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RESUMEN 

La leucemia mieloide crónica (LMC), es un tipo de cáncer 

de las células de la sangre, específicamente de las células 

de origen mieloide (basó fi los, neutrófilos, monoci tos, 

eosinófilos y eritrocitos) . A este cáncer le ha sido 

asociado una aberración cromosómica en el 95% de los casos, 

el cromosoma Filadelfia (Ph'). Este es producto de una 

translocación entre los cromosomas 9 y 22, en la cual se 

genera un cromosoma 22 de tamaño menor al normal conocido 

como Ph'. Con el desarrollo de técnicas moleculares se 

detectaron dos genes afectados por la translocación, el 

oncogen c-ABL y el gen BCR. 

la formación de una nueva 

La fusión de estos genes origina 

proteína con actividad tirosina 

kinasa, con peso molecular de 210 kilodaltons. 

El objetivo principal de este estudio fue el de aportar 

nuevos elementos al diganóstico clínico y monitoreo de 

enfermedades hematológicas, a través de técnicas mol eculares . 

El cromosoma Ph ' es un marcador específico para la h~C. 

Dentro de las enfermedades agrupadas como desórdenes crónicos 

mieloproliferativos y síndromes mielodisplásicos, no. hay 

presencia de esta mutación, salvo en los casos de LMC. Sólo 

en la leucemia linfoide aguda y leucemia mieloide aguda se 

encuentran casos de portadores para e l cromosoma Ph' . 

Este proyecto empleó técnicas moleculares para detectar 

rearreglos en Mbcr/F~L (cromosoma Ph') en pacientes afectados 

por h~C. La técnica empleada es conocida como "Southern 

Vlll 



Blot". Se utilizaron métodos no radioactivos y radioactivos 

para tarni zar la presencia o ausencia de l c r omosoma Ph ' . Se 

utilizó la sonda denominada Transprobe-1 (Oricogen Science , 

Inc . ) y la endonucleasa Bgl II . 

Dos centros hospitalarios colaboraron con este proyecto, 

el Hostital San Juan de Dios y el Hospital México . En total 

se recibieron 41 muestras de pacienrts provenientes de ambos 

hospitales, 32 ( 7 8 é\ ) tenían corno diagnóstico clínico LMC y 9 

(22 'S ) pacientes diagnósticos que los agrupan corno síndromes 

rnieloproliferativos o síndromes rni elodisplásicos . En 25 

pacientes afectados por LMC se logró realizar un análisis 

satisfactorio , en 20 de ellos (80 %) .el resultado fue Ph'+ y 

en 5 (20 %) fue Ph' negativo . En aquellos pacientes no 

diagnósticados corno LMC , se realizó un aná l isis molecular en 

7 de ellos , en 3 pacientes se detectó la presencia de 

rearreglos entre Mbcr/ABL (Ph ' +) y en los restantes el 

resultado fue Ph ' negativo . 

Se determinó que el uso de métodos no radioactivos y 

radioactivos para marcar la sonda especifica para la región 

Jvf..bcr son viables. Además se encontró que la aplicación de 

una sola endonucleasa, en este caso Bgl II, es úti l para 

realizar un primer tarnizaje general de los pacientes. Pero 

se requiere de la aplicación de otra endonucleasa ( ej: Xba 

I), para confirmar los casos que resul tan Ph ' negativos. 
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El desarrollo de esta técnica permite complementar los 

diagnósticos ci togenéticos , confirmar los resultados 

obtenidos en pacientes Ph ' negativos (individuos afectados 

por LMC pero no portadores de la translocación) y estudiar 

aquellos pacientes en los cuales no se ha podido realizar un 

diagnóstico citogenético . Es una metodología rápida y segura 

para moni torear un alto número de pacientes afectados por 

LMC . Además, su detección facili ta el seguimiento de la 

respuesta del paciente ante las nuevas terapias: transplante 

de médula ósea (ya se realiza en Costa Rica) y tratamientos a 

base de interferón. 
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INTRODUCCION 

l. ASPECTOS GENERALES DE LA HEMATOPOYESIS 

La sangre está compuesta, entre o tras cosas, por muchos 

tipos de células con una gran variedad de funciones . Los 

eritrocitos transportan el oxígeno y d i óx i do de carbono ; los 

leucocitos combaten infecciones; y las plaquetas se adhieren 

a aquellos vasos sanguíneos que han sido dañados . Estas 

últimas son fragmentos celulares o minicélul as procedentes de 

células l l amadas megacariocitos (Alberts et al ., 1989 ) . 

Las células sanguíneas se originan de na célula 

pluripotente, de la cual surgen dos líneas principales, l a 

l i nfoide y la mielo ide . La célula pluripotente linfoide dará 

origen a las célul as T (se producen en el Timo) y a las 

células B. A partir de la célula pluripotent e mieloide surgen 

los eosinófilos , basófilos , neutrófilos , monocitos (que darán 

origen a los macró fagos ) , megacar i ocitos y eritrocitos. En 

general todos los tipos de células hematopoyéticas , a 

excepción de los linfoci t os T, se desarrollan en la médula 

ó sea (Alberts et al. , 1989) . 

En los procesos de división y diferenciación de cada una 

de estas células a partir de una célula pluripotente, 

i ntervienen los llamados factores de crecimiento y proto-

oncogenes . Sus efectos son de vi tal importancia para una 

correcta maduración y diferenciación celular. 
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2. ASPECTOS CLINICOS DE LAS LEUCEMIAS 

Las leucemias se caracterizan por una proliferación 

neoplásica de alguna de las líneas celulares de la sangre. La 

médula ósea, el hígado, el bazo, los ganglios linfáticos y 

los tejidos no hematológicos (meninges, riñones, piel) se ven 

afectados. Por ejemplo, en la médula ósea de encuentra un 

gran número de precursores mieloides o linfoides los cuales 

pierden su capacidad de maduración; y en el caso particular 

de la Leucemia Mieloide Crónica (LMC) el bazo aumenta 

considerablemente de tamaño, lo cual es una característica 

propia de esta hematopatía. También se acompaña de la apari­

ción en sangre periférica de células inmaduras de la línea 

celular implicada en el proceso cancerígeno (Cordero et al., 

198 6) . En resumen podemos definir las leucemias como una 

proliferación no controlada de las células hematopoyéticas, 

las cuales no retienen su capacidad de maduración y por éllo 

no pueden ejercer su función normal en el cuerpo hurnano. 

Algunos desórdenes hematológicos no son estrictamente una 

leucemia, por ejemplo en los síndromes mieloproliferativos 

aunque se da una expansión o crecimiento anormal de células 

de origen 

maduración. 

mieloide, 

Por 

estas retienen 

el contrario 

su capacidad de 

en los síndromes 

mielodisplásicos no se da una expansión o crecimiento 

anormal, pero se bloquea la capacidad de maduración y 

diferenciación (Sawyers et al., 1991). 
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Los v.arios tipos de leucemias y hematopatías, se 

clasifican según la línea celular hematológica implicada y el 

comportamiento de la enfermedad (aguda o crónica) . Estas se 

agrupan en : 

1) Leucemias agudas. Se caracterizan por una sustitución 

rápida de la médula ósea por células inmaduras de origen 

l infocítico o mieloide (cuadro 1) . 

2 ) Síndromes mieloproliferativos (SMP). Son un grupo de 

enfermedades donde uno o varios linajes celulares 

hematopoyéticos derivados de la· médula ósea se ven 

alterados . Su evolución es más lenta que en las agudas. En 

los casos de policitemia vera, de la trombocitemia esencial 

y de la metaplasia mieloide con mielofibrosis son menos 

dolorosas y malignas (cuadro 2) . 

3 ) Síndromes mielodisplásicos (SMD) . Presentan una 

maduración peculiar que afecta a los precursores 

granulocíticos, eritrocíticos, plaquetarios o a todos. 

Puede degenerar a leucemias agudas no linfoides (cuadro 3) 

(Rifkind et al ., l988 ) . 



Cuadro 1. Clasificación FAB<l> de las leucemías agudas. 

Subtipo Denomi nac ión 

Leucemias agudas linfoblásticas (LLA) : 

Ll 
L2 
L3 

Células pequeñas : homogénea 
Células largas : heterogéneas 
Células largas : homogénea (tipo burkitt) 

Leucemias agudas no linfoblásticas(LNLA) : 

Ml 
M2 
M3 
M3V 
M4 
M4Eo 

Leucemia aguda mieloblástica sin maduración (LMA) 
Leucemia aguda mieloblástica con madura ción (LMA) 
Leucemia aguda promi e locítica- hip e rgranular-(LAP ) 
Leucemia aguda promielocítica- microgranul ar-(LAP) 
Leucemia aguda mielomonocítica (AMMoL) 
Leucemia aguda mielomonocítica con eosinofilia 
anormal 

M5a Leucemia aguda monocítica-pobremepte 
diferenciada- (AMOL) 

M5b Leucemia aguda monocít ica-bien diferenciada-
M6 Eritroleucemia (EL) 
M7 Leucemia megacarioblástica 

=========================================================== 
1: FAB es una clasificación propuesta por el grupo cooperativo Francés­
~~ericano- Británico. 

