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Resumen 

Introducción. Los avances en el tratamiento del cáncer han llevado a un incremento 

importante en la supervivencia de los pacientes. Sin embargo, la exposición a agentes 

genotóxicos relacionados con la quimioterapia y la radiación ionizante pueden inducir 

daño genético persistente en los supervivientes a cáncer. Objetivo. En este trabajo, se 

estudió la frecuencia y tipo de inestabilidad genómica en linfocitos de sangre periférica 

de pacientes con linfoma Hodgkin (LH), hasta 17 años después del tratamiento con 

quimioterapia  MOPP (mostaza nitrogenada, Oncovin, procarbazina y prednisona) sólo 

o en combinación con radioterapia. Metodología. Las muestras fueron obtenidas de 3 

diferentes grupos: 11 individuos sanos, 5 pacientes LH pre-tratamiento y 20 pacientes 

LH post-tratamiento. Se hizo análisis por citogenética convencional con bandeo GTG; el 

análisis molecular se realizó mediante PCR tiempo real y PCR anidado sobre RNA de 

linfocitos para identificar las translocaciones cromosómicas balanceadas t(9;22), t(8;21) 

y t(15;17), como herramientas para detección de genotoxicidad y por su relación con 

cáncer secundario al tratamiento. El análisis citogenético con bandas GTG, se realizó 

en 1,000 metafases por individuo para identificar inestabilidad genómica, que incluyó 

aberraciones cromosómicas numéricas y estructurales a una resolución de 10 Mb, lo 

cual permitió analizar el genoma completo. Resultados. El tratamiento anti-cáncer, no 

indujo diferencias en la frecuencia de aneuploidías entre los tres grupos estudiados. Sin 

embargo, 1 de 11 individuos sanos y 13 de 20 pacientes post-tratamiento, presentaron 

una alta frecuencia de rupturas cromosómicas y rearreglos cromosómicos mayores. Los 

resultados del análisis molecular mostraron que dos pacientes post-tratamiento, fueron 

positivos para la t(9;22), sin embargo esta alteración no se observó nuevamente al año 

y dos años de seguimiento.  
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Discusión. Con el análisis citogenético se observaron aberraciones cromosómicas 

complejas y al azar, consistentes con inestabilidad genómica persistente inducida por el 

tratamiento antineoplásico. La expansión clonal de células con lesiones cromosómicas 

se observó sólo en un paciente post-tratamiento. Los hallazgos muestran que el 

tratamiento antineoplásico induce inestabilidad genómica persistente, pero no 

aneuploidía. Los resultados moleculares dan evidencia de que solo la generación de la 

fusión génica, no es suficiente para que se presente el proceso maligno, se requiere la 

producción de una proteína funcional con propiedades oncogénicas y además, debe 

ocurrir en una célula precursora hematopoyética con capacidad de auto-renovación. 

Conclusión. La quimioterapia puede afectar genes relacionados con la vigilancia y 

reparación de daño en el DNA, que como consecuencia permitirá la acumulación de 

daño cromosómico estructural sin blancos específicos, en las futuras generaciones 

celulares. Esta inestabilidad genómica puede facilitar el desarrollo de segundas 

neoplasias en los supervivientes a LH. Los análisis por citogenética convencional y 

genética molecular, pueden utilizarse como herramientas complementarias para el 

estudio de los efectos genotóxicos del tratamiento antineoplásico en pacientes LH.  
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Abstract 

Background. Advances in cancer treatment have led to an increase in patient survival. 

However, exposure to genotoxic chemotherapeutic agents and ionizing radiation may 

induce persistent genetic damage in cancer survivors. Purpose. In this study, we 

investigate the frequency and type of genomic instability in peripheral blood 

lymphocytes from Hodgkin lymphoma (HL) patients, 2–17 years after MOPP (nitrogen 

mustard, Oncovin, procarbazine, and prednisone) chemotherapy with or without 

radiotherapy. Methods. Samples were obtained from 3 different groups: 11 healthy 

individuals, 5 pre-treatment patients, and 20 post-treatment patients. The cytogenetic 

analysis was done with GTG banding; molecular analysis was developed with real-time 

PCR and nested PCR on lymphocytes RNA to identify balanced chromosomal 

alterations: t(9;22), t(8;21) and t(15;17), as a genotoxicity identification tools and 

because are secondary treatment cancer related translocations. Cytogenetic analysis 

with GTG banding was performed on 1,000 lymphocyte metaphases per donor to 

identify genomic instability, including numerical and structural chromosomal aberrations, 

at a resolution of 10 Mb across the entire genome. Results. Our results showed that 

anticancer treatment did not induce significant differences in the frequency of 

aneuploidy among the three study groups. However, 1 of the 11 healthy individuals, and 

13 of the 20 post-treatment patients had a high frequency of chromosomal breaks and 

gross chromosomal rearrangements. With the molecular analysis we observed that only 

two HL post-treatment patients, was positive for t(9;22), however we didn´t observe this 

alteration after one and two follow-up years. Discussion. The cytogenetic analysis 

showed random and complex chromosomal aberrations, consistent with persistent 

genomic instability that was induced by cancer treatment. Clonal expansion of cells with 
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chromosomal lesions was observed in one post-treatment patient only. These findings 

show that anticancer treatments induce persistent genomic instability, but not 

aneuploidy. The molecular results observed, provide evidence that only the generation 

of specific gene fusions is not sufficient to cause a malignant process, requires the 

production of a functional protein with oncogenic properties and must occur in an early 

precursor cell with self-renewal capacity. Conclusion. We observed that chemotherapy 

may affect genes with a role in DNA damage surveillance or repair, which in turn allows 

the accumulation of non-targeted structural chromosomal damage in future generations 

of cells. This genomic instability may facilitate the development of second malignancies 

in Hodgkin lymphoma survivors. The cytogenetic and molecular analysis can be used as 

complementary tools for the study of genotoxic effects of antineoplastic treatment in HL 

patients.   
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1. INTRODUCCION 

1.1. Linfoma Hodgkin 

El linfoma de Hodgkin (LH) es una neoplasia maligna que afecta al sistema 

linfoide y representa del 30 al 40% de todos los linfomas malignos y cerca de la mitad 

de las neoplasias hematológicas (1-6).  

El LH tiene una incidencia de alrededor de 2-3 por cada 100,000 individuos por 

año en Estados Unidos y Europa con una presentación bimodal con respecto a la edad: 

el primer pico ocurre entre los 20-30 años y el segundo pico después de los 50 años de 

edad (3, 7-11). En el Instituto Nacional de Pediatría en México, ocupa el tercer lugar 

dentro del grupo de las neoplasias malignas y su presentación es frecuente en 

pacientes en edad pediátrica (menores de 10 años) (12). 

 

Dependiendo del tipo celular presente en el infiltrado tumoral, el LH se clasifica 

en:  

1) LH clásico. Definido por la presencia de las células Reed/Sternberg (HRS). Se 

caracterizan por presentar un inmunofenotipo CD20-/+, CD30+ y CD15+. Una 

característica importante de esta entidad, es la detección en alrededor del 40% de los 

casos, de proteínas nucleares y de membrana del virus Epstein-Barr (9,13). 

2) LH con predominancia nodular linfocítica. Representa el 5% de los casos con 

linfoma Hodgkin. A nivel celular tienen una variante de las células HRS, llamadas 

células linfocíticas/histiocíticas (L&H). El inmunofenotipo es una parte importante de la  

definición de esta entidad; expresan antígenos asociados a células B (CD20) y es 

negativo para CD30 y CD15 (9,13).  
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En ambas entidades, las células malignas solo representan el 1% de la masa 

tumoral (3, 9-11,13-15).  

