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RESUMEN

Antecedentes: el linfoma folicular se caracteriza por presentar la t(14;18)(q32;921) que fusiona los genes Bcl-2/IgH. Su incidencia tiene
variaciones geogréficas, étnicas o relacionadas con la técnica de deteccion.

Objetivo: evaluar la frecuencia de presentacion de Bcl-2/IgH por PCR anidado y su correlacion con el cariotipo en pacientes con linfoma
folicular, para considerarse una prueba diagnostica auxiliar.

Material y método: estudio retrospectivo efectuado en 137 pacientes con linfoma folicular con edad media de 56 afios (limites 24 y 80),
63 femeninas y 74 masculinos. El cariotipo se realizd por citogenética convencional en médula 6sea o sangre periférica.

Resultados: resultaron viables 71/137 muestras (52%). La incidencia observada de la t(14;18) fue baja (6.6%) comparada con la reportada en
la bibliografia (30-60%). La sensibilidad del cariotipo fue baja (18%), pero con alta especificidad (100%). El estudio de Bcl-2/IgH se realizé en
ADN amplificado por PCR anidado y fue positivo en 90/137 (66%) con rupturas en la region MBR+ en 75/90(83.3%) y en mcr+ 15 casos(16.6%).
Conclusiones: la incidencia del rearreglo Bcl-2/IgH coincide con los reportes de la bibliografia y la distribucion de las rupturas en Bcl-2 es
alta para mcr (16.6%) y se asemeja a los reportes de Argentina y Estados Unidos. La sensibilidad y especificidad del PCR para Bcl-2/IgH
fueron 80 y 86%, respectivamente, lo que lo hace util al diagnéstico y para usarse durante los seguimientos en pacientes con linfoma folicular.
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ABSTRACT

Identification of the frecuency of t(14;18)(q32;912) and correlation with the Bcl-2/IgH fusion in patients with

follicular lymphoma. Experience of the Mexican Hematology Study Group

Background: Follicular Lymphoma (LF) is characterized by the presence of a t(14;18)(q32;921) and that fusion of the genes Bcl-2/IgH;
whose incidence presented variations geographical, ethnics and/or related to the technical of detections.

Objective: Evaluate frequency of presentation of Bcl-2/IgH by nested PCR and their correlation with karyotype in patients with LF; to be
considered as a test to help of diagnoses.

Material and method: Retrospective study on 137 patients with LF were included, with median age 56 years (rank 24 to 80), 63 females and 74 males.
Results: Karyotype was made by conventional cytogenetics in bone marrow and/or peripheral blood, but only 71/137 samples were viable
(562%) and the incidence observed of {(14;18) were low (6.6%), compared with literature (30-60%); so the sensitivity of karyotype (18%) is
low, although with high specificity (100%). The study of Bcl-2/IgH was made in DNA amplified by nested PCR and was positive in 90/137
(66%) with breakpoints in the region MBR+ in 75/90 (83.3%) and in mcr+ 15 cases (16.6%).

Conclusion: The incidence of rearrangements Bcl-2/IgH it agrees with the reports of literature and the distribution of the breakpoints in
Bcl-2 is high for mer (16.6%) and it is resembled the reports of Argentina and USA. The sensitivity and specificity of the PCR for Bcl-2/IgH
they were 80 and 86% respectively, which makes useful to the diagnosis and to be used during the evolution in patients with LF.
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1 linfoma folicular lo padecen, en Occidente,
Eaproximadamente, 22-35% de los pacientes con

linfoma no-Hodgkin, aunque existe una variacion
geografica en su distribucion; en México se ha reportado
una incidencia de 15%, con edad promedio de presentacion
a los 55 afios.!? El linfoma folicular es el mas frecuente
del grupo de bajo grado o indolentes; es una neoplasia de
estirpe B, de origen centrogerminal, compuesta por una
mezcla de centrocitos y centroblastos que se clasifican en
grados histologicos 1-2 y 3a (indolentes) y 3b (de com-
portamiento agresivo). Sobreexpresan la proteina BCL-2
dentro del foliculo en 85-90% de los casos, lo que los
diferencia de la hiperplasia folicular.!?

