UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

LINFOMASNO —HODGKIN ASOCIADOSAL SIDA:
ESTUDIO CLINICO, MORFOLOGICO,
INMUNOHISTOQUIMICO Y MOLECULAR: PAPEL
ETIOLOGICO DEL VIRUSDE EPSTEIN - BARR

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Algandro Pascual Martin

Bajo ladireccion del doctor

Carmen Bellas Menéndez

Madrid, 2001

| SBN: 84-669-2075-7



UNIVERS DAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

LINFOMASNO-HODGKIN ASOCIADOSAL SIDA
ESTUDIO CLiINICO, MORFOLOGICO,
INMUNOHISTOQUIMICO Y MOLECULAR. PAPEL

ETIOLOGICO DEL VIRUSDE EPSTEIN-BARR.

ALEJANDRO PASCUAL MARTIN

TES SDOCTORAL

MADRID 2000

1



AGRADECIMIENTOS. ...t 9

ABREVIATURAS. ...ttt sttt et 11
1. INTRODUGCCION....cciiimrirrirnressenssesseesssssssssssessessessssssssssessessssssssssassessessssans 15
1.1. LNH ASOCIADOSAL SIDA ...ttt nnes 16
1.1.1. Epidemiologia........ccccoviviieeiiiiieciesie et 16

1.1.2. ClasifiCaCiON.......cccvveeeeicesee e 18

1.1.3. CaracteristicashistolOgiCas.........ccevvrvrerieereneseeese e 20

1.1.4. CaraCteristiCas CliniCas........ccoveveveereseesie e 23

1.1.5. INMUNOFENOLIPO......cccviiieeeeiieerie et 25

1.1.6. Genotipo MOIECUIAN..........ccccueiieeee e 27

L1661 CMYC et e 27

11620 BCL-B.coooeeeereeeeceeece et 29

L1.6.3. P53 e 34

1164, BCL-2uoooiiiiiieeeeece ettt 36

1.1.7. Pape de la hiperestimulacion antigénicaen d desarrollo
de linfomas en los pacientes infectados por & VIH............... 37



1.2. ELVIRUSDE EPSTEIN-BARR.......cccoiiiiiiii e 40

1.2.1. CaracteristiCaeStruCIUral€5........cocuveerevee e 41
1.2.2. TraNSMISION....cceeiiiriireesie et see e eneas 45
1.2.3. LAENCIA.....ecueeeesieeiesiesteeie e see e eee e see e eeneesseeneesreeneas 45
1.2.4. ME0doS de EtECCION........cceeeeeeceeeiecie e 52

1.3. EL VEB y LOSLNH ASOCIADOS AL SIDA......cccoirrrririnieinennas 54
2.0BIETIVOS......oo ettt sttt et s s snssaesaans 58
BMATERIALES Y METODOS.......coiirieteetsesesese st ssess s ssesnseenans 62
S L MATERIAL ..ottt st 63

3.2. CLASIFICACION Y ESTUDIO MORFOLOGICO........cccocvvrvreene, 63
3.3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO........coeeerercrrecrreseeneesensennns 66
3.3.1. TécnicasinmuNOi StOQUIMICES........ccevveeerieieeeerieseesee e 66
3.3.2. CONLIOIES......ci it 69

3.3.3. Cuantificacion de los resultados de las tinciones

INMUNONISLOQUIMICES........ccveeeeeciecieeeeee et 70



3.4. TECNICASMOLECULARES........cooueteiieeteeisieteeesie e sesenaens 72

3.4.1. Técnicade hibridacion “in situ” paraEBERs........................ 72
3.4.2. TECNICAUEPCR.......cceeeeeee e 72
3.4.2.1. Mé&odos de extraccion del ADN........cccocvvveveennenne 73

3.4.2.2. Amplificacion mediante latécnica de PCR.............. 75

3.4.2.3. Visualizacion de los productos de la PCR................ 77
3.4. ANALISISESTADISTICO.....ciieeteeeeeeeiieeteeessesesessesessssssssssssssens 78
4. RESULTADOS.. ... oottt s s nnae e snne s 79
4.1. CARACTERISTICAS CLINICAS......oeieerenrineensississeseesesessssesanns 80
4.1.1. DiStribUCION POF SEXOS.......uvveeeiiiieeiiriieesreeesireeesseeessseeeesneeas 80
4.1.2. GrupOSAEIIESY0.....cecviereeitieiieeitee e ere e see e sre e 80
.13 EQA......ooiiieeece e 81
4.1.4. Relacion grupO de reSg0 Y SEXO......evvrrereeeereeseessessesenseenes 82
4.1.5. Locaizacion de 1os [iNfomas..........ccceveeeevenenieennsesiesieenens 82
4.2. CARATERISTICAS HISTOLOGICAS.......oovveeeereeeerseeieesesesienaeean, 83

4.2.1. Relacion entre los subtipos histologicos ddl losLSy su
FoTer= [ T7.2= o o | o F R 84

4.2.2. Relacion entre nimero de cdulas CD-4 por i y tipo
histologico delinfoma..........cccceveeviericeceseeeeee e 85

4



4.3. CARACTERISTICAS INMUNOHISTOQUIMICAS..........cocverrnes 87

4.3.1. EXpresOnde CD-20y CD-3........oooeiiieeciee e 87
4.3.2. Presencia de clondidad paralas cadenas ligeras de las
INMUNOGIOBUIINGS........c.coveeeee 87
4.3.3. Indice de proliferaCion............cveeeeeeeereseeeseeseeses s 89
4.3.4. Expresion delaproteinapS3.........cccvvveveveeieesiesieesieseeseesnens 90
4.3.5. Expreson delaproteinaBel-2..........ccccveeiiiiieccciie e, 91
4.3.6. Expreson delaproteinaBel-6...........ccveeviieiiiiii i, 92
4.3.7. EXpreSON de CD-40........ccooeeiieeeecee et 94
4.3.8. Expreson delaproteina LMP-1...........coevvveeeiccieeeciee e, 95
4.3.9. Relacion entre las oncoproteinas LMP-1, Bcl-6, Bcl-2
y p53y los distintos grupos de linfomas............ccccccveveneeen. 97
4.4. RESULTADOSMOLECULARES.........cccoieveeesieireseeseseee e 99
4.4.1. EXpreSiON de EBERS.........ccoocvevieiiceeece e 99

4.4.2. Relacion entre la expresion de EBER y la proteina LMP-1.100
4.4.3. Tipgedel VEB.......cccovee et 102

4.4.4. Tipgedd VEB enloslinfomas EBERs postivosy su
relacion con el grupo de resgo........ccevvevereereeceeese e 104

4.4.5. Relacion entre la cepa sdvge y delecionada ddl gen LMP-1
del VEB Yy loslinfomas EBERS positivos .........ccccoevenene. 105



4.4.6. Relacion de la cepa delecionaday d tipo del VEB en los
linfomas con expresion de EBERS............ccccoceveviccvceennne. 107

4.4.7. Rdacion de la cepa delecionada'y no delecionada ddl gen

LMP-1 del VEB y los grupos de resgo.........cccevereereenennns 108
4.5. GRUPO CONTROL.....ccoeitiiieiecieeitesteeiee st ste e ste e sne e aesne e 109
4.5.1. DalOS ClINICOS......ccciiiieeiiie ettt et 109
4.5.1.1. DistribucCion por SEXO0S........cccuveerererreenieseereessennens 109
4.5.1.2. EQa.......cooviieeceee et 109
4.5.2. TECNICaSUE PCR.......cccti e 110
45.2.1. Tipge del VEB enlos casos control...........cccceeevveenennee. 110

4.5.2.2. Presencia de la delecion de 30 pb en los casos
(6(0] 11 SRS 110

4.5.2.3. Digtribucion de la delecion de 30 pb segun € tipge

del VEB enlos casos contral...........ccceeeeeveiieneenens 111

4.5.3. Relacion entre los resultados dd tipgje dd VEB en d grupo
control y en los pacientes con LNH asociados d SIDA
VEB POSITIVOS.....ccuiiiiiiiiiiiie e sie e sre st sse e s 113
4.5.4. Relacion entre la presencia de cepas delecionadas y
no delecionadas del gen LMP-1 en € grupo control y en los
pacientes con LNH asociados d SIDA VEB postivoes......113
4.5.5. Comparacion de la distribucion de la cepa delecionada de
30pb segun € tipge dd VEB en d grupo control y en tegidos
afectados por LNH asociados d SIDA VEB postivos........114

4.6. ANALISISESTADISTICO....oi oo e eeeeeeeeeeeeenen e 114



A7 TABLAS ... s 117

B. DISCUSION.....couiiieieeteiereceeeeeste ettt eses st sssssssssssssssssnsssneees 127
5.1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS......cooovveveeeeereerseienns 128
5.2. LOCALIZACION DE LOS LINFOMAS........covuveererreeneeseeseessennenn, 130
5.3. SUBTIPOS HISTOLOGICOS........cooveeeirireceeereeseesessesssesssssssssneens 131
5.4. RELACION ENTRE SUBTIPOS HISTOLOGICOS

Y LOCALIZACION. ....ooveriereeeeeeeseeseessessssssssesss s sssssssssssssssssssseans 132
5.5. NUMERO DE CELULAS CD-4/ni Y TIPO DE LINFOMA.........133
5.6. INMUNOFENOTIPO.........coeviieeiireictsietseessessssesesssssssssssssssssssenens 134
5.7. INDICE DE PROLIFERACION........coovveiieeieesietsee s 135
5.8. GENOTIPO MOLECULAR (BCL-6, BCL-2 Y P53)......ccccovuvvnnne. 135
5.9. EXPRESION DE LA PROTEINA LMP-1Y SU CORRELACION

CON BCL-6Y CD-40......cooeemeeieeseerseeisssisssssesssssssssssssssssssesanens, 140
5.10. EXPRESION DE EBERS.......coeuiiuiiieiitiiesisiier s sesesssses s seneas 143
5.11. TIPAJE DEL VEB.....cooicvetseeeeeteseseeesesssssestssssssessssssssssssssssnsans 144

5.12. DISTRIBUCION DE LA PRESENCIA DE LA CEPA SALVAE
Y DELECIONADA DEL GEN LMP-1 DEL VEB.........cccceeuee.... 147

5.13. PATRONES DE LATENCIA EN LOS LNH ASOCIADOS AL



5.14. MECANISMOS PATOGENICOS EN LOS LNH ASOCIADOS
AL SIDA ..ot ettt snssnaans 151
B. CONCLUSIONES........cousiececeiiesit st sses st sssssss st sss s st sssssss s 159
T FIGURAS. ...ttt en sttt s st s s snssssseees 164
8. BIBLIOGRAFTA ...ttt tssas st sss st ssas s sessssansanans 176



AGRADECIMIENTOS

La redizacion de una Tess Doctora supone un gran trabgo persond y en dla estén
empefiados muchos efuerzos e ilusones. La redizacion find de ede tradbgo supone para mi

un gran motivo de satisfaccion.

La redizacion de este trabgo es fruto de la colaboracion de muchas personas, unas con

U trabgo, otras con U empuje y otras con su gpoyo pearsond, Sn los cudes eda teds no

hubiera 9do posble. Gracias atodos dlos

A la profesora Carmen Bedlas, directora de la Tess Doctord, por € trabgo y d
efuerzo que me ha dedicado, por sus amplios conocimientos que ha conseguido trangmitirme
y, Sobre todo, por tener d privilegio de trabgar a su lado. A su intdigencia, rigor dentifico y

profesond quiero expresarle mi gratitud.

A la profesora Camen Matin, tutora de la Tess Doctord su colaboracion 'y
facilidades para la redizacion de ede trabgo, sus actitudes profesondes y humanes, las

cudes yavdoré en mis afios de resdencia, me han sarvido de gemplo en todo momento.



A la doctora en Ciencias Quimicas Almudena Santon Roldén por su paciencia y
amabilidad d ensefiarme las téonicas de patologia molecular redizadas en eda teds doctord.

Su cgpacidad profesiond e intdigencia han Sdo un estimulo pararedizar este trabgo.

A mis compaieros y profesores de resdencia dd Hospitd Clinico San Carlos, donde

reicé mi epecididad, dlos fueron mis maestros y sentaron la base de mi formacion.

A los técnicos de laboraorio y cdladores de los hogpitdes Ramdn y Cgd y Clinico

San Calos de Madrid cuya labor sempre importante y cdlada nunca es suficientemente

reconocida

A Migud Angd Vences Benito por su gran interés e inestimable ayuda en d andids

estadistico de nuestros resultados y su pogterior procesamiento informético.

A Vicente P4 Garcia fotografo dd Hospitadl Generad de Albacete por su trabgo en la

redizacion delaiconografiadd presente trabgo.

A mi familia y amigos que son @ componente afectivo imprescindible para conseguir

cudquier metay alos que estoy profundamente agradecidos.

Gracias. Muchas gracias.

10



ADN

ADVP

ARN

del-LMP-1

dNTP

ddNTP

EBER

EBNA

G

|-kB

Kb

KDa

LB

LDCG

Adenina
Aminoacido
Acido desoxirribonudeico
Adicto a drogas por via parenterd
Acido ribonudleico
Citosna
Gen de la proteina latente de membrana
del VEB con delecion de 30 pb
Desoxirribonucledtidotrifosfato
Didesoxirribonucledtidotrifosfato
ARN no traducido dd VEB
Antigeno nuclear del VEB
Guanina
Factor inhibidor kB
Interleucina
Kilopares de bases
KiloDdton
Linfoma Burkitt

Linfoma difuso de cdlulas grandes

1



LDCGA CD-30+

LDCG CD-30

LDCGNH

LI

LMP-1

LNH

LP

LPC

LPSNC

LS

Lt-B

=

NF-kB

Linfoma difuso de cdlulas grandes
angplésico CD-30 positivo

Linfoma difuso de cdulas grandes
con expresion de CD-30

Linfoma difuso de cdulas grandes
no hendidas

Linforma inmunobléstico

Proteina latente de membranadel VEB
Linfomano Hodgkin

Linfoma plasmoblastico

Linfoma primario de cavidades

Linforma primario de Sstema nervioso
central

Linfoma sstémico
Linfomatipo Burkitt
Microlitro
Micromolar

Micra

Milimolar

Factor nuclear kB



ng

nm

PCR

SIDA

TNF

TRAF

VCAM -1

VEB

VIH

Nanogramo

Nanometro

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa

Sindrome de lainmunodeficiencia
adquirida

Timidina
Factor de necrosis tumoral
Factor asociado al receptor TNF

Moléculade adhesién de cdulas
vasculares

Virus de Epgtein-Barr

Virus de la inmunodeficiencia humana

13



14



15

INTRODUCCION



1.- INTRODUCCION

Es conoddo que la inddencia de enfemedades linfoproliferativas, induyendo los
linffomas mdignos, es dgnificaivamente mas dta en individuos con inmunodeficencias

congeénitas, adquiridas o iatrogénicas.

Las proliferaciones linfoides asodiadas a inmunodeficiencia se caracterizan por tener a
menudo una locdizacion extranodd, higologia agresva, crecdmiento  difuso, linge B,
frecuente asociacion d virus de Epgtein-Bar (VEB) y curso dinico rgpidamente progresvo

(PetersBS'y col. 1991, Pluda M y col. 1990, Gall MH y col. 1991, Tirdli Uy cal. 1994).

1.1-LINFOMAS NO-HODGKIN (LNH) ASOCIADOS AL SINDROME DE

INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDO (SIDA).

1.1.1.-Epidemiologia.

Los LNH son la segunda neopleasa més comin que se desarolla  en pecientes
infectados por @ virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y es la més frecuente en
agunos grupos de riesgo de SIDA, como son los adictos a drogas por via parenterd (ADVP) y
los hemofilicos (Ahmet T y col. 1987, Berd V y col. 1991, Ragni MV y col. 1993, Schulz TF
y col. 1996). Es una enfemedad que forma pate dd diagndstico de SIDA desde 1985

(Center for Disease Control. 1985, Levine AM. 1993).
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El riesgo de desarrollar LNH es 60 a 100 veces mayor en los pacientes con  SIDA que
en la poblacion generd (Rabkin CS y col. 1991, Berd V y cal. 1991, Bibbar RS y col. 1992).
En estudios llevados a cabo en € estado de Illinois (Coté TR y col. 1991) y en la Bahia de San
Francisco (Reynolds P y col. 1993) la incidencia de linfomas era 141 y 71 veces mayor en

pacientes con SIDA gue en la poblacion generd.

La incidencia de LNH asociados a SIDA en Edtados Unidos es de un 3% (Bed V y
col. 1991). En Europa un estudio danés modraba que los pacientes con SIDA desarrallaban
linfomas en un 5% de casos (Biggar RJ y col. 1992). La \erdadera incidencia, probablemente,
eda dtuada entre un 4 y un 10% (Levine AM. 1987, Hamilton-Dutoit SJ y col. 1989). En
Egtados Unidos € 80% de los pacientes que desarrollaron esta enfermedad son homosexuaes
y d 20% drogadictos. En Europa eda diferencia, 9 exige, es mucho menor, posblemente a
causa de la mayor homogeneidad de acceso a medios diagndgticos entre los digintos estratos
socides (Sarano D y col. 1992). También = desarollan linfomes en nifios infectados por €
VIH perinatdmente y en adultos con infeccon por VIH por transmison sexud, transfusiones
o inoculacion. Al s, en este momento, la transmison sexud la causa prindpd de infeccion
por VIH en la poblacion generd (Ellerbrock TV y col. 1992), es de esperar que aumente €

ndmero de linfomas en personas infectadas por etavia

El aumento en la tasa de supervivencia de pacientes con SIDA se acompafia de un dto
rexgo de produccion de tumores mdignos, paticulamente LNH. El desarollo de estos

linfomastiene unalatenciade 4 a 6 afiosy una probabilidad estimada para desarrollarse ddl

17



28,6% después de 30 meses y dd 46,4% después de 36 mees de tratamiento con zidovudina

(PludaJM y col. 1990).

1.1.2.- Cladficacion.

Los LNH asociados d SIDA = dividen en tres categorias de acuerdo con d lugar de
origen anatdmico: @ Linfomas sstémicos (LS) (nodd o extranodd), b) Linfomas primarios
dd Sgema Nevioso Centrd (LPSNC) y ¢) Linfomas primarios de cavidades (LPC) (Gaidano

Gy ool. 1995, Hfe ESy col. 1996b, Knowles DM. 1997).

Los LS comprenden € 80% de los LNH asociados d SIDA (Levine AM y col. 1984,
Knowles DM. 1988, Lowenthd DA y col. 1988, loachim HL y col. 1991). Dentro de dlos s
diginguen: Los linfomas de cdulas pegquefies no hendides o Burkitt (LB) y los linfomas
difusos de cdulas grandes (LDCG); edos a su vez pueden presentar una morfologia con
cdulas inmunoblégticas 0 cdulas grandes no hendidas (Knowles DM y col. 1988, loachim HL
y col. 1991, Levine AM.1993, Cabone A y col. 1993a Haris NL y cd. 1994. Gadao G y
col. 1995, Knowles DM. 1997). La definicion de LDCG en la poblacion generd induye los
linfomas difusos de clulas grandes angplésicos CD-30 postives (LDCGA CD-30 +) (Haris
NL y col. 1994), edos linfomas también han Sdo descritos asociados d SIDA (Carbone Ay

col. 1993, Tirelli U y col. 1995b).
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El linfoma plasmoblégico (LP) de la cavidad ord es una entidad recientemente

descrita dentro de los linfomas asociados d SIDA (Delecluse HIy cal. 1997).

Tato los LB como los LDCG asocdados d SIDA  presentan un  pronunciado
pleomorfiano en comparacion con los linfomas de la poblacion inmunocompetente. Y eto

hece dificil su dasificacion (Gaidano G y col. 1995, Carbone A y col. 1995).

Edudios epidemiologicos muesran que los LB asociados d SIDA  representan un 30
40%, mientras los LDCG son un 60-70% (Ziegler X y col. 1984, Lowentd DA y col. 1988,
Knowles DM y col. 1988, Pedersen C y col. 1991, Berd V y col. 1991, Carbone A y col.
1995). Sin embargo, en dgin edudio estadidico reciente, se observa una disminucion en d

porcentge de los LB asociados d SIDA (20% frente d 80% de los LDCG) (Keplan L y col.

1995).

En Itdia d porcentge de LDCGA CD-30 + asociados d SIDA supone d 14% dd tota
de LNH en paciente VIH positivos, ee es un porcentge mayor que d obsarvado en la
poblacion generd, donde se encuentran en un 7,5% (Tirdli U y col. 19959). Otros edudios

tienen un porcentgje para ete tipo de linfomas del 4% dd tota (Raphae M y col. 1993).

Los LPSNC representan € 20% de los LNH asociados d SIDA (Gill PS 'y col. 1985,
Lowenthd DA y col. 1988, Berd V y col. 1991, Levine AM. 1993, Schulz TF y col. 1996),

pero como muchos de estos tumores silo son diagnogticados enla autopsia, su verdadera
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incidencia probablemente es mas  dta, goroximadamente de un 40% (Wilkes M y col. 1988).
La incidencia de los LPSNC es 1000 veces mas frecuente en pacientes con SIDA que en la
poblacion generd (Berd V y col. 1991, Cote TR y col. 1996). Ademés es la neoplada mas

frecuente en pacientes pedidtricos con SIDA (Gray Ty col. 1991).

Por Ultimo, los LPC representan un 5% de este grupo de linfomas (Jffe ES y col.

1996b, Carbone A 'y col. 1996y 1997, Cesarman E y col. 1995).

1.1.3.-Caracteristicas histoldgicas.

El LB, higologicamente, se caracteriza por presntar cdulas de mediano tamafio
nicdeos redondos y uniformes con 2 a 5 pequefios nudeolos periféricos. El llamado linfoma
tipo Burkitt (L tB) muestra cdulas medianas con nideos no hendidos, junto a cdulas grandes
de nideos no hendidos con 1 a 2 nudeolos eoandfilos y presencia de diferenciacion
plasmocitoide (Carbone A y col. 19933 1995ay 1996). En edos tipos de linfomas las mitoss
son muy frecuentes, a8 como la gooptoss Resultado de esta Ultima son los abundantes

meacréfagos con restos celulares fagocitados, que contribuyen d patrdn en cido estrdllado.

En los linfomes difusos de cdulas grandes no hendidas (LDCGNH) las cdulas son més
grandes y cohesvas de agpecto centroblastico, pueden modrar paron en "cido estrdlado" y

puede aparecer diferenciacion plamocitoide (Carbone A y col. 19933, 1995ay 1996).



Los linfomas inmunobladticos (LI) tienen marcado polimorfiano; se didinguen dos
grupos morfologicos uno de dlos caacterizacb por estar condtituido por inmunoblastos de
mediano tamafio con diferenciacion  plasmocitoide y otro condituido por  inmunoblastos
grandes an diferenciacion plaamocitoide y en d que se observan cdulas multinudesdas tipo

Reed Sternberg (Carbone A y col. 19933, 1995ay 1996).

Tanto los LB como los LDCG asociados d SIDA pueden exhibir un pronunciado
pleomorfismo. Muchos linffomes de cdulas grandes muestran una vaidble proporcon de
cdulas linfoides con dipia manifieta y a menudo nddeos mltiples y bizaros. La mayor
expreson de ese polimorfismo se produce en los LDCGA CD-30 + (Carbone A y col. 1991,

Chadburn A y col. 1993, Rephael M y col. 1993).

Los LP de la cavidad ord muestran cdulas grandes con un nudeo redondo u ovd mas
0 menos excéntrico que tienen un nudeolo centrd o vaios nudeolos peiféicos. H

citoplasma es amplio y basdfilo con latincidn de Giemsa (Ddecluse HJ y col. 1997).

Las caracteridticas morfoldgicas de los LDCGA CD-30 + asociados d SIDA induyen:
Infiltracion por cdulas grandes pleomdrficas con abundante citoplasma y nlcdeos de formas
irregulares que poseen uno 0 mas nudeolos, dta actividad mitdtica y la presencia de cdulas
multinucleadas que recuerdan a las cdulas de Reed-Stenberg, ademas, s obsarva fibross y

numerosos macrdfagos entremezclados con las cdulas tumordes. Es necesariala expresion
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de antigeno CD-30 en todas 0 cad todas las cdulas neoplasicas para € diagndgtico de este
tipo de linfoma a su vez los LDCG (tato los inmunoblésticos pleomdrficos como los de
cdulas grande no hendida) deben ser excuidos de ete grupo aunque dgunas cdulas

neoplésicas sean CD-30 postivas (Carbone A 'y col. 1996).

Los LNH axdados y no axodados d SIDA de tipo higologico amilar exhiben
caracterisicas morfologicos semgantes, excepto la dta frecuencia de figuras mitdticas, €
incremento de detritus celulares y la gran tendencia a la necrods que se obsarva en @ grupo de
LNH asociados d SIDA, lo que sugiere un dto indice de proliferacon y un crecimiento

tumord més rgpido (Knowles DM y cal. 1992).

La gran mayoria de los LPSNC asociados d SIDA son linfomes difusos de cdulas
grandes, dependiendo de la presencia de rasgos inmunobldgticos plasmocitoides se  pueden
dividr en linffomas de cdulas grandes no hendidass y linfomas  inmunoblasticos

plasmocitoides. (Jdlinger KA 'y cal. 1992, Camilleri-Broet Sy cal. 1997).

Los LPC exhiben morfologia de linfomas de dto grado de cdulas grandes cdulas

grandes angplasicas y, més frecuentemente, inmunoblégticos (Green | y cal. 1995).



1.1.4.- Caracteristicas clinicas.

Los LS se presentan en dos tercios de los casos como una enfermedad diseminada en d
momento dd diagnddico, infiltrando, a menudo, la médula désea Los restantes suelen
presentar masa extranodd  voluminosa (Estadio | E). El SNC y € goarao gadtrointestind son
e prime y d segundo lugar més frecuente de dfectacion extranodd. Hay, ademés, dta
frecuencia de sintomas sSstémicos y tienen md prondsico (Levine AM y col. 1984, Knowles
DM vy col. 1988, Lowenthd DA y col. 1988, loachim HL y col. 1991. Kap JE y col. 1991

Levine AM. 1993).

En los individuos con infeccion por d VIH que desarrdllan LB, estos tumores son
generdmente precoces en su gpaicion de forma que los pacientes aln no tienen diagnogtico
de SIDA y suden tener nivdes consarvados de linfocitos CD-4. Los individuos que
desarollan LDCG y LPC asociados d SIDA son de presentacion més tardia, tienen
diagndgico previo de SIDA (sacoma de Kapos u otras infecciones oportunistas) y niveles

bgos de linfocitos CD-4 (Carbone A y col. 19935, Gaidano Gy col. 1995).

Los LB afectan méas frecuentemente a ganglios linfaticos, médula 6sea y muisculo
exuedéico; mientrass que los LI y LDCGNH, mé& a menudo, asentan sobre &ess
extranodaes como son cavidad ord, intestino o SNC y dfectan, raramente, a la médula ésea
(Boyle MJ y cdl. 1990, Bed V y cdl. 1991, Roithman Sy cdl. 1991, Pluda M y col. 1993,

Cabone A 'y c0l.19953).