 

El LH clásico se divide en 4 subtipos: 

a) Esclerosis nodular (NSHL) 

Es frecuente en países desarrollados (60-80% de los casos con LH) y afecta individuos 

entre 20-30 años de edad. 

b) Celularidad mixta (MCHL) 

Representa del 15-25% de los casos con LH y es frecuente en adultos jóvenes. 

c) Predominancia linfocítica (LRCHL) 

Clínicamente se presenta como una enfermedad localizada, representa del 4-15% de 

los casos con LH y es frecuente en niños. 

d) Disminución linfocítica (LDHL) 

Es el subtipo que se presenta con menor frecuencia (menos del 1%). Rara vez se 

presenta en niños y con frecuencia en individuos infectados con el virus de 

inmunodeficiencia humana (HIV) (3, 6, 7, 9, 13, 16). 

 

Clasificación Ann Harbor 

El uso de diversos procedimientos sistemáticos para poder determinar el grado de 

extensión de la enfermedad, llevó al desarrollo de la clasificación Ann Harbor, mediante 

la cual se asignan estadios basados en el número de sitios con nódulos linfáticos 

afectados, presencia de enfermedad extranodular y ausencia (A) o historia de síntomas 

clínicos sistémicos (B) como: temperatura por encima de 38C, sudor nocturno y 

pérdida de peso sin explicación aparente: 
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 Estadio l 

Participación de una sola región de nódulo linfático o estructura linfoide (I) ( bazo, timo, 

anillo de Waldeyers) o un sitio u órgano extranodular(IE). 

 Estadio II 

Participación de dos o más regiones de nódulos linfáticos del mismo lado del diafragma 

(II) o localizada en un órgano o sitio extranodular del mismo lado del diafragma (IIE). 

     Estadio III 

Participación de regiones de nódulos linfáticos a ambos lados del diafragma (III), que 

puede estar acompañado por el bazo (IIIS) o localizada en sólo un sitio extranodular 

(IIIE) o con el bazo (IIISE). 

 Estadio IV 

Extensión difusa o diseminada con la participación de uno o más órganos o tejidos 

extranodulares con o sin presencia de nódulos linfáticos afectados (7-9, 16). 

 

1.2. Biología del LH 

Las células HRS, características del LH derivan de células B, desde el centro 

germinal (GC) de diferenciación. Los GC de células B son estructuras especializadas 

de los tejidos linfoides secundarios, que surgen por expansión clonal de células B 

antígeno-específicas, y durante esta expansión, los genes de inmunoglobulinas (Ig) de 

las células B, hipermutan dentro de estos centros y así incrementan su afinidad por los 

anticuerpos. Las células HRS presentan rearreglos en los genes de inmunoglobulinas, 

con lo que se puede demostrar su naturaleza clonal y es esta alta carga de mutaciones 

somáticas, lo que refuerza su derivación desde el GC (principalmente pre-apoptótico) 

(3-6, 10, 11, 14, 17-19). Si dentro del GC se presentan fallas durante el proceso de 
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diferenciación celular, se encienden los mecanismos de apoptosis y la célula no puede 

salir del GC. En el caso de las células HRS, se propone que son células pre-

apoptóticas que por infección viral o mutaciones somáticas, adquieren la propiedad de 

escapar a la apoptosis, lo que genera una clona anormal maligna (20). 

A nivel molecular, las alteraciones en el factor nuclear κB (NF-κB) son 

importantes en la transformación de las células HRS, las cuales pueden presentar una 

actividad constitutiva de este factor en el núcleo como resultado de diversos 

mecanismos como, la amplificación génica de c-rel, la activación de receptores de 

superficie celular como CD30 y CD40, así como la activación del receptor de NOTCH1 

(15, 18). De esta forma, NF- κB activado, puede inducir en las células HRS, la 

expresión de genes anti-apoptóticos como c-FLIP, XIAP y BclXL , que les confiere 

resistencia a la apoptosis (15, 17). 

 

1.3. Alteraciones genéticas en LH 

La gran diversidad de alteraciones genéticas en las células HRS, refleja su 

inestabilidad genómica. Mediante estudios de Hibridación Genómica Comparativa 

(CGH), se han observado desbalances cromosómicos que incluyen ganancias de 2p 

(oncogén REL), 9p (JAK2), 16p, 17p y pérdida de 13q. Se han detectado alteraciones 

cromosómicas estructurales con puntos de ruptura que afectan 7q22, 11q23 y 14q32 y 

en un tercio de los casos con LH se presentan mutaciones puntuales en IκBα (11, 15). 

 

1.4. Etiología del LH 

Diversos estudios serológicos han demostrado la presencia del genoma viral del 

virus Epstein-Barr (EBV) en las células HRS en el 30-50% de los casos con LH (4, 10, 
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14, 19, 21, 22-26). La relación de LH con la presencia de EBV, es más frecuente en 

niños menores de 10 años y en adultos mayores (más de 50 años) y está más 

frecuentemente relacionado con el subtipo MCHL  (11, 25).  Los pacientes LH EBV+, 

expresan 3 proteínas virales: a) EBNA1 (antígeno nuclear EBV), importante para la 

replicación del episoma viral en células en proliferación b) LMP1, que actúa de la 

misma manera que el receptor de CD40 activado, y juega un papel importante en la 

interacción de células B y T y en la supervivencia de células HRS-EBV+ en los GC c) 

LMP2A, que puede sustituir la función del receptor de células B (BCR); las células 

precursoras B que expresan LMP2A,  pueden sobrevivir sin BCR (4, 25, 27).  

Es importante recordar que las células HRS derivan del GC y provienen de 

células B que han adquirido mutaciones desfavorables en los genes Ig; las células B 

con dichas mutaciones, y por lo tanto sin Ig funcionales, sufren apoptosis. Esto sugiere 

que las células HRS o sus precursores, han adquirido mecanismos alternos para su 

supervivencia. En los GC, la apoptosis de las células B puede retrasarse mediante 

señales de Ig de superficie y a largo plazo, por señalización vía CD40; LMP1 actúa 

como CD40 y LMPA2 actúa como BCR activo en el estadio de desarrollo pro o pre-B. 

Se especula que la expresión de los genes EBV puede facilitar el escape de las células 

HRS o los precursores de su destrucción en los GC (25).   

 

1.5. Tratamiento 

Los factores pronósticos asociados a LH que pueden ser determinantes en la 

elección de la terapia, como el estadio de la enfermedad, la presencia de síntomas 

sistémicos y la presencia de enfermedad extranodular pueden tomarse en cuenta para 

establecer el tratamiento adecuado para cada paciente (28).  
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La estrategia de tratamiento para pacientes con LH, consiste en una 

combinación de quimioterapia y radioterapia que por un lado, reduce 

considerablemente la dosis de radiación y campos irradiados y por otro, reduce también 

la dosis de cada uno de los agentes quimioterapéuticos. La utilización del llamado 

protocolo híbrido: dos regímenes diferentes de quimioterapia alternados, es otra 

manera de evitar las secuelas relacionadas a la terapia (29). 

 Los pacientes con este tipo de cáncer se tratan frecuentemente con una 

combinación de agentes quimioterapéuticos como: MOPP (mostaza nitrogenada, 

vincristina (Oncovin), procarbazina y prednisona); COPP (ciclofosfamida, Oncovin, 

procarbazina y prednisona) y ABVD/P (adriamicina, bleomicina, vinblastina y 

dacarbazina o prednisona). Se puede aplicar una combinación de estos esquemas, así 

como radioterapia en la mayoría de los casos (30). Tomando en cuenta el estadio 

clínico de la enfermedad y la presencia de síntomas sistémicos, además de la 

presencia de algún factor de riesgo como: múltiples sitios involucrados en la 

enfermedad, elevados valores de sedimentación de eritrocitos, enfermedad 

extranodular y edad avanzada, se puede obtener para cada paciente, la combinación 

de agentes con o sin radioterapia y la dosis de cada uno, clasificando a los pacientes 

en tres grupos de riesgo:    

1) Temprana favorable (Estadios I- II, con síntomas B) 

2) Temprana no-favorable (Estadios I- II, con al menos un factor de riesgo)  

3) Avanzada (Estadios III- IV, con enfermedad intra-abdominal) (28, 31). 
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1.6. Consecuencias del tratamiento antineoplásico 

El gran avance que ha tenido el campo de la oncología en lo que respecta al 

tratamiento por quimioterapia y radioterapia ha incrementado la supervivencia de los 

pacientes; se estima que el porcentaje de sobrevida 10 años después del tratamiento 

es de más del 80% (2, 32, 33, 34). Sin embargo, es importante reconocer que cuando 

se utilizan estos esquemas, la terapia no es específica para las células tumorales, 

también las células normales se ven afectadas, por lo que como resultado del 

tratamiento antineoplásico, los pacientes con LH pueden presentar efectos adversos. 

