

proapoptético. Su expresidn se ha relacionado con cancer colorectal.

Las herramientas de bioinformatica para recabar informacion sobre dianas génicas para

determinados miRNAs (www.Targetscan.com; www.mirbase.org, www.microrna.org), proponen dianas para

miR-150 no comentadas previamente como son: ZFP91 (Homo sapiens zinc finger protein 91 homolog),
C6orf134 (Homo sapiens chromosome 6 open reading frame 134), CALCR (Homo sapiens calcitonin
receptor), SMARCD1 (Homo sapiens SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of
chromatin, subfamily d, member 1, variantes 1 y 2), COL1A1 (Homo sapiens collagen, type |, alpha 1). De
todos ellos ninguno se han relacionado claramente con la funcién de los linfocitos B o con su implicacién en
el desarrollo de linfomas B cutdneos primarios, aunque dianas con menor afinidad pero con probable
relacion como ELK1 (homo sapiens ELK1, member of ETS oncogene family) podrian tener implicacién en la
etiopatogenia de estos tumores, ya que es un oncogén implicado en otros tumores, entre ellos leucemias®*’.

Aln asi son pocas las dianas génicas que han sido validadas para miR-150 como se aprecia en la tabla 11.
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DIANAS MIR-150

Gen Neoplasia Método validacién Funcién
C-Myb Leucemia linfatica cronica R, W, O Oncogénica
P2X7 Préstata 0 Proapoptotica
Mama
PTPRR Colon M Oncogénica
Policitemia vera
EGR2 Estomago (8] Supresor de tumores (proapoptotica)
MuUC4 Pancreas ND Crecimiento, invasion y diseminacion metastasica

delas células pancreaticas

NOTCH3 Leucemia linfatica aguda ND Control ciclo celular y la fase de apoptosis
DKC1 Linfoma NK ND Oncogénica.
Activacion telomerasa
AKT2 Linfoma NK ND Oncogénica.
Activacion telomerasa
BIM Linfoma Burkitt ND Proapoptotica
VEGFA Cancer colorrectal 0 Proapoptotico
AGA Policitemia Vera M Oncogénica

MS4A3 Policitemia vera M Oncogénica

32

MiR-155 es uno de los microARNs relacionado con el proceso de la carcinogénesis. MiR-155 se ha
relacionado con mas de 800 dianas génicas en humanos®*®, aunque la mayoria de ellas estan por validarse.
Destacamos aquellas dianas que han sido validadas y relacionadas con procesos neoplasicos que puedan

permitir entender mejor la etiopatogenia de los LCCB.

MiR-155 esta implicado en la regulacion del sistema inmune, especificamente en el control de la
diferenciacion de células T*****° y maduracién de células B***%%°, MiR-155 est4 sobreexpresado en células
B y T activadas, células B del centro germinal y en monocitos activados*®>*****'. En nuestro estudio al
realizar la microdiseccidn de los diferentes compartimentos celulares, sélo obtuvimos mayor expresidon de
miR155 en las células CD20+, lo que también apoya el origen de la expresién de dicho miRNA de las células
B, aunque no hubo diferencias en la sefial de expresién de miR-155 procedente de células del centro

germinal y de la zona fuera del centro germinal.

La pérdida de expresién de miR-155 dirige la diferenciacidn celular T hacia una respuesta Th2'®.

MiR-155 se requiere para la regulacion de la respuesta de células B tanto para antigenos timo dependiente

%2 Tabla 11.- Dianas genéticas miR-150. Abreviaturas: R: reporter gene assay; W: Western blot; R: PCR; P: Proteomica;
M: Microarray O: Otras técnicas; ND: no disponible248. http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=MIR150..
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como independientes. Parte de su efecto es debido a la regulacién directa de los niveles de la proteina
PU.1°%°, ya que como se ha descrito en la leucemia mieloide aguda, existe una relacién directa entre miR155

y el gen PU.1%*%

MiR-155 también tiene una funcién supresora de tumores por la cual se reduce la traslocacién

