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ESTIMACION OE LA PROLIFERACION CELULAR EN PACIENTES PEDJATRJCOS 

CON LEUCEMIA POR MEDIO DEL INOICE DE PROLJFERACION POTENCIAL Y 

CJTOCALASINA B. 

RESUMEN 

La morfología de los cromosomas prematuramente condensados que se obtienen 

mediante Ja fusión de una célula en mitosis y una en interfase, se ha utilizado para 

estudiar el ciclo celular en médula ósea de pacientes leucémicos. Se ha considerado 

que la proporción de células en G1 tardía con respecto al total en G1 representa un 

índice de proliferación potencial y por lo tanto un indicador predictivo de recaída. 

Recientemente se ha demostrado que el índice de proliferación potencial en médula 

ósea correlaciona con el evaluado en sangre periférica, sin embargo se desconoce si 

existe correlación entre el índice de proliferación potencial y la proporción de células 

que se dividen. 

Las células leucémicas se caracterizan por su división acelerada, y para investigar 

esta capacidad proliíeradora, se utilizaron muestras de sangre periférica no 

estimuladas con ritohemaglutinina (como agente mitogénico) de niños leucémicos y 

controles normales. Se realizaron las metodologías de fusión celular para obtener 

cromosomas prematuramente condensados y la exposición a cítocalasína B que inhibe 

la cítocinesis y produce células binucleadas como evidencia del proceso de división, 

con el objeto de correlacionar los patrones de los cromosomas prematuramente 

condensados en las diferentes rases del ciclo celular, eí índice de proliferación 

potencial y la proporción de células bínucleadas. 

No se encontró dire1encia estadísticamente significativa en íos patrones de 

condensación prematura de los cromosomas y los valores de indice de proliferación 

potencial entre las muestras de sangre no estimuladas de íos pacientes leucémicos y 

las de sujetos controles normales. Se observó un índice muy bajo de fusión celular e 

inducción de cromosomas prematuramente condensados tanto en los pacientes como 

en Jos sujetos controles, por lo que se propone la existencia de un sesgo en la 

selección de las células que se fusionan y condensan sus cromosomas que explique 

estos resultados. 

En contraste, la metodología de citocalasína B identirícó células binucleadas y 

figuras m1tóticas en los cultivos no estimulados de los pacientes leucémícos y en los 



cultivos con fitohemaglulinina de los controles normales, y no se detectó ninguna 

célula binucleada ni figura m1lótica en los cultivos sin fitohemaglutinina de los 

controles. 

En conclusión, la técnica de condensación prematura de cromosomas no fue útil 

para distinguir entre la sangre periférica de los pacientes leucémicos y la de los 

controles normales, mientras que el método con citocalasina B delectó células en 

proliferación en las muestras de sangre periférica de los pacientes leucémicos. 

Además de detectar la presencia de células leucémicas residuales es importante 

conocer su capacidad proliferadora, ya que ambos datos son útiles en la predicción del 

momento en el que se presenten nuevamente los síntomas de la enfermedad. La 

estimación del número de células binucleadas con citocalasina B podria ser una opción 

metodológica fácil de realizar. 

Por lo tanto, el análisis de células binucleadas, en combinación con otras técnicas 

moleculares o inmunológicas, podría utilizarse para definir la proliferación de las 

células positivas para marcadores genéticos de malignidad en muestras de sangre 

periférica y para predecir recaída en pacientes leucémicos. 



BN binucleada(s) 

CCS citocalasina B 

ABREVIATURAS 

CPC cromosomas prematuramente condensados 

FAS grupo Francés-Americano-Británico 

FM figura(s) mitólica(s) 

ID indice de división 

IPP indice de proliferación potencial 

LLA leucemia linfobástica aguda 

LMA leucemia mieloide aguda 

MO médula ósea 

SP sangre periférica 



l. INTRODUCCION 

1. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA. 

1.1. DEFINICION. 

La leucemia linfoblástica aguda (LLA) es un padecimiento que se caracteriza por la 

proliferación excesiva y la acumulación, en sangre periférica (SP) y médula ósea 

(MO), de células linfoides inmaduras (1, 2). Se considera que es una enfermedad de 

origen clona!, que resulta de la transformación maligna de una célula progenitora que 

se expande a través de divisiones celulares (1). 

1.2.EPIDEMIOLOGIA. 

Las estadísticas en varios paises muestran intervalos amplios en la frecuencia con 

la que se presenta la leucemia, aunque la incidencia es de 8 a 10 casos por cada 

100,000 habitantes en la población general (3). 

En la infancia las leucemias representan la neoplasia más común, el Registro 

Nacional de Cáncer refiere que en el Distrito Federal de 819 casos de neoplasia en 

niños, 311 (38%) corresponden a leucemias y ltnfomas. De todos los casos de 

leucemia que se presentaron, el 80% correspondió a LLA (3). 

Como puede observarse, esta entidad es la que se presenta con mayor frecuencia 

durante la edad pediátrica y es la que se considerará en este trabajo. A continuación 

se describirán algunas de sus caracteristicas. 

1.3.CLASIFICACION. 

1.3.1.CLASIFICACION CITOMORFOLOGICA. 

Desde 1976 existe una clasificación para la LLA propuesta por el grupo cooperativo 

Francés-Americano-Británico (FAB} que atiende a los criterios de tamaño celular, 



variación citomorfológica, grado de maduración y tipo de diferenciación (1, 2). De 

acuerdo con ellos se distinguen 3 subgrupos: 

a) L 1; presenta células pequeñas con cromatina homogénea, envoltura nuclear 

regular, nucléolo pequeño o invisible y citoplasma escaso. 

b) l2: sus células son grandes con cromatina variable, envoltura nuclear denticular, 

uno o más nucléolos y citoplasma moderadamente abundante. 

c) L3: con células grandes y homogéneas, cromatina finamente punteada, 

envoltura nuclear regular, con uno a más nucléolos, citoplasma abundante, basófilo y 

vacuolado (1, 2). 

1.3.2. CLASIFICACtON INMUNOLOGICA. 

Los blastos leucémicos expresan antígenos correspondientes a diferentes estados 

del desarrollo de las células 8 o T. Aproximadamente el 80% de los casos con LLA 

presenta células que provienen de un linaje de tipo 8; de éstos, la mayoría expresan 

un antigeno común, CALLA, aunque también antigenos 8 y portan rearreglos en los 

genes de las inmunoglobulinas (lgs). Alrededor del 80% de las LLA carecen de células 

con lgs citoplasmáticas y se designan como pre-8 tempranas; el 20% restante expresa 

lgs en citoplasma y se denominan pre-8. Menos del 5% de Jos pacientes presentan 

células 8 maduras y corresponden al subtipo cilomorfológico L3 (4). 

Aproximadamente del 10% al 20% de los casos con LlA provienen de un linaje tipo 

T. el antígeno CALLA generalmente está ausente y pueden presentar rearreglos en los 

genes del receptor de células T. Estas leucemias pueden subdividirse según el grado 

de maduración de Jos timocitos, con base en la expresión de los antigenos de 

diferenciación T (4). 

También se presentan LLA que no exhiben caracteristicas 8 ni T que se conocen 

como nulas (null). y por último, otras que expresan antígenos linfoides y mieloides en el 

mismo tipo celular denominadas hibridas que pueden ser bifenotipicas (4). 

1.3.3. CLASIFJCACJON CITOGENETJCA. 

La mayoria de las LLA presentan alteraciones cromosómicas tanto numéricas como 

estructurales. Las leucemias cuyas células portan alteraciones numéricas se pueden 



clasificar en 5 grupos basados en el número modal de cromosomas. En el cuadro 1 se 

muestran en relación con su inmunofenotipo y la frecuencia aproximada en que se 

presentan (5, 6, 7, 8). 

CUADRO 1. Clasificación de las LLA según su número modal de cromosomas. 

Grupo lnmunofenotlpo Frecuencia 

hiperrliploide (>50 cromosomas) pre B 28% 

hiperrliploide (47-50 cromosomas) pre B 13% 

diploide (46 cromosomas nonna/es) T 9% 

pseudodip/oide (46 cromosomas con variable 38% 

alteraciones numéricas o estructure/es) 

hipodip/oide (<46 cromosomas) T 7% 

Tomado de Pui (8). 

Con respecto a las alteraciones estructurales, en el "Décimo Taller Internacional 

sobre el Mapa del Genoma Humano" se describieron 31 rearreglos diferentes 

asociados con LLA (9). En el cuadro 2 se presentan las alteraciones más frecuentes en 

esta leucemia y el inmunofenotipo con el que se asocian. 



CUADRO 2. Alteraciones cromosómicas asociadas a LLA. 

Alteración 

Linaje B 

1(8;14)(q24:q32) 

1(1;19)(q23;p13) 

1(9:22}(q34:q11) 

t(4;11}(q21;q23) 

Linaje T 

1(11;14}(p13;q11) 

1(10;14)(q24;q11) 

Linaje no espectnco 

de/(6q) 

lldel(9p) 

lldel(11q) 

llde/(12p) 

Incidencia aproximada 
(% respecto a todas tas LLA) 

3 

5-6 

2-5 

2 

4-13 

7-12 

3-5 

10-12 

Tomado de Raimond1 (5). 

lnmunofenotlpo 
especifico 

a 

pre-B 

pre-B temprana 

pre-a temprana con 
componente monocltico 

T 

T 

variable 



1.4.CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS LEUCEMIAS. 