Fuente : Barch, The ACT cytogenetics laboratory manual , 1991 

Cuadro 2. Clasificación FAB de los desórdenes 
mieloproliferativos 

~~~==~=~===~=============================================~= 

Síndrome 

Leucemia mieloide crónica 
Policitemia Vera 
Trombocitemia esencia l 
Mielofibrosis con metaplasia mieloide 

Clasificación 

LMC 
PCV 
TE 
:tviMM 

=========================================================== 
Fuente : Barch, The ACT cytogenetics laboratory manual , 1991 
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Cuadro 3. Clasificación FAB de los síndromes mielodisplásicos 
(SDM) . 

=========================~~~====~;=~======================= 

Síndrome Clasificación 

Anemia Refractaria 
Anemi a Refractaria con sideroblastos en 

a n i l l o 
Leucemia mielomonocítica crónica 
Anemia Ref r actaria con exceso de blastos 
Anemi a Re f ractaria con exceso de blas t os 

en transformación 

AR 
RARS (.< ·1 ~ .• .$ ,. ,: ~:-·~:.;.i . 

LMMC 
AREB 

AREB- t 
=========================================================== 
Fuente : Barch , The ACT cytogenet ics laborato ry manual, 1991 

2.1 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC) : 

Se le conoce tambié n como leucemia granulocítica 

crónica , esta se agrupa dent r o de los síndromes 

mielop rolifer ativos (cuadr o 2 ) , y constituye el síndrome más 

importante dentro de este grupo . Apare ce con mayor 

frecuencia entre los 30 y 40 año s de eda d (aun que la 

aparición en edades tempranas no es rar a) , con una incidencia 

igual en ambos sexos . 

La LMC se origina a partir de una mutaci ón (o varias) en 

la célula pluripotente de la línea mielo i de . En el caso del 

oncogene c - ABL un mecanismo de estimul ac i ón autocrino se ha 

sugerido como uno de los factores que ocasionan el .proceso 
. '· 

neoplásico . En l a enfermedad s e present an · tres )fases 

continuas : la crónica (inicial) que se caracter iza··· -po r una 

sobreproducci ón de células de la línea mieloide , fase 

ace l e r ada, o directamente ocurre la fase aguda o crisis 

blástica (Delage et al ., 1990) . En la fase crónica las 
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células leucémicas pierden su capacidad de maduración y 

diferenciación; por ello se vuelven incapaces de cumplir las 

funciones esenciales de las células normales hematopoyéticas 

(Strife & Clarkson, 1988). El aumento en el número de 

precursores mieloides puede deberse a una maduración muy 

lenta o a un crecimiento no regulado de los precursores 

mieloides (Kurzrock & Talpaz, 1991). En la médula ósea se da 

una gran hiperplasia, en la que predomina la serie granulocí­

tica o mieloide ( 9 0 ~ ) con un gran aumento de la serie megaca­

riocítica (Cordero, 1986). 

La fase acelerada puede durar unos pocos meses o años. 

En esta etapa el cuadro clínico no está claramente definido. 

Finalmente surge la fase aguda, la que en promedio ocurre 

tres años después de realizado el diagnóstico inicial. La 

crisis blástica es el resultado de mutaciones adicionales en 

una o más líneas celulares, provocando la pérdida tota.l o 

parcial de la capacidad de diferenciación y maduración de las 

células afectadas. En el proceso las células de la fase 

aguda reemplazan a las células presentes en la fase crónica 

(Strife & Clarkson, 1988). En la fase aguda el 

comportamiento del cáncer es idéntico al observado en las 

leucemias agudas; la muerte del paciente se produce por 

anemia, hemorragias o infecciones, presentándose 

frecuentemente neumonía terminal (Cordero, 1986) (Cuadro 4). 



Cuadro 4 . Caracterís t icas clínicas de la LMC según las 
diversas etapas que presenta la enfermedad. 

~========================================================== 

Criterios de diagnóstico para un paciente de LMC en fase 
crónica : 

Presencia de esplenomegalia (puede ser gigantesca)~ 
Hematomegalia variable / 
Adenopatías en forma variable y fiebre común. 
Anemia. 
La morfología de los eritrocitos es anormal. 
Número de leucocitos mayor a 100 . 000 por mm . 
Presencia de precursores mieloides. 
Fosfatasa alcalina disminuida o ausente . 
Acido úrico elevado. 
A nivel de Médula Osea, el aspirado 
hipercelular y la biopsia muestra hiperplasia 
Presencia del cromosoma Filadelfi~. 

Rasgos que pueden definir la fase acelerada: 

la médula es 
y/o fibrosis. 

Dificultad en controlar por medio de quimioterapia el 
incremento en el número de leucocitos, glóbulos rojos 
y plaquetas . 
Esplenomegalia progresiva . 
Basofilia progresiva (más del 20 %) 
Un número mayor de blastos en sangre periférica o médula 
ósea, superior al 10 %. 
Aparición de nuevas mutaciones. 
Fiebre de origen desconocido y dolor de huesos. 

Criterios para determinar la entrada en fase de aguda : 

El bazo no disminuye de tamaño . 
El paciente sufre un malestar general. 
Aumenta el número de basófilos en la sangre. 
Presencia de blastos en médula ósea (superior al 20 %) . 
El paciente no responde al tratamiento. 
Es muy posible que el paciente presente un cuadro clínico 
similar a una LMA o LLA, o evolucione a una de estas 
leucemias. 

=========================================================== 
Fuente: Rifkind et al., 1988 

Cordero, 1986 



3 . ONCOGENES, FACTORES DE CRECIMIENTO Y GENES 
SUPRESORES DE TUMORES 
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Existe un grupo de genes que se encarga de regular el 

crecimiento celular ; en su estado normal s e denominan p r oto-

oncogenes . Estos proto- oncogenes una vez que se ven altera-

dos por alguna mutación , pueden activarse de forma 

inapropiada y ocasionar el crecimiento anormal de las células 

afectadas . En su forma alterada reciben e l nombre de 

oncogenes . En su gran mayoría estos oncogenes son producto 

de mutaciones dominant es (p ej . el oncogene c - ABL asociado a 

LMC), aunque existen otros de caráct e r recesivo (el 

ret i noblastoma ) (Tronick & Aaronson , 1991) . En l os genes 

supresores de tumores (gst) la si t uación cambia , en ellos se 

r equiere que ambos alelos silvestres esten mutados , sólo así 

se genera un efecto dañino para el organismo . Como ejemplos 

de gst están el gen retinoblastoma y e l gen p53 . Sobr e el gst 

p53 hay una fuerte investigación y por ello se ha destinado 

una pequeña sección más adelante para discutir su situación. 

Los oncogenes codifican para una serie de proteínas que 

actúan como fac tores de crecimiento , como receptores de esto s 

fact ores y como proteínas con act i vadad kinasa (cuadro 5) . 

Los factores de crecimiento y sus receptores juegan un papel 

importante en el crec imiento y en la diferenciación celular 

(Tronick y Aaronson, 1990) . 



Cuadro 5. Clasificación de los oncogenes 
la función estudiados agrupados según 

oncogénico codificado por estos. 

más ampliamente 
del producto 

================================================~=~=====~=~ 

Clase 1: 

Gene 
sis 
int - 2 
hst 
FGF-5 
wnt-1 

Clase 2: 

Gene 
Ros 
erbB 
erbB-2 
fms 
met 
trk 
kit 
sea 
ret 

Clase 3 : 

Gene 
src 
y es 
fgr 
lck 
fps/fes 
abl 

Clase 4 : 

Gene 
Ha-ras 
Ki-ras 
N-ras 
gsp 
gip 

Factores de crecimiento 

Pr oducto 
PDGF 5-cadena de factor de crecimiento 
Relacionado a l factor de crecimiento FGF 
Relacionado al factor de crecimiento FGF 
Relacionado al factor de crecimiento FGF 
Crecimiento y diferenciación 

Receptores de Factores de Crecimiento con 
actividad Tirosina Kinasa 

Producto 
Receptor asociado a proteina de membrana 
Receptor proteico truncado de EGF 
Receptor proteico 
Receptor mutante para CSF-1 
Receptor proteico truncado soluble 
Receptor proteico soluble NGF truncado 
Receptor proteico truncado para células madres 
Receptor proteico truncado de membrana 
Receptor proteico truncado 

Proteinas citoElasmáticas con actividad Tirosina 
Kinasa 

Producto 
Proteina· de membrana, no receptora 
Proteina de membrana, no receptora 
Proteina no receptora 
Proteina de membrana, no receptora 
Proteina no receptora 
Proteina de membrana, no receptora 

Proteinas de unión a GTP 

Producto 
Proteina de unión a GTP/GTPasa 
Proteina de unión a GTP/GTPasa 
Proteina de unión a GTP/GTPasa 
Subunidad Gs - alfa, de la proteina G heterodimérica 
Subunidad Gi-alfa, de la proteina G heterodimérica 
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continuaci ón Cu adro 5. 

Clase 5 : 

Gene 
raf/mil 
mos 
pim- 1 
cot 

Clase 

Gene 
myc 
N- myc 
L-myc 
myb 
fos 

jun 

rel 
ets 
ski 

Otros 

Gene 
mas 
crk 

dbl 
bc l -2 

6 : 

de 

Prot eínas Serina/Treonina Kinasa 

Producto 
Proteína citoplasmática 
Proteína citoplasmát ica 
Proteína c itoplasmá tica 
Proteína citoplasmática 

Factores de Transcripción Nuclear 

Producto 
Proteína de unión a secuencias específicas 
Pro t eína de unión a secuenci a s especí ficas 
Proteína de unión a secuencias específicas 
Proteína d e unión a secuencias específicas 

de lWN 
de ADN 
de ADN 
de P..DN 

Se combina con el producto de c-jun para formar 
el factor de transcripción AP - 1 
Proteína de unión a secuencias específicas de 
ADN, y es parte de AP-1 
Relacionado a NF-kB 
Proteína de unión a secuencias específicas de ADN 
Factor de transcripción? 

función desconocida 

Producto 
Posible receptor de angiotensina 
Proteína que posiblemente se une a las regiones 
SH2 - SH3 de las proteínas con actividad tirosina 
quinasa como abl . Posible regulador de 
fosforilación . 
Factor de intercambio de nuc leótidos de Guanina 
Traductor de señales? 

=========================================================== 

Fuer-te: DeClue & Lowry, 1994. 
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Sn general estas proteínas están involucradas en la 

activación de o tras proteínas, la forma más común de 

hacerlo es a través de su a ctividad kinasa , y su efecto 

oncogénico ha sido estudiado en muchos genes. Por ejemplo el 

c - SCR, el c-erbB y c-ABL 

Wang,1992) 

(Wa tson et a l ., 198 9, Kipreos & 

Un tipo de tejido donde se puede observar el efecto de 

l os factores de crecimiento es en la diferenciación, 

maduración y divis i ón celular de~ sistema hematopoyético. 

Todas las líneas ce lulares de este sistema se derivan de una 

célula pluripotente. Luego por medio de la acción de las 

i nterleucinas (factores de crecimiento ) se da la formación de 

células progenitoras comprometidas mieloides y linfoides . 

Estas darán origen a los diversos tipos de células sanguíneas 

(Bagby, 1994 ) Durante estos procesos de división y 

diferenciación se han l ogrado identificar una serie· de 

oncogenes que intervi enen en f o rma selectiva y específica 

para inducir a la maduración de las diversas líneas celulares 

(figura 1) ( Pierce, 198 9) . En el caso del prto-oncogene ABL, 

se ha observado que e l v-abl (su homólogo viral) elimina la 

d ependencia de la interleucina-3 (IL- 3) , para e l lo se ha 

sugerido un mecanismo de estimulación autocrino (Kipreos et 

al.,1987) 

Debido a que muchos oncogenes celulares poseen homólogos 

vi ra l es , se usa la letra v para identificar los homólogos 
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virales, y la letra e para los oncogenes celulares . Ejemplos 

de ello son: v - abl y c -ABL; v - src y c-SRC. 

Célula pluripotente 

..---0"'-. IL-3 
Línea linfoide __..____..~-....-- -..._ __ -........._ Línea Mieloide 

~ ..._ 

0
,.--............... ~o ~~~ 

lf"myc 
IL-3 / \ IL-3 / "-,:y-scrc 

/ .. \\ /./ " ··-. ... 
1 / ' 

o~•bl o o ~:~~B IL-3 o 
@ 
Célula B 

IL-2 G-CSF 

g~•bl 
lf"myc © ®~•bl 

Célula T Neutrófilo Basófilo 

Figura 1. Algunos de los oncogenes conocidos que ocasionan 
la independencia de las células hematopoyéticas de los fado­
res de crecimiento. 
Fuente: Pierce, et.al. 1989. 

3.1 MUTACIONES EN LOS ONCOGENES: 

CSF-1 
lf"fms 

@ 
mono cito 

Existen varios mecanismos por los cuales se activan l o s 

proto - oncogenes: por translocaciones, mutaciones de punto, 

amplificaciones o por la integración de un oncovirus en el 

genoma . 



1 3 

l)Activació~ oncogénica por translocaciones: 

Una translocación es un intercambio de material genético 

entre dos o más cromosomas homólogos o no homólogos. Este 

último tipo de intercambio no es un evento normal pero puede 

ocurrir si dos o más cromosomas se rompen al mismo tiempo 

(Richardson , 1991). En el Linfoma de Burkitt el c-MYC se ve 

alterado en su función, como consecuencia de una 

translocación entre los cromosomas 8 y 14. En la LMC el e_; 

ABL es literalmente "cortado", una parte permanece en el 

cromosoma 9 y el resto se inserta en el cromosoma 22. Así se 

origina el cromosoma Filadelfia (Haluska et al.,l987). 

2)Activacion oncogénica por mutaciones de punto: 

La sustitución de nucleótidos y el consecuente cambio en 

la cadena de ADN ocasiona en algunos casos que un codón 

codifique para otro aminoácido . Así se altera la función de 

la proteína. La familia de oncogenes e -ras presenta e·ste 

tipo de mutación; es frecuente encontrar sustituciones en los 

codones 12 y 61. Se considera que estos codones son sitios 

calientes para mutaciones (Stuart, 1987). En otros oncogenes 

y genes supresores de tumores se ha observado cómo estas 

mutaciones alteran el marco de lectura abierta, o simplemente 

ocasionan mutaciones sin sentido. Los resul tactos en estos 

casos son proteínas con actividad kinasa aumentanda, 

proteínas o ARNm no funcionales, o la pérdida completa de 

expresión de la proteína. 
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3)ft~lificación oncogénica: 

En este caso ocurre una producción aumentada de la 

p:roteína (no es requisito que esté alterada en su secuencia 

de aminoácidos). Su exceso ocasiona transtornos fisiológicos 

en la célula. Este es el caso del oncogene c-MYC (Watson et 

al., 1987). La presencia de cromosomas doblemente minúsculos 

("duoble minute" en inglés) y regiones homogéneas en células 

transformadas o cancerosas de bandeo ejemplifican cómo la 

presencia de secuenci as amplificadas en procesos cancerosos 

puede favorecer un proceso neoplásico . 

4)Virus, ¿son agentes causantes de cáncer?: 