189,233,234 | 3 funcién principal del gen

oncogénica generada por AID (activation-induced cytidine deaminase)
AID es iniciar la hipermutacién somatica en células B del centro germinal, lo que permite la recombinacion
de las regiones variables de las cadenas de las inmunoglobulinas, sobre todo en la cadena pesada. Esto se
produce mediante la desaminacién de una citosina por un uracilo lo que activa la enzima uracil ADN
glicosidasa y la APE endonucleasa. MiR-155 controla la expresién del gen AID, cuya transcripcién genera la
proteina AIDCA®*, que se encarga de poner en marcha la hipermutacién somatica. La proteina AID no sélo
genera mutaciones en oncogenes, sino que también origina traslocaciones®. El grupo de Teng®* demostré
gue en ratones con niveles de miR-155 altos (con el uso de LPS e IL-4) expresaban menos proteina AICDA, al
impedir la transcripcion del ARNm del gen AID. Si aumenta el producto del gen AID (AICDA), se produce una
sobrerregulacién de la recombinacién de clases de inmunoglobulinas, con una mayor tasa de mutaciones.
En otro estudio llevado a cabo por Ramiro y colaboradores®® se demostré también en ratones, que aquellos
con supresion de miR-155 , presentaban de 3 a 6 veces mas traslocaciones en Myc-lgH que los ratones
normales, lo que apoya la idea de que miR-155 es un represor del gen AID. Por tanto, miR-155 actia como

supresor de traslocaciones en Myc-IgH. Dicha traslocacién se ha descrito en linfomas tipo Burkitt®’

Y el
grupo de Hallerman y colaboradores®® hallaron alteraciones génicas en los loci de ambos genes en el grupo
de LCGP, pero hasta el momento no se han hallado alteraciones en el grupo de LCCB indolentes. Al igual que
ocurre en este tipo de linfomas, se podria hipotetizar que traslocaciones en Myc-IgH podria ser uno de los
mecanismos implicados en la etiopatogenia de los linfomas cutdneos de células B tipo zona marginal (que es
el grupo donde la pérdida de expresion de miR-155 se correlaciona estadisticamente con el prondstico).
Como hemos visto en la introduccién Dijkman y colaboradores'® demostraron una expresién aberrante de la

proteina AID en el grupo de LCGP (80%) respecto a los LCF (10%). Actualmente no existen datos en al

literatura sobre expresion de la proteina AID en LZM.

El gen AID estd localizado en el locus 12p13. En los estudios de CGH del grupo de Dijkman vy

104" ademds de en el

colaboradores encontraron ampliaciones en el genoma en dicho locus en LCF (7/37)
grupo de LCGP, como confirmé el grupo de Mao y colaboradores, aunque estos ultimos no hallaron dicha
alteracién en LCF”’. La ampliacidn en dicho gen puede llevar al aumento de la proteina AICDA, lo que lleve a
mayor tasa de mutaciones. A pesar de ello, sélo se ha encontrado la ampliacidn en LCF, por lo que la relacién
del producto de ese gen y miR155 con el pronéstico de los LCCB es dificil de explicar hasta el momento, ya

gue en nuestro estudio hemos encontrado que la pérdida de dicho miRNA se relaciona con peor prondstico
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sélo en el grupo de LZM, grupo de linfomas donde no se ha estudiado la amplificaciéon del gen AID. Por ello,

esta via de investigacion puede ser que permita en un futuro entender mejor la etiopatogenia de los LCCB.

MiR-155 est4 sobreexpresado en MF?*°

, mientras que en nuestra serie los valores de expresién no
presentan diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos de linfomas cutaneos
primarios de células B. Hasta el momento, este miRNA no se ha relacionado con el prondstico de linfomas
cutaneos primario de células T, a diferencia de lo que ocurre en nuestra serie, cuya infraexpresidén se

correlaciona con peor pronéstico en linfomas cutdneos de células B tipo zona marginal.