Varias de las drogas utilizadas  como parte del esquema de quimioterapia,  son 

clastógenos y mutágenos probados y se ha observado que pueden provocar daño a 

largo plazo tanto en células somáticas como germinales de modelos animales (35, 36). 

Algunas de ellas como la mostaza nitrogenada, la procarbazina y la dacarbazina, son 

agentes alquilantes o radiomiméticos como la bleomicina, que provocan rupturas en el 

DNA y son inductores de inestabilidad genómica (2, 37-42). A nivel de células 

somáticas esto puede tener serias consecuencias, entre ellas la aparición hasta en el 

20% de los pacientes con LH, de un cáncer secundario,  como leucemia (25%), linfoma 

no-Hodgkin (17%) y diversos tumores sólidos (58%) (29, 43-45)  y  en células 

germinales, se ha reportado citotoxicidad que se presenta como azoospermia y 

oligospermia que pueden ser transitorias o definitivas (29, 46, 47, 48).  

La inestabilidad genómica (GIN) comprende un amplio espectro de 

anormalidades que incluyen desde mutaciones puntuales hasta alteraciones 

cromosómicas. Dependiendo del tipo de defecto genómico que se presente se clasifica 

en: a) Inestabilidad cromosómica (CIN), pérdida o ganancia de uno o más cromosomas 

sin llegar a un set haploide completo (aneuploidía); b) Inestabilidad micro y mini-satélite 
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(MIN), que se refiere a contracciones y expansiones de secuencias de DNA repetitivas; 

y c) Rearreglos cromosómicos mayores (GCR), que son eventos que involucran 

defectos en el procesamiento y ligamiento genético de fragmentos de DNA, que llevan 

a deleciones, duplicaciones, inversiones, translocaciones y otras anormalidades 

estructurales (49). En diversos estudios se ha reportado la presencia de GIN in vitro 

como consecuencia de la exposición a radiación ionizante y agentes químicos (50-53).  

   

1.7. Antecedentes directos 

Existen muy pocos trabajos en los que se haya estudiado el efecto genotóxico de 

agentes quimioterapéuticos con o sin radioterapia en pacientes con LH cuyo régimen 

de tratamiento haya incluido el esquema MOPP. M’Kacher y cols. en 2003, realizaron 

Hibridación in situ con fluorescencia (FISH) con sondas de tinción completa para los 

cromosomas 1, 3 y 4 y observaron que inmediatamente después de finalizado el 

tratamiento, se presentaba un incremento en la frecuencia de aberraciones 

cromosómicas de tipo estructural, que incluían translocaciones recíprocas, dicéntricos, 

anillos y aberraciones complejas con un mínimo de tres o más rupturas en dos o más 

cromosomas; estas alteraciones permanecieron constantes por más de 2 años después 

de finalizado el tratamiento (54). Smith LM y cols. en 1992, utilizando FISH con sondas 

de tinción completa para el cromosoma 4, observaron que en los pacientes que fueron 

tratados con radioterapia y quimioterapia MOPP, 12 a 24 años antes del estudio, se 

incrementaba la frecuencia de translocaciones recíprocas que involucraban al 

cromosoma 4 (55). En un último estudio, realizado en 2001 por Bilban-Jakopin C y 

Bilban M, analizando cromosomas teñidos con Giemsa para la búsqueda de daño 

cromosómico estructural del tipo de rupturas cromosómicas, fragmentos acéntricos, 



23 

 

dicéntricos y anillos, encontraron un incremento significativo en la frecuencia de 

alteraciones estructurales, hasta 6 meses después de finalizar el tratamiento (56). 

Es importante mencionar, que gran parte del daño cromosómico que se detectó en 

estos estudios como resultado del tratamiento antineoplásico, fue principalmente de tipo 

desbalanceado es decir, hubo pérdida o ganancia de material, ya que es un tipo de 

daño evidente y que comúnmente se detecta en los estudios de este tipo. Sin embargo, 

se debe tomar en cuenta la importancia de la identificación de alteraciones 

cromosómicas estructurales de tipo balanceado, en donde no hay  pérdida o ganancia 

de material genético, ya que su detección es difícil y se trata de un tipo de daño que 

puede ser subletal pero altamente peligroso como cuando se presentan en células 

somáticas, donde frecuentemente se asocian con neoplasias secundarias al 

tratamiento. En este trabajo, se analizó este tipo de alteraciones cromosómicas como 

una herramienta para detectar daño genotóxico y que además, son alteraciones que se 

presentan en cáncer secundario relacionado a la terapia antineoplásica. En pacientes 

LH, la leucemia secundaria al tratamiento, principalmente leucemia mieloide aguda (t-

AML), constituye el 25% del cáncer que se desarrolla como resultado del tratamiento, 

por lo que la búsqueda de algunas de las alteraciones relacionadas a esta entidad, 

como las translocaciones recíprocas: t(9;22), t(8;21) y t(15;17), es de gran importancia 

para este grupo de pacientes (57, 58). Hasta ahora, nadie ha utilizado estas 

translocaciones como marcadores para detectar genotoxicidad derivada del 

tratamiento, en este grupo de pacientes. Esta estrategia puede generar información 

sobre la presencia de poblaciones celulares en vías de desarrollo de neoplasias, con 

rapidez, alta precisión y analizando el mayor número de células posibles. Además la 

información puede ser útil de manera individual, para realizar pronóstico o diagnóstico 
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temprano de neoplasia, con el consecuente beneficio de generación de conocimiento 

básico y aplicado a la clínica, al mismo tiempo. 

 En el presente trabajo, se detectó daño cromosómico desbalanceado y también 

balanceado haciendo énfasis en translocaciones, mediante citogenética convencional 

con bandeo GTG, PCR cuantitativo y PCR anidado, en linfocitos de sangre periférica de 

pacientes con LH que han recibido tratamiento antineoplásico que incluya el esquema 

MOPP (59). 

 

2. Objetivos  

2.1. Objetivo general 

 Determinar si el tratamiento MOPP/ABVP o D con o sin radioterapia, incrementa  la 

frecuencia de alteraciones cromosómicas numéricas y estructurales de tipo 

balanceado en linfocitos de sobrevivientes a linfoma Hodgkin. 

 

2.2. Objetivos particulares 

2.2.1. Análisis por citogenética convencional 

 Determinar si existen diferencias en la frecuencia de aneuploidías entre los grupos 

de pacientes con LH antes y después del tratamiento antineoplásico con el grupo de 

individuos sanos. 

 Determinar si la terapia anti-cáncer induce alteraciones cromosómicas estructurales, 

en sobrevivientes de LH. 

 Determinar si existen diferencias en la frecuencia de alteraciones cromosómicas 

numéricas y estructurales entre sobrevivientes de LH azoospérmicos y con 

producción de espermatozoides. 
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2.2.2. Análisis molecular 

 Determinar si el tratamiento con quimioterapia MOPP/ABVP o D con o sin 

radioterapia, incrementa la frecuencia de translocaciones cromosómicas de tipo 

balanceado en linfocitos de sobrevivientes a LH. 