Muchos tipos de virus han sido asociados a un riesgo 

aumentado de contraer algún tipo de cáncer. He aquí algunos 

ejemplos : 1) el virus de la hepatitis B en cáncer de hígado , 

2) el virus Epstein-Barr en linfomas y cáncer . nasofaríngeo, 

3 ) ciertos tioos de virus de papiloma en cáncer cervical y 

genital, 4) el HTLV I y II en las leucemias linfoides . El 

modo de acción en estos casos no implica sólo la posibilidad 

de integración al genoma nuclear de un oncogene, pues la 

integración por si misma puede ocasionar un efecto 

regulatorio sobre un proto-oncogene, o el virus mismo puede 

acarrear un oncogene. Su efecto puede ser el inducir la 

síntesis de una proteína que interactúe con un oncogene o gen 

supresor de tumores en la célula afectada (Marx,1984; Masucci 

& Ernberg, 1994; Smith , 1994) . Por ejemplo el virus Epstein 

Barr produce proteínas que interactuán con la proteína del 
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gen BCL-2 , e inducen un bloqueo de la apoptosis celular al 

impedir la función normal del
1
gen BCL-2. 

3. 2 GENES SUPRESORES DE TUMORES: 

La proteína nuclear codificada por el gen p53 ha sido 

considerada como un oncogen, pero posee una acción anti­

oncogénica en las células normales (Kern et al., 1992) Se 

ha sugerido que la proteína p53 en estado silvestre funciona 

como un supresor de tumores. Su función fisiológica apenas 

comienza a ser comprendida. En investigaciones recientes se 

indica una posible acción reguladora de la transcripción 

génica . La proteína producida por p53 activa la transcripción 

de aquellos genes situados cerca de su sitio de unión al P~N. 

Altas concentraciones de p53 se encuentran durante los 

procesos meióticos de espermatogénesis, justo en la fase 

tetraplo i de de paqui tene. Es en esta fase donde se da la 

recombinación entre cromosomas homólogos, mecanismos 

promotores de la diversidad genética. Además se han observado 

elevaciones en los niveles de p53 cuando el ADN es sometido a 

radiaciones . La proteína p53 silvestre actúa deteniendo el 

ciclo celular en G1, dando suficiente tiempo a las enzimas 

reparadoras para corregir posibles daños en el ADN, 

disminuyendo así la promoción de mutaciones en el genoma 

durante la fase S (donde ocurre la síntesis y duplicación del 

ADN ) (Harris & Hollstein , 1993; Hirama & Koe ffler, 1995) . 
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Se ha descubierto un efecto dominante en las mutaciones 

para este gen, pues el gen mutante interfiere con la acción 

del otro alelo en estado silvestre. El gen p53 codifica una 

proteína dimérica , la expresión de un alelo mutan te 

interfiere en la formación de proteínas diméricas funcionales 

normales (Kern et al . , 1992). 

Cuando se pierde un alelo del gen p53 o se produce la 

síntesis de una proteína p53 a lterada, las células afectadas 

pueden iniciar un proceso pre-canceroso (Zvi·et al., 1989). 

También pueden contribuir al proceso de transformación 

maligna como un evento adicional de otras mutaciones ya 

existentes en otros oncogenes. De esta f orma p53 no es gen 

que inicia el proceso canceroso, sino un agente que favorece 

su progreso. 

4 . LOS GENES INVOLUCRADOS EN EL CROMOSOMA 
FILADELFIA 

4.1 RESENA HISTORICA: 

Nowell y Hungerford en 1960 describieron la primera aberra-

ción cromosómica consistente asociada a una neoplasia en el 

hombre, el cromosoma Filadelfia (Ph ' ) . Origi nalmente . se 

consideró como un cromosoma 21 derivado. Con el advenimiento 

de las técnicas de bandeo en los años 70, Rowley en 1973 

claramente demostró que es un cromosoma 22 derivado. Este es 

el producto de una translocación recíproca entre los 
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cromosomas 22 y 9; t (9;22) (q34;qll). Prakash y Yunis en 1984 

al realizar un estudio citogenético empleando bandeo de alta 

resolución determinaron que los puntos de fractura son los 

siguientes: en el cromosoma 9 es q34. l. 22 y para el 22 es 

q11.2 (Heim y Mitelman, 1991) (figura 2). La importancia del 

cromosoma Ph' , radica en su fuerte asociación con la LMC. 

Alrededor de un 95 de las personas afectadas por esta 

enfermedad son Filadelfia positivos (Ph'+) (Kurzorock et al., 

1988) . 

o 
u 

22 

q341 

9 

t(9; .22) 

Figura 2. Formación del cromosoma Filadelfia, como 
producto de una translocación recíproca entre los 
cromosomas 9 y 22. 
Fuente: Wetzler y Talpaz, 1992. 
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En los puntos de ruptura de estos cromosomas, se 

localizan dos oncogenes, el c-ABL asignado a 9(q34.1) y el e-

sis localizado en 22(q12.3- q11.21). Aunque ambos oncogenes 
. 

son intercambiados en la translocación 9;22 t(9;22) sólo el 

c-ABL posee un papel oncogénico en la enfermedad; es más el 

c-ABL es único que se ve "cortado" en dos secciones en este 

proceso. El c-sis no desempeña una función crítica en la 

patogén esis de la LMC, ni se haya involucrado en la proteína 

híbrida formada, producto de la t(9;22) (Dreazen et.al. 

1988). 

Groeffen y colaboradores, en 198 9, encontraron que los 

puntos de ruptura en el cromosoma 22 para pacientes Ph'+ se 

hallan en una región de ADN de 5, 8 Kb denominada en inglés 

como "breakpoint cluster region" (bcr) . Esta región es parte 

de un gen de al menos 90 Kb, a este gen se le denomina BCR o 

phl . Estos estudios identificaron los genes involucrados en 

la t(9;22): el c-ABL y el gen BCR (figuras 3 y 4). 



100 Kb 

1 2 3 -·· mbcr 
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CROMOSOMA 9 
GENE C-ABL 

456769 15 
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/,2 3 4~ 
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1 111 1 CROMOSOMA 22 
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Mbcr: "major break:point cluster region" 
mbcr: "minor break:point cluster region" 

111111111111111 
Zona donde puede 
ocurrir la ruptura 

- Exones 

Figura 3. Representación molecular de los genes BCR y C-ABL. 

gen BCR gen c-ABL 

/ 

1 . 2 

itJl! :~u= 
3 al 9 Mbcr la 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 

;,it: :HfE : ! :I~":;~Ji:i:.'-i:H :~r ---+.~~''-' ---11~•1-~llbi_..JII-- .. 1 ...... - 1~ .....,1 ... - -11!----.l_....l __ • 
mbcr 

J !~ft1f Exones provenientes de gene BCR 

. , Exones provenientes de gene c-ABL 

1 9 

Figura 4. Representación molecular del cromosoma Filadefia, 
cuando están involucrados los genes c-ABL y BCR. Se adjuntan 
los puntos de ruptura en mbcr característico de la LLA y el 
propio de la LMC en Mbcr. 
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4. 2 CARACTERIZACION DEL C-ABL : 

El c-ABL induce tumores linfoides en ratones. En 

ratones mutantes homocigotos para una delección 3 1 en este 

gene se han observado serios defectos al nacimiento (Kipreos 

y Wang, 1992). Se sabe que codifica para una proteína con 

actividad tirosina kinasa débil, con un peso de 145 kd. A 

nivel fisiológico la proteína producida por c-F~L puede 

afectar el crecimiento celular. El grupo de células 

afectadas es amplio, pues este oncogene se expresa en tejidos 

hematopoyéticos y no hematopoyéticos. 

En el hombre este gen se localiza cerca del extremo del 

brazo largo del cromosoma 9 y su extremo 5 1 está orientado 

hacia el centrómero. Tiene una longitud de 250 Kb, las 

secuencias que codifican para la actividad kinasa se 

localizan en la porción 3 1
• El c-ABL posee numerosos exones 

e intrones como se observa en la figura 4 (Leibowitz, 1990.). 

El c-ABL posee dos posibles primeros exones (la o lb). 

Estos son al terna ti vamente edi tactos y unidos al exón 2 (el 

cual ha sido llamado el exón común) (Leibowitz, 1990 ; 

Kurzrock et al.,l988). El exón la es proximal al exón 2 y 

los separa un intrón de 19Kb, pero el exón lb se encuentra a 

una distancia de 100 Kb del exón la. Este gran intrón (100 

Kb) que separa a los exones la y lb no ha sido enteramente 

clonado o caracterizado (Leibowitz, 1990; Kurzrock et al. 

1988) . Como resultado, se transcriben dos tipos de ARNm: uno 

de 6 Kb, que corresponde a l a transcripción de los exones la 
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y 2; y otro de 7 Kb, correspondiente al transcrito de los 

exones lb y 2, donde se· separa el exón la. 

El c-ABL tiene ciertas características inusuales . 

Primero , el editaje debe ocurrir sobre largas distancias . La 

distancia entre los exones la y lb es de 100 Kb 

aproximadamente . Segundo , cuando la transcripción da inicio 

en lb , el exón la es eliminado y el exón lb se fusiona al 

exón 2 . El mecanismo de editaje para este caso no está aún 

definido (Groeffen et al ., 1989) . Esta propiedad del exón 2 

como receptor del exón la o lb es importante en la tumori­

génesis , pues permite el fácil intercambio de ADN no c-ABL 

con este exón (Kurzrock et al., 198'8) . Este exón 2 sirve de 

aceptar para la secuencia bcr de la proteína híbrida BCR/ABL 

(Leibowitz , 1990) . 

Ambos 

diferentes 

exones 

péptidos, 

la 

lo 

y lb 

cual 

contienen 

sugiere la 

secuencias para 

presencia de ·dos 

promotores distintos que dan origen a proteínas que difieren 

en su extremo N-terminal . Esto suguiere la existencia de dos 

proteínas codificadas por c - ABL con función distinta. Este 

gen tiene una baja expresión en muchos tejidos, no posee 

cajas TATA o CAAT, y sus dos regiones promotoras son ricas en 

(G+C) , con abundantes regiones GGGCGG repetidas (Groeffen et 

al ., 1989) 

Como cualquier otro oncogene , el c-ABL puede ser 

activado de varias formas , por una translocación, por 

mutac i ones de punto o por rearreglos estructurales de mayor 
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hiperproducción 

delecciones y 

de la proteína. 

amplificación génica 

El resultado final 
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o 

de 

cualquiera de estos procesos es la producción de una proteína 

modificada con un alto grado de fosforilación . Hay tres 

formas conocidas por las cuales este oncogene se activa : 

1) La sustitución del primer exón por secuencias del gen BCR . 

2) Mutaciones del dominio SH3 . Este es el dominio con 

actividad tirosina kinasa , si este dominio es alterado por 

modificaciones que afectan la estructura de la proteína , 

podría obtenerse un producto con alta actividad kinasa. Es 

decir se aumentaría la capacidad transformante de la 

proteína . 

3) Una tercera fuente de cambio es la hiperexpresión del gen 

en niveles 500 o 1000 veces más d e l o normal . Esto puede 

deberse a l as cercanías de un promotor activo(Witte , 1993) . 

Experimentos realizados con el homólogo viral de este 

oncogene , han permitido demostrar que l a actividad kinasa de 

c -F.BL es capaz de eliminar la dependencia de factores de 

crecimiento por parte de células de origen mi eloide . El v-

abl posee una proteína fosforilada mucho más activa que el 

protooncogene c - ABL en e stado silvestre , ello le permite 

bloquear el proceso de maduración celular. Inclusive v - abl 

es más eficiente que v-src , v-fms o v - fps en inducir l a 
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independencia de Il - 3 en célul as de origen mieloide y 

linfoide (Risser et al ., 1989) . 

El oncogene abl una vez activado en forma descont r o l ada 

tiene efect os sobre células de origen mielo i de y linfoide . . 
Es más frecuente encontrar alterado este oncogene en las 

células precursoras o madres de l linaje mieloide, pero su 

acción sobre células linfoides es clara . En la crisis 

blástica de la LMC, un 25 % de los casos puede contener 

mayoritariamente células pre- B o pre-T, las cuales pose en el 

cromosoma Ph ' + (Risser & Hooland , 1989) . Esto sugiere que e-

ABL puede transformar a la misma célula pluripotente para el 

linaje mieloide y linfoide. Otra función de c-ABL es la de 

regular la apoptosis celular, este tema s e abordará en un 

próximo capítulo . 

4 . 3 CARACTERIZACION DEL GEN BCR: 

Se localiza en el cromosoma 22 , y tiene una longitud de 

250 Kb . También codifica para dos transcr itos de ARN, uno de 

4,5 Kb y otro de 6 Kb , se generan dos proteínas normales de 

160kD . y 135kD. Este se expresa en una gran variedad de 

tejidos, pero su función permanece incierta (Leibowitz, 

1990 ) . El gen BCR contiene 20 exones (Dreazen et al ., 1988) 

(Figura 3) . 

El primer exón de BCR codifica para un dominio con 

actividad serina treonina kinasa , la proteína silvestre de 

BCR tiene en su extremo carboxilo terminal un segmento que 
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funciona como una GTPasa-acti vadora de proteínas (Wi tte et 

al., 1994) . Los oncogenes de la familia ras y otros genes 

codifican para GTPasas y estas cumplen un importante papel en 

la mediación de señales intracelulares. El concepto inicial 

de que BCR es un simple aceptor de c-ABL podría estar errado 

si contemplamos bajo esta nueva evidencia la función GTPasa 

de BCR. Witte (1993) ha propuesto además que el gen BCR no 

sería un simple aceptor del c-ABL, sino que por sí mismo 

juega un papel importante en la oncogenesis. 

La zona de ruptura o región bcr contiene 5 pequeños 

exones, enumerados del 1 al 5; los cuales varían desde los 76 

a 105 pb (Groeffen et al . 1989) . En la figura 5 se presenta 

el mapa de restricción para 

fragmentos FO, F1, F2, F3, 

la región bcr, dividida 

F4. Esta divi~ión ha 

en 5 

sido 

utilizada para clasificar los puntos de ruptura. Como veremos 

más adelante la región se subdividió para investigar .. si 

existía relación entre la zona de ruptura y la duración de la 

enfermedad. 

4 . 4 CARACTERIZACION DEL CROMOSOMA FILADELF IA: 

No se conoce el mecanismo que promueve el intercambio de 

material genético entre los cromosomas 9 y 22 . La informa-

ción sobre las regiones que rodean los puntos de ruptura es 

limitada y no se considera que pueda ocurrir por recombina­

ción homóloga ( Dreazen, et al., 198 8; y Groeffen, et 

al.,1989). Es importante destacar que la ruptura se da 