1.4.1. CUADRO CLINICO. 

Todas las leucemias presentan manifestaciones clinicas generales similares entre 

si. Los síntomas principales son: 

a) Hipermetabolismo: Los sintomas secundarios asociados a hipermetabolismo son 

la astenia (debilidad}, anorexia (falta de apetito) y sudación. Se presentan al inicio de la 

enfermedad y son el primer dato de sospecha de leucemia. 

b} Invasión medular. Es responsable de algunas manifestaciones como anemia, que 

se produce por la incapacidad de la MO para formar precursores eritroides y se 

manifiesta por la presencia de palidez, cansancio y taquicardia. La disminución de la 

granulopoyesis ocasiona infecciones locales o generalizadas acompañadas de fiebre y 

ulceraciones de la mucosa oral. El fracaso en la megacariopoyesis produce 

manifestaciones púrpuro-hemorrágicas. 

c} Invasión extramedular: Produce los signos y síntomas secundarios a la invasión 

de órganos y tejidos. Con frecuencia se encuentran adenomegalias cervicales, axilares 

o inguinales; masa medlastinal y hepatoesplenomegalia. Con menor frecuencia se 

presentan invasiones a sistema nervioso central, o testículos, ojos y pulmones (3, 4). 

1.4.2. DIAGNOSTICO. 

Se puede sospechar de una leucemia por la presencia de anemia, procesos 

hemorrágicos y fiebre. En la exploración física se deben buscar datos de palidez, dolor 

óseo, visceromegalias y lesiones infiltrativas en amigdalas, encias y piel. El diagnóstico 

se establece en forma definitiva con una biometria hemática completa y con el 

aspirado de MO, en la que se observa la sustitución de células con hematopoyesis 

normal por blastos leucémicos (3, 10). 

El diagnóstico diferencial se hace entre los diferentes tJpos de leucemias agudas y 

crónicas, y con los síndromes mielodisplásicos. El tipo de padecimiento se clasifica de 

acuerdo con la propuesta del grupo FAB y se apoya con otras pruebas como las 

reacciones citoquimicas y varios examenes de gabinete como se muestra en el cuadro 

3 (3, 10, 11). 



CUADRO 3. Examenes de gabinete utilizados en el diagnóstico. 

Sospecha de Leucemia Aguda 
1 

Examen f/sico dela/fado: Biometrla hemática y aspirado de médula ósea 
1 

LEUCEMIA AGUDA 
1 

Examen general de orina, qulmica sangulnea, liquido cefalonaqu/deo, estudios 

radiográficos de tórax y abdómen 
1 

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA 

Tinción de ácido peryódico de Schiff (PAS) y marcadores: Clasificación FAB 
/nmunofenotipo y estudio citogenético 

1 

DIAGNOSTICO 

Tomado de Rivera (11). 

1.4.3. PRONOSTICO. 

Para la LLA se ha referido una gran variedad de factores con valor pronóstico que 

se correlacionan con la duración del estado de remisión y con la sobrevida de los 

pacientes. Estos factores incluyen: la edad, el tiempo en el que el paciente alcanza la 



remisión completa, la cuenta de leucocitos en el momento del diagnóstico de la 

enfermedad, el inmunofenotipo de la leucemia, el cariotipo, el porcentaje de btastos 

que circulan en la SP, la presencia de hepatomegalia, esplenomegalia o masa 

mediastinal, así como ta presencia de enfermedad extramedular principalmente a nivel 

de sistema nervioso central (7, 12, 13). 

Los factores con valor pronóstico influyen en la respuesta de los individuos 

leucémicos al tratamiento. Por ejemplo, se ha demostrado que et incremento de ta 

edad es un factor adverso en función de alcanzar el estado de remisión, en particular 

los pacientes entre 2 y 10 años de edad tienen mejor pronóstico de acuerdo a lo 

observado. Et mismo efecto ocurre cuando los pacientes presentan en el momento del 

diagnóstico cuentas leucocitarias menores de 10911, en contraste con las cuentas 

mayores de so9n así como la presencia de enfermedad extramedular que son datos 

que cursan con mal pronóstico (7,12). 

En cuanto al inmunofenotipo de los blastos teucémicos, la presencia del antigeno 

CALLA está relacionado con buen pronóstico a diferencia de los inmunofenotipos de T 

y B o con características mixtas mietoides y linfoides (7, 12). 

Como ya se mencionó, las alteraciones citogenéticas también son de importancia en 

la predicción de la evolución de estos pacientes. Las hiperdiploidias con más de 50 

cromosomas están relacionadas con un pronóstico favorable, entre tos hallazgos 

citogenéticos considerados de alto nesgo están las hipodiploidias con menos de 45 

cromosomas y las siguientes transtocaciones: t(9;22), t(4;11) y t(8;14) (7, 12). 

Es importante recordar que la LLA se considera un desorden hematopoyético de 

origen genético y que la morfología e inmunofenotipo de sus células son un reflejo de 

estas alteraciones. Debido a ésto, como se discutirá posteriormente, los tratamientos 

antileucémicos actúan generalmente a través de modificaciones en la síntesis y en la 

estructura del ácido desoxiribonucleico (ADN). Sin embargo, ninguna de estas 

características, morfológicas, inmunológicas o genéticas, explican completamente las 

diferencias en cuanto a posibilidades de curación que ofrece cada uno de los 

esquemas de quimioterapia (13). 

1.4.4. TRATAMIENTO. 

La finalidad del tratamiento es eliminar las células leucémicas, pero preservar una 

cantidad suficiente de células normales que permita repoblar la MO. La estrategia 

quimioterapeútica utilizada en el tratamiento antineoplásico se basa en la existencia de 

" 



un estado de proliferación continua en la mayoría de las células leucémicas. Cuando 

se aplica quimioterapia can agentes que afedan especlficamente la fase S del ciclo 

celular no sólo se daña a las células neoplásicas, sino también a otras poblaciones 

proliferadoras como células hematopoyáticas normales epiteliales y foliculares. Se 

deben aplicar varios ciclos de quimioterapia para eliminar a las células leucémicas que 

se encuentren en otras fases del ciclo diferentes a S (10, 14, 15). 

Durante los últimos treinta años, el tratatamiento de la LLA se ha modificado 

adquiriendo mayor complejidad en cuanto a las combinaciones de medicamentos 

utilizadas. Los esquemas terapeúticos también han sido influidos por la identificación 

de pacientes con diversos pronósticos basados en las características anteriormente 

mencionadas, de tal manera que los esquemas, rutas y dosis de fármacos utilizados 

actualmente en los pacientes con LLA han sido pro<lucto de la experiencia acumulada 

durante estos años (13, 14, 15, 16). 

Las etapas que Incluye el tratamiento de las leucemias se describen a 

continuación: 

a) inducción a la remisión: por medio de la eliminación de las células leucémicas se 

Induce la recuperación de la hematopoyesis normal con la mejoría del estado general 

del paciente. Los agentes qulmloterapeliticos que se han utilizado en este periodo han 

sido: vincristina, prednlsona, daunorrublci'la, L-asparaglnasa y ciclofosfamida. La 

mayor parte de !Os esquemas terapeúticos incluyen la combinación de vincristina y 

prednlsona, ya que se ha demostrado su gran eficacia. La administración de otros 

fármacos depende de la respuesta del paciente a este tratamiento inicial (10, 16). 

b) Consolidación: en esla fase se reduce la población de células leucémicas que es 

potencialmente resistente al tratamiento. Se considera que las meninges representan 

un reservorio para los blestos leucémicos desde el inicio de la enfermedad. Por esta 

razón se administra terapia intracraneal con radiación y metotrexate con el fin de 

prevenir una recaida a sistema nervioso central (10, 16). 

e) Mantenimiento: se continúa la quimioterapia por 2 a 3 años para eliminar células 

neoplásicas residuales y se espera conseguir su erradicación completa. Se realiza con 



la combinación básica de 6-mercaptopurina y metotrexate, posteriormente se 

suspende el tratamiento y se reinduce con vincristina, prednisona y daunorrubicina (10, 

16). 

d) Suspensión del tratamiento: después de 30 a 36 meses de remisión continua se 

suprime la quimioterapia, se debe verificar la ausencia de blastos en MO, liquido 

cefalorraquideo y testículos. Se administra un nuevo ciclo de medicamento igual al de 

la inducción, a esta fase se le conoce como intensificación (10, 16). 

1.4.4.1. AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS UTILIZADOS EN LLA Y SU 

RELACION DON EL CICLO CELULAR. 

La mayari,a de las drogas ar1tileucémicas producen su efecto citotóxico en las 

diveraas fa!l1:s del ciclo celular, principalmente en las etapas de slntesis del ADN y del 

ácido riburucleico (ARN), como se muestra en la figura 1. Los antimetabolitos son 

análogos iestructurales de moléculas intermediarias en las vies bioslntéticas, actúan 

como sWUratos falsll& •de las enzimas que ahi intervienen, inhiben procesos en la 

síntesis de ácidos nucleicos o son incorporados dentro de estas macromoléculas y dan 

como resultado pl'OCWctos·defectuosos (15, 16) 

Los fármacos como la ciciofosfamida, .la daunomlcina y el tenipósido dallan a los 

ácidos nucieicos al produci.~es enlaces cruzados intercatenerios e intracatenarios, 

daño por formación de radicales libres y 'íUpturas en la doble héllce. Le vincristina y la 

vimblastina se unen a la lubulir.1a dañando el sistema de microttibulos y por tanto 

inteñieren con el proceso de mitoHis. La L-asparaginasa proporciona terapia nutricional 

selectiva al disminuir la concentra1ción d!!• L-as¡'.l1ragina, un aminoácido no esencial, 

que los blastos leucémicos no pueden sinteti.•.ar (figura 1). B efecto llnfolfUco 

producido por los corticoesteroide s atin no eo completamente comprendido, se 

presume que funciona a través de sus receptora¡, cuando éstos son ocupados se 

inducen cambios en los niveles de prt>telnas de ci~s tipos celulares llevándolos a la 

muerte (15, 16). 

Con respecto al tratamiento con agentes quimioterapetiticos combinados, se 

pueden utilizar drogas que sincronicen poblaciones celulares para detener su 

proliferación, como el arabinósido de citosina que se usa junto con otros 

medicamentos como metotrexate, leucovorin y vinaistina (17, 18). 



FIGURA 1. Esquema representativo del sitio de acción da las drogas 

antlleucémicas. 

Tomado de Balis y Adamson (15, 16). 

