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ANALISIS MOLECULAR DE LA LONGITUD TELOMERICA EN LINFOMAS FOLICULARES

SU PARTICIPACION EN LA PROGRESION TUMORAL*
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Resumen Los telómeros son estructuras esenciales para el mantenimiento  de la integridad  cromosómica y la
capacidad replicativa de la célula. La reducción de la longitud telomérica (LT) aumenta la proba-

bilidad de producir errores capaces de generar cambios genómicos importantes para el desarrollo neoplásico, de-
terminando desbalances de material genético. En este trabajo se evaluó la LT mediante el análisis de fragmentos
de restricción terminal (TRF) en médula ósea y/o biopsia ganglionar de 36 pacientes (edad media: 54.2 años; rango
29-77 años; 21 varones): 29 con linfoma folicular (LF) al diagnóstico y 7 con linfoma B difuso a células grandes
secundario a LF (LBDCG-S). Se efectuó el análisis del rearreglo molecular del gen BCL-2 por PCR anidada y de
larga distancia. Las medias de TRF en LF (4.18±0.18 Kb) y LBDCG-S (3.31±0.25 Kb) resultaron significativamente
menores que en controles (8.50±0.50 Kb) (p<0.001), encontrándose diferencias entre ambos subtipos histológicos
(p=0.036). Las muestras negativas para el rearreglo BCL-2 mostraron LT menores (3.39±0.30 Kb) que las positivas
(4.25±0.19 Kb) (p=0.023), observándose una tendencia a valores menores en pacientes negativos para el rearreglo
BCL-2, intermedios en positivos para mcr, minor cluster region, (3.84±0.45 Kb) y mayores en los positivos para MBR,
Major Breakpoint Region, (4.35±0.21 Kb). Nuestros resultados muestran una reducción de la LT en LF y LBDCG-S,
con TRFs significativamente más cortos en estos últimos, sugiriendo la participación del acortamiento telomérico en
la progresión tumoral. Asimismo, las diferencias detectadas entre los casos BCL-2 positivos y negativos sustenta-
rían la presencia de diferentes mecanismos patogénicos propuestos para estos distintos LF.
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Abstract Molecular  analysis of telomere length in follicular lymphomas. Its  participation in tumor pro-
gression. Telomeres are essential for maintaining chromosomal integrity and stability. We studied

here telomere length (TL) in bone marrow and/or lymph node from 36 patients: 29 with follicular lymphoma (FL)
at diagnosis and 7 with diffuse large B cell lymphoma secondary to FL (S-DLBCL). TL was evaluated using
terminal restriction fragments (TRF) assay. BCL-2 gene rearrangement was analyzed by nested and long dis-
tance PCR. Mean TRF values showed significant telomere shortening in FL (4.18±0.18 Kb) and S-DLBCL
(3.31±0.25 Kb) respect to controls (8.50±0.50 Kb) (p<0.001). Differences between both histological subtypes
(p=0.036) were also detected. Moreover, the samples positive for BCL-2 rearrangements showed longer TL
(4.25±0.19 Kb) than the negative ones (3.39±0.30 Kb) (p=0.023). A trend to telomere shortening was observed
when Major Breakpoint Region (MBR-JH), minor cluster region (mcr-JH) and BCL-2 negative patients were com-
pared (4.35±0.21 Kb; 3.84±0.45 Kb and 3.39±0.30 Kb, respectively). Our results show a TL reduction in FL and
S-DLBCL, with significant short TRFs in the last group, suggesting the participation of telomere shortening in
tumor progression. Furthermore, the differences detected between BCL-2 positive and negative FL support the
involvement of diverse pathogenic mechanisms.
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Los telómeros son regiones de ADN no codificantes
ubicadas en los extremos de los cromosomas eucarió-
ticos. Están constituidos por secuencias muy conserva-

das, (TTAGGG)n repetidas en tandem y proteínas aso-
ciadas, y presentan una estructura especial que impide
su unión a los extremos de otros cromosomas, permi-
tiéndoles una correcta segregación en mitosis, cumplien-
do un rol esencial en la preservación de la integridad
cromosómica y en el mantenimiento de la estabilidad
genómica1. Durante la síntesis de ADN se produce una
replicación incompleta en la cadena que se sintetiza en
forma discontinua, generando pérdidas progresivas de
secuencias teloméricas durante las sucesivas divisiones
celulares, lo que determina el acortamiento de los
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telómeros. Esta reducción aumenta la probabilidad de
producir errores capaces de generar cambios genómicos
importantes para el proceso de desarrollo neoplásico,
que llevarían a desbalances de material genético2.