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siempr e en regiones no codificantes (i n t r one s) y nunca se ven 

alterados los exon es en ambo s genes . 

3' 
E Bg 

5' 

E Bg Bg B H Bg Bg Bg X Bg H B H Bg B H X 

• 1 11 1 1 11 

• Exones JVIbcr 1 2 3 41 5 

FO F1 F2 F3 F4 
Sonda Transprobe-1 ¡¿¡;¡~~~~¡;¡¡;¡~~ &~~~~¡;¡¡;¡~ 

Bglll (Bg) 2.3kb 4.8kb 1.1 kb 

Xba 1 (X) 6.0kb 

Bam Hl (B) 
13kb 3.2kb 

Hind 111 (H) 
11 kb 4.3kb 

EcoRI (E) 14kb 

Fi gura 5 . Fragmentos FO - F4 , en que se divide l a región Mbcr y 
el mapa de restricción de la misma zona. Se muestran los 
distintos fragmentos de restricción que se generan al usar 
varias enzimas, los cuales son reconocidos por la sonda 
Transprobe-1. 

En la LMC e l punto de ruptura en el cromosoma 22 ocurre 

casi i nvar iableme n te e n una pequeña región d e 5 , 8Kb (región 

bcr), conocida también como Mbcr, en inglés "majo r breakpoint 

cluster region" (f igura 5) . Por el contrario en el c romosoma 

9, ésta ocurre e n cualquier región localizada en direcc ión 5 ' 

del e xón 2 de c -ABL (fi gura 3 ) (Leibowitz, 1 985) . Sht ralid , 
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y colaboradores en 1988 , de t erminaron el punto de ruptura 

exacto en 100 pacientes afectados por LMC, en 99 casos estaba 

dent ro de la reg i ón Mbcr y sólo uno fue r a de e l la. 

Groetfen et al ., 1989 luego de hallar secuencias Alu en 

la región Mbcr , especularon sobre la posible intervención de 

éstas en la t(9 ; 22) . Recientemente Zhang y colaboradores 

(1995) al realizar una investigación sobre l os puntos de 

ruptur a en Mbcr, de 14 pacientes ana l izados, encontraron que 

sólo tres presentaron secuencias Alu dentro o cerca del punto 

de ruptura . En los demás casos los sitios de ruptura fueron 

dispersos y no se detectó prominencia de algún sitio o 

secuencia preferencial. 

En la LLA los puntos de ruptura varían , ocurren dentro o 

fuera de la región Mbcr. Cuando aparece fuera de la región 

Mbcr , es el exón 1 de BCR e l que se fusiona con los exones 

de c-ABL. A esta región se le conoce como "minor breakpoint 

cluster region" (mbcr) (Kurzrock et al . 1988; Maurer et al . 

1991). Los exones de c-ABL que codifican para el dominio 

tirosina kinasa son fusionados al gen BCR, tanto en la LMC 

como en la LLA . 

4. 5 LA PROTEINA HIBRIDA PRODUCTO DEL GEN "HIBRIDO" 
BCR/ABL: 

El nuevo ARNm es de aproximadamente 8Kb, y la proteína 

tiene una masa molecular de 21 0 kd (Sht ivelma n et al ., 1985). 
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Posteriormente se describe otra proteína híbrida de 190 kd, 

asociada a pacientes con LLA (Fainstien et al., 1987). 

Ambas proteínas, la p210 y p190 tienen características 

en común, tales como: 

a) el dominio tirosina kinasa de c-ABL; 

b) en ambas proteínas está ausente un fragmento en el extremo 

amino terminal; que se considera necesaria para la activa­

ción oncogénica del c - ABL, 

e) ambas son capaces de transformar las células en médula 

ósea, pero se demostró in vi tro que la p190 tiene una 

actividad tirosina kinasa aumentada. 

La proteína de 190 Kd difiere de la de 210 Kd sólo en 

los 501 aminoácidos de menos, los cuales son codificados por 

los exones de BCR que está presentes cuando hay ruptura en 

Mbcr y ausentes cuando se da en mbcr (Lugo et al., 1990) La 

proteína de 210 Kd se asocia principalmente a la LMC (por 

consiguiente, producto de un rearreglo en el Mbcr) y la de 

190 Kd en la LLA (el rearreglo ocurre en el mbcr). A la p190 

BCR-ABL se le confiere un mayor potencial oncogénico, debido a 

su mayor actividad tirosina kinasa in vitro; pero en un 

estudio realizado por Kantarjian, et al. ( 19 91 ) , no se 

encontró diferencia significativa en la acción de estas dos 

proteínas en pacientes afectados de LLA, es decir, su efecto 

no afecta la sobrevida o respuesta del paciente a la terapia. 

Estos autores evaluaron las tasas de respuesta completa a la 

terapia empleada y no hubo diferencias significativas entre 
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la p190 y p210; al estudiar la duración de la remis ión, la 

p190 tuvo un periodo más largo pero no fue significativo. 

A nivel fisiológico no se conoce la acción de estas 

proteínas y los posibles sustratos con las que interactúan. 

También se desconoce por qué la p190 posee in vi tro una 

actividad tirosina kinasa aumentada con respecto a la p210. 

Kipreos y Wang (1992), encontraron que la proteína codificada 

por c-ABL tiene actividad citoplasmática y nuclear. 

La interacción de los aminoácidos codificados por las 

secuencias de BCR y c-ABL no se conoce con gran exactitud, 

pero Witte (1993), planteó una hipótesis bastante sugestiva. 

Al darse la fusión de ambos genes, la región proveniente de 

BCR se une a los dominios regulatorios de la proteína que 

tienen acción sobre la actividad tirosina kinasa, de esta 

forma la proteína de abl permanecería fosforilada 

permanentemente. Witte (1993) , demostró que la proteína -BCR 

puede unirse al dominio SH2 de proteína de c-ABL (SH2 es un 

dominio regulatorio de la proteína) . Adicionalmente si se 

al ter a el primer exón de BCR (el único que se mantiene en 

p190) se logra eliminar la actividad transformadora de la 

proteína híbrida, en otras palabras cualquier mutación que 

afecte sustancialmente la secuencia codificada por BCR en la 

fus ión de BCR-ABL, destruye la capacidad oncogénica de la 

proteína. 

La proteína híbrida de BCR-ABL produce un efecto 

transformador aún no dilucidado; lo que sí está claro es que 
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los dos genes, BCR y c-ABL, son necesarios para transformar 

una célula. 

5 . MiE TODOS EMPLEADOS PARA DETECTAA EL CROMOSOMA 

FI LADELFI A 

La citogenética, en la mayoría de los casos, puede 

detectar la presencia o ausencia del cromosoma Ph', pero su 

eficiencia no es del 100 %. Se han encontrado pacientes 

citogenéticamente Ph' negativo y con rearreglos en la región 

Mbcr (Van der Plas et aL, 1989) . Esta es una razón por la 

cual se habla más de rearreglos en BCR, que de presencia del 

cromosoma Ph'. Aunque la ci togenética es útil, el tiempo y 

costo requerido para realizar el análisis es mayor en 

comparación con las técnicas moleculares; que son más 

sensibles, eficaces y económicas. Por lo que es imperativo 

implemetar estas técnicas. 

Diversas técnicas moleculares para la detección del 

cromosoma Ph' con fines de diagnóstico han sido desarrolladas 

en los últimos 10 años: 

a) Kawasaki et al. (1988), y Dubrovic et al. (1988)' 

utilizaron la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa ( PCR en inglés) en la detección del cromosoma 

Ph'. La PCR se realiza a partir de un ADNc, para ello se 

extrae primero el ARNm, luego se convierte en ADNc por 
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efecto de la enzima transcriptasa reversa y finalmente se 

realiza la ampl i ficación del ADNc. 

b) Shtalrid et al. ( 1988) y Hab er e t a l. ( 1990), presen taron 

una es t rategia para detectar los pun tos de ruptura en el 

cromosoma Ph 1 al usar sondas específicas p a ra la región 

bcr , sin necesidad de realizar PCR. 

En la LMC, la región Mbcr se halla casi siempre 

involucrada en e l rearre glo BCR- ABL y ocurre con mayor 

frecuenc i a ent re los fragmentos F1 , F2 o F3 (Figura 5) 

( Shtalrid et al ., 198 8 y Haber et al ., 1990) . En la LLA, los 

puntos de ruptura se pueden localizar en el Mbcr o en mbcr 

(este se localiza en dirección 5 1 de la región bcr, en el 

intrón que separa a los exones 1 y 2). En la LLA de adultos, 

la mitad de l os pacientes presentan rearreglos en la región 

Mbcr, por el contrario, en niños esta ocurre principalménte 

en la mbcr (Kurzrock et al ., 1988) . 

Parte de la estrategia llevada a cabo por Haber, y 

colaboradores (1990), y Shtalrid y colegas (1988), para 

detectar rearreglos en BCR- ABL, consiste en minimizar los 

falsos negativos productos de la delección en 3 1
, para ello 

usan varias enzimas de res t ricción y una sonda complementaria 

a las regiones 5 ' y 3 ' de Mbcr (figura 5). Shtalrid, y 

colaboradores ( 1988) así como también , Popenoe, y Schaefer-

Rego, (1986 ) , demostraron la exi stencia de frecuentes y 

grandes de lecciones en la t ( 9; 22) ; y observaron la pérdida 
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del segmento 3 1 del gen BCR, al translocarse al cromosoma 

9q+. Esto genera falsos negativos en la detección de rearre­

glos moleculares en Mbcr, de ahí la necesidad de utilizar dos 

sondas, una para la región 3' y otra para la región 5' . Si se 

desea conocer el punto de ruptura exacto, se requiere de dos 

enzimas de restricción como mínimo. En el trabajo realizado 

por Haber et al. (1990), el 20 % (13 de 68) de los casos 

presentaron esta delección y el uso de una sonda 3 1 habría 

imposibilitado la detección molecular del rearreglo . 

El uso de PCR en la detección de rearreglos en BCR-ABL, 

aumenta notab lemente la sensibi lidad de la prueba , al 

detectar cantidades mínimas del clon afectado. En muchos 

casos la cantidad de cé l ulas anormales no son suficientes 

como para ser detectadas citogenéticamente o por un análisis 

convencional de - "Southern Blot". El usar PCR es de mucha 

utilidad cuando hay cantidades residuales de este clon, ·por 

ejemplo después de un transplante de médula ósea (Radich et 

al ., 1995, y Thompson et al., 1992). Varios investigadores 

desarrollaron los primeros oligonucleótidos, Kawasaki et 

al. (1988) y Dubrovic et al . (1988), estos sirvieron como 

imprimadores para detectar rearreglos en LMC como en LLA. 

Hasta ahora no se ha podido realizar PCR a partir de ADN 

genómico, pues la región a amplificar en el gen c-ABL es muy 

grande, a lo que contribuye principalmente, el tamaño del 

intrón que se halla entre los exones lb y la (Suryanarayan et 
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al., 1991) .. Además no existe una zona de ruptura específica 

(Leibowitz, 1990) . 

En el caso de la LLA, donde las zonas de r uptura n~ se 

confinan a la región Mbcr, el análisis por electroforesis en 

campo variable ( "pulsed field gel electrophoresis") es una 

forma de detectar rearreglos en los genes BCR y c - .ZU3L. 

Combinando dos sondas y dos enzimas de r es tricción se logra 

efectuar el diagnóstico (Rubin et al., 1988; Jiang et 

al.,1989). Esta metodología no e stá en uso actualmente como 

un método de tamizaje para el cromosoma Ph'. 

Además de la t(9;22) clásica, existen una ser ie de 

variantes. En la mayoría de ·los casos la porción 

deleccionada del cromosoma 22, es translocada a otro 

cromosoma que no es el 9 . Todos los cromosomas, a excepción 

del Y se han visto involucrados en alguna variante descrita, 

la que al momento de cerrar la revisión suman unas 300. Gtro 

tipo de variantes incluye rearreglos complejos entre 3 

cromosomas (por lo general el 9 y 22 se hallan involucrados) 

(Heim y Mitelman, 1991). 

Combinando la hibridización in situ, con hibridaciones 

de Southern convencionales, Verma, y colaboradores (1989) 

lograron detectar y caracterizar molecularmente variantes de 

la translocación 9;22 en LMC. En uno de los casos se 

determinó un cariotipo 46,XX, t(9;17 ;2 2) (q34;q25;q11). Para 

todas las variantes estudiadas por ellos se detectaron 

rearreglos en BCR . 
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En resumen, se dispone de muchas alternativas para 

diagnosticar el cromosoma Ph'; todas ellas presentan ventajas 

y desventajas a nivel técnico o de sensibilidad. Pero 

definí t i vamente la PCR, el Southern Blot o la hibridización 

in si tu ofrecen una mejor sensibilidad que la ci togenética 

para rearreglos entre los genes BCR y c - ABL (cuadro 6). 

Cuadro 6. Sens i bilidad de las técnicas empleadas para 
detectar rearreglos en los genes BCR/c-ABL. 

Tipo de Técnica Mínimo de células malignas
1 

necesarias para e l diagnóstico 1 

Citogenética con bandas G (*) 12-14 % de células malignas 

Southern Blot ( **) 1-5% de células malignas 

PCR 1 célul a maligna en 100.000 

(*) Anal l sls de 20-25 metafases 
(** ) Se emplea una sonda para regiones 5' y 3 ' . 
Fuente: Crisan et al.,l994. 

6. EL CROMOSOMA FILADELFIA EN LA PATOGENESIS DE 

LA LMC Y LLA 

In vitro, tanto la P210BCR-ABL como su homóloga producida 

p o r el v - abl, son capaces de transformar una gran variedad de 

células del tejido hematopoyético. La presencia de v-abl 

o casiona enfermedades linfoides en ratón, pero la P210BCR-ABL 

en la LMC es poco conocida (Daley et al .,1990). 

El cromosoma Ph ' en la LMC, no parece ser el- causante 

inici al de la enfermedad, ya que se de t ectaron pacientes 

inicialmente Ph ' negativos que luego de un segundo análisis 
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en una etapa más avanzada de la enfermedad presentaron el 

cromosoma Ph' . Tampoco la activación del oncogene explica 

todos los rasgos de este cáncer, lo cual no es nada nuevo, si 

se considera que el cáncer es un proceso multifactorial, que 

requiere varios pasos para su desarrollo (Dreazen et al., 

1988). Sin embargo la capacidad transformadora de la p210 no 

puede negarse, existen evidencias que sugieren que es 

responsable de ciertos rasgos particulares en la evolución de 

la enfermedad. De no ser así, se podría encontrar esta 

mutación en otros desórdenes crónicos mieloproliferativos. 

La p210BCR-ABL está involucrada en los mecanismos que 

inhiben la apoptosis celular. Esta idea surgió incialmente 

al observarse que las células de pacientes afectados 

portadoras de cromosoma Ph'+ no respondían a dosis 

convencionales de quimioterapia. Bedi y colaboradores (1995) 

realizaron un estudio donde asocian la presencia de esta 

proteína híbrida a una baja inducción de apoptosis. 

La apoptosis celular puede ser desencadenada por daños 

en el ADN. Se supone que la p210BCR-ABL inhibe la apoptosis al 

bloquear su inducción por daños en el ADN. Su modo de 

acción no es impedir que se genere daño en el ADN, ni tampoco 