En los LPSNC asodiados d SIDA la inmunodeficiencia es mas severa y la enfermedad
(SIDA) mas avanzada que en los pacientes con LS (Bed V y col. 1991, Levine AM y col.
1993). Se desarollan sobre todo en hemiderios cerebrdes pero también se producen en
cerebelo, ganglios basdes y tronco cerébra. Suden ser lesones grandes y multifocdes. El
pronogtico es pé&smo, d 75% de los pacientes tienen niveles de CD-4 menores de 50/mm (Gill
PSy col. 1985, Pluda M y col. 1990, MacMahon EM y col. 1991, Levine AM y col. 1991,

Levine AM. 1992).

Los LDCGA CD-30 + tienen un contge de linfocitos CD-4 smilar d de los LB (Tirdli
U y col. 1995b, Carbone A y col. 1996). Poseen una dta incidencia de lesones extranoddes y
frecuente afectacion dd anillo de Wadeyer (Tirdli U y col., 1995b). En Itdia ese tipo de
linfomas, ad como, la enfemedad de Hodgkin asociada a la infeccion por d VIH s

desarrollan mas frecuentemente en pacientes ADVP (Carbone A y col. 1991).

Los LPC (pleura, pericadio y cavidad abdomind) permanecen circunscritos en esta
locdizacion, extendiéndose muy raramente  a ganglios linf&icos o a disancia Ocurre sobre
todo en hombres cas dempre VIH pogdtivos y mé en homosxudes (Kacher DS y col.
1992, Green | y col. 1995). Los pacientes de edad avanzada que presentan este linfoma no
suden ser VIH podtivos (Sad JW y col. 1996). A pesyr de eda excasa tendencia a la
diseminecion, estos linfomas tienen muy md prondgtico. La vida media tres d diagndstico es

de cuatro meses. La causa de muerte esta en relacion con la persstencia de linfomaresidud o
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complicaciones de la quimiotergpia (Karcher DS y col. 1997). Los enfermos presentan

usud mente unainmunosupresién muy severa (Said W'y col. 1996).

1.1.5.- Inmunofenactipo.

La mayor pate de los LNH asociados d SIDA tanto Sstémicos como cerebrdes o de
cavidades derivan de linfoditos B (Jdlinger KA y col. 1992, Levine AM. 1993, Cabone A y

col. 1995ay 1996).

En los LB asociados d SIDA las cdulas neopléscas expresan inmunoglobulines M-k 'y
M-I de supeficde Las cdulas neoplésicas son postives para CD10, CD19, CD22, CD74,

CD20, Caw75y CD45RA (Raphad M y cal. 1994, Carbone A y cal. 1995ay 1996).

Los LDCGNH asociados d SIDA expressn mas frecuente  postividad para CD19,

CD20, CD74 y Cdw75 (Carbone A y col. 19953).

En los LI asociados d SIDA d fenotipo més frecuente es CDw75, CD74 y CD20
(Carbone A y col. 19953). Alguno de elos pueden presentar negatividad para marcadores B y
T. Se ha descrito que las formas inmunoblasticas presentan una mayor expresion de moléculas
de adhesdn (LFAL ICAM1 y LFA3) y que suden asociarse a una infeccion latente por €

VEB detipo Il (Hamilton-Dutoit SJy col. 1993, Camilleri-Broé& Sy col. 1997).
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Los LP de la cavidad ord poseen minima 0 ausente expreson dd antigeno leucocitario
comin y de CD-20 y son postivos paa los antigenos caracteridicos de las cdulas
plasméticas CD-38 y CD 7% Ed0o junto con una vaiddle expresdn de
inmunoglobulines y  reordenamientos clondes dd gen Ig H confirman su naiurdeza B.

(Deleduse HJy col. 1997).

Cas todos los investigadores han demostrado que la mayoria de los LNH asociados d
SIDA exhiben reordenamientos clondes de los genes de cadenas pesadas y ligeras de las
inmunoglobulines y ausencdia de dondidad dd  receptor de linfodtos T (Knowles DM y cdl.

1989, Carbone A y col. 1991).

Los LDCGA CD-30 + asociados d SIDA suden ser de fenotipo B 0 nulo, a diferencia

de los de la poblacion generd, que presentan un fenotipo T o nulo (Tirdli U y col. 1995h).

Los LPC en la mayoria de los casos muestran ausencia de antigenos de linge B e
inmunoglobulines, pero la expreson de CD-30, CD-38 y EMA indica su procedencia de
linfocitos B en edadios tardios de maduracion. Su origen en linfocitos B es confirmado por la
presencia de reordenamientos clonaes de los genes de las cadenas pesadas y ligeras de las

inmunoglobulinas en lamayoria de estos casos (Karcher DSy col. 1992, Green | y col. 1995).
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1.1.6.- GENOTIPO MOLECULAR.

1.16.1-CMYC.

El producto dd oncogén c-myc es una fosfoproteina nudear que funciona como un
regulador de la transcripcon y se expresa en las cdulas en proliferacion. El oncogén edta
relacionado con € control dd paso de la fase GO dd ciclo cdular a la fase G1, es inhibido
durante la diferenciacion cdular 'y, ademéds, tiene relacion con la modulacion de la apoptosis

(Kely Ky col. 1983, Ddla-FaveraR. 1993, Gaidano G y col. 19974).

Uno de los mecanigmos bioguimicos a través de los que actla c-myc es mediante la
formacion de heterodimeros complgos con la proteina MAX, td interaccion es requerida para
que c-myc induzca edimulacion de la transcripcion y proliferacion cdular (Blackwood EM y

col. 1991, GuW y col. 1993).

E gen c-myc eda stuado en d cromosoma 8g24. La hiperestimulacion de poblaciones
dondes de linfocitos B produce inestabilided gendética fadlitando  tredoceciones
cromosomicas (Zech V y col. 1976, Chagati RS y col. 1983, Peeson M y col. 1985,
Groopman JE y col. 1986). Edtas tradocaciones cromosdmicas se producen entre la banda
8024 y uno de los locus de los genes de las inmunoglobulines 1g H 14932 (80% de los casos)
y, con menos frecuencia, Ig K 2pl1l1 (15%) o Ig | 229 11 (5%) (Chagati RS y col. 1983,
Groopmen JE y col. 1986, Subar M y col. 1988, Bdlerini P y col. 1988, Gadano G y col.

1993).
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Las tradocaciones cromosdmicas causan una dteracion en la regulacion de cmyc
mediante, d menos, 2 mecaniamos diferentes. En primer lugar, los ddos tradocados de c-myc
0N yuxtapuestos a eementos reguladores heterdlogos derivedos de los locus de las
inmunoglobulines, dterando la transripcidn dd oncogén (Ddla-Favera R. 1993). Ademas, la
region reguladora 5 de c-myc e a menudo dterada por cambios edructurdes que
producen una modificacién de su senshilidad a factores reguladores cdulares de la expreson
de cmyc (Cesaman E y col. 1987). La ativecion oncogénica de c-myc, ademéds de
producirse por dteraciones en la regulacion de la transcripcion, también se cree es debida a
sudtituciones en d exon2 ded gen emyc, d cud corresponde d dominio de transactivacion de
la proteina (Bhatia K y col. 1993). Mientras en condiciones normaes la activacion de emyc a
través dd dominio de transactivecion es suprimida por la proteina pl07  mediante
interacciones  proteina-proteing, la proteina c-myc que poseen mutaciones dd exon 2 pueden

escgpar alamodulacion mediada por pl07 (Gu W y col. 1994).

Numerosos estudios demuestran que dteraciones en la regulacion 'y expresdn de c-
myc pueden influr en & credmiento "in vitrd" de los linfodtos B y producr linfomas en

ratones transgénicos (Adams M 'y col. 1985, Lombardi L y col. 1987).

Las investigaciones moleculares encuentran reordenamiento en € gen c-myc entre un
72% y 100% de los LB asociados d SIDA y entre un 20% y 68% de los Lt-B (Gadano G y
col. 1995 y 1997c, Davi F y col. 1998). En los LDCG asociados d SIDA estén destrites

dteraciones en d gen c-myc en un 20% de casos (Groopman JE ycol. 1986, Pdicd PG y
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col. 1986, Subar M y col. 1988, Neri A y col. 1991, Baleini Py col. 1993, Bhaia K y col.
1994, Gadano G y col. 1993 y 1994). Se ha sugeido que estos Ultimos grupos de linfomas
con reordenamiento del oncogén c-myc podrian representar casos de  Lt-B  asociados A
SIDA que han gdo md diagnodicados debido d marcado pleomorfismo que poseen los

linformas asociados a esta enfermedad (Delecluse HJy col. 1993, Gaidano G y col. 1995).

En los LPSNC y LPC asociados d SIDA no se detectan reordenamiento del oncogén
c-myc (Knowles DM vy col. 1989, Wdts AE y col. 1990, Meeker T y col. 1991, Karcher DS y

col. 1992, Green | y cal. 1995, Camilleri-Broet Sy col. 1997).

1.1.6.2.- BCL-6.

El oncogén BCL-6 eda Stuado en d cromosoma 3g27 y codifica un factor de
transcripcion  que  contiene dominios con dedos de zinc cuya funcon es inhibir la

transcripcion. (Ye BH y col. 1993, Kersckaert Py col. 1993).

BCL-6 aufre dteraciones en los linfomas tanto por mutaciones como  por
reordenamientos cromosomicos (Kersckaert JP y col. 1993, Ye BH y col. 1995, Migliazza A y
col. 1995). Los reordenamientos cromosomicos llevan a la suditucion de promotor de gen
BCL-6 por dementos reguladores heterdlogos, esos derivan de  diferentes  lugares
cromosdmicos induyendo, aunque no 0lo, € locus de las inmunoglobulines (Ye BH y cdl.

1995, Chen Wy col. 1998). Las secuencias heterdlogas yuxtapuestas a los delos trad ocados
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de BCL-6 llevan a una sobre-expreson de BCL-6 (Ye BH y col. 1995, Chen W y col. 1998).
Se detectan  reordenamientos de BCL-6en un 20% de los LDCG asodados d SIDA vy,
goroximadamente, en un 40% de LDCG en padentes inmunocompetentes (Bastard C y col.

1992, Ye BH y col. 1993, LoCoco Fy col. 1994, Gaidano G y col. 1994).

La region reguladora 5° de gen puede presentar mutaciones de su secuencia Edte es un
mecanismo adidond que dtea la atividad inhibidora de la transcripcdn de BCL-6
(Migliazza A y cdl. 1997). Las mutaciones se producen en un 70% de los LDCG asodiados a
SIDA y en una proporcion amilar en los LDCG en padentes inmunocompetentes (Migliazza

Ay cal. 1995, Gadano Gy cal. 1994y 1997).

La expreson de la proteina BCL-6 (detectada por méodos inmunohisoquimicos) se
produce en € 100% de los LB y en le 100% de los LDCGNH asociados d SIDA y esta poco
relacionada con los LI asociados d SIDA, donde s detecta tan solo en un 22.2% (Carbone A

y col. 1997 y 1998).

La expreson de BCL-6 y CD 138/syndecatrl (este Ultimo es un marcador de
diferenciacion pre-termind y termind de linfocitos B (Senderson RD y col. 1989, Befidd M
y col. 1992, Wijdenes J y col. 1996)) determina dos fenotipos mayores en los LNH asociados

ad SDA: BCL-6 +/gyn-1-y BCL-6-/syn-1+ (Gadano G y col. 1998).



Edos parones fenatipicos identifican, en € tgido linfoide normd, &ess dd ganglio
linfiico con poblaciones de linfoctos B en diferente estadio madurativo. Los linfocitos B
dentro dd centro germind son  BCL-6 +/ syn-1-, mientras que las cdulas plaandicas
predominantes en &ess intefoliculares son BCL-6 -/ synl + (Sanderson RD y col. 1989,
Catoretti G y col. 1995, Onikuza T y col. 1995, Henghi L y col. 1995 Wijdenes J y col.

1996).

Edas obsarvaciones sugieren un moddo hisogenético para € desarrollo de LNH
asociados d SIDA. Los que poseen un fenotipop BCL-6 + / syn-1- (LB y LDCGNH) s
originarian de linfocitos B redlacionados con € centro germind, mientras que los casos en los
gue s obsarva un fenotipo BCL-6 - / syn-1+ (LI) se generarian en linfocitos B que después de
ser procesados en d centro germinad se encuentran en un estadio de maduracion més avanzado
cercano a las cdulas plasmdticas, es decir, son linfocitos B post-centro germind (Carbone A 'y
col. 1997 y 1998, Gaidano G y col. 1998). La explicacion de que los LB y LDCGNH, digtintos
fenctipica y moleculamente, muestren este mismo patron fenotipico (BCL-6 + / synl -)
puede encontrarse en que las mismas cdulas progenitoras pueden desarollar digtintos tipos de
linfomas dependiendo de las vias moleculares por las que hayan ddo activadas (Cabone A y

col. 1997 y 1998).
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Tabla 1. (Gaidanoy col. 1998).

Histologia Presentacion Inmunodefic. Lesiéngenética.  Inf.EBV LMP-1 Inf.HHV-8
Burkitt. Precoz. Moderada.  c-MYC 30% - -

Cé. Grande. Tardia Marcada. BCL-6 40% - -
Inmunobléstica. Tardia Marcada ? 90% + -

Linf. Cavidades. ? Marcada ? 90% -oraro 100%

Entre los LNH sgtémicos asociados d SIDA la expreson  de la proteina latente de
membrana 1 dd VEB (LMP-1) es excluyente con la expresiéon de BCL-6 y se une d fenctipo
BCL-6 - / syn-1 +, sugiriendo que la meduracion pog-centro germind es un requerimiento
esencid para la expresdon de LMP-1 en tumores de linfocitos B (Carbone A y col. 1997 y
1998). También s ha sugerido que la expreson de LMP-1 y BCL-6 esta modulada
mutuamente de td forma que la mayor expreson de uno inhibe la aparicién dd otro. (Ddla-

FaveraRy col. 1996).

Los LPSNC s asocian frecuentemente (50%) con mutaciones de la region no
codificante reguladora 5 dd gen BCL-6 (Migliazza A y cd. 1995 y 1997, Gadao G y od.
1997b y 1998). La expreson de la proteina BCL-6 es detectada en € 100% de los LPSNC
en pacientes inmunocompetentes y en @ 56,2% de los casos asociados d SIDA (Larocca LMy

col. 1998).



A pesar de la frecuencia de mutaciones en d gen BCL-6, los LPSNC parecen edar
desprovidos de reordenamientos dd gen (LoCoco F y col. 1994, Gadao G y col. 1994,
Cabone A y col. 1998). La razdn para la ausencia de reordenamientos dd gen BCL-6 en los
LPSNC asociados y no-asociados d SIDA pemanece dn explicar. Es poshble que la
combinacion de mutaciones en d gen y la infeccion por d VEB puede ser suficiente para

desarrollar linfomas cerebraes en @ contexto dd SIDA (Laroccay col. 1998).

Al igud que en los LS asociados d SIDA, los LPSNC asociados d SIDA muestran
expreson de BCL-6 y LMP-1 mutuamente exduyente y ademds una menor postividad de
BCL-2. Los LPSNC también se dividen en dos grupos basados en @ patron de expreson de
BCL-6, LMP-1 y BCL-2. Los LPSNC BCL-6 + / LMP-1 - / BCL-2 - se producen tanto en
ausencia como en presencia de infeccion por VIH edando este fenotipo relacionado con
morfologia de cdulas grandes no hendidas. Los LPSNC BCL-6 - / LMP-1 + / BCL-2 + &
asocian a pacientes infectados por  VIH y estén representados por linfomas con morfologia

inmunoblagtica (Larocca LM y col. 1998).

Los LP de la cavidad ord son generdmente Bd-6 negativos aunque adgunos pueden

presentar bgja 0 escasa expresion de esta oncoproteina (Delecluse HJy col. 1997).

Los LPC asociados d SIDA no expresan BCL-6 (Nador RG y col. 1996, Karcher DS y

col. 1997, Carbone A y col. 1998).



1.1.6.3.- p53.

El gen p53 eda locdizado en € cromosoma 17pl3, y su producto es una fosfoproteina
de un peso molecular de 53 kd (Greenblat MS y col. 1994). La proteina p53 tiene una vida
media muy corta y se hdla en cantidades muy pequefiss en las cdulas normades (Chowdary
DR y col. 1994). La proteina p53 se ocupa de controlar € crecimiento mediando la regulacion
de paso de las fases G1 a S dd cdo cdular y la muerte cdular por gpoptosis. La proteina
p53 regula la transcripcion de genes mediante su interaccion con secuencias especificas del
adido desoxirribonudeico (ADN). Cuando ocurren lesones en d ADN por radiacion o
cacinbgenos, la acumulacion de la proteina p53 produce la parada dd cddo cdular en G1,
bien para permitir que se repare d dafio en d ADN (Kastan MB y col. 1991) o hien, paa
inducr la muerte por gooptoss de la cdula, 9 la reparacion no ha ddo poshle (Yonigh

Rovach Ey cal. 1991).

Se ddecta inactivacion de p53 a través de mutaciones puntudes (exones 5 d 9)
(Gaidano G y cdl. 1991 y 1992) en & 50-60% de los LB asociados d SIDA (Bdlerini Py col.
1993, Gadano G y cdl. 1993, Matin A y col. 1998, Knowles DM. 1999). La inactivacion de
p53 se observa en una proporcion cas doble en este tipo de linfomas en comparacion con los
tumores de smilar higologia de enfemos inmunocompetentes (Gaidano G y col. 1991).
SAvo en dgunos esudios (Nekamura H y col. 1993, Matin A y col. 1998) no s hen
identificado mutaciones dd gen p53 dentro de los LDCG asociados a SIDA en las grandes

series europess y americanas (Bdlerini P y col. 1993, Gadano G y col. 1993). Los pocos
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cans publicados de LDCG asociados a SIDA con mutaciones de pS3 podrian de hecho ser
LtB asociados d SIDA dtamente polimorfos. Este grupo de linfomas  presenta una morfologia
de linfomas difusos de clulas grandes en d contexto de una profunda inmunodeficiencia y
poseen un pefil molecular de linfomas de cdulas pequefiss no hendidas asociadas d SIDA,
como son mutaciones de p53 y la tradocacion de gen emyc (Carbone A 'y col. 1995, Gaidano

Gy col. 1995).

La frecuente asociacion entre dteraciones en € gen emyc y la inactivacion de p53 en
los LB asociados d SIDA puede tener un efecto snérgico en d desarrollo de este tipo

especifico de linfomas (Gaidano G y col. 1992).

Las muteciones dd gen p53 pueden ocurrir en LB asociades d SIDA con 0 Sn
infeccion de los cdones tumordes por  VEB. Se deduce por dlo que no hay una corrdacion
directa entre ambas lesones gendticas (Bdlerini P y col. 1993, Gadano G y col. 1993, Matin

Ay col. 1998).

Las técnicas inmunohistoquimicas muestran una sobre-expresidon de p53 en los LB que
varia, segin los estudios, entre d 42% y d 60%. En los LDCGNH hay sobre-expreson de p53
en un 30% de casos, no = sobreexpresa en los LI y exise una sobre-expreson de ps3 en d

60% delos LDCGA CD-30 + asociados d SIDA (Carbone A y col. 1995 y 1996).



La sobre-expreson de p53 en los LNH asociados d SIDA gparece relacionada en la
mayor pate de los casos con mutaciones en € gen. Edtas mutaciones producen la inactivacion

delaproteina(Martin A y col. 1998).

Las mutaciones frecuentemente encontradas en € gen p5S3 (exones 5 d 9) en los LB no
s observan en los LDCGA CD-30 +. Por tanto, en edto Ultimos linfomas la sobre-expresion
de la proteina p53 parece corresponder a la forma sdvge de la misma (Cesaman E y col.

1993, Carbone A y col. 1996).

Los LPSNC y LPC no muestran dteraciones moleculares dd gen p5S3 (Nador RG y

col. 1996, Camilleri-Broet Sy col. 1997, Karcher DSy cal. 1997).

1.1.6.4.- BCL-2.

El oncogén Bd-2 presente en d cromosoma 18 puede desarrollar dteraciones en su
regulacion a través de tradocaciones d cromosoma 14 en € locus de las cadenas pesadas de
las inmunoglobulines (Taujimoto Y y col. 1985, Weis LM y col. 1987). La proteina Bd-2 eta
locdizada en la membrana nudear, reticulo endoplaamaico liso y membrana extena de las
mitocondrias (Krgewski Sy col. 1993). Bd2 prolonga la supervivencia de las cdulas por
inhibicion de la apoptosis (Hockenbery D y col. 1990). La proteina Bax es un inductor de la

gooptosis, launion de Bd-2 a esta proteinainhibe su accion (Yin XM y col. 1994).



Los LPSNC asociados d SIDA  frecuentemente expresan dtos nivees de la proteina
Bcl-2 con ausencia de reordenamiento del gen. ESto esta en rdacion con la bien conocida
cgpacidad de la proteina LMP-1 dd VEB paa indwcir nivees cdulares sostenidos de Bdl-2

(Camilleri-Broet Sy cal. 1995).

1.1.7.- Papd de la hiperestimulacién antigénica en € desarrallo de los linfomas en los

pacientes infectados por € VIH.

El desarollo de linfomas en pacientes con infeccion por d VIH esta a menudo
precedido por enfemedades linfoproliferativas  polimorfas como  son  la  linfadenopatia
generdizada persdente (Tenne-Racz Ky col. 1986, Patdeo G y co. 1993) vy la
hipergiobulinemia polidond (Schnittmen SM y cd. 1986, Faud A y col. 1991). Esas
dteraciones indican la presencia de una edimulacion cronica de los linfocitos B inducida por
antigenos. La rdacion entre ambos procesos fue documentada de forma precoz en pecientes
VIH postivos d describirse en dlos expangones clondes de linfocitos B en d contexto de la

linfadenopatia generdizadas persstente (Pelicc PG y col. 1986).

En la respuesta norma de los linfocitos B d egimulo antigénico, los dones de cdulas
B que posen inmunoglobulines de supefide codular capaces de responder d etimulo
attigénico, son  conducidos a prolifeear y expandirse dondmente La respuedta es,
ademés, modulada por sdeccion de estos dones cdulaes B que han modificado sus genes

varidbles de las inmunoglobulines para meximizar su dinidad y avidez por @ egimulo
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antigénico. A nivd molecular los cambios en los genes vaidbles de las inmunoglobulines
* reflgan en audituciones de nudedtidos (mutaciones somédicas) que Se encuentran en

regiones variades dd gen de lasinmunoglobulinas (Berek Cy cal. 1993, Jdn Ry col. 1994).

La rdacion entre la hiperesimulacion de linfocitos B y los LNH asociados d SIDA s
ha edudiado en LB (JBn R y co. 1994, Gadao G y co. 1995). Los edudios de
reordenamento de los genes de las inmunoglobulines que s han identificado, en edos
tumores muestran una obre utilizacion de los genes de las inmunoglobulines VH4, VH3,
VH1, VH5 y VH7. Edtos genes estan implicados en la generacion de clones autoreectivos de
linfocitos B (Ng VL y col. 1994, Riboldi Py col. 1994, Bessudo A y col. 1996). El gen VH4,
en paticular, eta asociado con anticuerpos producidos de forma normd y patoldgica (Pascud

V'y col. 1992).

Algunos de los tipos de LNH asociados d SIDA podrian ser proliferaciones de
linfocitos B polirreectivos (dlgunos de los cudes reaccionan con proteinas codificadas por €
VIH). Las mutaciones, reativamente, deatorias de gen VH obsarvadas en los genes de las
inmunoglobulines de edos linfomas pueden reflgar un defecto en  mecanismo de control
gue normamente produce una diminacion de los dones reactivos para astoantigenos o

antigenosvirdes (Ng VL y col. 1994).

Los anticuerpos anti-VIH producidos en d curso de la respuesta inmune norma

pogterior a lainfeccion por € VIH revela una gparente sobre utilizacion de las familias VH1 y
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VH4 (Andiis 35 y col. 1991, Moran MJ y col. 1993, Van der Donk EMM y col. 1994).
Personas infectadas por € VIH desarrollan una respuesta inmune humora perdgtente frente d
virus (Sarngadhaan MG y col. 1984, Robinson WEJ y col. 1990). Ademés, liness cdulares
obtenidas de LB asociados d SIDA producen anticuerpos de tipo Ig M contra la glicoproteina

gp 160 dd VIH (Ng VL y cal. 1994).

Un papd directo dd VIH ha sdo desrito en la produccion de linfomas, as s hen
publicado linfomas de linfocitos T CD 4+ en padentes con SIDA que mostraban genoma dd

VIH clondmente integrado (Hencher B y col. 1992, Mack KD y col. 1997).

Ensayos redizados en cultivos de cdulas dd esroma de médula désea obtenidos dd
agpirado de pacientes infectados por d VIH eviquecidos con cdulas endotdides de
la microvasculatura del estroma demuestran que estas cdulas estén infectadas por € VIH.
Al aladir a edos cultivos cdulas procedentes de LB asociados d SIDA, s produce d
autocrecimiento de estos linfocitos Sn necesdad de la presencia dd VEB ni dd virus herpes
humano tipo 8. Ede mecanismo de autocrecimiento parece reacionado con la capacided dd
VIH de inducir en cdulas endotdides de estroma la expreson de CD-40. CD-40, a U vez,
aumenta la expreson de la molécula de adhesion de cdulas vasculares (VCAM-1) que
también juega un importante pape en d crecimiento de los linfocitos B. La unidén entre CD-40
endotdid y d liggndo CD-40 (CD-40L) expresado en los linfocitos B podria tener una

influencia sobre la proliferacion de los linfocitos B (Moses AV y col. 1997).



Todos edos daos sodienen la hipotess de que los linfoditos B que van a producir
linfomas en pecientes infectados por d VIH estan presentes en los edtadios de hiperplasa
linfoide. La perdida de control en & crecimiento de edas cdulas, resultado de efectos
adiciondes a la infeccion dd VIH sobre d sgema inmune del huésped, produciria una
expandon dond de linfodtos B rdacionados con  inmunoglobulines  polirreectives  que
reeccionan con autoantigenos o atigenos dd VIH y que exapan d control normd de
esimulo antigénico. La estimulacion cronica resultaria en una proliferacion linfoide polidond

de la que podria desarrollarse un proceso monoclond (Ng LV y col. 1998).

Todos estos hdlazgos indican que los LNH asociados d SIDA edén caracterizados por

la acumulacion de mlitiples lesones genéticas que se producirian en un periodo de 4 a 6

ahos entre lainfeccion por HIV y € desarrollo dd linfoma

1.2.-EL VIRUSDE EPSTEIN-BARR.