2. EL CICLO CELULAR. 

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES. 

El ciclo celular se compone de varias etapas: la G1, que antecede a la duplicación 

del ADN que ocurre en la etapa de síntesis o S; el periodo G2, posterior a la 

duplicación y la rase M de mitosis que culmina con la división celular. De forma 

general, se conoce como interfase a toda la etapa previa de preparación para que se 
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lleve a cabo la mitosis (19, 20, 21). Cada estado de la interfase presenta un patrón 
específico de slnlesls de moléculas. Durante la G1 se sintetizan las proteínas, 

carbohidratos y lípidos característicos de cada tipo celular, en la fase S, como se 

mencionó, se duplica el ADN y se terminan de sintetizar las proteínas híslonas y no 

histonas de los cromosomas. Durante la G2 se sintetiza un grupo de proteínas 

necesarias para que la célula llegue a la mitosis (22), Existe una etapa independíenle 

del ciclo de proliferación, la GO, que se considera una fase intermedia en la que se 

encuentran las células quiescentes (20) 

2.1.1. FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA PROGRESION DEL CICLO 

CELULAR. 

Mediante la acción de factores de crecimiento la célula en GO es capaz de entrar en 

el ciclo, el primer paso consiste en avanzar hacia la G1, para que la célula pase a 

través de ella con la ayuda de factores de competencia (23). Posteriormente se 

alcanzará la fase S por medio de factores de progresión. Existe un punto de restricción 

en G1 que debe ser superado, para ello se requiere de ambos tipos de factores 

además de condiciones nutricionales adecuadas (23). La célula prosigue hasta la 

etapa de duplicación del ADN y llega " la fase G2 donde la síntesis debe estar 

terminada al Igual que la reparación del ADN. El paso hacia la mitosis se lleva a cabo 

mediante la activación del factor promotor de la maduración (MPF) que se compoc:¡e de 

la protelna cinasa p34cdc2 y la ciclina B: su desfosforilación sirve de señal para la 

transición de G2 a M (23, 24). 

2.2. MODIFICACIONES DE LA CROMATINA A TRAVES DEL CICLO CELULAR Y 

REPERCUSIONES EN SU REGULACION. 

La cromatina de las células eucariontes requiere para su O(Qanización de cambios 

de tipo estructural, bioquímico y en su composición. Estos involucran modificaciones 

post-traduccionales de proteínas, en particular reacciones reversibles de fosforilaci6n y 
desfosforilaclón como ya se mencionó anteriormente, las cuales cambian la estructura 

y función de la cromatina atterando las interacciones .~DN-proteína y proteína-proteína 

(25, 26). 
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A continuación se mencionarán algunos sistemas que se relacionan con los 

cambios de la aomatina a través del ciclo celular y por lo tanto con su regulación; 

algunos de ellos requieren de modificaciones post-traducc\onales para su función. 

p34Cdc2 cinasa. 

La actividad de la cdc2 clnasa en mamiferos es .requerida en dos momentos del 

ciclo celular. durante la fase G1, que es el punto en el que la célula se compromete a 

continuar hacia la fase S y en el paso de G2 a M (26). 

La actividad enzimática .da cdc2 cinasa está regulada por . fosfor11aciones y 

desfosforilaclones dependientes da la etapa del ciclo, asl también por la formación de 

complejos entre la clnasa estable y las clclinas, como es el caso del complejo MPF 

(p34cdc2.ciclina B) (26). 

Proteina regulado"' de la condensación de la cromatina (RCC1). 

En el ciclo celular da eucariontes existen varios puntos de control; uno de ellos 

consiste en que la mitosis no puede Iniciarse sin que la duplicación del ADN haya 

concluido. Por lo tanto debe existir algún sistema que detecte la presencia de ADN no 

duplicado y transmtta una se~ei inhlbttoria que detenga la activación de los factores 

mltóticos (27). 

La prolelna RCC 1 participa en este proceso de regulación ya que cuando está 

ausente, la mitosis puede Iniciar antes de que la slntesis de ADN haya terminado. 

RCC1 también es capaz de inhibir la condensación prematura de cromosomas y el 

paso hacia la mitosis, por bloqueo de la actividad de la cdc2 cinasa (26). 

En cuanto a su mecanismo de acción, se ha encontrado que en células humanas 

está firmemente asociado con Ran que es una protelna nuclear que se une a guanina 

y está relacionada con la oncoprotelna Ras. La protelna RCC1 activa, cataliza un 

Intercambio de nucleótidos de guanina sobre Ran; si las moléculas de GTP están 

unidas a la protelna Ran, ésta se disocia del complejo RCC1. Cuando se mantiene una 

concentración intranuclear atta da Ran-GTP, se detiene la síntesis o la activación de un 

inductor de la mitosis (probablemente la cdc2 cinasa). 
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Una vez terminada la slntesis de ADN y a medida que la célula progresa hacill G2, 

disminuye la actividad de RCC1 como inlercambiador de nucletidos as/ como los 

niveles de complejo Ran-GTP a través de la Interacción de una proteina activadora de 

la GTPasa. De esta forma RCC1 es inactivada y permite que se inicie la condensación 

de la cromatina y el paso de la célula a las siguientes fases del ciclo (26, 27). 

SI se presenta una disminución en las concentraciones de GTP o se activa la 

GTPasa antes de que finalice la fase S , Ran se uniría e RCC1 y podría ocurrir el 

fenómeno de condensación prematura de cromosomas (26). 

En cuanto a la caracterización de RCC1, se conoce que el gen que codifica para 

esta protelna está localizado en el cromosoma 1 humano y que la prolelna consta de 

421 aminoácidos. Su región carboxilo terminal muestra alta homologia con otras 

protelnas que se asocian a la cromatina y a la región amino terminal se atribuye su 

capacidad de unión al ADN (27). 

Hlstonas. 

Las hlstonas y sus modificaciones son parte Importante en el fenómeno de la 

condensación de cromosomas y por lo tanto en la regulación del ciclo celular. 

Presentan fundamentalmente tres üpos de modificaciones: rosforilaclones, 

ecetilaciones y unión de moléculas de ubiqultina (25). 

La roslorilaci6n se lleva a cabo principalmente en la histona H1 sobre sus residuos 

de senna, treonina o histidlna, y se produce por la acción de la cdc2 cinasa. Esta 

modificación es clclica, ya que durante la fase S la H1 pre-ms niveles bajos de 

grupos fosfato que se elevan en la G2 hasta alcanzar un estado hlpetfoaforilado en M. 

La función que se le atribuye es la de Inducir el empaquetamiento y la condensación 

de los cromosomas (22, 26). 

El proceso de acetilaci6n ocurre en las histonas H2A, H2B, H3 y H4, está uociado 

con la descondenS8Clón de la cromatina y por lo tanto está Involucrada con los eventos 

de duplicación y expresión de ganes. Durante las fases S y G2 las histonas se acetitan 

y bajan sus niveles al alcanzar la mitosis, para empaquetar nuevamente la cromatina 

(25). 

La unión de moléculas de ubiquitina se efectúa en las histonas H2A y H2B a nivel 

de la lislna cartioxilo terminal, se incrementa en S y G2 para disminuir en la profase y 

metalase y volver a elevarse en la anafase de la mitosis. Su remoción promueve el 

empaquetamiento de la cromatina (25). 
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Topolsomeraaa 11. 

Esta molécula tiene múltiples funciones, una de ellas es la de constituir el principal 

componente del "andamio" (scalfold) de la cromatina. La condensación que adopta el 

ADN con la topoisomerasa 11 se considera que corresponde al nivel de compactación 

conocido como de asa (loop) y es dependiente del ciclo celular (21, 26). 

Protelnas de alta movilidad electroforética del grupo 1 (HMG)-1. 

Se considera que la protelna HMG-1 tiene diversas funciones, en algunos casos 

actúa sobre la cromatina en un papel estructural a través del ciclo celular, y en otros 

como una molécula involucrada en la regulación de los procesos de duplicación y 

transcripción. Recientemente se ha encontrado correlación entre la transfonnación 

neoplásica de células de mamífero y su potencial metastásico, con la presencia de 

HGM-1 (26). 

La HGM-1 es un sustrato eficiente de la cdc-2 cinasa a nivel de su residuo de 

treonina amino-tenninal. La fosforilación de esta molécula provoca que disminuya su 

afinidad por el ADN. Se ha propuesto un modelo en donde la histona H1 o 

nucleosomas Intactos pueden unirse a las secuencias promotoras o potenciadoras 

(enhancer) de la transcripción del gen, produciendo mpreslón en su expresión, se 

especula que la función de HGM-1 podrla pennitir la •apertura" de la cromatina y 

funcionar como una molécula antirepmsora que compita con la inhibición causada por 

H1 o los nucleosomas (26). 

Ensamblaje y desensamblaje de la envoltura nuclear: Participación de las 

!Aminas. 

La envoltura nuclear consiste en dos membranas perforadas por complejos de 

poros nucleares, internamente presenta unas estructuras que semejan placas llamadas 

léminas las cuales están intimamente asociadlaa con la cromatina. Las láminas deben 

ser desensambladas para que se lleve a cabo la mitosis y para ser despolimerizadas 

se requiere de su fosforilación, éste es activada por la cdc-2 cinasa. De manera 

Inversa, durante la Interfase, el balance del sistema favorece la desfosforilación (26). 



Por lo tanto, la asociación de membranas nucleares a cromatina durante la mitosis 

parece ser regulada indirectamente por la cdc-2 cinasa ya que modula el estado de 

fosforilación de las láminas (26). 

Grupos sulfidrilos y disulfuros de las proteínas. 

Como ya se ha mencionado, se ha encontrado que las fosforilaciones reversibles de 

las proteinas nucieares representan uno de los procesos fundamentales en la 

modulación de la estructura de la cromatina durante el ciclo celular. Sin embargo, un 

factor que también es importante es la conversión reversible de grupos sulfidrilos y 

disulfuros de las proteínas asociadas a esta estructura. La cromatina difusa tiende a 

presentar protelnas no histonas e hlstonas (H3) asociadas con grupos sulfidrilo, en 

contraste con la cromatina condensada de los cromosomas metafásicos donde las 

protelnas presenlan grupos disulfuro que forman puentes y confieren mayor 

estabilidad. Por lo tanto esta modificación también es dependiente del ciclo (28). 