 

3. Hipótesis 

El tratamiento antineoplásico utilizado para pacientes con linfoma Hodgkin induce 

alteraciones cromosómicas numéricas y estructurales de tipo balanceado en linfocitos 

de sangre periférica. 

 

4. Materiales y métodos 

4.1 Clasificación de la Investigación. 

En base a la clasificación de acuerdo a los ejes de trabajo se propone realizar un 

estudio: observacional, comparativo, transversal y prospectivo. 

 

4.2. Población de estudio.  

El tamaño de muestra fue a conveniencia, dependiendo de la posibilidad de captación 

de pacientes y del costo de los análisis por individuo. 

La población se dividió en dos grupos, uno para estudio citogenético y otro para estudio 

molecular: 

4.2.1 Para el análisis citogenético 

Se incluyeron 3 grupos de individuos: 

a) Un grupo de 11 individuos sanos 
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b) Un grupo de 5 pacientes de la clínica de sobrevivientes a LH del Instituto Nacional de 

Pediatría (INP) antes del tratamiento antineoplásico.   

c) Un grupo de 20 pacientes de la clínica de sobrevivientes a LH del INP que fueron 

tratados 2-17 años antes con quimioterapia  MOPP/ABVP/D con o sin radioterapia: 10 

azoospérmicos y 10 con producción de espermatozoides. 

 

4.2.2 Para el análisis molecular  

Se estudiaron 2 grupos de individuos: 

a) Un grupo de 14 individuos sanos 

b) Un grupo de 11 pacientes de la clínica de sobrevivientes a LH del INP tratados con 

quimioterapia  MOPP/ABVP/D con o sin radioterapia: 3 azoospérmicos y 8 con 

producción de espermatozoides. 

 

4.3. Criterios de Inclusión.   

Para individuos sanos: 

1.   Edad de 18 a 30 años 

2. Que aceptaron participar en el estudio voluntariamente y firmaron carta de 

consentimiento informado (anexo 1). 

3.  Que contestaron adecuadamente el cuestionario que se encuentra en el anexo 2. 

 

Para pacientes con LH antes del tratamiento: 

1. Pacientes diagnosticados con LH, siguiendo estrictos criterios clínicos y de 

laboratorio. 

2. Que no hubieran recibido ningún tipo de tratamiento antineoplásico. 
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3. Que aceptaron participar en el estudio voluntariamente y firmaron carta de 

consentimiento informado (anexo 1). 

4. Que contestaron adecuadamente el cuestionario que se encuentra en el anexo 2. 

 

Para sobrevivientes a LH tratados con MOPP/ABVP/D con o sin radioterapia:  

1. Pacientes que tenían por lo menos dos años de haber concluido la terapia 

antineoplásica  

2.  Edad de 18 a 30 años 

3. Que aceptaron participar en el estudio voluntariamente y firmaron carta de 

consentimiento informado (anexo 1). 

4. Que contestaron adecuadamente el cuestionario que se encuentra en el anexo 2. 

 

4.4. Criterios de Exclusión 

 Para individuos sanos: 

1. Que fumaran 10 o más cigarros al día. 

2. Que consumieran drogas. 

3. Que presentaran alguna enfermedad reproductiva, hormonal o urogenital, o algún 

tipo de cáncer. 

 

Para pacientes con LH antes del tratamiento: 

1. Que no cumpliera con los criterios clínicos y de laboratorio necesarios para ser 

diagnosticado como LH. 

2. Que hubieran recibido algún tipo de tratamiento antineoplásico. 
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Para sobrevivientes a LH tratados con MOPP/ABVP/D con o sin radioterapia:  

1. Que fumaran 10 o más cigarros al día. 

2. Que hubieran recibido alguna transfusión sanguínea durante los 6 meses previos al 

estudio. 

3. Que el paciente tuviera historia de recaída de cáncer primario o presentara algún 

cáncer secundario. 

  

4.5. Esquema de tratamiento para pacientes con LH 

Los pacientes incluidos en este estudio fueron tratados con: MOPP (mostaza 

nitrogenada 6mg/m2 días 1 y 8, Oncovin 1.5mg/m2 días 1 y 8, procarbazina 100mg/m2 

días 1-14 y prednisona 40mg/m2 días 1-14. Repetido cada 28 días), o el esquema 

combinado MOPP/ABVD/P (mostaza nitrogenada 6mg/m2 día 1, Oncovin 1.5mg/m2 día 

1, procarbazina 100mg/m2 días 1-7 y prednisona 40mg/m2 días 1-7; adriamicina 

25mg/m2 día 15, bleomicina 10U/m2 día 15, vinblastina 6mg/m2 día 15 y dacarbazina 

375mg/m2 día 15 o Prednisona 40mg/m2 día 15. Repetido cada 28 días) o régimen 

COPP (ciclofosfamida 600mg/m2 días 1 y 8, Oncovin 1.5mg/m2 días 1 y 8, procarbazina 

100mg/m2 días 1-14 y prednisona 40mg/m2 días 1-14. Repetido cada 28 días). Los 

pacientes que se analizaron recibieron uno de los siguientes 5 esquemas MOPP: 1) 

MOPP (9 ciclos), 2) MOPP combinado (4-8 ciclos)/ABVP (1-8 ciclos), 3) Mopp 

combinado (2-6 ciclos)/ABVD (3-8 ciclos), 4) MOPP combinado (6-8 ciclos)/COPP (1-3 

ciclos) y 5) MOPP combinado (1 ciclo)/COPP (1 ciclo)/ABVD (4 ciclos). El tratamiento 

con radioterapia consistió de 20-60 Gy con Co60 en área supradiafragmática (SD) y/o 

para-aórtica (PA).   
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4.6. Diseño experimental 

1. A cada individuo  se le solicitó donación de 20 ml de sangre periférica. 

2. Se hicieron alícuotas de cada muestra: 

La primera alícuota, sirvió para establecer un banco de DNA y RNA, para realizar el 

análisis molecular. La segunda alícuota, se utilizó para hacer cultivos celulares y 

obtener cromosomas en metafase y la tercera alícuota, se congeló para hacer un banco 

de células en nitrógeno líquido preservando la viabilidad. 

3. Se realizó un monitoreo de daño cromosómico numérico y estructural de la siguiente 

manera: 

a) Mediante análisis cromosómico con bandas GTG, se hizo un barrido completo del 

genoma para conocer el tipo de daño cromosómico que presentaban los pacientes con 

LH después de recibir el tratamiento antineoplásico. 

b) En base a lo obtenido mediante el análisis citogenético y tratando de establecer una 

manera más rápida y sensible de detectar principalmente alteraciones estructurales 

balanceadas, se utilizó PCR en tiempo real y PCR anidado, tomando como indicadores 

las translocaciones que se asocian con LANL: t(9;22), t(8;21) y t(15;17). El monitoreo se 

realizó sobre cDNA. Se decidió utilizar estas metodologías porque permiten detectar 

una mínima cantidad de células con rearreglos genómicos (de 1 célula con alteración 

en 105 células negativas, hasta 1 entre 106 células negativas), lo cual  es importante 

porque en individuos sanos se ha reportado la presencia de estos rearreglos con 

frecuencias basales muy bajas (60, 61, 62, 63).  
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4.7. Técnicas  

4.7.1 Cultivo celular y laminillas para estudio citogenético: 1ml de sangre periférica 

se sembró en 10ml de medio RPMI 1640 (Gibco, EUA) suplementado con suero fetal 

de bovino (Gibco, USA) al 10% y 0.2ml de fitohemaglutinina (Gibco,EUA). Los cultivos 

se incubaron a 37°C y fueron cultivados después de 48h. Para la cosecha, se 

agregaron 0.2ml de colchicina (1mg/ml; Sigma, EUA) durante 3h para lograr el arresto 

mitótico. Las células se trataron con solución hipotónica KCl (0.075M; Sigma, EUA) a 

37°C/25min; posteriormente las células se fijaron con una solución de metanol/ácido 

acético (v/v, 3:1; Merck, Alemania). Las células fijadas se gotearon sobre laminillas frías 

y se dejaron secar. Para obtener cromosomas con bandas GTG, las laminillas se 

trataron con una solución con 0.015g de tripsina (Gibco, EUA) y 0.01g de EDTA 

(Sigma, EUA), diluído en “buffer” sörensen (KH2PO4, Na2HPO4; Sigma, EUA). Los 

cromosomas se tiñeron con Giemsa (Gibco, EUA) al 5%. Cada laminilla se codificó por 

un investigador independiente para asegurar una lectura a doble ciego. 

