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“Análisis Molecular de Regiones teloméricas en Neoplasias Linfoides”

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 
está  asociada  con  cambios  genómicos  relacionados  al  proceso  tumoral.  En  este  trabajo  se 
efectuó  la  caracterización  molecular  de  la  longitud  telomérica  mediante  el  estudio  de  los 
fragmentos de restricción terminal (TRFs), en Mieloma Múltiple (MM), Linfoma no-Hodgkin 
(LNH) y Enfermedad Celíaca  (EC),  patología  con predisposición al  desarrollo  de linfomas 
malignos. En MM se observó una disminución de la longitud telomérica respecto de controles, 
detectándose una correlación negativa con el porcentaje de células plasmáticas en médula ósea 
y asociación con cariotipos anormales, postulándose a los TRFs como marcadores tumorales. 
En LNH se observó acortamiento  telomérico  en linfomas foliculares  y  B difusos a  células 
grandes,  indicando  su  participación  en  la  progresión  tumoral  y  sustentando  diferentes 
mecanismos  patogénicos  para  estas  patologías.  En  EC  se  apreció  una  disminución  de  la 
longitud telomérica tejido-específica en biopsias intestinales,  sugiriendo un rol  relevante  de 
este parámetro en la predisposición al desarrollo neoplásico de esta entidad.  Los hallazgos de 
este  estudio  sustentan  la  asociación  entre  acortamiento  telomérico  e  incremento  de  la 
inestabilidad cromosómica, factores que combinados con la desregulación de la proliferación 
celular podrían promover el desarrollo y la progresión neoplásica.

Palabras claves: Telómeros, longitud telomérica, asociaciones teloméricas, mieloma múltiple, 
enfermedad celíaca, linfoma folicular, linfoma B difuso a células grandes



“Molecular analysis of telomeric regions in lymphoid malignancies”

Telomeres are essential  structures critical  for maintaining chromosomal integrity and 
stability and cell surveillance. Telomere shortening is associated to genomic changes related to 
carcinogenesis.  In  this  work  we  studied  telomere  length  by  analyzing  terminal  restriction 
fragments  (TRF)  in  multiple  myeloma  (MM),  non-Hodgkin  lymphoma  (NHL)  and  celiac 
disease  (CD),  pathology  prone  to  lymphoma  development.  In  MM,  we observed  telomere 
reduction respect to controls. A strong correlation of telomere length values with bone marrow 
plasma cell infiltration and an association with abnormal karyotypes were found, suggesting 
TRFs as tumor markers. In NHL, telomere shortening was observed in follicular and diffuse 
large  B-cell  lymphoma,  indicating  the  participation  of  telomere  shortening  in  tumor 
progression and supporting  the existence of diverse pathogenic mechanisms involved in the 
origin of these different lymphoma subtypes. In CD, TRF analysis  showed a tissue-specific 
significant telomere shortening  in small intestinal biopsies, determining an important role of 
telomere length in cancer predisposition observed in this  disorder. Our findings support the 
association between telomere shortening and an increased chromosome instability, both factors 
combined  with  cell  proliferation  disregulation  would  promote  the  cancer  development  and 
neoplastic progression.

Key words: telomeres; telomere shortening, telomeric association; multiple myeloma; follicular 

lymphoma; diffuse large B cell lymphoma; celiac disease
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1. Introducción





1. INTRODUCCION

1.1. Telómeros

Los  telómeros  son  estructuras  especializadas  ubicadas  en  los  extremos  de  los 

cromosomas eucarióticos,  constituidas  por secuencias  de ADN no codificante  altamente 

conservadas, en forma de hexanucleótidos (TTAGGG)n repetidas en tandem y proteínas 

asociadas (Figura 1). En humanos, cada extremo cromosómico contiene aproximadamente 

1000 a 2000 repeticiones teloméricas. Estas regiones permiten la completa replicación de 

los extremos 5’ del ADN cromosómico sin pérdida de secuencias internas y de los genes 

que estas secuencias pudieran contener. Cumplen un rol esencial en el mantenimiento de la 

integridad y estabilidad cromosómica, posicionan a los cromosomas dentro del núcleo para 

la replicación, permitiéndoles una correcta segregación en mitosis e impiden las fusiones 

terminales con otros cromosomas, constituyendo un factor crítico en la sobrevida celular. 

Además,  protegen  al  ADN  codificante  de  la  acción  enzimática  y  la  degradación, 

contribuyendo al mantenimiento de la estabilidad genómica (Blackburn, 1991). Asimismo, 

median importantes interacciones entre los cromosomas y la matriz nuclear (Walker y Col., 

1991),  pudiendo  además  ejercer  efectos  sobre  la  transcripción  de  genes  de  regiones 

subteloméricas (Gottscling y Col., 1990) e interactuar con los mecanismos regulatorios del 

ciclo celular (Holt y Col., 1996), y su acortamiento progresivo refleja una reducción en la 

capacidad replicativa de la célula, llevándola a la senescencia (Bacchetti, 1996).

Figura 1: Estructura molecular de los telómeros y sus proteínas asociadas (Leeper y Col., 2003)
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Asimismo, se sabe que la presencia de telómeros funcionales es importante para una 

propagación estable de los cromosomas durante el ciclo celular. Normalmente, en células 

en G1 y G2 los telómeros se asocian entre sí, orientándose hacia la periferia del núcleo, 

debiendo activarse un mecanismo específico para resolver dichas asociaciones al progresar 

hacia  la  mitosis.  Cuando los  telómeros  llegan  a  ser  críticamente  cortos,  su  separación 

durante la mitosis no se produciría adecuadamente, llevando a la formación de fusiones 

teloméricas  e  inestabilidad  cromosómica  (Counter  y  Col.,  1992;  Slijepcevic  y  Bryant, 

1998). 

Fuera de la región mayoritaria de doble cadena de los telómeros, en la cadena rica 

en G se encuentra el extremo 3’ formado por varios cientos de pares de bases simple 

cadena,  que forman una estructura terminal denominada 3’  overhang  (proyección 3’). 

Esta proyección, se pliega sobre sí misma por invasión de la región 3’ terminal simple 

cadena dentro de la región de ADN telomérico dúplex, formando asi una estructura en 

bucle denominada t-loop (Griffith y Col., 1999), que preserva a los extremos teloméricos 

de  la  fusión  terminal  y  los  eventos  consecuentes,  como  inestabilidad  cromosómica, 

senescencia replicativa y muerte celular (Figura 2).

Figura 2: a) Estructura del t-loop formado en los extremos cromosómicos; b) Ubicación espacial 
de la telomerasa, asi como de las otras proteínas de unión al ADN telomérico (Hodes, 2002)
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Las  proteínas  de  unión  al  ADN  telomérico  son  importantes  para  mantener  la 

estabilidad de los telómeros y regular la longitud de los mismos. Las proteínas TRF1 y 

TRF2 se unen a las secuencias teloméricas, cada una como homodímeros preformados. 

Ambas presentan una arquitectura similar, con sus dominios de unión al ADN formando 

unidades estructurales independientes. A pesar de las similitudes, estas proteínas tienen 

distintas funciones: TRF1 es un regulador negativo de la longitud telomérica, previniendo 

la  elongación  de  los  telómeros  una  vez  que  llegan  a  un  tamaño  crítico  y  su 

sobreexpresión determina el acortamiento telómerico (van Steensel y de Lange, 1997). 

Por  su  parte,  TRF2  si  bien  está  también  implicada  en  la  regulación  de  la  longitud 

telomérica, parece ser importante para estabilizar los extremos cromosómicos (de Lange, 

2002). Tiene la habilidad de remodelar el ADN telomérico por asociación con el extremo 

3’ libre,  induciendo la  conformación  del  t-loop  (Stansel  y Col.,  2001) y evitando las 

fusiones terminales. Recientemente se estableció que TRF1 y TRF2 son subunidades de 

un complejo de unión a telómeros mayor (telosoma) que también contiene POT1, PTOP, 

RAP1 y TIN2. Consistentemente con este modelo del complejo telosoma multi-proteico, 

se vio que liberando TRF1 de los telómeros  por expresión de tankirasa,  se redujo el 

reclutamiento de TIN2 y TRF2, sugiriendo que el mantenimiento telomérico dependería 

de este complejo de múltiples subunidades (Liu y Col., 2004).

La vigilancia al daño del ADN en células humanas puede activar sucesivamente 

los  sistemas  de  reparación,  los  puntos  de control  (checkpoints)  del  ciclo  celular  y  la 

apoptosis, en respuesta a menos de 4 roturas de doble cadena por genoma (Bakkenist y 

Kastan,  2003).  Este  sistema  de  vigilancia,  muestra  una  tolerancia  a  la  presencia  de 

telómeros cortos, los cuales a expensas de la unión de TRF2, no son reconocidos como 

rotura de doble cadena por la maquinaria  de replicación;  de este modo los telómeros 

moderadamente acortados no son reparados. Este proceso, ocurre antes de la asociación 

de  ATM (Ataxia  Telangiectasia  Mutated)  con  las  roturas   de  doble  cadena  y  de  la 

activación  del  sistema  de  respuesta  al  daño  dependiente  de  esta  vía  de  señalización 

(Broadshaw y Col., 2005). Otras proteínas se unen indirectamente a los telómeros, vía 

TRF1 y  TRF2 mediante  interacciones  proteína-proteína  y  juntas  actúan  regulando  la 

homeostasis  de  los  telómeros  (Collins  y  Mitchell,  2002).  Los  telómeros  críticamente 

acortados en células humanas senescentes, no tienen la capacidad de unirse a TRF2 para 
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ejercer  esa  protección,  induciéndose  así  la  senescencia  replicativa  (Karlseder  y  Col., 

2002).

1.1.1. Acortamiento telomérico

En los últimos años se ha generado un interés considerable en torno al rol de los 

telómeros  en  los  complejos  mecanismos  de  envejecimiento  y  carcinogénesis.  En 

individuos normales se observó una disminución de la longitud telomérica con el avance 

de la  edad,  que va desde aproximadamente  15000 pb en células  germinales  y  recién 

nacidos, 10000 pb en adultos jóvenes y 5000-7000 pb en células de ancianos (Harley y 

Col., 1990).  La integridad y funcionalidad de los telómeros son factores críticos en la 

vida  de  las  células  humanas,  considerándose  que  se  requiere  un mínimo de  longitud 

telomérica  para  mantener  su  función.  Durante  la  síntesis  de  ADN  se  produce  una 

replicación incompleta  en la cadena que se sintetiza  en forma discontinua,  generando 

pérdidas progresivas de 25 a 200 pares de bases de secuencias teloméricas con cada ronda 

de replicación del ADN, durante las sucesivas divisiones celulares, lo que determina el 

acortamiento telomérico (Hastie y Col., 1990; Mondello y Col, 1999; Goyns y Lavery, 

2000).

Hayflick y Moorhead (1961) sugirieron que la mayoría de las células normales 

están  programadas  para  un  número  dado  de  divisiones  celulares  y  que  no  pueden 

dividirse indefinidamente. Esta teoría fue expandida por Harley (1991) en su “hipótesis 

telomérica  del  envejecimiento”,  en  la  cual  postulaba  que  una  pérdida  telomérica 

suficiente en uno o más cromosomas en células somáticas normales actúa como un “reloj 

molecular” que gatilla la senescencia celular. Esto se vio apoyado por experimentos que 

mostraron que la regulación positiva de la actividad de telomerasa- enzima que participa 

en la regulación de la longitud telomérica- en fibroblastos humanos prevenía la erosión 

telomérica, llevando a estas células a la inmortalización (Bodnar y Col., 1998).

Respecto  de la  senescencia,  se  conoce  que las  células  humanas  presentan  dos 

barreras biológicas para extender su vida, una durante la fase M1 en la que se produce la 

senescencia  replicativa  o  estadio  1  de  mortalidad,  cuya  función  es  la  de  inhibir  la 
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inmortalización  celular  y  la  otra  durante  M2,  etapa  denominada  crisis,  en  la  que  las 

células que llegaron a esa instancia, suelen entrar en apoptosis. Aquellas que eluden la 

muerte  en  el  estadio  de  crisis  y  además  poseen  rearreglos  cromosómicos,  llegan  a 

inmortalizarse.  Estas  células  expresan  telomerasa  y  estabilizan  sus  telómeros, 

proliferando  indefinidamente.  Al  mismo  tiempo,  muestran  longitud  telomérica 

constantes, aneuploidías y translocaciones no recíprocas, sugiriendo que en el período de 

crisis los telómeros pierden su habilidad de protección del material genético.

Estudios  recientes  indican  que  la  longitud  de  los  telómeros  varía 

considerablemente entre los diferentes cromosomas, siendo el brazo corto del cromosoma 

17 el que presenta el menor número de repeticiones teloméricas (Martens y Col., 1998; 

Elwood,  2004).  Simultáneamente,  se  ha  demostrado  (Huffman  y  Col.,  2000)  que  el 

acortamiento  telomérico  es  proporcional  al  tamaño del  extremo 3’ libre,  es decir,  las 

células con extremos más largos, pierden más repeticiones teloméricas que aquellas con 

longitudes más cortas, considerándose actualmente que el estado del complejo telomérico 

sería un indicador importante e informativo de envejecimiento y viabilidad celular. De 

esta forma, los extremos rotos de los cromosomas que no poseen telómeros tienden a 

sufrir recombinación, generando fusiones con otras regiones terminales dañadas.

1.1.2. Acortamiento telomérico e inestabilidad cromosómica

Estudios previos han demostrado que el acortamiento telomérico está asociado a 

una senescencia  replicativa y a la presencia  de inestabilidad cromosómica (Counter y 

Col.,  1992,  Riboni  y  Col.,  1997),  mecanismos  que  contribuyen  directamente  a  la 

aparición de las anomalías  cromosómicas usualmente observadas en diversos tipos de 

cáncer.  De hecho,  se  ha  detectado  una  reducción  telomérica  en diferentes  neoplasias 

hematológicas  (Shay  y  Col.,  1996;  Boultwood  y  Col.,  1997;  Bechter  y  Col.,  1998; 

Engelhardt  y Col.,  2000; Remes y Col.,  2000) y tumores  sólidos,  así  como en líneas 

celulares (Kim y Col., 1994).

Esta  reducción  de  la  longitud  de  los  telómeros  llevaría  a  la  formación  de 

asociaciones  teloméricas  (TAs),  que  son  consideradas  como  un  primer  evento  en  la 
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generación de los rearreglos cromosómicos específicos observados en células tumorales 

(Slijepcevic y Bryant, 1998). Estas anomalías citogenéticas ocurrirían como resultado de 

ciclos  de  ruptura  y  fusión  que  involucran  las  regiones  intercentroméricas  de  los 

cromosomas  dicéntricos,  los  que  presentarían  segregaciones  defectuosas  durante  la 

mitosis, llevando a desbalances de material genético e inestabilidad genómica (Riboni y 

Col.,  1997;  Sawyer  y  Col.,  1998),  y  aumentarían  la  probabilidad  de producir  errores 

capaces  de  generar  cambios  genéticos  de  importancia  para  el  proceso  de  desarrollo 

neoplásico (Kim y Col., 1994; Shay y Col., 1996; Riboni y Col., 1997).

Si bien los mecanismos que producen las TAs son aún desconocidos, podrían estar 

asociados  a  fallas  en  la  actividad  de la  enzima telomerasa,  una  ribonucleoproteína  con 

actividad  de  transcriptasa  reversa  específica  de  telómeros,  que  permitiría  mantener  la 

longitud telomérica en equilibrio, de modo que la célula pueda seguir proliferando (Greider 

y Col., 1996). Asimismo, se ha demostrado una correlación positiva entre la presencia de 

anomalías cromosómicas y el acortamiento telomérico (Höglund y Col., 2003), habiéndose 

detectado que aquellos cromosomas con telómeros críticamente acortados se encontraban 

preferentemente involucrados en rearreglos estructurales en neoplasias (Gisselsson y Col., 

2002). Además, estudios con células de ratones deficientes de telomerasa han evidenciado 

la  relación  existente  entre  la  pérdida  de  repeticiones  teloméricas  y  la  consecuente 

predisposición a fusiones terminales (Blasco y Col., 1997).

Este proceso de acortamiento puede ser compensado por una síntesis telomérica 

de novo  por parte  de la telomerasa  (Greider  y Blackburn,  1985; Nugent  y Lundblad, 

1998).  En  humanos  la  actividad  de  esta  enzima  está  presente  durante  el  desarrollo 

embrionario, pero es reprimida en la mayoría de los tejidos somáticos adultos, excepto en 

células  germinales,  células  stem y  en  la  mayoría  de  las  células  tumorales  in  vivo o 

inmortalizadas in vitro, mostrando bajos niveles en algunos tejidos con capacidad de auto 

renovación. Esto sugeriría que tanto la telomerasa como el mantenimiento telomérico son 

requeridos para una proliferación celular ilimitada y para la tumorigénesis  (Counter y 

Col., 1992; Bacchetti, 1996). 
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Actualmente,  se considera que hay dos caminos  principales  para que una célula 

tumoral pueda adquirir actividad de telomerasa. Uno es el de “reactivación” de la actividad 

enzimática a través de un proceso inducido por un acortamiento telomérico crítico en una 

célula  telomerasa  negativa,  que  ha  sufrido  un  evento  de  transformación,  situación 

observada  en  los  tumores  sólidos.  El  otro  es  mediante  un mecanismo de  “inducción  y 

retención” de la capacidad de expresar actividad de telomerasa por parte  de una célula 

normal competente telomerasa-positiva, como las células progenitoras de la médula ósea y 

los linfocitos, que adquirirían un fenotipo neoplásico (Norrback y Col., 1996). Este último 

camino es el que tendría lugar en el caso de las neoplasias linfoides, teniendo en cuenta la 

actividad  de  telomerasa  y  el  alargamiento  telomérico  detectado  durante  el  proceso  de 

maduración de las células B en el centro germinal (Norrback y Col., 2001). Existe también 

un mecanismo alternativo, basado en la presencia de mutaciones o deleciones en alguno de 

los genes que participan en el control del equilibrio entre la elongación por la telomerasa y 

el acortamiento telomérico. Esto ocurre como consecuencia de recombinación homóloga 

entre telómeros, donde las secuencias son copiadas de un telómero a otro por hibridación 

complementaria, llevando al mantenimiento de la longitud telomérica y la extensión de la 

sobrevida celular sin activación de la telomerasa (Reddel y Col., 1997). Muy recientemente 

se ha detectado en el cromosoma 5 un gen que posiblemente funcione como represor de la 

telomerasa, sugiriendo que la pérdida de este cromosoma o parte del mismo conteniendo al 

gen  puede  ser  responsable  de  su  reactivación  (Kugoh  y  Col.,  2003).  Además,  se  ha 

propuesto otro modelo basado en el mantenimiento de la función telomérica como factor 

determinante en el mecanismo de activación de la telomerasa (Blackburn, 2000).

A nivel del ciclo celular, se detectó actividad de telomerasa en las fases G1, S y 

G2, observándose una represión al entrar las células a G0 debido, entre otras causas, a la 

carencia  de  factores  de  crecimiento,  inhibición  por  contacto  de  la  división  celular  o 

inducción  de  la  senescencia  por  reversión  en  una  línea  celular  inmortalizada  o  por 

diferenciación (Holt y Col., 1996).
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El  rol  de  la  telomerasa  en  la  inmortalización  ha  sido  confirmado  a  través  de 

hallazgos  de  expresión  ectópica  en  células  normales,  las  cuales  mostraron  una 

extensión de su vida (Bodnar y Col., 1998; Yang y Col., 1999). No obstante, habría 

evidencias  que la  telomerasa  funciona como una enzima reparadora del  ADN y 

antiapoptótica, además de su rol en el mantenimiento telomérico (Counter y Col., 

1995; Ohyashiki y Col., 1997; Engelhardt y Martens, 1998; Wu y Col., 2003).