Fosforilaclón de los factores de duplicación y de transcripción: Inducción de 

cambios en la estructura fina de la crornaHna a través de oncogenes y genes 

supresores. 

La actividad biológica de algunas moléculas que participan en los procesos de 

duplicación y transcripción se regula por medio de fosforilaciones presumiblemente 

efectuadas por la cdc2 cinasa, este es el caso de la AON polimerasa a humana y de la 

ARN polimerasa 11 del ratón (26). 

La fosforilación dependiente del ciclo celular también afecta a varios productos de 

oncogenes así como a algunos factores de transcripción que se unen al AON. Este tipo 

de regulación es un mecanismo de control rápido y reversible de la expresión de 

genes, particularmente cuando las señales se transmiten a través de cascadas que 

Involucran fosforilaciones (26). 

A continuación se revisarán con mayor detalle las funciones de los productos 

derivados de los oncogenes y de los genes supresores. 
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Oncogenes. 

Los proto-oncogenes son genes que funcionan naílllalmente en las células. los 

cuales pueden sufrir mutaciones y dar origen a los oncogenes que se asocian con un 

fenotipo particular caracterizado por el crecimiento no controlado. tipico de las células 

neoplásicas (29). 

Los proto-oncogenes participan fundamentalmente en los procesos de crecimiento y 

diferenciación celular, generalmente se activan por mutaciones puntuales, 

translocaciones o amplificaciones. En general no se asocian con cáncer hereditario y 

su expresión es dominante (29). 

Por su función, los productos de los oncogenes se han clasificado en: 

Clase 1: lactares de crecimiento (sis) 

Clase 11: receptores 

A: en la su?erlicie celular, con actividad de tlrosina-clnasa (lms, ero B, rev, 
ros) 

B: intracelulares (ero A) 

Clase 111: protelnas da acoplamiento y mensajeros Intracelulares 

A: tipo protelna-tlrosina clnasa (src, yes, fes, abl, mef) 

B: tipo protelna-serina/treonina cinasa (mos, rat) 

C: protelnas Ras con función de unión a guanina, con actividad de GTPasa (H­

ras, Ki-ras, N-ras) 

D: protelnas relacionadas con losfolipasa C (cik) 

Clase IV: lactares nucleares o reguladores de la transcripción (jun. fos, myc, N-myc, 

myb, sla) (29) 

El conocimiento sabre las oncogenes y sus productos, se ha incrementada 

rápidamente, y a continuación se describen las funciones particulares de algunos de 

ellos: 
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ras: Se ha propuesto un modelo que sugiere que la protelna Ras {p21) activa 

cinasas que fosforilan factores de transcripción, que una vez modificados son capaces 

de inducir expresión de genes. Particularmente, activa cinasas tipo MAP que son 

capaces de fosforilar e importar hacia el núcleo factores de transcripción de la familia 

Ets. Su activación depende de la posibilidad de convertir las proteínas Ras que unen 

nucteótidos de guanina, de su forma inactiva GDP a su forma activa GTP (30). 

myc, max, mad, mx/.1: Se conoce que el producto del gen myr; es un activador de 

la transcripción que actúa en secuencias especificas a través de su unión con et factor 

de transcripción Max. En ausencia de Myc, que es una proteina inestable, Max puede 

formar un homodimero o asociarse con otros factores como Mad o Mx~1. Se ha 

propuesto que estos complejos reprimen la proliferación celular e inftuyen en al 

proceso de diferenciación. En contraste, la asociación de Max con Myc promueve la 

división celular. Sin embargo, es interesante considerar que an cultivos de fibroblastos 

con bajas concentraciones de suero, y que expresan activamente a Myc, se estimula el 

fenómeno de la apoptosis (30). 

E2A-PBX1: El encogen producido por la fusión de E2A (potenciador de la 

transcripción) y PBX1 (dominio homeótico de unión al ADN), es otro ejemplo de la 

función de crecimiento-muerte celular. El gen fusionado resulta de la translocación 

(1;19) presente en la LLA. Sin embargo, no sólo confiere actividad oncogénica, sino 

que también induce alteraciones en el desarrollo de las células linfoides y durante la 

fase pre-maligna, en la qua se ha encontrado evidencia de apoptosis masiva (30, 31). 

Genes supresores. 

En contraste con la función de los oncogenes, los genes supresores nonnalmente 

Intervienen en la detención del proceso de proliferación celular, y se lnactivan por 

pérdida cromosómica, delación, mutación puntual (29). Para ejemplificar su función sa 

describiran algunas caracteristicas de p53 y rb. 

p53: La proteína de este gen ha llegado a tener gran impcrtancia pcr el hecho de 

que está ausente en una gran variedad de tumores. Entra sus funciones se ha 

encontrado que detiene a las células que portan daño en el ADN durante la fase G1, 

de tal forma que si p53 está inactivo o ausente las c.élulas con daño podrán pasar a 
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través de esta rase del ciclo acumulando mutaciones, lo que ravorece la lnestabllldad 

cromosómlca, y ocasionando oncogénesis (31, 32). 

rb: El gen supresor rB regula la progresión de la célula de la fase G1 hacia S, se 

fosforila de S a M para ser desrosforilado en G1. La proteína RB (pRB) desfosforilada 

en G1 se asocia firmemente a la cromatina y conforme se acerca a la fase S va 

disminuyendo su afinidad. Se han identificado numerosas moléculas, entre ellas 

factores de transcripción, la ciclina A y la protelna c-Myc que se asocian 

exclusivamente a pRB no fosrorilada Por todo ésto, se sugiere que pRB 

desrosforilada suprime la proliíeraclón celular al unirse a factores promotores y 

reguladores de crecimiento, y que su fosforilación inhibe su función permiüendo el 

paso de la célula hacia la fase S (26, 31, 33). Otra caracteristica que presenta, es que 

se inactiva frecuentemente por los productos de los virus tumorigénicos. El adenovlrus 

transformante E1A se une a pRB en la misma región que reconocen otras protelnas 

que estimulan la entrada al ciclo celular (33). 

2.3. CICLO CELULAR DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS. 

El método tradicional para analizar la división celular sa basa en la cuantificación del 

ADN que se sintetiza en un cultivo, midiendo la cantidad de marca radioactiva 

Incorporada en et ADN cuando las células en división han sido expuestas a un pulso 

de timldlna trillada durante 6h (34). 

La citometria de Oujo ha proporcionado otra alternativa para este tipo de estudios, 

ya que permite conocer el contenido de ADN de los núcleos analizados. SI 

consideramos a C como el contenido haptoide de ADN, 2C correspondería a las 

células en GO ó G1, 4C a las células en G2 ó M, y los núcleos cuyo contenido se 

encuentra entre estos dos valores se ubicarían en la fase S del ciclo celular (34). 

En el estudio del ciclo celular de las leucemias, la fase S tiene un significado 

importante ya que las células que se encuentran en esta etapa constituyan la fracción 

proliferadora. La evaluación de esta fracción es importante ya que puede proporcionar 

datos acerca del potencial de proliferación de las células y da la evolución de la 

enfermedad (2, 34). 

Con el uso de la citometria de flujo también ha sido posible la detección y medición 

de la fracción de células en proliferación utilizando diversas estrategias. Entre ellas la 

cuantificación de la proporción de ARN, conocido como Indice de ARN, mediante el 

" 



uso del nuorocromo naranja de acridina. que tiñe diferencialmente las hebras dobles 

de color verde (ADN) y las hebras sencillas de color rojo (ARN); se asume que las 

células menos proliferadoras y que han entrado al proceso de diferenciación presentan 

un contenido de ARN menor (2, 34). 

Otra alternativa para captar a las células en fase S es la estimación del porcentaje 

de polimerasa unida al ADN, o bien, la dete<:ción de Ki67 que es una protelna nuclear 

que se presenta exclusivamente en células que han entrado al ciclo y está ausente en 

células en GO (2). Una proteína que también es útil en este tipo de estudios es el 

antigeno nuclear de proliferación celular (PCNA). que se considera como un auxiliar de 

la ADN polimerasa o. PCNA se expresa en células en G1 antes de que la síntesis de 

ADN inicie, por lo tanto podría preceder la aparición de Ki67 (2, 35). Un estudio 

realizado en leucemia aguda en el que se midió la presencia de ambas moléculas por 

medio de la metodología de anticuerpos monoclonales, mostró que Ki-67 permite 

delectar actividad proliferadora en las células leucémicas dependiendo del subtipo de 

la enfermedad, en contraste con PCNA que permitió evaluar la proliferación celular en 

cualquier tipo de leucemia (35). 

El desarrollo de anticuerpos monoclonales contra bromodeoxiuridina (BrdU) ha 

facilitado la evaluación de la duración del ciclo celular y de la fase S particularmente en 

leucemia mleloide aguda (LMA) (2, 34, 36). Las células que incorporaron BrdU son las 

que sintetizaron ADN, este ensayo puede llevarse a cabo tanto In vitro como In vivo en 

pacientes con leucemia mediante una infusión intravenosa de BrdU (36, 37). 

Utilizando este mismo método in vivo y con la posterior obtención de una biopsia de 

MO, es posible identificar los grupos de células que sintetizan ADN y a la vez evaluar 

su citomorfologia (37). 

La duración del ciclo celular de la LLA también ha sido estudiada por medio de 

cltornetria de flujo. Se refiere que el periodo de síntesis en los blastos de este tipo de 

leucemia es significativamente rnés prolongado que el de los linfocitos normales en los 

cuales la duración total del ciclo es de 13 a 18h Al estudiar diferentes tejidos 

comprometidos en la producción de células leucémicas, se enconlló que el periodo de 

sintesis en células de MO es de 13.5 h y en nódulos linfáticos de 12.7 h (2, 38). 