lo es el alterar la tasa de reparación del ADN. De manera 

muy interesante encontraron que su mecanismo de acción no es 

dependiente de p53, pues se ocasiona el mismo efecto en 

líneas celulares que poseen tanto el alelo p53 silvestre, 

como en aquellas con el p53 mutante. Aparentemente esta 
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proteína híbrida detiene las células en las fases G2/M (p53 

lo hace en G1). 

No se conocen los mecanismos mediante l o s cua l es p 210BCR­

ABL actúa , ni está claro su efecto sobre las células 

hematopoyéticas . Se han realizado estudios donde se presentan 

posibles proteínas que se unen a p210 o que son posibles 

sustratos de esta. Algunas de ellas son: p63fes , p160bcr, 

p120abl, p68paxillin, p52shc, p46shc , p67syp, p210ras-gap, p190, 

p62 y crkl . Todas ellas s on directa o indirectamente 

fosforiladas por p210 (Jong et al.,1995). 

6. 1 PRONOSTICO DE LA ENFERMEDAD SEGUN EL PUNTO DE 

RUPTURA EN Mbcr Y EXPRESION DEL ARNm: 

En la actualidad se dispone de un buen número de sondas 

o iniciadores para detectar todos los tipos de rearreglos en 

BCR-ABL. Varias investigaciones se han realizado con el ·fin 

de determinar si el punto de ruptura se relaciona con la 

evolución de la enfermedad . De ser así sería de gran utilidad 

para el médico conocer .el tipo de rearreglo en el momento de 

brindar la terapia al paciente (Kantarjian et. al, 1993). 

Según Shtalrid et al . (1988), existe una mayor duración de la 

fase crónica en aquellos pacientes que s u f r en una ruptura en 

F2, con respecto a F1 y F3; esta conclusión la obtuvieron 

luego de tamizar el punto de ruptura en 108 pacientes. 

Adicionalmente estos autores siguieron la evolución de 6 

pacientes desde la fase crónica hasta la crisis blástica Y 
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sólo en uno se encontró un nuevo rearreglo . En la actualidad 

no se considera que rearreglos posteriores en Mbcr puedan 

ocasionar la evolución a crisis blástica en el paciente 

afectado por LMC . 

La evidencia presentada hasta ese momento sobre estudios 

en los puntos de ruptura y el pronóstico de la enfermedad son 

contradictorios. Algunos autores afirman una correlación 

entre el punto de ruptura y la duración de la fase crónica, 

pero otros no encuentran esta asociación (Kantarjian et. al, 

1993; Mills et al., 1991) . Si se considera que el proceso 

cancerígeno tiene varias etapas y existen muchos otros 

factores que determinan o afectan el desarrollo de la 

enfermedad, el sitio de ruptura o mutaciones posteriores en 

la región rearreglada (Mbcr) no debe ser considerado como los 

únicos factores oncogénicos . 

Se ha estudiado recientemente a nivel pronóstico. la 

expresión del ARNm quimérico producto del cromosoma Ph' . Se 

ha observado un incremento en la cantidad de este ARNm antes 

de la progresión de la enfermedad. Más estudios deben 

realizarse antes de que estos conocimientos puedan ser 

empleados en la clínica (Gaiger et al.,1995). 
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7. LA LMC. EN PACIENTES NO PORT~ORES DEL CROMOSOMA 
FILADELFIA 

Hay un 95t de pacientes afectados de LMC y portadores de 

rearreglos en BCR/c-ABL. ¿Pero qué sucede con el 5% restante 

de pacientes? 

Se pueden dar al menos tres explicaciones posibles: 1) 

un diagnóstico erróneo de LMC, 2) la LMC Ph' negativo y BCR-

FBL negativo es una nueva entidad etiológica, y 3)las 

técnicas moleculares o ci togenéticas empleadas no fueron lo 

suficientemente sensibles. 

La clasificación errónea de LMC puede darse en la 

clínica, ya que aunque existen características propias para 

cada desorden crónico mieloproliferativo, no siempre es fácil 

de diferenciar un desorden crónico mieloprolife~ativo de una 

LMC. 

El grupo de pacientes Ph' negativo es heterogéneo. 

Algunos poseen rasgos clínicos típicos de una LMC y otros se 

asemejan más a una LMC que a otra entidad patológica 

(Costello et al.,1995). Dado el número tan bajo de pacientes 

internacionalmente estudiados hasta la fecha, se hace difícil 

de definir si existe la posiblidad de que la LMC Ph' 

negativo y Bcr/c~ABL negativo sea una entidad pato lógica 

distinta. 

Una posible explicación de este fenómeno podría ser el 

descubrimiento reciente de sitios de ruptura fuera del Mbcr 

para la LMC. Nakamura et al. (1993), y Chen et al. (1989), 
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describieron la presencia de rearreglos en el primer intrón 

de BCR en 21 pacientes afectados por leucemias agudas y 1 

paciente de LMC. Todos ellos fueron Ph' +. Las sondas para 

detectar rearreglos entre Mbcr y c-ABL son incapaces de 

detectar un rearreglo en este primer intrón de BCR. Si sólo 

se emplea esta sonda y no se realiza un examen citogenético, 

es posible dar con falso negativo. Inclusive muchos de los 

pacientes diagnósticados Ph' negativo, son Mbcr/ABL 

positivos, así que es posible que pacientes con rearreglos en 

este primer intrón, puedan ser Ph' 

citogenético. 

negativos a nivel 

La presencia de otros sitios de ruptura para el gen BCR 

nos lleva a preguntarnos, si los pacientes diagnosticados 

como Ph' negativos y BCR/ABL negativo carecen realmente de 

un rearreglo entre estos dos genes, esto por cuanto podrían 

existir algunos puntos de ruptura atípicos en BCR (Saglio et 

al.,1990). 

Kurzock y Talpaz ( 1991) al estudiar 11 pacientes 

Mbcr/ABL negativos en LMC, encontraron que las fases crónicas 

de estos pacientes y los Mbcr/ABL positivos de LMC · son 

similares. Por otra parte, la progresión de la enfermedad 

mostró diferencias: en los pacientes Mbcr /ABL positivos se 

llega a una crisis blástica, mientras que en los pacientes 

M~cr/ABL negativos la crisis blástica no ocurre; en ellos la 

progresión de la enfermedad está caracterizada por un 

incremento en la leucemia, profunda leucocitosis, 
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organomegalia, infiltrados medulares y una eventual falla de 

la médula ósea (hay anemia y trornboci temia con conteos de 

blastos inferiores al 20 %) 

En conclusión este grupo de pacientes representa un 

grupo minoritario, pero interesante de investigar, pues en 

ellos podrían encontrarse puntos de ruptura atípicos o la 

• 
acción de otros oncogenes distintos a c-ABL o al gen BCR. 

Una mala clasificación de estos pacientes y las limitaciones 

propias de cada técnica pueden estar generando este 5% de 

pacientes Ph' negativo y BCR/ABL negativos. 

8 . ESTUDIOS MOLECULARES DE LA LMC EN OTROS GENES 

Desde el descubrimiento del cromosoma Ph ' , en 1960 por 

Nowe l l y Hugerford, y dado el avance de la citogénetica, se 

han logrado identificar además del cromosoma Ph', una serie 

de aberraciones cromosómicas secundarias, con un patrón· no 

azaroso (figura 6). La ganancia de un cromosoma 8 es 

característica de la evolución del cariotipo. En este cromo-

s oma se l ocaliza el oncogene c-myc ( 8q34) . Su amplificac i ón 

así como la elevación en la expresión de su ARNm se ha visto 

aumentada en estados avanzados de la enfermedad (Kurzrock et 

al. 1988). También la presencia del isocromosoma 17q, 

acarrea l a pérdida del gen supresor de tumores p53 (se 

localiza en 17p). Fainstein y colaboradores (1991 ), 

encontraron asociación en un 25 % de los casos entre la 

progres i ón de la enfermedad con alteraciones en el gen p53. 
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Foti y colegas (1991), estudiaron un paciente con sondas para 

el gen p53. Durante la fase crónica no se detectaron 

anormalidades en el gen, pero cuando el paciente entró en 

fase acelerada se logró determinar, por secuenciación, la 

aparición de una secuencia mutante. Lo más interesante de 

este estudio fue que cuando se logró reinducir al paciente a 

fase crónica la mutación desapareció. 

En otro estudio realizado por Ahuj a et al. ( 1991), se 

encontraron mutaciones y delecciones de p53 en aquellos 

pacientes que se hallaban en crisis blástica. Nakai y 

colaboradores (1995) concluyeron que existe asociación entre 

la pérdida de p53 y la progresión de la LMC. De manera 

contradictoria Gaidano y colaboradores (1994), al analizar 26 

pacientes Mbcr/ABL+ de LMC en crisis blástica y los cuales 

fueron tamizados para buscar mutaciones en los genes 

supresores de tumores p53 y RB1, sólo en un caso se detectó 

una mutación para p53. 

El estudio de otros oncogenes, tales como c~MYC y N-ras 

ha sido efectuado buscando mutaciones que acompañen la 

evolución de la fase crónica a crisis blástica en la LMC (Liu 

et al., 1988) . Además Ahuja et al. (1991) encontraron que 

sólo ocasionalmente el e-Ras y c-MYC sufren mutaciones 

(además del ya citado gen p53). 

De todos los oncocogenes y genes supresores de tumores 

estudiados a nivel molecular en la LMC, el p53 (después de 

bcr y c-J.1.BL) es el que ha recibido mayor atención. Se cree 
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que este gen tiene influencia sobre la progresión de la 

enfermedad a la fase aguda. Todavía se investiga la 

posibilidad de otro gen , que se supone se local i za en 1 7p 

actúe en conjunto con p53 en la progresión de la enfermedad. 

Normal 

Ph' + 

Rutas menores 
r­

~------~~~~----~~ Rutas mayores 
I (30 %) 1 

1 
11 

~ 1 
1 +19 1 2 Ph ' 1 
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Figura 6. Vías comunes en la evolución citogenética de 
la LMC. 
Fuente : Heim y Mitelman, 1991 . 
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Se han buscado marcadores genéticos que sirvan para 

correlacionar el estado clínico del paciente El gen 

Calcitonina presenta un patrón anormal de metilación cuando 

la enfermedad progresa en las leucemias agudas, en los 
. 

linfomas y la LMC . Los procesos de metilación en la 

secuencia de ADN tiene efectos regulatorios y es interesante 

observar que en la LMC durante la fase crónica la metilación 

es normal, pero durante la fase aguda aparecen patrones de 

hipermetilación anormales (Malinen et al.,1991; Nelkin et 

al.,1991). 

La t ( 9; 22) es un paso para desarrollar la enfermedad, 

pero la activación de otros oncogene·s y factores ambientales 

aún no identificados es importante para el desarrollo del 

proceso neoplásico (Popenoe et al . ,1986, Kurzrock et 

al. ,198 8) . También el hallazgo de nuevos marcadores que 

sirvan para identificar el estado clínico del paciente serán 

de gran ayuda para mejorar los tratamientos . 

9 . IMPORTANCIA DE LA DETECCION DEL CROMOSOMA 

FILADELFIA 

La detección y monitoreo de la presencia o ausencia del 

cromosoma Ph' es importante en el tratamiento del paciente. 

El uso de . interferón-alfa-recombinante ( INF-a-R) causa la 

supresión del cromosoma Ph' en la LMC. Se han obtenido res-

puestas favorables en el 7 5% ( 33 de 45) de los pacientes 

Ph'+, cuando estos eran detectados en etapas tempranas de la 
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enfermedad. De estos 33 pacientes 11 (33 %) obtuvieron una 

remisión citogenética completa (Wetzler y Talpaz, 1992). La 

combinación de técnicas moleculares y citogenéticas para 

detectar la presencia del cromosoma Ph' y su desaparición es 

de gran utilidad en el tratamiento con INF-a-R. Sólo de esta 

forma se determina el éxito o fracaso de la terapia. 

En Costa Rica la terapia con INF-a-R no está en uso por 

lirni taciones económicas. Los hernatólogos de nuestros 

hospitales conocen las grandes ventajas que posee este 

tratamiento con respecto al tratamiento convencional ·a base 

de bulsulfán y otras drogas. Es sólo cuestión de tiempo para 

que surja su aplicación en nuestro medio. 

En los transplantes de médula ósea (en el hospital San 

Juan de Dios se han realizado dos y se prevee continuar 

realizándolos) el uso de las técnicas citogenéticas y 

moleculares permiten evaluar la presencia o no del ~lon 

afectado por esta mutación. 

La presencia del cromosoma Ph', corno se discutió antes, 

está asociada únicamente a ciertos tipos de leucernias, por lo 

que su aparición en los síndromes rnielodisplásicos, obliga a 

reestudiar el diagnóstico del paciente. En otros casos la 

detección de otro cromosoma Ph' (los dos cromosomas 22 sufren 

rearreglos en BCR) se asocia con estados avanzados de la 

enfermedad. Más aún, los desórdenes crónicos 

rnieloproliferativos (cuadro 2) en etapas tempranas son 

difíciles de distinguir de una rnieloproliferación, corno son 
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las eritrocitosis, las leucocitosis y las trombocitosis. Por 

ello el detectar el cromosoma Ph' es un indicador inequívoco 

de una LMC, y sirve. así para descartar los ot r os tipos de 

desórdenes crónicos mieloproliferativos (Kreipe et al.,1992). 

Otro ejemplo lo brinda la LLA en niños, donde el 

tratamiento convencional no es eficaz en aquellos niños Ph' +, 

por lo que la detección del mismo permite el uso de terapias 

alternativas como el transplante de médula ósea para combatir 

la enfermedad (Suryanarayan et al. 1991). 

Se discutió anteriormente, que el cromosoma Ph' se halla 

en el 95% de los casos de LMC. Estos datos en su gran 

mayoría fueron detectados citogenéticamente y se han 

encontrado pacientes Ph' negativo que sí presentan el 

rearreglo BCR-ABL, con lo cual la incidencia de rearreglos en 

bcr puede aumentar. Por ejemplo, en la LLA, Maurer et 

al. (1991) , informan una incidencia superior a la esperada en 

rearreglos BCR-ABL (de 43% en adultos) al realizar 

diagnóstico molecular por PCR. Estos datos fueron debatidos 

por Saglio y Guerrazio ( 1991), sin embargo su crítica se 

dirige al muestreo , más que al poder de diagnóstico de la 

técnica. 

10 . T:AMIZAJE DEL CROMOSOMA FILADELFIA, SU 
APLICACION E IMPORTANCIA EN COSTA RI CA 

En nuestro país la incidencia de leucemias mieloides en 

los años de 1984 a 1990 fue: en mujeres 2.0 por 100.000 

habitantes y en hombres 2.5 por 100.000 habitantes (tasas 
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ajustadas a la población mundial) . En total se registraron 