La sobreexpresion de BCL-2 se asocia con la translo-
cacion t(14;18)(q32;q22)%; este rearreglo cromosémico
genera la fusion del gen Bel-2 (gen de leucemia-linfoma-2
de células-B) en 18q22 con uno de los segmentos J, del
gen de cadenas pesadas de inmunoglobulinas en 14q32
(IgH). La deteccion de la t(14;18) o Bel-2/IgH es una de
las pruebas auxiliares de diagndstico del linfoma folicular
que representa un marcador de actividad tumoral; sin em-
bargo, su incidencia también presenta variaciones étnicas,
geograficas y principalmente factores relacionados con la
técnica de estudio.”!? La frecuencia de identificacion de la
t(14;18) o Bcl-2/IgH también se relaciona con la infiltra-
cion de la médula osea. Al diagnostico varia de 40 a 70%
y un tercio de los pacientes con médula dsea infiltrada esta
en estadios bajos, sin sintomas. El diagndstico de linfoma
folicular se establece de una adenopatia periférica; por
eso identificar la t(14;18) o Bcl-2/IgH en la médula 6sea
implicaria que existe infiltracion y podria ser un auxiliar
de la estadificacion y complementar el prondstico que
hasta el momento es clinico de acuerdo al FLIPI (Folicular
Lymphoma International Prognostic Index)."*

La t(14;18) puede estudiarse por citogenética conven-
cional y FISH (hibridacion in situ con fluorescencia) en
tejido linfatico o médula ésea y el gen de fusion Bel-2/IgH
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en cual-
quier tejido. Cada una de estas técnicas tiene sus ventajas
y limitaciones. El cariotipo puede detectar las variantes
de la t(14;18) y otras alteraciones cromosomicas, pero es
muy laborioso y requiere tejido fresco o médula 6sea en el
estudio basal, ademas de que el bajo numero de metafases
tumorales puede dar falsos negativos. El FISH tiene una
alta frecuencia de deteccion de la t(14;18) porque puede
usarse tejido fresco o fijado en parafina y médula osea,

pero tiene la desventaja que hay que revisar gran numero
de células (300-400 nucleos en interfase); ademas, las
sondas tienen un alto costo en México.*!°

La deteccion de los genes de fusion Bel-2/IgH por PCR
es mas barata y menos laboriosa que las técnicas menciona-
das, ademas de ofrecer mayor sensibilidad en la deteccion
que ayuda cuando hay bajos niveles de células del linfoma
en la médula 6sea o SP o en ambas. La mayor desventaja
del PCR es que no puede detectar todas las variantes en los
puntos de ruptura de los genes de fusion que se expanden
en el gen Bcel-2. Los principales puntos de rompimiento
que se identifican por PCR son en la regién mayor (MBR)
del exon 3 de Bcl-2 (80% de los casos); la regién menor
(mcr) a30kb del locus Bcl-2 (aproximadamente 15% de los
casos) y la ruptura en la region intermedia (icr) localizada
a 18kb de Bcl-2 (aproximadamente 10% de los casos).®*!1

Este estudio evalua la frecuencia de presentacion de los
genes de fusidon Bcel-2/IgH por PCR y su correlacion con
el cariotipo en pacientes con linfoma folicular; y la posi-
bilidad de considerarla una prueba diagnostica auxiliar.

MATERIAL Y METODO

Se estudiaron pacientes con diagnostico de linfoma
folicular de novo captados entre los afios 2000 a 2004,
procedentes de siete centros hospitalarios del pais. El
diagndstico se corrobord por dos hematopatdlogos de
acuerdo con los criterios de la WHO y REAL.'? El trata-
miento clinico de los pacientes se efectud con base en los
esquemas de su institucidon de procedencia o de acuerdo
con el protocolo del Grupo Mexicano de Estudio de la
Hematologia (MHSG, Mexican Hematology Study Group).

Cariotipo: se realizo en muestras de médula dsea o
sangre periférica procesadas por técnica directa o cultivo
habitual y analizadas con bandeo GTG. Se revisaron de
20-30 metafases y los resultados se reportaron de acuerdo
con la nomenclatura citogenética vigente en esas fechas
(ISCN, 2005)."

Estudio molecular de Bcl2-IgH: se realiz6 en ADN
gendmico extraido por el método salino y organico de
muestras de médula dsea o sangre periférica y amplificado
por PCR simple y anidado para las rupturas en MBR y mcr
de Bcl-2. Los productos de PCR se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa y se tifieron con bromuro
de etidio; los controles de amplificacion fueron el gen B-
actinay la linea celular DoHH2 (positiva para MBR+). Se
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usaron como controles negativos 20 muestras de sangre
periférica de individuos sanos con cariotipo normal. Se
realizd secuenciacion directa de los productos de PCR
anidado de seis casos (tres pacientes con linfoma folicular
y tres controles sanos), para corroborar el rearreglo de los
genes de fusion [Bcl-2/IgH| y descartar un producto de
recombinacién del gen IgH.'