El VEB es un hepesvirus que pertenece a la subfamilia Gammeaherpesvirinese y d
género Linfocriptovirus. El VEB puede infectar, establecer latencia, inducir proliferacion  en
los linfodtos B (Kieff E. 1996) y aumentar la produccion de inmunoglobulines (Rosen Ay
col. 1977). Infecta d 90% de la poblacion mundid. La mayoria de los individuos toman
contacto con d virus en la nifiez 0 adolescencia, y € virus permanece latente toda la vida en
una pequefia proporcion de linfocitos B y en cdules epitdides de la orofainge y de las

gléndulas divares (Schlossberg D.1989, Miller G. 1990q).
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El VEB eda asociado con un amplio nimero de enfermedades mdignas y benignas
gue induyen. mononucleoss infeccosa (Henle W y col. 1979), enfemedad de Hodgkin
(Miller G y cdl. 1990), linfoma de Burkitt (Zur H y col. 1970, Miller G. 1990), carcinoma
nasofaringeo (Zur H y col. 1970, Wolf H y cdl. 1973, Young LS y col. 1988), leucoplasa
florida ord (Greengpan JS y col. 1985), enfemedades linfoproliferativa pod-transplante
(Swerdlow SH. 1992, Crag FE y col. 1993), linfomas en SIDA (Hamilton-Dutoit HJ y col.
1991b, Cabone A y co. 1993, Badleini Py col. 1993) y linfomas de cdulas T periféricos
(Jaffe ES1996d). Dennis Burkitt describié en 1958 las caracteridticas dinicas y patoldgicas
dd linfoma que lleva su nombre y afectaba a nifios aricanos planteando ya la podbilidad de
gue esta enfermedad estuviera en relacion con un virus (Burkitt D. 1958). Epgtein, Achong y
Bar detectaron poderiormente paticulas del virus en muestras de uno de esos tumores

africanos (Epgein MA 'y col. 1964).

1.2.1.- Caracterisicas estructurales.

El VEB es un virus ADN con una gran envoltura icosaédrica de 150 nm de didmetro.
Su core eda formado por un ADN unido a proteinas rodeado por un nucdeocipside de 162
cpdmMeos a U vez rodeada por una envoltura extena que contiene  abundantes
dicoproteinas. Entre las proteinas que condituyen lacdpside dd VEB las de mayor tamafio
pesan 160, 47 y 28 kDa La envoltura externa muesra 4 dlicoproteinas y 2 proteines no-

glicosledes: gp350/220, gp250/200, gpl15, gp85, pl160 y pl140 (Thorley-Lawson DA. 1988).
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El VEB dfiere de otros hepesvirus en que su cgpa etena eta compuesta

predominantemente de la glicoproteing, gp350/220.

El genoma dd VEB es un gran ADN lined con doble cadena de 172-kb y un dto
porcentge de G+C (59%) (Baer R y col. 1984). Congta de una secuencia corta Unica de 10 kb
(US) seguida por una secuencia de repeticiones internas de 40 kb (IR-1) y otra gran secuencia
Unica goroximedamente de 120 kb de longitud que esta dividida en varios dementos
repetitivos de  menor tamao  (IR-2, IR-3, IR-4). El genoma contiene ademas, en ambos
extremos, unas secuencias repetidas termindes de 0.5 kb, Ya que, cada virus difiere en la
frecuencia de la repeticion de estas secuencias y mantiene sus caracteridticas en las sucesivas
replicaciones, esta propiedad puede ser usada para identificar diferentes tipos y la clondidad
de virus (Hudson GS y col. 1985). Después de la infeccion de la cdula huésped, € genoma
vird se hace crcular formando enlaces covalentes entre las dos secuencias terminaes
repetidas condituyendo un episoma locdizado en d nideo (Yaes L y col. 1985), dd
gue pueden encontrarse entre 10 y 30 copias. La integracion en e ADN dd huésped s

produce muy pocas Veces.

El genoma dd VEB puede producir entre 100 y 150 productos genéticos que s
dividen en cudro clases proteinas de la fase latente, proteines de la fase replicativa precoz-
inmediata, proteines de la fase replicaiva precoz y proteinas de la fase tardia 11 genes se
expresan durante la infeccion latente. 2 pequefios &cidos ribonudeicos (ARNS)  denominados

EBER-1 y EBER-2, son los ARNs més abundantes producidos por € virus durante lafase
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latente, 6 antigenos nucleares (EBNA-1, -2, -3A, -3B-3C y -LP) y tres proteinas de membrana

(LMP-1, -2A 'y -2B) (Knutson JC y col. 1989).

La proteina EBNA-1 dd VEB es la Unica necesaria para la replicacion ded ADN vird
en la fase laente (Gutierez MI y col. 1998). El reto de las proteines requeridas son
producidas por la cdula huésped. El inicdo de la replicacion dd ADN <e rediza en la zona
denominada oriP. EBNA-1 s une a las dos zonas que forman oriP para iniciar la replicacion

de ADN.

Exigten dos tipos diferentes de virus que se diferencian en las secuencias de bs genes
implicados en la infeccion laente VEB-1 o0 A y VEB-2 o B. La diferencia mayor se produce
en d gen EBNA-2 dendo la secuencia primaria de aminoé&cidos de EBNA-2 idéntica solo en
un 56% (Sixbey W y cal. 1989, Jig W y col. 1990). También pude redizase d tipge dd
virus edudiando las vaiaciones en las secuencias de los genes EBNA 3A, 3B y 3C
(Samples J y col. 1990). La deteccion smulténea de ambos tipos de virus en d mismo
paciente indica que la infeccion por un tipo de VEB no evita la infecdon por € otro tipo

(Sixbey W'y col. 1989).

Estudios de seroprevdencia han demodrado que € tipo 2 de VEB es inusud en la
poblacion sana de occidente pero relativamente frecuente en Africa centrd y Nueva Guinea
(Zimber U y col. 1986). Los syjetos infectados por VIH pueden infectarse tanto por € virus

tipo1l como por € tipo 2, ademas ambos tipos de virus han Sdo encontrados en linfomas
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asociados d SIDA (Boyle MJ y col. 1991, Shibata D y col. 1993). Los dos tipos de virus
pueden jugar un pape oncogénico en € contexto de una defidenda dd dgtema inmune. En
los pacientes con linfomas asociados d SIDA exige un mayor porcentge de infeccion por €
VEB tipo 2 que en la poblacion generd (Sixbey JW y col. 1989, Boyle MJ y col. 1991, Borich
By col. 1992 a). La presencia de coinfecciones con los tipos 1 y 2 dd VEB ha sdo observada
tanto en los individuos VIH pogtives (Sculley TB y col. 1990, Buisson M y col. 1994, Yao
QY y col. 1996) como en la enffemedad de Hodgkin pediarica (Weinrebh M y col. 1996,

Santon A 'y col. 1998).

El tipge dd VEB redizado mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
sobre ADN extraido de cdulas mononucleares de sangre periférica ha demostrado una dta
prevdencia dd VEB tipo 2y de coinfecciones en padentes VIH pogtivos con y Sn
linfoma Eda infeccion se produce precozmente en ete grupo de enfermos. Ademés, los
autores de este estudio conduyen que la infeccion por d VEB tipo 2 y las coinfecciones no
aumentan € riego de desarrollar LNH asociados d SIDA. También encuentran una dta

prevdenciadd VEB tipo 2 en la poblacion homosexud (van Baarle B y col. 1999).

Liness cdulares linfoblastoides generadas in vitro por infecciones con d tipo 2 dd
VEB crecen peor que las cdulas trandformadas por € tipo 1 (Rickinson AB y col. 1987),
ademés d tipo 2 dd VEB es menos eficaz que € tipo 1 para desarrollar tumores en ratones

con @ sindrome de inmunodeficiencia combinada severa (Rowe M y col. 1991).



1.2. 2.- Transmison.

El VEB s trangmite aravés de la sdiva por contacto bucd o por particulas de aerosol
(Chang RS y cal. 1973, Klein G. 1975). También puede ser infectivo por transfusiones y
trangolantes de drganos (Purtilo DT y col. 1980). La infeccion inicid ocurre en las cdulas
epitdides de la orofaringe (Sixbey W y col. 1984). Durante la egpa de infeccion productiva
en las cdulas epitdides de la oro y nasofaringe los linfocitos B que estén en estos tgidos
tanbién = infetan. En los linfocitos B € virus permanece, generdmente, en forma de
infeccion latente y solo ocasondmente entra en ciclo replicativo en € que puede infectar otros
linfocitos o reinfectar cdulas epitdides. El resarvorio predominante dd VEB es d dgema

linfoide (Pagano JSy col. 1992).

1.2.3.- Latencia.

Edudios sobre la expresdn gendtica dd VEB en cultivos cdulares y muestras de
biopsias de tumores humanos han identificado tres formas digtintas de infeccion latente o tres
diferentes tipos de laencia dd virus (Rowe M y co. 1992). Las linees cdulaes
linfoblestoides, obtenidas  infectando  linfocitos con VEB in  vitro, que produce la
inmortdizacion de los migmos, expresan 6 antigenos nucleares (EBNA 1, 2, 3A, 3B, 3C y LP)
y 3 proteinas latentes de membrana (LMP 1, 2A y 2B). En estas cdulas también se expresan
un dto numero de copias de EBERs 1y 2 (Howe JG y col. 1986, Kieff E y col. 1990). En las

liness cdlulares linfoblastoides los 6 EBNAs son generados en un gran ARN originado
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de uno o dos promotores locdizados en d extremo izquierdo dd genoma vird lined BamHI
C o BamHI W (Cp o Wp) (Kieff E y col. 1990). Eda forma de latencia recibe € termino de
laencia tipo Il y es la que s obsarva en los procesos linfoproliferativos asociacbs a

inmunodefidenda (Young LSy col. 1989, Thomas JA y cal. 1990).

La expreson de EBNA 1, LMPs y EBERs condituye la forma de latencia tipo |l. Esta
forma de laencia se expresa en un grupo de cacinomas de nasofaringe y también en los
casos de Linfomas Hodgkin asociados d VEB (Young LS y col. 1988, Herbs H y col. 1993,

Deacon EM y cal. 1993).

La latencia de tipo | carecteriza d LB y en dla solo hay expreson de EBNA 1y
EBERs (Rowe DT y col. 1986). En las formas de laencia tipo | y Il d origen dela
transcripcion de EBNA 1 se rediza en un promotor situado cerca de EBNA 1,  fragmento

BamHI F dd genomade VEB (Fp) (Sample Jy col. 1991).

Después de la infeccon in vitro de los linfocitos B, la expreson de los productos
gendticos dd VEB en su fase laente muestra un patrén tempord. EBNA-LP y EBNA-2 son
los més precoces en gparecer dcanzando niveles méximos sobre las 24 horas. EBNA-1, -3A,
-3B, -3C y LMP-1 s expresan mas tardiamente y llegan a detectarse a las 24 horas. EBER-1y

-2 dcanzan su m&imaexpreson alas 36 horas (Sugden B. 1989).



EBNA-1 es una proteina de tamafio varigble de entre 60 y 85 kDa Posee tres funciones
importantes  activacion de la transcripcion, replicacion de ADN vird 'y conservacion dd
misno. EBNA-1 eda fodorilada en sus resducs de sering, este hecho puede ser importante
paa su funcionamiento. EBNA-1 interactua con oiP y fundona como un inidador y
findizador de la replicacion dd ADN (Yaes J y col. 1984). Eda proteina se asoda con
cromosomas en la metafase y puede jugar un pgpe en la correcta divison de los episomas de
VEB en las cdulas hijas de los linfocitos después de la divison cdular. Para redizar u
funcion la proteina EBNA-1 requiere mlltiples lugares de unidn y dominios edo sugiere que

para su funcionamiento necesitainteractuar con otras proteinas celulares.

EBNA-2 es una proteina fodforilada que es esendd para que = produzca la
inmortdizacion dd linfocto B (Hammerschmidt W y col. 1989). La edructura de la proteina
es diferete en los dos tipos de EBV; dtipol pesa OkDa y d tipp2 78 kDa Los
migmos dominios de EBNA-2 que son necesrios para la inmortdizacion de linfocitos B son
esencides para la transactivacion de los genes virdes LMP-1, LMP-2A y -2B, y cdulares
CD21, CD23 y c-fgr (Wang F y col. 1990). Durante la primera fase de la infeccion, EBNA-2
s transcribe por medio del promotor Wp, en fases poderiores cambia d promotor Cp (Speck
SH y col. 1989). El resultado e una curva de autoestimulacion de la expreson de gen durante

lalatencia

EBNA-3A, -3B y -3C poseen pesos moleculares de entre 135 y 165 kDa, e locdizan

en d nideo y se desconoce su funcion.
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EBNA-LP o EBNA-4 posee un tamafio vaiadle de entre 20 a 130 kDa dependiendo
dd tipo de cdula infectada. La proteina esa fodforilada en mlltiples dtios. Se asocia con

RNA nucleares de virus 'y puede tener un papel en su procesamiento.

LMP-1 es una proteina vird andoga a la familia de los receptores TNF en las cdulas
humanas. La vida media de esta proteina es de 2 a 5 horas que aumenta a 16 6 20 horas
cuando LMP-1 s asocia con € citoesqueeto (Moorthy RK y col. 1990). Eda Stuada en la
membrana cdular con un dominio de 24 amino&cidos intracitoplesméticos, seguidos por S|
dominios intramembranosos Yy un extremo caboxilo termind  intracitoplasmético de 200

amincécidos (Ligbowitz D y col. 1986).

El extremo caboxilo termind es importante para la vida media de la proteina y su
efecto oncogénico (lami K y col. 1994). Ege extremo intracdular s liga a proteines
intracelulares llamadas factor asociado d receptor de TNF (TRAFs), d unirse ambas proteinas
s trangmite la sefid de crecimiento cdular por activecion dd factor nucdlear kB (NF-kB) que
libara su factor inhibidor kB, de este modo se produce la proliferacion cdular (Liebowitz D y
col. 1993 Moddos G y col. 1995 Kaye KM y col. 1996, Devegne O y col. 1996). Ede
mecanismo de activacion s ha demosrado en muedras de tgidos procedentes de LNH

asociados a SIDA y en la enfermedad linfoproliferativa post-trangpante (Liebowitz D. 1998).

LMP-1 es cgpaz de trandformar fibroblastos, producir tumores en ratones desnudos

WagD y col. 1985) y dtaea d cecmiento de cdulas dem multipotencides
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hematopoyétices y cdulas epitdides (Hu L y col. 1993). Es también esencd paa d
crecimiento y transformacion de linfocitos B (Henderson S 'y col. 1991, Peng M y col. 1991,

Kaye KM vy col. 1993).

La delecion de 30 pb & extremo 3 dd gen LMP-1 (dd-LMP-1), que se corresponde
con los amino&cidos 346 a 355 de la proteing, se ha deectado en numerosos tumores
rdacionados con @ VEB (Hudson G y col. 1985, Knecht H y col. 19935 Sandvg K y col.
1994). Cepas con de-LMP-1 se obsarvaron por primera vez en carcinomas nasofaringeos en
China (Hu LF y col. 1991). También s haobservado en un subgrupo de enfermedad de
Hodgkin ((Knecht H y col. 1993b, Sandvg K y cdl. 1995) y en linfomas de Burkitt y tgido

linfoide reectivo infectados por € VEB ( Sandvgk K y col. 1994, Chen WG 'y col. 1996).

La presencia de cepas con ddecion dd gen LMP-1 s asocdia con agresvided
higologica en cacinomas nasofaringeos y en la enfeermedad de Hodgkin (Knecht H y col.
1993, Saton A y col. 1995). En Espafia s ha obsarvado una mayor incidencia de dichas

cepas en laenfermedad de Hodgkin pediétrica (Santon A 'y col. 1998).

La ddecion de 30 pb delemina una prolongacion en la vida media de la proteina
(Moorthy RK y col. 1993). Este hecho puede acentuar € efecto oncogénico y transformante de
la proteina LMP-1. Ad, ¢ ha demostrado que la proteina de-kLMP-1 es més eficaz en la
produccion de tumores que la proteina sdvge en raones desnudos O ratones con

inmunodeficiencia combinada savera ( Chen M y cal. 1992, Hu L y cal. 1993).
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En los LNH asociados d SIDA dgunos etudios demuedran una dta incidencia de
cepas con deecion dd gen LMP-1 (8%%-100% en enfermedad de Hodgkin y 50% a 79% en
linfomas no-Hodgkin). En los migmos grupos de linfomas de la poblacon VIH negdiva, los
porcentges de la presencia de la cepa ddecionada son menores (32% en la enfermedad de
Hodgkin y dd 43% en linfomas no Hodgkin) (Knecht H y col. 1993, Santon A y col. 1995,

BdlasCy cal. 1996).

B donificado de la ddecion dd gen LMP-1 en la enfemedad linfoproliferativa
postrangolante es aln mas controvertido. Aungue, en generd, no parece encontrarse relacion
entre la presencia de la ddecion y la morfologia o dondidad y supervivencia de los pacientes
con enfermedad linfoproliferativa  podt-trangplante  (Smir BN y col. 1996, Kingma DW vy
col. 1996, Scheinfedd AG y col. 1997). La incidencia de cepas delecionadas en las diferentes
caegorias de la enfermedad linfoproliferativa  post-transplante, muy probablemente, reflge la

frecuencia de las cepas de-LMP-1 en lapoblacion generd (Smir BN y cal. 1996).

Se ha observado una dta prevaencia de dd-LMP-1 tanto en LB como en personas
ses VEB sero pogtives y en tgidos linfoides reactivos de la poblacion sana de Brasl (Chen
WG y col. 1996). Otros edudios tampoco han encontrado una mayor incidencia de de-LMP-1
en tumores asociados a VEB que la exigente en la poblacion sana de esa zona geogréfica

(Khanim Fy col. 1996).



La presencia de infecciones dobles dd VEB con ambas cepas LMP-1 sdvge y
delecionada dd gen LMP-1 (infeccion dud) es un hecho frecuente tanto en nifios sanos como
en la poblacion pediarica con enfermedad de Hodgkin en Espaiia (Santon A y col. 1998). Eda
doble infecdon también ha Sdo destrita, aunque con menor frecuencia, en  pacientes
inmunocompetentes y en pacientes infectados por d VIH (Cheung ST y col. 1996, Chen HL y

col. 1996. Knecht H'y col. 1996, Yao QY y cal. 1996, Dolcetti Ry col. 1997).

La LMP-1 induce la expreson de marcadores de activacion cdular (CD-23, CD-30,
CD-40), molécules de adheson (LFA-1, LFA-3, ICAM-1), CD-30 y dd oncogén Bd-2 (Wang
D y col. 1988, Hendeason Sy col. 1991, Hamilton-Dutoit SJ y col. 1993, Kanavaros P y cal.

1993, Camiller-Broet Sy col. 1995).

Los EBERs s expresan en cudquier cdula infectada de forma laente por d VEB,
sdvo en las cdulas epitdlides de la leucoplasa florida ord (Gilligan K y col. 1990). E gen
gue codifica los EBERs eda locdizado en un extremo dd genoma de VEB s expresa
precozmente durante la infeccion latente dd VEB y codifica un pequefio ARN mensgero que
es expresado en unos 10 millones de copias por cdula infectada (Rooney C y col. 1989).
Contiene regiones para € control de la polimerasa Il y IIl. Se locdizan en d nideo y en
ctoplasma intimamente asociados d  reticulo endoplasméico rugoso de las liness cdulares

linfoblastoides inmortdizadas por VEB y en dgunas cdulas dd LB.

ol



Los nivdes de expresdn de EBERs pueden modrar vaidbilidad de cdula a cdula
(Hebst H y col. 1992, Niedobitek G y col. 1992). Eda vaiabilidad junto a un cierto grado de
degradacion dd ARN en los tgidos procesados rutinariamente, puede explicar la ausencia de
sefid en una proporcion de las cdulas tumordes. Algunos autores consderan que para que un
linfoma se conddere asociado d VEB, d menos, d 80% de las cdulas neoplésicas deben
expresar EBERs (Korbjuhn P y col. 1992) Edte porcentge, Sn embargo, es abitrario y otros

porcentgjes han Sdo utilizadbs en otros estudios (Niedobitek G y col. 1995).

1.2.4.- M éodos de deteccion.

Cinco méodos son los més Utiles:

1.- Hibridacién por "Southern Blot" mediate la utilizacion de fragmentos donados de

ADN dd VEB.

2- Hibridacion "in gtu' mediate la utlizadon de sondas correspondientes a

diferentes regiones dd ADN dd VEB y mediante oligonucedtidos complementarios de los

EBERS.

3.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

4.- Desarrallo de liness cdulares linfoblastoides positivas parad VEB.
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5.- Inmunohistoquimica para reconocimiento de proteinas virdes.

E mé&odo de "Southen Blotting' permite deerminar la dondided dd virus (Rasb

Traub N y col. 1986).

La prueba de Southern blot requiere una gran cantidad de ADN de ato peso molecular

gue no puede s obtenido del materid incluido en parafina

También la presencia de genoma de VEB puede estudiarse por hibridacion "in Stu’
usando sondas especificas condtituidas por fragmentos de ADN correspondientes alaregion
Bam HI-W dd virus. EStos fragmentos pueden estar radiomarcados (Weiss LM y col. 1989,

Randhawva PS'y col. 1991) o bictinilados (Kanavaros Py col. 1992).

La snshilided y egpedfiddad de la hibridacion "in gtu" utilizando materid induido
en padina paa la deeccion de ADN dd VEB en linfomas rdacionados con SIDA es

semgante ala prueba de Southern blotting (Hamilton-Dutoit Sy col. 19914a).

Numerosos  estudios han descrito protocolos con PCR para detectar genoma dd VEB
en tgidos. Muchos autores han sdeccionado las secuencias de Bam HI-W para su
amplificacion (Sato | y col. 1989, Knecht H y col. 1990). También s han ampliado
secuencias correspondientes d gen EBNA-1 (Shibata D y col. 1991). Otros articulos describen

protocolos de PCR para ampliaciones de las regiones EBNA 2 Ay 2B (Ban HI-Y) para
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tipificar los tipos de VEB 1 y 2 que condituye una herramienta molecular de interés
epidemiolgico (Sixbey W y col. 1989, Jgl W y cal. 1990). Otra region dd genoma dd VEB
Util para diginguir los dos tipo de virus es d gen EBNA 3C (Sample Jy col. 1990, Santon A y

col. 1998).

También es muy Ul la técnica de PCR para determinar la presencia de cepas con la

delecion de 30 pb ded gen dela proteina LMP-1 (Santén A 'y col. 1998).

Se puede deeminar, ad mismo, la dondidad dd VEB en muestras de tumores

amplificando mediante PCR la porcidn dd gen LMP-1 que contiene repeticiones de 33pb.

Edtas regiones contienen de 3 a 7 repeticiones (Ometto L y cal. 1997).

1.2.5.- El VEB y losL NH asociados al SIDA.

La infeccion por d VEB ha sdo, durante mucho tiempo, condderada como un factor
critico en d desarollo de los LNH asociados d SIDA. La reectivacion de la infeccion por
e VEB es comin que se produzca en pacientes con SIDA. Se ha demostrado que € nimero
medio de cdulas infectadas por € VEB con capacidad de crecer eponténeamente "in vitro"

aumenta en estos paciente (Birx DL y col. 1986, Katiz BZ y col. 1991).

Se identifica genoma dd VEB en un 30% de los LB asociados d SIDA Gadano G y

col. 1998). La infeccion por € VEB en este proceso se conddera que es un factor de
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predigposcion para d poderior desarollo de linfoma en & contexto de una linfadenopatia
genadizada persgente (Shibata D y col. 1991). Los LB asociados d SIDA VEB positivos,
generdmente, no expresan EBNA-2 y LMP-1 que son daves para inducir la trandformacion de
los linfocitos B (Carbone A y col. 19933). La activadon de c-myc sude suprimir la expreson
de EBNA-2 (Davi F y col. 1998). Edtas obsarvaciones sugieren que € VEB no es d principd

factor en la patogenia de ese tipo de linfomas aunque en asociacion con otros factores

pueden contribuir d desarrollo de dicha proliferacion linfoide (Gaidano G y cal. 1998).

Aproximadamente, en un 80% de los LDCG asociados d SIDA = encuentra genoma
dd VEB (Hamilton-Dutoit SJy col. 1991a y 1993 Bdleini P y col. 1993, Cabone A y col.

1999).

Los LDCG, frecuentemente, expresan la LMP-1 y en dgunos casos, también, EBNA-2
por tanto € VEB podria jugar un pgpd en la paogenia de edtos linfomas (Hamilton-Dutoit SJ
y col. 1991a y 19933 Cabone A y col. 1993). Entre las variantes de los linfomas difusos de
cdulas grandes exigte una mayor frecuencia de infeccion por d VEB y expresdn de LMP-1

enlosLIl queenlos LDCGNH (Gaidano Gy col. 1998).

Los LDCG parecen desarrollarse como una proliferacion linfoide inducida por € VEB
en un contexto de dteracion de la respuesta inmunocitotdxica frente d VEB (Rowe M y col.
1991). De hecho, e ha demodrado que la disminucidn  de linfoditos T citotdxicos especificos

contra d VEB y d incremento en lacargavird se correlacionan con la progreson de estos
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linfomes (Kerten MJ y col. 1997). Se ha demodtrado, en moddos experimentdes animdes, €
papd de las condiciones inmunitarias dd paciente en @ desarollo de linfomas mediante la
utilizacion de raones con inmunodeficiencia combineda severa a los que se inoculan linfocitos
de sagre peiféica de donantes VEB positivos 0 extractos de muestras procedentes de
enffeemos con linfoma de Hodgkin, observandose que edos ratones desarollaron  didintos
tipos de enfermedades linfoproliferativas. El andisis molecular e inmunohistoquimico de estas

proliferaciones linfddes demodro, en todes dlas la exigenda de materid genético dd VEB

(RoweM vy col. 1991, Kgpp U y cal. 1993).

Se ha encontrado asociacion entre € VEB y los LP de la cavidad ord en d 60% de los
ca0s En todos s obsavaba expreson de EBERs en las cdulas tumordes en ausencia
de expresdn de EBNA-2. En un 34% de casos se acompaiia de la expreson de la proteina

LMP-1 (Deleduse HJy col. 1997).

Précticamente todos los LPSNC asociados d SIDA  dbergan infeccion por € VEB.
Esta es la Unica dteracion genética detectada en este tipo de linfomas. La infeccion por d
VEB en LPSNC asociados d SIDA eda unida a la expreson de antigenos transformantes
codificados por € VEB. La LMP-1 s obsarva en goroximadamente un 50% de casos,
sugirendo un pgpe oncogénico del virus en la patogéness de la enfermedad (MacMahon

EME Yy col. 1991, Camillet+Broes Sy col. 1995y 1997).