Estudios recientes han demostrado que la inhibición de la actividad de telomerasa 

puede llevar directamente a acortamiento telomérico y daño celular, o indirectamente, por 

bloqueo de la sobrevida mediada por telomerasa, aumentar el daño celular generado por 

otros factores (Counter y Col., 1995; Ohyashiki y Col., 1997; Engelhardt y Martens, 1998; 

Wu y Col.,  2003).  El  tiempo transcurrido  desde la  administración  de inhibidores  de la 

actividad  de  telomerasa  hasta  evidenciarse  algún  tipo  de  respuesta  estaría  acorde  a  la 

farmacodinámica  de  la  inhibición  de  la  telomerasa  y  a  la  naturaleza  acumulativa  del 

acortamiento telomérico generada por divisiones celulares progresivas o por eventos que 

dañen los telómeros, como pueden ser las señales apoptóticas (Hodes, 2001, Mergny y Col., 

2002). 

En  tumores  dependientes  de  telomerasa  se  vio  que  un  acortamiento  telomérico 

simultáneo con la inhibición de la actividad de telomerasa, podría generar una citotoxicidad 

sinérgica y selectiva  hacia  el  tumor.  Para ello  se utilizó  la droga paclitaxel  que genera 

erosión telomérica conjuntamente con la inhibición de la telomerasa a través de un hTR 

antisentido o AZT, observándose un aumento de la actividad antitumoral del paclitaxel. 

Este abordaje contra el acortamiento telomérico y la actividad de telomerasa mostró una 

especificidad para este tipo de tumores, en células telomerasa positivas, tanto in vitro como 

in vivo (Mo y Col., 2003). Por otro lado, se sabe que la 'upregulation' o reexpresión de la 

telomerasa puede resultar en la restauración de la estabilidad cromosómica que llevaría a 

una proliferación celular continua. De esta forma, la inhibición de la función de telomerasa 

podría constituir una nueva estrategia como terapia antineoplásica y de quimioprevención.

1.1.3. Telómeros y neoplasias
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Diferentes  reportes  mostraron  asociación  entre  la  presencia  de  TAs  y  el 

acortamiento telomérico en diferentes tumores sólidos y líneas celulares (Schwartz y Col., 

1989;  Holzmann  y  Col.,  1993;  Saltman  y  Col.,  1993),  asi  como  correlación  entre  la 

reducción  telómerica  y  el  aumento  de  los  niveles  de  telomerasa  en  leucemias  y 

preleucemias (Yamada y Col., 1993; Kim y Col., 1994; Counter y Col., 1995). Asimismo, 

se ha observado una evolución clonal de las fusiones teloméricas en diferentes neoplasias 

(Howell y Col., 1993; Richkind y Col., 1994; Sawyer y Col., 1996; 1998), alteraciones que 

darían origen a  una evolución cariotípica,  pudiendo constituir  lesiones  precursoras para 

otras anomalías estructurales tales como translocaciones inestables,  dicéntricos o anillos 

(Sawyer y Col., 1998).
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Los estudios realizados en neoplasias hematológicas mostraron un aumento de TAs, 

con  la  presencia  de  TAs  clonales  en  leucemia  linfocítica  crónica  y  leucemia 

prolinfocítica (Howell y Col.,  1993; Crossen y Col., 1993), detectándose además 

disminución de la longitud telomérica y aumento de la actividad de telomerasa en 

estadios avanzados de diferentes neoplasias hematológicas (Counter y Col., 1995; 

Shay y Col., 1996). En leucemias agudas se observó una importante reducción de la 

longitud  telomérica  al  momento  del  diagnóstico,  con  valores  normales  en  la 

remisión completa (Ohyashiki y Col.,  1997). En leucemia mieloide aguda, se ha 

demostrado  que  la  actividad  de  telomerasa  es  inhibida  durante  el  proceso  de 

diferenciación celular y que los pacientes con aumento de la actividad de telomerasa 

presentan  anomalías  citogenéticas  de  mal  pronóstico  (Zhang  y  Col.,  1996).  Un 

comportamiento  similar  se  detectó  en pacientes  con sindromes  mielodisplásicos, 

observándose además que la presencia de telómeros cortos al  diagnóstico estaría 

asociada con enfermedad más agresiva (Ohyashiki  y Col.,  1994, Rigolin y Col., 

2004) y con la progresión a leucemia mieloide aguda (Sieglova y Col., 2004). Por 

otra parte, en leucemia mieloide crónica se observó un incremento de la actividad de 

telomerasa durante la fase blástica (Counter y Col., 1995), así como una reducción 

de la expresión de los componentes de la misma en fase crónica, generando una 

disrupción de la homeostasis de los telómeros que podría influir en la progresión de 

la enfermedad (Drummond y Col., 2005). Asimismo en leucemia T de adultos se 

estableció a ambos parámetros, longitud telomérica y actividad de telomerasa, como 

factores pronósticos (Kubuki y Col., 2005).

En  tumores  sólidos  se  han  detectado  variaciones  de  la  longitud  telomérica  con 

predominio del acortamiento telomérico, asi como la presencia de actividad de telomerasa 

en  la  mayoría  de  las  neoplasias  estudiadas  (Smith  y  Yeh,  1992;  Butler  y  Col.,  1996; 

Engelhardt  y  Col.,  1997;  Cottliar  y  Slavutsky,  2001;  Suzuki  y  Col.,  2002;  Biroccio  y 

Leonetti,  2004;  Angele y Col.,  2004; Boldrini  y Col.,  2004;  Meeker y Col.,  2004). Sin 

embargo,  en tumores  testiculares  de células  germinales,  se observó un alargamiento  de 

telómeros, sugiriendo un alto potencial proliferativo (Nowak, 1997). Además, se detectó la 

expresión de actividad de telomerasa en neoplasias de células germinales, en contraste con 

teratomas  maduros,  donde se  la  vio reprimida.  Dicha actividad  podría  contribuir  a una 
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capacidad proliferativa limitada de los teratomas maduros, sustentando la existencia de una 

relación  inversa  entre  la  actividad  de  telomerasa  y  el  estadio  de  diferenciación  en  los 

tumores  de  células  germinales  (Albanell  y  Col.,  1999).  Asimismo,  la  ausencia  de 

telomerasa y de telómeros acortados mostró efectos mínimos en la carcinogénesis de piel y 

de páncreas (Argilla y Col., 2004). Esto sugiere que, si bien en la mayoría de los tumores se 

observó reducción telomérica, existen casos donde esto no ocurre.

Por otra parte, en carcinoma hepatocelular se observó un acortamiento progresivo 

de telómeros y actividad de telomerasa, concluyendo que la expresión de telomerasa puede 

ser un marcador útil para la detección temprana de la progresión de cáncer hepático (Miura 

y Col., 1997), mientras que en carcinoma renal no presentó valor pronóstico (Sugimura y 

Col., 1999), indicando la importancia de realizar estos estudios en las diferentes patologías 

a fin de detectar su posible valor como marcador tumoral, tendiente a plantear algún tipo de 

terapia específica para pacientes que posean este tipo de anomalías.

En  el  presente  trabajo  estudiamos  en  forma  específica  las  modificaciones  de  la 

longitud telomérica en pacientes con mieloma múltiple y diferentes subtipos histológicos de 

linfomas no Hodgkin (LNH). Asimismo se estudiaron pacientes con enfermedad celíaca, 

patología con predisposición al desarrollo neoplásico, particularmente LNH.

1.2. MIELOMA MÚLTIPLE 

El Mieloma Múltiple (MM) es una neoplasia clonal a células B caracterizada por 

una infiltración atípica de células plasmáticas en la médula ósea y la secreción de una 

proteína monoclonal del tipo de las  inmunoglobulinas (Ig) conocida como componente 

M, en suero y/u orina. Dichas células plasmáticas se agrupan en grandes focos o nódulos, 

constituyendo un efecto de “masa” que generaría un microambiente de retroalimentación 

para el mieloma (Bartl y Col., 1982; Grogan y Col., 2001). Además, como características 

clínicas  típicas  de  esta  patología,  se  describen  la  presencia  de  lesiones  osteolíticas, 

asociadas  a  un  metabolismo  óseo  desacoplado:  fracturas,  dolor  óseo,  anemias  e 

inmunosupresión, debida a la pérdida de la función de las células stem hematopoyéticas 

normales.
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Se postula  que el  MM se originaría  a  partir  de un proceso de transformación 

neoplásica  de  múltiples  pasos  que  conduce  a  la  acumulación  progresiva  de  eventos 

genéticos  que  favorecerían  la  proliferación  y  expansión  clonal.  Su  inicio  sigue  la 

“hipótesis de los dos eventos” con un estímulo antigénico inicial que lleva al surgimiento 

de nuevos clones benignos seguido de un segundo paso o evento mutagénico que causa la 

transformación maligna (Hallek y Col., 1998).

La edad media de los pacientes al diagnóstico es de 68 años en hombres y 70 en 

mujeres y la relación hombres:mujeres es 1:1. La médula ósea presenta un compromiso 

generalizado que involucra las áreas de hematopoiesis más activas: vértebras, costillas, 

cráneo, pelvis, fémur, clavícula y escápula. El componente M se encuentra como un pico 

en la región gamma de las proteínas del suero y suele observarse en concentraciones 

mayores a 3 g/dl de IgG y mayores a 2 g/dl de IgA. Además, existe otro tipo de MM no 

secretor, en el cual las células plasmáticas sintetizan pero no secretan moléculas de Ig.

Respecto de la etiología del MM, se observaron riesgos incrementados (3-4 veces) 

de  desarrollar  MM en  personas  expuestas  a  diversos  agentes  químicos,  así  como  en 

sobrevivientes de las bombas atómicas de Nagasaki e Hiroshima (Linet y Col., 1987).

Los pacientes con MM presentan rangos de sobrevida muy amplios, de pocos meses 

a 15 años (Shaughnessy, 2004). En cuanto a los factores de mal pronóstico al momento del 

diagnóstico, se consideran de importancia: el estadio clínico, la presencia de insuficiencia 

renal,  la  concentración  de  hemoglobina,  el  calcio  sérico,  la  presencia  de  lesiones 

osteolíticas, la concentración del componente M y la β2  microglobulina (β2M). Asimismo, 

la estimación del grado de reemplazo de la médula ósea por células plasmáticas, puede 

tener valor pronóstico asi como las anomalías genéticas tales como deleciones de 13q14 y 

17p13 (Desikan y Col., 2000).

Con referencia  al  inmunofenotipo,  el  MM suele  expresar  un  único  tipo  de Ig 

citoplasmática y no de superficie. La Ig mayoritaria es IgG o IgA y raramente IgD, IgE o 

IgM. En el 85% de los casos, se producen ambos tipos de cadenas, liviana y pesada y en 

el 15% sólo se expresa la cadena liviana, constituyendo este último otro tipo de MM. La 

mayoría  de  los  casos  carecen  de  los  antígenos  pan-B  CD19  y  CD20,  mientras  que 
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expresan CD38 y CD79a. Asimismo, las células plasmáticas del MM expresan CD56/58 

y están desprovistas  de CD19,  contrariamente  a  lo  que ocurre  en células  plasmáticas 

normales. En la mayoría de los casos se encontró expresión de CD138, que podría ser 

importante para el anclaje de las células plasmáticas en la médula ósea (Ridley y Col., 

1993). Los estudios moleculares de los genes de Ig revelan la presencia de rearreglos 

monoclonales, habiéndose observado una alta frecuencia de mutaciones somáticas en los 

genes  IgVH,  lo  que  es  consistente  con  una  derivación  post-  centro  germinal  (Harris, 

2001).

La sobrevida y proliferación de las células del MM resultan muy dependientes del 

microambiente  que  las  sustenta.  La  presencia  de  IL-6  les  permite  mantener  su 

crecimiento, protegiéndolas de los efectos apoptóticos de corticosteroides. Asimismo, en 

la  patogénesis  del  MM  es  importante  la  angiogénesis,  siendo  el  VEGF  (Vascular 

Endothelial  Growth Factor)  uno de los factores  endógenos que la promueven.  Inhibir 

dicho proceso tendría implicancias pronósticas y terapéuticas de importancia, siendo la 

talidomida  uno  de  los  agentes  antiangiogénicos  utilizados  que,  previo  al  transplante 

autólogo, ofrece buenas respuestas clínicas en la tercera parte de los pacientes, actuando 

además en forma sinérgica con la quimioterapia y los corticoides (Cavo y Col., 2004).

1.2.1. Estudios citogenéticos y citomoleculares 

El análisis cromosómico en MM, se ve bastante limitado por el bajo índice de 

proliferación  in  vitro de  las  células  plasmáticas.  Sin  embargo,  el  uso  de  cultivos 

estimulados y la hibridización in situ con fluorescencia (FISH) han permitido aumentar el 

número  de  casos  informativos.  Los  estudios  citogenéticos  permitieron  detectar  la 

presencia  de anomalías  cromosómicas  numéricas  y estructurales  en el  20-60% de los 

casos, con una media de 30-40% (Durie, 1992; Calasanz y Col., 1997; Gutiérrez y Col., 

2000)  y  en  el  60-70%  de  los  pacientes  con  enfermedad  avanzada,  observándose 

correlación  de  la  presencia  de  aberraciones  cromosómicas  con  la  progresión  de  la 

enfermedad (Lai y Col., 1995). Se encontraron ganancias en los cromosomas 3, 5, 7, 9, 

11, 15, 19 y 21 y pérdidas en: 8, 13, 14, 16 y X (Debes-Marun y Col., 2003). Entre las 

pérdidas, la monosomía 13 o la deleción de 13q14 es el hallazgo más común, presente en 
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el 15-40% de los casos al diagnóstico (Konigsberg y Col., 2000; Fonseca y Col., 2001). 

Jacobson y colaboradores (2003), analizaron la relación entre los cambios de ploidía y la 

expresión génica, detectando una expresión diferencial en 25% de los genes estudiados. 

En  los  cromosomas  12,  13,  14,  16  y  22  el  90%  de  los  genes  estaban  regulados 

negativamente,  mientras  que  los  genes  de  los  cromosomas  5,  15  y  21  estaban 

positivamente  regulados,  encontrándose  ésto  asociado  a  una  mala  evolución  clínica 

(Shaughnessy y Col., 2003; Jacobson y Col., 2003).

A  nivel  de  citogenética  molecular  se  detectó  un  40  %  de  pacientes  con 

translocaciones que involucraban el gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas, en 

el  locus  14q32  (Kuehl y  Bergsagel,  2002).  Recientes  trabajos  establecieron  que  la 

presencia de hiperdiploidías y de t(11;14)(q13;q32) estaba asociada con buen pronóstico; 

mientras que la ausencia de hiperdiploidías, la presencia de otras translocaciones distintas 

a  t(11;14)  y  la  monosomía  o  deleción  del  cromosoma  13,  son  indicadores  de  mal 

pronóstico (Smadja y Col., 2001; Fonseca y Col., 2004), resultando la detección de las 

anomalías  del  cromosoma 13 por  FISH el  factor  pronóstico  adverso de mayor  poder 

(Desikan y Col., 2000; Facon y Col., 2001). 

Si bien la técnica de FISH detecta más rearreglos que el análisis cariotípico (45-

50%  contra  15%),  la  citogenética  logra  definir  un  subgrupo  de  pacientes  con  un 

pronóstico aún más adverso,  dado que la detección  de alguna anomalía  cromosómica 

probablemente  corresponde  a  un  comportamiento  más  agresivo  del  tumor  y  podría 

correlacionarse con una mayor actividad proliferativa, también evaluada por el índice de 

células plasmáticas (Shaughnessy y Col., 2003).
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1.2.2. Gamopatías Monoclonales de Significado Incierto (MGUS)

El  MM suele  estar  precedido  por  un  estado  premaligno,  denominado  MGUS, 

caracterizado por la  expansión de una proteína monoclonal  en suero u orina sin  otra 

característica clínica de MM. La prevalencia de MGUS es de 1% en mayores de 50 años 

y de 3% en mayores de 70 años. A nivel clínico, los pacientes con MGUS tienen un curso 

benigno, con un seguimiento de 25 años, existiendo una probabilidad actuarial del 30% 

de desarrollar una neoplasia de células plasmáticas (Kyle y Col., 2002). Este riesgo de 

transformación maligna no está relacionado con el  tipo de componente M. El tiempo 

medio desde la aparición de la proteína M hasta el diagnóstico de MM u otro desorden 

linfoproliferativo es de alrededor de 10 años, por lo que estos pacientes deben controlarse 

continuamente para evaluar evidencias de progresión de la enfermedad (Kyle, 1993). Las 

células plasmáticas en MGUS son muy similares a las células plasmáticas normales, sin 

nucléolos y con idéntico inmunofenotipo.

El análisis citogenético y citomolecular mostró similitud en las translocaciones 

que presentan MGUS y MM, con frecuencias  menores  en el  primero,  sugiriendo que 

estas anomalías representarían eventos tempranos en ambas patologías, con importancia a 

nivel patogenético (Fonseca y Col., 2002).

Un estudio de los perfiles de expresión génica por  microarrays sobre ARN de 

células plasmáticas aisladas de controles y pacientes con MM al diagnóstico y MGUS, 

permitió  identificar  clusteres  de  genes  que  discriminaban  entre  células  plasmáticas 

normales y neoplásicas, y que podrían estar involucradas en el desarrollo del MM (Zhan 

y  Col.,  2002).  Análisis  posteriores,  no  mostraron  disparidad  entre  ambos  tipos  de 

pacientes, indicando que las modificaciones en el microambiente de la médula ósea y las 

fallas a nivel del sistema inmune, se sumarían a los cambios genéticos presentes en las 

células  tumorales,  para  contribuir  al  pasaje  de  una  condición  benigna  de  las  células 

plasmáticas, como es el MGUS, al MM (Shaughnessy, 2004). 

Aún  no  existen  parámetros  que  permitan  identificar  aquellos  pacientes  que 

podrían progresar a MM ni la manera de retrasar o prevenir esta progresión. Es por ello 
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que resulta fundamental una mejor comprensión de los mecanismos patogénicos a nivel 

molecular de estas condiciones a fin de desarrollar abordajes de diagnóstico, tratamiento 

y prevención adecuados.

1.3. ENFERMEDAD CELIACA

La enfermedad  celíaca  (EC) es  una  patología  multifactorial  caracterizada  por  la 

lesión de la mucosa del intestino delgado en respuesta a la ingestión del gluten contenido en 

el trigo, la cebada y el centeno en individuos genéticamente susceptibles (OMIM, 2002). 

Estas proteínas almacenadas en los granos ejercen un efecto patogénico sobre la mucosa del 

intestino delgado que genera una respuesta inmune inapropiada mediada por células T que 

produce daño tisular y éste, a su vez genera más daño que se auto-perpetúa por la continua 

presencia de gluten.