 

4.7.2  Separación celular y cultivo para estudio molecular: 4 ml de sangre periférica 

se centrifugaron durante 30 min a 1500rpm para separar eritrocitos, células blancas y 

plasma. Tanto los eritrocitos como el plasma se congelaron para estudios posteriores. 

La capa de células blancas se diluyó en 4 ml de solución de Hanks (Gibco, EUA) y se 

agregaron a 4 ml de un gradiente de densidad Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, EUA) y se 

centrifugó 30 min/1500 rpm. Se obtuvo la capa de leucocitos y se hicieron dos lavados 

con solución de Hank. Dependiendo del número de células que se obtuvo, la muestra 

se congeló a -80°C en “buffer” de lisis (1ml de trizol por cada 5 X 106 células) 

(Invitrogen, EUA) para la posterior extracción de RNA. 



31 

 

4.7.3 Extracción de RNA: Se descongelaron las muestras, se agregaron 200l de 

cloroformo (Merck, Alemania) y se agitaron en vortex durante 15s y  se incubaron a 

temperatura ambiente durante 2-3min. Posteriormente, la muestra se centrifugó a 

11000 rpm/15min a 4ºC, se retiró la fase acuosa y se agregaron 500l de isopropanol 

frío (Gibco, EUA), se mezcló por inversión y se incubó a  -80ºC/1h o 4°C/24h. Se 

centrifugó a 11000 rpm/30min, y se quitó sobrenadante; se agregó 1ml de etanol frio 

(Merck, Alemania) al 75% y se resuspendió por inversión. Se centrifugó a 10000 

rpm/10min a 4ºC, se retiró sobrenadante y se dejó secar a temperatura ambiente 5-

10m;  el paquete de RNA, se disolvió en 50 l de agua libre de RNAsas (Invitrogen, 

EUA).   

 

 4.7.4 Cuantificación e Integridad: El RNA se cuantificó (ng/µl) en un 

espectrofotómetro (BioPhotometer, eppendorf) y la pureza fue evaluada mediante la 

relación 260nm/280nm: se utilizaron las muestras con una pureza ≥1.8. La integridad 

del RNA fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en “buffer” TBE 

1x, teñido con Bromuro de Etidio. 

 

4.7.5 Síntesis de cDNA: La síntesis de cDNA se realizó a partir de 1µg de RNA y se 

utilizó el kit “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis” de Roche. 

 

4.7.6  PCR GAPDH: Para conocer la calidad del cDNA y poder llevar a cabo la reacción 

de RT-PCR,  se realizó una reacción de PCR para GAPDH a partir de 2µl de cDNA. 

Para cada reacción, de 25µl se utilizaron: 2.5µl de ”buffer” 10x, 1.5µl de MgCl2 (50mM), 

0.5µl de “primers” (10mM), 0.5µl de dNTPs (10mM) y 0.2µl de Taq DNA pol l (10u/µl). 
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La reacción se llevó a cabo en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf) con 

las siguientes condiciones: Desnaturalización inicial a 94°C/2min; 28 ciclos de 

amplificación: desnaturalización 94°C/30s, alineamiento 62°C/30s y extensión 

72°C/30s, y una última fase de extensión a 72°C/5min.   Se realizó electroforesis en gel 

de agarosa al 2% en buffer TBE 1x, teñido con Bromuro de Etidio. 

 

4.7.7 PCR en tiempo real: Para la t(9;22) se utilizó un kit para cuantificación relativa: 

“LightCycler t(9;22) quantification” de Roche. Para la t(8;21) y t(15;17), se utilizó el kit 

“Light Mix for the detection of AML1-ETO t(8;21)” y “ LightMix for the detection of PML-

RARA mRNA” de Roche. 

Para la t(9;22), las reacciones fueron realizadas en capilares independientes y por 

duplicado. Para realizar los ensayos de cuantificación se utilizó un control positivo de 

expresión para la translocación (línea celular K562) y un control negativo (H 2 O); y a la 

par se corrió la reacción por separado para cada muestra, de un gen constitutivo 

(G6PDH) para crear la curva estándar (diluciones seriadas I – III) como control interno 

de reacción. Para un volumen final de reacción de 20μl se utilizaron: 6.2µl del “mix” de 

detección, 6.8µl de agua grado PCR, 2µl de mezcla de reacción 10x y 5µl de cDNA de 

cada una de las muestras. Las condiciones de reacción fueron las siguientes: 

Análisis Ciclos                Temperatura 

°C                 

     Tiempo 

     en seg  
 

Desnaturalización 

Ninguno 1  95        30  

PCR-Amplificación 

  

45 

Desnaturalización 95      1  

Cuantificación Alineamiento 64      10  

 Extensión 72     26  

Enfriamiento 

Ninguno 1  40      60  
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Para las t(8;21) y t(15;17), las reacciones fueron realizadas en capilares independientes 

y por duplicado. Para realizar los ensayos de cuantificación se utilizó un control positivo 

de expresión para cada translocación (diluciones seriadas 10-1 – 10-7), que además 

sirvió para crear la curva estándar y un control negativo (H 2 O), y a la par para cada 

muestra, se corrió la reacción por separado de un gen constitutivo (G6PDH) como 

control interno de reacción. Para un volumen final de reacción de 20μl se utilizaron: 4µl 

de la mezcla de reacción, 2.4µl de MgCl2, 6.6µl de agua grado PCR, 2µl de mezcla 

“Faststart” de detección y 5µl de cDNA de cada una de las muestras. Las condiciones 

de reacción fueron las siguientes: 

Análisis Ciclos                Temperatura 

°C  

     Tiempo   

Pre-Incubación 

Ninguno 1  95        10min  

PCR-Amplificación 

  

45 

 

 

 

 

 

 

1 

Desnaturalización 95      10s  

Cuantificación 

 

 

Alineamiento 55      20s  

 

 

 

Curvas Melting 

Extensión 

 

  Curvas Melting 

Desnaturalización 

Alineamiento   

Melting                    

72 

 

 

95 

5 

0.1/ 

 

    25s 

 

     

     0s 

     30s 

      0s 

 

 

Ninguno                           1                   Enfriamiento                      40                       60s 
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4.7.8 PCR anidado: Se utilizaron los siguientes “primers” para cada una de las 

translocaciones analizadas. 

 
Translocaciones 

 

“Primers”* 

t(9;22) BCR-b1-A 

GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC 

ABL-a3-B 

GTTTGGGCTTCACACCATTCC 

BCR-b2-C 

CAGATGCTGACCAACTCGTGT 

ABL-a3-D 

TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA 

ABL-a3-E3’ 

TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT 

t(8;21) AML1-A 

CTACCGCAGCCATGAAGAACC 

ETO-B 

AGAGGAAGGCCCATTGCTGAA 

AML1-C 

ATGACCTCAGGTTTGTCGGTCG 

ETO-D 

TGAACTGGTTCTTGGAGCTCCT 

AML1-E5’ 

TGGCTGGCAATGATGAAAACTACT 

 

t(15;17) 

 

PML-A1 

CAGTGTACGCCTTCTCCATCA 

PML-A2 

CTGCTGGAGGCTGTGGAC 

RARA-B 

GCTTGTAGATGCGGGGTAGA 

PML-C1 

TCAAGATGGAGTCTGAGGAGG 

PML-C2 

AGCGCGACTACGAGGAGAT 

RARA-D 

CTGCTGCTCTGGGTCTCAAT 

RARA-E3’ 

GCCCACTTCAAAGCACTTCT 

*Van Dongen JJM y cols.1999 (76). 
 