Los LPC asocdiados d SIDA muedran una fuerte vinculacion con € VEB y también
con la infeccion por @ Herpesvirus asociado d sarcoma de Kgpos (KSHV) o Herpesvirus
humano 8 (HHV-8) (Cesaman E y col. 1995, Karcher DS y col. 1995). El papd que juega
cada uno de estos virus en d desarollo de estos tipos de linfomas no es bien conocido todavia
Parece que las interacciones entre los dos virus podria tener un papd en d desarrdllo de la
neoplasa En d 20% de linfomas de cavidades no se detecta genoma del VEB, mientras que
en todos dlos = demuestra ADN de HHV-8. Puede s que en muchos casos d VEB
contribuya a la activacion dd HHV-8, posblemente aumentando la replicacion de HHV-8 en

las cdulas neoplésicas (Cesarman E y col. 1995).
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2.- OBJETIVOS

Los LNH condituyen la segunda neoplasa més frecuente que se desarolla en los

pacientes con SIDA.

Egtos linfomas son un grupo heterogéneo tanto desde d punto de vista morfol 6gico,
como fenctipico y molecular. A pesar de estas diferencias |os LNH asociados d SDA tienen
una serie de caracterigticas comunes. dtaincidencia de locdizacion extranodd, dto grado
higtoldgico, crecimiento difuso, etirpe B, comportamiento dinico agresivo y frecuente

asociacion con € VEB.

Diferente oncogenes han sdo relacionados con @ desarollo de este grupo de linfomas.

Los més estudiados son c-myc, p53, Bd-6, Bcl-2y d oncogén LMP-1 dd VEB.

Dos teorias han ddo poduladas para explicar d desarollo de linffomas en pacientes

con SIDA. Un mecanismo sria a través de la hiperestimulacion antigénica y otro seria

secundario alainfeccion por € VEB.

Basandonos en estos datos los objetivos planteados en d presente estudio son los

sguientes.
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Esudiar dgunes de las caracteridticas dlinicas de los pacientes infectados por d
VIH que desardlaron edos linfomas, como son: sexo, edad, grupo de riego,
locdizacion inicad de la neoplasa y d nimero de cdules CD-4 por nb en d

momento de gparicion dd linfoma

. Cladficar los LNH por su locdizacion en LS y LPSNC. Cladficar los LNH por su
fenotipo en linfomas de edripe B y linffomas de edirpe T. Los linfomes B s

aubtipificaron en LB, LDCGNH, LI, LDCG CD-30 +.

. Corrdacionar los didintos tipos de linfomas con su locdizacion y ndmero de

células CD-4 por ni. en d momento dd diagnddtico.

Edudiar en cada grupo de linfomas las caracterigicas inmunohistoquimicas en
cuato a expreson de CD-20, CD-3, CD-40, patron de expreson de las cadenas

ligeras kgppay lambday d indice de praliferacion (Mib-1).

Relacionar la expresion de los oncogenes p53, Bd-6, Bal-2 y LMP-1 con cada tipo

de linfomas.

. Andizar la presencia dd VEB a través de la expresion de EBERs y de la proteina

LMP-1 en cada grupo de linfomas.



7. Tipar d VEB presnte en cada grupo de linfoma y comparar la prevdencia dd
VEB-1 y VEB-2 en cada uno de edos tipos de linfomas y compararlo con una

poblacion contral.

8. Deerminar la frecuencia de asociacion de la cepas de VEB caracterizada por la
delecion de 30 pb en d extremo 3'dd oncogén LMP-1 en los didintos grupos de
LNH asociados d SIDA y comparar los resultados con los obtenidos en una

poblacion contral.
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3.- MATERIALESY METODOS

3.1.-MATERIAL.

El materid dd presente estudio edta condtituido por 61 casos de linfomas desarrollados
en pacientes con infeccion por € VIH. Los casos fueron recogidos entre 1986 y 1998 en los
hospitdes Ramon y Cgd y Clinico Sen Calos de Madrid. En las higorias dinicas s
vaoraon la edad, € sxo, d grupo de riego, la locdizacon dd linffoma y d nimeo de
cdulas CD-4/mh en sangre peiférica en d momento dd diagndstico dd linfoma Todes las
muedra corresponden a biopsas afectadas por linfomas de diferentes locaizaciones,
ganglionares y extraganglionares, previas d tratamiento, fijadas en formol e incuides en

parafina.

Se utilizaron, ademas 50 controles condituidos por petologias benignes de pacientes
adultos dn infeccion por € VIH. Dichos controles correspondian a 7 amigddas reactivas, 16
linfadenitis reactivas y linfocitos periféricos de 27 casos de mononucleoss infecciosas. En

todos |os casos de la poblacion control, excepto en 10, se estudié materid fresco.

3.2.- CLASIFICACION Y ESTUDIO MORFOL OGICO.

B diagndgtico morfoldgico s redizd en biopsas fijades en formol e induidas en

parafina utilizahdose paradlo secciones de 4 mm tefiidas con hemaoxilinay eosna



Los LNH asociados d SIDA e dividieron en tres categorias de acuerdo con d lugar

de origen anatdmico (Gaidano Gy ¢0l.1995, Jaffe ESy col. 1996, Knowles D. 1997).

a) Linfomas sigtémico (LS) (nodd o extranodd).
b) Linfomas primarios dd Sisema Nervioso Central (LPSNC).

€) Linfomas primarios de cavidades (LPC).(En nuestra serie no incluimos ningln caso

de egte tipo de linfoma)

Los LS = tipificaron a su vez en: LB y LDCG; edtos a su vez se cdladficaron en LI y

LDCGNH (Knowles DM y c0l.1988, loachim HL y col. 1991, Levine AM.1993, Carbore A y

col. 1993 HarisNL y col. 1994. Gadano Gy col. 1995, Knowles DM. 1997).

Los criterios morfologicos que se utilizaron para la dasficacion higologica fueron los

de la Organizacion Mundid dela Sdud (OMS) (HarrisNL y col. 1999).

El LB es una neoplasa de cdulas de mediano tamaio nldeos redondos y unifames
con 2 a 5 nudedlos E Lt-B muedra cdulas pequefies con nudeos no hendidos,
junto a cdulas grandes de nudeos no hendidos con 1 a 2 nudedlos eosndfilos y
preencia de diferenciacion  plasmocitoide. Algunos Lt-B muestran  marcado  pleomorfismo

cdular y puede sr necesario etudiar laexisenciade latradocacion del gen c-myc parasu
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diagnddico. S edo no es poshle los Lt-B s definen como linfomas que recuerdan a los LB
pero tienen un mayor pleomafismo y cdulas grandes junto con indice de proliferacion mayor
dd 99%. Sguiendo los criterios de Davi HJ y colaboredores, que condderan los Lt-B
asociados d SIDA como una vaiante morfoldgica e inmunofenctipica de los LB asociados d
SIDA (Davi HJ y col. 1998), en nuedro trabgo los Lt-B y LB estén agrupados bgo € término

deLB.

En los LDCGNH las cdulas son grandes y cohesivas, pueden acompafiarse de patron

en “cddo edtrdlado’ y tener diferenciacion plamocitoide.

Los LI son pdimofos diginguiéndose dos grupos morfoldgicos uno de  dlos
condituido por una proliferacdon de inmunoblasos de mediano tamaio con diferenciacion
plasmocitoide y otro caacterizado por una proliferacion de inmunoblastos grandes Sn

diferenciacion plasmocitoide con células multinud eadas tipo Reed Sternberg.

Las caacteridicas morfologicas de los LDCGA CD-30+ asociados d SIDA son la
presencia de cdulas grandes pleomdrficas con aundante citoplasma y nldcdeos de formas
iregulares que poseen uno 0 mMés nudeolos, dta actividad mitdtica y cdulas multinudeadas
que recuerdan a las cdulas de ReedStenberg, fibrods y numerosos  macrGfagos

entremezclados con las cdulas tumordes. Laexpresion dd antigeno CD-30 es necesario en



todas 0 cas todas las cdulas neoplésicas para € diagndgtico de este tipo de linfomas (Carbone

Ay cal. 199).

En nuestro edudio induimos como un grupo goate los LDCG que expressban €
antigeno CD-30. Ege grupo induye LDCGNH, LI y LDCGA CD-30 +. La razon por la que
separamos este grupo esta reacionada con la dta asociacion de la expreson de CD30 con la
presencia de genoma dd VEB y sobretodo con la expreson de LMP-1 (Kanavaros P y cal.

1992).

La gran mayoria de los LPSNC asociados d SIDA son linfomes difusos de cdulas
grandes y dependiendo de la presencia de rasgos inmunoblagticos plasmocitoides se pueden
dividr en linfomes de odulas grandes tipo centrobldético y linfomas inmunoblégticos

plaamoditoides (Jlinger KA 'y col. 1992, Camilleri-Broet Sy col. 1997).

3.3.-ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

3.3.1.-T écnicas inmunochistoguimicas.

Los anticuerpos empleados en este edudio fueron: CD-30, CD-40, CD-20, CD-3
kappa, lambda, Mib-1, p53, Bd-2, Bd-6 y LMP-1 ( CSl-4 ). Su reactividad y procedencia

aparecen reflgados en latabla2.



Tabla2.-Anticuerpos.

Anticuerpo. Procede. Reectivided.

CD-20. Dako. Cédulas B.

CD-3pdidond. | Dako. CdulasT.

CD-30. Dako. Antigeno Ki-1.

CD-40. Novocastra. Cédulas B adivadas.

Kappa. Dako. Cédulas B.

Lambda Dako. Cédulas B.

Mib-1. Dako. Antigeno  Ki-67  (Cdulas
proliferativas).

p-53. Novocastra. Proteiha p53 (sdvage vy
mutante).

Bd-6. Novocastra. Proteina bcl-6.

Bd-2. Dako. Proteina bcl-2.

LMP-1. Novocastra. Proteina latente de membra
dd VEB.

La deteccion inmunohisoquimica se redizd sobre secciones de tgido fijado en formol
e induido en padina mediatte la ténica inmunohigogquimica esténdar tipo complgos
edreptavidinaE)-bictinaB) (Dako ChemMate TM LSAB deection Kit peroxidesDAB code

N° K500. Glogtrup, Denmark). (Cattoreti Gy col. 1988).

Las secciones de parafina de (34 nm) se montaron sobre portas tratados con poli-L-

ligna, se desparafinaron con xilol y se rehidrataron de forma secuencid en etanol d 100%, d
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96%, d 80%, d 70% y findmente en agua Para inhibir la peroxidasas endogena las secciones
s traaon con una solucion fresca de agua oxigenada d 5% en metanol durante 10-15

minutos.

Para redizar d desenmascaramiento antigénico & rediz0 un tratamiento previo a la
inmunotincion (Shi SR y col. 1991) condgente en sumergir las preparaciones en un tampon
de ditrato sodico 001 M pH 6 y procesarlos en olla a presidn durante un tiempo varidble que

oscilo entre 1y 3 minutos

Se utilizaron dos métodos inmunohistoquimicos diferentes

a) Técnica de edreptavidina-biotina

Se redizd la téenica eténdar tipo Complgos edreptavidinabiotina (LASB) (DAKO
ChemMaeTM LSAB deection Kit Peroxidesy DAB code No K500. Glostrup, Denmark).
Tras la incubacion con € Ac primario, diluido adecuadamente en tampon trisssdino (TBS) a
pH 74 durante 30 minutos en camara himeda, la inmunatincion s redizO con un suero
biotinlado  antiinmunoglobulines de  radn, seguido de la golicacion de edtreptavidina
marcada con peroxidesa (Strep AB HRP) y como cromégeno diaminobencidina (DAB),

findmente, las secciones histol dgicas se contrastaron con hematoxilina de Mayer.



El proceso de inmunotincidn s hizo en d ddema automaizado TECHMATE

S00/DAKO.

b) Técnicade FAAFA.

Tras @ traamiento de depardfinacion y rehidratacion, las preparaciones se lavaban
con TBS, para luego incubarlas con d Ac primaio Optimamente diluido durante 30  minutos
De nuevo s lavaban con TBS y seguidamente se incubaban con d Ac secundario (suero de
congo anti-raon) diluido 1/50 durante 30 minutos. A continuacion = gplicsba € complgo

inmunofosfatasa acaina anti-fofatasa dcdina diluido d 1/50 durante 30 minutos.

3.3.2.-Controles.

El etado de atigenicddad dd tgido s vdor0 mediante la inmunotinddn con d
anticuerpo  antivimentina para los antigenos citoplasmé@icos y con d anticuerpo  anti-Mib-1

paralos antigenos nucleares.

Como control postivo paa los anticuepos CD-20, CD-3, CD-40, Bd-2 y Bd-6 s
utilizaron secdones de amigdda induides en padina y paa la proteina LMP-1 y d
antigeno CD-30 s usaron secciones de muestras de enfermedad de Hodgkin asociada d VEB.

Como controles negetivos se redizo Ssemédticamente laomisdn dd anticuerpo primario.
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3.3.3.-Cuantificacion de los resultados de las tinciones inmunohistoquimicas (IHQ).

El inmunofenctipo de las cdulas neoplésicas £ determind en funcidn de la reectivided

frente alos anticuerpos anti-CD-20y anti-CD-3 palidond.

Se etableciéd como fenotipo B, cuando la expreson de CD-20 fue podtiva en d menos
d 20% de las cdulas neopléscas y la tindon de CD-3 fue negdaiva El fenotipo T se
determind cuando la expreson de CD-3 fue podtiva d menos en d 20 % de las cdulas

tumoradesy & marcge con CD-20 fue negativo.

La expreson de CD-30 se vdord cuando era de membrana y citoplasmdica pudiendo
obsarvarse una intendficacion a nivel dd apareto de Golgi. Cuando d menos d 10% de las
cdulas neoplésicas ean podtivas, d linfoma s induyé en d grupo de linfomes CD-30

postivos

CD-40 = expresa en la membrana y d citoplasma cdular y se condderd postivo

cuando mas del 30% de las cdulas tumoraes eran postivas.

La condidad paa las cadenas ligeras de las inmunoglobulines kappa y lambda se
vdor6 mediate la presencia de tincidn dtoplasmdica y/o de supeficie en las cdulas
tumordes. La expreson de kgppa o lambda debia ser mutuamente excluyente y producirse en

més de 30% de las cdulas tumoraes.
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Para cuantificar la expreson de Mib-1 s utilizd como contral interno la pogtividad en
las cdules endotdides. Se condderd indice de proliferacion bgo cuando se tefiian menos de
10% de los nideos de las cdulas tumordes, indice de proliferacion medio cuando s tefiian
entre d 10% y d 50% y dto indice de proliferacion cuando se observaba tincion de més dd

50% de los niicleos de las cdulas tumoraes.

Se condderd que no exidia sobre-expresdn de p53 cuando menos dd 20% de los
nicdeos de las cdulas tumordes expresban la proteing, podtiva con una cruz cuando e
observaba expresion entre un 20% y un 50% Yy podtiva con dos cruces cuando més dd 50% de

las cdulas tumoraes la expresaban.

La proteina Bcl-6 es nuclear y los casos fueron condderados postivos cuando mas dd

50% de las cdulas tumoraes |o expresaban.

La proteina Bd-2 tifie d dtoplasma Los casos fueron consderados postivos cuando

més dd 25% de las cdulas tumordes |o expresaban.

Por dtimo, mediante d anticuerpo  LMP-1 se detecta tincion de membrana. Los casos

eran condderados positivos cuando dguna cdula neoplésica expresabala proteina.
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3.4.-TECNICASMOLECULARES

3.4.1.-Técnicadehibridacion “in stu” para EBERs.

Se montaron cortes de 4 nm de materid incluido en parafina sobre portas tratados con
poli-L-ligna, fueron desparafinados con xilol y se rehidrataron de forma secuencid en etanol
ad 100%, d 96%, d 80%, d 70% vy, findmente, en agua Para inhibir la peroxidesa enddgerna
las secciones se trataron con una solucidn fresca de agua oxigenada d 5% en metanol durante

10-15 minutos.

A oontinuacion e redizd la digestion enzimdica dd tgido con pepsna d 01% CIH
durante 15 minutos a 37°C en bafio. Después se lavaron, rgpidamente, en agua dedilada, PBS

y etanol y se secaron en estufa a 37°C durante 10-20 minutos.

Se cubria cada corte con 8 a 20 niitros de la sonda especifica (EBERs PNA, Dako) s
colocaba un cubreohjetos y se incubaba en placa de Terasski en etufa a 55°C manteniéndolo 1

horay 30 minutos.

Paa diminar d exceso de sonda = lavaban las muestras en una solucion de

2XSSC/50% formamida en bafio con agitacion a 55°C durante 15 minutos Poderiormente, se

sumergian en una solucion bloqueante de TBT durante 10 minutos
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A oontinuacion se incubaban en camara himeda con d anticuerpo anti-HITC (Dako
M878) diludo en TBT d 1/100 a tempeaura ambiente durante 30 minutos. Tras un
lavado en TBS con agitacion durante 5 minutos se cubrian las muestras con un anticuerpo de
congo anti-radn marcado con bictina (Higogainplus Zymed) y se incubaban 30 minutos en
camara himeda. Se lavaban con agitacion en PBS durante 5 minutos y se incubaban con  una
olucion de diaminobencidina fresca durante 10 minutos se lavaban en agua corriente 5
minutos. Se contragtaban con Hematoxilina de Mayer un minuto, deshidrataban con dcoholes

crecientes y montaban.

En todos los experimentos s introdujo un caso control postivo procedente de un

ganglio con unamononudeossinfecciosa, asi como, un control negativo (ganglio linféico).

La expresén de EBERs se conddeaba postiva cuando dguna cdula neoplésca

modiraba tincion postiva nudear.

3.4.2.-Técnicas de PCR.

3.4.2.1.-Méodo de extraccion del ADN.

La extraccion de ADN a patir de muestras frescas (biopsias ganglionares y amigddas
reectivas) s rediz0 incubando durante toda la noche a 37°C con proteinesa K a una

concentracion find  de 200ng/ml en un tampdn de lis's condtituido por NaCl 100 mM, EDTA
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25mM  pH8 dodecil sulfao sodico d 05%. El ADN s purificd mediante dos extracciones
volumen a voumen con fenol-doroformo-isoamilico (49:49:2), se precipitd utilizando doble
volumen de eanol absoluto y s resuspendid en TrisHCL/EDTA 1mM/OImM pH 76

(Sambrook Jy col. 1989).

La extraccion de ADN, a patir de las biopsas induidas en pardfing s llevd a cabo
utilizando dos secciones de 5 mm dd mismo bloque dd tgido empleedo para d diagndgtico
higtolégico, teniendo la precaucion de utilizar cuchillas nuevas con cada blogue y limpiar los

microtomas con acohol de 70° paraimpedir la contaminacion de ADN entre las muestras.

Las muedras s degparafinaron redizando dos extracciones con xilol y otras dos
extracciones con dcohol absoluto. El tgido una vez seco y desparafinado fue sometido a una
digegion con proteinesa K (200 ng/ml) en un tampon de ligs condituido por KCL 50 mM,
TrissHCL 10mM pH 85 y Triton-X 100 d 01% (Wrignt DK y col. 1990). Una vez
completada la digestion, la protenesa K se inactivd cdentando la muedtra a 95°C durante
10 minutos. El sobrenadante se conservaba a -20°C y e utilizaba directamente (Sn vdorar la
concentracion en € espectrofotdmetro) para d andisis por medio de la PCR. La amplificacion
s rediz6 ssemdicamente con 2 y 5 ni dd sobrenadante resultante de todo @ proceso de

extraccion.

4



3.4.2.2.- Amplificaciéon mediante la técnica de PCR.

La técnica de PCR fue gplicada a los casos recogidos en d presente estudio que
mostraron expreson de EBERs con objeto de tipificar la cegpa de VEB mediante € esudio de
gen EBNA-3C y dd gen LMP-1. Los oligonudedtidos utilizados como cebadores para €
tipge dd VEB gparecen recogidos en la Tabla 3 (Jones MD y col. 1983, Sample J y col.

1990).

Tabla 3.Secuenciay localizacion de los oligonucledtidos utilizados en la PCR. Tipge VEB
Nombre. | Secuencia5-3. Locdizacion. | Tamaiio en pb.
Ti pq ede EBNA-3C-1 AGAAGGGGAGCGTGTGTTT | Gen EBNA-3C 153 VEB i po
VEB. 1
Tipgede EBNA-3C-2 |GGCTCGTTTTTGACGTCGGC | Gen EBNA-3C | 246 VEB tipo
VEB. 2

Para € edudio de la ddecion de 30 pb dd gen que codifica la proteina LMP-1 s

usaron los oligonudedtidos resefiedos en la Tabla4 (Chen WG y col. 1996).

Tabla 4. Oligonudedtidos utilizados para la deteccion de la delecion de 30 ph.

LMP-dd 1. 5 CGGAGGAGGTGGAAAACAAAT Se amplifica un fragmento de 161 pb
(residuos 324 al 377).

LMP-dd 2. 5 GTGGGGGTCGTCATCATCTCS Seamplifica un fragmento de 161 pb
(residuos 324 al 377).
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Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen find de 50 nh. Los

componentes de cadamezclay sus concentraciones respectivas se reflgan en la Tabla 5.

Tabla 5. Reactivos parala amplificacion.
Componente. Concentracion final por tubo de reaccion.
Buffer PCR. Tris-HCL 10mM pH 8,3, KCL 50 mM, 0,01% gdlaina
MgCLa. 1,5mM.
DATPACTPAGTP, 200nM de cada uno.
drTP
Oligonucledtidos 0,20,6 MM de cada uno.
cebadores.
ADN 2a5nh.
AmpliTaq Polimerasa 2 unidades.
Agua bidegtilada. c.s.p. 50m.

Los protocolos de amplificacion induian sempre una incubacion inidd a 94°C durate
5 minutos, 40 ddos oconsecutivos de desndurdizadon, hibridecion  de  oligonudedtidos 'y
extenson y un paso find de extensdn a 72°C durante 7 minutos. Las condiciones concretas de

amplificacion para cada pargja de cebadores se detdlaen la Tabla 6.
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Tabla 6. Condiciones de anplificacion VEB.
Temperatura. Tiempo. NUmero de cidos.

Desnaturdizacion AUC 5min. 1
inidd.

Desnaturdizacion. AC Imin. 40
Hibridacion. EBNA 3C 56°C 1 min. 40
Hibridacion. LMP-dd 59°C 1min. 40
Extenson. 72C 1 min. 40
Extenson find. 72°C 7 min. 1

En todos los experimentos s induyd un control podtivo de amplificacion consgente
en ADN extraido de las linees cdulares trandformadas por € VEB conocidas como R4,
B95.8 (control VEB tipo 1), P3HRL (control VEB tipo 2), 6 AGS876 (control delecion 30 ph).
Se induyd también un tubo conteniendo todos los componentes de la reeccion excepto €

ADN para descartar la existencia de contaminaciones.

3.4.2.3.-Visualizacion delos productosdela PCR.

Una vez redizada la amplificadon, 8 m de cada producto de amplificacion de la PCR
paa d VEB s sometian a dectroforesis en gdes de acrilamida a  6-8% al140 vdltiosy
temperaura ambiente durante 1 hora goroximadamente. Findizeda la dectroforess los
fragmentos amplificados s visudizaron tifiendo los gdes durante 15 minutos con una

disolucion de 0,5mg/ml de bromuro de etidio en TBE 1X  colocandolos en d transluminedor.



Para conocer los pesos moleculares de los productos de amplificacion de cada muestra
s utilizaron como patrones de dectroforess € marcador de peso molecular V y VIII de

Boehringer Mannhein.

3.5.- ANALISISESTADISTICO.

La prueba esadigtica aplicada a los resultados se basd en d cdculo de Pearson-c2
usando € programa BMDP versén 7.1 para UNIX. Este vaor es necesrio para andizar S los
parametros cuditativos estan relacionados y, en caso de que lo estén, indica como es de fuerte
la asociacion entre ambos. Se condderd que exigtia una asociacion dgnificativa desde d punto

de vista estaditico cuando “p” era= 0,05.
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4.- RESULTADOS.
El grupo de edtudio esta condituido por 61 casos. Las caacteridicas dinicas e
hidodogicas de ete grupo de casos y los resdltados obtenidos con las  técnices

inmunohistoquimicas y moleculares son los sguientes:

4.1.-CARACTERISTICASCLINICAS, (Tablas 7-12).

4.1.1.- Distribucion por sexos.

De los 61 pacientes con LNH asociados d SIDA 51 eran varones (83,6%) y 10 eran

mujeres (16,3%). Lardacion entre ambos sexos era, por tanto, de5,1: 1.

4.1.2- Gruposderiesgo.

Todos |os pacientes tenian anticuerpos frente d VIH.

De todos los pecientes 25 (40,9%) eran ADVP. La trangmison sexual fue la via de
infeccion en 28 padentes (458%); de dlos 16 padentes (26,3%) eran homosexudes, 2
pacientes (3,2%) eran homo y heterosexudes y losl0 pacientes restantes (16,3%) eran

heterosexuales.



Un paciente (1,6%) seinfect6 por d VIH mediante una transfuson sanguinea.

En 7 padente (11,4%) no fue posble encontrar en las higtorias dlinicas referencias d

grupo de riesgo relacionado con lavia de infeccion por d VIH.

4.1.3.- Edad.

El intevdo de edades, en d momento dd diagndgico dd linfoma, en d conjunto de

todos los pacientes estaba comprendido entre 22 y 55 afos, con una mediana de 34 afios, un

vador medio de 363 aios y una desviadion esténdar de +- 850. En 7 padientes no s pudo

determinar laedad por errores en las higtorias clinicas.

En los pacientes ADVP las edades estaban comprendidas entre 22 y 53 afios con una

mediana de 30 afios, una media de 33.08 afios y una desviacion estandar de +/- 7,24.

El grupo de pacientes homosexudes presenta un intervalo de edad entre 25 y 53 aos

con unamediana de 46 afios, unamedia de 40,7 afios y una desviacion estandar de +/- 9,13.

Los pacientes heterosexudes muestran un intervao de edades entre 28 y 55 aflos con

unamediana de 34 afios, unamediade 37,2 aios y una desviacion estandar de +- 8,86.
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Tanto los dos pacientes que dedaraon rdaciones hetero y homosexudes como d

paciente que adquirio lainfeccion por una transfusion tenian una edad de 38 afios.

4.1.4.- Relacion entre grupos deriesgo y sexo.

De los 25 pacientes ADVP 21 (84%) eran vaones y 4 (16%) eran mujeres, proporcion

52591

El 100% de los 16 pecientes homosexudes eran varones, y también los dos pacientes

(100%) que manifestaron tener relaciones homo y heterosexudes.

En d grupo de 10 padentes que adquirieron la infeccidn VIH por  trangmison

heterosexud 5 de dlos (50%) eran mujeres y otros 5 (50%) eran varones. Destaca, por tanto,

dentro de ese grupo que d riesgo de desarodllar la enfermedad es igud para hombres y

mujeres.

El Unico paciente que adquiri6 la enfermedad por una transfusion era vardn.

4.1.5.- Localizacion delos linfomas.

En d materid estudiado 49 muestras (80,32%) correspondian a LS y 12 (19,67%) eran

LPSNC.



