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Introduccion

Los linfomas cutdneos primarios constituyen un
grupo heterogéneo de neoplasias linfoides origina-
das a partir del tejido linfoide asociado a la piel
(SALT, skin associated lymphoid tissue) sin eviden-
cia de afectacién extracutdnea en el momento del
diagndstico. Estos linfomas son el segundo grupo
mas frecuente de linfomas no Hodgkin extranoda-
les, después de los linfomas primarios gastrointes-
tinales. Aproximadamente un 75% de los linfomas
cutdneos primarios corresponden a linfomas de es-
tirpe T (LCPCT)!2. La micosis fungoide (MF) es el
LCPCT mas frecuente. Posee una variante leucémi-
ca, el sindrome de Sézary (SS), de evolucién agre-
siva. Los LCPCT diferentes de la MF/SS represen-
tan en conjunto de entre el 10 y el 20% del total
de LCPCT y, entre ellos, los més frecuentes son los
LCPCT CD30 positivos (LCPCT-CD30+), procesos
de curso habitualmente indolente con multiples re-
currencias cutdneas y excepcional afectacién extra-
cutdnea, a diferencia del linfoma anaplasico de cé-
lula grande nodal CD30+, de curso habitualmente
agresivo.

En los dltimos afios, el conocimiento sobre las
alteraciones genéticas, tanto a nivel genémico (al-
teraciones numéricas y/o estructurales en los cro-
mosomas, mutaciones, etc.) como sobre expresién
de ARN de determinados genes o sobre mecanis-
mos epigenéticos (metilacién del ADN; acetilacién
de histonas, etc.) ha avanzado notablemente. Se
han delineado algunas alteraciones genéticas y/o
moleculares recurrentes relacionadas con los dis-
tintos subtipos de LCPCT, aunque atn no se han
identificado los mecanismos patogénicos impli-
cados en el desarrollo de estas entidades. Las le-
siones genéticas (traslocaciones especificas, mu-
taciones especificas, expresién de oncogenes,
secuencias virales, etc.) descritas en los linfomas
nodales no han sido demostradas en sus contra-
partidas histopatoldgicas cutdneas. Por otro lado,
diferentes estudios han demostrado que los linfo-
mas cutaneos poseen un comportamiento clinico
y un prondstico diferente al de sus equivalentes
nodales. Por estas razones, los LCPCT deben con-
siderarse un grupo patogénicamente diferente de
los linfomas T sistémicos.

Técnicas citogenéticas
Citogenética convencional

Los estudios cromosémicos con la técnica de citogené-
tica convencional han sido esenciales en la caracteriza-
cién de las distintas hemopatias. Tal y como se recoge
en la reciente clasificacién de la Organizaciéon Mundial
de la Salud?, cada vez son mds numerosas las neopla-
sias hematoldgicas que se clasifican segiin una deter-
minada alteracién citogenética y, por otra parte, algu-
nas aberraciones cromosémicas tienen un importante
valor prondstico. La ventaja de la citogenética conven-
cional radica en la visualizacién de todos los cromo-
somas. Sin embargo, esta técnica presenta una serie
de limitaciones, entre las cuales destacan la necesidad
de obtener suficientes células neoplésicas en divisién
y cromosomas de buena calidad para poder establecer
el cariotipo correctamente. En los LCPCT, los estudios
citogenéticos son escasos debido a la dificultad de ob-
tener células patoldgicas en divisién del tejido tumoral
cutédneo. No obstante, existen diferentes series de es-
tudios citogenéticos realizados en sangre periférica de
pacientes con sindrome de Sézary.

Citogenética molecular

Las técnicas de citogenética convencional se han vis-
to complementadas por las técnicas de citogenética
molecular, todas ellas basadas en la técnica de hibri-
dacién in situ fluorescente (FISH, fluorescent in situ hy-
bridization).