354 nuevos casos para ambos sexos durante ese período (Sierra 

et al.,1995). 

La LMC y los demás SMP se caracterizan por una evolución 

lenta (varios años en muchos casos). Esto ofrece las 

condiciones necesarias para brindar un tratamiento al 

paciente. En la actualidad el tratamiento con interferón o el 

transplante de médula ósea son los únicos tratamientos que 

erradican el cromosoma Ph' . En la LMC la eliminación de esta 

mutación determina el éxito o el fracaso del tratamiento, por 

ello el monitoreo de esta mutación es un factor clave. 

Al igual que en muchos otros tipos de cáncer la 

aparición de mutaciones y de otros marcadores tumorales 

preceden a 

hematólogos 

suministrar, 

los síntomas clínicos; de esta 

pueden determinar el estado del 

de forma racional los niveles 

antineoplásicos. 

forma los 

paciente y 

de ager:J.tes 

Durante varios años (1990-1993) la investigadora Isabel 

Castro, del INISA (UCR) llevó a cabo un proyecto para 

estudiar aberraciones cromosómicas en pacientes leucémicos. 

En la actualidad el Hospital de Niños posee un laboratorio 

donde se realizan exámenes citogenéticos para este fin, 

aunque su cobertura no alcanza a otros hospitales. 

La detección y moni toreo de mutaciones complementa en 

gran medida el diagnóstico y terapia convencional. Sus 

alcances son en muchos casos concluyentes, tal es el caso del 
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cromosoma Ph' . El tamizaje de esta mutación debería 

realizarse en todos los pacientes afectados por una posible 

LLA, LMC y SMP; pues como ya se mencionó es un acompañante 

importante en las nuevas terapias. Si en Costa Rica se desea 

desarrollar el tratamiento y el diagnóstico de las leucemias, 

se debe incursionar en citometría de flujo, en citogenética y 

en análisis moleculares . Los dos primeros ya se han 

comenzado a brindar, es ahora el momento de la biología 

molecular ; fundamentalmente el tamizaje del cromosoma Ph'. 
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11. OBJETIVOS DEL ESTUDIO 

1 1 . 1 OBJETIVO GENERAL: 

El objetivo general de este trabajo consistió en aportpr 

nuevos elementos al diagnóstico existente en el pais. Es por 

ello que se buscó desarrollar técnicas moleculares para 

diagnósticar la presencia del cromosoma Ph' . Estas son 

necesarias e indispensables 

terapias para combatir las 

nuestro pais. 

11.2 OBJE TIVOS 'E SPECIFICOS : 

si se desea emplear las nuevas 

leucemias mieloides y SMP, e n 

1) Implementar las técnicas de "Southern Blot" para genes de 

copia única por métodos radioactivos y no radioactivos en 

los laboratorios del INISA. 

2) Evaluar el uso de métodos radioactivos y no radioactivos 

para el tamizaj e del 

cuál de ellos puede 

cromosoma Ph' . Se busca determinar 

ser más factible de utilizar en los 

laboratorios de la Caja Costarricense del Seguro Social. 

3)Informar en forma oportuna a los médicos de los resultados 

obtenidos, con el fin de que evaluén el diagnósitco clinico 

a la luz de los resultados moleculares. 
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MATERIALES Y METODOS 

l. POBLACION DE ESTUDIO: 

Durante e l p e r íodo compr endido entre Enero de 1994 y 

Noviembre de 1995 se tomaron muestras de s angre periférica de 

25 pacientes provenientes del Servicio de Remato-Onco l ogí a 

del Hospital San Juan de Dios. Para este mismo período el 

servicio de Remato-Oncologí a del Hospital México envió 

muestras de 16 pacientes (cuadro 7) . 

Cuadro 7 . Total de mues tras recibidas a g r upadas según e l 
diagnósti co clínico con el cual fueron referidas. 

Diagnóstico Clínico Número de Pacientes Referidos 

Leucemia Mieloide Crónica 30 

Compatibles como LMC 2 

Síndromes Mieloproliferativos 7 

Síndromes Mielodisplásicos 2 

2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ANALISIS 

MOLECULAR 

2 . 1 TOMA DE, MUE S TRAS : 

Se obtuvo ADN de pacientes afectados por LMC o por 

alguna otra enfermedad crónica mieloproliferativa. Los 

pacientes afectapos por otra enfermedad distinta a LMC, 

fueron referidos por ser casos atípicos , en los cuales un 

tamizaje para cromosoma Ph' eventualmente podría ayudar a 

o rientar el diagnóstico clínico (cuadro 7). 

1 
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A cada paciente se le tomaron 5ml de sangre periférica. 

Se empleó ACD como anticoagulante. 

2.2 EXTRACCION DE ADN: 

Las muestras se incubaron a 37°C con proteinasa K, por 

12 horas. Luego se hizo la extracción del ADN según el 

procedimiento común de fenol:cloroformo (Sambrook et al., 

1989) . El ADN se precipitó con 2 volumenes de etanol y 10ul 

de NaCl 5M. 

2.3 DIGESTION DEL ADN CON ENZIMA DE RESTRICCION Bg~ II: 

Se tomaron 15ug de ADN y se sometieron a digestión con 

la enzima de restricción Bgl II . Se emplearon 5 unidades de 

enzima por cada ug de ADN. Todas las digestiones se llevaron 

a cabo con ADN de alto peso molecular y siguiendo las 

recomendaciones de la casa fabricante de la enzima, por 12 

horas y a 37°C . Para verificar la calidad de la digestión se 

preparó un minigel al 0.7 ~ de agarosa donde se corrió Sul del 

producto de la digestión. Luego al adicionar bromuro de 

etidio al gel se realizó una inspección visual de la 

digestión de P.DN, para ello se empleó una lámpara de luz 

ultravioleta. 

2.4 ELECTROFORESIS: 

Todo el ADN ( 15ug) completamente digerido se cargó en 

geles de agarosa al 0.7 ~ . Se dejó corriendo la electroforesis 
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a 50mV por 10 horas. Se cargó además el marcador de peso 

molecular del bacteriófago Lambda cortado con la enzima de 

restricción Hind III . Se considera que la electrofores is es 

adecuada si los fragmentos de 9. 4Kb y 6. 6Kb se separan al 

menos lcm, y la última banda del marcador de peso molecular 

(0.56 Kb) ha migrado entre 13 y 18 cm. 

2. 5 TRANSFERENCIA DEL ADN A UNA MEMBRANA DE NYLON "SOUTHERN 

BLOT": 

1) El gel se sometió a un proceso de depurinización por 6 

minutos con HCL O. 25M. Aunque este proceso se recomienda 

para geles donde se esperan RFLP superiores a 10Kb, se empleó 

debido a que en estos pacientes se presentan muchos RFLP 

anormales en rangos superiores a los 6 . 6 Kb, hasta lOKb 

inclusive. 

2)Se lavó el gel con agua destilada 

oportunidades (2 minutos cada vez). 

(500ml) en ·dos 

3)Se añadieron 500ml de solución desnaturalizante (0 .5M NaOH 

y 1.5 NaCl). Se dejó por 25 minutos. Luego se repitió este 

paso con solución fresca por 25 minutos. 

4) Se colocó el gel en 500ml de solución neutralizante (O . 5M 

Tris HCL y 1.5M NaCl), durante 20 minutos. Luego se cambio la 

solución y se repitió de nuevo este paso. 

5)Se procedió a montar la transferencia según procedimientos 

ya descritos (Sambrook et al., 1989). 
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6) Se dejó 24 horas. A las 12 horas de transferencia se 

cambiaron las toallas absorventes superiores, se adicionó un 

poco de solución 10X ssc y se dejó proseguir la 

transferencia. 

7) La membrana de nylon se lavó una vez con 5X SCC para 

remover cualquier fragmento de agarosa y se horneó por 1 hora 

a 80°C. Luego se guardó a 4°C en una bolsa plástica sellada 

para evitar que se humedezca. 

8) Es conveniente teñir el gel con bromuro de etidio para 

observar la calidad de la transferencia. 

ADN en fragmentos inferiores a 4.4Kb. 

No debe observarse 

3. HIBRIDIZACION DE LA MEMBRANA CON LA SONDA 

TRANSPROBE-1 POR METODOS RADIOACTIVOS:: 

3.1 DESCRIPCIÓN DE LA SONDA: 

La sonda Transprobe-1 (Oncogene Science,Inc.),. es 

también conocida como UBCR o phl/bcr-3. Esta hibrida sobre 

toda la región del Mbcr, a excepción del fragmento de 1, 6Kb 

interno que es delimitado por los sitios de reconocimiento de 

la enzima de restricción Hind III (figura 6). 

3.2 MARCAJE DE LA SONDA CON P32: 

Se empleó el Sistema de Marcaje "Megaprimer DNA 

labelling system" (Amersham, Life Sciences). El método que 

emplea es conocido como "random nanomer primer labelling" 
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(Sambrook et al.,l989). El isótopo empleado fué alfa-dCTP32, 

3000 Ci/mmol. 

3. 2 PROCEDIMIENTO PARA HIBRI DAR LA MEMBRANA DE NYLON 

CON SONDAS MARCADAS CON P32 : 

1) La membrana se s~ergió en 300ml de 2xSSC por 2 minutos 

(Ver apéndice 1). 

2)Se colocó en un tubo de hibridizar. Se agregaron 50ml de 

solución de prehibridar. Se incubó a 65°C por 2-3 horas. 

3)Se descartó la solución. Se adicionó SOml de solución de 

hibridación con la sonda ( 1 OOng) . La sonda se calentó a 

100°C por 5 minutos, para desnaturalizarla y luego se colocó 

en hielo. 

4)Se añadió a la membrana esta solución de hibridación con la 

2 
sonda. Deben ser de 80-lSOul de solución por cm de membrana. 

5)Se incubó a 65°C por toda la noche . 

6) Se colocó la membrana en un contenedor con Solución de 

Lavado 1 (lOOml) . Este proceso se hizo a 65°C por 30 minutos 

(ver apéndice 1). 

8)Se repitió este paso 2 veces. 

9)Se colocó la membrana con la Solución de Lavado 2 (lOOml) 

previamente precalentada a 65°C, por 30 minutos. 

lO)La me~brana se transfirió a un contenedor con Solución de 

Lavado l. Es importante asegurarse de no encontrar agregados 

de BSA. Si es así removerlos. 
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11 ) De nuevo se colocó la mewbrana a temperatu ra ambiente con 

2xSSC por 5 minutos . 

12)La memb rana se secó 1 a 2 horas en p ape l Whatman 3MM, a 

temperatura ambiente. 

13) Se expuso la membrana en un cassete de exposición con 

película para rayos X a - 70°C por 3 días bajo el efecto de 

una pantalla intensificante . 

14)Revelado de la película : 

a) 5 minutos en revelador Kodak GBX . 

b ) 1 minuto e n acido acético al 3 %. 

e ) 10 minutos en fijador GBX. 

d) 15 minutos en agua. 

e) Se secó a temperatura ambiente. 

4 . HIBRIDIZACION DE LA MEMBRANA CON SONDA 

TRANSPROBE-1 POR METODOS NO RADIOACTIVOS: 

4 . 1 MARCAJE DE ADN-SISTEMA GENIUS "RANDOM PRIMED": 

Se s i guió el procedimiento recomendado por la casa 

fabricante Boeheringer Mannheim, "Genius 2 DNA labelling 

Kit". 

4 . 2 PREHIBRIDIZACION E HIBRIDIZACION : 

1)Se prepararon 5ml de solución de prehibridizar y se 

añadieron al filtr o . 

(Ver el apéndi ce 2 ) . 

Se procedió a incubar 2 horas a 65°C . 
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2)La solución para prehib ridizar s e descartó . 

3)Se desnaturalizó la sonda por 10 minutos a 100°C. 

4)S e añadió a la solución de hibridizar (5ml) todo el 

contenido del tubo de microcentrífuga con la sonda ya 

marcada . 

5)Se procedió a incubar por toda la noche la membrana a 65°C. 

6)La membrana se lavó 2 veces con solución 2X precalentada a 

65°C por 5 minutos . 

7) Se lavó la membrana con solución O. SX p r ecalentada a 65 o 

por 15 minutos y se repitió n uevamente . 

4.3 DETECCION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS CON DIGOXIGENINA 

Y LUMI-PHOS 530: 

1) Se equi l ibró la membrana con el buffer fil tracto Genius 1 

por 1min . 

2)Se dejó que el Lumi-Phos 530 alcance la temperatura 

ambiente (no usar frío) . 

3) Se utilizó un recipiente limpio y sobre el se colocó la 

membrana en contacto con la solución de Genius buffer 2 , por 

24 horas, en agitación constante. 

4 ) Se diluyó la antidigoxigenina- fostatasa alcalina 1: 500 en 

nuevo Genius buffer 2 , a una concentraci ón final de 150mU/ml . 

Se mezcló suavemente . 

5)Se descartó la otra solución donde estaba la membrana y se 

adicionó la solución que contiene Genuis Buffer 2 y anti-DIG­

alcalina fosfatasa . Se incubó por 30 minutos . 



55 

6)Se desechó la solución anterior. Se cambió la membrana a 

un recipiente limpio y se adicionó Genius buffer l . Se dejó 

por 15 minutos. Este paso se repitió dos veces . 

7)Se desechó la solución anterior y se adicionó Genius buffer 3. 

8) Se colocó la membrana entre dos acetatos. Se adicionó 

Lumi-Phos 530 a la superficie superior de la membrana, 0.5ml 

por 100cm2
. Las gotas se dejaron caer espaciadamente. 

9)Se dejó humedecer la membrana. Se colocó la tapa superior 

del acetato sobre membrana y suavemente se eliminaron las 

burbujas de aire que pudieron quedar. 

1 O) Se colocó la membrana en contacto con una película de 

rayos X. Se expuso por 2 horas. 

ll)Se procedió a revelar el film de rayos X (mismo 

procedimiento descrito para la procesos radioactivos). 
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RESULTADOS 

Durante el período comprendido entre enero de 1994 y 

noviembre de 1995 se tomaron muestras de sangre periférica de 

25 pacientes provenientes del Servicio de Remato-Oncología. 

del Hospital San Juan de Dios. Para este mismo período el 

servicio de Remato-Oncología del Hospital México envió 

muestras de 16 pacientes. De todos los pacientes se tomaron 

5ml de sangre periférica. En los cuadros 8 y 9 se detallan 

los pacientes analizados en ambos hospitales, el resultado 

obtenido y el diagnóstico clínico con el cual fueron 

referidos. 

En total fueron sometidos a análisis 41 pacientes, de 

ellos 32 

compatible 

(78%) tenían como 

con esta leucemia 

diagnóstico clínico LMC o 

(Cuadros 8 y 9) . Los demás 

pacientes, 9 (22 %) poseían cuadros clínicos incluidos dentro 

de los desórdenes crónicos mieloproliferativos (síndromes 

mieloproliferativos, SMP) y síndromes mielodisplásicos (SMD). 

Estos últimos fueron remitidos por existir características 

clínicas que hacían dudar a los hematólogos de la causa de su 

posible dolencia. 

Del subgrupo de pacientes afectados por LMC, en 28 casos 

se logró realizar un análisis satisfactorio con la sonda 

Transprobe-1 y la enzima de restricción Bgl II . En 20 (71%) 

casos se encontró la presencia de al menos un RFLP que indica 

la presencia del rearreglo entre los genes c-ABL y BCR 
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los RFLP normales, 
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Para 8(29%) pacientes sólo se detectaron 

indicativo de un posible cromosoma Ph' 