Dentro de los LS, 25 casos (51,02%) dfectaban a ganglios linfaticos y 23 (4693%)
tenian locdizacion extranodd, solo en un caso (204%) no fue posble determinar € lugar de

origen dd linfoma

Entre los LS extranoddes 13 casos (26,53%) afectaron d gparao digesivo (1 en
lengua, 2 en boca, 4 gédricos, 3 en integtino grueso, 1 en cand and y 2 en higado). Los otros
10 linfomas extranoddes tenian su origen en diferentes lugares 2 se locdizaban en pid, 1 en
partes blandas, 1 en puimdn, 1 en cudlo de fémur, 1 en maxilar, 1 en rifion y tgido perirend,

1 subdurd y epidurd, 1 mediagtinico y 1 en pericardio.

4.2.- CARACTERISTICASHISTOLOGICAS.

Laagrupacion de los 49 linfomas Sstémicos por tipos higtoldgicos esla guiente:

13 cas0s (26,5%) eran LB (Figuras 1y 2).

10 casos (20,5%) eran LDCGNH (Figura 3).

15 casos (0, 6%) eran LI (Figuras4y 5).

9 caos (18,3%) ean LDCG CD-30 +. Dentro de este grupo 6 casos eran linfomas de
cdulas grandes no hendidas, 2 casos linfomas inmunoblégticos y € caso redante era un

LDCGA CD-30 + (Fgura6) (1,6% dd totd de todoslos linfomas estudiados en nuestra seie).

Edos 3 Utimos grupos de linfomas denominados en conjunto LDCG comprendian 34

casos (69,3%).



Ademéds, otros 2 cas (4,08%) fueron dadficados como linfomas de cdules T

periféricas no especificados (culas grandes).

Dentro de los linfomas cerebrdes, 7 (58,33%) tenian morfologia de linfomas de cdulas

grandes no hendidas, 4 (3333%) ean linfomas inmunoblégticos (Figura 7) y 1 (833%) no

pudo ser clasificado.

4.2.1.- Relacion entrelos subtipos histolégicos delos L Sy su localizacion.

De los 13 LB 10 (769%) edaban locdizados en ganglios linfaicos 1 (7,6%) en
intestino grueso, 1 caso (7,6%) en rifidn y tgido perirend y en € caso redtante (7,6%) no s

pudo encontrar lalocalizacion exacta en la historia clinica

De los 10 LDCGNH, 6 (60%) presentaban locdizacion ganglionar 'y 4 (40%)

extranoda (2 se encontraban en esdmago, 1 subdurd y epidurd y 1 era de origen pulmonar).

Los 15 LI modraron locdizacion en tgido linféico 4 casos (26,66%) mientras que los
11 casos redtantes eran de Stuacion extraganglionar (73,33%). Dentro de edte Ultimo grupo 5
(33,33%) s hdlaron en goarato digestivo (2 en boca, 1 en higado, 1 en intestino grueso y 1 en
cand and). Los 6 redantes presentaban locdizaciones diversas pates blandas cudlo de

fémur, region maxilar, pid, pericardio y mediagtino.



De los 9 LDCG CD-30 + tenian locdizacion ganglionar 4 cesos (44,44%) y eran
extranoddes los 5 casos restantes (55,55%) todos dlos locdizados en gparato digestivo (2

gédtricos, 1 enlengua, 1 en higado y 1 en intestino grueso) (Figura 10).

De los 2 linfomas de cdulas T periféricos un caso era de locdizacion ganglionar y d

otro afectaba la hipodermis.

Dedaca que d 76,9% de los LB son ganglionares. Por otro lado, € 73,33% de los LI
on extranoddes, con una dta proporcion de linfomes en goarato digestivo (33,33%). Los
LDCGNH y LDCG CD-30 + presentan un porcentge parecido de locdizaciones noddes y

extranodales.

4.2.2.- Relacion entre nimero de cdulas CD-4 por ni v tipo histoldgico de linfoma.

El nimero de cdulass CD4 en los padetes VIH podtivos en d momento dd

diagnddtico dd linfomafue @ sguiente en cada grupo de linfomes:

LPSNC: El nimero de cdulas CD-4 por nL pudo determinarse en 7 de los 12 casos
Presenta un rango entre 2 y 108 ce/nk, una mediana de 13 cd/nk., una media de 37,57 cd/nL

y una desviacion esténdar de +/- 44,74.



LB: B nimeo de cdulas CD-4 por nb se determind en 9 de los 13 casos. Presenta un
rango entre 79 y 727 cd/n, una mediana de 200 cd/n, una media de 2963 cd/nk y una

desviacion esténdar de +/- 19311

LDCGNH: E nimero de cdulas CD-4 por nh se determind en 7 de los 10 casos
Presenta un rango entre 10 y 152 cd/ni, una mediana de 25 cd/ni., una media de 43 cd/nL y

una desviacion esdndar de +/- 46,07.

LI: El nimero de cdulas CD-4 por ni. s determind en 11 de los 15 casos. Presenta un
rango entre 17 y 135 cd/nk, una mediana de 88 cd/nk, una media de 85.09 cd/nL y uma

desviacion esténdar de +/- 36,42,

LDCG CD-30 +: H nimeo de cdulas CD-4 por nh se determind en 7 de 9 casos
Presenta un rango entre 16 y 158 cd/nk, una mediana de 118 cd/n, una media de 96.14

cd/nL y una desviacion eséndar de +/- 49,66.

Linfomas T: El nimero de cdulas CD-4 por nk se determind en los 2 casos. Presenta

un rango entre 18 y 254 od/nk, una media de 136 cd/nk y una desviacion esténdar de +/-

118.



4.3.- CARACTERISTICAS INMUNOHISTOQUIMICA. (Tablas 13-18).

4.3.1.- Expresién de CD-20y CD-3.

56 casos (91,8%) modtraron expreson dd antigeno CD-20 en las cdulas tumordes,
por lo tato, eran de edirpe B (Figura 8). En 3 casos (4,9%) no expresaron CD-20 ni CD-3.
De edas, 2 casos ean LI y € otro un LDCGA CD-30 + (este linfoma esta incluido dentro de

los LDCG CD-30 +).

En 2 casos (3,3%) las culas linfoides neopléscas expresaron CD-3, es decir, eran de

edirpe T (Figura 9).

4.3.2.- Presencia de clonalidad para las cadenas liger as de lasinmunoglobulinas.

La técnica inmunohigoquimica para la deteccion de las cadenas ligeras de las
inmunoglobulines demostrd dondidad en 26 casos (42,62%) de los cudes 15 casos (24,59%)
presentaron restriccion para cadena ligera kappa y 11 casos (18,03%) para cadena ligera

lambda (Figuras 12y 13).

En d grupo de LPSNC < identificd dondidad en 5 de los 12 casos (41,66%), 3 de

ellos presentaban restriccidn para cadena kappay 2 para cadena lambda.
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En & grupo de los LB s detectd cdondidad en 5 casos (38,46%), 3 tenian redriccion

paracadenakappay 2 paralambda

En los LDCGNH la clondidad s detectdé mediante eta técnica en 3 de los 10 casos

(30%0), 2 casos expresaban kappay d otro caso lambda

En d grupo de los LI se detectd dondidad en 7 de los 15 casos (46,66%), de dlos 4

eran detipo keppay 3 detipo lambda

Dentro de los LDCG CD-30 + la dondidad se obsarvé en 6 de los 9 casos (66,66%), 3

casos mostraban restriccion para cadena kappay otros 3 para cadena lambda

S s andizan en conjunto todos los linfomas exige una mayor presencia de dondided
para las cadenas ligeras kappa; de 26 casos que mostraron clondidad para las cadenas ligeras
de las inmunoblobulines 15 caxos (57,6%) ean kgpopa La frecuencia de deteccion de
cdondidad mediate técnica inmunohigoquimica en padfina en los diferentes tipos de
linffomes se didribuye de la sguiente manera LDCG CD-30 + (66,66%), los LI (46,66%) y

LPSNC (41,66%), los LB (38,46%) y los LDCGNH (302%6).



4.3.3.- Indice de praliferacion.

El indice de proiferacion fue medido mediante € anticuerpo Mib-1. Sguiendo los
criterios definidos en la seccion Materides y Méodos para la evduacion de la expreson de
Mib-1 se observé un dto indice de proliferacion en 40 casos (655%) (Figura 14), medio en 15
caos (245%) y no pudo vdorase en 6 casos (9,8%). La rdacion entre d indice de

proliferacion y los diferentes tipos de linfomas se describe en latabla 19.

Tabla 19. Digribucion dd indice de proliferacion por grupos de linfomes.

ALTO. MEDIO.  BAJO. NO
VALORABLE.

LPSNC. 6 (50%)  3(25%) 3 (25%)
LB. 11 (84,6%) 2 (153%)
LDCGNH. 8(80%)  1(10%) 1 (10%)
LI, 9(60%)  6(40%)
LDCG CD-0+. A(4440%)  5(55,55%)
Linfomes T. 2 (100%)

TOTAL 40(655%) 15 (24,5%) 6 (9,8%)




4.3.4.- Expresén dela proteina p53.

Se observd sobreexpreson de la proteina p53 en 25 casos (40.98%) dd totd de los
linfomas. La sobreexpreson de p53 s didribuyd en los diferentes tipos de linfomas de la

sguiente manera

Dentro dd grupo de LPSNC 7 casos (58,3%) sobreexpresaron p53, 5 de dlos
presentaban una morfologia de cdula grande no hendida (4 casos modraron una intensdad 2
cruces y 3 casns de una cruz), un caso (8,3%) era negativo y en 4 casos (33,3%) no pudo

redizarse d estudio por fdta de materid.

En d grupo de los LB se obsarvo sobre-expreson de p53 en 5 casos (38,46%) con una
intenddad de 2 cruces 2 casos y con 1 cruz 3 caos. En otros 2 casos la expreson de pS3 no

pudo ser testadad no poderse vaorar los antigenos nucleares (Mib-1 no fue vaorable).

Entre los LDCGNH 4 casos (40%) tenian sobre-expreson de esta proteina (Figura 15)
(1 caso con una intenddad de 2 cruces y 3 con una intensdad de 1 cruz), 4 casos (40%) eran

negativosy 2 casos (20%) no fueron vaorables.

Dentro de los LI 4 casos (26,6%) sobre-expresaron p53 (3 casos con una intensgdad de
2 cuces y 1 caso con una intensdad de 1 cruz) y los 11 casos (73,3%) restantes fueron p53

negativos.



En los LDCG CD-30 + s observo sobre-expresion de pS3 en 4 casos (44,4%) (2 casos
con una intenddad de 2 cruces y otros 2 con una intenddad de 1 cruz), los otros 5 casos

(55,5%) eran negativos.

Findmente, de los 2 linfomas T uno era postivo (50%) con una intenddad de 1 cruz y

€l otro caso (50%) era negtivo.

En condusidn, la sobreexpreson de p53 es més frecuente (58,3%) y més intensa en
los LPSNC. También s obsarva una dta incidencia de sobre-expreson en los LDCGNH
(40%) y en los LDCG CD-30 + (44,44%). De los 24 casos que mostraron expresion de p53 en
e conjunto de todos los linfomas 13 (54,16%) posgian una morfologia de cdulas grandes no

hendidas. Destaca, también, € bgo indice de expreson de p53 en losLB.

4.3.5.- Expreson dela proteina Bd -2.

La expreson de la proteina Bd-2 se obsarvd en 14 casos (22,9%) dd totd de linfomas

con lasguiente digtribucion entre los diferentes tipos:

En d grupo de los LPSNC 5 casos (41,6%) fueron postivos 3 casos (25%) negativos y

4 casos (33,3%) no pudieron ser estudiados con este anticuerpo por fata de materid.

91



En los LB no s identificd expreson de Bd-2 en los 12 casos en que dicha técnica fue

vaorable,

9 casos (90%) delos LDCGNH eran negaivosy solo uno de dlos (10%) fue pogtivo.

Dentro de los LI 3 casos (20%) mostraron postivided y 12 casos (80%) fueron

negativos.

En d grupo de los LDCG CD-30 + s detectd postividad en 5 casos (55,5%) (Figura

17) mientras que 4 casos (44,4%) fueron negativos.

Los 2 linfomas T no presentaron pogtivided para Bd-2.

La expreson de Bd-2 es mas frecuente en los LPSNC (41,6%) y en los LDCG

CD-30 + (55,5%).

4.3.6.- Expresién de la proteina Bcl -6.

La deteccion de expreson de la proteina Bcl-6 se redizd en 48 de los 61 casos dd
edudio. En 10 de los 12 LPSNC no pudo determinarse debido a la fdta de materid a tratarse

de biopsias eterotéxicas.



En d conjunto de todos los linfomas la postivided para Bd-6 se detectd en 19 casos

(39,5%) sendo negativos 29 (60,3%). La corrdacion con los diferentes tipos fue la siguiente:

En los LPSNC solo s rediz0 las pruebas de inmunchistoquimica en 2 casos dendo

ambos negativos.

Dentro de los LB no s pudo redizar la determinacion de Bd-6 en 2 casos, 9 casos

(69,2%0) fueron positivosy 2 casos (15,3%) negetivos.

Entre los LDCGNH 7 (70%) expresaron Bd-6 (Figura 16). Fueron negdivos 2 casos

(20%) y no pudo redizarse d estudio en 1 caso.

Dentro de los LI solo se observd expreson en un caso (6,6%) y fueron negaivos los 14

casos restantes (93,3%).

En los LDCG CD-30 + s obsarvd postivided en 2 cans (22,2%) (ambos con

morfologia de céulas grandes no hendidas) y fueron negetivos los 7 casos restantes (77,7%).

Por dltimo, los dos casos de estirpe T fueron negativos para Bd-6.

Es importante destecar la dta asociacion de expreson de la proteina Bd-6 con los LB

y los LDCGNH con unos porcentgjes de podtividad de 69,2% Yy 70% respectivamente.
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4.3.7.- Expresion de CD-40.

En d oonjunto de todos los linfomas 31 casos (81,5%) fueron pogtivos, 7 casos
(184%) negativos y no se pudo redizar la técnica de inmunohistoquimica por fdta de materid

en 23 casos. Por grupos de linfomas la expreson de CD-40 fuelasguiente:

En los LPSNC solo e pudo redizar la determinacion en 1 caso que fue pogtivo. En las

otras 11 muestras no se dispuso de materia suficiente para detectar CD-40.

En € grupo de los LB, 9 casos (69,2%) fueron postives, 3 casos (23,0%) negetivos y

no s redizd laprueba en 1 caso.

Entre los LDCGNH 6 (60%) modraron pogtividad, 1 caso (10%) era negaivo y no s

redizo la pruebaen 3 casos.

Dentro de los LI, 10 casos (83,3%) eran positivos, 2 casos (16,6%) negativos y en otros

3 no == pudo determinar (Figura 11).

De los LDCG CD-30 + 4 casos (80%) eran positivos, 1 caso negativo y no e redizo la

prueba en 4 casos.



Fndmente, en los linfomes T s0lo s pudo redizar la determinacion en un s0lo caso

que fue pogitiva

Por tato la expreson de CD-40 esa homogéneamente didribuida entre los 5 grupos

de linfomas B asociados d SIDA. El Unico caso de linfoma T en que se determind la expresion

de CD-40, edafue pogtiva

4.3.8.- Expresidn dela proteina LM P-1.

La presencia de expresdn de la proteina LMP-1, se obsarvé en 35 casos (58,3%) v fue

negetiva en 25 casos (41,6%). En un caso d resultado no eravaorable.

Por grupos los resultados fueron los siguientes:

Dentro de los LPSNC los 12 casos (100%) expresaban laproteina.

En los LB e identificaron 2 casos (15,3%) postivos y 11 casos fueron negeivos

(84,6%).

Dentro de los LDCGNH se observaron 2 casos (20%) pogtivos y 7 casos (70%) fueron

negativos, en un caso latécnicano fue vadorable.



En los LI exigian 10 casos (66,6%) pogtivos mientras que en 5 caos (33,3%) los

resultados fueron negativos.

Los LDCG CD-30 + modtraron positividad los 9 casos (100%) (Figura 18).

Para findizar, en los dos linfomas de cdulas T no se detectd expreson de la proteina

LMP-1 en ninguno de los dos casos.

En conduson, destaca que la expreson de la proteina LMP-1 se observa en un 100 %
de los LPSNC y d 100% de los LDCG CD-30 +. También los LI muestran un dto porcentge

de presencia de edta proteina 66,6%. En los LB, LDCGNH vy linfomas T la presencia de

expreson de esta proteina se detecta en un pegueiio nimero de casos 0 eta ausente.



4.3.9.- Relacién entre las oncoproteinas LMP-1, BCL-6, BCL-2 v p53 v los disintos

arupos de linfomas.

Tabla 20. Didribucion de las oncoproteines en los diferentes grupos de LNH asociados d

SIDA.
LMP-1 BCL-6 BCL-2 P53
LPSNC. 12 (100%) 5 (41,6%) 7 (583%)
LB. 2 (153%) 9 (69,2%) 0(0%) 5 (384%)
LDCGNH. 2 (20%) 7 (70%) 1 (10%) 4 (40%)
LI, 10 (66,6%) 1(66%) 3 (20%) 4 (26,6%)
[DCGCD-30+ 9 (100%) 2 (22,2%) 5 (55,5%6) 4 (44.1%)
Linfomes T. 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1 (50%)

Los LPSNC expressban la proteina LMP-1 en los 12 casos (100%), Bd-6 solo pudo
redizarse en dos casos que fueron negetivos, Bal-2 se detectd en 5 casos (41,6%) y pS3 resultd

postivaen 7 casos (58,3%).

Los LB mogtraron en 2 casos (15,3%) expresdn de LMP-1, la expreson de Bd-6 fue

positiva en 9 casos (69,2%), la expresion de Bd-2 fue negativa en todos los casos y se detectd

sobre-expreson de p53 en 5 casos (38,4%).
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Los LDCGNH presentaron 2 casos (20%) postivided para LMP-1, Bd-6 fue pogtivo

en 7 casos (70%), Bd-2 en 1 caso (10%) y sobre-expresaban p53 4 casos (40%).

EnlosLI seidentificaron 10 casos (66,6%) pogtives para LMP-1, 1 caso (6,6%)
positivo para Bd-6, 3 casos (20%) positivos paraBcl-2 y 4 casos (26,6%) sobre-expresaron

P53,

Dentro de los LDCG CD-30 +, 9 casos (100%) expressban LMP-1, la expresdn de
Bcl-6 fue pogtiva en 2 casos (22,2%), de Bd-2 en 5 casos (55,5%) y  sobre-expressban p53 4

cas0s (44,4%) (los 4 casos tenian morfologia de cdlulas grandes no hendidas).

Los 2 linfoma de cdlulas T no presentaron expreson de LMP-1, Bck6 y Bcl-2 y uno de

ellos sobre-expresaba pS3.

Es conocido que la proteina LMP-1 induce la expreson de Bd-2. En nuestro estudio
de los 14 casos podtivos paa Bd-2, 12 expressban LMP-1. Otros 19 casos podtivos para

LMP-1 no mogtraron la presencia de la proteina Bal-2.

La relacion entre las proteinas Bd-2 y LMP-1 es mas evidente en los LPSNC (5 @sos)
y en los LDCG CD-30 + (5 casns). En los LI s0lo 3 de los 10 casos con presencia de la

proteina LMP-1 expresaban también Bdl-2.



Se obsarva ademés, una rdacion inversa entre la expreson de LMP-1 y Bd-6. Ad, los
LB y LDCGNH que expresan frecuentemente la proteina Bcdl-6, de forma sgnificativa, pocos
de dlos expresan LMP-1. Sn embargo, los LPSNC, y los LS de tipo LI y LDCG CD-30 + que

tienen un dto porcentge de postividad para LMP-1 tienen unabgaexpresén de Bd-6.

4.4.- RESULTADOS MOL ECULARES. (Téblas 13-18).

44.1.- Expresion de EBERSs.

Los resultados obtenidos con la técnica de hibridacion “in Stu” para EBERs fueron los

sguientes.

En d totd de los linfomas se obsavd postividad en 45 de dlos (73.7%), € estudio
fue negativo en 15 (245%) y no vdorable en un can (1,6%). Por grupos higoldgicos la

expreson de EBERs fue lasguiente:

En d grupo de LPSNC los 12 casos (100%) mostraron la expreson de EBERs.

Dentro delos LB fueron positivos 6 casos (46,1%) y 7 casos negativos (53,8%).

En los LDCGNH solo 3 casos (30%) expressban EBERS, 6 casos (60%) eran negetivos

y 1 caso no fue vaorable (10%).



DelosLI 14 casos (93,3%) eran postivosy € caso resante (6,6%0) era negativo.

Los 9 casos de LDCG CD-30 + (100%) eran positivos (Figura 19).

Por dlitimo, dentro de los linfomas de cdulas T un caso fue postivo (50%) y otro

negetivo (50%).

4.4.2.- Relacién entrela expresdn de EBERsYy la proteina LM P-1.

Condderados todos los linfomas en conjuntos la expreson de LMP-1 s observo en 35

casos (58,3%) y la expreson de EBERS se encontrd en 45 (73,7%).

En d grupo delos LPSNC se detectd en los 12 casos tanto expresion de la proteina
LMP-1 como de EBERs (100%).

De los 6 casos de LB que expressban EBERS, 2 casos eran también postivos para

LMP-1. Por tanto, € 46,1% de casos en este tipo de linfoma expressban EBERsy LMP-1.

En los LDCGNH de los 3 casos postivos paa EBERs, 2 también expressban  LMP-1,

1 cas0 que expresd EBERS no expresd LMP-1. En totd 3 casos (30%) expresdban EBERS y

LMP-1.
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En € grupo de LI, 10 casos expresdban EBERsy LMP-1y en 4 casos s0lo se detectd

EBERs. En conjunto, 14 casos (93,3%) expressban EBERsy LMP-1.

En los LDCG CD-30 + los 10 casos (100%) presentaban expreson de EBERs y

LMP-1.

En d grupo de linfomas T en d caso que s detectd expreson de EBERs no s

identificd LMP-1

En d conjunto de todos los linfomas asociados d SIDA 45 casos (73,7%) expresaron
EBERs, 35 casos expresaon EBERs y LMP-1 y 16 casos fueron negativos para ambos
(26,2%0). Es importante sefidar que los LPSNC y los LS de tipo LI y LDCG CD-30 + en un
dto porcentge s asocia la expreson de EBERs y LMP-1, 100%, 933% y 100%

respectivamente. Esta asociacion esmenor enlosLB y LDCGNH 46,1% y 30%.
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4.4.3.- Tipajedel VEB.

Tabla2l. Tipge dd VEB por grupos de linfomas en |os casos postivos para EBERS.

VEB-1 VEB-2 VEB-1+2 No amplifica.

LPSNC. 7 (58,3%0) 3(25%) 2 (16,6%)
LB. 4(66,6%) 2 (33,3%)
LDCGNH. 1(333%) 1(33,3%) 1(33,3%)
L. 7 (50%) 2 (14,2%) 4 (285%) 1 (7,1%)
LDCG CD-30+. 2 (2.2%) 3(33.3%) 4 (44.0%)
LinfomasT. 1 (100%)

TOTAL. 22 (488%) 11 (24.4%) 8 (17,7%) 4(8,8%)

El tipge dd VEB mediante PCR = redizd en los 45 linfomas que expresaron EBERS
s condguieron productos de amplificacion dd gen EBNA-3C en 41 casos (91,1%). El VEB
ea de tipo 1 en 22 caos (488%) y en 11 casos (24,4%) era de tipo 2. Se encontraron
infecciones duades por los tipos 1y 2 en 8 casos (17,7%). En 4 muedtras (8,8%) no fue posble

latipificacion dd virus (Figura 20).

Lardacion dd tipo de VEB y d subtipo de linfoma fue lasiguiente:

LPSNC. E edudio mediante PCR de EBNA-3C fue eficaz en 10 casos (83,3%), 7

(58,3%) eran de tipoly 3(25%) ean dd tipo 2. No seidentificaron coinfecciones. No se
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obtuvieron productos de amplificacion en 2 casos (16,6%). De estos dos casos uno procedia
de una autopsa antigua y edaba fijado en formol no tamponado por lo que € ADN edaba
muy degradedo. En @ otro caso la muedra era muy pequefia En ambas muestras no s
congguié amplificar d gen de la b-globulina que s utilizd para vdorar d estado dd ADN

extraido de las muestras.

LB. En 6 casos (100%) se condguid amplificacion de gen EBNA-3C, de dlos 4 cas

(66,6%) correspondian d tipo 1y 2 casos (33,3%) d tipo 2. No se observaron coinfecciones.

LDCGNH. Se obtuvo amplificacion de gen EBNA-3C en 2 casos (66,6%), de los
cudes, 1 cas0 (333%) eatipo 1 y d otro caso (333%) ea de tipo 2. No se obsarvaron

infecciones duaes. En 1 caso (33,3%) no se consguid amplificacion dd gen EBNA-3C.

LI. Amplificaron para EBNA-3C 13 casos (92.9%), de dlos 7 casos (50%) mostraron
VEB tipo 1, 2 casos (24,2%) tipo 2, y ademés, 4 casos (285%) presentaban infecciones dudes

por ambos tipos. Solo en 1 caso (13,3%) no se obtuvieron productos de amplificacion.

LDCG CD-30 +. Se obtuvieron productos de amplificacion en todos los casos (100%).

2 casos (22,2%) e aocidban a VEB tipo 1, otros 3 casos (33,3%) d VEB tipo 2y en 4 casos

(44,4%) se encontraron infecciones duaes por ambos tipos.
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Linfomas de cdulas T. El Unico caso postivo para EBERs edtaba asociado d VEB

tipo L

En resumen, destaca unamayor incidencia de asociacion con VEB tipo 1 (51,1%).

En d grupo de LDCG CD-30 + dedaca, ademés, € dto porcentge de infecciones

dudespor losVEB tipo 1y 2, que dcanzan d 44,4% de los casos.

44.4.- Tipaje dd VEB en los linfomas EBERS positivos v su relacién con e grupo de

riesgo.
Tabla22.
Homosexual Heterosexua  ADVP Otros Total
I

VEB-1 5 (45,4%) 6 (54,5%) 7 (50%) 1 (100%) 19 (51,3%)
VEB-2 6 (54,5%) 5 (45,5%) 7 (50%) 18 (48,6%)

Aidado. 4(363%)  3(27,2%)  4(285%) 11 (29,7%)
Coinfeccion. 2 (18,1%) 2 (18,1%) 3(21,4%) 7 (189%)

TOTAL  11(297%)  11(97%) 14@78%)  1(2,7%) 37

Como se puede ver en la tabla 22 la digribucién de los dos tipos dd VEB por grupos

de riesgo es bastante homogénea. Hay una presencia algo mas dta dd VEB tipo 2 en d grupo

de pacientes homaosexuaes 54,5%.
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445.- Relacion _entre las cepas salvaje vy delecionada del gen LMP-1 del VEB v los

linfomas con expresion de EBERS.