En los LCPCT se han realizado estudios con sondas
de FISH “convencionales”, esencialmente sondas cen-
troméricas y de locus especifico, sobre tejido parafi-
nado o improntas. Por otra parte, en algunos casos de
los cuales se obtuvieron metafases, principalmente en
el sindrome de Sézary, también se han realizado es-
tudios de FISH multicolor. Entre ellos destaca la apli-
cacion de las técnicas de spectral karyotyping (SKY) y
multicolor-FISH (M-FISH), las cuales utilizan una ba-
teria de sondas de pintado cromosémico, marcadas de
forma combinatoria con 5 fluorocromos, que permi-
ten la clasificacién de los 24 cromosomas humanos a
partir de 7 colores diferentes®. En los dos casos, el re-
sultado de la hibridacién permite visualizar simulta-
neamente cada par cromosémico de un color diferen-
te. Las técnicas de M-FISH y SKY son muy ttiles para
determinar de forma inequivoca cariotipos comple-
jos y cromosomas no identificables con las técnicas de
bandeo (cromosomas marcadores). Sin embargo, estas
tecnologias no permiten el reconocimiento de algunos
puntos de rotura, como los asociados con deleciones,
inserciones y adiciones que afectan al mismo cromo-
soma o par cromosémico (marcado del mismo color) y
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translocaciones de pequefo tamafo (inferiores a 500-
1.500 Kb), para los cuales es necesario utilizar sondas
de locus especifico. En 1997 aparecid la técnica de cross
species color banding FISH (RxFISH), que permite la ge-
neracién de un patrén de bandas de distintos colores
para cada cromosoma“. Dicha metodologia se basa en
las homologias genémicas que existen entre la espe-
cie humana y diferentes especies de gibén. Las venta-
jas que ofrece respecto a las técnicas de M-FISH o SKY
radican en que permite identificar alteraciones estruc-
turales dentro de un mismo cromosoma (inversiones y
translocaciones). De esta manera, los puntos de rotu-
ra de los posibles reordenamientos pueden ser locali-
zados con mayor exactitud. La técnica de RxFISH per-
mite determinar cariotipos complejos y cromosomas
no identificables con las técnicas de bandas G (cro-
mosomas marcadores) pero tiene la limitacién, como
M-FISH y SKY, de necesitar células en division.

Por otra parte, en los LCPCT también se han aplica-
do las técnicas de hibridacién genémica comparada®
(CGH, compatative genomic hybridization) y arrayCGHC.
Estas permiten detectar cambios numéricos de se-
cuencias de ADN (pérdidas/deleciones, ganancias/
amplificaciones) en un tejido tumoral sin necesidad
de obtener metafases. Dichas técnicas se basan en la
hibridacién de ADN tumoral y ADN control normal,
marcados con fluorocromos de distinto color, sobre
metafases normales (en la CGH convencional) o bien
sobre micromatrices con miles de sondas de ADN (en
el caso de arrayCGH). La ventaja de esta Gltima meto-
dologia es su elevada resolucién (50 Kb a 1 Mb), aun-
que la complejidad técnica y la gran cantidad de datos
que se generan necesitan de personal altamente espe-
cializado, por lo cual esta tecnologia se aplica en pro-
yectos de investigacién.

Sindrome de Sézary

El sindrome de Sézary es el LCPCT mas estudiado por
técnicas de citogenética convencional, debido a la fa-
cilidad de obtener células en divisién de sangre peri-
férica. Para incrementar el nimero de células tumo-
rales en divisién, habitualmente los cultivos celulares
se han suplementado con mitégenos para células T,
tales como la fitohemaglutinina (PHA), la interleuci-
na 2 (IL-2) y la interleucina 7 (IL-7). Sin embargo, ob-
tener metafases procedentes de cultivos de piel afecta
ha sido mas dificultoso. Cabe destacar que gran par-
te de los estudios incluyen casos con MEF/SS, no Gni-
camente SS.