La informacion publicada sobre el impacto de la expresién de miR-155 en el prondstico de otros
linfomas es limitada. Existe controversia entre su expresion y el prondstico y la supervivencia en linfomas

difusos de células B grandes ganglionares'****%,

Parece claro que dicho miRNA se encuentra principalmente
sobreexpresado en pacientes con linfoma sistémico tipo ABC de linfomas difusos de células grandes, donde
esta asociado con peor prondstico®®. Dichos resultados contrastan con los resultados que identifican miR-
155 como un marcador de mejor prondstico (mayor PFS) en LCCB (tipo zona marginal) . La causa de dicha
asociacidon no esta clara, pero puede estar asociada al papel regulador de miR-155 en vias oncogénicas como

son NFkB (IkBKe), PI3KCA, o elementos mutagénicos como AID*?2%7,

Como hemos visto en secciones previas, son varias las dianas que se han validado para miR-155
aparte de AID y PU.1. Los genes JMJD1A y BACH1 han sido identificados como dianas de miR-155 en cancer
nasofaringeo, ademds de correlacionarse con peor prondstico en aquellos con afectacidén ganglionar®®.
JMID1A se encuentré localizado en la regién 2p11.2°% del genoma, y como al contrario de cémo ocurria con
MYB, en uno de los estudio sobre CGH en LCCB'®, est3 region sélo se encuentra amplificada en LCGP,
mientras que no se han detectado aberraciones génicas en el genoma de LCCB indolente.

PTEN se ha descrito como diana en cancer de pulmén, y también se correlacioné con prondstico en
carcinoma epidermoide con metastasis ganglionares’®, ademds también tiene implicacién dicha diana en
linfomas NK 2%

En melanoma se ha asociado con la proteina SKI, correlaciondandose de forma inversa, siendo su

212 Aunque no podemos determinar si puede tener

papel en la proliferacion de este tumor importante
relevancia en el desarrollo de los linfomas, en este caso de los LCCB.

Otra diana de interés es FOXO3a, que como hemos visto participa en la supervivencia celular y la
sensibilidad del tratamiento®**, ademas abre un campo para el estuio de otras probables dianas como son los
genes AKT, SGK y IKK. Aunque hasta el momento no se ha relacionado con la etiopatogenia de los linfomas.

SOCS1 es una diana regulada por miR-155 en cancer de mama. Ademads esta proteina se relaciona

con la via STAT3 que tiene un papel crucial en la tumorogénesis.?” Probablemente, en un futuro, dicha
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proteina sera estudiada para ver su implicacién en linfomas cutdneos de células B, ya que tiene relacién con
la via STATS3.

MIiR-155 participa en la migracién celular y en la invasidn de diferentes extirpes celulares, y todo ello
mediante la proteina RhoA”*. También es bien conocido el papel de miR-155 en la respuesta inmune y en la
inflamacién, asi pues PU1 y SHIP1 han sido dianas que se han validado claramente para miR-155%%2. De
igual manera los genes BACH1 y ZIP2 son genes que participan en la infeccidn viral, y que han sido validadas

como dianas para dicho miRNAZ%%%°,

Otra diana relacionada con miR-155 es MAP3K7IP2 o TAB2, proteina que regula TGF beta y participa
en la via de NFKB. Relacionado con cancer de mama. Actualmente no se sabe como es la relacién de TAB2
con miR155, pero los buscadores principales de dianas génicas los relacionan con un elevado indice de

prediccion*®. Existe un trabajo en que se ha relacionado TAB2 con el virus HTLV-1%%

, por lo que podria ser
de interés su estudio en aquellos linfomas relacionados con este virus, siendo otra via para comprender la

etiopatogenia de los linfomas en general y los cutaneos en particular.