Tabla23.
No delecionada. Delecionada. Coinfecciones. No amplifica.
LPSNC. 8 (66,6%) 2 (16.6%) 2 (16,6%)
LB. 6(100%)
LDCGNH. 2 (66,6%) 1(33,3%)
L. 7 (50,0%) 5 (35,7%) 1(7,1%) 1 (7,1%)
LDCG CD-30+. 4 (44.0%) 3(333%) 1(11,1%) 1 (11,1%)
Linfomas T. 1(100%)
TOTAL. 21 (46,6%) 18 (40,0%) 2 (4.4%) 4(88%)

De las 45 muedras de linfomas en las que e detectd expreson de EBERs en las
cdulas neoplésicas la reaccion de amplificacion dd gen de la proteina LMP-1 s condguio en
41 casos (91,1%), de los cudes 21 casos (46,6%) correspondian a la forma no ddecionada o
sdvge, en 18 casos (40%) se detectd la variante ddecionada y se observaron infecciones
dudes por ambas formas ddecionada y no deecionada en 3 casos (4,4%). No s obtuvieron
productos de amplificacion en 4 muestras (8,8%). Por grupos de linfomas la digribucidn fue la

sguiente:

Dentro de los LPSNC, en 8 casos (66%) se identifico la cegpa no delecionada en 2 casos

(16,6%) la cepa ddecionada y en ningln caso s detectaron infecciones por ambas
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cepas. En totd en 10 casos (83,2%) se obtuvieron productos de amplificacion dd gen LMP-1,

mientras que en 2 (16,6%) casos no se consguid amplificar € gen.

LB. Enlos 6 casos (100%) se detecto |la cepa delecionada. En ninglin caso se detecto la

cepasavgey tampoco seidentificaron coinfecciones.

LDCGNH. En 2 casos (66,6%0) se detect6 la cepa no delecionada, en 1 caso (33,3%) la

cepa ddecionaday no se detectaron coinfecciones.

LI. En 7 casos (50%) se detectd la cepa sdvge, en 5 casos (35,7%) la cepa delecionada
y en 1 caso (7,1%) se detect6 coinfeccidn por ambas cepas. En 1 caso (7,1%) no se obtuvieron

producto de amplificacion.

LDCG CD-30 +. En 4 casos (44,4%) == detectd la cepa sdvge, en 3 caos (33,3) la
cepa delecionada y 1 caso (11,1%) habia una infeccion dua por ambas cepas. En conjunto s
obtuvieron productos de amplificacion para d gen de la proteina LMP-1 en 8 casos (83,8%) y
1 caso (11,1%) no se condguio amplificar € gen.

Linfomasde cdulas T. El Unico caso asociado d VEB lo eraalacepano ddedonada

Condderando todos los linfomas en conjunto se adviete que la proporcon entre las

cepas savges y las deecionadas es semgante, 46,6% Yy 40% respectivamente. La presencia
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de infecciones dudes por ambas cepas es muy poco frecuente, solo 2 casos (4,4%). Dedtaca

gue enlos LB se asocian en un 100 % alaforma ddecionada dd gen LMP-1.

4.4.6.- Relacion dela cepa delecionaday d tipo dd VEB en los linfomas con expresion de
EBERSs.

Tabla24.
VEB-1 VEB-2 VEB-1+2 TOTAL
No delecionado. 11 (50%) 4 (36,3%) 5 (71,4%) 20/40 (50%)
Deecionado. 11 (50%) 7 (63,6%) 2 (285%) 20/40 (50%)
Aidada 10 (45,5%) 7 (633%) 1 (14,2%) 18/40 (45%)
Coinfeccion. 1 (4,5%) 1 (14,2%) 2/40 (5%)
TOTAL  22/40 (55%) 1140 (275%)  7/40 (17,5%) 40

En € 50% de los casos d VEB ea de tipo 1 (11/22) y la cepa vird no presentaba la
Odecion de 30pb dd gen LMP-1, en € otro 50% de casos (11/22) se detectd la cepa
delecionada, aidadamente en 10 muestras (455%) y en forma de infeccion dud con la cepa
svge en 1 can (45%). De los 11 casos asociados d VEB tipo 2, 4 casos (36,3%) no tenian
delecionado € gen de la LMP-1 mientras que en otros 7 casos (63,6%) se encontré la variante
delecionada. De los 7 casos en los que se detectd coinfeccion por d VEB tipo 1y 2, en 5 de
dlos (714%) d gen LMP-1 ea de tipo savge, 1 ca0o (14,2%) presntd la forma delecionada

y otro caso (14.2%) unainfeccion dud por ambos tipos de cepas (14.2%) (Figura2l).
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Dedtaca, por tanto, que en los casos asociados d VEB tipo 2 exige una dta incidencia

de las cepas con delecion de 30pb del gen LMP-1 (63,6%).

En los casos que presentaron infeccion por € VEB tipol € porcentge de cepas no

ddecionadas y ddecionadas dd gen de la proteina LMP-1 era semgante, con una incidencia

ambas cepas del 50%.

44.7.- Relacion de la cepa ddecionada v no ddecionada del gen LMP-1 del VEB vy los

grupos deriesgo.

Tabla25.
Homosexual Heterosexua  ADVP Otros Total
I

No 4 (40%) 6 (66.6%) 7 (50%) 1 (100%) 18 (52.9%)
delecionada
Delecionada. 6 (60%) 3(333%) 7 (50%) 16 (47%)

Aidada 5 (50%) 3(333%) 6 (42.8%) 14 (41.1%)
Coinfeccion. 1 (10%) 1(7.1%) 2 (58%)

TOTAL 10 9 14 1 A

La cepa sdvge dd gen LMP-1 es més frecuente en todos los grupos de riesgo sdvo en

el grupo de pacientes homosexudes donde predomina la cepa deecionada
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4.5.-GRUPO CONTROL.

El grupo control edtaba condituido por 50 muedras didribuides de la gguiente manera
16 linfadenitis reactivas, 7 amigddas reactivas y 27 casos de mononucleoss infecciosa. Las
caacteridicas de esa poblacion de referencia y los resultados obtenidos en € edtudio

molecular son los Sguientes

4.5.1.- Datos clinicos.

45.1.1.- Distribucion por sexos.

Lardacion hombres mujeresfue de 2:1.

4.5.1.2.- Edad.

El intervdo de edades estaba comprendido entre 16 y 85 afios, con un vaor medio de

30. Congderando cada tipo de control por segparado, € rango de edades abarcaba de 18 a 33

ahos con un vaor medio de 254 para las amigddas reectives, de 21 a 85 con una media de
47,7 paa las linfadenitis reactivas y, findmente, de 16 a 31 con una edad media de 20,6 afios

paralos pacientes con mononuclecssinfecciosa
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45.2.- Técnicasde PCR.

45.2.1- Tipajede VEB en los casos control.

L os resultados aparecen reflgados en latabla 26.

Tabla 26. Tipge dd VEB en la poblacion contral.

VEB 1. VEB 2. VEB 1+2 n.c Total
Amigddas 5 - 1 1 7
Linfadenitis. 13 1 1 1 16
I\_/Iononudeo 21 1 3 2 2
Ss.
Totd. 30 (78%) 2 (4%) 5 (10%) 4 (8%) 50

El VEB tipo 1 = detectd en d 78% de los controles (39/50). En 2 casos (4%) s
encontro € VEB tipo 2 y en 5 muedras (10%) exidian infecciones dudes por ambos tipos de

virus. Latipificacion no fue posible en 4 casos (8%).

45.2.2.- Presenciadela delecion de 30 pb en los casos control.

La amplificacion dd extremo 3 dd gen LMP-1 fue eficaz en 49 de los 50 controles.
En un 653% de dlos (32/49) silo = detectd la banda correspondiente a la cegpa prototipo no

deecionada En d 34,7% redante de los casos (17/49) == identificd d fragmento
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correspondiente a la delecion, de forma adada en 4 muestras (8,2%) y conjuntamente con la
cepa no delecionada en 13 (26,5%). La didribucion de la cepa ddecionada segun d tipo de

control s2 muestraen laTabla27:

Tabla27. Didribucidn de la ddecion de 30pb en la poblacion contral.

Amigdalas. Linfadenitis ~ Mononucleosis. Total.
No delecion. 3 10 19 32/49 (65,3%)
Delecion. 6 6 8 17/49 (34,7%)
Aidada - 4 -- 4/49 (82%)
Coinfeccion. 3 2 8 13/49 (26,5%)
Totd. 6" 16 27 49

*Laamplificacion dd extremo 3'dd gen LMP-1 fue eficaz en 6 de las 7 amigddas reactivas
incluidas en € grupo cortral.

4.5.2.3.- Distribucion dela deleciéon de 30 pb segln € tipaje del VEB en los casos control.

La Tabla 28 muedra la didtribucion de la ddecion de 30 pb teniendo en cuenta d tipge

del VEB en d grupo de controles adultos.
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Tabla 28. Digtribucidn de la ddecion de 30 pb segiin d tipge dd VEB en la poblacion control.

VEB 1. VEB 2. VEB 1+2. n.c. Total.
Noddedon.  24(632%)  2(100%) 4(80%) 2050%)  32/4965,3%)
Ddecion 14(36,8%) - 1(20%) 2060%)  17A%3A7%)
Aidada 4(105%) - - - 449(8.2%)
Coinfecdion.  10(26,3%) - 1(20%) 250%)  1349(265%)
Tod. 38 2 5 4 Y

*En uno de los 39 casos en los que d VEB fue detipo 1, no fue posble amplificar € extremo
3 dd gen LMP-1. Dicho caso no seincluye en la presente tabla

En d 63,2% de los casos en los que d VEB era de tipo 1 (24/38) la cepa vird no estaba
delecionada, mientras que en d 36,8% restante (14/38) fue posible detectar la ddecion de 30
pb, adadamente en 4 muedras (10,5%) y en forma de infeccion dud con la cepa etandar en
10 (26,3%). Los dos Unicos caos de tipo 2 presantes en la poblacion control no estaban
delecionados. De las 5 muestras en las que exigtian coinfeccion por virus tipo 1y 2, 4 (80%)
no estaban deecionadas mientras que en la otra (20%) se encontrd la variante delecionada
acompafiada de la cepa prototipo. Findmente, en los 4 casos en los que no fue poshle tipificar
d VEB, 2 (50%) no edaban ddecionados y en los otros 2 (50%) coexidia la vaiante

ddecionada con la no delecionada.
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45.3.- Reaciéon entre los resultados del tipaje dedd VEB en & grupo control v en los

pacientes con L NH asociados al SIDA v VEB positivos.

En d conjunto de todos los LNH asociados d SIDA d VEB tipo 2esta representado en
un dto porcentge de casos 24,4%, en comparacion con € grupo control donde d VEB 2

gparece solamente en un 4% de casos.

En los LB asociados d VEB d porcentge dd tipo 2 s deecta en d 33,3% de los

Ademés exige una dta frecuencia de coinfecciones (presencia tanto dd VEB 1 como
dd VEB 2) en los LDCG CD-30 + (44,4%) en reacion a la poblacion control ya que en edta

las coinfecciones tan solo gparece en un 10% de casos.

45.4.- Reacion entre la presencia de cepas delecionadas v no delecionadas del gen LMP-

1 en e grupo control v en los pacientes con L NH asociados al SIDA v VEB positivos.

La rdacion entre ambos grupos muedtra porcentgies ago mayores de cepas dd VEB
con ddecion dd extremo 3'dd gen LMP-1 en los tgidos con LNH asociados d SIDA  (40%)
gue en la poblacion control  en los que la deecion dd extremos 3'dd gen LMP-1 solo s

encuentraen un 34,7% de los casos.

113



En la poblacion control se observa més coinfecciones (presencia de cepas no
delecionada y ddecionada en  mismo paciente) 26,5% que en los tgidos afectos por LNH

asociados d SIDA (4,4%).

Los LB tienen d porcentge més dto de asociacion a la cepa ddecionada dd gen
LMP-1 (100%) comparado tanto con otros tipos de LNH asociados d SIDA como con la

poblacidn contral.

45.5.- Comparacion de la distribucion de la cepa delecionada de 30 pb segun € tipaje de

VEB en d grupo control vy en los tgidos afectados por LNH asociados al SIDA v VEB

positivos.

En los LNH asociados d SIDA = identifica un dto porcentge de cepas dd VEB con
deecion dd extremo 3 dd gen LMP-1 taito en los casos de linfomas asociados d VEB
tipo 1 (50%) como a los asociados d  tipo 2 (63,6%). En la poblacion control € VEB tipo 1
e asocia en un 36,8% a cepas con ddecion dd extremo 3'dd gen LMP-1 mientras que ningdn

caso de VEB tipo 2 se observ6 asociacion ala cepa ddecionada

4.6.- ANALISISESTADISTICO.

El LB tienen una asociacion edadigicamente sgnificativa con la locdizacion en

ganglio linfatico. El vaor de Pearson-c2 (p) de 0,0005.
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También los LDCGNH muedran una asodiacion edadigicamente dgnificativa con la

locdizacion en gangllio linfético. El vaor de Pearson-c 2 (p) de 0,0005.

Exise una fuete asociacion estadigtica entre los LI y la locdizacion extraganglionar.

El vaor de“p’ es de 0,0005.

La asociacion edtadidica entre niveles dtos de nimero de cdulas CD-4 por ni y los

LB esdgnificativa El vdor de“p” esde 0,0099.

Edta asociacion también se encuentra entre niveles bgos de cdlulas  CD-4 por ni y los

LPSNC. El vaor de“p’ esde 0,0099.

La expresdn de la proteina Bd-6 tiene una asociacion edadigicamente Sgnificativa
con los LB (“p’= 0.0011). Eda asociacion no se produce en los LDCGNH (“p” =0,0248). La
ausencia de eda asociacion edtadistica puede deberse d pequelio nimero de casos estudiados
de este grupo de linfomas (10 casos de dlos 7 casos expressban Bd-6, 2 casos no expresaban
eda proteina y en 1 caso no pudo redizarse d estudio de la expreson de Bd-6 por agotarse d

material de labiopsia).

La sobre-expresdn de p53 no esta asociada edtadisticamente a ninguin tipo de linfomas

(LDCGNH tienen unvaor de“p’ 0.78 y los LB tienen un vaor de“p’ 0,7657).
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El grupo de LPSNC, LI y LDCG CD-30 + presentan una fuerte asociacion estadigtica
con la expreson de EBERs y LMP-1 € vdor de “p’ en edos casos es, respectivamente,

p=0,0013 y p=0.0001.

En los LB la presencia de cepas dd VEB con ddecion dd gen LMP-1 muestran una

asociacion estadigtica Sgnificativa con vaor de“p” 0,0049.

No exige asociacion edtadigica entre niveles bgos de nimero de cdulas CD-4 por niL
y una mayor frecuencia de asociacion a cepas dd VEB con deecion dd extremo 37 dd gen

LMP-1 (“p’ =0,6578).
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Tabla 7. Datos clinicos delos LPSNC.

Sexo. Edad. G.Riexgo. Locdizacion.  N°cd. CD4
C-1 M V7] ADVP Cerebro. 108
C-2 M d d Cerébro. d
C-3 \% vivi ADVP Cerébro. 15
C-4 M 28  Heterosexud. Cerebro. d
C-5 v D ADVP Cerebro. 13
C-6 \% B Trandudon. Cerebro. d
C-7 \% 47  Heterosexud.  Cerebro. 12
C-8 v D ADVP Cerebro. 5
C-9 M X  Heeosexud.  Cerebro. 2
C-10 M 3B Heterosexud. Cerebro. d
C-11 v 24 ADVP Cerebro. d
C-12 v 7] ADVP Cerebro. 108

d: Dato desconocido.
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Tabla 8. Datos clinicosdelos L B.

Sexo. Edad. G.Rieggo. Locdizacion. N° cdl. CDA4.

C-13 V 26 Homosexudl. Ganglio linfético. 168
C-14 \Y% d d d d

C-15 M 36 ADVP Colon. d

C-16 \ d Heterosexud. Rifiony tej. perirenal. d

C-17 \% 37 Homosexud. Ganglio linf&ico. 160
C-18 \% 41 Homosexud. Ganglio linf&tico. d

C-19 \Y R Heterosexud. Ganglio linfético. 500
C-20 \% 30 Homosexud. Ganglio linfético. 727
C-2 \ 43 d Ganglio linfético. 200
C-22 \ 34 ADVP Ganglio linfético. 30
C-23 \% 27 ADVP Ganglio linfético. 310
C-24 \Y 30 Homosexud. Ganglio linfético. 181
C-5 V 31 Homosexud. Ganglio linfético. 79

d: Dato desconocido.
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Tabla 9: Datos clinicosdelosLDCGNH.

Sexo. Edad. G. Rieggo. Locdizacion. N° cdl. CDA4.

C-26 M a2 ADVP Subdural. Epidural. 10
C-27 \Y 32 ADVP Estomago. d
C-28 \Y 30 ADVP Ganglio linf&tico. 27
C-29 Vv d d Ganglio linfatico. 25
C-30 Vv d d Ganglio linfatico. d
C-31 \Y% 49 Homosexua Ganglio linf&ico. 50
C-32 \ 29 ADVP Estémago. 24
C-33 Y% 26 ADVP Pulmén. 13
C-34 \Y 30 ADVP Ganglio linf&tico. 152
C-35 Vv d d Ganglio linfético. d

d: Dato desconocido.
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Tabla 10: Datos clinicosdelosLI.

Sexo. Edad. G.Riego. Locdizacion. N°cd. CD4
C-36 \Y 30 ADVP Partes Blandas. 124
C-37 \% 55 Heterosexual  Higado. 135
C-38 M 29 Heterosexual ~ Amigdda Cavum. 63
C-39 M 45 Heterosexual gzlt%?%'linfético. 54
C-40 V 28 Homosexual  Ileony Ciego. 42
C-41 \ d d Boca d
C-42 \Y; 46 Homosexual ~ Cuello de fémur. %
C-43 V 42 ADVP Region maxilar. 122
C-44 v 22 ADVP Ganglio linfético. d
C-45 \Y 34 Heterosexua  Pid. d
C-46 vV 38 Homo y He- Ganglio linfético. 118
terosexual
C-47 \ 28 ADVP Pericardio. d
C-48 \Y; 46 Homosexual ~ Mediagtino 33
C-49 V 53 Homosexua  Cand and. 17
C-50 \Y 48 Homosexual  Boca 77

d: Dato desconocido.



Tabla 11: Datos clinicosdelos LDCG CD-30 +.

Sexo. Edad. G.Riesgo. Localizacion. N°cd. CD-4
C-51 \% 46 Homosexual ~ Ganglio linfético. 158
Cel. Grande.
C-52 M 25 ADVP Higado. d
Anaplasico.
C-53 V 36 ADVP Egdmego. 51
Cel. Grande.
C-54 Vv 43 ADVP Ganglio linfatico. 132
Cel. Grande.
C-55 \Y; 52 Homosexual  Lengua 59
Cel. Grande.
C-56 V 48 Homosexual  Cdlon. 16
Cel. Grande.
C-57 \V/ 33 Heteroy Ganglio linfético. 118
Inmunoblas. Homosexual
C-58 V 3 d Ganglio linfético. d
Inmunoblas.
C-59 Vv 53 ADVP Estémego. 139
Cel. Grande.
d: Dato desconocido.
Tabla 12: Datos clinicosdeloslinfomasT.
Sexo. Edad. GRiesgo. Locdizacion.  N°cd. CD4
Cc-a0 V 35 ADVP Hipodermis. 4
C-61 \Y} 27 ADVP Ganglio linf&tico. 18
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Tabla 13. Caracteristicas inmunhistoquimicas y moleculares de los LPSNC.

CD-20 CD-3 CD-30 CD-40 K L MIB-1 BCL-6 p53 BCL-2 LMP1 EBERS Tipode Tipode
Virus. LMP-1.

C-1 + - - nr. + - Alto - ++ + + + 1 Svae
C-2 + - - n.r. - + Alto nr. ++ + + + 1 Dd.
C-3 + - + nr. nv. nv. Alto nr. + +H + + 1 Sdvae.
C-4 + - - nr. nv. nv. nv. n.r. - + + + 2 Sdvae.
C-5 + - - nr. nv. nv. Meao nr. nr. nr + + 2 Sdvae.
C-6 + - - nr. nv. nv. Meo nr. ++ - + + 1 Svae
C-7 + - - n.r. + - Alto  nur. + + + + 2 Dd.
C-8 + - - nr. - - nv. nr. nr. nr + + na na
C-9 + - - n.r. - - Medo nr. 4+ - + + 1 Svae
c-10 + - - n.r. + - Alto nr. nr. nr. + + 1 Sdvae.
c1n + - - + - +  Alto - + - + + n.a n.a
CcC-12 + - - nr. nv. nv. nv. nr. nr. nr + + 1 Sdvae.

nr.. Edudionoredizado.  n.a: No amplifica
n.v.: No vaorable.
Dd.: Deecionado.



Tablal4. Caracteristicas inmunohistoquimicasy molecularesde los L B.

CD-0 (D3 CD-30 CD40 K L MIB-1 p53  BO-€ BCL-2 LMR1 EBERS Tipode Tipode
virus. LMP-1.
C-13 + - - + - - Alto ++ + - - + 2 Dd.
C-14 + - - + - - nv. nw. - - - -
C-15 + - - nr. nv. nv Alto nr. nr. nr. - + 2 Dd.
C-16 + - - + - - Alto + - - - -
cl + - - - + - Ato - nr - - -
C-18 + - - + - + nv. nv. + - - -
c1 + - - + + - Ao - + - + + 1 Dd.
C-20 + - - + -+ Alto - + - - -
c-21 + - - + + - Alto - + - - + 1 Dd.
C-22 + - - + - - Alto - + - - + 1 Dd.
C-23 + - - + - - Alto  + + - - -
c2a + - - - nv. nv Allo + + - - -
C-5 + - - - - - Alto + + - + + 1 Dd.

n.r.: Estudio no realizado.
n.v.: No valorable.
Del. : Dlecionado.



Tabla 15. Caracter isticas inmunohistoquimicas y molecularesdelos LDCGNH.

CD20 CD-3 CD-® (D40 K L MB1 p53 BCL-6 BCL-2 LMPL EBERS Tipode Tipode
virus. LMR1.

G266 + - - + - - Alto - + - - -
C-27 + - - + - + Alto + + - + + 2 Dd.
G28 + - - + - - Ao + + - - _
G299 + - - nr. + - Alto + nr - - _
G300 + - - - + - nv. nv. + ++ - -
C31 + - + nv nv. Medo nv. - - nv. -
G322 + - - nr. - - Alto - + - + + 1 Sdvge.
C33 + - - + - - Alto - - - - nv.
C34 + - - nr. - - Alto - + - - + na  Sdvge.
G3h  f - - + - - Alto + + - - _

n.r.. Esudio no redizado.
nv.: Novaorable

Dd.: Ddecionado.

n.a: No anplifica
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Tabla 16: Caracterigticasinmunohistoquimicasy molecularesdelosLI.

CD-20 CD-3 CD-30 CD-40 K L MIB-1 p53 BCL-6 BCL-2 LMP1 EBERS Tipode  Tipode

virus. LMP-1

C-36 + - - + nv. nv. Medo - - - + + 2  Sdvge
C37 + - - + nv. nv. Alto + - - + + 142 Sdvge
C-38 + - - + - - Alto  + - - + + 142 Sdvge
C-39 + - - + - - Alto - - - + + 1 Dedl.
C-40 + - - nr. + - Ao - - - - .

C41 + - - nr. + - Meo - - - - + 142 Dd.
C-42 + - - nr. + - Meao + - - + + 2 Dd.
CG43 - - - + + - Ao + - - - + na na
C-44 + - - - - - Alto - + + + + 1 Svge.
CG45 + - - + - + Medo - - - + + 1 Sdvge.
C-46 + - - - - + Alto - - - + + 1 Svge.
C-47 - - - + - +  Alto - - - + + 1 Dd.
C-48 + - - + - - Mao - - + - + 2 Ddl.
C-49 + - - + - - Medo - - + + + 1 Svge.
C-50 + - - + nv. nv. Alto - - - - + 1 Sd'\),geJr

nr.. Edudionoredizado. Dd.: Dedecionado.
nv.: No vaorable. n.a: No amplifica
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Tabla 17: Caracterigticasinmunohistoquimicasy molecularesdelos LDCG CD-30+

CD20 CD-3 CD30 CD40 K L MIB-1 P53 BCL-6 BCL-2 LMP-1 EBERS Tipode Tipode
Virus LMP-1
Ch1 + - + + + - Meao - - - + + 2 Svge
Cel. Grande.
G52 - - + nr. + - Mo + - - + + 1+2  Sdvge
Anaplésico. +Dd
C-53 + - + n.r. - - Alto ++ + + + + 2 Dd.
Cel. Grande.
CHA4 + - + + - - Alto - - - + + 2 Svge
Cedl. Grande. .
C-55 + - + + + - Alto - + + + + 1 Dd.
Cel. Grande.
C-56 + - + - - 4+ Medo ++ - - + + 1+2 n.a
Cel. Grande.
C-57 + - + + - -  Maedo - - + + + 1+2 Sdvge
Inmunoblas. .
C58 + - + n.r. -+ Mdo - - + + + 1 Dd.
Inmunoblas.
C59 + - + nr. - + Al + - + + + 1+2 Sdvge
Cel. Grande. .
n.r.. Esudio no redizado.
Dd.: Ddecionado.
n.a.: No anplifica
Tabla 18: Caracteristicasinmunohistoquimicasy moleculares deloslinfomasT.
Chb20 CD-3 CD30 CD40 K L MIB-1 P53 Bd-6 BCL-2 LMP-1 EBERS Tipode Tipode
Virus. LMP-1
C-a0 - + - + - - Alto - - - - + 1 Dd.
c-61 - + - nr. - - Alto + - - - -

n.r.. Esudio no redizado.
Dd.: Ddecionado.
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5.- DISCUSION.

Los LNH asociados d SIDA forman pate de las entidades diagnddicas de edta
enfermedad desde 1985 (Center for Disease Control. 1985). Durante las Ultimes décadas la
frecuencia de estos linfomas en los pacientes con infeccion por el VIH ha aumentado
progresvamente (Schulz TF y col. 1996). Es la segunda neoplasa més frecuente en los
enfeemos de SIDA, aunque en dgunos grupos de riesgo, como los ADVP y hemdfilicos, esta
gtuada en d primer lugar (Ahmed T y col. 1987, Berd V y col. 1991, Ragni MV y col. 1993,

Schulz TFy cal. 1996).

Edos procesos linfoproliferativos estén caracterizados por derivar en su mayoria de
linfocitos B, tener una dinica muy agresva y aparecer con gran frecuencia en locdizaciones
extraganglionares (Knowles DM y col. 1988). A pesy de estas semganzas los LNH asociados
d SDA condituyen un grupo de linfomas heterogénens desde @ punto de viga dinico,

higtolgico, inmunofenctipico y molecular (Gaidano Gy col. 1995).

5.1.- Caracterigticas epidemiol 6gicas.