Bajo condiciones fisiológicas, el epitelio intestinal, conteniendo sus tight junctions  

(uniones  estrechas  entre  células)  intactas,  sirve  como  barrera  contra  el  pasaje  de 

macromoléculas  tales  como el  gluten.  Mientras  que  la  salubridad  impera,  una  cantidad 

inmunológicamente significativa de antígenos cruzan dicha barrera. De éstos, más del 90% 

lo hace a través de la vía transcelular y, por posterior degradación lisosomal, convierte a las 

proteínas en pequeños péptidos no inmunogénicos. La porción remanente de estos péptidos 

es  transportada  como  una  proteína  intacta,  dando  una  respuesta  inmune  específica  del 

antígeno.  Este  fenómeno,  se  da  utilizando  el  paso  paracelular  que  involucra  una  sutil 

regulación de las uniones intercelulares, llevando a una tolerancia antigénica. Cuando la 

integridad de las  tight junctions se ve afectada, como en la EC, puede desarrollarse una 

respuesta inmune a antígenos  ambientales  como el  gluten.  La regulación  positiva de la 

zonulina,  un péptido intestinal  que participa  en la  regulación de dichas  tight  junctions, 

generaría  una  permeabilidad  intestinal  aumentada,  típica  de  la  fase  temprana  de  esta 

patología (Fasano y Col., 2000) y puede ser responsable también de un incremento en la 

incidencia  de  los  desórdenes  autoinmunes  reportados  en  pacientes  con  EC  no  tratada 

(Ventura y Col., 1999).
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En individuos susceptibles, dicha hiperreactividad al gluten mediada por células T 

da como resultado la lesión de la superficie mucosa de absorción del intestino delgado que, 

con el tiempo, conduce a un estado de malabsorción severa que afecta todos los nutrientes. 

Sin  embargo,  tanto  las  alteraciones  clínicas  como  las  histológicas  son  generalmente 

reversibles mediante una dieta libre de estas proteínas insolubles. Estudios recientes han 

establecido que la fracción tóxica del gluten de trigo responsable de la inmunogenicidad es 

un oligopéptido común a varios glútenes (Vader y Col, 2002). Esto plantea la posibilidad de 

fabricar productos de trigo que sólo sean deficientes en esta toxina y que por lo tanto sean 

inocuos para los pacientes con EC.

El diagnóstico definitivo de EC requiere la demostración de las lesiones típicas del 

intestino delgado y evidencias posteriores de su resolución histológica o clínica debido a la 

adopción  de  una  dieta  libre  de  gluten.  Esta  enfermedad  comienza  en  el  duodeno y  se 

extiende distalmente en los casos más severos. Las alteraciones histológicas consisten en 

una disminución de la altura de las vellosidades y una hiperplasia compensadora de las 

criptas, produciendo un efecto neto de pérdida de superficie de absorción y la presencia de 

infiltrado mononuclear en la mucosa. Las alteraciones tempranas incluyen un aumento del 

número de linfocitos intraepiteliales, lo cual, acompañado de una mejoría post-dieta libre de 

gluten mediante una nueva biopsia y/o disminución de los niveles de anticuerpos séricos 

permitiría un diagnóstico certero de la patología.

El aplanamiento de la mucosa está acompañado de una infiltración de linfocitos 

CD4 y de células plasmáticas secretoras de IgA en la lámina propia, y de un aumento de la 

cantidad total de linfocitos dentro del epitelio.  Estos linfocitos intraepiteliales son en su 

mayoría células T CD8 capaces de secretar citoquinas. En la EC existe un aumento en la 

población de las células  T que expresan el  receptor  gamma-delta,  poco frecuente,  y de 

enterocitos  que  presentan  evidencias  de  activación  inmune  debido  a  un  aumento  de  la 

expresión de los antígenos de clase II del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). 

Muchas de estas alteraciones, e incluso el aplastamiento de la mucosa, han sido encontradas 

en familiares  de pacientes  con EC. Aún no se ha establecido  la  incidencia  de esta  EC 

“latente”,  sin  embargo,  la  detección  de  pacientes  asintomáticos  posiblemente  tenga 

implicancias en la prevención de los cuadros asociados con esta enfermedad.
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Un  indicador  muy  específico  de  EC  es  la  presencia  de  anticuerpos  IgA  anti-

endomisio (una estructura de músculo liso del tejido conectivo) habiéndose identificado 

una  transglutaminasa  tisular  como  un  autoantígeno  que  estaría  jugando  un  rol  de 

importancia en la patogénesis de esta enfermedad (Dieterich y Col., 1997).

Además,  la  EC está  estrechamente  asociada  con ciertos  haplotipos  de MHC, en 

particular  HLA-B8,  -DR3,  -DR7,  -DQ2 y  con  heterocigosis  para  HLA-DR5/-DR7.  En 

diferentes poblaciones, entre el 80 y el 100% de los pacientes con EC tienen alguno de 

estos haplotipos. No se conoce bien el mecanismo por el cual un determinado haplotipo 

confiere hiperreactividad al gluten, pero se presume que podría haber alguna relación con la 

capacidad de presentación del  antígeno del  gluten al  sistema inmune,  de forma tal  que 

estimulara una respuesta crónica de las células T sin inducción de tolerancia.

Desde el punto de vista epidemiológico, la EC ha mostrado interesantes cambios en 

la última década del siglo XX. Aplicando los tests más modernos de detección serológica 

en población general,  se encontró que este desorden es más común de lo que se creía, 

afectando a una entre 120 y 300 personas tanto en Europa (Fasano y Catassi, 2001) como 

en Estados Unidos (Maki y Col., 2003). Por otra parte, son muy pocos los datos en América 

Latina. Un estudio efectuado en Brasil en dadores de sangre encontró una prevalencia de 1 

en 681 individuos, no obstante, dicho análisis no refleja la diversidad étnica, por lo que sus 

resultados  no  pudieron  proyectarse  a  la  población  general  (Gandolfi  y  Col.,  2000).  En 

nuestro  país,  un  estudio  reciente,  representativo  de  la  población,  mostró  una  alta 

prevalencia  de  la  enfermedad  (1:167),  con  datos  similares  a  Europa  (lugar  de  donde 

proviene mayoritariamente nuestra población),  siendo su frecuencia el doble en mujeres 

(1:124) que en hombres (1:251) (Gómez y Col., 2001).

A nivel genético, se ha descripto para EC la presencia de un gen telomérico a la 

región HLA de clase I en 6p21.3 que probablemente esté involucrado en su patogénesis 

(Lie y Col., 1999), y una región cromosómica en 15q11-q13 que estaría implicada como 

factor de susceptibilidad en esta patología (Woolley y Col., 2002). Recientemente se ha 

detectado la asociación de esta patología con un haplotipo común del gen CTLA4, ubicado 

en 2q33, que presenta un importante rol en la regulación de la respuesta inmune mediada 

por linfocitos T (Hunt y Col., 2005).
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Si bien las variaciones de HLA explican la mayor parte de la epidemiología de la 

EC, también pueden ser importantes los factores ambientales. Entre ellos, se pueden incluir 

la introducción del gluten demasiado tempranamente en la dieta del lactante y la exposición 

a  un  virus  entérico  que  puede  inducir  la  producción  de  anticuerpos  que  dan  reacción 

cruzada con el gluten (Moss y Holt, 1998). 

1.3.1. Enfermedad celíaca y neoplasias

Existen varias enfermedades asociadas con la EC, algunas potencialmente graves. 

Una de las complicaciones más importantes a considerar es el  desarrollo de neoplasias, 

particularmente linfomas malignos y carcinomas gastrointestinales (Swinson y Col., 1983; 

Corrao y Col.,  2001;  Askling  y Col.,  2002;  Catassi  y  Col.,  2002;  West  y  Col.,  2004). 

Globalmente, la incidencia de tumores malignos en EC (11-15%) no resulta muy diferente 

de  la  observada  en  la  población  general.  No  obstante,  cuando  se  analiza  en  forma 

específica, se observa un marcado aumento en el riesgo a desarrollar adenocarcinoma de 

intestino delgado, patología infrecuente en la población general (Moss y Holt, 1998) y en la 

que recientemente se ha podido demostrar la secuencia adenoma-carcinoma (Rampertab y 

Col., 2003). Asimismo, los carcinomas de esófago y faringe son también ligeramente más 

frecuentes en estos pacientes (Moss y Holt, 1998).

El  linfoma también  muestra  una  frecuencia  aumentada  respecto  de  la  población 

general (2-3 veces) (Cellier y Col., 2000; Catassi y Col., 2002), constituyendo dos tercios 

de  todas  las  neoplasias  que  presentan  los  celíacos  (Corrao  y  Col.,  2001).  Un  estudio 

reciente efectuado en Canadá muestra una incidencia de linfomas malignos de 8,4% en EC 

(Freeman,  2004), valor similar  al  obtenido en estudios realizados en Europa (Askling y 

Col.,  2002;  Catáis  y  Col.,  2002;  West  y  Col.,  2004).  Este  incremento  es  debido 

fundamentalmente a una mayor incidencia de linfomas de células T del intestino delgado 

(Cellier  y Col.,  2000), entre los cuales el linfoma T tipo enteropatía  presenta una clara 

asociación con esta enfermedad. Más aún, una proporción de pacientes tiene EC refractaria 

en un período previo al  diagnóstico de la  enteropatía  T.  A nivel  genético,  esta  entidad 

presenta pérdida de heterocigosidad en 9p21, lo que podría tener un rol de importancia en el 

desarrollo  de  esta  neoplasia  (Obermann  y  Col.,  2004).  Estos  linfomas  constituyen  la 
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complicación más frecuente a largo plazo de la EC, siendo considerados su principal causa 

de muerte (Sonet y Col., 2004).

Dado que algunos estudios sugieren que el cumplimiento de la dieta libre de gluten 

disminuye la incidencia de linfomas, es conveniente aconsejar este tipo de dieta a todos los 

pacientes, aún cuando no presenten síntomas. De hecho, la EC no tratada, puede progresar a 

un estado debilitante crónico e incluso a la muerte por desnutrición o al desarrollo de una 

neoplasia intestinal, mientras que, la EC tratada tiene una expectativa de vida normal.

En un encuentro reciente del American College of Gastroenterology se estableció 

que esta enfermedad se presenta mayoritariamente en forma asintomática, por lo que es más 

fácil de reconocer su presencia por rastreo en la población general (Rampertab, 2004). Si 

bien actualmente no existe ninguna medida preventiva para la EC, en algunas partes del 

mundo se ha observado una disminución en la incidencia de la misma como consecuencia 

de la  modificación  temprana  de la  dieta  de los  lactantes,  retrasando el  comienzo de la 

alimentación con gluten. El diagnóstico precoz realizado en poblaciones de alto riesgo para 

identificar a los pacientes con EC latente también puede ser eficaz si se observa que estas 

modificaciones de la dieta previenen su desarrollo y/o sus complicaciones posteriores.

Por otro lado, estudios previos de nuestro grupo en esta patología han detectado un 

aumento de la actividad transcripcional del ADN ribosomal (Slavutsky y Col., 1992) así 

como un incremento de la inestabilidad cromosómica (Fundia y Col., 1994; 1996). En este 

último  aspecto,  se  observó  un  aumento  de  la  presencia  de  aberraciones  cromosómicas 

asociadas con puntos de ruptura específicos del genoma, como sitios frágiles y puntos de 

ruptura  relacionados  a  cáncer,  correspondiendo el  75% de  los  mismos  a  los  rearreglos 

característicos  de  LNH.  Estos  resultados  sugerirían  que  dicha  inestabilidad  genómica 

estaría asociada a la predisposición a desarrollar neoplasias observada en EC y estimulan 

nuestro interés en efectuar el análisis de TRF en estos pacientes.

1.4. LINFOMA NO-HODGKIN (LNH)

Los  LNH constituyen  un  grupo heterogéneo  de  tumores  originados  en  el  tejido 

linfoide,  diferenciables  por  su  histología,  comportamiento  biológico,  curso  clínico  y 
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respuesta terapéutica. Son tumores que resultan de la expansión clonal de células B o T 

transformadas en diversos puntos de sus vías de diferenciación. Aproximadamente un 85% 

corresponde al fenotipo B y el 15% restante al fenotipo T y  natural killer (NK). En la 

mayoría  de  los  casos  estos  tumores  se  desarrollan  en  los  nódulos  linfáticos,  pero 

ocasionalmente se encuentran en otros órganos donde las células linfáticas son abundantes 

como bazo, médula ósea, hígado, piel y tracto digestivo.

Recientes datos muestran un incremento en la incidencia de estos linfomas a nivel 

mundial, particularmente en los subtipos histológicos más agresivos (Parkin y Col., 1997, 

Vose y Col., 2002). Existen diferentes factores que han contribuido a este incremento, entre 

los que se destacan el desarrollo de LNH en pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia 

Adquirida,  seguida en mucho menor proporción, por las inmunodeficiencias congénitas, 

diferentes agentes infecciosos como HTLV-I y II (Human T-cell lymphotropic virus type I 

y  II),  virus  Epstein-Barr,  Helicobacter  pylori,  Hepatitis  C,  susceptibilidad  genética, 

herbicidas, fertilizantes y características de la dieta.

En la actualidad, la expansión de los estudios inmunofenotípicos y el desarrollo de 

las técnicas moleculares, ha permitido efectuar una evaluación más certera de las neoplasias 

linfoides. La clasificación REAL (Revised European-American Lymphoma; Harris y Col., 

1994), propuesta sobre estas bases, hizo factible la identificación de los diferentes subtipos 

histológicos de linfomas originados en células B y T. La misma define cuatro áreas para 

cada entidad:  morfología,  inmunofenotipo,  genética y características clínicas,  mostrando 

una nueva concepción en el estudio de esta patología. Desde 1999 se conoce una nueva 

clasificación denominada WHO (World Health Organization) (Harris y Col., 1999), basada 

en los principios del grupo REAL, que divide a estas neoplasias según sean originadas en 

células B, T y NK. Si bien ambas clasificaciones tienen muchas similitudes, en la WHO se 

redefinen entidades que estaban previamente descriptas como provisionales.

Dentro  de  todos  los  subtipos  histológicos  de  LNH  en  el  presente  trabajo  nos 

dedicaremos  en  forma  específica  a  los  linfomas  foliculares  y  los  B  difusos  a  células 

grandes. 
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1.4.1. LINFOMA FOLICULAR (LF)

El LF es una neoplasia indolente  caracterizada por la proliferación de células  B 

provenientes del centro folicular del nódulo linfático, que representa el 22% del total de los 

LNH (Anon, 1997). Es la forma más común de los LNH del adulto (35-40% de los casos), 

siendo su incidencia más alta en USA y Europa, que en Asia (Anderson y Col., 1998; Biagi 

y  Seymour,  2002).  La  edad  media  de  presentación  es  de  59  años;  es  observado  muy 

raramente en individuos menores de 20 años y afecta en mayor proporción a mujeres que a 

hombres  (1,7:1)  (Anon,  1997).  La  mayoría  de  los  pacientes  presentan  enfermedad 

diseminada  al  momento  del  diagnóstico,  incluyendo  compromiso  en  nódulos  linfáticos 

centrales, periféricos y bazo (estadio clínico III/IV) encontrándose involucrada la médula 

ósea en el 40% de los casos, siendo la sobrevida media global de 5 a 11 años (Houldsworth 

y Col., 1996; Jaffe y Col., 2001). Un 33% de los pacientes al diagnóstico se encuentran en 

los estadios I o II y, a pesar de presentar enfermedad diseminada, no muestran síntomas, 

sólo aumento del tamaño de los nódulos linfáticos.

La  mayoría  de  los  casos  tiene  un  patrón  predominantemente  folicular.  Este  es 

descripto como folicular  cuando aparece en más del 75% del ganglio,  como folicular y 

difuso cuando el  área folicular corresponde al 25-75% y mínimamente folicular cuando 

abarca menos del 25%. Con frecuencia, los folículos neoplásicos están poco definidos y 

acompañados de áreas difusas, a menudo con esclerosis. Presentan un aspecto polimórfico, 

alternando células de pequeño tamaño con contorno nuclear irregular (centrocitos) y células 

de gran tamaño (centroblastos), que pueden disponerse en grupos más o menos cohesivos 

que  reflejan  la  arquitectura  nodular.  En  general,  predomina  el  centrocito  típico  y  los 

centroblastos están presentes pero en mucho menor proporción, siendo muy raros los casos 

que consisten enteramente de centroblastos grandes o pequeños (Nathwani y Col., 2001). 

En el 25-35% de los casos se observa progresión a linfoma B difuso de células 

grandes  de  alto  grado  de  malignidad  (Gallagher  y  Col.,  1986;  Jaffe  y  Col.,  2001), 

evidenciada por la aparición de un patrón de crecimiento difuso y aumento de la población 

de células grandes. El tiempo medio desde el diagnóstico hasta la transformación es de 4 a 

6  años  (Magrath,  1997),  después  de  lo  cual  la  enfermedad  progresa  rápidamente, 
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observándose una sobrevida media menor a 2 años (Boddie y Col., 1982; Magrath, 1997; 

Jaffe y Col., 2001). 

El  LF  ha  sido  dividido  en  grados  teniendo  en  cuenta  el  número  absoluto  de 

centroblastos en 10 folículos neoplásicos, expresado por campo microscópico de 40x (hpf, 

high-power field of 0,159 mm2) (Mann y Berard, 1983; Metter y Col., 1985; Nathwani y 

Col.,  1986).  De  este  modo  los  grados  1,  2  y  3,  presentan  0-5;  6-15  y  más  de  15 

centroblastos por campo, respectivamente. A su vez, los últimos pueden subdividirse en 3a 

con más de 15 centroblastos/campo y aún con centrocitos presentes y 3b, en los que se 

observan  sólo  masas  de  centroblastos.  El  grado  histológico  se  correlaciona  con  el 

pronóstico, siendo los grados 1 y 2 indolentes y usualmente no curables, mientras que el 

grado 3 es más agresivo y potencialmente curable con terapia similar al LBDCG (Nathwani 

y Col., 2001).

En  cuanto  al  perfil  inmunofenotípico,  las  células  tumorales  suelen  ser:  CD19+, 

CD20+,  CD79a+ (antígenos  asociados  a  la  expresión de células  B),  FMC7+,  CD79b+, 

CD10+, CD5-, CD23+/-, CD25 y CD11c variable, CD103-, IgS+ (IgM+/-, IgD>igG>IgA), 

CD43- (Jaffe y Col., 2001).

Además, en la mayoría de los casos (casi en el 100% de los LF de grados 1 y 2, y en 

el 75% de grado 3) se encuentra expresión de la proteína Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (Lai y 

Col., 1998). Esta proteína resulta útil para distinguir folículos neoplásicos de reactivos, en 

tanto que no permite diferenciar el LF de otros tipos de linfomas de bajo grado. Asimismo, 

se ha observado expresión de la proteína nuclear Bcl-6 (Cattoretti y Col., 1995, Pittaluga y 

Col., 1996).