Gen Neoplasia Método validacién | Funcién
JMID1A C. Nasofaringeo R,O Proapoptdtica,diseminacion ganglionar
BACH1 C Nasofaringeo R, O Proapoptética,diseminacion ganglionar
PTEN Pulmon, Linfoma NK, R Proapoptdtica
LDCBG
SKI Melanoma W Crecimiento celular
FOX03a Mama P Proapoptética
SOCS1 Mama ND Proapoptatica
BIC LINFOMAHODGKIN ND Crecimiento celular
PU.1 LDCBG M Produccion de IgG, Oncogeny gen supresor de
tumores
LMP1 Linfomas EBV+ M Proapoptdtica
SHIP LDCBG R,W, Q,0 Proapoptdtica
MAP3K7IP2 | Leucemias, cancer de R,O ActivaTFGbeta
o TAB2 mama

33

** Tabla 11.- Dianas genéticas miR-155. Abreviaturas: R: reporter gene assay; W: Western blot; R: PCR; P: Proteomica;
M: Microarray O: Otras técnicas; ND: no disponible; LDCBG: linfoma difuso de células B grande.
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A pesar de las diversas dianas descritas para otros tumores viscerales y procesos linfoproliferativos,
hasta el momento no tenemos datos que avalen dianas genéticas de miR-150 y miR-155 en LCCB indolentes,

siendo necesarios mas estudios.

Aun asi, como hemos mencionado anteriormente, la relacidon entre miR-150 y miR-155 cada vez es
mas evidente, la diana de miR-150, MYB regula la regidon promotora de miR-155 (miR-155HG). Ademas son
varios los autores que han objetivado que MYB a su vez inhibe el factor de transcripciéon PU.1, diana de miR-
155%2%3  Los niveles de PU.1 estan disminuidos en varios procesos linfoproliferativos, ademas la
reconstitucién de dichos niveles disminuye la proliferacién celular y activa la muerte celular®®. El grupo de
Vargova y colaboradores han demostrado que en células normales la elevacion de MYB no afecta a la
activacion de miR-155 pero en células neopldsicas de LLC, MYB se encuentra elevado y a su vez los niveles de
miR-155, siendo por tanto miR-155HG una diana para MYB. Este grupo propone como mecanismo de
activacion de miR-155HG por parte de MYB, a través de la acetilacidon de la histona H3K9, ya que los niveles
de miR-155 aumentan al acetilar dicha histona. De manera, que la alteracion de ambas vias (miR-150 regula
Myc gque a su vez regula la regién promotora de miR-155) puede ser uno de los mecanismos que pueda
explicar la etiopatogenia de los linfomas cutaneos indolentes, aunque son necesarios estudios que avalen

dicha relacién en los LCCB.

MiR150 estd localizado en el locus 19g13.33** y miR155 en 21g21.3**° del genoma, tras revisar la
literatura existente sobre CGH en LCCB, ninguno de las zonas ampliadas o perdidas descritas hasta el

momento se relacionan con ambos loci®”1*%4,

En resumen podemos decir que, hemos encontrado que ciertos miRNAs, en particular miR-155 vy
miR-150, tienen valor prondstico en pacientes con linfomas cutdneos B primarios indolentes, tipo zona
marginal. La expresién de estos miRNAs puede ser medido facilmente usando ARN extraido de muestras de
tejido en parafina. La pérdida de la expresién de dichos miRNAs esta asociada con el peor prondstico de
dichos pacientes. El mecanismo por el cual se produce este peor prondstico permanece oscuro y necesita
mas estudios para ser aclarado, al igual que hasta el momento no tenemos dianas genéticas que puedan

implicarse en este tipo de linfomas, que nos permita entender mejor la etiopatogenia de los mismos.
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CONCLUSIONES:

1. Los linfomas B primarios cutdneos tipo zona marginal presentan un nivel de

expresion de miR-150 significativamente superior a los linfomas del centro folicular.

2. La pérdida de expresion de miR-150 y miR-155 confiere peor prondstico a los

linfomas B de la zona marginal.