Los porcentges de incidencia de LNH asociados d SIDA vaian entre 3% en
Edtados Unidos y d 5% en Europa (Bed V y col. 1991, Biggar RJ y col. 1992). Aunque la
verdadera incidencia para dgunos autores se encuentra entre d 4 y 10% (Levine AM. 1987,

Hamilton-Dutoit SJy col. 1989).
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La didribucion de la enfermedad por sexos (rdacion  hombre/mujer) encontrada en
nuestro estudio (5,17 1), es samgante a la publicada en otros trabgos (Carbone A y col. 1996,

Baochi CE y col. 1996).

En Edados Unidos € 80% de los padettes con LNH asociados d SIDA son
homosexudes y un 20% ADVP. En Europa y Bradl las proporciones entre ambos grupos de
rego esdn més nivdadas (Serano D y col. 1992, Bacchi CE y col. 1996). En nuestra serie
e porcentge de pacientes ADVP es dd 409 % y los pacientes en los que la infeccion se
adquirié por via de tranamison sexud fue de un 458%, de dlos un 26,3% eran homosexudes,

3,2% homo y heterosexudes'y un 16,3% heterosexudes.

La presencia en los paises europecs de unos porcentges muy semgantes, entre los
pecientes con SIDA que desarrdllaron linfomas y adquirieron la enfermedad por via sexud o
por via parenterd ligada a la drogadiccion, puede deberse a que en Europa exige una mayor
poshilidad para los enfermos drogadictos de acceder a medios diagndsticos que en Edtados

Unidos (Sarraino D y cal. 1992).

En nuestra sarie destaca la dta incidencia de pecientes infectados por transmision
heterosexuad que desarrollaron linfomas (16,3%). En Brasl este porcentge dcanza € 20,5%
(Bacchi CE y col. 1996). El nimero de linfomas en este grupo de riesgo, ira en aumento d ser
la via de tranamison heterosexud, en la actudidad, la principd causa de infeccion por d VIH

en lapoblacidn generd (Ellerbrock TV y col. 1992).
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La edad media de los enfeemos, en nuesro estudio, se Stia en los 363 afios. Es
smgante a la de otros trabgos publicados (Bacchi CE y col. 1996. Carbone A y col. 1996).
Los pacientes ADVP, d igud que en otras publicaciones (Bacchi CE y col. 1996. Cabone A y
col. 1996), muestran una edad de presentacion mas precoz, con una media de 33,08 afios,
mientras que los pacientes homosexudes y heterosexuaes tienen una edad media de 40,7 afios

y 37,2 afos respectivamente.

Relacionando grupos de riesgo y sexo, los varones predominan en los grupos de riesgo
formados por los ADVP y entre los pacientes homosexuaes, tanto en nuestro trabgo como en
otros estudios (Bacchi CE y col. 1996. Carbone A y col. 1996). Sn embargo, en los casos en
los que la infeccion por d VIH s adquirid por tranamison heterosexud la rdacion
mujer/hombres es 1:1. Al ser la via de tranamison heterosexud cada vez més importante para
la infeccion dd VIH es de epaa que d porcentge de mujeres que desarrollen LNH

asociados d SIDA sea cadavez mayor.

5.2.- Localizacion deloslinfomas.

En nuestra srie los LS condituyen € 80,32% de los casos mientras que los LPSNC
representan d 19,67%. Eda relacion es semgante a la descrita en otras series publicadas
(Levine AM y @l. 1984, Gill PS'y cdl. 1985, Knowles DM y cdl. 1988, Lowenthd DA y col.

1988, lochim H y col. 1991, Berdl V' y col. 1991, Levine AM. 1993, Schuiz TFy col. 1996).



Entre los LS destaca d dto porcentge de linfomes de locdizacion extranodd
(46,93%), caracteridica ampliamente descrita (Levine AM 'y col. 1984, Knowles DM y col.
1988, Lowenthd DA y col. 1988, lochim H y col. 1991, Kap JE y col. 1991, Levine AM.

1993).

5.3.- Subtipos histoldqicos.

En esta srie de los 49 LS, € 26,5% correspondian aLB, d 69,3% a LDCG y d 4,08%
a linfomas T. Un nimero smilar de casos de LB s ha descrito en dgunos estudios publicados
anteriormente (Kaplan L y col. 1995), aunque en la mayoria de las series publicadas la
incidencia dd LB es mayor (30%) (Ziegler L y col. 1984, Lowenthd DA y col. 1988,

Knowles DA y col. 1988, Pedersen C y col. 1991, Berdl V' y col. 1991, Carbone A y col 1995).

Dentro de grupo de los LDCG, los LI eran los més frecuentes (30,6%) seguidos de los
LDCGNH (205%) mientras LDCG CD-30 + fueron los més infrecuentes (18,3%). Los dos
primeros tipos edan bien caacterizados en las numerosas sries previamente publicadas
(Knowles DM y col. 1988, loachim HL y co 1991, Levine AM. 1993, Cabone A y col.
19933 Gadao G y cd. 1995 Knowles DM. 1997). El grupo de LDCG CD-30 +, induye 6
LDCGNH, 2 LI y 1 LDCGA CD-30 +. La razon por la que sgpaamos este grupo eta
relacionada con la dta asociacion de la expreson de CD30 con la presencia de genoma dd

VEB y sobretodo con laexpreson de LMP-1 (Kanavaros Py col. 1992).
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Sendo sn embargo, en nuedtra serie muy poco frecuentes los LDCGA CD-30 +
(1,6%), mientras que en otros trabgos publicados d porcentge se Stla entre un 4 y un 14%

(Raphad My cal. 1993, Tirdli U y col. 1995).

En el grupo de los LPSNC d 58% ean de linfomas de cdulas no hendides y d

33,33% eran de tipo inmunoblagtico. En la mayoria de las saries publicadas se describe una

digtribucion semgante (Jelinger KA 'y col. 1992, Camilleri-Broet Sy col 1997).

5.4.- Relacion entr e subtipos histolégicos y localizacion.

En nuedra serie, d igud que en sries anteriores, se observa una dta asociacion entre
los LB y la locdizacidn nodd (76,9%). Edta rdacion también s encuentra en un dto
porcentge de LDCGNH (60%). En ambos grupos dicha asociacion tiene dgnificado
edadigico ( p=0,0005). Por otro lado, los LI s desarollan sobre todo en zones
extraganglionares  (73,33%) con un dto porcentge de dfectacion dd goaao digedtivo
(33,33%) (Boyle MJy col. 1990, Bed V y cdl. 1991, Roihmen Sy col. 1991, Fuda M vy cal.
1993, Cabone A y col. 1995). La rdacion de los LI y la locdizacion extraganglionar es

también estaditicamente sgnificativa ( p=0,0005).

Los LDCG CD-30+ = desardlan tato en los ganglios linféticos como en d tracto

digedtivo.



El nimero de casos locdizados en d goarato digestivo en nuedtra serie es importante,
correspondiendo d 21,31% de todos los linfomas edudiados y d 26,53% de los LS. Dentro
de este grupo los tipos més frecuentes son los LI y los LDCG CD-30+. Al igud que lo referido
en otras series los linfomas locdizados en boca e intestino grueso afectaban  sobre todo a
pacientes homosexudes (85,7%) (loachim HL y ©0l.1997, Ddecluse HJ y col. 1997). Todos

los linfomas gadtricos de esta serie estan en @ grupo de pacientes ADVP.

5.5.- NUmero de células CD-4/m vy tipo delinfomas.

El nimeo de clulas CD-4 ea dgonificativamente bgo en d grupo de los L,
LDCGNH y LDCG CD-30 +. Aungue las cifras mas bgas de cdulas CD-4 se encontraron en
los LPSNC (media 37,57 cd/nt, desviacion eténdar +/- 44,74). La asociacion entre LPSNC y

niveles bgos de cdulas CD-4 es estadigticamente significativa ( p=0,0099).

Los pacientes con LB tienen més conservadas € nimero de cdulas CD-4, dendo

estadisticamente significativa la asociacion de LB y nimero dto de cdulas CD-4 (p= 0,0099).

Los linfomas T tenian unas cifras de cdulas CD-4 intermedias entre los LB y d resto
de linfomas.

Por lo tanto, los LPSNC, LDCGNH, LI, aparecen en pacientes VIH postivos cuando la

inmunodeficiencia es severa mientras  que los LB se desardllan dentro de un dstema
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inmune rdativamente conservado. Edos datos coinciden con  estadidicas  previamente
publicadas (Boyle MJ y col. 1990, Bed V y col. 1991, Roithman Sy cd 1991, Fuda M y

col. 1991, Carbone A 'y cal. 1995, Gaidano G y col. 1998).

5.6.- Inmunofenatipo.

Al igud que todas las sries publicadas, en la nuedra s obsarva un importante
predominio dd fenotipop B (91,8%) mietras que tan solo d 33% expressban fenotipo T
(Jelinger KA y ¢0l.1992, Levine AM. 1993, Cabone A y col 1995 y 1996). Un LDCGA
CD-30 + ea de fenotipo nulo y dos LI no expressban CD-20, dato ampliamente referido en

estetipo de LNH asociados d SIDA (Tireli U'y col. 1995, Ddecluse HJy col 1997).

Se ha descrito en la gran mayoria de las series publicadas que los LNH asociados d
SIDA muedran reordenamientos clonaes de los genes de las cadenas pesadas y ligeras de
las inmunoglobulines (Knowles DMy col. 1989, Cabone A y col. 1991). En nuestro edtudio
la deteccion de dondidad s ha redizado golicando méodos inmunohistoquimicos para la
deteccion de las cadenas ligeras de las inmunoglobulines. Se detecto dondidad en 26 casos
(42,62%), de los cudes 15 (24,59%) modraron redriccion para la cadena ligera kappa y
11 casos (18,03%) paa cadena ligera lambda. Los mayores porcentges de clondidad se
observaon en @ grupo de los LDCG CD-30 + (66,66%). En los LI y en los LPSNC =
detectd clondidad para cadenas ligeras en d 46,66% y 41,66% de los casos mientras que en

los LDCGNH y enlosLB se detecto dondidad end 30% 'y 38,46 delos casos



Edudios de reordenamiento de gen de las inmunoglobulinas en LNH asociados d
SIDA indican que los linfomas polidondes predominan en pecientes con nivdes dtos de
linfodtos CD-4 y estan frecuentemente asociados a la presencia dd VEB (Kagpplan LD y col.
1995).

Nuestros resultados reflgan  mayor rendimiento dd estudio inmunohistoquimico de

la dondidad B en los casos en los que se asocia diferenciacion plasméatica como sucede en los

LI.

5.7.- Indicede proliferacién.

La inmensa mayoria de los LNH asociados d SIDA son de dto grado higtologico
(Knowles DM vy col. 1988, Cabone A y cal. 1991, loachim HL y col. 1991, Levine AM.
1993). E edudio dd indice de proliferacion mediante d anticuerpo Mib-1, en nuedra serie,
encontrd un indice de proliferacion dto o medio en d 884%. Los indices mas dtos de

proliferacion se demograronenlosLB y enlos LDCGNH.

5.8.- Genotipo molecular (Bcl-6, Bcl-2 'y p53).

En nuestra serie se ha detectado sobre-expresion de p53 dentro dd  grupo de LB en un
nimero de casos menor (3846%) que lo decrito en otras publicaciones en las que s
describe sobre expreson de p5S3 en d 40%-60% de estos linfomas (Carbone A y col. 1995 y
1996, Matin A y col. 1998). Eda diferencia podria estar relacionada con € hecho de que

los LNH asocados d SDA, como hemos referido previamente, muestran un  gran
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pleamorfismo que dificulta su caracterizacion morfologica (Davi HJ y col. 1998) sendo, sobre
todo, dificil sgparar los Lt-B y LDCGNH. Edudios previos (Cabone A y col. 1995 y 1996)
refieren linfomas con morfologia de cdulas grandes no hendidas y dta expreson de ps53 que
tienen tradocaciones de gen c-myc, estos autores condderan que etos linfomas deben
inclurse dentro de los LtB aunque s desarollen en pacientes con una marcada

inmunosupreson.

En nuestra serie los LDCGNH con sobre expresdon de p53 corresponden a pacientes
con una marcada inmunosupresion (43 cdulas CD-4/in). Debido a que nosotros no hemos
redizado d esudio molecular dd gen c-myc no podemos vaorar su posble induson en d

grupo delos Lt-B .

También destaca € dto porcetge de LPSNC y LDCGNH CD-30 + que muesran
morfologia de cdulas grandes no hendidas, con sobreexpreson de p53, dao no descrito en
otras saries (Cabone A y col. 1996, Camilleri-Broet y col. 1997, Matin A y col. 1998). De
forma que nuestros resultados gpoyan que la dta expreson de p53 se asocia a linfomas con
morfologia de cdula grande no hendida ademé de a los LB. De todas formes la sobre-

expresion de p53 no se asocia estadigticamente con ninglin tipo de linfoma.

El mayor porcentge de expreson de la proteina Bd-2 s obsarvd en los LDCG
CD-30 + (555%) y en los LPSNC (41,6%). Ningin caso de LB expressba dicha proteina y
los LI solo € 20% de los casos presantaron expreson de Bd-2. Tampoco expresaba Bcl-2

ninguno delos linfomas T.



La ausencia de expresdn de Bcl-2 es caracteridtica, por tanto, no solo de LB de la

poblacion generd sno también delos LB asociadosd SIDA (Lar Ry col. 1998).

Se obsarvo una dta asociacion entre la expresidon de Bd-2 y LMP-1 en los LDCG
CD-30 + y LPSNC. Ege hdlazgo podria estar rdlacionado con la conocida cgpacidad de la
LMP-1 para inducir nivdes cdulares sogenidos de Bd-2 (Camilleri-Broet S y col. 1995). Sin
embargo, los LI que muesran en un dto porcentge expresdon de la proteina LMP-1 sdlo
expressban  Bcl-2 un 20% de dlos Una publicacion reciente muestra la dta asociacion entre
los LI con diferenciacion plasmocitoide y la sobre expreson dd oncogén TCL-1 (Teitdl My
col. 1999). La funcion de la proteina que codifica este oncogén parece estar relacionada con
la prevencion de la gooptoss de forma parecida a la accion que gerce Bd-2. La bga
expresdn de Bcd-2 en los LI asociados d SIDA podria edar asociada a  la sobre-expresion de
TCL-1 que gerceria  una accion semgante a Bcl-2. La inducdon de LMP-1 sobre Tokl es

una posibilidad que deberainvestigarse.

Degstaca, también, en nuestra serie los dtos nivdes de Bd-2 en LDCG CD-30 + no

descrito en otros trabg os publicados.
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Los LDCG en la poblacion generd expresan Bd-2 hasta en un 70% de casos (La Ry
col. 1998). Sn embargo, d grupo LDCGNH asociadas d SIDA s0lo presenta sobre expresion

de Bd-2 un 20% de dlos.

El oncogén BCL-6 puede sufrir dteraciones en los linfomas tanto debido a mutaciones
como a reordenamientos cromosomicos (Kersckaert JP y col. 1993, Ye BH y col. 1995,
Migliazza A y col. 1995), edas lesones moleculares determinan una obre-expreson de la
proteina (Ye BH y col.1995, Chen W y col. 1998). Las mutaciones gparecen en un 70% de los
LDCG asxociados d SDA, mientras que los reordenamientos se encuentran en un 20% de

dichoslinfomas (LoCoco Fy cal. 1994, Gaidano G y col. 1994).

En la serie de LNH asociados d SIDA publicada por Carbone A y colaboradores s
decribe  sobreexpreson de la  proteina  Bcl-6 detectada mediante técnica de
inmunohistoquimica en d 100% de los LB y en d 100% de los LDCGNH mientras que solo

e detectaen € 22,2% delos LI asociadosd SIDA (Carboney col. 1997 y 1998).

En los LPSNC = detectaron mutaciones de gen Bd-6 no habiéndose encontrado
reordenamientos de gen en ningln cao (LoCoco F y c0l.19%4, Gadano G y col. 1994,
Cabone A y col. 1998). La expresén de la proteina aparece en mas de la mitad de los casos

en esetipo de linfomas (Larocca LM y col. 1998).



Como en la mayoria de las otras sries publicadas en nuestro edudio dedtaca la
presencia de expresion de la proteina Bc-6 en los LB y en los LDCGNH, obsarvédndola en €
69,2% de nuestros casos de LB y en d 70% de los LDCGNH. Ademés la expresidon @& la
proteina Bd-6 se asocia de forma dgnificativa con los LB (p=0,0011). Edta asociacion no se
ha demodrado en d grupo de los LDCGNH (p=0,0248), posblemente debido d pequeiio

nUmero de casos que componen este grupo de linfomas en nuestra serie.

En nuestro grupo de LI solo detectamos expreson de Bd-6 en @ 6,6% de los casos,
porcentaje més bgo que € referido en otras series (Carbone A y col. 1997 y 1998). Mientras

gue en los LDCG CD-30 + la proporcion de postividad de Bd-6 estaba entorno d 22,2%.

Se han desrito dos grandes grupos LPSNC asociados d SIDA uno de dlos
caracterizado por € fenotipo BCL-6 +/ LMP-1 -/ BCL-2 — que sude modrar una morfologia
de cdulas grandes no hendidas y € otro con fenotipo BCL-6 -/ LMP-1 +/ BCL-2 +, que sude
tener morfologia inmunoblégtica (Larocca LM y col. 1998). La expreson de la proteina BCL-
6 en los LPSNC gparece en las diferentes series entorno d - 50% (Carbone A 'y col. 1996,

LaroccaLM y col. 1998).

En nuestro trabgo todos los LPSNC estudiados mostraban  expreson de la LMP-1,
tato los linfomas con morfologia inmunoblégtica como  los de cdula grande no hendida Solo
en dos casos £ estudio la expresdn de Bd-6 en dos casos y ambos resultaron negaivos, un

caso teniamorfologiainmunobl &sticay otro de cdula grande no hendida



5.9.- Expresén dela proteina LMP-1y su correlacién con Bal-6 y CD-40.

La LMP-1 eda implicada en la traduccion de sefides paa d crecimiento y la
proliferacion celular a través de factores de transcripcion de la familia NF-kB (Hammarskjdld
ML y col. 1992, Lahety CD y c0.1992). LMP-1 regula la activided de NFKB produciendo
canbios en la molécula inhibidora 1kBa mediante un mecanismo de fodforilacion seguido de

proteoliss (Herrero JA y col. 1995).

Ede mecanigmo de induccion de la proliferacion cdular a traves de la proteina LMP-1
ha sdo demodrado en tgidos procedentes de LNH asociados d SIDA y de la enfermedad

linfoproliferativa pogt-transplante (Liebowitz D.1998).

En los LNH asociados d SIDA se observa expreson de LMP-1 fundamentdmente en
los LI sgémicos y en los LPSNC asociados d SIDA (MacMaon EME y col. 1991,

Camilleri-Broet Sy col. 1995, Carbone A 'y cal. 1997, Gaidano G y col. 1998).

Al igud que en otras series, en la nuestra, destaca & frecuente expresion de la proteina
LMP-1 en los LPSNC y en los LI obsarvandose en d 100% y en d 66,6% de casos
respectivamente. También se observa expresén de LMP-1 en todos los LDCG CD-30+.
Obsarvéndose una fuerte asociacion edtadidtica entre la expreson de LMP-1y los LPSNC, LI

y LDCG CD-30 + (p=0,0013).
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La presencia de LMP-1 y Bd-6 parecen modularse mutuamente de td manera que la
mayor expresdon de una de dlas inhibe la presencia de la otra proteina (Ddla-Favera R y
c0l.1996). Ad, en los LNH asociados d SIDA la presencia de LMP-1 es exduyente con la
expreson de Bcd-6 y = une d fendtipp Bd-6 - /syn-1 +. Ede fenotipo s expresa
fisologicamente en clulas plaandicas de las aess intefoliculares (Sanderson RD y col.
1989, Wijdenes J y col. 1996), lo que ha sugeido que la maduracion post-centro germind es
necesxria para la expresén de LMP-1 en las neoplasias de linfocitos B (Carbone A 'y col. 1997
y 1998). Por otra pate, un fenotipo Bd-6 +/ syn-1 - / LMP-1 — parece asociarse con los
linfomas que se originan en linfocitos B relacionados con € centro germind (Carbone A 'y cal.
1997 y 1998, Gadano G y col. 1998). Es decr d fenotipo Bd-6+/syn-1- se reaciona con los

linfocitos dd centro germind (Flenghi L y col. 1995).

Nuestros resultados confirman dichos hdlazgos asi los LB y LDCGNH muestran una
dta expreson de Bd-6 (69,2% y 70%) con una bga expreson de LMP-1 (153% y 20%) v,
por otro lado, los LI, LDCG CD-30 + y LPSNC que expresan frecuentemente LMP-1 (66,6%,
100% y 100% ) se asocian a bga incidencia de expresidon de la proteina Bd-6 (6,6%, 22,2% y

0%).

La LMP-1 induce la expreson de marcadores de activecion cdular, entre dlos CD-40
(Wang D y col. 1988). Segln esta teoria era de esperar una mayor presencia de CD-40 en
agudlos grupos de linfomas con expresdn de LMP-1. En nuestra serie la digribucion de CD-
40 es homogénea en todos los grupos de linfomes ad en los LB es de un 69,2%, en

los LDCGNH 60%, LI 833% y en los LDCG CD-30 + 80%. La dta expresion de CD-40
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en los LNH asociados d SIDA no paece inducida por la proteiha LMP-1 y podria
relacionarse con la caracterigtica de marcador de linfocitos B activados que posee CD40 (Law
CL y ool. 1990). CD-40 = expresa en linfocitos de centro germind y dd manto folicular en

ganglics linfaticos no neoplasicos (Carbone A 'y c0l.1995).

El porcentge de clulas neoplésicas que expresan LMP-1 es muy vaigble de forma
gue oscila entre la presencia de escasas clulas neoplésicas podtivas en dgunos casos a la

presencia de expresion de LMP-1 en la mayoria de |as células neoplésicas en otros casos.

El hecho de que exisan casos en los que s0lo una proporcion de cdulas tumordes
expreee LMP-1 sugeriria que eda no debe s necesaria paa € mantenimiento de la
trandformacion cdular. Otra explicacion poshble paa este hdlazgo seria que la infeccion por
e VEB fuera secundaria d etablecimiento dd cdon tumord, produciéndose la infeccion en
una minoria de cdulas tumordes después de la transformacion neoplésica Esta hipdtess
ggnificaria que  VEB no jugaria un pape fundamentd en la patogéness de edtos linfomes.
Otra poshilidad para la expreson irregular de LMP-1 seria que la expreson de la proteina
esdwigra rdacionada con la fase dd cido cdular en la que s encuentran las cdulas
neoplascas (Hamilton-Dutoit SJ y col. 1992). Ad, por gemplo, en edudios redizados “in
vivo’ en amigddas de pacientes con mononucleoss infecciosa e “in vitrd” en liness celulares
linfoblestoides infectadas por € VEB, solo una proporcion de las cdulas expresan LMP-1 d

mismo tiempo (Pdlesen Gy ¢0l.1992).
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5.10.- Expresién de EBERSs.

Los EBERs son ARNs expresados en un dto nimero de copias en cdulas infectadas de
forma laente por € VEB que pueden detectarse por méodos de hibridacion “in stu” (Howe
JG y col. 1986). La presencia de expreson de EBERs determinada mediante estas técnicas
muedra vaidilidad de cdula a cdula en las neoplesas (Herbs H y col. 1992). La
degradacion dd ARN en los tgidos procesados rutinariamente podria explicar la ausencia de
sfid epedifica en una proporcion de cdulas tumordes (Korbjuhn Py col. 1993). La
presencia de EBERS edta rdacionada con la infeccion latente por d VEB y s ha sugerido que
en lafase litica la expreson de EBERs podria frenarse y aunque no hay evidencia de que
eto ocurra en la fase laente de la infeccion, esta poshilidad no puede en la actudided

decartarse totamente (Niedobitek G. 1995).

En los LNH asociados d SIDA d grupo histoldgico que con mayor frecuencia expresa

EBERsesd delos LI (Carbone A 'y col. 1995).

En nuestro trabgo la mayor presencia de EBERS s detectd en los LPSNC y en los
LDCG CD-30 + (100%) mientras que en los LI € porcentge fue ago menor (93,3%). Estos
tres grupos de linfomas se  asocian estadidticamente con  la expreson de EBERs (p=0,0001).
En & grupo de LB s0lo d 46% expresa EBERs y en los LDCGNH lo hacen Unicamente d

30%.
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La presencia dmultanea de LMP-1 y EBERs fue muy dta en los LPSNC, LDCG
CD-30 + y LI. Eda asocdiacion fue mucho menor en los LB. De los tres LDCGNH con

expreson de EBERs dos de dlos expresaron LMP-1.

La frecuente presencia de genoma de VEB en los LDCG es un hecho evidente
(Bdleini Py col. 1993, Hamilton-Dutoit SJy col. 1991 ay 1993 a Gadao G y col. 1995,
Cabone A y ¢0l.1996). Sin embargo la frecuencia de esta asociacion en € caso de los LB es
mucho menor, como ya ha Sdo descrito previamente (Carbone A y col, 1996 y Gadano G y
col. 1995 y 1998). El egtudio de la expreson de CD-30 en los LDCGNH permite separar dos
subgrupos  agquelos que expresan CD-30 que se asocian a una mayor expreson de LMP-1 y
EBERs y por tatto ala presencia dd VEB vy, por otro lado, d grupo que no expresa CD-30

enlosquelaincidenciade asociacion d VEB es mucho menor (Kanavaros Py col. 1992).

5.11.- Tipajedd VEB.

Se han identificado 2 tiposde VEB d tipo 10 Ay d tipo 2 0 B. El gen EBNA 2 es d
més utilizado para diferenciar estos dos tipos de virus, ya que tienen tan solo un 56% de su
Secuencias idénticas (Sixbey W y ¢0l.1989, Jig W y cal. 1990). Otros genes utilizados para
d tipge dd virus son  EBNA 3A, 3B, y 3C (Samples J y col. 1990). En nuedro trabgo €
tipge s ha redizado amplificando con PCR dd gen EBNA 3C, d producto de la
amplificaciéon dd gen EBNA-3C dd VEB tipo 2 es un fragmento de 246 pb, mientras que
e producto de la amplificacion dd gen EBNA-3C dd VEB tipo 1 es un fragmento de 153 pb

(SamplesJy cal. 1990, Santon A y col. 1998).
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Los syeos de raza blanca sanos, usudmente, portan una sola cepa dd VEB,
fundamentamente dd tipo 1. En las personas infectadas por € VIH-1 pueden encontrarse
infecciones tanto por d tipo 1 como por d tipo 2 En los LNH asociados d SIDA s hen
Oetectado cudquiera de los dos tipos de virus (Boyle MJ y ¢0l.1991, Shibata D y col. 1993).
Esto sugiere que ambos tipos de virus pueden jugar un papd oncogénico en @ contexto de un
gdema inmune defidente En los enfeemos inmunosuprimidos e ha descrito una mayor
inddencia de infeccion por d VEB tipo 2 que en la poblacion sana (Boyle MJ y col.
1993). También, s ha descrito  una mayor frecuencia de coinfecciones por las cepas dd VEB

1y 2 (Sculleyy col. 1990, Buisson M y col. 1994, Yao QY y col. 1996).