El LF se encuentra genotípicamente asociado a la t(14;18)(q32;q21) (70-95% de los 

casos), que involucra la yuxtaposición del proto-oncogen BCL-2 (18q21) con una de las 

regiones  JH de  la  cadena  pesada  de  las  inmunoglobulinas  (14q32),  originando  la 

desregulación y sobreexpresión de dicho gen debido a la presencia del  enhancer del gen 

IgH, ubicado a 370 Kb de las región promotora del gen BCL-2 (Tsujimoto y Col., 1984; 

Cleary y Sklar, 1985). Esta translocación ocurriría en un estadio temprano del desarrollo de 

células B, durante el reordenamiento de los genes de inmunoglobulinas.
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La proteína Bcl-2 en condiciones normales es expresada por células B y T que no 

están  ciclando,  no  detectándose  en  células  del  centro  germinal,  timocitos  corticales  ni 

monocitos (Lai y Col., 1998). Esta proteína de membrana se localiza en la cara citosólica 

del entorno nuclear, del retículo endoplásmico y en la membrana mitocondrial externa. Su 

expresión depende del estado de maduración de las células B, observándose positividad en 

la mayoría de los linfocitos pro-B y B ´naive´, disminuyendo su expresión en el estadio de 

célula pre-B y estando ausente en linfocitos B de memoria y en células B diferenciadas. La 

sobreexpresión de la proteína Bcl-2 se encontró asociada a ventajas proliferativas de las 

células B, por inhibición de la apoptosis en ausencia de factores de crecimiento (Nuñez y 

Col.,  1990). Su función es bloquear la apoptosis y su sobreexpresión es considerada un 

factor importante relacionado a resistencia a drogas y falta de respuesta a la quimioterapia 

(Oltvai y Col., 1993; Cory, 1995; Reed, 1995; Reed y Col., 1996). Otra de las funciones de 

Bcl-2 es aumentar la mutagénesis y la carcinogénesis atenuando o impidiendo la reparación 

del ADN frente a un daño (Saintigny y Col., 2001; Youn y Col., 2005). 

Además, se ha detectado la presencia de t(14;18) en población normal con una alta 

prevalencia (Bell y Col., 1995; Janz y Col., 2003). Algunos de estos estudios hallaron una 

correlación positiva con la edad, el hábito de fumar y con la exposición a la luz solar. Estos 

datos sugerirían que los rearreglos del gen BCL-2 y su sobrexpresión, son necesarios pero 

no suficientes para inducir neoplasia y que, la participación de otros oncogenes y genes 

supresores  de  tumor,  serían  eventos  genéticos  adicionales  necesarios  para  la 

linfomagénesis.  De esta  manera,  la  desregulación  del  gen BCL-2 y la  inhibición  de la 

apoptosis serían eventos tempranos en LF, que permiten la persistencia de células B dentro 

del centro germinal.  Estas células adquieren anomalías genéticas secundarias, necesarias 

para eludir los efectos inhibitorios del gen BCL-2 sobre el ciclo celular y poder alcanzar el 

fenotipo neoplásico (Willis y Dyer, 2000).

1.4.2. LINFOMA B DIFUSO A CELULAS GRANDES (LBDCG)

El  LBDCG  es  una  neoplasia  agresiva  de  células  B  maduras,  clínicamente 

heterogénea,  que  representa  aproximadamente  del  30-40%  de  los  LNH  del  adulto  y 

corresponde al  31% del total  de los LNH (Jaffe  y Col.,  2001).   Si  bien en las últimas 

clasificaciones (Harris, 1997) estos tumores se encuentran categorizados como una única 
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entidad,  hay  consenso  que  ellos  constituyen  un  grupo  diverso  de  neoplasias  con 

características clínicas y genéticas heterogéneas (Alizadeh y Col., 2000).

Afecta generalmente a individuos de la sexta-séptima década de la vida, aunque su 

rango  es  amplio,  y  pueden  también  ser  vistos  en  población  pediátrica  (Anon,  1997; 

Armitage y Weisenburger, 1998). Son más comunes en varones que en mujeres, siendo su 

etiología aún desconocida. Sin embargo, una inmunodeficiencia de base puede constituir un 

factor de riesgo. Usualmente se originan  de novo (primarios), pero pueden representar la 

progresión o transformación de linfomas menos agresivos o de bajo grado (secundarios). 

En las últimas décadas se ha ido incrementando su incidencia, independientemente de la 

presencia del virus HIV como factor de riesgo. 

Los pacientes pueden presentar enfermedad nodal o extranodal, observándose esta 

última en el 40% de los casos (Harris y Col., 1994). El sitio extranodal más común es el 

tracto  gastrointestinal,  siendo  rara  la  presentación  primaria  en  médula  ósea  o  sangre 

periférica.  Los  pacientes  muestran  un  rápido  crecimiento  de  la  masa  tumoral  con 

adenopatías  indolentes  (cervical  o  supraclavicular)  y  el  25% de  los  mismos  presentan 

enfermedad  sistémica  asociada  a  un  estadio  avanzado  de  la  enfermedad  (Anon,  1997; 

Armitage y Weisenburger, 1998; Gatter y Warnke, 2001).

En cuanto a su histopatología, se presenta con un patrón difuso, con destrucción de 

la  arquitectura  nodal  normal.  Citológicamente,  presenta  células  transformadas  de  gran 

tamaño con núcleo equivalente o mayor al de un macrófago normal, de contorno nuclear 

regular o irregular, cromatina laxa con uno o más nucléolos prominentes, con alta actividad 

mitótica.  Su  citoplasma  es  usualmente  abundante  y  moderadamente  basófilo.  El  tejido 

perinodal  suele  estar  infiltrado.  En  sitios  extranodales,  este  linfoma  forma  una  masa 

tumoral,  con  presencia  o  no  de  fibrosis.  Desde  un  punto  de  vista  citológico presenta 

diferentes  variantes  morfológicas,  difíciles  de distinguir:  centroblástico,  inmunoblástico, 

rico en células T y anaplásico, siendo la primera la más común.

Los  LBDCG  presentan  el  siguiente  perfil  inmunofenotípico:  CD19+,  CD20+, 

CD22+,  FMC7+, CD79b+, CD10, CD5, CD25,  y CD11c variables,  CD103 (-),  IgS+/-, 

CD45+/-, IgC-/+ (Jaffe y Col., 2001). El 30-50% de los mismos expresan Bcl-2; una muy 
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alta  proporción  de casos  muestra  la  expresión nuclear  de Bcl-6,  en tanto  que sólo una 

minoría  de  estos  linfomas  muestra  la  expresión  de  p53,  usualmente  asociada  con 

mutaciones de dicho gen. La fracción proliferativa detectada con tinción para Ki-67, suele 

ser alta (>40%), pudiendo ser mayor al 90% en algunos casos (Gatter y Warnke, 2001).

Estos linfomas son agresivos pero potencialmente curables con múltiples agentes 

quimioterápicos. El alto índice proliferativo, la expresión de Bcl-2 y la sobrexpresión de 

p53 son indicadores de pronóstico adverso. Por el contrario, la sobrexpresión del gen BCL-

6 ha sido relacionada con mejor pronóstico. Asimismo, se observó que los pacientes con 

LBDCG  originados  en  células  B  del  centro  germinal  tienen  una  sobrevida 

significativamente más prolongada que aquellos cuyos linfomas presentaban el fenotipo de 

células  B activadas  (Armitage  y  Weisenburger,  1998;  Alizadeh  y Col.,  2000;  Gatter  y 

Warnke, 2001).

Desde un punto de vista genético, la mayoría de los casos presentan rearreglos en 

los genes de las cadenas liviana y pesada de las inmunoglobulinas, mostrando mutaciones 

somáticas  en  las  regiones  variables  de  los  mismos.  Las  anomalías  cromosómicas  más 

frecuentes  de  este  subtipo  histológico  son  los  rearreglos  estructurales  a  nivel  de 3q27, 

donde se ubica el protoncogen BCL-6, observada en alrededor del 40% de los casos y la 

translocación del gen BCL-2, t(14;18), detectada en el 15-30% de los pacientes (Chaganti y 

Col., 2000; Huang y Col., 2002), mientras que el rearreglo del gen MYC no es común. La 

infección de células neoplásicas con el virus de Epstein-Barr es más frecuente en casos 

asociados a una inmunodeficiencia de base.
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2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, el objetivo general de este trabajo de 

investigación está centrado en la comprensión de los mecanismos genéticos involucrados 

en  el  proceso  de  desarrollo  tumoral,  con  especial  énfasis  en  neoplasias  linfoides  B  y 

patologías con predisposición al desarrollo neoplásico. Sus objetivos específicos son:

1. Efectuar  la  caracterización  molecular  de  la  longitud  telomérica  en  neoplasias  a 

células B maduras, Mieloma Múltiple (MM) y Linfoma no-Hodgkin, y Enfermedad 

Celíaca  (EC),  patología  con  predisposición  al  desarrollo  de  linfomas  malignos, 

mediante el estudio de los fragmentos de restricción terminal (TRFs).

2. Correlacionar el análisis de TRF en células de médula ósea de pacientes con MM y 

gamopatías  monoclonales  de significado incierto  con parámetros  citogenéticos  y 

clínicos de estas entidades.

3. Estudiar  la  longitud  telomérica  en muestras  de  sangre  periférica  y  biopsias  de 

mucosa  de  intestino  delgado  de  pacientes  con  EC  y  de  individuos  controles  y 

establecer  su  asociación  con  la  inestabilidad  genómica  y  la  predisposición  al 

desarrollo neoplásico que presenta esta patología.

4. Evaluar  las  regiones  teloméricas  en  linfomas  foliculares  y  B  difusos  a  células 

grandes y establecer  su correlación  con rearreglos  moleculares  característicos  de 

estas patologías.

5. Analizar  la  participación  de  las  modificaciones  de  la  longitud  telomérica  en  el 

desarrollo y progresión neoplásica de las patologías estudiadas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3. 1. POBLACIONES ESTUDIADAS

En el desarrollo de este trabajo se estudiaron 104 individuos, de los cuales 84 fueron 

pacientes con neoplasias hematológicas: 31 con diagnóstico de MM, 3 de MGUS y 50 con 

LNH, y 20 pacientes con diagnóstico de EC. Simultáneamente, se evaluaron 12 individuos 

sanos que constituyeron la población control. En la Tabla 1 se detalla la distribución por 

edad y sexo de los pacientes estudiados.

Grupo Número de 
individuos

Edad media 
(rango)

Sexo
F            M

MM 31 64 (42-78) 17             14
MGUS  3 61   1               2
LNH 50 46 (22-77) 21             29
EC 20 36 (21-69) 16              4

MM: mieloma múltiple; MGUS: gamopatía monoclonales de significado 
incierto; LNH: linfoma no-Hodgkin; EC: enfermedad celíaca

Las muestras de los pacientes con neoplasias hematológicas fueron obtenidas por el 

médico hematólogo, previa conformidad y consentimiento informado de los pacientes. Las 

mismas  fueron  derivadas  de  los  Departamentos  de  Oncohematología  y  Clínica 

Hematológica  del  Instituto  de  Investigaciones  Hematológicas  Mariano  R.  Castex de  la 

Academia  Nacional  de  Medicina  (IIHema-ANM)  de  Buenos  Aires.  El  diagnóstico 

histopatológico estuvo a cargo de la División Patología del mismo Instituto. Las muestras 

de  los  pacientes  con  EC  fueron  derivadas  de  la  Unidad  de Soporte  Nutricional  y 

Enfermedad Malabsortiva,  Hospital Interzonal General de Agudos "General San Martín" 

de La Plata, con la conformidad y el consentimiento informado de los pacientes. Asimismo, 

los  estudios  efectuados  en  este  trabajo  forman  parte  de  un  proyecto  de  investigación 

evaluado y aceptado por el Comité de Etica del Instituto.

Se consideró control a todo individuo sano y normal, sin enfermedad aparente ni 

malformación congénita detectable y que no estuviese medicado al momento del estudio. 

Los controles de sangre periférica fueron dadores voluntarios provenientes del Servicio de 
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Hemoterapia del IIHema, los de médula ósea fueron individuos sanos derivados para co-

cultivo de médula ósea y finalmente las biopsias normales correspondieron a personas con 

presunción  serológica  de  padecer  EC  pero  cuyas  biopsias  resultaron  histológicamente 

normales.

3.2 TECNICAS UTILIZADAS

3. 2. 1. Extracción y purificación de ADN

Procedimiento

La sangre periférica y/o médula ósea anticoagulada con etilen-diamin-tetra acetato 

de sodio (EDTA) al 5% se centrifuga durante 10 minutos a 300 g, descartándose el plasma. 

El remanente se homogeniza por inversión con un volumen de buffer de lisis de glóbulos 

rojos (RCLB) (Tris/HCl 10 mM pH 8, NaCl 10 mM, MgCl2 5 mM), centrifugado 10 min a 

300 g. El pellet se lava 3-4 veces en 7 ml de RCLB hasta obtener un sobrenadante límpido 

y un precipitado blancuzco. La muestra es luego homogeneizada en Tris/HCl 10 mM pH 

7.8, 5 mM EDTA, 0,5 % dodecil sulfato de sodio (SDS) y digerida con proteinasa K (200 

µg/ml) durante una noche a 37º C o, alternativamente, 3 horas a 62º C.

Extracción de ADN con el método de fenol / cloroformo

Se extrae la fase acuosa con un volumen de fenol (saturado en Tris/HCl 0,5 M, pH 

8), seguida de otra en un volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (IAC) (25:24:1) 

y una extracción final en un volumen de IAC (Sambrook, 1989). El ADN de alto peso 

molecular  se  precipita  con 1/10 volúmenes  de NaCl 3mM y 1,5 volúmenes  de alcohol 

etílico absoluto (100%). 

La  concentración  del  ADN  obtenido  se  estima  por  espectrofotometría  UV 

(Spectronic 21) a 260 y 280 nm, considerando 1 OD260nm = 50 µg ADN doble cadena/ml. La 

estimación de pureza de ácidos nucleicos relativa a proteínas se realiza mediante la relación 

OD260  / OD280 y se considera adecuada cuando supera el valor de 1,5. La calidad del ADN 
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en términos de peso molecular se estima mediante electroforesis en minigeles de agarosa al 

1% y teñidos con bromuro de etidio (EtBr) 0,25 µg/ml. 

3.2.2. Técnica de TRF (Terminal Restriction Fragments)

Materiales y reactivos

• Enzimas de restricción HinfI y RsaI.

• Agarosa

• Bromuro de Etidio 0,25 µg/ml 

• TBE 1 x: tris/borato 89 mM, EDTA 1 mM

• Buffer  de  siembra  6X:  30%  glicerol,  0,25%  azul  de  bromofenol  (BBF)  y  0,25% 

xilencianol (XXC) en agua deionizada.

• Membranas de nylon (ZetaProbe GT, Bio-Rad)

1. HCl 0,25N

• NaOH 0,4M

• Tris/HCl 0,5 M, NaCl 1,5M

• Solución salina citrato de sodio (SSC) (1X: 150mM cloruro de sodio y 15mM citrato de 

sodio).

• Solución de pre-hibridación: 5xSSC, 5xDenhardt (Ficoll 0,5 g, polivinilpirrolidona 0,5g 

y seroalbúmina bovina, BSA 0,5 g), 0,5% SDS, Na2HPO4 0,1M, 20% v/v de formamida 

deionizada, 3% BLOTTO (Bovine Lactato Transfer Technique Optimizer).

• Oligonucleótido (TTAGGG)7 5 pmoles/µl (15 picomoles por membrana).

•  [γ32P] dATP 150 µCi por cada membrana a hibridar.

• Columnas Sephadex G-50.

Procedimiento
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Digestión de ADN genómico con enzimas de restricción

Para el análisis por  Southern blot se extrajo ADN genómico de células de médula 

ósea,  sangre  periférica  o  biopsias,  efectuándose  doble  digestión  de  10  µg  de  ADN 

genómico de cada muestra o control en el buffer de restricción recomendado por el fabricante 

con  las  enzimas  de  restricción  HinfI  y  RsaI  -ambas  cortan  fuera  del  motivo  de  las 

repeticiones teloméricas- a 37ºC durante una noche. Para RsaI y HinfI, juntas, se emplea una 

digestión en 1x buffer C (Promega) (10 mM Tris-HCl pH 7.9, 50 mM NaCl, 10mM MgCl2 y 1 

mM de ditiotreitol, DTT), utilizándose una actividad específica de 5U de cada enzima por µg 

de ADN, es decir 10 µg de ADN se incuban con 50U de cada enzima. Ambas se agregan en 

un único pulso al comienzo de la reacción y se incuban a 37° C durante 16-20 hs.

Electroforesis y transferencia (Southern blot)

Una alícuota de 1 µl de los digestos de restricción son sometidos a electroforesis en 

minigeles  de  agarosa  al  1%  para  verificar  digestión  completa.  Luego  se  los  separa 

analíticamente mediante electroforesis en geles de agarosa (11 x 14 cm y 15 x 22 cm) al 0,8%, 

EtBr 0,25 µg/ml preparados en buffer 0,5xTBE (TBE 1 x: Tris/Borato 89 mM, EDTA 1 mM) 

corridos a 2-5 V/cm, durante 20-24 hs a 35V y a temperatura ambiente. El buffer de siembra 

6x contiene 30% de glicerol, 0,25% de azul de bromofenol y 0,25% de xilencianol en agua 

deionizada. Junto a las muestras se siembra el bacteriófago lambda digerido con la enzima de 

restricción  HindIII (λ/HindIII) como marcador de peso molecular. Los geles se visualizan 

sobre transiluminador UV de 300 nm.

Luego de la electroforesis se realiza la transferencia del ADN a una membrana de 

nylon como soporte sólido (ZetaProbe GT, Bio-Rad) en condiciones de alta fuerza iónica 

(Sambrook,  1989).  Para  ello,  previamente  se  incuban  los  geles  15  min  en  HCl  0,25N 

(depurinación), se los desnaturaliza 30 min en solución alcalina de NaOH 0,4M (con cambio 

de solución a los 15 min), se los neutraliza 40 min en Tris/HCl 0,5 M, NaCl 1,5 M (con 

cambio de solución a los 20 min) y se lavan en 2xSSC (1,5 M cloruro de sodio y 0,15 M 

citrato de sodio). Las transferencias se realizan por capilaridad en 10xSSC durante una noche, 

como fue descripto por Southern (1975). Al día siguiente las membranas se lavan en 2xSSC y 
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el ADN transferido se fija covalentemente (crosslinking) por exposición a luz UV (300 nm) 

durante 10 minutos seguido de horneado a 80° C durante 2 horas.

Preparación de la sonda para Southern blot

Los  oligonucleótidos  para  ser  usados  como  sondas  son  sometidos  a  marcación 

isotópica por el método de 5' end-labelling. Una alícuota de 15 pmol de la sonda telomérica 

(TTAGGG)7 es marcada a través de la reacción de 5' end-labelling, en un volumen final de 

25µl conteniendo 150 µCi de  [γ32P] dATP (3.000 Ci/mmol) en buffer kinasa (70mM Tris-

HCl (pH 7.6), 100mM MgCl2 y 5 mM DTT) durante 45 min a 37ºC con 5 unidades de la 

enzima T4 polinucleótido kinasa. La sonda se aisla por cromatografía de exclusión molecular 

en columnas Sephadex G-50 y se la obtiene en la fracción eluída con el volumen muerto de las 

Nick columns o bien, del eluído de las Spun columns (ProbeQuant G-50 micro columns), 

reservándose para la posterior hibridación de las membranas.

Hibridación con sondas radioactivas

Se colocan las membranas en solución de pre-hibridación: 5xSSC, 5xDenhardt (Ficoll 

0,5 g,  polivinilpirrolidona  0,5 g y BSA 0,5 g),  0,5% SDS,  Na2HPO4 0,1M, 20% v/v de 

formamida deionizada y 0,3% BLOTTO (Johnson, 1984), 1x BLOTTO: 5% leche en polvo 

descremada (0% grasa) disuelto en agua, durante 4-5 hs a 42º C en estufa de hibridación 

(Techne).  Esta  última  modificación  que se puede utilizar  para favorecer  hibridaciones  de 

secuencias repetitivas en el genoma, se agregó para mejorar la eliminación del ‘background’ 

de  las  membranas.  Finalmente,  se  incorpora  la  sonda obtenida  sobre  la  solución  de pre-

hibridación, incubando las membranas a 42° C durante una noche.