 
Para el primer PCR y un volumen de reacción final de 50μl, se utilizaron “primers” a 

400nM de concentración final, dNTP´s 200μm. PCR “buffer” 20mM, MgCl2: 2.5mM, 

enzima Taq Gold una unidad y 3μl de cDNA, bajo las siguientes condiciones: 

Desnaturalización inicial 95°C/30s; 35 ciclos de amplificación: desnaturalización 

94°C/30s, alineamiento 65°C/60s, extensión 72°C/60s. 
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Para el segundo PCR se repitieron las mismas condiciones y se tomaron 5μl de 

muestra del primer PCR. 

Para analizar los resultados se hicieron geles de agarosa al 3% en “buffer” TBE, teñido 

con Bromuro de Etidio. 

 

4.8. Análisis de resultados 

4.8.1 Análisis citogenético.  

En este estudio, como un primer abordaje de búsqueda de alteraciones cromosómicas, 

se realizó un análisis citogenético de genoma completo con una resolución de 10Mb, 

que permite detectar aberraciones cromosómicas estructurales y numéricas.  Se 

analizaron 1000 células en metafase por individuo y se obtuvo el cariotipo de 15 

metafases. Cada metafase se analizó con una resolución de 450-500 bandas (64), para 

detectar alteraciones cromosómicas. Para evitar falsos positivos de células con 

cromosomas perdidos o extra (aneuploidía), se aplicaron los siguientes criterios de 

lectura: a) las metafases analizadas debieron tener una adecuada separación de los 

cromosomas, b) se analizaron células no-adyacentes, y c) cuando se identificó alguna 

célula con alteraciones numéricas, a la par se analizaron las metafases que se 

encontraron a una distancia de 10 veces el tamaño del campo analizado, para 

corroborar la ausencia o presencia del cromosoma involucrado en la alteración de la 

célula original. Si el cromosoma se encontraba en alguna célula cercana, ninguna de 

las dos células se consideró como aneuploide. Se utilizó este estricto criterio de lectura, 

para evitar los artefactos que se pudieron haber presentado durante la preparación de 

las laminillas.  
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Las alteraciones estructurales, fueron detectadas al analizar el patrón de bandas G 

específico para cada cromosoma; se cuantificó daño cromosómico estructural inestable, 

como rupturas cromatídicas y cromosómicas, fragmentos acéntricos, rearreglos 

cromosómicos gruesos (GCR), como translocaciones, deleciones, inversiones, 

duplicaciones, marcadores cromosómicos y figuras complejas (3 o más rupturas en 2 o 

más cromosomas). 

4.8.2 Análisis molecular 

Para llevar a cabo el análisis de resultados mediante PCR tiempo real y PCR anidado, 

es necesario conocer las características génicas de las translocaciones seleccionadas. 

La t(9;22) da como resultado la fusión de la región 3’ del gen ABL1 sobre el cromosoma 

9 con la región 5’ del gen BCR en el cromosoma 22. Se han descrito varios transcritos 

de fusión BCR-ABL1 que son resultado de la localización en diferentes intrones, de los 

puntos de ruptura sobre el gen BCR. Sobre el gen ABL, el punto de ruptura siempre se 

localiza en la región intrónica entre los exones 1b y 2 (Figura 1A) (65). El kit utilizado 

para esta translocación, detecta principalmente las fusiones b3a2, b2a2 y e1a2, que 

abarcan más del 95% de las translocaciones descritas (Figura 1B) (66). 

 

    Figura 1. (A) Representación esquemática de la estructura exón/intrón de la fusión BCR-ABL1. Se muestran  
    las 3 principales fusiones resultado de la diferente localización de los puntos de ruptura sobre el gen BCR; el 
    punto de ruptura sobre el gen ABL1 no es variable. (B) Localización sobre el amplicón de los primers y sondas 
    utilizadas para detectar mediante PCR tiempo real, las fusiones b3a2, b2a2 y e1a2.   
   

Sondas Primers 

A 
B 
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Con respecto a la t(8;21), se caracteriza por la fusión génica ETO-AML1. En este caso, 

no se presentan puntos de ruptura alternativos por lo que sólo hay un tipo de transcrito, 

resultado de la fusión del exón 5 de AML1 en el cromosoma 21 con el exón 2 de ETO 

sobre el cromosoma 8 (Figura 2) (65, 66). 

 

               Figura 2. (A) Representación esquemática de la estructura exón/intrón de la fusión ETO-AML1.  
               (B) Se muestra el transcrito resultado de la exacta localización de los puntos de ruptura sobre  
               cada uno de los genes. 

 

Los dos genes que participan en la t(15;17), son PML en el cromosoma 15 y el gen 

RARA en el 17. El punto de ruptura sobre RARA siempre se da sobre el intrón 2, 

mientras que para el gen PML se han descrito 3 puntos de ruptura alternativos: bcr1, en 

el intrón 6; bcr2 en el exón 6 y bcr3 en el intrón 3, lo que da como resultado la 

presencia de 3 posibles productos de PCR para la fusión PML-RARA. El kit utilizado 

para su detección, permite caracterizar las 3 variantes por lo que queda cubierta casi al 

100% la probabilidad de presentarse (Figura 3) (65, 66). 

 
 

RNAm de fusión 

  

 

 

intrón 5 

    exón 2 
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     Figura 3. Se muestran los 3 transcritos resultado de la  localización alternativa de los  
     puntos de  ruptura sobre el gen PML  y ruptura sobre el gen RARA. 

 

4.8.3  PCR tiempo real 

Esta metodología se basa en la medición del aumento de señal fluorescente, la cual es 

proporcional a la cantidad de producto obtenido durante cada ciclo de PCR. Para la 

detección de translocaciones, se utilizaron primers específicos y sondas que consisten 

en dos oligonucleótidos diferentes que pueden alinearse con una secuencia interna del 

fragmento amplificado. Una sonda está marcada en el extremo 5’ con un fluoróforo rojo 

640 que para evitar su extensión y está fosforilada en el extremo 3’. La otra sonda está 

marcada en el extremo 3’ con fluoresceína. Al momento de hibridar con el molde de 

DNA, las dos sondas quedan muy cercanas, lo que da como resultado lo que se conoce 

como transferencia de energía por resonancia de fluorescencia (FRET) entre los dos 

fluoróforos. Durante esta transferencia de energía, el fluróforo donador (fluoresceína) es 

excitado por la fuente de luz del instrumento donde se lleva a cabo la detección  

(LightCycler Roche) y parte de esa energía se transfiere al fluoróforo aceptor (rojo 640), 

que emite la fluorescencia captada por el equipo (Figura 4). Por lo tanto, la 
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fluorescencia es detectada durante la fase de alineamiento del PCR y es proporcional a 

la cantidad de producto formado (67, 68). 

 

 

Para analizar los resultados obtenidos por RT-PCR se empleó el método de 

cuantificación relativa, en el cual se utilizan fórmulas aritméticas para calcular los 

niveles de expresión relativa de un gen blanco con respecto a uno de referencia de 

expresión constitutiva , que en este caso fue el gen G6PDH;  este grupo de genes 

codifican para proteínas cuya actividad es esencial para el mantenimiento de la función 

celular; la elección de este gen se obtuvo de datos bibliográficos y siguiendo las 

indicaciones del  kit utilizado para cada translocación (69, 70). 