La cepa dd VEB de tipo 2 parece s un agente transformador neoplésco  menos
eficaz que d tipo 1 y podria requerir una inmunodeficiencia més severa para establecer una
infeccion diseminada “in vivo” e indudr @ credmiento cdular de las enfermedades

linfoproliferativas (Boyle MJy col. 1993).

El tipo 1 dd VEB se encuentra con mayor frecuencia que € tipo 2 en las lesones

linfoproliferativas pod-trangplante y en los LDCG asociados d SIDA y d tipo 2 es més

frecuente, en dgunas series, enlos LB asociadosd SIDA (Ometto L y col. 1997).
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En nuestro estudio la amplificacon dd gen EBNA 3C, redizada sobre los ADNs
extraidos de los tgidos afectos por linfoma y dentro del grupo en los que se habia detectado
expreson de EBERs, fue conseguida en d 91% de los casos. En € 48,8% de dlos  VEB
gadetipo 1, en d 24,4% de los casos era de tipo 2 y en d 17,7% de los casos se detectaron
infecciones dudes. Al igud que en otros trabgos publicados también d tipo 1 fue la cepa mas

frecuente dd VEB encontrada en nuestra serie (Ometto L y col. 1997).

Aunque d tipo 2 dd VEB gparece més frecuentemente en los tgidos afectos LNH de

pacientes con SIDA (24,4%) que en las muestras de tgjido de la poblacidn control (4% ).

En d grupo de LDCG CD-30 + es importante sefidar € dto porcentge de casos en los
gue se detectan infecciones dudes dcanzando d 44,4% de las muestras Sendo la forma més
frecuente de infeccion. En d resto de los grupos predomina  VEB tipo 1, también en d ca0
de los LB, a diferencia de lo que se describe en otros trabgos (Ometto L y col. 1997). En
nuestro estudio la mayor incidencia dd VEB de tipo 2 también se obsarva en los LB y LDCG

CD-30 + (33,3%), sequidos de los LPSNC (25%).

El edudio de la presencia dd VEB tipo 2, tanto de forma adada como en forma de
coinfecciones, en los LNH asociados d SIDA y su rdacion  con los grupos de riesgo muestra
que d porcentge de cepas de tipo 1 y de tipo 2 es semgantes en los didintos grupos de riesgo
y solo s obsava una mayor frecuencia de infeccion por € tipo 2 en los paciente

homosexudes. En nuestro trabgo eda diferencia es poco rdevante y no contribuye a

pensar
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gue la prevdencia dd VEB tipo 2 sea mayor en pacientes homosexuaes que en otros grupos

de riesgo como se hamencionado en otros estudios (van Baarle B y col.1999).

5.12.- Digribucion de la presencia de las cepas salvajes v delecionada del gen LMP-1 del

VEB.

La LMP-1 actla como un oncoproteina cgpaz de transformar fibroblastos, producir
tumores en ratones desnudos (Wang G y col. 1995), induce d crecimiento de cdulassem
multipotencides hematopoyéticas y de cdulas epitdides (Hu L y col. 1993) y es esencid
paa € crecimiento y trandformacion de linfocitos B (Henderson S, 1991, Peng M y cdl.
1992). La LMP-1 posee un extremo carboxilo-termind con 200 aminoacidos necesxios para
la trandormacion mdigna de las cdulas y que eda rdacionado con la vida media de la

proteina (Izumi K 'y col. 1994, Liebowitz D. 1998).

La ddecion de 30 pb en d extremo 3 dd gen LMP-1 (de-LMP-1) correspondiente a
los aminoécidos 346 a 355 de la proteina (Hudson GS y col. 1985) s ha demostrado que
prolonga la vida media de la misma (Moorthy RK y col. 1993) y que £ readona con un
potencid mayor para inducir tumores (Chen M y col. 1992, Hu L y col. 1993). Ademés, =
cree que la ddecidn esta asocdiada con Sgnos histolégicos de comportamiento agresivo en
carcinomas nasofaringeos y en la enfermedad de Hodgkin (Knecht H y col 19933 Saton A y

col. 1995).
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En la mayoria de los edudios publicados en los linfomas asociados d SIDA s detecta
una dta incidencia de las cepas caracterizadas por poseer la delecion de 30pb en d  gen LMP-
1 (dd-LMP-1) (100% en la enfermedad de Hodgkin y 50% - 78% en linfomas no Hodgkin)
(Knecht H y col. 1993, Santon A y cal. 1995 y 1998). En la poblacion sana 'y en los linfomes
asociados d VEB de pecientes VIH negdivos la incidencia de la cepa ddecionada es mucho
menor (24% en la enfermedad de Hodgkin y dd 43 d 50% en linfomas no Hodgkin) (Knecht

Hy col. 1993, Santon A 'y col. 1995y 1998).

La enfeemedad de Hodgkin de adultos infectados por € VIH & porcentge de casos
asociados a la cepa dd VEB ddecionada es mayor @i 90%. Edte hdlazgo ha sugerido que la
infeccion por esa vaiante del virus podria incrementar € riesgo  de  desarollar
enffeemedad de Hodgkin en & ocontexto de la inmunosuficiencia asociada a la infeccion
por d VIH (Belas C y col. B9, Saton A y c0l.1995, Dolcetti R y col. 1997). También =
ha encontrado una edrecha relacion entre la cepa de-LMP-1 y la enfeemedad de Hodgkin

pedidrica (Santon A y col. 1998).

En Espafia en la poblacion sana la incidencia de la cepas de-LMP-1 es mucho menor
gue la de la cepa sdvae. Ademés la presencia de infecciones dobles por cepas dd VEB con
gen LMP-1 slvge y deecionado es un hecho frecuente en nifios sanos y en la enfermedad de
Hodgkin pedidtrica (Santon A y col. 1998). La presencia de edte tipo de coinfeccion ha sdo

también destrita , aunque de forma menos frecuente, en la poblacion  inmunocompetente  y
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en pacientes infectados por d VIH (Cheung ST y ©0l.1996, Chen HL y col. 1996, Knecht H y

col. 199, Yao QY 'y col.1996, Dolcetti Ry col.1997).

En nuestro edudio, condderados todos los linfomes que expressn EBERS, la
proporcién de la cepa deecionada y no ddecionada (0 savge) fue semgante (46,6% y 40%),
sendo escasa la presencia de coinfecciones (4,4%). En  otras series € recentge de cepas dd
VEB con la ddecion dd extremo 3 dd gen LMP-1 en los LNH asociados d SIDA es dgo
mayor entre d 50% y € 78% (Knecht H y col. 1993). En nuestra serie destaca una presencia
frecuente de la cepa sdvge en los LPSNC (66,6%), y sin embargo en todos los casos de LB
asociados d VEB e identificd la cepa ddecionada sendo esta asociacion Sgnificaiva en

estudio estadistico (p=0,0049).

En nuestro esdudio se obsarvd una dta asociacion dd tipo 2 dd VEB con la cepa
delecionada (dd-LMP-1). Teniendo en cuenta que € VEB tipo 2 tiene un menor poder
oncogénico que d tipo 1 (Rickinson AB y ¢0l.1987, Rowe M y ¢0l.1991) la asodacion dd
tipo 2 dd VEB con ddecion en € gen de LMP-1 podria aumentar € potencid oncogénico de
ede tipo de virus La mayor presencia de la cepa dd-LMP-1 en los LB podria rdacionarse

con lamayor incidenciaen este tipo de linfomadd VEB detipo 2.

Los LNH edudiados en nuedra serie que presentaron coinfecciones por € VEB tipo 1

y 2 tenian mayor presencia de las cepas no ddecionadas dd gen LMP-1. En los casos con

infeccion por d VEB tipo 1 existe un porcentge semgante de cepas delecionada y savae.
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Reacionando grupos de riesgo con la presencia de de-LMP-1 existe un porcentge mas
dto de presencia de la cepa dd-LMP-1 en los paciente homosexudes Es posble que una

mayor promiscuidad sexud determine una posibilidad mayor de infectarse por dichas cepas.

5.13.- Patronesde latencia en los LNH asociados al SIDA.

Los LB y LtB usudmente muestran un patron de latencia tipo | (LMP-1-/ EBNA 2 -/
EBERs +) y menos frecuentemente un tipo 1l (LMP-1 + / EBNA 2 - / EBERs +). Mientras
gue los LDCG suden mostrar un patron de latencia tipo I, 11 o 1Il (LMP-1 + / EBNA 2 +/

EBERs +) (Davi Fy cal. 1998).

Edtos patrones de latencia concuerdan con los fenotipos aparecidos en nuestro trabgo.
Ad, en los LB asociados d VEB encontramos un fenotipo LMP-1 - / EBERs + € 66,6% de

casos mientras que @ 33,3% muediran un fenotipo LMP-1 +/ EBERs +.

Los LPSNC y los LDCG CD-30 + todos los casos (100%) tenian un fenotipo

LMP-1+/EBERs +.

B 333% de los LDCGNH asociados d VEB presentaon un  fenotipo

LMP-1-/EBERs+y fenotipo LMP-1 + / EBERS + € 66,6%.



El fenotipo LMP-1 + / EBERs + fue & més frecuente en los LI asociados d VEB
71,4% mientras que Solo d 28,5 de dlos presenteban fenatipo LMP-1- / EBERs +.

5.14.- M ecanismos patogénicos en los L NH asociados al SIDA.

Se han podulado principdmente dos mecanigmos  paogénicos implicados en
desardllo de linfomas en los padientes con infeccion por d VIH: La edimulacion antigénica
cronica (Ng V0L y col. 1998) y la infeccion por  VEB (Carbone A y cal. 1996, Gaidano G y
col. 1996). En ambos mecanigmos subyace un tradorno de la  inmunovigilancias adl la
poshilidad dd desarrollo de linfomas es mayor cuento menor es d nimero de cdulas CD-4/nt
(Pluda y col. 1993). La asociacion entre niveles bgos de cdulas CD-4 y LNH asodiados d
SIDA es paticularmente llamaiva en los casos de LDCG, LDCGA CD-30 +, LPSNC y
LPC. Mientras que en los LB se obsarva un Ssema inmune con un nimero de cdulas CD-4
relativamente preservado (Pedersen C y col. 1991, Roithman S y col 1991, Pluda M y col.
1993, Cabone A y col. 1996, Gadano G y col. 199, CamilleriBroet S y col. 1997, Karcher

DSy cal. 1997).

A menudo £ demuestra hiperestimulacion antigénica en pacientes infectados por €
VIH detecténdose hipergammaglobulinemia y linfadenopetia generdizada persstente  (Pdica
PG y ool .198, KapJE y co. 1991). Dicha hiperetimulacion produce expansones
policondes de linfocitos B que podrian deivar en expandones oligocdondes

(premdignes). Poderiormente  la  acumulacion  de  lesiones genéicas o dteraciones
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inducidas por proteines virdes conducirian d crecimiento de una poblacon cdond de

linfocitos B que darian lugar d desarrallo de linfomas (Gaidano G y col. 1995).

Los resultados aportados por nuestro trabgo, gooyan la  hiptess previamente
planteada por Gaidano y col que sugieren 2 mecanismos implicados en d desarrollo de LNH

en pacientes con SIDA.

En d primer grupo s induyen los LB y los LDCGNH. En dlos d mecaniamo
fundamentd podria ser la hiperestimulacion antigénica crdnica que favoreceria @ desarrollo
de expansones dondes de linfodtos mediante dteraciones moleculares del gen c-myc y dd

gen Bdl-6.

En d ssgundo grupo patogénico edtaria condituido por los LI, LDCG CD-30 + y
LPSNC. En egte grupo la expanson dond estaria estrechamente asociada a  la infeccion por

d VEB.

Los LB asociados d SIDA como los linfomas de Burkitt de la poblacion VIH negdiva
dbergan tradocaciones cromosdmicas dd gen c-myc entre la banda 8 q 24 y genes de las
inmunoglobulines, atkmas, presentan dteraciones dd gen Bdl-6 (Chegati RS y col. 1983,
Groopman E y col. 1986, Subar M y col. 1988, Bdleini Py col, 1993, Gadawo Gy
col. 1993). Edas tredocaciones s han rdacionado con la hiperestimulacion antigénica de

linfocitos B en pacientes VIH postivos en reacion a diferentes posbles mecanismos como:
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d) La dta proporcion de mutaciones somaticas em las regiones hipervaridbles de los
genes de las inmunoglobulines son necesarias para desarrollar su pgpd en la sdeccion y

estimulacion producida por los antigenos (Jan Ry col. 1994).

b) El que d grupo de genes de las inmunoglobulines relacionados con edos linfomas
asociados d SIDA muestren un uso preferente de la familia VH4 la cud eda implicada en la
generacion de clones autoreectivos de linfocitos B (Pascud V y col. 1992, Beek C y col.

1993, Riboldi Py col. 1994, Bessudo A y col. 1996).

C¢) El hecho de que numerosos linfomas no-Hodgkin asociados d SIDA  produzcan

anticuerpos contra autoantigenos (Ng VL y cd. 1994, Ribaldi Py cal. 1994).

d) Por ultimo sdbemos que d VIH puede actuar sobre macréfagos y su mutagénesis
(Shiramizu B y col. 1994 y 1997). Edtos macrdfagos que portan € materid genético dd VIH
proliferarian de forma dond y secundaiamente podian influir contribuyendo a la
proliferacion de los linfocitos que les rodean, los cudes srian susceptibles de poderiores
dteraciones genéticas como son las tradocaciones cromosdmicas dd gen c-myc o les

dteraciones del gen Bcl-6 (Hernder BG y col. 1994).

El genoma dd VEB s identifica, en dgunos edudios, hasta en un 30% de los LB
asociados d SIDA (Gadano G y col. 1998). La infeccion por € VEB en estos tumores se
conddera que es un factor de predisposcion paa d poderior desarrallo de linfomas en

e contexto de la linfadenopaia generdizada pesgente (Shibata D y col. 1991). Las
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cdulas neoplésicas de este grupo de LB, generdmente, no expresasn EBNA-2 y LMP-1, que
on daves paa inducr la trandformecion de linfocitos B (Cabone y col. 1993). Eda
observacion sugiere que d VEB no es d principd factor en la paiogenia de estos linfomas

aunque puede ser un agente coadyuvante (Gaidano G y col. 1998).

El hecho de que en nuestro trabgo se detecte una dta incidencia @ expreséon de Bdl-
6 enlos LB y en los LDCGNH (69,2% y 70%) y una frecuente sobre expresdn de p53 en los
LDCGNH (40%) junto a una bga incddencia de la expresdn de la proteina LMP-1 en estos
dos tipos de linfomas (15,3% y 20%) sugiere que en edtos casos € VEB no debe ser un agente
giologico fundamenta. Aunque € hecho de que en un nimero no despreciable de dlos se
detecte la presencia de EBERs (46,1% y 30%) apoya la poshilidad de que d VEB sea un

agente favorecedor de su desarrollo.

Un dato indirecto dd pape de la sobre estimulacion antigénica en la diologia de  estos
dos tipos de linfomas es su preferente locdizacion en ganglio linfaico (Boyle MJ 'y ©0l.1990,
Cabone A y c0l.1995). En nuedra serie d 76,9% de los LB y d 60% de los LDCGNH se

locdizan en los ganglios linfaticos

La obsarvacion en dgunos trabgos de un descenso en d nimeo de LB en enfermos
con SIDA (Kgplan LD y col. 1995) también se confirma en nuestro edudio en d que €
nimero de casos de LB es menor condituyendo Unicamente d 265% de los LS

frente a una incidencia dd  30% en la mayoria de las series publicades (Lowentd DA y cal.



1988, Knowles DM y col. 1988, Ziegler 1L y col. 1989, Pedesen C y col. 1991, Bed V y

c0l.1991, Carbone A y col. 1995).

Los LDCG paece que on  proliferaciones linfoides inducides por d VEB en un
contexto de respuesta T citotoxica dterada (Rowe M y col. 1991). De hecho, esta demostrado
gue la disminucidn de linfocitos T citotoxicos especificos contra d VEB y d incremento en la
caga vird se corrdaciona con la progreson de edos linfomas (Ketein MJ y col. 1997). E
papd de las condidones inmunitarias dd peciente en la progreson de los linfomes ha sdo
demodrado en moddos expaimentdes animdes  Utilizando raones con  inmunodeficdenda
combinada severa a los que e inocula linfocitos de sangre periférica de donantes positivos
paa € VEB 0 extractos de muedras procedentes de tgidos afectos de enfermedad de
Hodgkin los animdes desardlaron digintos tipos de enfermedades linfoproliferativas
después de la inoculacion. El andliss de edas proliferaciones linfoides demodro, en todos

elos, laexigenciade materid genético dd VEB (Rowe M y col. 1991, Kgpp V' y col. 1993).

Virtuamente todos los LPSNC asociados d SIDA dbergan infeccion por € VEB. Esa
parece ser la Unica dteracion genética detectada en este tipo de linfomas (MacMahon EM y

col. 1991, Camilleri-Broet Sy col. 1995y 1997).

Los LDCG ggtémicos y LPSNC muedran, también, en una alta incidendia expreson
de antigenos trandformantes dd VEB (Cabone A y col. 1993, Hamilton-Dutoit SJ y cdl.

1991 y 1993, Camilleri-Brost Sy col. 1997, Gadao G y col. 1998). E eecto



oncogénico de la proteina LMP-1 eta amplianente demodrado (Ilzumi K y ocol. 1994,

Ligbowitz D y col. 1993 y 1998).

En nuestro edudio, los LPSNC, LDCG CD-30 + y LI mostraron una estrecha reacion
con d VEB. Egos 3 grupos de linfomas expressn LMP-1 en d 100% de los LPSNC, 100%
de los LDCG CD-30 + y d 66.6% de casos en los LI. La hibridacion “in Stu” para EBERs
detect6 una amplia presencia de materid genético dd VEB en d 100% de los LPSNC, en €

100% delosLDCG CD-30 +y end 93,3% delosLI.

Otro hecho que destaca en nuestro estudio es la dta expresidn de p53 en los LDCGNH
y en los LPSNC. La dta expreson de p53 en los LDCGNH pude deberse a que los Lt-B y los
LDCGNH muedran un gran polimorfismo y ambos grupos son dificles de diferenciar
morfologicamente. Al no haber redizado d edudio molecular dd gen c-myc no podemos
vdorar 9§ esos LDCGNH que sobre expresan p53 son en redidad Lt-B con polimorfimo en la
morfologia de las cdulas en @ contexto de una inmunodeficencia severa (Gaidano G y col.
1995). Las mutaciones dd gen p53 y la obre-expreson de la proteina goarecen en los LNH
asociados d SIDA con o sin infeccion de los clones tumordes por d VEB, lo que sugiere que
no hay una directa corrdacion entre las dteraciones en d gen p53 y la infeccién por € VEB

enlosLNH asociadosd SDA (Bdlerini Py col. 1993, Gadano Gy cal. 1993).



En otros edudios previos no 2 han encontrado dteraciones moleculares ded gen p53 en

los LPSNC asociados d SIDA (Camiilleri-Broet Sy col. 1995).

Otro oncogén cuya expreson s deecta o rediva frecuencia es Bdl-2
principdmente en los LPSNC y en los LDCG CD-30 +, este hecho puede esar en rdacion con

la conocida induccion de LMP-1 sobre Bcl-2 (Camilleri-Broet Sy col. 1993).

S condderamos que en los LB y LDCGNH d mecanigmo principd que mantiene la
proliferacion neoplésica son las dteraciones genéticas de cmyc y Bd-6, la tergpia antivirica
en esos enfermos no generaria ningln  beneficio, Sendo subddiarios de terapias genéticas o

quimiotergpia

Por d contrario, en los LDCG CD-30 +, LI y LPSNC podria ser de utilidad |a tergpia
attivird contra € VEB introducida precozmente cuando los nivees de linfodtos CD-4

comienzan adisminuir o cuando la proliferacion linfoide ya se ha establecido.

En todos los grupos de LNH asociacbs d SIDA se obsarvan agunos casos en los que
exigen expreson conjunta de LMP-1 y EBERs con BCL-6, LMP-1 y EBERs con p53 o
LMP-1 y EBERs con BCL-6 y p53. La coincidencia de varias lesiones genéticas dentro de
un mismo linfoma podria relacionarse con la exisgencia de diferentes clones neoplésicos. Egte
hecho estaria en consonancia con la teoria de que los LNH asociados d SIDA derivan de
expandones polidondes mantenidas de linfocitos B o que comporta la exigenca de

multiples
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reordenamientos que determinarian una inestabilidad genética este hecho junto a otros factores
asociados d huéyped daria lugar a la  sdecdon de determinados clones cdulares
(Gadano G y col. 1995). En edos casps nos encontrariamos ante clones tumoraes que
acumulan didtintas dteraciones gendticas. En la evolucidn de estos procesos linfoproliferativos

aguno de estos clones se haria dominante.

Por otra pate también es poshle que las clulas tumordes con dteraciones
moleculares previas puedan sufrir una sobre infeccidn por  VEB. En este caso la infeccion
por d VEB podria no modificar d crecimiento tumord o bien por d contrario propiciar una
ventga para d crecimiento de dichos clones neoplésicos que estén infectados por € virus. As
la deteccion de genoma y/o productos dd VEB en la mayoria de las cdulas tumordes no
gonificaria  obligetoriamente que la infeccion vird es previa d edablecimiento dd  don

neoplésico. (Niedobitek G. 1995),
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6.- CONCLUS ONES

1.- Los LNH asociados d SIDA dfectan fundamentamente a los varones en
todos los grupos de riesgo  sdvo en la forma de tranamison heterosexud en que

la proporcion hombre/ mujer es 1.1,

2.-LosLB y losLDCGNH asociados d SIDA selocdizan preferentemente en
ganglio linfético, mientras que los LI |o hacen en territorios extraganglionares,
sendo edtas relaciones estadisticamente significativas.

3.- Los pacientes con LPSNC se caracterizan por tener bs niveles méas bgos de
cdulas CD-4 por nL de todos los grupos de LNH asociados d SIDA en €
momento de diagnostico. Mientras que € nimero de cdulas CD-4 por nL més

consarvado se observa en los casos de LB. En ambos grupos la relacion tiene

sgnificado estadistico.
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4.- Los LNH asociados d SIDA son mayoritariamente neoplasias de linfocitos B

gue expresan € receptor CD40.

5.- La proteina Bc-6 se asocia de forma  sgnificativa con los LB y dendo su

expresion, también, muy frecuente en los LDCGNH.

6.- La sobre expreson de p53 no eda estadisticamente relacionada con ninguno
de los tipos de LNH asociado d SIDA aunque es més frecuente en los linfomas

con morfologia de cdlulas grandes no hendidas.

7.- Los LPSNC, los LI y los LDCG CD30+ desarrollados en pacientes con SIDA
s asocian de forma edtadigticamente Sgnificativa a la infeccion por € VEB.
Este dato sugiere que en estos casos € VEB podria ser un paso decisvo en su

génesis.

161



8.- La incidencia de infeccion por d VEB de tipo 2 es mayor en los LNH
asociados d SIDA que en la poblacion control, resultado que gpoya € que dicha

cepa parece requerir un estado de inmunodeficiencia para establecer lainfeccion.

9.- En los LNH asociados d SIDA se obsarva una mayor incidencia de la
infeccion por la cepa portadora de la delecion de 30 pb en € extremo 3° del gen
LMP-1 que la detectada en la poblacién sana. Esta asociacion tiene significado

estadistico en d caso delos LB.

10.- La presencia de coinfecciones con didintas cepas dd VEB es muy
infrecuente en este tipo de linfomas indicando que la infeccion vira debe ocurrir

antes de la expanson clond.
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11.- Las cepas del VEB detipo 2 que se detectan en los LNH asociados d SIDA
frecuentemente son portadoras de la delecion de 30 pb dd gen LMP-1,

sugiriendo que dicha delecion podria aumentar la capacidad transformante de la

cepadetipo 2.

12.- Nuedtros resultados confirman la ausencia de Bd-6 en los casos LMP-1
positivos gpoyando d efecto freno que gerce edta proteina sobre € gen BCL-6.
Ademas, € hecho de que la mayoria de los LI asociados d SIDA que expresan
LMP-1 son Bcl-2 negativos sugiere que podrian exigtir vias de prevencion de la

gpoptoss independientes de Bcl-2 en estas neoplasias.
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Figura 1. Linfoma Burkitt. Se observa patron en cido edtrellado. Las cdulas
son de pequefio tamafio y sus nticleos no hendidos muestran de 2 a5 nucleolos.

Figura 2. Linfomatipo Burkitt. Cdulas de peguefio tamafio junto a otras de mayor tamaio
gue muestran niicleos con 1 6 2 nudeolos. Algunas cdulas presentan diferenciacion
plasmocitoide.
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Figura 3. Linfoma difuso de cdulas grandes no hendidas. Céulas grandes con nicleos no
hendidos'y patron de crecimiento cohesivo.

Figura 4. Linfoma inmunobl&stico. Inmunoblastos con diferenciacion plasmoditoide.
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Figura 6. Higado. Linfoma difuso de cdulas grandes angplasico CD-30 +. Cdulas grande
pleomarfica con abundante citoplasmay nideo irregular.
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Figura 7. Linfoma primario de Ssema nervioso centrd.

Figura 8. CD-20. Tincion ditoplaaméicayy tincidon nuclear en dgunascélulas.
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Figura 10. CD-30. Tincion de membranay citoplasmética Intendficacion anivel dd gparato
de Golgi.
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Figura 11. CD-40. Tincidn de membranaintensa.

Figura 12. Cadenaligerakappa Tincion citoplasméicay de membrana
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Figura 14. Mib-1. Tincion nuclear.
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Figura 15. Expreson de p53. Tincion nuclear.

Figura 16. Expreson de Bdl-6. Tincion nuclear.
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Figura 18. Expreson de LMP-1. Tincion de membrana
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Figura 19. Hibridacion “in Stu” para EBERs. Tincidn nuclear.
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Figura 20. PCR para la tipificacion dd VEB. CG-1. Fragmento de 153 pb correspondiente d
control de tipo 1 dd VEB (B 958). G-2 Fragmento de 246 pb correspondiente d control de
tipo 2 dd VEB (P3HR1). C-3. Control blanco. Las muedras 3 y 7 presentan coinfecciones por
e VEB tipo 1y 2 La muedra 2 no presnta producto de amplificacion dd gen EBNA-3C dd

VEB. Marcador de peso molecular V111 de Boehringer Mannheim.
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Figura 21. PCR paa la deteccion de la ddecion de 30 pb en d oncogén LMP-1 dd VEB.
Macador de peso molecular V'  Boehringr Mannhem. C1 Fagmetto de 161 pb
correspondiente d control no delecionadb (B 95.8). G-2: Control blanco. Careras 4, 7 y 11
muesras Sn ddecion dd gen LMP-1. Careras 2, 3, 5, 9 y 12 fragmentos de 131 pb que
indican la exigencia de una ddecion de 30 pb en d gen LMP-1. Carera 1 presencia de
infeccion doble por cepas del VEB delecionada'y no delecionada
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