Luego,  se  realizan  secuencialmente  lavados:  a  temperatura  ambiente,  15  min  en 

2xSSC/ 1% SDS a 50°C, 30 min en 1xSSC/ 0,1% SDS y, si aún hubiera excesiva marca en los 

bordes  de  la  membrana,  un  tercer  o  más  lavados  en  la  última  solución  a  55-60ºC.  Las 

membranas hibridadas y lavadas son expuestas a películas radiográficas (CURIX ORTHO 

ST-G2, AGFA) en chasis de 25 x 30 cm entre pantallas intensificadoras, a -70° C durante 3-

10 días. Las placas autorradiográficas son reveladas, fijadas, lavadas y secadas en procesador 

automático.
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Interpretación de resultados

El estudio de la longitud telomérica por  Southern blot, a través del análisis de TRF 

usando la sonda correspondiente a las repeticiones teloméricas (TTAGGG)7 y las enzimas de 

restricción RsaI y HinfI, se basa en el principio que estas enzimas no cortan dentro del core de 

las repeticiones teloméricas, pero por ser de corte muy frecuente, lo hacen en regiones muy 

cercanas al comienzo de las mismas, generando la liberación de fragmentos representativos de 

las  longitudes  de los  telómeros.  Este  procedimiento  permite  ver la  presencia  de señal  de 

hibridación en forma de chorreado, correspondiente a todas las poblaciones de telómeros de 

distintas longitudes de un determinado tejido o tipo celular (Figura 3). Las placas se evalúan 

mediante  análisis  densitométrico  de  cada  calle  respecto  del  marcador  de  peso  molecular 

λ/HindIII con el  ‘software’  Image  Master  1D Prime  (Pharmacia-Biotech).  La  media  de 

longitud  telomérica  de  cada  muestra  es  evaluada  en  el  rango de  2-23  Kb  y  calculada 

considerando los picos observados.

Se considera pico de TRF de cada tejido analizado a la mayor intensidad de banda 

detectada por densitometría dentro de ese chorreado, correspondiendo ese peso molecular a 

la región donde se localiza la mayor cantidad de telómeros. Se observan picos teloméricos 

de mayores  pesos moleculares en los tejidos jóvenes, como sangre de cordón umbilical 

(CU)  (control  negativo  de  acortamiento  telomérico)  y  menores  pesos  moleculares  o 

telómeros más acortados en líneas celulares donde hay células maduras con un alto índice 

de proliferación (controles positivos de acortamiento). Pueden obtenerse uno o más picos 

teloméricos  por  cada  muestra,  en  cuyo  caso  podrá  interpretarse  a  qué  población 

corresponde cada uno de ellos. Los valores individuales de TRFs obtenidos mediante el 

análisis densitométrico se promedian y se comparan con los controles normales, positivos y 

negativos.  En este trabajo los valores medios de TRF en la línea celular K-562 (control 

positivo) y CU (control negativo) fueron: 5,20±0,10 y 14,50±1,10Kb, respectivamente. 
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Figura 3: a) Autorradiografía mostrando los TRF de sangre periférica de un control normal 
(CN),  la  línea  celular  K-562  y  sangre  de  cordón  umbilical  (CU),  con  sus  respectivos 
perfiles de LT obtenidos por análisis densitométrico de cada una de las muestras analizadas.

3.2.3. Validación del método de TRF

Dado que los valores de LT correlacionan inversamente con la edad en individuos 

normales, consideramos necesario efectuar la validación de nuestra metodología de trabajo. 

Para ello  se realizó la  correlación  entre los valores  de TRF y la  edad en 18 controles, 

incluyendo  12  muestras  de  sangre  periférica  de  individuos  normales  y  6  de  CU, 

obteniéndose  una  correlación  negativa  entre  estos  dos  parámetros  (r=0,623;  p<0,0001) 

(Figura 4).
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Figura 4:  Correlación entre los valores de TRF y la edad en controles para 
validar el método de TRF

3.3.  CULTIVO DE MÉDULA ÓSEA

Soluciones utilizadas

• Medio de cultivo F-12

• Suero Fetal Bovino (SFB)

• Antibióticos (Solución de gentamicina: 1 ml por cada 100 ml de medio)

• Pockeweed  Mitogen (PWM) (Lectina  soluble  de  Phytolacca  americana (uva  de 

España)

• L-glutamina al 1%.

• Solución hipotónica KCl (0,075M)

• Colchicina: Demecolcin (CIBA) en agua bidestilada (solución madre de 10µg/ml).

• Fijador Metanol: Acido acético glacial (3:1)

Procedimiento

Se  efectúan  dos  tipos  de  cultivos  de  médula  ósea:  con  y  sin  estimulación 

mitogénica. Todos los cultivos se realizan por duplicado. Se parte de 0,5 a 1 ml de médula 

ósea  extraída  con  jeringa  estéril  heparinizada.  Se  realiza  el  cultivo  en  medio  F-12 

suplementado con 15% de SFB, con el agregado de antibióticos y L-glutamina. Se incuba 
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en estufa gaseada con CO2 a 37ºC, durante 19-24 horas. Los cultivos estimulados con PWM 

(concentración final 20µg/ml) se incuban durante 96 hs a 37ºC. El PWM induce la división 

de los linfocitos B y T. También es capaz de estimular la diferenciación de células B.

Una vez transcurrido ese tiempo, se adiciona Colchicina (concentración final 0,1 µg/

ml) para detener la división celular en metafase, incubando a 37ºC durante 1 hora. Luego, 

se centrifuga 10 minutos  a 600/800 rpm. Se descarta el  sobrenadante y se someten los 

cultivos  a  shock  hipotónico  adicionando  solución  de  KCl  0,075M,  resuspendiendo 

suavemente y dejando actuar 30 minutos a 37ºC.

La hipotonía se detiene agregando algunas gotas de fijador metanol: ácido acético 

glacial  (3:1), centrifugando 10 minutos a 600/800 rpm. Se descarta el sobrenadante.  Se 

agrega fijador al pellet de células, se resuspende nuevamente, manteniendo 20 minutos a 

temperatura ambiente. Se centrifuga, descartando el sobrenadante. Estos lavados se repiten 

4 o 5 veces y luego se diluye con fijador a una concentración adecuada. La suspensión de 

células se extiende sobre portaobjetos limpios y secos. Se deja secar al aire.

3.4 TECNICAS CITOGENÉTICAS

3.4.1 Bandeo G

Soluciones utilizadas:

• Solución madre de tripsina (DIFCO) al 1% en agua bidestilada

• HNa2PO4 0,2 N

• NaCl 9‰

En el momento de utilizar se prepara una solución de tripsina al 0,1 % (dilución 

1:10 con partes iguales de soluciones de HNa2PO4 0,2 N y NaCl 9‰.
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• Buffer de Sorensen:

                 H2KPO4 0,067 M (Solución A)

                 HNa2PO4 0,067 M (Solución B)

Se mezclan partes iguales de las soluciones A y B a fin de obtener un pH 6,8 

• Solución de Giemsa (Merck)

Procedimiento:

Se  emplea  una  modificación  de  la  técnica  de  Seabright  (1971)  que  utiliza  una 

digestión con tripsina, para evidenciar las bandas G que se tiñen con Giemsa. Se sumergen 

los preparados con un envejecimiento preferentemente de más de 7 días en la solución de 

tripsina 0,1 % a 37ºC, durante tiempos variables de acuerdo a las características del mismo 

(aproximadamente  1  segundo  por  día  de  extendido).  Se  colorean  los  preparados  con 

solución  de  Giemsa  1:10  en  buffer  de  Sorensen  durante  3  minutos,  luego se  lava  con 

abundante agua corriente, se deja secar al aire. Se observa al microscopio con 1000 X.

Esta técnica permite identificar los pares de cromosomas homólogos de acuerdo al 

patrón de diferenciación  longitudinal  de bandas,  establecido  en la  Conferencia  de París 

(París Conference, 1971) (Figura 5).
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Figura 5: Patrón de bandas G (París Conference,1971)

3.4.2 Análisis cromosómico y de asociaciones teloméricas (TAs)

El estudio cromosómico se efectúa mediante la observación directa al microscopio 

de 2-3 metafases con tinción clásica o standard a fin de determinar el número modal y las 

características  citogenéticas  generales  del  material.  Este  análisis  se  completa  con  la 

evaluación de al menos 11 metafases con bandeo G. En caso de detectarse alguna anomalía, 

se obtienen fotografías y se confeccionan los cariotipos de dichas células. 

Para  el  análisis  de  TAs se  efectúa  la  observación  directa  al  microscopio  de  50 

metafases por individuo con tinción standard (Giemsa 1:10) a fin de determinar la presencia 
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de asociaciones teloméricas (TAs). Se consideraron dos tipos de TAs: asociación simple de 

cromátides (S-S) y asociación doble de cromátides (D-D) (Pathak,  1988) (Figura 6). El 

análisis de TAs fue efectuado en 6 muestras de médula ósea normales que fueron utilizadas 

como controles  (mediana  de  edad 35 años,  rango 24-40 años).  Para  ambos  análisis  se 

empleó  la  nomenclatura  establecida  en  el  International  System for  Human  Cytogenetic 

Nomenclature (ISCN, 1995). Las metafases fueron impresas usando un sistema de video 

cámara y una impresora Video Graphic Printer UP-890 MD SONY.

Figura 6: Metafase mostrando una TAs de simple cromátide (S-S) con 
técnica de coloración standard

3.5. Análisis estadístico

La comparación de los datos obtenidos de los pacientes y controles fue efectuada 

empleando el test t' de Student. y el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Se empleó el 

test  de  t’  para  muestras  pareadas  para  comparar  las  longitudes  teloméricas  de  sangre 

periférica y biopsias en cada uno de los pacientes con EC. Las correlaciones se efectuaron 

empleando el coeficiente de Kendall.
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4. MIELOMA MULTIPLE

4.1. Pacientes

Se estudiaron 31 muestras de médula ósea de 29 pacientes con MM (16 mujeres y 13 

varones) y tres casos con MGUS (1 mujer y 2 varones) (Tabla 2). El número de casos con MGUS 

es mucho menor debido a que es infrecuente efectuar a estos pacientes punción de médula ósea. 

El diagnóstico de MM fue definido de acuerdo a los criterios propuestos por Durie y Salmon 

(1975),  el  87,1% de  los  pacientes  presentó  estadío  III.  Doce  pacientes  fueron  estudiados  al 

diagnóstico antes de comenzar algún tipo de tratamiento, 11 casos en la recaída después de al 

menos dos regímenes de quimioterapia, y 8 fueron examinados durante la remisión: 6 en remisión 

parcial  y  2  en  remisión  completa. El  valor  medio  de  la  β2M  al  diagnóstico,  parámetro  de 

importancia pronóstica, fue 8,98±1,61 µg/ml (rango: 1,9-30 µg/ml) (valores normales: <2,30 µg/

ml hasta 60 años; <3,0  µg/ml para mayores de 60 años), mostrando el 92% de nuestros casos 

niveles aumentados de β2M. El valor medio de células plasmáticas en médula ósea fue de 38,3%, 

distribuidos en: 35,5% de los pacientes con <30%, 35,5% con 30%-60%, y 29% con valores 

>60% (Tabla 2). Los pacientes con MGUS mostraron un valor medio de células plasmáticas en 

médula ósea del 9%.

4.2. RESULTADOS

4.2.1. Análisis de longitud telomérica

Se estudió la longitud telomérica en células de médula ósea provenientes de pacientes con 

MM y MGUS, mediante la técnica de TRF. Dicho análisis en el total de pacientes con MM reveló 

un valor  medio  de picos  de TRF (X+ES) de:  5,20±0,35Kb (rango 2,69-9,44Kb),  que resultó 

significativamente más corto que el observado en dadores normales: 8,50±0,50Kb (rango 7,30-

8,11Kb) (p<0,001). Pese a que la edad media de los controles normales fue menor que la de la 

población con MM, cuando se los pareó con pacientes de edades comparables, los valores de 

TRF de MM fueron significativamente más cortos que los de dadores normales (p<0,01).
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Dado que en la médula ósea de los pacientes con MM coexisten dos componentes, uno 

tumoral y otro de células normales, se trató de evaluar la presencia de los mismos en nuestra 

población. Dieciocho de las 31 muestras (54%) de MM mostraron dos picos de alta intensidad 

(Tabla 2) con valores medios de TRF de: 9,07±0,43Kb y 5,03±0,38Kb, correspondiendo el peso 

molecular de mayor tamaño a los TRF de las células normales y el pico menor al componente 

tumoral (Engelhardt, 1998). La notación de los dos picos presentes en cada uno de los pacientes 

se realizó consignando los dos valores separados por un símbolo mas (+) (Tabla 2). El análisis de 

TRF en MGUS, mostró en dos casos un solo pico, uno similar a los valores normales (11,92Kb) y 

el otro con TRFs semejantes a los pacientes con MM (5,76Kb), en tanto que en el restante, se 

observaron  dos  picos  (9,36Kb  y  3,8Kb),  probablemente  representando a  ambas  poblaciones 

celulares, normal y patológica, respectivamente.

40



Tabla 2: Resultados individuales de TRF, citogenética, FISH y TAs de pacientes con MM

Caso Edad/
Sexo

Estadío clínico
al diagnóstico

CP en MO 
(%)

TRF (Kb)
   Pico 

Citogenética del 13q14 
(%)

TAs
(%)

Diagnóstico
  1 IIIA 30 3,22 46,XX 5,9 10,00
  2 49/M IIIB 32 7,16 ND 6,6 ND
  3 72/F IIA 30 8,64+3,94 ND ND ND

  4 60/M IIIA 50 9,44+6,64 46,XY 3,7 20,60
  5 67/M IIIA 50 2,69 46,XY,  del  (6)  (q15) 

(57%)
8,1 32,00

  6 59/F IIIA 45 13,15+8,80 46,XX 24,6 12,00
  7 67/F IIIA 60 11,57+4,15 ND 8,4 ND
  8 54/M IIIA 85 4,02 46,XY 4,9 24,00
  9 61/M IIIA 50 3,05 ND 6,7 ND
10 64/F IIIA 60 9,14+3,10 46,XX 50,9 20,00
11 67/F IIIA 65 7,22+2,87 46,XX 19,0 18,36
12 78/F IIIA 95 3,47 ND ND ND
Recaída
13 45/M IIIA 30 4,28 ND ND ND
14 66/F IIA 25 6,57 46,XX 5,8 ND
15 68/M IIIA 0 9,93+6,60 ND 10 ND
16 54/M IIA 0 6,83+3,63 46,XY 6,7 28,26
17 61/M IIIA 90 8,85+3,96 46,XY (43)/cc * (38%)/ 

46,XY,del(16)(q13) (19)
13 42,85

18 74/F IIIA 50 8,00 46,XX 7,5 18,75
19 57/F IIIA 0 9,44 46,XX 13   8,00
20 66/M IIIA 77 6,75+3,77 ND 7,3 ND
21 44/F IIIA 35 10,50+4,67 46,XX 7,4 16,00
22 63/F IIIA 85 7,58+3,44 46,XX, t(2;3)

(q33;q21) (18,2%)
13,7 15,40

23 70/M IIIA 60 3,40 47,XY, +3 (12,5%) ND 18,00
Remisión
RP
24 42/M IIIA 0 7,63+6,57 46,XY, t (3; 14)

(q27;q32) (12,5%)
  ND ND

25 62/M IIIA 15 8,44 46, XY   4,9 18,00
26 52/F   IA   2 7,18+4,87 46, XX#   4,9 20,00
27 77/F IIIA 16 7,98+5,49 ND   ND ND
28 62/M IIIA   5 10,29+6,64 46, XY    6,0 ND
29 65/F IIIA 40 11,63+4,89 46, XX  11 10,00
RC
30 48/F IIIA 5 9,03+6,60 46,XX  10,3 18,00
31 60/F IIIA 0 7,06 ND  13,5 ND

MGUS
1 54/M - 8 11,92 46,XY   3,5   8,00
2 77/F - 10 9,36+3,8 46,XX   5,3   4,25
3 61/M - 10 5,76 ND   8,5 ND

CP en MO: Células plasmáticas en MO; RP: remisión parcial; RC: remisión completa; cc: cariotipo complejo; #: +13 
por FISH (6,3%); * 45-46, XY, -1, der (1) del (1) (p36;q25), der (5) t(1;5)(q10-q35), del(5) (q13), +10, add (11) 
(p15), del (11)(p11), der (13) t(2;13)(q11;p11), del (16) (q13); ND: No Determinado
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4.2.1.1. Análisis de TRF acorde al momento de la enfermedad

Los  TRF  obtenidos  fueron  analizados  en  función  del  momento  de  la  enfermedad: 

diagnóstico,  recaída y remisión (Tabla 2).  El último grupo incluyó los pacientes  en remisión 

parcial y remisión completa debido al pequeño número de casos y la similitud en los valores de 

TRF. Este análisis estadístico mostró un acortamiento telomérico significativo al diagnóstico y en 

recaída  respecto de los  controles  (p<0,001).  Además,  ambos  grupos presentaron valores  más 

bajos que en remisión (p<0,001), no encontrándose diferencias entre los grupos diagnóstico y 

recaída. Los pacientes en remisión no mostraron diferencias estadísticas respecto a los controles 

(Tabla  3). En la  Figura  7 se  presenta  la  distribución  de los  valores  de  TRF en pacientes  al 

diagnóstico, recaída y remisión. Es interesante remarcar que en dos casos fue posible analizar 

muestras de médula ósea al diagnóstico (casos 9 y 10) y en remisión parcial (casos 28 y 29), 

observándose una restitución de la longitud telomérica en la remisión.

Tabla 3: Valores medios de TRF de acuerdo al momento de la enfermedad, 
el cariotipo y el porcentaje de CP en MO en pacientes con MM y controles

Grupos Número 
de casos

    TRFs (Kb) (X±SE)
(rango)

CN      12   8,50±0,42      (7,30-11,80)

MM total      31   5,20±0,35*    (2,69-9,44)
MM   D      12   4,42±0,57*#  (2,69-8,80)
MM   R      11   5,25±0,62*#  (3,40-9,44)
MM RE        8   6,32±0,42      (4,87-8,44)

CP en MO
<30%       11   6,54±0,47      (3,63-9,44)
30-60%       11   5,21±0,63      (2,69-8,80)
>60%        9   3,56±0,14♦   (2,87-4,15) 

CaN      15   5,83±0,57      (2,87-8,80)
CaA        6   4,15±0,56•    (2,69-6,57)
RG      11   5,10±0,74      (2,69-8,80)

CN: Controles Normales; D: Diagnóstico;  R: Recaída; RE: Remisión; 
CaN: Cariotipo Normal;  CaA: Cariotipo Anormal; CP en MO: células 
plasmáticas en médula ósea; RG: rearreglos genómicos detectados por 
citogenética y/o FISH.