Al tomar en cuenta las características citogenéticas de las leucemias, se ha 

encontrado que en las células hiperdiploides la fase S es más prolongada que en las 

diploides. Cuando las leucemias portan translocaciones, se ha obse!Vado que aquéllas 

que presentan mayor acumulación de células en la etapa de sintesis son las de tipo B 

con t(B;14), en las tipo pre-B las que tienen t(1;19) y de las T aquéllas con t(4;11) (2, 

39, 40). 



2.4. ESTIMACION DEL CICLO CELULAR POR EL METODO DE CONDENSACION 

PREMATURA DE CROMOSOMAS. 

Cuando la célula se encuentra en interfase no es posible observar la estructura 

cromosómica al microscopio óptico y es hasta la mitosis, en la que se lleva a cabo la 

condensación de la cromatina, cuando se pueden observar los cromosomas a este 

nivel de microscopia (41 ). 

2.4.1. CARACTERISTICAS DE LOS CROMOSOMAS PREMATURAMENTE 

CONDENSADOS. 

Mediante la fusión de dos células, una en metafase (inductora) y otra en Interfase 

se puede inducir la rormación de cromosomas prematuramente condensados (CPC). 

La cromatina difusa tlpica de la célula interfásica se condensa en unidades fácilmente 

visibles al microscopio óptico (41). Entre los métodos empleados para la fusión de las 

células está el que utiliza al virus Sendai y el polietilenglicol (PEG), que actualmente es 

muy común por su bajo costo, fácil manejo y gran efectividad (41, 42, 43, 44). 

Una vez finalizada la fusión, el núcleo interfásico empieza a presentar cambios 

característicos independientes del estado en el que se encontraba previamente. Estos 

cambios incluyen la condensación de la cromatina, la disolución de la envoltura nuclear 

y finalmente la desapartción del nucléolo. Los resultados de la condensación 

cromosómica dependerán de la fase del ciclo celular en la cual se encontraba la célula 

interfáslca en el momento de la fusión (41). 

2.4.2. MORFOLOGIA DE LOS CPC. 

La cromatina de los CPC en G1, asl como los cromosomas en anafase, consiste en 

una cromát1da sencilla por cromosoma lo cual Implica que el genoma no ha sido 

duplicado. Conforme Ja célula se acerca a la fase S, la cromatina se observa más 

descondensada. De hecho, se han descrtto para G1 seis estados morfológlcamente 

diferentes (a,b,c,d,e,f), los tres últimos presentan el mayor grado de descondensación 

y corresponden a G1 tardia (41, 45). 



Las células que se encuentran en fase S al momento de la fUsión presentan CPC 

que aparentan pulverizaciones o bien, brechas formadas por regiones de cromátidas 

sencillas (zonas ciaras) y dobles (zonas obscuras). Al paracer es en las regiones 

sencillas, no condensadas, donde se lleva a cabo la duplicación del ADN (41 ). 

Las células de la fase G2 presentan CPC semejantes a los metafásicos, excepto en 

que, en los primeros, los cromosomas son más largos y extendidos. Los CPC en G2 

consisten en dos cromátidas alineadas, estrechamente unidas (41 ). 

En varios experimentos realizados sobre el fenómeno de CPC, se ha encontrado 

qua no únicamente sa modifica la estructura de la cromatina, sino que también 

cambian algunas do las funciones de la célula interfásica fusionada. Por ejemplo, la 

Iniciación de la slntesis de ADN es significativamente más temprana en l•s células en 

G1 que se fusionaron, este efecto podria producirse por dos situaciones altamativas: 

1) que se presente desorganización en el núcleo durante la inducción de CPC y ésto 

facilite el acceso de las moléculas inductoras da la slntesis de AON en la célula en G·i; 

2) qua la célula inductora mitótica proporcione los factores de slntesis a 13 célula 

lnterfáslca en el momento de la fusión, ya que se ha encontrado qua las células 

mit6tlcas detenidas con colcemida durante periodos prolongados (18h) acumulan los 

factores necesarios para la Iniciación de la sintesis. Otros factores que intervienen son 

el desensamblaje de la envoltura nuclear y la interacción de los factores 

cltoplasmáticos con la cromatina (41). 

La metodologla de obtención de los CPC se ha aplicado en diversos campos de 

Investigación básica y cilnica, por ejemplo en estudios de Biologia Celular 

particularmente en el proceso de la mitosis, en mutagénesis, en la obtención de 

cromosomas para realizar estudios citogenéticos en células cancerosas y también en 

la evaluación del ciclo celular en diversas neoplasias (22, 41, 42, 44). A continuación 

se menciona la experiencia que se ha tenido con esta metódologfa en el estudio de las 

leucemias. 

2.4.3.APLICACIONES DE LOS CPC EN LEUCEMIA AGUDA. 

Se ha utilizado la posibilidad de distinguir la fase G1 temprana da la tardía con el 

uso de CPC para diferenciar poblaciones celulares normales de las leucémicas (48). 

Hlttelman y cols. utilizaron esta técnica para estimar la cinética de prolfferación de 

ambas poblaciones y encontraron que las células normales se encuentran en la fase 

G1 temprana, mientras que las malignas se acumulan en la G1 tardla, por lo qua 



concluyeron que esta técnica puede identlficar a las poblaciones celulares que son 

susceptibles de entrar a la fase de duplicación del ADN. A partir de estos estudios los 

autores formularon un indice de proliferación potencial (IPP) que corresponde a la 

fracción de células en G1 tardla, de todas las células en fase G1, expresada en 

porcentaje (45, 46, 47). 

Trabajos posteriores realizados en individuos adultos con LLA y LMA revelaron qua 

en once de catorce pacientes se pudo detectar recalda mediante la metodologia do 

CPC, 3.5 meses antes de que aparecieran manifestaciones ciinicas de la enfermedad. 

Con base en estos estudios se ha informado que las muestras de MO da los pacientes 

con leucemia aguda tienen valores de IPP entre 35 y 40%, qua son tres o cuatro veces 

mayores qua los encontrados en individuos normales qua se estiman del 12 %. Los 

pacientes en remisión presentan valores variablas que se oncuentmn por debajo del 

35%; cuando el IPP rebasa esta r;fra el individuo se encuentra en riesgo de recaer y 

presentar nuevamente slntomas de I~ enfermedad (46, 47, 48). 

Por otro lado, Morse y colaboradores (49) midieron .il IPP durante la evolución de la 

enfermedad en pacientes pediátricos y adultos, encontraron valores fluctuantes y un 

elevado número de IPP falsos positivos. La experiencia de estos autores ha sugerido 

que los valores altos de IPP de la MO de pacien!Gs leucémlcos dependen del número y 

tipo de célula fusionada y qua pueden deberse no sólo a la proliferación de la células 

leucémlcas, sino también a procesos de regeneración de la médula posteriores a la 

quimioterapia, o como una respuesta a procesos infettlosos, o bien como un efecto 

ante esUmulos aún desconc::idos. Sin emba!¡¡o, la relación entre la elevación del IPP y 

la presencia de estos eventos durante la evolución de la enfermedad aún no se ha 

podido establecer debido a le dllicultad para obtener muestras de MO '111 los diferentes 

momentos en los que estos procesos se presentan (49). 

Recientemente, Me Leod y colaboradores (50) enconlraron una alta correlación 

entre el IPP de las células de MO y el de las células de SP en pacientes con LLA. Este 

hallazgo plantea la posibilidad de realizar estudios de CPC en muentra& do SP con la 

• ventaja de que la muestra se puede obtener més fácilmente y a intervalos más cortos. 

De acuerdo a estos estudios el IPP representa la proporcl6n de células 

potencialmente proliferadoras, sin embargo se desconoce qué porcentaje de eSla 

población realmen!G alcanza la división celular a corto plazo. Para contestar esta 

pregunta seña útil comparar el porcentaje de células potencialmente proliferadoras 

(IPP) con el porcentaje de células que llegan a la división celular en el mismo tipo de 

muestra. 
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3. AGENTES BLOQUEADORES DE LA DIVISION CELULAR. 

Los agentes bloqueadores de la división celular han sido útiles en la detección de 
células en proliferación, un ejemplo de ellos es la colcernlda que se utiliza para el 

análisis cromosómico en metafase, asi como en la estimación del Indice mitótico. Sin 

embargo esta sustancia es tóxica para las células ya que no sobreviven largos 

penados en presencia de este agente (51, 52). 

Otro bloqueador de la división celular es la citocalasina B (CCB) que inhibe la 

función de la actina durante la citocinesis, no es tan dañina para las células y origina 

células binucleadas (BN) o multinucleadas como producto de la división celular (52, 

53). 

Si se exponen las células en cultivo a la acción de ia CCB de 24 a 44h a una 

concentración óptima de 4µg/ml, las células que alcanzaron la mitosis durante ese 

lapso se observan BN. El porcentaje de células BN en relación a las células analizadas 

representa el porcentaje de células que se dividieron en el lapso estudiado (52, 53, 54, 

55). 

Este método se ha utilizado con éxito en la cuantificación de micronúcleos en 

células que se han dividido en estudios de mutágenos in vitro (52, 54, 55). 

JUSTIFICACION 

Existe controversia acerca de la utilidad dei método de CPC y dei IPP como 

Indicador de enfermedad residual ya que se desconocen las causas por las que se 

eleve en pacientes con leucemia y su significado real. En este trabajo se propone 

investigar si ei valor del IPP asf como la proporción de células en la rase S del ciclo 

celular en SP, correlacionan con el número de células que alcanzan la división celular y 

con ia carga tumoral en pacientes con LLA de un mismo subtipo citomorfológico e 

lnmunofenotipo. 