Estadistica: se realizo estadistica descriptiva de las
variables cualitativas y para probar si el cariotipo y el
estudio molecular por PCR pueden detectar t(14;18) o el
rearreglo Bcl-2/IgH. Se realizaron pruebas de sensibilidad
y especificidad. La sensibilidad se calculd por la relacion
entre VP/VP+FN [VP=verdadero positivo, FN=falso nega-
tivo], la especificidad como VN/FP+VN [VN=verdadero
negativo y FP=falso positivo]. El valor predictivo positivo
(VPP) y negativo (VPN) se calculo como: VP/VP+FP y
VN/VN+FN; respectivamente. Ademas, se determind el
indice de correlacion de Sperman entre el cariotipo con-
vencional y PCR para Bc/-2/IgH con 0=0.05.

RESULTADOS

Se recibieron 143 muestras de pacientes con linfoma
folicular, y sélo 137 se evaluaron para los estudios de
cariotipo o molecular. La edad media fue 56 afios (limites
24y 80)y la distribucion por género fue de: 66 femeninos
(46%) y 77 masculinos (54%). Muestras de médula dsea
103 (72%) y sangre periférica 36 (25%), en cuatro (3%)
no se determind la fuente.

La incidencia de la t(14;18)(q32;q22) por citogenética
convencional fue baja (6.6%) comparada con la reportada
en la bibliografia (30-60%); sin embargo, sélo fueron
viables 71/137 muestras (52%) [Figura 1]. En el analisis
por tipo de muestra de médula dsea o SP, el cariotipo sélo
fue positivo en muestras de médula dsea y normal o no
valorable en SP.

El estudio molecular del rearreglo Bc/-2/IgH mediante
el ensayo de PCR anidado fue positivo en 90/137 (66%);
75 en muestra de médula ésea y 15 en sangre periférica
con una diferencia estadistica significativa entre las dos
fuentes [%? de 22.55, p<0.001]. Solo en cinco casos se
analizaron ambos tejidos de médula 6sea y SP y no hubo
diferencias en el tamafio del producto de PCR amplificado,
que fue MBR+ [Figura 2].

Los 20 controles sanos tuvieron cariotipo normal y las
amplificaciones por PCR fueron negativas en 16 y positi-
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Figura 1. Cariotipo de un paciente con linfoma folicular y la t(14;18)
(932;922)
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa del PCR del rearreglo
Bcl-/IgH con ruptura en la region MBR.

100pb, marcador peso molecular, C+ linea celular DoHH2 (MBR+),
1-3 pacientes MBR+, 4 paciente negativo, C- DNA individuo sano,
H20, control de reaccién sin DNA.

vas en cuatro; de estos ultimos se secuenciaron tres casos
y se obtuvieron so6lo secuencias del gen /gH con ausencia
de Bcl-2, indicando recombinacion in vitro en el ensayo
de PCR anidada.

La distribuciéon de rupturas en Bcl-2 fue mayor para
la regiéon MBR+ en 75 (83.3%) y en mcr+ en 15 casos
(16.6%), detectadas en todos por PCR anidado.

Los resultados obtenidos de la secuenciacion del PCR
anidado de Bcl-2/IgH y la comparacion con la secuencia
de linea germinal correspondiente de tres pacientes, dos
con MBR+ y uno en mer+; fueron especificas y mostraron
rupturas en MBR y los segmentos J, 4 y J 6 del gen IgH
con secuencias N insertadas de 9 y 12pb, respectivamen-
te. En tanto que en el paciente con ruptura en la region
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mcr de Bcl-2 el segmento insertado fue de 12pb en J 6
(Cuadro 2).'

La Rho de Sperman entre cariotipo y PCR fue de 0.172;
sensibilidad y especificidad para el cariotipo fue de 18y
100% respectivamente y para PCR de 86 y 80%, respec-
tivamente. Los valores VPP y VPN para cariotipo 100 y
32% y para PCR 95 y 48%, respectivamente (Cuadro 1).

DISCUSION

Los reportes de la bibliografia han demostrado una varia-
cion de la frecuencia de presentacion del linfoma folicular
en las diferentes poblaciones y, por lo tanto, una inciden-
cia diferente de la t(14;18) o del rearreglo Bcl-2/IgH por
citogenética/FISH y PCR, respectivamente.