Dentro de las neoplasias linfoides, los linfomas no-
Hodgkin (LNH) constituyen un grupo heterogéneo de tu-
mores, diferenciables por su histología, comportamiento
biológico, curso clínico y respuesta terapéutica. Los da-
tos de la literatura muestran un incremento en la inciden-
cia de los LNH a nivel mundial3. Entre ellos, el linfoma
folicular (LF) es una neoplasia indolente de bajo grado,
caracterizada por la proliferación de células B provenien-
tes del centro folicular del nódulo linfático, que represen-
ta alrededor de 40% de los linfomas del adulto. Se en-
cuentra genotípicamente asociado a la t(14;18) (q32;q21)
(50-85% de los casos), que determina la yuxtaposición
del proto-oncogen BCL-2 (18q21) con una de las regio-
nes JH de la cadena pesada de las inmuno-globulinas
(14q32), originando su desregulación4. El 60% de los
puntos de ruptura se localizan en una región de 100 pb
conocida como MBR (Major Breakpoint Region) en tanto
que el 25% se ubica en mcr (minor cluster region), en
ambos casos la región codificante del gen permanece
inalterable5. Un 25-60% de los casos sufre una transfor-
mación a linfoma B difuso a células grandes (LBDCG)
de alto grado. Este proceso se encuentra asociado a
pérdida de la arquitectura histológica folicular, un curso
clínico rápido y progresivo, refractariedad al tratamiento
y corta sobrevida.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar, a nivel
molecular, las posibles modificaciones de la longitud
telomérica (LT) en biopsias ganglionares (G) y/o médu-
las óseas (MO) de pacientes con LF y LBDCG secunda-
rios a LF (LBDCG-S) y correlacionarlas con los rearreglos
moleculares del gen BCL-2, tendiente a analizar su par-
ticipación en el proceso de progresión tumoral.

Se evaluó un total de 36 pacientes, de los cuales 29
presentaron diagnóstico de LF (edad media: 52 años,
rango 31-77 años; 16 varones) y 7 de LBDCG-S (edad
media: 61 años, rango 53-69 años; 5 varones) (5 MO y 2
G). Dos casos con LF fueron estudiados en dos oportu-
nidades, evaluándose un total de 31 muestras (20 de
MO y 11 de G). Las MO analizadas presentaron porcen-
tajes de infiltración mayores al 15%, excepto en 3 casos
que no estaban infiltradas pero eran BCL-2 positivas.

El diagnóstico histopatológico se efectuó sobre cor-
tes de 4-5 µm coloreados con hematoxilina-eosina y
Giemsa, realizándose el estudio inmunohistoquímico por
método indirecto con técnica de streptavidina-biotina-
peroxidasa, utilizando los anticuerpos primarios CD20,
BCL-2, CD10, BCL-6 y Ki-67 (Dako). Se empleó diami-
nobencidina como cromógeno para la localización del
anticuerpo.

Para el análisis de TRF, se extrajo ADN genómico de
células de G y MO y se efectuó doble digestión con las

enzimas de restricción HinfI y RsaI –ambas cortan fuera
del motivo de las repeticiones teloméricas– a 37 °C. Los
productos digeridos fueron separados por electroforesis
en geles de agarosa al 0.8%, realizándose transferencia
a membranas de nylon por Southern blot, utilizando
10XSSC. Las membranas fueron hibridadas con una
sonda telomérica (TTAGGG)

7 marcada con ATP γ32P por
‘5’ end-labelling’ y expuestas a películas radiográficas a
-70° C. Las autorradiografías fueron evaluadas con el
software Image Master 1D (Pharmacia-Biotech) a fin de
obtener el perfil densitométrico y definir los picos de TRF
de cada calle, considerándose pico al punto de máxima
intensidad de banda y evaluándose dentro del rango de
2-23 Kb. Se estudiaron además células de sangre
periférica de 7 dadores sanos como controles normales
(CN) (4 mujeres, edad media 52 años, rango 33-54 años)
y se utilizaron dos controles de acortamiento telomérico:
la línea celular K-562 (control positivo), que posee
telómeros cortos debido a su estado de inmortalización,
y sangre de cordón umbilical (CU) (control negativo) que
por ser un tejido muy joven, sus células no presentan
acortamiento telomérico.