La aplicación de las metodologias de CPC y CCB en la misma muestra de SP 

pennitirán conoce.r la capacidad proliferadora de las células leucémicas. 
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OBJETIVOS 

1) Correlacionar la proporción de células en la fase S del ciclo de celular y los valores 

de IPP con la proporción de células que llegan a dividirse, en linfocitos de Individuos 

con LLA en etapa activa y en individuos normales sin estimulación con 

fitohemaglutinina (PHA). 

2) Correlacionar la proporción de células en la fase S del ciclo celular, el IPP y la 

proporción de células que se dividen con la carga tumoral (alto porcentaje de blastos e 

infiltración extramedular). 

HIPO TESIS 

1) La proporción de células en la fase S y los valores de IPP correlacionan con el 

porcentaje de células que alcanzan la división, y son significativamente més elevados 

en la SP de los individuos con LLA activa que en SP sin estimular con PHA de sujetos 

normales. 

2) La proporción de células que se encuentra en la fase S del ciclo de proliferación, el 

IPP y el porcentaje de células qua se dividen en SP de los pacientes con leucemia, 

correlacionan con la carga tumoral. 

POBLACION DE ESTUDIO 

1) Individuos en edad pediátrica sanos (controles). 

2) Individuos en edad pediátrica con diagnóstico de LLA basado en los criterios 

propuestos por el FAB y en etapa activa, sin tratamiento previo, con lnmunofenotipo 

común (pre-8, CALLA positivo). 

CRITERIOS DE INCLUSION 

1) Individuos normales. 

Sujetos en edad pediátrica que acudieron a la toma de productos para una 

intervención quirúrgica programada, con datos hematológicos normales y sin datos de 

infección. 

2) Individuos con LLA activa. 

Pacientes en edad pediátrica con diagnóstico de LLA con inmunofenotipo común (pre-

8, CALLA positivo), sin tratamiento previo. 



DEFICIONES OPERACIONALES 

Se consideró que un niño presentaba LLA cuando mostró: 

a) Blometría hemática (BH) con datos de anemia, neutropenia y trombocitopenla así 

como sustitución de elementos celulares normales por células inmaduras y más de 

10% de blastos circulantes. 

b) Aspirado de MO con sustitución de elementos celulares normales por células 

inmaduras (blastos) >/=30%. 

c) Estado general: cuadro de anemia, procesos hemorrágicos, fiebre, cefalea, 

astenia y anorexia. 

d) Exploración fisica: palidez, dolor óseo, adenomegalias, vlsceromegalía (10). 

CRITERIOS DE ELIMINACION 

Se eliminó del grupo de estudio a aquéllos pacientes en los que se diagnosticó 

posterionnente una enfermedad diferente a la LLA. 

MATERIALES Y METOOOS 

A cada sujeto se le tomó en una sola ocasión una muestra de SP de 5ml para 

realizar las metodologías de CPC y CCB. 

Además, a los pacientes con LLA activa se les tomó una muestra de MO para 

cariotipo, utilizando parte de la muestra obtenida por aspiración para al lnmunofenotipo 

en el momento del diagnóstico. 

Se anotaron los datos del paciente en una hoja de captación de datos la cual se 

muestra a continuación: 
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HOJA DE CAPTACION DE DATOS PARA EL ESTUDIO DE IPP Y CCB EN 

PACIENTES CON LLA 

Nombre _________________ Registro. ______ _ 

Dirección Teléfono ______ _ 

Diagnóstico lnmunofenotipo, _________ _ 
Edad al diagnóstico _____________ sexo. _______ _ 

Fecha Otros _______ _ 

OBSERVACIONES 
Estado actual. _______________________ _ 

Número de células en las fases del ciclo celular: 

G1tempranª------------------------­

G1 tardla,----------------------..,--
S, _____________________ ,_._.,,_.,_'..·i_>_:_1~_/;_::_-._.._,:'_~:_; .. ·_~:_.·_ 

G2 ______________________ ·:_·.,_"·-'·1_,,.«_"._,.·.-·¡-_,:'_ .. _._ 

IPP ____________________ ._, _·.-.,_:-~_';-:_.:~_ .. _.:.'·-~-----

BN ________________ ·_:·,_~-"-·-· -'·-:i_r·:_º:_'~_ .. :_~-~-~~---~_::·_ .. __ _ 

FM ________________ "_., __ ._:_~_>._.·_~'-·-~-=~_:_,(_-"~_.· __ _ 

CarioUpo _______________ ,_.~·-:_,: __ ! ·_,:·,_\i_"_?._~~_:\_.:"-_;::_;,;r_::-:_:;._,·~_·,·:_·<_· _. __ 

~~::~::~:m._át-ica---'----------·-··,•_.:_':...;·_.:'-:_}_"¡"'";;_~·-~_'.)·_:'._:_i_.:_ .. •·_,_"._"·"'""'"'-

Reticulocitos. _____________ ,;_ __ .... _ .. ·:..."-'-'"_. •,_:,:,..;;_··"'"-'""-"'"'----

Leucocitos. _______________ __;....;;-'-:...·-"-":...·"~"~·:...•:...'":...'":...•-···-"--
Neutrófilos. ____________________ .·_ .. ,_.,"_-____ _ 

Linfocitos'-----------------'·-·º-'·_._.:...:...:"_"_:.·_ .. ,_·---­

Blastos'--------------------·--·-''"''--~--
Plaquetas. ______________ ....;.:...,...'_;¿_-\:....-"----

Médula ósea \ ·:¡< .. 
" ' • ·.<..:; • ~:;:-::: :: 

Formasjóvenes ____________ c__':..."'-'1.---'---'----

Formas maduras'---------------·_,._.,._, -"":...'t:...'i_:·-.°""-"---'-----,-
Llnfocitos. _________________ ''-''''"'"--""'"''.-'---"'"-'"---
Blastos _____________ .-,,-.. '-'"'-·-"·_\_:.:_,·:_"_\_'·'.,.''_:··---------
Promielocitos. ______________ :~;-'¡;,'-<_._:'c-"'_i -''-" "-·"'_ .. _ • .:...-_,,._, __ 
Megacanocitos. _________ _,_.,.--·-'é_:_~_·:_"_"'-·,..·c_''-·...,..__._ ___ _ 

Celulandad ____________ :_, .. ..,,· '.,."-"-·---· __ ,. __ ._, __ . _ .. _-_ .. _ _._~---

Transfusiones _______________ ._,._,,..-------



METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE CPC Y ESTIMACION DEL IPP 

El estudio de CPC consistió en la determinación de la proporción de células en las 

diferentes fases del ciclo celular y en la estimación del IPP. Consta de los siguientes 

pasos: 

1) Preparación de las células inductoras mitóticas. 

Las células de ovario de hamster chino de la linea E36 (CHO) se cultivaron en 

medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado al 20% con suero fetal de ternera (SFT) 

(Hyclone), L-glutamina (Gibco) y antibióticos (penicilina-estreptomicina) (Gibco). Se 

mantuvieron como cultivos en monocapa en botellas de BOcm2. Los subcultlvos se 

pusieron en presencia de BrdU (Sigma) a una concentración final de 10µg/ml, a 37°c 

en una incubadora con una atmósfera de C02 durante 24-4Bh, dependiendo del 

momento en que alcanzaron la fase de crecimiento logaritmico. Posteriormente se 

lavaron en solución de Hank (Gibco) o con medio de cultivo. Se agregaron 6ml de 

medio de cultivo fresco con BrdU y colcemida (Gibco) a una concentración final de 

10ftg/ml. Las células se incubaron durante 24h con el fin de obtener el mayor número 

de mitosis, finalmente se agitaron y transfirieron a un tubo de centrifuga de plástico. 

2) Preparación de las células de SP. 

A partir de 5ml de las muestras de SP heparinizadas, se separaron las células 

mononucleares mediante un gradiente de Ficoll·Hypaque (Nycomed). Se tomó la 

interfase y se resuspendió en un volúmen igual de medio RPMI 1640. Se lavó dos 

veces con el mismo tipo de medio (56). 

3) Procedimiento de fusión celular. 

En un tubo de centrifuga de 1 Oml se mezclaron las células CHO y las 

mononucleares en una proporción de 1 :3. Se centrifugaron 5min a 2000rpm, se retiró 

el sobrenadante y se agregó 1 mi de una solución al :.o% de PEG 1500 (Sigma) diluido 
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en solución de Hank, durante 1min se agitó suave y constantemente. En los siguientes 

3min, se agregaron gota a gota 3ml de solución de Hank resuspendiendo las células 

después de cada gota para diluir el PEG. La suspensión celular se centrifugó a 

2000rpm por 3min, se retiró el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 0.5ml de 

medio RPMI 1640 con 20% de SFT y 1% de colcemida para prolongar el estado de 

mitosis. El tubo se cerró e incubó a 37°c durante 1h (42, 43). 

A las células fusionadas de les agregaron 10ml de solución hipotónica de KCI 

(0.075M) a 37°c durante 13min. Las células se fijaron en metanol-ácido acético 

(Merck) (3:1) (liquido de Carnoy) y se lavaron dos veces en éste. Las preparaciones se 

hicieron por goteo sobre un portaobjetos y se fijaron a la flama. Posteriormente se 

tiñeron de acuerdo con la técnica de fluorescencia más Giemsa con objeto de distinguir 

a las células inductoras mediante sus cromosomas diferenciados por efecto de la 

incorporación de BrdU (57). 

Para cada caso se trataron de analizar 50 células con CPC para determinar cuántas 

se encontraban en tas fases G1 temprana, G1 tardía, S y G2. Se consideraron las 

fusiones entre células humanas y de hámster, se diferenciaron por presentar un grupo 

de cromosomas uniformemente teñido, provenientes de la célula humana, y otro grupo 

de cromosomas teñido diferencialmente debido a la incorporación de BrdU, que 

correspondía a las de hámster. La proporción de células en G1 tardia con respecto a 

las células que se encontraron en la fase G1 completa representó el IPP y se expresó 

en porcentaje (G1 tardia/G1totalx100=1PP). 

La morfología de los CPC refleja la fase del ciclo en que se encuentra la célula 

interfásica en el momento de la fusión (41). 