Los niveles de expresión de G6PDH fueron utilizados como control endógeno de 

reacción, con el cual se normalizan los niveles de expresión del gen blanco. En la 

normalización, la cantidad del gen blanco, resultado de la fusión génica BCR-ABL, 

AML1-ETO y PML-RARA en cada muestra, es dividida entre la cantidad del gen de 

referencia (G6PDH), corrigiendo así las diferencias cualitativas y cuantitativas causadas 

por: 

 Las variaciones en la cantidad de muestra inicial  

Fluoróforo 
donador 
 

Fluoróforo 
aceptor 
 

Emisión de 
fluorescencia 
 

FRET 
 Figura 4. Mecanismo de acción de las sondas de 

hibridación. Se utilizan sondas de hibridación con un 
fluoróforo donador en el extremo 3´y otra con un fluoróforo 
aceptor en el extremo 5’. Durante la alineación, quedan 
muy cercanas y como resultado de FRET, se emite la señal 
fluorescente que será dependiente de la cantidad de 
producto formado durante el PCR.  
Tomado y modificado de Arya M y cols. 2005 (68). 

cDNA 
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 Posible degradación del RNA  

 Las variaciones en la carga de muestra o errores de pipeteo 

 Las variaciones en la eficiencia de la síntesis de cDNA 

Por lo tanto, la amplificación de secuencias de genes constitutivos tiene dos objetivos 

principales: determinar la disponibilidad del RNA relativamente intacto (cDNA) en la 

muestra y normalizar la cuantificación del transcrito blanco (71). 

Durante el curso de la reacción, los niveles de expresión de las fusiones génicas y del 

gen de referencia, son detectados por un programa de computadora que calcula la 

degradación de la fluorescencia y construye una gráfica de amplificación que contiene 

la información necesaria para la cuantificación del producto (Figura 5); las reacciones 

individuales se caracterizan por el ciclo de amplificación en el que la fluorescencia se 

eleva por encima de un umbral definido o fluorescencia de fondo,  parámetro conocido 

como ciclo umbral (Ct) o punto de cruce (Cp) así, entre mayor sea la cantidad de 

moléculas blanco en la muestra, menor será el Ct (72, 73). 
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ΔRn= Incremento de 

fluorescencia del producto  

 

Ct = Ciclo umbral 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Gráfica de amplificación de PCR en tiempo real. En el eje vertical se representa la cantidad de 

fluorescencia y en el eje horizontal el número de ciclos. El ciclo umbral o Ct, es el ciclo en el que se 

produce un cambio significativo en la fluorescencia y se utiliza durante la fase exponencial de la curva 

para la cuantificación. Tomada y modificada de Arya y cols. 2005 (68). 

 

El método comparativo Ct, fue aplicado para determinar los niveles de expresión 

relativa de los genes de interés: Primero, se calcula la diferencia en Ct (ΔCt), entre el 

gen blanco y el gen de referencia, tanto para el paciente como para el calibrador (línea 

celular positiva). Segundo, se calcula la diferencia de ΔCt entre el paciente y el 

calibrador (ΔΔCt=ΔCtmuestra – ΔCtcalibrador). Por último, mediante la fórmula 2 –ΔΔCt, se 

calcula la cantidad normalizada de gen blanco relativo al calibrador (74). 

Para determinar la sensibilidad y eficiencia de la reacción, se hicieron diluciones 

seriadas  (10-1 – 10-7 ) de G6PDH o del calibrador (línea celular positiva para la 

alteración) tanto para cada una de las fusiones génicas como para el gen constitutivo, y 

se construyó una curva estándar, para la cual se graficó el valor logarítmico de la 

concentración contra el valor Ct (75), lo que  permitió obtener el error y eficiencia de 

amplificación relacionado a cada una de las fusiones estudiadas en este trabajo (74). 

Tomando en cuenta los resultados obtenidos de nuestra curva estándar, se trabajó con 

la muestra sin diluir. 
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4.8.4  PCR anidado 

Para realizar el PCR anidado se utilizaron dos pares de “primers” para cada 

translocación. En los tres casos se utilizó además otro “primer” como control de PCR, 

para confirmación de positividad o exclusión de falsos positivos, quedando el juego de 

de la siguiente manera: A – B + C – E3’ o E5’ – D (Figura 6) (76).  

                     
        
       Figura 6.  Diseño de primers para PCR anidado. (A) Dos primers externos A+B,  
       dos primers internos C+D y un primer control E3’. (B) Con puntos de ruptura  
       alternativos, se utilizaron primers extra B y D y el primer control E5’.  

 

Para determinar la dilución con la que se trabajaría durante los experimentos, para 

cada translocación se realizaron diluciones de cDNA de una línea celular positiva para 

cada una de ellas: para la t(9;22), se utilizó la línea celular K562; para la t(8;21), 

KASUMI-1 y la línea celular NB4 para la t(15;17) (76). 

Para analizar los resultados en geles de agarosa, el tamaño de los productos esperado 

para cada translocación fue:  
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 A + B A – B + C – D E3’/E5’ + C 

Tamaño del 
producto en pb 

   

 
K562 

417 360 424 

 
KASUMI-1 

395 260 338 

 
NB4 

381 214 470 

 

 

4.8.5 Análisis estadístico 

Los cálculos se realizaron utilizando el programa estadístico SPSS 16.0 (SPSS, 

Chicago, IL). Para comparar la frecuencia de aneuploidías, rupturas y GCR entre pares 

de grupos, se utilizó la prueba no-paramétrica U-Mann-Whitney, y la prueba de Kruskal-

Wallis se utilizó para la comparación entre grupos. Se realizó un análisis de regresión, 

tomando en cuenta edad del paciente, ciclos de quimioterapia, estadio de LH, años 

después del tratamiento y GCR. Todas las pruebas se consideraron estadísticamente 

significativas si p<0.05. 

 

5. RESULTADOS 

5.1 Análisis citogenético 

5.1.1 Población de estudio 

Se estudiaron un total de 31 individuos, que incluyen 11 individuos sanos con un rango 

de edad de 18 a 28 años y 20 pacientes con LH que recibieron tratamiento 

antineoplásico: 10 con producción de espermatozoides, con un rango de edad de 18 a 

27 años y 10 azoospérmicos, con un rango de edad de 16 a 38 años; la edad de los 

individuos de cada grupo fue similar, excepto dos pacientes que al momento del estudio 
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tenían más de 35 años de edad. Todos los pacientes recibieron quimioterapia que 

incluía MOPP solo o combinado (Tabla 1). El tiempo medio entre el último tratamiento y 

el estudio fue de 10.8 años (rango, 2-17 años). El tratamiento con radioterapia lo 

recibieron 6 de 20 pacientes (Tabla 1). 

Ninguno de los pacientes LH estudiados estuvo expuesto a agentes clastogénicos o 

aneugénicos, ya sea de previos tratamientos o hábitos personales.  
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a Todos los pacientes irradiados tuvieron protección gonadal con placas de plomo. SD, Supradiafragmática; PA, Para-aórtica. 