Los estudios citogenéticos muestran que el SS pre-
senta alteraciones citogenéticas, mayoritariamente
en forma de cariotipos complejos, en mas del 50%
de los pacientes’!!. En una revisién de la literatura
sobre 274 casos con MF/SS, 166 mostraron un cario-
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tipo alterado. Las alteraciones mas frecuentes fueron
las pérdidas del cromosoma 10, deleciones de 1p, iso-
cromosoma 17¢, adiciones en 17p y 19p, y translo-
caciones que afectan a 1p, 10q y 14g”!. La elevada
complejidad de los cariotipos que se encuentran en
el SS ha impedido su correcta interpretacién y pue-
de haber dificultado el hallazgo de alteraciones re-
currentes. Algunos autores han realizado estudios
aplicando técnicas de citogenética molecular como
SKY", M-FISH?, RxFISH" y CGH’, que han permi-
tido definir mejor algunas de las regiones cromosé-
micas, asi como definir algunos casos aislados con
reordenamientos recurrentes como der(8)t(8;17)%,
der(1)t(1;10), y der(14)t(14;15)°. Recientemente, Ver-
meer et al.’? han realizado un estudio de alteraciones
cromosoémicas en SS utilizando la tecnologia de array-
CGH. Este trabajo ha delineado una serie de regio-
nes frecuentemente alteradas, como las ganancias en
17923925 y 8q24.1q24.3, y las pérdidas en 17p13.1y
10g25. Teniendo en cuenta los resultados hallados, a
partir de los cuales se ha identificado la posible im-
plicacién de una serie de oncogenes y genes supre-
sores de tumores, este grupo ha postulado tres po-
sibles mecanismos relevantes en la patogénesis del
SS: en primer lugar, las ganancias de MYC (8g24.3)
y las pérdidas de antagonistas de MYC, como AMXI1
(10g25) y MNT (17q13.3), se observaron en el 75%,
40% y 55% de los pacientes, respectivamente. Estos
resultados se asociaron a desregulacién de la expre-
sién génica, y se confirmé la presencia de heterodi-
meros proteicos MYC/MAX en SS. En segundo lugar,
la region que contiene TP53 y los genes de manteni-
miento del genoma (RPA1/HIC1) se perdian en la ma-
yoria de los pacientes. Finalmente, la via de IL-2 se
vela alterada por ganancias de STAT3/STATS vy el re-
ceptor de IL-2 en un 75% y 30% de los pacientes,
respectivamente, y pérdidas de TCF8 y DUSP5 en al
menos un 45% de los casos. En resumen, el genoma
de los pacientes con SS se caracteriza por una elevada
inestabilidad cromosémica, con ganancias y pérdidas
recurrentes. Parece que las vias de MYC e IL-2 esta-
rian implicadas en la patogénesis de este LCPCT. Los
resultados de los estudios mas relevantes sobre alte-
raciones genéticas en el SS se detallan en la Tabla 1.

Micosis fungoide

La micosis fungoide es un tumor relativamente poco
estudiado con técnicas de citogenética convencional,
debido a la dificultad de obtener células en divisién
procedentes del tejido neoplésico cutdneo. Sin em-
bargo, existen diferentes publicaciones en las cuales
se analizan las células tumorales en sangre periférica,
por lo que es dificil separar los resultados obtenidos
en MF y SS1H18,
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Tabla 1. Resumen de las series mas destacadas que analizan las alteraciones citogenéticas en SS

Publicacion n
Karenko et al. 7
J Invest Dermatol, 1999
Mao et al. 18
Br J Dermatol, 2002
Mao et al. 5
Blood, 2003
Mao et al. 2%
Genes Chromosomes Cancer, 2003
Fischer et al. A
J Invest Dermatol, 2004
Espinet et al., 27
Haematologica, 2004
Batista et al. 1
Genes Chromosomes Cancer, 2006
Vermeer et al. 20

Cancer Res, 2008

Técnica aplicada

Alteraciones recurrentes

HGC Pérdidas: 10q, 13q
cc :
FISH Ganancias: 4/4q, 18, 17/17q
CaH Pérdidas: 1p, 10/10q, 17p, 19
ArrayCGH Ganancias: 3p25, 8p11, 8p22, 19p13,20q13, 22q11
cC
T. recurrentes: der(1)t(1;10), y der(14)t(14;15)
FISH A
M-FISH Ganancias:17q, 18
CaH Pérdidas: 1p, 10/10q, 17p, 19
CaH Ganancias: 8/8q, 17q

Pérdidas: 17p
cC Alt. numéricas: -9, -10, +18

RxFISH Alt. estructurales: 1q, 2q, 6g23q27, 8q22
FFSCH Alt. estructurales: 1p32p36, 6¢22¢25, 17p11.2p13,
SKY 10923926, 19p13.3
ArrayCGH Ganancias: 17q21.31q23, 8q24.1q24.3

Pérdidas: 10p11.2, 10922926, 17p11.2p13.1

Los estudios mds destacados son los publicados
por Padilla-Nash er al.'* y Batista et al.''. En el primer
trabajo se estudiaron 4 pacientes afectos de MF en
estadios iniciales de los cuales se establecieron 4 li-
neas celulares a partir de la biopsia cutdnea. De todos
ellos, se procedié al analisis cromosémico mediante
SKY. Se observé que 2 de los 4 pacientes presentaron
cariotipos normales. Los 2 pacientes restantes pre-
sentaron clones aislados, siendo las alteraciones mas
recurrentes la trisomia 21, del(5)(p15.1), del(17)(p12)
y la del(18)(p11.2). Con respecto a las alteraciones es-
tructurales detectadas, ninguna de ellas se pudo con-
siderar recurrente. Batista er al.!! procedieron al es-
tudio mediante SKY de un conjunto de 19 pacientes
afectos de MEF/SS a partir de sangre periférica. Ocho
de éstos correspondian a pacientes afectos de MF en
estadios avanzados. Unicamente 2 de los pacientes
presentaron alteraciones citogenéticas que no pudie-
ron considerarse recurrentes entre los distintos pa-
cientes.