La cromatina de los CPC en G1, asi como los cromosomas en anafase, consiste en 

una crométida sencilla, por cromosoma, con estructura ininterrumpida. Conforme la 

célula se acerca más a la rase S la cromatina se observa más descondensada, de 

hecho, se han descrito para G1 seis estados morfológicamente diferentes (a,b,c,d,e,f). 

los tres últimos presentan el mayor grado de descondensaclón y corresponden a G1 

tardía (41, 45). Las células en fase S aparentan pulverizaciones o bien, brechas 

formadas por regiones de cromátidas sencillas (zonas claras) y dobles (zonas 

obscuras) (41). Las células que se encuentran en la fase G2 presentan CPC 

semejantes a los metafásicos, excepto en que, en los primeros, los cromosomas son 

mas largos, extendidos y con dos cromátidas alineadas, estrechamente unidas (41). En 

la figura 2 se muestran imágenes de los CPC en diferentes fases del ciclo celular. 



FIGURA 2. Cromosomas prematuramente condensados en diferentes fases del 

ciclo celular. 
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METODOLOGlA PARA LA OBTENCION DE CELULAS BN CON CCB 

La metodología de obtención de células BN con CCB consistió en la determinación 

del porcentaje en que éstas se presentan en 2000 células de un cultivo (estimulado o 

no con PHA) expuesto a este agente, como se describe a continuación: 

1) Procedimiento de CCB para ta obtención de células BN. 

Se sembraron 0.5ml de SP en Sml de medio RPMI 1640 suplementado, como se 

describió anteriormente, se agregaron 0.2ml de CCB (Sigma) a una concentración de 

4¡1g/ml, a las 24h de cultivo, en el caso de los individuos leucémicos y de los normales 

sin PHA. En los cultivos de individuos normales que se sembraron con PHA (Gibco), 

ésta se agregó desde el inicio y 24h después se expusieron a CCB para permitir que 

las células se estimularan con el mitógeno. En todos los casos los cultivos estuvieron 

expuestos a CCB durante 48h después de las cuales se obtuvo el paquete celular, se 

fijó con liquido de Carnoy y se prepararon las laminillas para su observación al 

microscopio. Las preparaciones se tiñeron con el sistema de colorantes May Grünwald­

Giemsa (Slgma-Merck) (52, 53). 

Se analizaron 2000 células y se contaron aquéllas que fueron BN o multinucleadas, 

asl como las que presentaron figuras mitóticas (FM). Los criterios que se tomaron en 

cuenta para establecer que una célula es BN (figura 3) son: 

a) Presencia de citoplasma integro. 

b) Presencia de dos núcleos completamente separados entre si. 

Se formuló un Indice de División que considera la suma de las células BN y de las 

FM con respecto al total de células analizadas (2000) expresac<o en porcentaje. 

En ambos estudios una persona ajena codificó las laminillas, de tal manera que el 

an2\isis se realizó en ciego. 

" 



FIGURA 3. Célula blnucleada. 
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ANALISIS ESTADISTICO 

La proporción de células en las diferentes fases del ciclo celular y los valores del 

IPP entre los cGltivos de los pacientes y los de los controles se compararon mediante 

la prueba de J de Mann-Whitney. Para la correlación entre el IPP y el porcentaje de 

división celular se calculó el coeficiente de correlación simple de Spearman (58). 



CUADRO 4. Datos de laboratorio de los pacientes leucémicos en el momento del 
dlaanóstico. 

Individuos Dx Carlot/po Hb Leucocitos NT Linfocitos% B/astos% Plaquetas 
g!dl !mm3 !mm3 !mm3 

L1 L2 5.1 34000 o g1 6 25000 

L2 L1 inv(11) 5.8 15600 4386 46 23 10000 

L3 L1 46,xy 7.4 15100 2150 67 15 250000 

L4 L1 46,xy 11.0 3000 360 86 o 250000 

L5 L1 46148-56 2.6 2goo 2go 34 10000 

L6 L1 g,8 6400 1no 42 20 10000 

L7 L1·L2 1(13;14) 4.1 6400 384 94 o 160000 

LB L1 46,xx 1.3 3800 152 6g 15 300000 

Lll L1 46151 4.5 15700 o 20 75 10000 

Valores de 14,6 4000 1800 22a 40 150000 
referencia a a B • 

16.4 11000 7000 450000 

Dx= Diagnóstico Hb= hemoglobina NT= Neutrófilos 
Valores de referencia tomados de Carrasco (59). 
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CUADRO 5. Patrones de CPC y valores del IPP en muestras de sangre periférica 
no estimuladas de pacientes leucémicos e individuos normales. 

lnd G1te G1ta s G2 Total de /PP 
células % 

Pacientes /eucém/cos 

L1 2 6 14 o 22 75 

L2 o 5 5 o 10 100 

L3 5 14 15 o 34 74 

L4 14 10 10 7 41 42 

L5 3 9 7 2 21 75 

L6 3 8 12. 2 25 73 

L7 3 25 27 o 55 89 

LB 8 14 . ·a o· 31 64 

L9 44 74, o 119 98 

Individuos norma/es 

N1 10 4 3 18 9 

N2 4 12 15. o 31 75 

N3 11 7 7 5 30 39 

N4 8 14 11 34 64 

N5 3 15 27 o 45 83 

U=tt• U=t2• U=12• 

•valores obtenidos al comparar las fases S, G11a y el IPP de los controles y los 
pacientes leL1cómicos con la prueba de U de Mann·Whilney, que resultó ser no 
significativo (p>0.05). 
CPC= cromosomas prematuramente condensados 
IPP== indice de proliferación potencial 
lnd== indivrduos G He= G1 temprana G1ta= G1 tardia S= síntesis de AON 
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CUADRO 6. Patrones de CPC en muestras de sangre periférica no estimuladas de 
pacientes leucémicos e individuos normales expresados en proporciones. 

/nd G1te G1ta s G2 IPP 

Pacientes /eucémlcos 

L1 0.10 0.27 0.63 0.00 0.75 

L2 0.00 0.50 o.so 0.00 1.00 

L3 0.15 0.41 0.44 0.00 0.74 

L4 0.34 0.24 0.24 0.17 0.42 

L5 0.14 .·0.43 0.33 0.10 0.75 
':J ·_'··\' .. ::"· 

':.·.,·.\ 

L6 0:12 0.32·: -0.48· 0.08 0.73 

L7 0.05 ~.45: 0.49 0.00 0.89 
,-. 

LB 0.26 o.45 0.25 0.00 0.64 

L9 0.01 0.37 0.62 0.00 0.98 

Individuos normales 

N1 0.55 0.06 0.22 0.17 0.09 

N2 0.13 0.39 0.48 0.00 0.75 

N3 0.37 0.23 0.23 0.17 0.39 

N4 0.24 0.41 0.32 0.03 0.64 

N5 0.07 0.33 0.60 0.00 0.83 
U=12• U=14• U=19' 

'Valores obtenidos al comparar las fases S, G1ta y el IPP de los controles y los 
pacientes leucémicos con la prueba de U de Mann-Whitney, que resultó ser no 
significativa (p>0.05). 
CPC= cromosomas prematuramente condensados 
lnd= individuos G1te= G1 temprana 
G1ta= G1 tardia S= sintesis de ADN 
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Resultados obtenidos con la metodologia de células BN con CCB. 

La técnica de células BN obtenidas mediante CCB se realizó en los cultivos de 

linfocitos sin PHA de 11 pacientes leucémicos y de diez sujetos controles y en los 

cultivos con PHA de cuatro sujetos controles. El número de células BN y de FM en 

2000 células analizadas fue de cero en Jos cultivos de los sujetos normales sin 

estimulación con PHA, mientras que en Jos cultivos de los individuos normales 

estimulados con este mitógeno, se observaron entre 8 y 33 células BN y entre 5 y 151 

FM. Todos los cultivos de los pacientes Jeucémicos mostraron proporciones variables 

de células BN que fueron desde 4 hasta 88 en 2000 células analizadas, y en cuatro 

casos se observaron entre 2 y 16 FM. 

Se calculó el indice' de división (ID) que es el porcentaje de células BN y FM. En los 

cultivos de los individuos normales sin estimulación con PHA el ID fue de cero; cuando 

se estimularon el ID varió de 1.9 hasta 6.65 y en los pacientes leucémicos sin estimular 

se encontró entre 0.35 y 4.4. Estos datos se muestran en el cuadro 7. 

No se encontró correlación entre las siguientes combinaciones: ID y fase S, número 

de blastos e IPP, ID e IPP (cuadro 8), ni entre el ID y el número de blastos (cuadro 9) 

con la prueba de correlación simple de Spearman, ya que en todos los casos Ja r fue 

menor de 0.2 (58). En ambos cuadros se muestran los valores de ID en orden 

ascendente. 

" 



CUADRO 7. Células blnucleadas, figuras mitóticas e índice de división en 2000 
células sanguíneas de niños leucémicos e Individuos nonnales. 

Pacientes leucémlcos ·PHA Individuos normales +PHA 

Jnd BN FM ID% lnd BN FM ID% 

L1 4 3 0.35 N4 33 5 1.90 

L2 5 3 0.40 NS 14 129 7.15 

L3 15 o 0.75 N6 13 151 8.20 

L4 8 o 0.40 N7 8 125 6.65 

L5 15 o 0.75 

L6 88 o 4.40 

L7 12 o 0,60 

LB 11 o 0.55 

L9 10 o 0.50 

L10 9 16 1.25 

L11 6 2 0.40 

No se encontraron BN ni FM en 2000 células analizadas en cada uno de los cultivos de 
10 sujetos nonnales sin esümulación mitogénica con PHA. 

lnd- lnd1v1duos 
FM= figuras mitóticas 

BN= células b1nucleadas 
ID= Indice de división 



CUADRO 8. Valores del Indice de división y del Indice de proliferación potencial 
de los pacientes leucémlcos. 