En este estudio se analiza la incidencia y correlacion de
lat(14;18) detectada por citogenética convencional con el
rearreglo Bcl-2/IgH estudiado por PCR simple y anidado.
Encontramos que la incidencia de la t(14;18) por citoge-
nética convencional fue muy baja (6.6%) que correlaciona
con una baja sensibilidad del cariotipo (18%) aunque con
alta especificidad (100%); como era de esperarse por la
naturaleza de la t(14;18); sin embargo, hay que considerar
que las muestras fueron de médula dsea y no de tejido
linfatico que es mas representativo de la patologia. Este
bajo indice de deteccion podria mejorarse con la aplicacion
de FISH para la identificacion de la t(14;18), en células en
interfase; sin embargo, el alto costo de la prueba lo deja

fuera del alcance de la mayoria de nuestras instituciones
de salud en México.

La incidencia del rearreglo Bcl-2/IgH fue de 66%,
porcentaje que esta dentro de los rangos reportados para
la poblacién de América Latina, Asia y Europa (50-70%)
y para la poblacion de EUA es mayor de 70%. La distribu-
cion de los sitios de ruptura en MBR y mer (83.3 'y 16.6%
respectivamente) esta dentro de las incidencias generales
para MBR (80%); pero en mcr es alta y se asemeja mas
a los reportes de Argentina y Estados Unidos (>10%)**.
También debemos considerar que los pacientes negativos
para el rearreglo Bcl-2/IgH pueden tener puntos de ruptura
en regiones diferentes a las amplificadas con los oligonu-
cledtidos usados en esta serie para MBR y mcr.

Para el estudio de Bcl-2/IgH se usan varios métodos
basados en PCR, pero las estrategias de PCR semianidado y
anidado confieren la mayor sensibilidad de deteccidn hasta
mil veces mas que la PCR simple convencional. La especi-
ficidad del PCR para la identificacion de Bcl-2/IgH es del
80% (por la prueba positiva de 4/20 controles sanos), por lo
que habra que aumentar la cantidad de controles sanos para
determinar la frecuencia real del valor predictivo negativo.
La secuenciacion de estos casos descarté el rearreglo Bel-2/
IgH, ya que se identificd una recombinacién in vitro en el
ensayo de PCR anidada, por lo que se sugiere para dismi-
nuir los falsos positivos que cada muestra sea analizada por
duplicado en dos corridas de PCR independientes (en dias,
equipos y analistas diferentes cuando sea posible).

Cuadro 1. Relacién entre sensibilidad y especificidad para el cariotipo y el estudio molecular por PCR de Bcl-2/IgH

Prueba Sensibilidad Especificidad Valor predictivo Valor predictivo Eficacia

(%) (%) positivo (VPP) (%) negativo (VPN)(%) (%)
Cariotipo 18% 100% 100% 32% 41%
PCR 86% 100% 80% 48% 85%
Bcl-2/IgH

Cuadro 2. Analisis molecular de las secuencias de los puntos de ruptura de los genes de fusion Bcl-2/IgH de tres pacientes con LF

Paciente Punto de Secuencias N’ pb insertada Punto de ruptura IgH
ruptura Bcl-2

P1 3132-MBR CGAGAAGCT (9) 959068-J 4

P2 3114-MBR AG (2) 960072-J,6

P3 932-MCR CGTCAGTCGATGACTGACCCCACCTAAGAACTACGGT (37) 960090-J,,6

Las secuencias se compararon con las reportadas con los numeros de acceso M14745 para Bcl-2 y X97051 para IgH.
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El valor predictivo positivo alto del cariotipo lo hace
una herramienta ttil, si no se cuenta con FISH o PCR o
ambas. La prueba de PCR, por su alto valor predictivo
negativo, puede descartar la enfermedad en la médula dsea.

En conclusion el estudio citogenético tiene una baja
sensibilidad y debe acompaiiarse por el estudio molecular
de Bcl-2/IgH. La alta frecuencia del rearreglo de los genes
de fusion lo hace util al diagnéstico y para ser utilizado
en el seguimiento como marcador de enfermedad residual
minima, pero se recomienda que las muestras sean de
nddulo linfatico o médula dsea. En el futuro es necesario
evaluar las aplicaciones clinicas. Cuando el rearreglo se
detecte en la médula ésea puede considerarse una prueba
de extension de la enfermedad y el paciente en estadio IV,
con afectacion medular.
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