Debido a la dificultad de obtener células tumorales
en division, la técnica de CGH es la que mas se ha uti-
lizado para la caracterizacién genética de las ME Los
estudios de CGH en MF han descrito a los cromoso-
mas 1, 8,9, 10, 11, 12 y 17 como los mds afectados en
las distintas series'>!®. Aunque se han publicado mu-
chos estudios que describen alteraciones genéticas re-
currentes, y algunas de ellas se han asociado con un
pronéstico desfavorable, parece que la importancia de
estos marcadores es limitada, debido a que se han es-

tablecido a partir de estudios realizados en series he-
terogéneas de pacientes. El trabajo mds destacable
es el de Prochazkova et al’?, en el cual se ha estudia-
do una serie homogénea de pacientes diagnosticados
de MF en estadios avanzados. Las alteraciones recu-
rrentes identificadas fueron las pérdidas de 17p, 10q,
2q36qter, 9p21 y las ganancias del cromosoma 7 y de
17q, 9q34qter, 8q.

La aplicaciéon de la técnica de arrayCGH al estu-
dio de la MF ha permitido el hallazgo de genes can-
didatos implicados su patogénesis. Carbone et al.?
han estudiado 16 pacientes con MF en estadios ini-
ciales. Las alteraciones mas recurrentes fueron la mo-
nosomia del cromosoma 19 seguida de las delecio-
nes de las regiones 12q24.31, 7p22.1, 7q11.1q11.23,
9q34.12, 16¢q22.3q23.1 y las ganancias de 8q22.3q23.1
y 21q22.12. Estos autores han centrado sus estudios en
las deleciones recurrentes de la regién 12g24.31, en la
cual se hallan los genes supresores de tumores BCL7A,
SMAC/DIABLO y RHOF, que tienen un papel impor-
tante en las neoplasias hematoldgicas. Estas regiones
cromosémicas y genes podrian estar implicados en las
fases iniciales del desarrollo de la ME Sin embargo, los
resultados hallados en este estudio no coinciden con
los descritos en fases mds avanzadas de la enferme-
dad, por lo cual seria necesario validar estos hallazgos
en la poblacién tumoral seleccionada de biopsias de
MF en estadios iniciales.

Con respecto a estadios mas avanzados, en un pri-
mer estudio realizado por Van Doorn et al?!; se ana-
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Tabla 2. Resumen de las series mas destacadas que analizan las alteraciones citogenéticas especificamente en micosis fungoide

en fases avanzadas (lIB a IVB)

Publicacion n Técnica aplicada
;( 7:32:: Lf;r;l}atm, 1999 4 CGH
’I;AraJolfér;Latol, 2002 6 CGH
hslllzgde,tza(;bs 2* ArrayCGH

f iIsnc\/':airt eDte[l;’rl1'1atol, 2004 5 CGH
Er(:)nc:saém?nzigrlﬁes Cancer, 2007 1 CGH
\ézli:ogo{z)gl)gt “ 22 ArrayCGH
Salgado et al. 1 T

J Invest Dermatol, 2009

Alteraciones recurrentes

No observaron alteraciones

Pérdidas: 1p y 17p en el 25% de los casos

Ganancias: 3p25, 8p11, 8p22, 19p13, 20q13, 22q11

Ganancia: 8q

Ganancias: 1p36, 7,9q34, 17q24qtery 19

Pérdidas: 2q36qter, 9p21y 17p

Ganancias: 7q36, 7q2122

Pérdidas: 5q13, 9p21

Ganancias: 7q33q35, 17q21.1, 8924.21, 9934qter, 10p14
Pérdidas: 9p21.3,9q31.2, 17p13.1, 13q14.11, 6q21.3,
10p11.2,16¢23.2, 16¢24.3