Individuos ID% IPP% 

L1 0.35 75 

L2 0.40 42 

L4 0.40 100 

L9 0.50 9B 

LB 0.55 61 

L7 0.60 B9 

L3 0.75 74 

LS 0.75 75 

L6 4.40 73 

ID= Indice de división IPP= Indice de proliferación potencial 

CUADRO 9. Valores del Indice de división y porcentajes de blastos 
y linfocitos de los pacientes leucémicos. 

Individuos ID% Linfocitos% Blastos% 

L1 0.35 91 6 

L2 0.40 52 23 

L4 0.40 B6 o 
L9 0.50 20 75 

LB 0.55 69 15 

L7 0.60 94 o 
L3 0.75 67 15 

L5 0.75 34 11 

L6 4.40 6B 5 

ID= Indice de división 



DISCUSION 

Fases del ciclo celular e indice de proliferación potencial estimados mediante 
condensación prematura de cromosomas. 

De acuerdo con estos resultados, el método de CPC en las muestras de SP no 

mostró diferencias entre los pacientes leucémicos y los controles normales al comparar 

la proporción de células en las diferentes fases del ciclo celular y el valor del !PP. De 

hecho, el IPP fue mayor a 35% en ambos grupos a excepción de un individuo normal. 

Por el contrario, Hittelman y Rao (4'3) observaron una clara diferencia en los valores 

del IPP entre la SP de los pacientes leucémicos y la de los individuos normales. Por 

ello, en este estudio, era de esperarse que los sujetos normales mostraran una alta 

proporción de células en G1 temprana y un IPP bajo 

Los trabajos posteriores de Hittelman y cols. (47, 48) en pacientes con leucemia, se 

realizaron en muestras de MO y apoyaron la hipótesis de que la técnica de CPC y el 

valor del IPP eran útiles como indicador temprano de recaida. Sin embargo, en un 

estudio realizado por Morse y cols. en un grupo de pacientes en remisión y fuera de 

tratamiento, se encontraron valores de IPP en muestras de MO fluctuantes y falsos 

positivos ya que a pesar de presentar altas proporciones de células en G1 tardia los 

individuos de ambos grupos no recayeron y mantuvieron periodos de remisión continua 

completa. En este estudio también se observó que el IPP tuvo valor predictivo de 

recaída únicamente en los pacientes con LLA que habian presentado recaidas previas, 

o bien, en los que se diagnosticaron con LMA (49). 

En 1989, McLeod y cols. (50) demostraron una alta correlación entre los valores del 

IPP en muestras de MO y de SP, independiente del estadio de la enfermedad. El IPP 

en ambas muestras estaba elevado en el momento del diagnóstico y durante la 

recaida y bajo durante la remisión. Estos autores también registraron las proporciones 

de células presentes en las fases S y G2 del ciclo celular, sin embargo para estas 

etapas no encontraron correlación ya que en la mayoría de los casos la MO presentó 

para ambas fases una mayor proporción de células con respecto a la SP. 

El procedimiento de CPC en SP facilita la obtención de las muestras y pennitió 

realizar el presente estudio. Como ya se mencionó, los resultados mostraron que la 

proporción de células en diferentes fases del ciclo de proliferación y los valores del IPP 

fueron similares en pacientes leucémicos e individuos normales. Un factor que pudo 
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haber influido en estos resultados fue la dificultad para determinar la fase en la cual se 

encuentran las células, ya que se pueden confundir moñológicamente algunas de las 

fases, principalmente la G1 tardia y la fase S. De hecho, actualmenle se sugiere 

realizar la metodología de hibridación in situ con fluorescencia para facilitar, mediante 

el análisis de las marcas fluorescentes, la idenlificación de la fase del ciclo de los CPC 

(60) Además durante el estud!o so observó un indice muy bajo de éxitos en las 

fusiones celulares y de inducción de CPC tanto en las muestras de los pacientes como 

en las de los controles. Estas dificultades metodológicas ponen en duda la validez de 

los resultados y hacen suponer que pudo haber existido un sesgo hacia una pequeña 

población de células con características particulares, independientes del estado de 

leucemia o normalidad. 

Células Binucleadas obtenidas con Citocalasina B. 

Puesto que se ha propuesto que las células detenidas en G1 tardía representan una 

población potencialmente proliferadora, uno de los objetivos fue correlacionar los 

valores del IPP con la evidencia de división celular en la misma muestra de sangre. 

Esta estimación puede obtenerse mediante GI uso de un bloqueador de la división 

celular como la colcemida que se utiliza para el análisis cromosómico en metafase. Sin 

embargo esta sustancia es tóxica para las células que no sobreviven largas periodos 

en presencia de este agente (51). La CCB, a diferencia de la colcemida, es menos 

tóxica para las células y permite su exposición a periodos más prolongados (51). 

Además se ha comprobado a través de los estudios citogenéticos realizadas en SP de 

pacientes leucémicos sin esUmulación mitogénica, que la colchicina y la colcemida no 

son capaces de captar a las células en mitosis en todas los casos, ya que la tasa de 

proliferación en esta enfermedad es variable (20). 

Como se mencionó anteriormente, la CCB inhibe la citocinesis y origina células BN, 

como producto de la división celular (52, 53, 54, 55). La identificación de células BN 

después de la exposición a la CCB durante 48h permite calcular la proporción de 

células que se dividieron durante ese período. 

Los resultados obtenidos con esta metodología no mostraron correlación entre los 

valores del IPP y la presencia de células en división ya que. con valores similares del 

IPP, los cultivos no estimulados con PHA de los pacientes leucémicos mostraron tanto 

células BN como FM mientras que en los cultivos no estimulados de los sujetos 

normales no se encontraron ni BN ni FM. Por lo tanto, estos datos no apoyan la 



hipótesis de que las células en G1 tardia representen una población celular 

potencialmente proliferadora. por·lo menos en un corto tiempo. 

Con respecto a la estimación de las fases del ciclo de proliferación por medio de 

otras metodologias como la cilometria de flujo, reaflzada en células de LLA, varios 

autores han referido que la mayoria se encuentra en fase S y no en G1 tardia como lo 

muestran los resultados con CPC (2. 39, 61 ). 

Por otro lado, en este trabajo la prueba de CCB detectó proporciones variables de 

células proliferantes en todos los cultivos sin PHA de los pacientes leucémicos y no 

detectó ninguna BN o FM en los cultivos sin FHA. de los controles. Los valores de ID de 

los pacientes leucémicos comparados con el total de linfocitos y blastos presentes en 

las muestras de SP no mostraron correlación, este hecho podría deberse a que se 

comparan eventos que ocurren en diferentes condiciones, uno de ellos in vitro y 

evaluado con un agente quimico (la obtención de células BN con CCB) y el otro in vivo 

(la proliferación de linfocltos y blastos). 

De estos resultados se concluye que la técnica de CPC resultó ser un método con 

alto indice de fallas, muy laborioso que no µenmilió distinguir las muestras de SP de los 

pacientes leuOOmicos de los controles nCJm1a!es, mieniras que la prueba de CCB. más 

precisa y sencilla, detecta poblaciones c~!u:ares proliferantes en pacientes leucémicos. 

En la actualidad, la detección de enfennedad mínima residual y la prediccion de 

recaída siguen siendo un grave problema en los pacientes leucémicos. La técnica de 

hibridación in situ con fluorescencia (FISH) penmite la búsqueda de células que portan 

regiones rearregladas de genes relacionados con el cáncor y la dettcción de 

aneuploidias de células residuales leucémicas, por otro lado se ha utilizado la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) que far.ilita la identificación de mutaciones en los 

genes responsables de la tumorigénesis y de la resistencia a las drogas. Estas 

metodologías son útiles y sensibles en la búsqueda de células neoplásicas. pero no 

reflejan el estado funcional de la leucemia residual (62, 63, 64). 

Además de detectar la presencia de células leucémicas residuales es importante 

conocer su capacidad proliferadora ya que ambos datos son útiles en la predicción del 

momento en el que se presenten nuevamente los síntomas de la enfennedad. Se han 

propuesto algunas m&lodologias con el fin de captar células en división. corno son los 

ensayos de formaci6n de colonias o la separación especifica de <.:élulas que se 

encuentren en fase S, sin embargo estas técnicas resultan complicadas Los ensayos 

de formación de colonias requieren el establecimiento de las colonias c..-::!ulares en 

cultivo y el mantenimiento de éstas hasta después de varios subcu!livos para que 

finalmente puedan ser evaluadas cilomorfologic 'mente y ut1l1zadas para la detección 



de marcadores moleculares. Por otro lado, la metodología de separación de células en 

la fase S requerirla para su realización de un equipo especial de citometria de flujo (63, 

65). Recientemente se ha referido que si con la metodología de FISH se obtiene una 

señal completamenle nitidn, es posible determinar el estado del ciclo proliferación en 

células en interfase según la morfología de la señal (G1:única y puntual, S: barrida, 

G2: bipartida) (60) 

Los resullados de esle trabajo sugieren que la estimación del número de células BN 

con CCB podria ser una opción mas que olrece una metodología filcil de realizar. Por 

lo tanto, el anáhsis de BN, en combinación con otras técnicas moleculares o 

inmunológicas, podría utilizarse para definir el potencial de proliferación de las células 

positivas para marcadores genéticos de malignidad en muestras de SP y para predecir 

recaída en pacientes leucémicos. 

.. 



-- CONCLUSIONES. 

En conlusión, los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la técnica de 

CPC resultó ser un método con alto indice de fallas, muy laborioso, que no permitió 

discriminar entre las células normales sin eslimulación y las leuctimicas. En contraste, 

la prueba de CCB, más precisa y sencilla, detectó poblaciones celulares proliferantes 

únicamente en los pacientes leucémicos. 

El análisis de BN, en combinación con otras técnicas moleculares o inmunológicas, 

podria utilizarse para definir el potencial de proliferación de las células positivas para 

marcadores genéticos de malignidad en muestras de SP y para predecir recalda en 

pacientes leucémicos. 

.. 
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