* Diferencias estadísticas respecto a CN y #RE (p< 0,001)
♦ Diferencias estadísticas respecto a <30% (p< 0,001) y 30-60% (p< 0,025)
 • Diferencias estadísticas respecto a CaN:  (p< 0,05)
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Figura 7: Distribución de TRF de pacientes con MM al diagnóstico, recaída y remisión

4.2.1.2. TRF y porcentaje de infiltración de la médula ósea

Por  otro  lado,  se  correlacionaron  los  valores  de  TRF  con  el  porcentaje  de  células 

plasmáticas en médula ósea teniendo en cuenta los tres grupos en los cuales fueron subdivididos 

los pacientes: <30%, 30-60% y >60%. Los pacientes con más del 60% de células plasmáticas en 

médula ósea mostraron un acortamiento estadísticamente significativo respecto de los otros dos 

grupos (p<0,001 y p<0,025 para <30% y 30-60%, respectivamente) (Tabla 3). El 64% de los 

casos del grupo con 30%-60% de células plasmáticas en médula ósea correspondieron a pacientes 

al diagnóstico, en tanto que el 87% de los pacientes en remisión mostraron valores de células 

plasmáticas en médula ósea inferiores al 30%. En la Figura 8a se muestra la distribución de los 

picos de TRF de acuerdo a dichos porcentajes. Asimismo, se encontró una fuerte correlación 

negativa entre los valores de TRF y el porcentaje de células plasmáticas en médula ósea (rK= 

-0,540; p=0,002) (Figura 8b), observándose altos niveles de TRF a bajos porcentajes de células 

plasmáticas y menores longitudes teloméricas a mayor infiltración de la médula ósea.
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Figura 8: a) Distribución de los valores de TRF de acuerdo al porcentaje de CP en MO; b) 
Correlación entre los valores de TRF y el porcentaje de CP en MO

44

TRFs e infiltración de MO en MM

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

<30% 30-60% >60%

% de infiltración MO

TRFs
(Kb)

0

2

4

6

8

10

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% CP en MO

TRF
(Kb)

b)

a)



4.2.1.3. TRF y rearreglos genómicos

Se  efectuaron  estudios  citogenéticos  en  21  pacientes  con  MM,  6  de  ellos  (28,6%) 

presentaron anomalías  cromosómicas  clonales:  del(6)(q15),  t(2;3)(q33;q21),  t(3;14) (q27;q32), 

+3, +13 por FISH (caso 26) y un paciente (caso 17) mostró un cariotipo muy complejo (indicado 

al  pie  de  la  Tabla  2,  Figura  9).  Este  grupo mostró  un  valor  medio  de  TRF que resultó  ser 

significativamente más corto que el observado en pacientes con cariotipos normales (p<0,05) 

(Tabla 3). Conjuntamente se realizó el análisis de RB-1 por FISH en 25 casos, 7 de los cuales 

(28%) mostraron la monosomía de dicho gen (Tabla 2). El 57,1% de estos pacientes presentó 

altos niveles de células plasmáticas en médula ósea (60-90%). El porcentaje medio de células con 

deleción monoalélica de 13q14 fue del 17,6% (rango: 13%-50,9%). Sólo dos casos mostraron en 

forma simultánea la presencia de anomalías citogenéticas, junto con la deleción 13q14 (casos 17 

y 22). En total, empleando las dos técnicas, se pudo detectar un 40,75% de los pacientes con 

rearreglos genómicos.  No se encontraron diferencias significativas entre los valores de TRF de 

pacientes con monosomía (5,52±1,07Kb, rango 2,87-9,44Kb) y aquellos sin rearreglos genómicos 

(5,50±0,44Kb, rango 3,05-8,44Kb). Los casos con MGUS mostraron cariotipos normales y no 

presentaron pérdida de RB1.

Figura 9: Cariotipo del Caso 17 mostrando los marcadores: der (1) del (1) (p36;q25), der (5) t(1;5)(q10-
q35), del(5) (q13), add (11) (p15), del (11)(p11), der (13) t(2;13)(q11;p11), del (16) (q13)
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4.2.2. Análisis de TAs

Simultáneamente, se efectuó el análisis citogenético de TAs en 18 pacientes con MM, 

detectándose un importante incremento en el porcentaje de las mismas (19,46±1,98%) respecto 

de  los  controles  normales  de  médula  ósea  (2,00±0,93%),  (p<0,001).  En  los  pacientes  se 

encontraron frecuencias individuales de TAs marcadamente aumentadas, con un rango entre 8 y 

42,75%. Además, es interesante puntualizar que de los 4 pacientes que tuvieron más de una TAs 

por célula, 3 (75%) mostraron cariotipos anormales. No se detectaron diferencias estadísticas de 

importancia  al  comparar  las  frecuencias  de TAs con el  porcentaje  de células  plasmáticas  en 

médula ósea, la presencia de la deleción en 13q14 y el cariotipo predominante. No obstante, se 

observaron  frecuencias  aumentadas  de  TAs  en  el  grupo  con  anomalías  cromosómicas 

(27,06±6,40%) respecto del que presentaba cariotipos normales (17,07±1,62%) así como en los 

pacientes al diagmnóstico y en recaída (19,56±2,78% y 21,02±4,26%, respectivamente) respecto 

de los de remisión (16,05±2,21%) y los pacientes pertenecientes al grupo con >60% de células 

plasmáticas en médula ósea (23,10±4,11%) en comparación con los otros grupos (Figura 10). 

Todas estas observaciones indican una tendencia a mostrar altas frecuencias de TAs al producirse 

una  reducción  telomérica  evidenciada  por  menores  valores  de  TRF.  Además,  en  MGUS  el 

porcentaje de TAs observado (6,12±1,87%) fue intermedio y resultó significativamente diferente 

de los valores de pacientes con MM, así como de los controles (p<0,001).
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Figura 10: Porcentaje de TAs en MM, MGUS y Controles. Distribución de acuerdo al momento 
del estudio, el cariotipo y el % de CP en MO.

MON:  MO  normal;  D:  Diagnóstico;  R:  Recaída;  RE:  Remisión;  CaA: 
Cariotipos Anormales; CaN: Cariotipos Normales; * p<0,001

4.3 DISCUSION

En este capítulo, se ha estudiado la longitud telomérica medida por TRF en pacientes con 

MM  y  MGUS,  detectándose  una  reducción  significativa  de  la  misma,  particularmente  en 

pacientes al diagnóstico y durante la recaída, con una restitución de los valores de TRF durante la 

remisión, similar a lo observado en leucemias agudas, síndromes mielodisplásicos y neoplasias 

hematológicas pediátricas (Ohyashiki y Col., 1994; Counter y Col., 1995; Engelhardt y Martens, 

1998).

Resulta  interesante  remarcar  que  el  valor  medio  de  TRF  encontrado  en  este  trabajo 

(5,20Kb; rango 2,69-9,44 Kb), es similar al detectado recientemente (5,30 Kb; rango 3-15 Kb) 

(Wu y Col., 2003), estudiando células CD138+ aisladas de médula ósea de pacientes con MM. 

47

*

*



Estos resultados son además consistentes con la presencia de una elevada actividad de telomerasa 

previamente observada en pacientes con MM (Xu, 2001), sugiriendo que ambos, el acortamiento 

telomérico y la actividad de telomerasa, podrían jugar un rol importante en la patogénesis de esta 

entidad (Hallek y Col., 1998). En cuanto a los pacientes con MGUS, su frecuente ocurrencia y su 

posible evolución a MM, determina la importancia de correlacionar diferentes variables con el 

riesgo de transformación maligna (Bladé y Col., 1992; Hallek y Col., 1998). Si bien se estudiaron 

sólo tres casos, la presencia de un pico de TRF de bajo peso molecular en dos de ellos estaría 

indicando la posibilidad de detectar una población celular patológica con acortamiento telomérico 

en pacientes con esta patología.  Por otra parte,  Xu y colaboradores (2001), encontraron altos 

niveles de actividad de telomerasa en MM, en tanto que observaron valores normales en MGUS. 

Esto  apoyaría  nuestros  hallazgos  de  acortamiento  telomérico  en  MM  y  longitud  telomérica 

normales en MGUS y la probable participación de los telómeros en el proceso de transformación 

maligna. 

Por otro lado, encontramos un aumento significativo de TAs en células de médula ósea de 

estos pacientes respecto de células de médula ósea de controles normales, reflejando la presencia 

de inestabilidad cromosómica en los primeros.  Estos hallazgos están en concordancia con los 

resultados de acortamiento telomérico ya descriptos y apoyan la idea de que una reducción en la 

longitud  telomérica  se  encontraría  asociada  a  frecuencias  elevadas  de  TAs  e  inestabilidad 

genómica (Counter y Col., 1992; Kim y Col., 1994; Riboni y Col., 1997, Slijepcevic y Bryant, 

1998). La misma estaría relacionada con un incremento en la probabilidad de producir errores 

capaces de generar cambios genéticos de importancia para el proceso de desarrollo neoplásico. 

Además, observamos un incremento de TAs en pacientes con MGUS respecto de los controles, 

con valores intermedios entre células de médula ósea normal y de MM. De esta manera, nuestros 

resultados  sustentarían  la  hipótesis  de que los procesos que llevan  a  inestabilidad  cariotípica 

empezarían en MGUS (Dalton y Col., 2001) y sugerirían la importancia de continuar este tipo de 

estudios, a fin de determinar si estos parámetros pueden estar relacionados con la evolución a 

MM.  Un  estudio  reciente  en  células  plasmáticas  de  pacientes  con  MM  y  MGUS  muestra 

diferentes  niveles  de  expresión  de  moléculas  involucradas  en  la  presentación  antigénica  y 

coestimuladoras  en  ambas  entidades,  consistentes  con  la  disminución  progresiva  de  las 
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capacidades inmunomoduladoras  de dichas células  plasmáticas en MM (Pérez-Andrés y Col., 

2005).

Datos previos han sugerido que el aumento de actividad de telomerasa y el acortamiento 

telomérico  estarían  relacionados  con la  progresión de la  enfermedad (Bechter  y  Col.,  1998). 

Particularmente, un estudio reciente en MM (Shiratsuchi y Col., 2002) encontró una correlación 

entre la actividad de telomerasa, la capacidad proliferativa y la masa tumoral. En este aspecto, en 

nuestros  pacientes  con MM se observó una fuerte  correlación  negativa  entre  la  presencia  de 

telómeros cortos y el porcentaje de células plasmáticas en médula ósea, uno de los factores que 

refleja masa tumoral, sustentando una probable asociación con la evolución clínica.

Por otro lado, es importante puntualizar que si bien el grupo de pacientes estudiado no fue 

numeroso,  el  valor  medio  de  picos  de  TRF en  nuestros  casos  con anomalías  cromosómicas 

clonales, fue significativamente menor que el observado para pacientes con MM con cariotipos 

normales. Estos hallazgos acuerdan con resultados recientemente publicados que muestran una 

correlación negativa entre anomalías citogenéticas y longitud telomérica en células CD138+ (Wu 

y Col.,  2003). La literatura muestra  que los estudios cromosómicos en pacientes  con MM se 

encuentran limitados por las dificultades existentes en la obtención de metafases útiles para ser 

analizadas.  En  nuestro  estudio  hemos  encontrado  un  28,6% de  los  casos  con  alteraciones 

clonales, resultado que concuerda con datos de la literatura (20-60% por análisis cromosómico 

convencional) (Calasanz y Col., 1997; Nilsson y Col., 2002). Asimismo, pacientes con cariotipos 

anormales han mostrado peor pronóstico que aquellos sin anomalías (Seong y Col., 1998, Debes-

Marun  y  Col.,  2003).  De  hecho,  todos  nuestros  casos con  MM  y  cariotipos  anormales  se 

encontraban dentro del grupo con más del 60% de células plasmáticas en médula ósea, reflejando 

la presencia de ventajas proliferativas en células plasmáticas asociadas a cambios cromosómicos 

(Rajkumar y Col., 1999; Shaughnessy y Col., 2003). De esta forma, la asociación de cariotipo 

anormal con reducción telomérica, encontrada en este trabajo, estaría indicando el probable valor 

pronóstico  de  este  último  parámetro  en  MM, particularmente  en  casos  en  los  cuales  resulta 

imposible obtener células para el análisis citogenético.
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El 28% de los pacientes  con MM presentó pérdida de RB1, valor que concuerda con 

estudios  previos  que  muestran  esta  alteración  como  característica  independiente  asociada  a 

pronóstico adverso y corta sobrevida, en el 30-50% de los casos (Dao y Col., 1994, Desikan y 

Col., 2000; Zojer y Col., 2000). Si bien un trabajo reciente muestra una correlación positiva entre 

la deleción 13q y la actividad de telomerasa y negativa con la longitud telomérica (Wu y Col., 

2003),  nosotros  no  encontramos  relación  entre  pérdida  de  RB-1  y  los  valores  de  TRF, 

probablemente debido al  tamaño de la  muestra  y al  bajo porcentaje  de células  monosómicas 

presente en la mayoría de nuestros pacientes. En este aspecto, cabe destacar que Shaughnessy y 

colaboradores  (2003)  observaron  peor  pronóstico  en  pacientes  con  más  del  20% de  células 

monosómicas. No obstante, el estudio de un mayor número de casos permitirá clarificar estos 

hallazgos. 

Los  recientes  avances  en  la  biología  molecular  del  MM permitieron  tener  una  nueva 

visión  dentro  de  la  patogénesis  de  esta  enfermedad  aún  incurable.  Un  ejemplo  de  ello,  lo 

constituye el hallazgo de la proteína STAT3, que activa genes que promueven la sobrevida de 

células  con MM, tales  como el  del  factor de células  mieloides  Mcl-1, que codifica para una 

proteína antiapoptótica miembro de la familia Bcl-2 que regula la muerte celular programada y 

sería necesaria para la sobrevida de estas células (Zhang y Col., 2002). Recientes estudios de 

perfiles de expresión génica (Zhan y Col., 2003) han detectado una regulación negativa del gen 

TERF2 (telomeric repeat binding protein), que actúa protegiendo los extremos cromosómicos y 

previniendo  la  fusión  telomérica,  siendo  importante  en  el  mantenimiento  de  la  estabilidad 

genómica,  sugiriendo que dicha pérdida de expresión podría  estar  asociada a la  aparición de 

rearreglos estructurales característicos de MM.

Concluyendo, nuestros datos en pacientes con MM muestran una reducción significativa 

de  la  longitud  telomérica,  particularmente  relacionada  a  mayores  porcentajes  de  células 

plasmáticas en médula ósea y a cariotipos anormales. Estos hallazgos sugerirían a los TRFs como 

probables  marcadores  tumorales,  asociados  a  la  evolución  clínica  y  sustentarían  que  la 

disminución  de  la  longitud  telomérica  incrementa  la  frecuencia  de  TAs  e  inestabilidad 

cromosómica, sugiriendo su participación en el desarrollo de esta patología. De esta forma,  un 

aumento  de la  actividad  de telomerasa  y el  acortamiento  telomérico  presente  en células  con 
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genomas  inestables  conjuntamente  con  la  desregulación  de  la  proliferación  y  los  factores 

responsables de la sobrevida celular podrían contribuir al desarrollo y la progresión del MM.
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5. Enfermedad Celíaca



5. ENFERMEDAD CELIACA

5.1. Pacientes

Se evaluaron biopsias de intestino delgado y sangre periférica provenientes de 20 

pacientes  con EC sin tratamiento previo,  16 mujeres  y 4 varones,  edad media 36 años 

(rango 21-69 años). Los datos concernientes a edad, sexo, formas clínicas involucradas, 

duración de la enfermedad, estado nutricional y presencia de enfermedad malabsortiva se 

encuentran  resumidos  en  la  Tabla  4.  Se  estudiaron  doce  pacientes  al  momento  del 

diagnóstico.  Los  ocho  restantes  fueron  previamente  diagnosticados  y  presentaban  un 

tiempo medio de evolución de 132 meses (rango 11-285 meses), pero no cumplían con la 

dieta libre de gluten al momento del estudio. Ninguno de los pacientes declaró consumo de 

alcohol y sólo cinco fumaban.

El  diagnóstico  de  EC  se  basó  en  datos  clínicos  y  estudios  de  laboratorio  e 

histológicos. Las biopsias de mucosa de intestino delgado se obtuvieron de la parte distal de 

la  segunda  porción  del  duodeno  por  duodenoscopía  y  fueron  procesadas  en  forma 

convencional.  Las  evaluaciones  cuantitativas  histológicas  y  morfométricas  (conteo  de 

linfocitos  intraepiteliales)  fueron  realizados  por  un  observador  experimentado 

independiente.  Las  características  histológicas  de la  mucosa  intestinal  se  evaluaron por 

microscopía  óptica  con tinción  de  hematoxilina-eosina.  Las  biopsias  intestinales  fueron 

categorizadas de acuerdo a la clasificación de Marsh (Marsh, 1992), presentando todos los 

pacientes una mucosa duodenal plana (grado III de Marsh). Teniendo en cuenta la forma 

clínica  de  la  presentación  de  la  enfermedad,  se  los  clasificó  en:  asintomáticos  (A,  4 

pacientes), monosintomáticos (M, 5) y polisintomáticos (P, 11).
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Tabla 4: Datos clínicos y valores individuales de TRF en pacientes con EC

Pacientes Sexo/Edad
  (años)

Forma 
Clínica

Duración de 
la 

enfermedad
(meses)

Estado
Nutricional

Síndrome 
de mala 

absorción

Valores de Picos 
medios de TRF 

(Kb)
____________
  B             SP

  1 F/26 A 0 NN No   5,67   9,25
  2 F/42 A 0 NN No   3,46   8,58
  3 F/31 A 23 NN No   2,99   6,85
  4 F/38 A 0 NN No   3,19   8,05
  5 F/21 M 0 NN No   4,13 12,92
  6 M/24 M 285 NN No   3,84   8,13
  7 M/30 M 0 MM No   3,69 10,09
  8 F/48 M 0 NN No   4,59   9,32
  9 M/54 M 11 NN No   3,36 11,03
10 F/26 P 0 MS Si   5,32   9,32
11 F/27 P 0 ML Si   7,44 11,57
12 M/27 P 0 MM No   5,33   9,21
13 F/30 P 26 ML Si   5,89 11,05
14 F/30 P 117 ML Si   5,13   7,83
15 F/69 P 0 MM Si   3,16   8,30
16 F/26 P 230 ML Si   2,73   9,75
17 F/39 P 0 MM Si   2,79   8,73
18 F/66 P 0 MM Si   2,88   7,63
19 F/23 P 266 ML Si   3,19   6,88
20 F/40 P 23 ML Si   5,38   8,96

A:  Asintomático;  M:  Monosintomático;  P:  Polisintomático;  NN:  Nutrición  Normal;  ML: 
Malnutrición Leve; MM: Malnutrición Moderada; MS: Malnutrición Severa; SP: Sangre Periférica, 
B: Biopsias.
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5.2. RESULTADOS

La longitud telomérica fue evaluada por la técnica de TRF en biopsias intestinales y 

sangre periférica de 20 pacientes con EC. Se estudiaron también biopsias normales y sangre 

periférica de controles normales. Los picos de TRF de las biopsias y las muestras de sangre 

periférica de cada uno de los pacientes con EC se muestran en la Tabla 4. 

Se detectó un acortamiento telomérico significativo en las biopsias de los pacientes 

en comparación con la sangre periférica de los mismos individuos (p<0,0001) (Tabla 5) 

(Figuras  11  y  12).  Además,  los  valores  de  TRF  en  las  biopsias  de  celíacos  fueron 

significativamente  menores  que  los  observados  en  biopsias  normales  4,21±0,29Kb  y 

8,33±0,38Kb (p<0,001), no encontrándose diferencias entre los valores de TRF de sangre 

periférica de pacientes y controles (Tabla 5).

Finalmente,  se  pudo  apreciar  un  importante  acortamiento  de  telómeros  en  las 

biopsias de cada una de las formas clínicas estudiadas respecto de la sangre periférica de 

los  mismos  individuos:  3,83±0,62Kb  y  8,18±0,51Kb  (p<0,001)  para  los  pacientes  A, 

3,92±0,21Kb y 10,30±0,81Kb (p<0,002) para pacientes M y 4,48±0,48Kb y 9,02±0,42Kb 

(p<0,0001)  para  los  pacientes  P,  indicando  que  dicha  reducción  telomérica  sería 

independiente de la presentación clínica de la enfermedad.