negativo. De estos 8 casos negativos para rearreglos entre 

BCR-ABL, en 2 el diagnóstico de LMC es dudoso o es compatible 

con algún otro desorden crónico mieloproliferativo. Otro 

paciente de estos 8 posibles Ph' negativo había sido sometido 

a un transplante de médula ósea, previo a la toma de la 

muestra. 

En las figuras 8 y 9 se presentan las zonas en Mbcr 

donde híbrida la sonda Transprobe-1. En personas normales se 

generan 3 RFLP, de 4.8Kb, de 2.3Kb y de 1.1Kb. Cuando se ha 

sufrido un rearreglo molecular entre los genes Mbcr/c-ABL se 

generan RFLP normales y anormales. Los fragmentos anormales 

pueden tener en teoría tamaños superiores a 4.8 Kb o menores 

a 1.1 Kb. En el estudio realizado, los fragmentos anormales 

generados fueron superiores a 1.1Kb ~ En la figura 10 se 

observa una representación del patrón de RFLP normales en el 

caso de un paciente Ph' negativo y otro cuando la persona es 

portadora del cromosoma Ph'+. En la figura 11 se tiene una 

fotografía del resultado obtenido al aplicar P32 como 

sustacia para marcar la sonda Transprobe-1. La presencia de 

RFLP anormales es variada, hay de alto y bajo peso molecular, 

así como uno o dos RFLP anormales. 

De los 9 pacientes no clasificados dentro de LMC, en 7 

se realizaron análisis moleculares. En 3 casos se observó la 

presencia de RFLP distintos a los normales y se catalogaron 

como portadores del cromosoma Filadelfia. 

presentaron RFLP normales. 

Los 4 restantes 



1 

Cuadro 8 . Pacientes referidos por el Hospital San Juan de Di os, el 

diagnóstico cl ínico con el cual fueron enviados y el resul tacto 
obtenido . 

Código de 
paciente 

S JD1 
SJD2 
SJD3 
SJD4 
S JD6 
SJD7 
SJD8 

SJD12 
SJD13 
SJD14 
S JD15 
ScJD16 
SJD18 
SJD19 
SJD20 
SJD21 
SJD22 
SJD23 
ScTD24 
SJD25 

Ph' + 
Ph' -
? 

R 
DIG 

--

Di agnóstico RFLP 

clíni co normales 
(Kb) 

LMC 4. 8/2 . 3/ 1.1 
AR 4.8/2.3/1.1 

LMC 1.8/2.3/1.1 
LMC 4.8/2.3/1.1 
Ll'1C 4 . 8/ 2 . 3/1. 1 
Sl'1P 4. 8 /2 . 3/1 . 1 
LMC 4 . 8/2 . 3/1.1 
Ll'1C 4 . 8/2 . 3/1. 1 
LMC 4. 8 /2.3/1.1 
LMC 4.8/2.3/1.1 
LMC 4.8/2 . 3/1.1 
Ll'1C 4.8/2 . 3/1.1 
Ll'1C 1.1 
LMC 4.8/2 . 3/1.1 
LMC 4 . 8 /2 . 3/1.1 
Ll'1C? 4 . 8/ 2 . 3/1 . 1 
LMC 4 . 8/2 . 3/1.1 
TE 4 . 8 /2 . 3/ 1.1 

LMC 4 . 8/2 . 3/1.1 
Ll'1C? 4 . 8/2 . 3/ 1.1 

Filadelfia Positivo 
Filadelfia Nega tivo 

RFLP 
anormales 

(Kb) 

3 . 0 
- --
---
9.4 

7.5/5.0 
7 . 0/4.0 

7.5 
2.0 
7. 0 
---
4.9 
- --
3.0 
---
1.8 
- --
4 . 9 
3.0 

4.4/4. 6 
4.6 

Hay duda del diagnóstico c línico 
Ausenc ia de RFLP anormales 

Resultado 

Ph'+ 
Ph ' -
Ph ' -
Ph'+ 
Ph' + 
Ph ' + 
Ph'+ 
Ph'+ 
Ph ' + 
Ph ' -
Ph'+ 
Ph'-
Ph ' + 

1 Ph'-
Ph ' + 
Ph '-
Ph'+ 
Ph ' + 
Ph ' + 
Ph ' + 

Detección por métodos radioactiva (P32) 

Métodos 
utilizados 

R 
R 
R 

R/ DIG 
R 
R 
R 
R 
R 
R 

R/DIG 
R 

E/DIG 
R 

R/DIG 
R 
R 
R 
R 
R 

Detecci ó n ·po r métodos no radioact i vos( Digoxigenina) 

1 

1 
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Código 

Cuadro 9. Pacientes referidos por el Hospital México, 
diagnóstico clínico a la fecha del estudio y el resultado 
obtenido al usar la endonucleasa Bgl II 

de Diagnóstico RFLP Resultado Métodos 
paciente clínico 

RFLP normales l 
Kb ; anormales utilizado 

P1 56SP 
P18Ssp 
P190SP 

• P1M95 
P2M95 
P3l'195 
P4M95 
P6H95 
P8H95 
P10H95 

,P11H95 
P12M95 
P14H95 
P15H95 
P16H95 

Kb 

LMC 4.8/2.3/1. 1 6.6 
Ll'1C 4.8/2.3/1.1 4.0 
LMC 4.8/2.3/1.1 6.0 
SMD vs. LMC 4.8/2.3/1.1 ---
Sind.Eosin.k 4.8/2.3/1.1 ---
LMC 4.8/2.3/1.1 6.0/2.0 

' LHC 4.8/2.3/1.1 ----

Ll'1C 4.8/2.3/1.1 9.0/15.0 
LHC 4.8/2.3/1.1 4.0 
LHC 4.8/2.3/1.1 ----

LMC 4.8/2.3/1.1 2.0 
SHP 4.8/2.3/1.1 9.4 
LHC 4.8/2.3/1.1 ----

LHC 4.8/2.3/1.1 3.0 
SHP 4.8/2.3/1.1 ----

1 

Ph ' + Cromosoma Filadelfia positivo 
Ph'- Cromosoma Filadelfia negativo 
* Síndrome Eosinofílico 

Ausencia de RFLP anormales 
R Método radioactiva (P32) 
DIG Método no radioactiva (Digoxigenina) 

1 

S 

Ph' + R/D I G 
Ph'+ R/DIG 
Ph'+ R/DIG 
Ph'- R 
Ph'- R 
Ph'+ R 
Ph'- R 
Ph'+ R 
Ph'+ R 
Ph'- R 
Ph'+ R 
Ph'+ R 
Ph'- R 
Ph'+ R 
Ph'- R 

' 

1 
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5.8 Kb bcr 

1 \ 
Bg Bg Bg H H Bg Br 

• 1111 ~ 1 1 - 11 1 1 1 
1 2 3 4 

_.,.,.,.,.,.,.,,;.7/':;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;: 

/ / / ' . 

//// 
/// 

/ / // 
/ Bg H Bg Bg Fragmentos generados en un 

3' 

,l 
5 

... 1 ,.,.,.,.,.J.,.,.,.,.J,.,.,.J. 
sonda phl/bcr3' 

paciente sin rearreglo o translocación 
al digerirse el ADN con la enzima Bgl 11 

2.3kb 4.8kb 1.1 kb 

:;:::::: :;: ~ ::: :::::: :: ~: :::::::::: :;:::::::;:::::::::;:;:;:::·:; 
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Bg: Bglll 
H: Hind 111 

Figura 7. Mapa de restricción parcial de la región 
Mbcr. En ella se representan los puntos de corte de las 
enzimas de restricción BgL II e Hind III , así como las 
zonas donde hibrida la sonda phl/bcr3' , también conocida 
como UBCR o Transprobe-1. 
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gen BCR 

./Bg H Bg Bg 

.,· ! ·! ~.,.L ... , ....... ,.,.J., ... ,.,.J.,., ... J. 
sonda phl/bcr3' 

Figura 8. 
rearreglo 
rearreglo 
genera en 

5.8 Kb bcr 

1 

2.3Kb 

M ....... . . ..... . . . ....... . . . ..... . . . ....... . 

.-::o: :.:·:·:·:-:o:.: : ...... :.:.v:o 

2 X 

gen c-ABL 

Bg: Bgl 11 
H: Hind 111 

Ejemplo hipotético de un 
reaiTeglo entre 1\fbcr/c-ABL 

7.5Kb? 

3' 

Ejemplo hipotético de un posible tipo 
molecular entre los genes BCR y c-ABL. 
se da en la región conocida como Mbcr y 
este caso un RFLP anormal de 7.5 Kb. 
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Persona normal1 Paciente po1rtador del 
cromosoma Filadelf ia Fragmento anormal 

de 7.5 kb, producto 
- de la formación del 

cromosoma Ph' 

4.8kb 

2.3kb -

1.1kb ..... -· 

Figura 9. RFLPs generados en un paciente normal y 
en otro por t ador del rearregl o entre los gene s BCR y 
c~ABL. Estos RFLPs se presentan si se digiere el ADN 
con la endonucleasa Bg~ II En los pacientes 
portadores de un rearreglo se presenta RFLP 
anormales de gran variedad de tamaños y pueden ser 
uno, dos o tres. 

. 



63 

Como se puede observar en los cuadros 8 y 9, todos los 

pacientes fueron analizados por métodos radioactivos y sólo 

en siete de ellos se emplearon técnicas no radioactivas. La 

aplicación de dos metodologías distintas se justificó en la 

evaluación de ambas, con el fin de valorar cual de ellas 

puede ser más eficiente y fácil de realizar . 

En los siete casos analizados por ambas metodologías los 

resultados fueron los mismos, aunque la intensidad de las 

señales de los RFLP fue ligeramente menor al emplearse 

digoxigenina. En la figura 11 se observa el patrón de RFLP 

normales y anormales generados al usar la enzima Bgl II e 

hibridar por métodos no radioactivos y radioactivos . Los ADN 

de la figura 11 son los mi smos para el paciente Ph' positivo 

y el paciente Ph' negativo. Como se puede observar la 

intensidad de las bandas es superior para el métodq 

radioacti vo, pero ·no por ello dejan de ser visibles en el 

método no radioactiva. 
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• 

4.8 Kb 

2.3 Kb 

.• 

1.1 Kb 

Figura 10 . Autoradiografía obtenida al emplear la sonda 
denominada Transprobe-1 y ma_rcada con P32. Los RFLP 
normales son de 4.8 Kb, 2.3 Kb y 1.1 Kb. Cualquier RFLP de 
tamaño diferent.e a los citados anteriormente indican un 
rearreglo entre los genes Mbcr/c-ABL. Todos los ADN fueron 
digeridos con la enzima de restricción Bg~ II y se utilizó 
15ug de ADN. 



METODO RADIOACTIVO (P32) 
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2 

.. 
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METODO NO RADIOACTIVO (Digoxigenina) 

3 4 

\ 

7.5Kb ''Ir 
• 

4.8Kb - ., 

2.3Kb 

·• 

l.lKb 

• . 41 

Figura 11. Comparación de los resultados obtenidos por el 
método radioactivo y no radioactivo. En los carriles 1 y 3 
se observa el mismo ADN de una persona portadora del 
cromosoma Filadelfia. En los carriles 2 y 4 se presenta el 
ADN de un control negativo. En todos los casos el ADN fue 
digerido con la enzima de restricción Bg~ II y se empleó 
15ug de ADN. 
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DISCUSION 

enfermedades conocidas como Leucemia Mieloide Las 

Crónica , Trombocitemia Esencial y Policitemia Vera, se 

agrupan como Síndromes Mieloproliferativos (SMP). Hay además 

Síndromes un grupo de enfermedades conocidas como 

Mielodisplásicos (SMD) Cada una de ellas es una entidad 

patológica distinta, con una diferente evolución de la 

enfermedad en cada caso. El diagnóstico clínico por métodos 

convencionales en cada una de ellas puede dificultarse en un 

número significativo de pacientes. Es por ello que la 

ci togenética y la genética molecular brindan un magnífico 

complemento al hematólogo. Para el caso particular del 

cromosoma Ph '+, esta mutación ha sido asociada en forma 

exclusiva a la LMC (dentro de los SMP y SMD) (Kreipe , et 

al ., 1992) . Un 95 ~ de los pacientes afectados por LMC 

presenta esta mutación y sólo se reportan casos de pacientes 

portadores del cromosoma Ph'+ en LMA y LLA. 

Existen tres alternativas para su detección, la 

c i togenética, el "Southern Blot" y PCR. Todas ellas con 

ventajas y desventajas . Se seleccionó en esta tesis el empleó 

de 11 Southern Blot 11 por tres razones básicas: 1) Se requiere 

menos equipo especializado, por lo que se facilita su 

instalación en un laboratorio clínico fuera de la Universidad 

de Costa Rica; 2) se pueden emplear métodos radioactivos y 

métodos no radioactivos; 3) en el INISA para esa fecha se 

realizaba citogenética en leucemias . En el cuadros 10 y 11 
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se realiza. una comparación entre los métodos anteriormente 

citados para realizar tamizaje para el cromosoma Ph'. 

En general las tres metodologías expuestas son viables . 

Pero el "Southern Blot" o f rece una mejor alternativa a corto 
. 

y mediano plazo . Además una vez estandarizada la técnica , se 

requiere de poco tiempo para obtener resultados y su análisis 

es muy sencillo . 

Las hibridaciones realizadas con l a sonda UBCR , 

Trasprobe- 1 o phl/bcr 3 ', de l ADN previamente digerido con 

la endonucleasa Bgl II , mostraron resul tactos que discrepan 

con los esperado según la literatura . De los 28 pacientes 

afectados por LMC y analizados , ·el 71 ~ (20) mostraron 

rearreglos moleculares en la región Mbcr y un 29% (8) fueron 

negativos . En la literatura so l amente se refieren a un 5 % de 

pacientes como Ph ' negativos . Al anal i zar los motivos para 

esta discrepancia, encontramos que entre los diagnósttcos 

clínicos de los pacientes Ph ' negativos lo siguiente : l)dos 

de ellos presentan cuadros clínicos compatibles con otras 

pato l ogías , y 2)uno fue sometido a un trans plante de médula 

ósea antes de tomar la muestra . En los dos pac i entes con un 

diagnóstico clínico dudoso se deben revaluar los di a gnós t icos 

para verificar si se trata de un SMP . 

En el paciente transplantado es muy probable que no se 

detecten rearreglos (si es que existiesen) pues esta técnica 

no es tan sensible como el PCR. Esto nos dejaría un saldo de 

5 pacientes Ph ' negativos (20 %) . 
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Cu adro 10. Cuadro comparativo que ilustra las venta j as y 
al emplear como métodos de tamizaje para cromosoma 

una sonda exclusiva para la región Mbcr en 
con la citogenética convencional. 

desventajas 
Filadelfia , 
compara-ción 

SONDAS PARA CROMOSOMA FILADELFIA ANALIS I S CITOGENETICO 

Técnica menos laboriosa , permite 
analizar un mayor número de pacientes. 

Mayor número 
cultivo de 

de horas por el 
las células 

malignas y su análisis. 

Puede emplearse sangre periférica o Necesita médula ósea 
médula ósea como muestra. 

No se necesita realizar cultivo 
células. 

de Es necesario 
celular . 

el cultivo 

Altamente específica y sensible 
1 esa mutación. 

para Puede detectar mutaciones en 
otros cromosomas, pero apro­
ximadamente un 2 . 5-5 % de los 
pac i entes diagnósticados como 
Filadelfia negativos tienen 
rearreglos submicroscópicos 
entre los genes c-ABL y BCR . 

1 

Como equipo de laboratorio requiere 
microcentrígufas , una cámara para 

: electroforesis y micropipetas. No se 
requieren condiciones de esterilidad 
ni microscopios . Si se opta por 
métodos no radioactivos no se ocupa de 
un cuarto especial para radiación. 

De gran utilidad para diferenciar una 
LMC vs algún otro SMP. 

Só lo puede detectar rearreglos en los 
genes c-ABL y BCR , y sólo aquellos que 
se dan en la región bcr de 5.8 Kb. 
No detecta el cromosoma Filadelfia 
típico de la LLA en niños. 

Requiere 
estéril e s, 
laminar y 
laboratorio 
fin . 

de condiciones 
cabinas de flujo 

por ende un 
dedicado para este 

Util para diferenciar 
LMC vs otro diagnósticos de 

SMP. 

Capaz de detectar un mayor 
espectro de mutaciones en 
otros cromosomas. De mayor 
ut l ilidad para monitorear 
pacientes en fase de 
transformación y etapa aguda 
de la enfermedad en la LMC . 
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Cuadro 11 . Comparación de la técnica de Southern Blot 
contra la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) . 

"Southern Blot " 

Es considerada corno la prueba 
oro o de referencia. 

Se trabaja con ADN genórnico . 

PCR 

Se emplea cada vez con más 
frecuencia en las publicaciones 
científicas . Es probable que se 
convierta en la prueba de 
referencia . 

Se requiere extraer el ARNrn para 
luego convertirlo en ADNc . 

Poca probalidad de contamina- Se debe ser muy cuidadoso para 
ción evitar contaminación . 

Requiere más horas de trabajo . Procesos más cortos. 

De utilidad limitada para medir De gran utilidad en transplantes 
enfermedad residual . de médula ósea. 

No es útil para detectar rearre 
glos entre BCR/ABL donde es ta 
involucrada la región rnbcr. 

Si se desea conocer el punto 
de ruptura en bcr y c -ABL, el 
proceso involucra el empleó de 
varias sondas y endo~~cleasas 
distintas 

Con varios juegos de i niciadores 
se pueden estudiar rearreglos 