3. La diferencia significativa de expresién de miR-150 entre los linfocitos tumorales de
los linfomas B cutaneos primarios y las células acompanantes del tumor, demuestra que la

expresion de miR-150 proviene basicamente del componente linfoide tumoral.
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ANEXO 1.- FORMULARIO CLINICO-EPIDEMIOLOGICO LCCB

DATOS EPIDEMIOLOGICOS: SEXO: VIM EDAD:

DATOS DIAGNOSTICOS:

TIPO LINFOMA B CUTANEO PRIMARIO: zona marginal /folicular/ tipo piernas

FECHA DIAGNOSTICO: EDAD AL DIAGNOSTICO:

FECHA INICIO LESIONES: NUMERO DE LESIONES AL DX:
LOCALIZACION INICIAL LESIONES: cara /cuero cabelludo / cuello / tronco / mmss / mmii /otros

ESTUDIO EXTENSION:

ADENOPATIAS PALPABLES: SI/NO

BIOPSIA MEDULA: SI/NO  INFILTRACION: SI/INO

TAC BODY: SI/NO EXTENSION: SI/NO (Especificar adenopatias/esplenomegalia)
OTROS:

TRATAMIENTOS REALIZADOS

1- FECHA TIEMPO REALIZADO:
2. FECHA TIEMPO REALIZADO:
3. FECHA TIEMPO REALIZADO:

RESPUESTAA TTO: SI/NO REMISION COMPLETA: SI/NO FECHA: TTO CON EL Q SE CONSIGUE:
REMISION PARCIAL: SI/NO FECHA: TTO CON EL Q SE CONSIGUE:

SEGUIMIENTO

ANOS DE SEGUIMIENTO TRAS DX INICIAL:

ENFERMEDAD ESTABLE: SI/NO

RECIDIVA DURANTE EL SEGUIMIENTO: SI /NO FECHA : N° DE LESIONES:
PROGRESION DE LESIONES: SI/NO FECHA: N°DE LESIONES:
ESTADIO MAXIMO ALCANZADO:

TRATAMIENTO REALIZADO PARA RECIDIVA/PROGRESION:
EVOLUCION:
FECHA ULTIMA EVALUACION CLINICA:

SITUACION ACTUAL: RC: SI/NO  RP:SIINO ENFERMEDAD ESTABLE: SI/NO EXITUS : SI/NO  FECHA: CAUSA EXITUS:
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FECHA DE FORMULARIO:

Aner 2. HOJA D[E INFORMACION AL PACIENTE PARA ESTUDIOS
GENETICOS y PROTEICOS.
Proyecto de Investigacion titulado: NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS, TERAPIA

APOYADA EN EL DIAGNOSTICO MOLECULAR

Investigador principal: Dr M.A. Piris (CNIO). Investigador principal en el H 12 de Octubre::
Dr. Pablo L Ortiz Romero Servicio Dermatologia.

Se solicita su participacién en este Proyecto de Investigacidon. Usted padece un proceso
linfoproliferativo / mieloproliferativo (tachar lo que no proceda). Su médico ya le ha
explicado en qué consiste su enfermedad. En este estudio participan servicios de
dermatologia, hematologia y oncologia de diversos hospitales de la Comunidad de Madrid
y Castilla La Mancha.

Los procesos linfoproliferativos o mieloproliferativos son tumores malignos que se originan
en unos tipos determinados de glébulos blancos. Los gldbulos blancos forman parte del
sistema defensivo del organismo.

Usted va a ser sometido a una intervencién quirurgica (biopsia) o se le va a tomar una
muestra de sangre que resulta necesaria para su diagndstico o seguimiento. Le pedimos
permiso para recoger parte de esa muestra y poder utilizarla para estudios de
investigacion. De su participacién en este estudio usted no obtendra ningun beneficio
directo. Sin embargo la identificacion de genes, marcadores biolégicos o dianas
terapéuticas relacionados con los procesos linfo o mielo proliferativos podria beneficiar en
un futuro a pacientes que los padecen y contribuir a un diagndstico mdas precoz o al
tratamiento de esta familia de tumores malignos.

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria y si usted decide no participar
recibira todos los cuidados médicos que Ud. precise y la relacién con el Equipo Médico que
le atiende no va a verse afectada.