54



Tabla 5: Valores medios de TRF en pacientes con EC y controles

Grupos             TRF (Kb)
____________________________
     X±ES                           Rangos
 

EC-B   4,21±0,29*#               2,73- 7,44
EC-SP   9,17±0,35                   6,85-12,90
BN   8,33±0,38                   6,49-10,15
SPN   8,89±0,37                   6,20-11,82

    EC: Enfermedad Celíaca; BN: Biopsias Normales; SP: Sangre Periférica;
       SPN: SP Normal; B: Biopsias

   * Diferencias significativas respecto de EC-SP  (p< 0,0001)
   # Diferencias significativas respecto de BN (p< 0,001)
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Figura  11:Distribución  de  los  TRF (medidos  en  Kb)  en  sangre  periférica  y 
biopsias de pacientes con EC. Cada uno de los puntos representa el valor medio 
de TRF para cada paciente
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M: Marcador de peso molecular; PB: Sangre Periférica; B: Biopsias.

Figura 12:  Análisis de TRF, cada panel muestra un paciente. Ambos muestran una 
reducción telomérica en biopsias de intestino delgado respecto de la SP del mismo 
individuo. Izquierda: Los picos de TRF del caso 14 fueron 7,83 y 5,13 Kb para SP y B, 
respectivamente;  Derecha:  Caso  10:  picos  de  TRF  9,32  y  5,32  Kb  para  SP  y  B, 
respectivamente.

5.3. DISCUSION

En diversas patologías se ha asociado el acortamiento telomérico con la presencia de 

inestabilidad cromosómica y la progresión de la enfermedad, llevando a un incremento de 

la proliferación, apoptosis y destrucción inmune (Shay y Col., 1996). En este capítulo, se 

analizó la longitud de los TRF en biopsias y sangre periférica de pacientes con EC que 

constituye, a nuestro conocimiento, la primera evaluación molecular de telómeros efectuada 

en pacientes con esta patología  (Cottliar  y Col.,  2003 a).  En este estudio detectamos un 

acortamiento telomérico significativo y específico en biopsias de intestino delgado de los 

pacientes, independientemente de la forma clínica involucrada.

La pérdida de la longitud telomérica puede desencadenar la formación de fusiones 

terminales  entre  brazos  cromosómicos,  las  que  pueden  resultar  en  nuevos  rearreglos 
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cromosómicos. Estudios recientes en tumores sólidos humanos (Gisselsson, y Col. 2002; 

O’  Sullivan  y  Col.,  2002;  Höglund  y  Col.,  2003)  y  ratones  deficientes  de  telomerasa 

(Hemann y Col., 2001; Rudolph y Col., 2001) han detectado una correlación positiva entre 

la  reducción  de  la  longitud  telomérica  y  la  presencia  de  anomalías  cromosómicas, 

mostrando  una  participación  preferencial  de  cromosomas  con  telómeros  críticamente 

acortados  en  rearreglos  estructurales.  Esta  idea  es  además  sustentada  por  nuestros 

resultados que muestran una clara  reducción de telómeros  en pacientes  con EC, en los 

cuales  la  persistencia  del  daño  a  la  mucosa  puede  llevar  a  serias  complicaciones  y 

neoplasias  gastrointestinales,  particularmente  linfomas  (Swinson,  1983;  Corrao,  2001; 

Askling y Col., 2002; Catassi y Col., 2002; Holmes y Col., 2002).

Datos de la literatura muestran una reducción telomérica en diferentes subtipos de 

LNH a células B analizados en conjunto (Remes y Col., 2000). Asimismo el análisis de 

regiones teloméricas en linfomas T cutáneos y lesiones precursoras mostró acortamiento 

telomérico  significativo  y aumento  de la  actividad de telomerasa (Wu y Hansen,  2001; 

Zuolin  y  Col.,  2003),  sustentando  que  estos  parámetros  serían  importantes  en  la 

tumorigénesis.  Estudios  recientes  indican  que  un  mal  funcionamiento  de  los  telómeros 

contribuye  a  la  carcinogénesis  colorrectal  promoviendo  la  presencia  de  inestabilidad 

cromosómica  (Rudolph  y  Col.,  2001)  y  proponen  a  la  disfunción  telomérica  como  el 

mecanismo predominantemente involucrado en el cáncer en humanos.

La presencia  de  aberraciones  cromosómicas  espontáneas  en sangre  periférica  ha 

sido previamente utilizada para investigar  el  riesgo a desarrollar  cáncer (Bonsái y Col., 

1995), dado que la cantidad de daño genético en dicho tejido refleja eventos similares a los 

ocurridos  en  las  células  precursoras  del  proceso  carcinogénico  del  tejido  blanco. 

Particularmente,  un  estudio  realizado  entre  varios  centros  ha  demostrado  que  las 

frecuencias de aberraciones cromosómicas en sangre periférica de individuos sanos sirve 

como un marcador biológico de riesgo de cáncer (Hagmar y Col., 1998). En este aspecto, es 

interesante comentar que nuestro grupo previamente había encontrado un nivel elevado de 

inestabilidad genómica en pacientes con EC manifestado por la presencia de aberraciones 

cromosómicas (Fundia y Col., 1994; 1996), sugiriendo que estos hallazgos podrían estar 
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relacionados con la alta incidencia de cáncer observada en esta patología. Además, en ese 

trabajo  se  encontró  una  fuerte  correlación  entre  bandas  afectadas  en  EC  en  forma  no 

azarosa  y  puntos  de  ruptura  frecuentes  en  cáncer,  la  mayoría  de  ellos  (75%) 

específicamente  asociados  a  linfomas  malignos.  Nuestro grupo también  ha  descripto  la 

presencia de un genoma inestable en sangre periférica de pacientes con colitis ulcerosa, una 

enfermedad  inflamatoria  crónica  del  colon,  asociada  con  un  riesgo  incrementado  de 

carcinoma colorrectal (Cottliar y Col., 2000 a). En esta patología,  un estudio reciente ha 

demostrado además una correlación entre la inestabilidad cromosómica y el acortamiento 

telomérico en muestras de mucosa intestinal  (O’ Sullivan y Col.,  2002) y en un trabajo 

previo (Rabinovitch y Col.,  1999) se ha sugerido que la displasia y el cáncer en colitis 

ulcerosa surgirían a partir  de un proceso de inestabilidad cromosómica que afectaría  al 

colon en su totalidad.

Se sabe también que una inestabilidad genómica constitucional provee el sustrato de 

predisposición  para  el  desarrollo  neoplásico,  contribuyendo  a  intensificar  los  cambios 

genéticos cruciales en los múltiples pasos que llevan a la carcinogénesis. A pesar de los 

diversos mecanismos posiblemente implicados como causas de inestabilidad genética, tales 

como las mutaciones de genes específicos y la aneuploidía adquirida, la causa real ha sido 

muy  escasamente  estudiada.  Un  trabajo  reciente  propone  como  hipótesis  que  la 

inestabilidad genética en células con cáncer es debida a la dinámica de los telómeros, como 

la  erosión  de  los  mismos  y/o  la  amplificación  de  las  secuencias  repetitivas  TTAGGG 

presentes en estos extremos cromosómicos (Pathak y Col., 2002). De la misma manera, se 

encontró una reducción telomérica en varios síndromes genéticos humanos asociados con el 

desarrollo  de  cáncer,  tales  como  el  Síndrome  de  Down,  Anemia  de  Fanconi  y  Ataxia 

Telangiectasia (Vaziri y Col., 1993; Metcalfe y Col., 1996, Leteurtre y Col., 1999). Asi la 

presencia  de  acortamiento  telomérico  observada  en  pacientes  con  EC,  una  enfermedad 

multifactorial que posee un fuerte componente genético, con alta frecuencia de desarrollo 

de  linfoma  T,  está  en  concordancia  con  estos  hallazgos  y  sustenta  la  hipótesis  que  la 

presencia  de  inestabilidad  genética  y  reducción  telomérica  estarían  jugando  un  rol  de 

importancia en la predisposición al desarrollo neoplásico encontrada en estos pacientes.
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6. Linfoma no-Hodgkin



6. LINFOMAS NO-HODGKIN

6.1. Pacientes:

Se  efectuó  la  recolección  y  procesamiento  de  52  muestras  de  médula  ósea  y/o 

ganglios  provenientes  de  50  pacientes  con  LNH,  de  los  cuales  33  presentaron  LF,  7 

LBDCG secundario a LF (LBDCG-S) y 10 LBDCG de novo, así como de 12 controles. En 

la Tabla 6 se detalla la distribución por edad y sexo de los pacientes estudiados.

Tabla 6: Distribución por edad y sexo de los pacientes con LNH

Grupos Número 

de casos

Edad media años

(rango)

Sexo

F                  M

LF      33 53,5     (29-77) 15                 18
LBDCG de novo      10 51,9     (22-64)   4                   6
LBDCG-S        7   61        (53-69)   2                   5

LF: linfoma folicular; LBDCG: linfoma B difuso a células grandes; LBDCG-S: LBDCG secundario a LF

Los pacientes fueron estudiados al diagnóstico o previo a iniciar el tratamiento. Los 

casos  23  y  47  fueron  analizados  en  dos  oportunidades.  Las  médula  ósea  analizadas 

presentaron porcentajes de infiltración mayores al 15% o bien resultaron positivas para el 

rearreglo  BCL-2 (Tabla 7). La mayoría de los pacientes con LF (77,4%) presentó estadios 

avanzados (III y IV). Teniendo en cuenta el grado de LF, los pacientes se distribuyeron en: 

grado 1: 70,4%, grado 2: 25,9% y grado 3: 3,7%. Asimismo, los estadios clínicos de los 

LBDCG-S, fueron: III (17%) y IV (83%), mientras que los LBDCG de novo presentaron: 

40% estadio II y el 60% restante presentó estadio IV (60%). Nuestros resultados fueron 

correlacionados con el análisis de los rearreglos moleculares del gen BCL-2 efectuados en 

el Laboratorio.

6.2. RESULTADOS
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6.2.1. Análisis de longitud telomérica en pacientes con linfoma folicular y linfoma B 
difuso a células grandes secundario a linfoma folicular

Se estudió la longitud telomérica mediante la técnica de TRF en médula ósea y/o 

ganglio de pacientes con LF (23 muestras de médula ósea y 11 de ganglio) y LBDCG-S (5 

médulas óseas y 2 ganglio). En la Tabla 7 se detallan edad, sexo, tipo de muestra estudiada, 

porcentaje de infiltración de la médula ósea, los valores de TRF y los resultados de BCL-2 

para cada uno de los casos.

El  análisis  de  los  datos  obtenidos  en  ambos  subtipos  histológicos,  no  mostró 

diferencias en los valores de TRF de médula ósea y ganglio: 4,19±0,20Kb y 3,95±0,26Kb 

para LF y 3,07±0,19Kb y 3,93±0,71Kb para LBDCG-S, respectivamente,  por lo que se 

decidió analizar ambos tejidos en forma conjunta.

En 22/34 muestras (64,7%) con LF y en 4/7 (57,1%) con LBDCG-S se detectaron 

dos poblaciones de células dentro de un único perfil telomérico, observándose dos picos de 

alta intensidad. El análisis específico de este grupo de pacientes mostró una media de TRF 

para cada pico de 7,53±0,44Kb y 4,13±0,22Kb en LF y de 6,70±0,68Kb y 2,93±0,16Kb en 

LBDCG-S,  considerándose  en  ambos  casos,  el  pico  de  menor  peso  molecular  como 

correspondiente al componente tumoral. En las muestras restantes se obtuvo un único pico 

de TRF. Al analizar particularmente el grupo de 12 pacientes con LF y los 3 casos con 

LBDCG-S que portaban un único pico, se observó un valor medio de TRF de 4,07±0,22Kb 

para los primeros y de 3,82±0,42Kb para el segundo subtipo histológico, que no muestran 

diferencias con el valor obtenido para el pico de menor peso molecular, corroborando así 

que éste representa al componente tumoral.
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Tabla 7: Datos clínicos y valores de TRF en pacientes con LF y LBDCG-S

% infiltración 
en MO 

BCL-2 Pico deTRF
(Kb)

50 +   6,56+2,97
30 +   7,13+2,47
30 + 11,74+4,97
40 +   4,54
20 +   8,13+3,79
35 +   8,18+3,05
28 + 11,36+6,30
40 -   3,94
30 + 10,62+4,62
50 +   8,24+4,60
15 +   5,16+4,55
35 +   8,11+4,54
50 +   6,55+4,73
40 +   6,00+4,82
15 +   8,31+5,82
30 -   9,07+2,88
50 +   9,87+5,66
0 +   4,17

ND -   3,36
0 +   5,22+3,37
0 +   6,66+4,01

ND +   5,44+3,12
0 +   4,08

+   4,27
+   7,02+3,85
+   5,76
-   3,37
+   4,18+3,10
+   5,37+3,19
-   3,38
+   3,17
+   4,67
+   3,04
+   6,83+4,48

35 +   7,13+2,47
20 -   5,62+2,96
0 +   8,45+3,10
15 -   3,20
0 +   3,64

+   4,64
+   5,62+3,22

LF: linfoma folicular; LBDCG-S: linfoma B difuso a células grandes secundario a LF; 
MO: Médula ósea; G: Biopsia ganglionar
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La evaluación de la longitud telomérica en ambos subtipos histológicos reveló un 

TRF medio significativamente menor que el observado en los controles (p<0,001) (Tabla 

8),  encontrándose  además  telómeros  significativamente  acortados  en  los  pacientes  con 

LBDCG-S respecto de LF (p=0,04) (Figura 13).

Tabla 8: Valores medios de TRF en pacientes con LF y LBDCG-S y controles.

CN: Controles normales; LF: linfoma folicular; LBDCG-S: linfoma B difuso a células grandes secundario 
a LF; MO: Médula ósea; G: Biopsia ganglionar; LF BCL-2 – y LF BCL-2 +: pacientes con LF negativos o 
postivos para el rearreglo del gen BCL-2

* Diferencias significativas respecto de controles normales (p<0,001)
♠ Diferencias significativas respecto de LF (p= 0,04)
∆  Diferencias significativas respecto de BCL-2 + (p= 0,05)
   Diferencias significativas respecto de BCL-2 - (p= 0,045)

Por otro lado, nuestros datos de TRF fueron correlacionados con la evaluación de 

los  rearreglos  moleculares  del  gen  BCL-2  efectuada  en  el  Laboratorio.  Dicho  análisis 

mostró positividad para este rearreglo en el 85,3% de los pacientes con LF y en el 71,4% de 

los LBDCG-S (Tabla 8). Los pacientes portadores del rearreglo BCL-2 mostraron TRF más 

largos que los negativos para la translocación (p=0,05) (Tabla 8 y Figura 14). Al analizar 

los TRFs en función de los puntos de ruptura del gen BCL-2, se observaron valores de 

longitud telomérica más pequeños en pacientes negativos para el rearreglo, intermedios en 

Grupos Número  de 

muestras

            TRFs (Kb) (X±ES)

                  (rango)

CN 12 8,50±0,50          (7,30-11,8)
Linfomas Foliculares
LF 34 4,10±0,16*         (2,47-6,30)

LF BCL-2 - 5 3,38±0,17*∆     (2,88-3,94)
LF BCL-2 + 29 4,23±0,17*       (2,47-6,30)

Negativos 5 3,38±0,17*      (2,88-3,94)
MBR 24 4,31±0,19*      (2,97-6,30)
Mcr 5 3,84±0,45*       (2,47-4,62)
Linfoma B difuso a células grandes 

secundario a LF
LBDCG-S 7 3,31±0,25*♠       (2,47-4,64)
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pacientes  positivos  para  mcr  y  mayores  en  los  positivos  para  MBR,  detectándose 

diferencias significativas entre éstos últimos y los casos BCL-2 negativos (p=0,045) (Tabla 

8 y Figura 14). Simultáneamente, cabe destacar que los valores de TRF de los pacientes 

negativos  fueron  similares  a  los  observados  en  aquellos  que  habían  progresado  a  un 

LBDCG-S.  El  paciente  estudiado  simultáneamente  en  médula  ósea  y  ganglio  mostró 

valores de TRF similares en ambos tejidos. Si bien el número de casos con LBDCG-S es 

pequeño, la comparación entre los casos positivos y negativos para el rearreglo BCL-2 no 

mostró diferencias en los valores de TRF.

Figura  13: 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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Figura 14: Distribución de TRF en LF y LBDCG-S, su relación con rearreglos del gen BCL-2 y sus 
puntos de ruptura 

* p<0,001 respecto de CN; # p=0,05 y ∆ p=0,045 respecto de BCL-2 -

6.2.2.  Análisis  de  longitud  telomérica  en  pacientes  con  linfoma B difuso  a  células 
grandes de novo

Se efectuó el análisis de la longitud telomérica empleando la metodología de TRF 

en 11 muestras provenientes de 10 pacientes con LBDCG de novo (7 muestras de médula 

ósea y 4 de ganglio). En la Tabla  9,  se resume edad,  sexo,  tipo de muestra  estudiada, 

porcentaje de infiltración de la médula ósea, los valores de TRF y los resultados de BCL-2 

para cada uno de los casos estudiados.

A diferencia  de  los  dos  subtipos  analizados  precedentemente,  los  pacientes  con 

LBDCG de novo mostraron valores de TRF que difirieron significativamente entre ambos 

tejidos, observándose TRFs más cortos en médula ósea (3,86±0,39 Kb; rango 3,05-5,78 

Kb) que en ganglios (6,03±0,28  Kb, rango: 5,20-6,42  Kb) (p=0,004) (Figura 15), por tal 

motivo se decidió analizados en forma separada.
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Tabla 9: Datos clínicos y valores de TRF en pacientes con LBDCG de novo

Caso Sexo/Edad
(años)

Muestra % de infiltración 
en MO 

BCL-2 Pico deTRF 
(Kb)

LBDCG   de novo   

41 F/40 MO 70 +   4,51
42 M/63 MO 28 +   4,21
43 M/69 MO 20 +   6,50+5,78
44 M/50 MO 0 +   8,19+3,24
45 F/58 MO 0 +   3,12
46 F/56 MO 65 -   6,19+3,05
47 M/46 MO 0 +   7,17+3,14

M/49 G -   6,64+5,20
48 F/64 G +   6,37
49 F/54 G -   6,42
50 M/22 G -   6,15

LBDCG: linfoma B difuso a células grandes; MO: Médula ósea; G: Biopsia ganglionar

En 5/11 (45,4%) muestras con LBDCG de novo se observaron dos poblaciones de 

células  dentro de un único perfil  telomérico,  detectándose  dos picos de alta  intensidad, 

cuatro de las cuales eran médulas óseas (Tabla 9). Este último grupo de pacientes mostró 

una media de TRF para cada pico de 7,01±0,44Kb y 3,80±0,66Kb, considerándose al pico 

de  menor  peso  molecular,  como  correspondiente  al  componente  tumoral.  En  las  tres 

muestras  restantes de médula ósea se obtuvo un único pico de TRF, cuyo valor medio 

(3,94±0,42Kb)  también  coincide  con  el  valor  obtenido  para  el  pico  de  menor  peso 

molecular, corroborando que el mismo representa al componente tumoral.  Respecto de la 

presencia del rearreglo del gen BCL-2, encontramos un 63,7% de estos pacientes portando 

dicho rearreglo, correspondiendo el 25% de los mismos a ganglios.