en rnbcr y Mbcr. 

Con pocos iniciadores 5e sabe 
cual fue e l punto de ruptura. 

Haber y colaboradores (1 990) al realizar un tarnizaj e 

para el punto de ruptura en Mbcr en 68 pacientes afectados de 

k~C, encontraron que el uso de la misma metodología utilizada 

en este trabajo brinda un 10 % de falsos negativos. Para 

confirmar estos r esultados se requiere de otra enzima de 
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restricción conocida como Xba I . Esta en z i ma no posee un 

sitio de corte dentro del Mbcr , pero si corta en los extremos 

5 ' y 3 ' de esta región (Figura 5) El empleo de ambas 

enzimas elimina los posibles falsos negativos . La sonda 

Transprobe-1 si se combina con Bgl II no presenta falsos 

positivos y en aquellos casos Ph ' negativos, el empleo de Xba 

I sirve para confirmar la ausencia o presencia de un 

rearreglo en Mbcr . Otra enz ima de restricci ón que puede ser 

usada en forma al terna ti va a Xbai , es Bcl I ( Shtalrid et 

al ., 1988) . Esta última endonuc l easa produce un RFLP similar 

en tamaño a Xba I , pues corta en los extremos 5 ' y 3' del 

Mbcr y no posee un sitio de corte interno en esta región . 

En s í ntesis , se ob tuvo un 20 % de Ph ' n e gativos , pero 

deben ser confirmados usando Xba I . Adicionalmente habría 

que estudiar más a fondo el cuadro clínico de estos pacientes 

para determinar si son una verdadera LMC . Es importante 

destacar un estudio realizado a nivel citogenético por Castro 

et al. ( 1993) en pacientes afectados por LMC en Cos t a Rica. 

Esto s investigadores encontraron un 20 % de Ph ' negativos de 

un total de 4 6 pacientes analizados . Lo cual sugiere una 

a lta incidencia de h~C con personas no portadores del 

cromosoma Ph ' , esto es anormal y más probablemente obedezca a 

un diagnóstico erróneo de estos pacientes . 

De los 7 pacientes analizados no clasificados como LMC , 

se presentaron rearreglos en 3. de ellos . Esto nos indica la 

posible diagnóstico erróneo de la enfermedad . Generalmente 
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la presencia de un cromosoma Ph' + en estos casos obliga al 

hematólogo a revisar su diagnóstico. Fue muy interesante 

observar que se envi aron muchos pacientes para análisis con 

dudas en lo referente al d i agnóstico. Es en estos casos 

donde más se justifica e l tamizaje molecular para cromosoma 

Ph''. 

Otro cuestionamiento que puede realizarse , es si el uso 

de una sola sonda y en especial ésta, es suficiente para 

r ealizar un tamizaje de cromosoma Ph'. Como se indicó en la 

introducción hay otros sitios donde puede ocurrir una ruptura 

en el gen BCR . Un sitio es en el intrón que se halla en medio 

de los exones 1 y 2 del gene BCR. Este punto de ruptura es 

característico de la LLA y muy rara vez se presenta en la 

h~C. La sonda Transprobe-1 no incluye esta región y por ende 

no detecta rearreglos en esta zona, pero este tipo de 

rearregl o es muy raro de encontrar en la LMC (Nakamura· ~t 

al., 1993). 

En los rearreglos moleculares que involucran al Mbcr es 

f r ecuente encontrar deleciones internas en la región 3'. Las 

primeras sondas desarrolladas eran de esta región y daban 

hasta un 30 ~ de falsos positivos (Popenoe et al.,1986; Haber 

et al.,1990; Dubé et al.,1989) . La sonda Transprobe-1 posee 

secuencias en 5 ' y 3' de Mbcr, hibrida casi en toda la región 

Mbcr. Solamente no está incluido un fragmento interno de 

1.6Kb que es delimitado por la endonucleasa Hind III . Este 

fragmento no ha sido incluido debido a la presencia de 
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secuencias ·repetidas, de esta forma se excluyen posibles 

falsos positivos . 

La sonda Transprobe-1 ha sido diseñada para minimizar al 

máximo los falsos positivos (no h e encont r a do i n forme s e n l a 

literatura que indiquen lo contrario) y falsos negativos . Su 

aplicación no requiere de otra sonda complementaria para esta 

región . Se puede emplear otra sonda si se d e sea mapear el 

punto de ruptura exacto en Mbcr , y generalmente se utiliza 

una sonda para la región Hind I I I /Bgl II 3 ' de Mbcr . 

La sonda Transprobe- 1 ha sido ampliamente usada en 

muchas i nves t igac i ones (Tilzer y Concepción , 1989; Haber et 

al., 1990, Morris et al . , 1990 ; Sessar.ego et al . , 1993; Dubé et 

al ., 1989 ; Cortés et al ., 1995). La aplicación de 

endonucleasas ha sido variada , pero en gener a l predomina el 

uso de Bgl II El uso de Xba I , Bcl I, Eco RI o Hind III 

se empl ea como segunda opción para confirmar la ausencia de 

rearreglos o mapear puntos de ruptura (Nguyen et al. 1993) 

Si se emplea una sonda como Transpr obe-1 o una 

cualquiera similar a esta y una sóla endonucleasa , no se 

puede excluir la posibilidad de falsos negativos . Hasta la 

fecha ningún estudio ha sido llevado a cabo para determinar 

el por qué de ello , aunque sí se han planteado algunas 

hipótesis al resp~cto : 

1 ) RFLP anormales muy pequeños que salen de los geles, 

2 ) RFLP anormales muy grandes que no pueden ser transferidos a 

una membrana de nylon , y 
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3) RFLP anormales que migran de igual manera que los normales 

(Haber et al.,1990). 

El uso de otra enzima de restricción y/u otra sonda 

podría complementar el análisis en el caso de pacientes que 

resultasen Ph' negativos por métodos citogenéticos y además 

Mbcr/ABL negativos con la sonda Transprobe-1 y la enzima Bgl 

II . Como he presentado en los resul tactos, sólo 5 de los 

pacientes lo requerirían . El empleo de otras sondas y 

endonucleasas con el fin de mapear el punto de ruptura no 

brinda un parámetro que pueda ser usado como factor 

pronóstico , y sería un gasto de recursos económicos que no es 

viable en nuestro medio. En la revisión bibliográfica 

presentada por Mills , y colaboradores en 1991, se expone 

claramente cómo la evidencia obtenida hasta esa fecha es 

contradictoria y no se demuestra que el punto de ruptura 

pueda ser usado en la clínica. 

Un último punto que e s importante discutir es lo 

referente a la selección de enzimas de restricción para 

detectar rearreglos en Mbcr. La enzima Bgl II es la más 

adecuada para este fin ; al generarse tres fragmentos normales 

de diferente tamaño (4 .8, 2.3 y 1.1 Kb) que se pueden separar 

fácilmente en una electroforesis. Además no son de gran 

tamaño por l o que no presentan dificultades para ser 

transferidos a una membrana de nylon . Existen dificultades 

metodológicas si se desean transferir fragmentos de muy bajo 

peso molecular (<1Kb) y alto peso molecular (>10Kb) al mismo 
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tiempo (Sambrook et al. ,1989). El caso de Bam HI puede ser 

problemático debido a la presencia de raros polimorfismos en 

esta región y Hind III no es una buena elección dado que si 

ocurre un rearreglo en la zona central delimitada por Hind 

III , éste no sería detectado (Dijke y Stam, 1989). Como 

segunda opción esta Xba I o Bc1 I, dado que generan un sólo 

fragmento no superior a 6 . O Kb, y el cual híbrida toda la 

región de Mbcr . Por lo cual se utilizan para confirmar un 

paciente aparentemente normal según el análisis realizado por 

la enzima Bgl II . 

Durante este estudio no se pudo utilizar una segunda 

enzima de restricción como Xba I o Bcl I, por carencia de 

los recursos económicos necesarios para este fin. Se espera 

poder realizarlo en el futuro, dada la importancia de 

realizar un análisis confirmatorio para estos 5 pacientes. 

Sobre todo porque los resultados citogenéticos obtenidos por 

Castro et al. (1993), también arrojan un porcentaje similar 

de pacientes Ph' negativos . Si este po r centaje se mantuviera 

después de un segundo análisis , estaríamos realmente ante una 

clasificación errónea del 20% de los pacientes afectados por 

LMC. 

En conclusión, el tamizaje de l cromosoma Ph ' 

característico de la LMC puede ser llevado a cabo en forma 

eficiente y ágil por métodos moleculares, al emplear una 

sonda como Transprobe-1 y dos endonucleasas . Un posible 

sistema de trabajo a seguir para este tamiza je se presenta en 
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la figura 13 . Este diagrama está diseñado para optimizar los 

escasos recursos disponibles en el país. Como se puede 

observar la ci togenética es parte del esquema , pues ambas 

metodologías se complementan. Según este esquema sólo los 

pacientes Ph' negativos al usar dos endonucleasas d i ferentes 

serían sometidos a un análisis citogenét ico. De esta forma 

se ahorran muchos recursos y se facilita el estudio de otras 

leucemias, donde los análisis moleculares aún no son viables, 

y la citogenética es muy útil. 

El trabajo realizado incluyó además la aplicación de 

técnicas radioactivas y no radioactivas. Casi la totalidad 

d e trabajos publicados emplean fósforo 32 como agente 

trazador de la sonda, sólo una publicación presentada por 

Tilzer y Concepción (1989)' empleó biotina como agente 

revelador. En este estudio se utilizó digoxigenina como 

sustancia no radioactiva y demostró que es útil al igual.que 

el fósforo 32 para marcaje de sondas y detección de genes de 

copia única. Ambas son viables, pero la aplicación de fósforo 

32 implica un menor costo económico en reactivos y es más 

sensible . Pero se debe tomar en cuenta la disponibilidad de 

áreas especiales para su empleo y un sistema de importación 

eficiente y ágil, el cual permita su uso en pocos días luego 

de llegado al país, dada su vida media de 14 días. Es por 

ello que la metodología no radioactiva puede ser más 

ventajosa en un laboratorio de la CCSS. Otra ventaja que 

posee el uso de sustancias no radioactivas es el marcaje de 
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grandes cantidades de sonda y de esta forma una vez marcada 

puede emplearse varias veces. Esto por cuanto si se almacena 

-2 0 °C es estable. En resumen las metodologias radioactivas y 

no radioactivas son viables, pero cada una presenta 

desventajas y ventajas. La selección de cual sistema se 

puede adaptar deberá hacerse despueés de analizar el 

conjunto de factores económicos y técnicos 

La detección del cromosoma Ph' + debe ser parte de l a 

rutina de un laboratorio de Remato-oncología . Afortunadamente 

los medios para alcanzar este ideal no son imposibles y en 

Costa Rica se disponen de varios laboratorios que podrían 

ofrecer este servic i o , para posteriormente implantarlo en la 

ccss . 
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j Extracción de ADN 
¡de a l to peso mo lecu lar 

1 

Digestión d e ADN con la 
endonucleasa Bgl II 

Hibr idar con la sonda 
Transprobe-1 

~ Resultado p ositiv o 1 ~ Resultado negativo 

\ / ' v 

j I nformar al hematólogo 1 Diger ir AND con endonucleasa 

1 Xbai o Bcl I /Hibridar de 
-- nuevo con sonda tansprobel 

' 

/ 
.......... 

1 

' / /~ 
1

1 

Resu l tacto pos i tivo 1 ~ Resultado negativo 1 

' / \ / 

/ Aná l i s is 
.......... 

citogen é tico 

Fi gur a 1 0. Procedi miento de laborat ori o a empl ear para 
de tectar l a presencia o ausencia del cromosoma Filadelfia en 
pacientes afectados por LMC. 
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CONCLUSIONES 

1) La detección molecular del cromosoma Filadelfia es de gran 

importancia para nuestro país. En este estudio se logró 

determinar al menos la presencia de 3 personas portadoras 

de este rearreglo con un d i agnóstico clínico distinto a 

LJ.'1C. Además su aplicación se vuelve imprescindible para 

monitorear el estado de pacientes sometidos a transplantes 

de médula ósea u otros tratamientos. 

2) El aplicar metodologías radioactivas y no radioactivas 

para la detección molecular del cromosoma Filadelfia es 

viable, lo cual aumenta la facilidad de ser desarrollada 

esta técnica en los laboratorios de la CCSS y en forma 

privada. 

3) La sonda Transprobe-1 y su combinación con la endonucleasa 

Bgl II es una excelente forma de moni torear rearreglos 

moleculares entre la región Mbcr/ABL. Pero se requiere del 

empleo de otra endonucleasa para confirmar aquellos 

resultados que son cromosoma Ph' negativos y Mbcr/ABL 

negativos. Se puede emplear en estos casos las 

endonucleasas Xba I o Bcl I, para confirmar la ausencia de 

este rearreglo. 
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APENDICE 1 

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA HIBRIDIZACION EL POR MÉTODO 
RADIOACTIVO: 

1)Solución para Prehibridación : 
2.5xSSC 
10 'S de Denhardts 
0.1 % SDS 

2 )Solución de Hibridación : 
2.5xSSC 
10 % Dextran Sulfato 
50ug/ml de Salmon Sperm 
10ul/ml de Poly A 
0 .1 % de Pirofosfato de Sodio 
0.1 % de SDS 

3 ) Solución de Lavado 1 : 
2 .5xSSC 
0 .1 % de SDS 
0 .1 % de pirofosfato de sodio 

4)Solución de Lavado 2 : 
0 . 1xSSC 
0.1 % de SDS 
0.1 % de pirofosfato de sodio 

5 ) Solución madre 20X SSC 
3M NaCl 
0 . 3M de Citrato de Sodio , PH : 7.0 



APENDICE 2 

SOLUCIONES REQUERIDAS PARA TRABAJAR CON EL METODO NO 
RADIOACTIVO 

l)Solución de pre-hibridación : 

89 

5X SSC, 1 %(w/v) Agente Bloqueador (cat n°1096- 176, 
Boeheringer Mannheim) . O .1% de N-lauroylsarcosine, O. 02% 
de SDS. 

2)Solución de hibridación: 
La misma de pre-hibridar, sólo se adiciona la sonda 

marcada. 
3)Solución de lavado 2X. 

2X SSC, al 0.1 % de SDS 
4 ) Solución de lavado 0.5X 

O.SX SSC, al 0.1 % de SDS 
5)Buffer Genius 1 

lOOmM Tris HCl, 150mM NaCl, pH 7.5 (+20°C) 
Se debe filtrar a través de una membrana de 0.45um antes de 
usar. 

6)Buffer Genius 2 
2 % (w/v) de Agente Bloqueador, disuelto en Genius l. 
Es una solución que no debe ser filtrada. Es estable 2 
semanas a 4°C. 
Al prepararse no debe llevarse a ebullición. 

7)Buffer Genius 3 
lOOrnM Tris HCl , lOOmM NaCl, 50rnM MgC12; pH 9.5 (+20°C). 

8)Preparación del anticuerpo: 
Se diluye la anti-Dig-alcalina fosfatasa 1:5000 en Genius 
2, para una concentración de 150mU/ml. Anti-digoxigenina­
alcalina-fosfatasa (cat n°l093-274,Boeheringer Mannheiem). 