Para la amplificación por PCR anidada de los
rearreglos MBR-JH y mcr-JH  del gen BCL-2 se emplearon
los primers propuestos por Gribben, et al (1991)6. Se efec-
tuó una amplificación inicial de 25 ciclos: 1 min a 94 °C
(desnaturalización), 1 min a 55 °C para MBR-JH  y 58 °C
para mcr-JH  (annealing) y 1 min a 72 °C (extensión) se-
guido de 10 min a 72 °C (tailing). La segunda reacción
fue de 30 ciclos, con temperatura de annealing 58 °C y
61 °C, respectivamente. Los productos obtenidos se
visualizaron en geles de agarosa al 2% teñidos con
bromuro de etidio (EtBr), detectándose una banda posi-
tiva para MBR-JH  entre 180-250 pb y para mcr-JH  entre
600-700 pb. Para la amplificación por PCR de larga dis-
tancia se utilizaron los primers propuestos por Akasaka,
et al (1998)7. En la reacción se emplearon 100 ng/µl de
ADN, con el siguiente ciclado: 2 min a 9 °C, 3 ciclos de
20 seg a 94 °C y 13 min a 72 °C, 3 ciclos de 20 s a  94 °C
y 13 min a 70 °C y finalmente 30 ciclos: 20 s a 94 °C, 13
min a 68 °C, incrementando en 15 segundos cada ciclo.
Los productos fueron sometidos a electro-foresis en geles
de agarosa al 1% con EtBr, observándose una banda
positiva de 1.9 a 10.7 Kb en la fusión MBR-JH  y de 1.9 a
9.4 Kb en el rearreglo mcr-JH .

El análisis estadístico de los resultados se efectuó con
el test t de Student, empleado para comparar los valores
medios de TRF de los distintos grupos.

Los valores medios de TRF obtenidos para los con-
troles de acortamiento fueron (X– ± ES): 5.20 ± 0.10 Kb y
14.50 ± 1.10 Kb, para K-562 y CU, respectivamente. En
los pacientes no se observaron diferencias entre los va-
lores de TRF de MO y G, por lo que se los analizó con-
juntamente. En 19/31 (61.3%) muestras con LF y en 4/7
(57.1%) con LBDCG-S se detectaron dos poblaciones
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de células dentro de un único perfil telomérico, obser-
vándose dos picos de alta intensidad: 7.74 ± 0.49 Kb y
4.16 ± 0.25 Kb en LF y de 6.70 ± 0.68 Kb y 2.93 ± 0.16 Kb
en LBDCG-S. En ambos casos, el pico de menor peso
molecular fue considerado como correspondiente al com-
ponente tumoral, situación avalada por la ausencia de
longitudes menores a 5 Kb en individuos normales cen-
tenarios8, considerándose que el otro pico representa las
células normales. Este evento ha sido observado previa-
mente en LNH9 así como también en pacientes con
mieloma múltiple10. En las muestras restantes se obtuvo
un único pico de TRF. La evaluación de la LT en ambos
grupos de pacientes reveló un TRF medio
significativamente menor que el observado en los con-
troles normales (p<0.001) (Tabla 1), encontrándose LT
significativamente menores en LBDCG-S respecto de LF
(p=0.036) (Fig. 1).

Por otra parte, el análisis molecular del rearreglo del
gen BCL-2 mostró positividad en el 86.2% de los pacien-
tes con LF y en el 71.4% de los LBDCG-S. Los pacientes
con LF que presentaron dicho rearreglo mostraron TRF
más largos que los negativos para la translo-cación
(p=0.023) (Tabla 1). Al analizar los valores de TRF en
función de los puntos de ruptura del gen BCL-2, se apre-
ció una tendencia a presentar valores más pequeños en
pacientes negativos para el rearreglo, intermedios en
positivos para mcr y mayores en los positivos para MBR
(3.39 ± 0.30 Kb, 3.84 ± 0.45 Kb y 4.35 ± 0.21 Kb, respectiva-
mente). En los pacientes estudiados en dos ocasiones,
no se observaron diferencias entre los valores de TRF,
ni modificaciones del rearreglo BCL-2.

Actualmente se considera que la presencia de acor-
tamiento telomérico y de actividad de telomerasa contri-
buiría al desarrollo de las anomalías cromosómicas en-
contradas usualmente en diversos tipos de cáncer. En el

caso de los LNH, esto sería consistente con la presencia
de inestabilidad cromosómica evidenciada por un por-
centaje incrementado de asociaciones teloméricas en-
contrado en MO de pacientes con esta patología11.