En estos pacientes con LBDCG  de novo, se observó una reducción telomérica en 

ambos  tejidos  analizados  respecto  de  controles  normales  (8,50±0,50Kb)  (p<0,001). 

Asimismo, los valores de TRF de las biopsias ganglionares con LBDCG de novo resultaron 

ser significativamente mayores respecto de los valores medios de los pacientes con LF y 

LBDCG-S  (p=0,0001).  No  encontramos  diferencias  entre  los  valores  de  TRF  de  las 

médulas óseas de LBDCG de novo respecto de LF y LBDCG-S (Figura 15).
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Figura 15: TRF de MO y G en los distintos subtipos histológicos de LNH estudiados
* p=0,004 respecto de MO en LBDCG de novo; # p=0,0001 respecto de LF y LBDCG-S

En el paciente que fue evaluado en dos ocasiones (caso 47), cuyos estudios fueron 

efectuados  con  una  diferencia  de  2  años  y  medio,  la  primera  muestra,  al  diagnóstico, 

presentó positividad para BCL-2 y telómeros más cortos que la segunda correspondiente a 

la  recaída,  donde la  translocación  BCL-2  no  fue  detectada.  Esta  negativización  podría 

deberse a que haya sido eliminado el clon portador de la translocación o bien a que haya 

mutado el sitio de la translocación con lo cual los primers no hibridarían, no obteniéndose 

producto de amplificación, además es de recalcar que en ambas muestras se detectaron las 

dos poblaciones celulares.

6.3. DISCUSION

Nuestra población de pacientes con LNH presentó un acortamiento significativo de 

la longitud telomérica respecto de los controles mostrando, a excepción de los ganglios de 

LBDCG de novo, valores algo menores que los observados en el primer estudio publicado 

en el que se evalúan estos subtipos histológicos en combinación con otros linfomas de bajo 

y  alto  grado  de  malignidad  (Remes  y  Col.,  2000).  Un  estudio  reciente  de  longitud 

telomérica en pacientes con desórdenes linfoproliferativos a células B maduras (Ladetto y 

Col.,  2004)  encuentra  una  correlación  entre  longitud  telomérica  e  histogénesis, 
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detectándose que aquellos linfomas pre-centro germinal presentaban telómeros más cortos 

que los originados a nivel del centro germinal o post-centro germinal. En nuestro trabajo, 

encontramos que los MM presentaban TRF significativamente mayores que los observados 

en LF (p=0,005) y  algo menores  que los ganglios  de los LBDCG  de novo,  sugiriendo 

patrones específicos de longitud telomérica para las distintas entidades.

Parte  de  nuestros  casos  han  presentado  dos  picos  de  TRF,  evento  que  ha  sido 

observado previamente en LNH (Remes y Col., 2000) como asi también en pacientes con 

mieloma múltiple (Cottliar y Col., 2003 b), considerándose al pico de menor tamaño como 

correspondiente al componente tumoral, situación que se encuentra avalada por la ausencia 

de longitudes menores a 5 Kb en individuos normales centenarios (Slagboom y Col., 1994; 

Mondello  y  Col.,  1999).  Dichas  células  con  telómeros  acortados  tienen  una  alta 

probabilidad  de  adquirir  anomalías  cromosómicas  que  podrían  asociarse  al  desarrollo 

neoplásico.  En el  caso de LNH esto sería  consistente  con la  presencia  de inestabilidad 

cromosómica evidenciada por un porcentaje incrementado de asociaciones teloméricas en 

médula  ósea de pacientes  con esta  patología,  observado en estudios  previos de nuestro 

Laboratorio (Cottliar y Col., 2000 b).

Sabemos que la iniciación y progresión del cáncer es un proceso de múltiples pasos 

que  determina  la  acumulación  de  alteraciones  genéticas  que  pueden,  individual  o 

colectivamente, influenciar o determinar la manifestación clínica de la enfermedad. El LF 

es un buen modelo para el estudio de este proceso debido a su naturaleza crónica y a la 

accesibilidad  del  tejido  involucrado  para  la  evaluación  en  el  laboratorio,  permitiendo 

obtener una clara imagen de la cascada mutacional. En este contexto, nuestros pacientes 

con LBDCG-S mostraron una media de TRF significativamente más corta que la observada 

en LF, situación que podría asociarse con los múltiples eventos genómicos secundarios que 

acompañan a la transformación histológica de los LF, que incluyen ganancias y pérdidas de 

numerosas regiones cromosómicas (2q, 6p, 7p, 12q, 17q, 5p y 8q), así como mutaciones de 

diferentes genes (c-myc, p53, BCL-6, p15 y p16), sugiriendo el compromiso de distintos 

mecanismos  genéticos  en  su  desarrollo  (Nagy  y  Col.,  2000;  Martínez-Climent  y  Col., 

2003). Simultáneamente, un estudio reciente de estas patologías por microarrays  mostró 
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modificaciones en los perfiles de expresión de un cluster  de 79 genes regulados por el 

oncogen  C-MYC,  detectándose  dos  caminos  diferentes  asociados  al  proceso  de 

transformación: uno de ellos mostraba aumento de la expresión de estos genes llevando a 

pérdida del control de la proliferación, en tanto que el otro presentaba una disminución de 

su expresión, produciendo inhibición de la apoptosis (Lossos y Col., 2002).

Resulta  importante  remarcar  en  este  capítulo  la correlación  efectuada  entre  los 

valores de longitud telomérica obtenidos en LF y los rearreglos moleculares del gen BCL-2, 

parámetros que no habían sido relacionados previamente.  Al evaluar esta asociación, se 

observaron TRF significativamente más cortos en los casos de LF BCL-2 negativos, en los 

cuales  ya  estaba  descripta  una inestabilidad  cromosómica  aumentada  (Horsman y Col., 

2003).  Cabe  destacar  que  el  porcentaje  de  pacientes  BCL-2  negativos  (14%)  resulta 

concordante con el  de las series previamente publicadas (Gribben y Col.,  1991; López-

Guillermo  y  Col.,  1999;  Noriega  y  Col.,  2004).  Actualmente  se  considera  que  estos 

pacientes  representarían  un  subtipo  diferente,  con  un  comportamiento  clínico  distinto 

relacionado al patrón específico de alteraciones génicas y con cambios cariotípicos que los 

caracterizan.  Dentro  de  los  casos  BCL-2  negativos,  se  han  encontrado  anomalías 

secundarias no asociadas con la t(14;18), tales como rearreglos a nivel de 3q27 y la t(8;14)

(q24;q32)  (Nanjangud,  2003).  Por  otro  lado,  Horsman  et  al  (2003)  identificaron  dos 

subtipos  dentro  de  los  casos  sin  la  translocación,  encontrando  distintos  patrones  de 

alteraciones cromosómicas. Un 33% de estos pacientes presentaba sobrexpresión de BCL-2 

no relacionada con el rearreglo y frecuentemente asociada al aumento del número de copias 

del cromosoma 18, en tanto que el 67% restante mostraba la t(3;14)(q27;q32), sugiriendo a 

la desregulación del gen BCL-6, un posible rol en la iniciación de este tipo de linfomas 

(Bosga-Bowner  y  Col.,  2003).  Todo  lo  anterior,  implicaría  distintos  mecanismos 

patogénicos para estos LF similares a nivel de morfología y fenotipo pero genotípicamente 

diferentes.

Respecto de la correlación con los puntos de ruptura involucrados en el rearreglo 

BCL-2, en nuestros resultados se puede apreciar una tendencia a presentar telómeros más 
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cortos en los pacientes con rearreglos en mcr respecto de MBR, mostrando un acortamiento 

significativo en los pacientes negativos para la translocación respecto de aquellos con el 

rearreglo MBR-JH. La literatura presenta discrepancias en la correlación de dichos puntos 

de ruptura con la evolución clínica de la enfermedad. Buchonnet et al (2002) no encuentran 

asociación entre ambos parámetros, en tanto que López-Guillermo et al (1999) consideran a 

este  rearreglo  como  un  factor  pronóstico  de  importancia  en  LF,  útil  para  identificar 

pacientes que requieren tratamientos diferentes. Un trabajo reciente muestra una asociación 

entre el subtipo histológico de LF y el rearreglo molecular del gen BCL-2, no encontrando 

pacientes con LF grado 1 con punto de ruptura en mcr y observando un peor pronóstico 

para los casos negativos (Colleoni y Col., 2004). Estos datos son coincidentes con la gran 

similitud de los valores de TRF detectados en nuestros pacientes con LF BCL-2 negativos y 

los LBDCG-S, lo que podría estar relacionado con la mayor probabilidad de evolución a un 

linfoma de alto grado en los pacientes con LF que no presentan dicho rearreglo.

Concluyendo, nuestros resultados muestran una reducción de la longitud telomérica 

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 sustentarían la presencia 

de diferentes mecanismos patogénicos propuestos para estos distintos LF.

En  cuanto  a  los  LBDCG  de  novo,  nuestros  resultados  muestran  un  mayor 

acortamiento en médula ósea respecto de ganglio. Sabemos que la infiltración de la médula 

ósea en este tipo de linfomas constituye un factor de pronóstico adverso (Shipp y Col., 

1993) que podría estar reflejándose en esta menor longitud telomérica. Un trabajo reciente 

(Ladetto y Col.,  2004) encuentra que los subtipos con mayor índice de proliferación no 

muestran  mayor  acortamiento  telomérico,  situación  coincidente  con  lo  observado  en 

nuestro trabajo donde los LBDCG de novo preesentan longitudes teloméricas mayores que 

los LF. Esto también estaría en concordancia con otro estudio que evalúa la actividad de 

telomerasa en distintos LNH, no encontrando diferencias respecto de ganglios reactivos, 

resultando por lo tanto, independiente de los niveles de proliferación. Este grupo propone 

69



que  la  regulación  positiva  de  la  telomerasa  estaría  desacoplada  de  los  estímulos 

proliferativos (Klapper y Col., 2003).

El análisis  de LBDCG  de novo por microarrays  permitió  detectar dos categorías 

moleculares  con diferentes  patrones  de  expresión  génica,  uno de  los  cuales  mostró  un 

patrón de expresión característico de células B del centro germinal, mientras que el otro 

presentó un perfil similar al de las células B de sangre periférica activadas (Alizadeh y Col., 

2000),  sugiriendo  dos  estadios  diferentes  en  el  desarrollo  de  este  linaje  celular. 

Simultáneamente,  otros  autores  pudieron  diferenciar  tres  subgrupos  de  pacientes, 

sumándole a los dos anteriores un denominado grupo tres que comparte características de 

los dos anteriores  (Rosenwald y Col.,  2002).  Asimismo,  observaron una asociación del 

subtipo centro germinal con la presencia de la t(14;18)(q32;q21) y con la amplificación del 

gen REL, siendo éste el grupo con mayor tasa de sobrevida a los 5 años de seguimiento 

(Alizadeh y Col., 2000; Rosenwald y Col., 2002). Otro análisis (Shipp y Col., 2002) logró 

distinguir  dos grupos de pacientes  con distinta  evolución clínica:  uno de ellos  con alta 

probabilidad de cura y el otro de mal pronóstico, pudiendo identificar un perfil predictor 

asociado  a  tres  genes.  Simultáneamente  se  detectaron  diferencias  en  los  perfiles  de 

expresión génica de LBDCG de novo y secundarios, siendo la expresión de éstos últimos 

similar a la del LF previo y contrapuesta a la de los LBDCG de novo (Lossos y Col., 2002; 

Shipp y Col., 2002), lo que estaría relacionado con nuestros datos de TRF y se reflejaría en 

el  distinto  comportamiento  clínico  de  estos  dos  tipos  de  linfomas,  morfológicamente 

similares.

Durante la tumorigénesis,  los telómeros se acortan progresivamente hasta que se 

restaura la actividad de telomerasa, permitiendo una replicación indefinida. Esta activación 

tardía es un paso crítico en el desarrollo neoplásico y la telomerasa juega un rol crucial en 

la  sobrevida  de  las  células  tumorales.  Es  por  eso  que  los  tumores  se  caracterizan  por 

presentar telómeros cortos en contraposición de la alta actividad de telomerasa que poseen. 

Esta  peculiaridad  de  las  células  tumorales  sugiere  que  la  inhibición  de  la  actividad  de 

telomerasa  puede  ser  un  buen  abordaje  para  disminuir  la  replicación  de  las  mismas  y 

finalmente, lograr inducir su muerte en forma selectiva (Hahn y Weinberg, 2003; Saretzki, 
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2003), habiéndose desarrollado estudios  in vivo e  in vitro que aún se encuentran en una 

etapa  experimental.  Entre  ellos  encontramos  el  empleo  in  vitro de  oligonucleótidos 

antisentido y moléculas pequeñas tales como el BIBR-1532 (Pascolo y Col., 2002), que ha 

sido empleado especialmente como agente antineoplásico en tumores sólidos, pudiendo ser 

de  utilidad  en  neoplasias  hematológicas.  Más  recientemente,  se  ha  ensayado  el 

oligonucleótido GRN163, complementario al templado de ARN de la telomerasa en líneas 

celulares y células de pacientes  in vitro de MM y LNH, asi como en modelos murinos 

(Wang  y  Col.,  2004),  observándose  una  disminución  en  los  niveles  de  telomerasa  y 

reducción del volumen tumoral. Estos datos indican que las células con  telómeros cortos 

pueden ser altamente dependientes de telomerasa para evitar la muerte celular causada por 

telómeros críticamente acortados y disfuncionales y sugieren que la inhibición de la misma 

puede  representar  una  nueva  estrategia  terapéutica  para  muchas  neoplasias  a  células  B 

maduras, específicamente aquellas con telómeros cortos. Esto muestra la importancia del 

estudio de TRF en estas patologías, tendiente a identificar pacientes pasibles de ingresar a 

distintos protocolos de tratamiento anti-telomerasa, logrando de este modo un acortamiento 

telomérico, seguido de muerte celular. 

Lo previamente expuesto nos permite concluir que estos  pacientes con diferentes 

neoplasias a células B maduras, así como el tejido afectado de individuos con Enfermedad 

Celíaca muestran una significativa reducción de la longitud telomérica. En MM y LNH esta 

reducción se vio relacionada a diferentes parámetros de relevancia en la evolución clínica, 

en tanto que en EC, se observó una afectación tejido-específica probablemente asociada a la 

predisposición neoplásica de esta patología. Asimismo, nuestros hallazgos sustentan la idea 

de que la disminución de la longitud telomérica lleva a incrementos de la inestabilidad 

cromosómica y aumento de la sobrevida de estas células que escapan de la muerte celular y, 

progresivamente  adicionan  mutaciones.  De  esta  manera,  el  acortamiento  telomérico 

presente  en  células  con  genomas  inestables  combinado  con  la  desregulación  de  la 

proliferación y de los factores comprometidos en la sobrevida celular podrían promover el 

desarrollo y la progresión de estas patologías.
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7. CONCLUSIONES

El presente estudio permitió arribar a las siguientes conclusiones:

• El  análisis  de  longitud  telomérica  efectuado  mediante  la  evaluación  de  los  TRFs  en 

pacientes  con  MM  y  LNH  mostró  un  acortamiento  telomérico  estadísticamente 

significativo respecto de controles normales.

• En  MM,  se  observó  acortamiento  telomérico  al  diagnóstico  y  en  la  recaída,  con 

recuperación  de  la  longitud  durante  la  remisión  completa.  Se  detectó  también  una 

correlación  positiva  entre  el  acortamiento  telomérico  y  el  aumento  del  porcentaje  de 

infiltración  de  la  médula  ósea,  así  como una  asociación  con la  presencia  de anomalías 

cromosómicas clonales, sugiriendo a los TRFs como probables marcadores tumorales en 

esta patología. 

• El  análisis  de  asociaciones  teloméricas  (TAs),  parámetro  indicador  de  inestabilidad 

genómica,  mostró  incrementos  en MM respecto de los  controles  normales  de MO, con 

valores intermedios en MGUS, sustentando la asociación entre acortamiento telomérico, 

aumento de TAS e inestabilidad cromosómica, como mecanismo de desarrollo neoplásico.

• El análisis  de TRF efectuado en pacientes  con Enfermedad Celíaca,  mostró  un notable 

acortamiento  telomérico  en  las  biopsias  respecto  de  la  sangre  periférica  del  mismo 

individuo, así como también respecto de biopsias normales, no encontrándose variaciones 

entre sangre periférica de individuos controles y afectados, sugiriendo un rol importante de 

este parámetro en la predisposición al desarrollo neoplásico observada en esta entidad.

• En pacientes con LNH se observó acortamiento telomérico en los tres subtipos histológicos 

estudiados  (LF,  LBDCG  de  novo y  LBDCG-S)  respecto  de  controles,  con  TRFs 

significativamente  más  cortos  en  los  LBDCG-S,  sugiriendo  la  participación  de  este 

mecanismo en la progresión del LF a un linfoma más agresivo.
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• Se encontraron valores de TRF mayores en pacientes con LF portadores de rearreglos del 

gen BCL-2 que en los negativos, lo que sustentaría la presencia de diferentes mecanismos 

patogénicos propuestos para estos distintos LF.

• Los  pacientes  con punto  de  ruptura  en  MBR mostraron  TRF más  largos  que  aquellos 

portadores  del  rearreglo  en  mcr  y  de  los  BCL-2  negativos,  detectándose  diferencias 

significativas entre estos últimos y los casos positivos para MBR. 

• Nuestros datos muestran la importancia de efectuar este tipo de estudios en estas patologías 

a  fin  de  poder  detectar  pacientes  pasibles  de  ingresar  a  protocolos  de  tratamiento 

antitelomerasa, tendientes a ser empleados en un futuro en aquellos casos con telómeros 

acortados.

• Los hallazgos de nuestro estudio sustentan el concepto de asociación entre disminución de 

la  longitud  telomérica  e  incremento  de  la inestabilidad  cromosómica,  factores  que 

combinados con la desregulación de la proliferación celular podrían promover el desarrollo 

y la progresión neoplásica.
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9. Abreviaturas



9. ABREVIATURAS

A: Asintomático

BCL-2: Gen BCL-2

EC: Enfermedad Celíaca

EC-B: Biopsias de pacientes con Enfermedad Celíaca

EC-SP: Sangre periférica de pacientes con Enfermedad Celíaca

FISH: Hibridación in situ con fluorescencia, del inglés Fluorescent in situ hybridization

hTERT: Subunidad catalítica de la telomerasa, del inglés human Telomerase Reverse Transcriptase

hTR: Parte ARN de la telomerasa, del inglés human Telomerase RNA

Ig: Inmunoglobulina

Kb: Kilobases

LBDCG: Linfoma B difuso a células grandes

LBDCG-S: LBDCG secundario a Folicular

LF: Linfoma Folicular

LNH: Linfoma no-Hodgkin

M: Monosintomático

MBR: Major Breakpoint Region

mcr: minor cluster region

MGUS:  Gamopatía  monoclonal  de  significado  incierto,  del  inglés  monoclonal  gammophaty  of  

undetermined significance

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad, del inglés Major Histocompatibilty Complex

MM: Mieloma Múltiple

NK: células natural killer

P: Polisintomático

RB1: Gen retinoblastoma 1

TAs: asociaciones teloméricas, del inglés telomeric associations

TRF: Fragmentos de restricción terminal, del inglés terminal restriction fragments 

TRF1: Proteína TRF1

TRF2: Proteína TRF2

VEGF: Vascular endothelial growth factor
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