Si usted decide dar su permiso, la muestra que en condiciones normales se utilizaria solo
para diagndstico o seguimiento, se podra utilizar para cultivar tanto las células tumorales
como las células normales que forman el microambiente tumoral (células normales que
rodean a las malignas y les dan soporte y alimento entre otras cosas). Ademds de
cultivarlas, estas células se utilizaran para extraer ADN, ARN y proteinas y para realizar
implantes en animales de experimentacion. El ADN es un elemento que esta presente en
todas sus células porque lo ha recibido de sus padres y lleva un cédigo en forma de
"genes" que determina sus caracteristicas fisicas personales como el color de ojos, de piel,
etc. El ARN es un intermediario que sirve para traducir la informacién contenida en el ADN
y fabricar proteinas. Las diferencias entre unas personas y otras nos pueden ayudar a
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explicar por qué algunas personas desarrollan unas enfermedades y otras no. lLa
implantacion de muestras en animales de experimentacién se hace para reproducir la
enfermedad humana en animales y poder probar nuevos tratamientos en fase de
experimentacion.

Se le pedird su consentimiento para que con sus muestras bioldgicas (biopsia y/o sangre)
se cultiven células normales y tumorales para, con ellas:

1.- Estudiar el ADN, ARN y proteinas que puedan ser utiles para un diagndstico precoz o
tratamiento de los procesos linfo o mieloproliferativos.

2.- Cultivar células normales y tumorales e implantarlas en animales de experimentacion

3.- Es probable que en un futuro se descubran nuevos marcadores relacionados con los
procesos linfo o mieloproliferativos. Por ello se le solicita que autorice al Investigador a
almacenar su muestra para el estudio de otros marcadores que se puedan descubrir en el
futuro. Como se eliminaran de la muestra todos los vinculos con su identidad, antes de
guardarla, no serd posible llegar a conocer su identidad a partir de ella. Esta muestra sélo
se utilizard para estudiar genes o proteinas importantes implicados en los procesos linfo o
mieloproliferativos o para realizar nuevos implantes en animales de experimentacion. No
se realizaran otros estudios con ella.

Usted puede aceptar que sélo se realicen en sus muestras los estudios expresados en el
punto 1 o solo el punto 2 o todos o Ud. puede decidir no aceptar ninguna

Si Usted acepta sélo los estudios descritos en el punto 1 o 2, su muestra se destruird
después de completar la extraccidon de material post de células.

Si Usted acepta que se guarde esa muestra para futuros estudios como se describe en el
punto 3, el Investigador garantizard que guardara y utilizard la muestra hasta que ya no
gueden mas células, ADN, ARN o proteinas. Una vez desvinculada la muestra no podra ser
destruida, pero no se podra relacionar con usted.

Ud. debe otorgar su consentimiento informado por escrito, indicando qué parte del
estudio acepta y firmando este documento, antes de extraerle la muestra de sangre, saliva
o de tumor.

Si cambia de opinion después, Ud. puede pedir que se destruyan sus muestras. No
obstante, si la muestra se ha enviado ya al laboratorio, no habra posibilidad de destruirlas
porque no habrd ninglin modo de vincular una muestra determinada con su identidad. No
sera posible encontrar su muestra y por tanto no podra ser destruida.
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Como no se pueden relacionar las muestras con su identidad, aunque se trate de un
estudio con datos genéticos, los datos que se obtengan del estudio no le seran
comunicados ni a Usted ni a su médico. Los resultados seran analizados por grupos de
investigadores o de expertos. Se le garantiza la absoluta confidencialidad de los datos
genéticos obtenidos del estudio.

Toda la informacién relacionada con el estudio es estrictamente confidencial. Cada una de
las muestras del estudio recibird un nimero y nunca el equipo investigador que lleve a
cabo el analisis genético conocerd su identidad. Se le ha dicho a su médico que guarde esta
Hoja de Informacién y la Hoja de su Consentimiento otorgado con su firma en un archivo
especial seguro que no forma parte de su historia clinica. Su historia clinica no contiene
ninguno de sus resultados genéticos. Con objeto de controlar y garantizar la correcta
realizacién del estudio, de acuerdo con la normativa vigente, representantes del Comité
Etico de Investigacidn Clinica del Hospital, de las Autoridades Sanitarias Espafiolas y del
promotor del proyecto podran tener acceso a sus registros médicos.