Nuestra población de pacientes con ambos tipos de
LNH presentó un acortamiento significativo de la LT res-
pecto de los controles, mostrando valores algo menores
que los observados en el único estudio publicado en el
que se evalúan estos subtipos histológicos en combina-
ción con otros linfomas de bajo y alto grado de maligni-
dad9. Cabe destacar que este sería el primer estudio
donde se analizan LF y LBDCG-S en forma separada y
específica, estableciéndose su correlación con los
rearreglos del gen BCL-2. Nuestros pacientes con
LBDCG-S mostraron una LT significativamente menor
que los LF, situación que podría asociarse con los múlti-
ples eventos genómicos secundarios que acompañan a
la transformación histológica que incluyen ganancias y
pérdidas de numerosas regiones cromosómicas (2q, 6p,
7p, 12q, 17q, 5p y 8q), así como mutaciones de diferen-
tes genes: c-myc, p53, BCL-6, p15 y p1612, sugiriendo el
compromiso de distintos mecanismos genéticos.

Al evaluar la asociación entre la LT y la presencia de
rearreglos del gen BCL-2, parámetro indicador de dife-
rentes subgrupos de LNH, se observaron TRF signifi-
cativamente más cortos en los casos BCL-2 negativos.
Actualmente se considera que estos pacientes represen-
tarían un subtipo diferente, con un comportamiento clíni-

TABLA 1.– Valores medios de fragmentos de restricción
terminal (TRF) en pacientes con linfoma folicular (LF)  y B
difuso a células grandes secundario a LF (LBDCG-S) y  en

controles

Grupos Número de TRFs (Kb) X
–

±ES

muestras (rango)

CN 7 8.50±0.50 (7.30-11.8)

LF 31 4.18±0.18* (2.47-6.30)

LBDCG-S 7 3.31±0.25*♠ (2.47-4.64)

LF BCL-2 - 4 3.39±0.30*# (2.88-4.34)

LF BCL-2 + 27 4.25±0.19* (2.47-6.30)

BCL-2: B-cell lymphoma 2; ES: error estándar
* Diferencias significativas respecto de controles normales (p<0.001)
♠ Diferencias significativas respecto de LF (p= 0.036)
#  Diferencias significativas respecto de BCL-2 + (p= 0.023)

Fig. 1.– Autorradiografía mostrando las longitudes teloméricas
de pacientes con LF: Calles 1, 2, 5, 7 y 8, y con LBDCG-
S: Calles 3, 4 y 6; λ/HindIII: Marcador de peso molecular.
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co distinto relacionado al patrón específico de alteracio-
nes génicas y cambios cariotípicos que los caracterizan,
los que implicarían diferentes mecanismos patogénicos
posiblemente relacionados a la desre-gulación del gen
BCL-613. Asimismo, existe cierta discrepancia en la co-
rrelación de los puntos de ruptura del rearreglo BCL-2
con la evolución clínica de la enfermedad. Buchonnet et
al14 no encuentran asociación entre ambos parámetros,
en tanto que López-Guillermo et al15 consideran a este
rearreglo como un factor pronóstico de importancia en
LF, útil para identificar pacientes que requieren tratamien-
tos diferentes. Además, resulta importante destacar las
similitudes observadas en los valores de TRF detecta-
dos en pacientes con LF BCL-2 negativos y los LBDCG-
S, lo cual podría tener relación con la mayor probabili-
dad de evolución a un linfoma de alto grado en los pa-
cientes que no presentan dicho rearreglo.

Concluyendo, nuestros resultados muestran una re-
ducción de la LT en LF y LBDCG-S, con TRFs signifi-
cativamente más cortos en estos últimos, sugiriendo la
participación del acortamiento telomérico en la progre-
sión tumoral. Asimismo, las diferencias detectadas entre
los casos BCL-2 positivos y negativos sustentarían la
presencia de diferentes mecanismos patogénicos pro-
puestos para estos distintos LF.
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- - - -
El argentino, a diferencia de los americanos del Norte y de casi todos los europeos, no se identifica

con el Estado. Ello puede atribuirse a la circunstancia de que, en este país, los gobiernos suelen ser
pésimos o al hecho general de que el Estado es una inconcebible abstracción; lo cierto es que el
argentino es un individuo, no un ciudadano.
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