lizaron 22 pacientes empleando un microarray de
BAC que incluia 3.500 sondas. Las alteraciones cito-
genéticas mas frecuentemente halladas fueron las ga-
nancias de 7q36, 7q21-7q22 y las pérdidas de las re-
giones 5q13, 9p21 y 13ql14. En un segundo estudio
realizado por nuestro grupo®, el cual incluyé 41 pa-
cientes, se aplicé un microarray de oligonucleétidos
que incluia 44.000 sondas, con una resolucién ma-
yor. En dicho andlisis, se hall6 un patrén genético si-
milar al descrito por Van Doorn et al.?!. De esta mane-
ra, se confirma en una serie mas amplia de pacientes
la existencia de un patrén genético especifico de MF
en fase tumoral caracterizado por la ganancia total o
parcial del cromosoma 7 (BRAF), seguido de 17q21.1
(STAT3, STATS), 8q24.21 (MYC), 9g34qter (NOTCH,
TRAF2, CARDY9) y 10p14 (GATA3), y las pérdidas de
las regiones 9p21.3 (CDKN2A, CDKN2B, MTAP) se-
guidas de 9q31.2, 17p13.1 (IP53), 183q14.11 (RB),
6q21.3, 10p11.22 (TCFS), 16q23.2 y 16q24.3. Ade-
mads, en ambos trabajos se establecieron marcadores
genéticos con posible valor prondstico, como las de-
leciones de 9p21.83 (CDKN2A, CDKN2B y MTAP) y
10g26qter (MGMT, EBF3, TXNL2 y BNIP3), y ganan-
cias de 1q21q22 (MCL1) y 8q24.21 (MYC)**2. Los re-
sultados de los estudios mds relevantes sobre altera-
ciones genéticas en la MF se detallan en la Tabla 2.

Linfoma anaplasico de célula grande CD30+
primario cutaneo

Existen escasos estudios de citogenética convencional
realizados en muestras tumorales de piel de linfoma
anaplésico de célula grande CD30+ primario cutdneo
(LACG-CD30+-PC), por las mismas razones que en la
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MEF (dificultad de obtener células en division, etc.), con
el agravante de que este tumor es mucho menos fre-
cuente. A diferencia de los LACG-CD30+ sistémicos,
los LACG-CD30+-PC no presentan la t(2;5)(p23;q35)
NPM/ALK?.

Las tres series mds largas que describen alteraciones
genéticas en LACG-CD30+-PC publicadas hasta el
momento son los trabajos de Mao ez al.?!, Prochazko-
va etal® y Zettl®® et al. El primer estudio® analiz6 15
pacientes utilizando las técnicas de CGH y arrayCGH
(AmpliOnc I DNA array, 59 clones de 57 oncogenes,
Vysis). De los 15 enfermos, en 8 se encontraron altera-
ciones citogenéticas (53 %), principalmente ganancias
de 1/1p, 5,6, 7, 8/8p y 19. Posteriormente, Prochazko-
va et al.® estudiaron 9 casos de LACG-CD30+-PC con
CGH, y en 1 de ellos realizaron estudio de citogenéti-
ca convencional del tejido tumoral cutaneo. Las regio-
nes mds frecuentemente alteradas fueron ganancias en
9q33q34 y pérdidas en 6g21 y 18p11.3, en una serie
de 79 pacientes con linfomas T estudiados por CGH,
incluyeron 11 pacientes con LACG-CD30+-PC*. En
este trabajo no se pudieron establecer alteraciones ci-
togenéticas recurrentes. Los resultados de CGH que se
han comunicado hasta el momento han sido muy dis-
pares debido a la ausencia de estudios en series am-
plias de pacientes.

Nuestro grupo ha realizado un estudio en LACG-
CD30+-PC utilizando un microarray de oligonucledti-
dos con 44.000 sondas”. Se han analizado 23 pacien-
tes, y un 78% de los casos han mostrado alteraciones
citogenéticas. Como anomalias recurrentes son de
destacar las pérdidas de las regiones 13q34 y 16g22.1.
Actualmente se estan analizando estas regiones con el
objetivo de buscar posibles genes candidatos asocia-
dos a la patogénesis de este tumor. Los resultados de
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Tabla 3. Resumen de las series mas destacadas que analizan las alteraciones citogenéticas en linfomas anaplasicos de célula
grande CD30+ primarios cutaneos

Publicacion n

Mao et al.
Genes Chromosomes Cancer, 2003

15

Prochazkova et al.

J Pathol, 2003 g
Gellrich et al. 4
J Invest Dermatol, 2003

Fischer et al. 4
J Invest Dermatol, 2004

Zettl et al. 1
Am J Pathol, 2004

Sanchez-Schmidt et al. 21

(no publicado)

Técnica aplicada

Alteraciones recurrentes

CGH o
ArrayCGH Ganancias: 1/1p, 5, 6, 7, 8/8p, 19
FfSCH Ganancias: 9
CeH Pérdidas: 6921, 18p11.3
CGH Ganancias: 7
CGH Pérdidas: 13
CGH Ganancias: 6p21
ArrayCGH Pérdidas: 1334, 16q22.1

los estudios mds relevantes sobre alteraciones genéti-
cas en los LACG-CD30+-PC se detallan en la Tabla 3.
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