Con la firma del Consentimiento Informado usted da su aprobacion para que estas
personas puedan acceder a sus registros médicos, cumpliendo de forma estricta la
normativa vigente para la proteccion de sus datos personales (Ley Orgéanica 15/1999, de 13
de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal).

No se puede descartar que los resultados de la utilizacién de material bioldgico puedan dar
lugar a la adquisicion de derechos exclusivos que se basan en descubrimientos de la
investigacion. Usted no recibira ninguna recompensa econdémica.

Los resultados del estudio podran ser comunicados en reuniones cientificas, Congresos
Médicos o publicaciones cientificas, pero siempre se mantendra una estricta
confidencialidad sobre la identidad de los pacientes.

Si Ud. precisa mayor informacién sobre este estudio puede contactar con el Investigador
responsable, el Dr , del Servicio de

del Hospital . Tel
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Anexo 2. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE PARA ESTUDIOS
GENETICOS y PROTEICOS.
Proyecto de Investigacion titulado: NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS, TERAPIA APOYADA EN
EL DIAGNOSTICO MOLECULAR

Investigador principal: Dr M.A. Piris (CNIO). Investigador principal en el H 12 de
Octubre:: Dr. Pablo L Ortiz Romero Servicio Dermatologia; Dr Joaquin Martinez/Carlos
Grande, Servicio de Hematologia (tdchese lo que no proceda):

LoYO e declaro bajo mi responsabilidad que he leido la Hoja de
Informacidn sobre el estudio y acepto participar en el mismo.

2.

Se me ha entregado una copia de la Hoja de Informacidn al paciente. Se me han explicado
las caracteristicas y el objetivo del estudio y los posibles beneficios y riesgos que puedo
esperar. Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas. Todas las preguntas
fueron respondidas a mi entera satisfaccion.

Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se identificara la muestra que me han
extirpado con un numero codificado. Toda relacion de la muestra con mi identidad se
eliminara.

Entiendo que el objetivo del estudio es aumentar el conocimiento sobre los tumores de la
sangre, linfomas y leucemias, aqui denominados neoplasias hematoldgicas. Los resultados
del mismo no se comunicaran ni a mi ni a mi medico dado que no se podré vincular la
muestra con mi identidad.

Punto 1.- YoDOY O No DOYDO miconsentimiento voluntariamente para que se pueda
realizar los estudios especificados en mis muestras de biopsia, saliva o sangre.

Punto 2.- YoDOY O No DOY[ mi consentimiento voluntariamente para que se pueda
realizar los estudios relacionados con cultivos de células tumorales y normales e implantarlas
en animales de experimentacion.

Punto 3.- Yo DOY O No DOY O mi consentimiento voluntariamente para que se guarden
mis muestras, con desvinculacion de la identidad. Esto permitird la realizacién de nuevas
pruebas en el futuro cuando se tengan mas conocimientos sobre los genes o proteinas
relacionados con los procesos linfo o mieloproliferativos.

Consiento en participar voluntariamente en este estudio

Fecha ......cooooeevinnnn. y Firma del paciente.....................

Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio y sus riesgos y beneficios
potenciales al sujeto cuyo nombre aparece escrito mas arriba. El sujeto consiente en participar
por medio de su firma fechada en persona.
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(médico/ investigador). Nombre del Investigador o la persona designada de proporcionar la
informacion

134



135

MicroARNs como factor prondstico en linfomas cutdneos de células B

135



	Portada
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	ABREVIATURAS
	RESUMEN
	INTRODUCCIÓN
	HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	MATERIAL Y MÉTODO
	RESULTADOS
	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	ÍNDICE DE TABLAS Y FIGURAS
	BIBLIOGRAFÍA:
	ANEXO