 

 

 
 
 
Tabla 1. Características del grupo de estudio     

 
Código  

 
LH 

estadio 

 
Edad a la 
toma de la 
muestra 

 
Quimioterapia/Ciclos 

 
Radioterapia/ 

Gysa 

 
Años 

después del 
tratamiento 

 
Individuos sanos (Grupo I) 
NL4-01                                              20    
NL7-01                                               20    
NL8-01                                               20    
NL9-02                                               20    
NL10-02                                             20    
NL11-03                                             18    
NL12-03                                             21    
NL13-03                                             20    
NL14-03                                             24    
NL16-03                                             25    
NL18-03                                             28 

 
   

Pacientes LH sin tratamiento antineoplásico (Grupo II) 
Pre-Tx35-04              IVB               23                                                 
Pre-Tx39-04              IVB               28 
Pre-Tx45-04              IIB                52 
Pre-Tx51-04              IIA                20 
Pre-Tx52-04              IIA                16 
Pacientes LH con tratamiento antineoplásico (Grupo III) 
Con espermatozoides (Grupo IIIa) 
MOPP5-02 III 20 MOPP/8 ABVP/5 SD/35 13 
MOPP7-02 III 20 MOPP/5 ABVP/4 SD/42  PA/25 12 
MOPP12-02 III 18 MOPP/5 ABVP/4 SD/60  PA/20 15 
MOPP19-02 IIIB 27 MOPP/6 ABVD/6 NO 13 
MOPP21-02 IIIB 20 MOPP/6 ABVP/6 PA/30 13 
MOPP23-02 I 19 MOPP/5 ABVP/1 SD/20 13 
MOPP24-03 I 15 MOPP/10 ABVP/5 SD/20 15 
MOPP29-03 III 19 MOPP/1 COPP/1 ABVD/4 SD/21.6 PA/21.6 8 
MOPP31-03 IIA 22 MOPP/4 ABVD/4 SD/35 17 
MOPP36-04 III 18 MOPP/2 ABVD/8 SD/21.6 P A/21.6 7 
Azoospérmicos (Grupo IIIb) 
MOPP1-01 IV 19 MOPP/7 COPP/3 NO 9 
MOPP9-02 IV 20 MOPP/8 ABVP/8 NO 12 
MOPP13-01 II 16 MOPP/6 COPP/1 SD/36 10 
MOPP15-01 IV 17 MOPP/8 COPP/1 SD/40 PA/40 10 
MOPP22-02 III 20 MOPP/4 ABVP/5 SD/45 PA/30 11 
MOPP26-03 IIIA 16 MOPP/4 ABVD/3 SD/25.2 2 
MOPP28-03 IIA 17 MOPP/3 ABVD/3 NO 9 
MOPP30-03 IIB 38 MOPP/4 ABVD/3 NO 7 
MOPP41-04 IVB 24 MOPP/9 NO 16 
MOPP43-04 IIIB 20 MOPP/6 ABVD/6 SD/25 PA/21.6 10 
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5.1.2  Aneuploidías en sangre periférica de pacientes MOPP e individuos sanos 

Las aneuploidías se encontraron en todos los grupos estudiados. Para cada grupo, la 

media de CIN por 1,000 células analizadas de cada individuo fueron: Grupo I, 20.3; 

Grupo II, 11.6; y Grupo III, 22.2, sin diferencia estadística significativa (Tablas 2 y 3).  

 

Tabla 2. Frecuencia de aneuploidías/1,000 células en individuos sanos y pacientes LH 

IC, Intervalos de confianza 

 

Los cromosomas que estuvieron involucrados con mayor frecuencia en trisomías, 

fueron el 21 y el Y, seguido por el 5 y X. Los que se perdieron con mayor frecuencia 

fueron el 21, 22 y Y, seguido por los cromosomas 12, 18, 19 y 20. En general, los 

cromosomas de los grupos A, B, C y el X, se perdieron pocas veces en los grupos 

estudiados, mientras que los cromosomas acrocéntricos de los grupos D, G y el Y,  se 

perdieron con mayor frecuencia (Gráfica 1). 

 

 

 

 

 

 

Código Hipodiploidías 
Media (95% IC) 

Hiperdiploidías             
Media (95% IC) 

Aneuploidías totales            
Media (95% IC) 

 
Grupo I  

 
19.8 (10.9 – 28.6) 

 
0.55 (0 – 1.2) 

 
20.3 (11.5 - 29.1) 

 
Grupo II  

 
11.2 (0.18 – 22.2) 

 
0.4 (0 – 1.5) 

 
11.6 (0.47 – 22.7) 

 
Grupo III 

 
21.7 (13.2 – 30.2) 

 
0.5 (0.11 – 0.89) 

 
22.2 (13.6 – 30.8) 
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Tabla 3. Frecuencia de alteraciones cromosómicas numéricas y estructurales por grupoa 

  a Frecuencias por 1,000 células    
  b valor p obtenido con la prueba  Kruskal-Wallis, al comparar la media de la frecuencia de aberraciones/individuo 
     entre los tres grupos estudiados. 
    c Rupturas cromosómicas y cromatídicas 
    d Número de eventos/célula= Número total de rupturas cromosómicas por célula. En el caso de cromosomas marca 
    dores sin caracterización específica, , se asumió que se presentaban dos rupturas por marcador. 
    CIN= Inestabilidad cromosómica (aneuploidía), IC= intervalo de confianza, GCR= rearreglos cromosómicos mayores 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tipo de alteración 

Grupo I   
Individuos sanos 

Grupo II 
Pacientes LH 

Pre-tratamiento 

Grupo III 
Pacientes LH 

Post-tratamiento 

 
Valor Pb 

 
Aneuploidías (CIN) 

Media (95% IC) 

 
20.3 (11.5 – 29.1) 

 
11.6 (0.47- 22.7) 

 
22.2 (13.6 – 30.8) 

 
0.55 

Aberraciones 
estructurales 
(Rupturasc) 

Media (95% IC) 

 
 

0.73 (0 - 1.47) 

 
 

0.2 (0 - 0.76) 

 
 

1.95 (0.8 – 3.1) 

 
 

0.13 
 

GCR 
Media (95% IC) 

 
0.18 (0 – 0.59) 

 
0 

 
6 (1.37 – 10.6) 

 
0.002 

 
Células con GCR 
Media (95% IC) 

 
0.18 (0 – 0.59) 

 
0 

 
2.05 (0.9 – 3.2) 

 
0.002  

Rupturas 
cromosómicas/ 

GCRd 

Media (95% IC) 

 
0.36 (0 – 1.17) 

 
0 

 
11.9 (3 – 20.9) 

 
0.002  
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Gráfica 1. Frecuencia de hipodiploidías e hiperdiploidías por cromosoma en los tres 
grupos estudiados   

 

            

  
 

 

5.1.3  Rupturas cromosómicas y GCR en sangre periférica de pacientes MOPP e 

individuos sanos 

Las rupturas se detectaron en 4 de 11 individuos del grupo I, en 1 de 5 individuos del 

grupo II y en 12 de 20 del grupo III (Tablas 3 y 4). Los GCR se presentaron en 1 de 11 

individuos sanos y en 13 de 20 pacientes post-tratamiento; no se encontraron en ningún 

paciente LH pre-tratamiento. La frecuencia de individuos con GCR mostró diferencia 

significativa entre los tres grupos (P = 0.005), así como la frecuencia de GCR/1,000 

células analizadas entre grupos (P = 0.002) (Tablas 3 y 4). Una de las alteraciones 

encontrada en el grupo I, es una translocación entre los cromosomas 7 y 14, lo cual se 

ha encontrado en individuos sanos con una frecuencia de 1/44 (77). 

 1    2    3   4    5    6    7    8    9  10  11  12 13  14  15  16  17  18 19  20  21  22  X    Y 
                                                           
 
                                                             CROMOSOMAS 

Hipodiploidías 

Hiperdiploidías 
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Dentro del grupo III, 13 pacientes tuvieron niveles de GCR con un rango desde 1-8 

células con alteraciones, 4 de estos pacientes presentaron sólo una célula aberrante 

cada uno, mientras que 9 pacientes tuvieron múltiples células aberrantes en donde se 

involucraban diferentes cromosomas y sólo un paciente (MOPP28) mostró un evento 

clonal, en donde tres células tenían la misma alteración: del(17)(p11.2) (Tabla 4). Estos 

hallazgos, son consistentes con el amplio rango de eventos de rupturas de DNA que se 

encontraron, desde 8 hasta 32 eventos por célula.  

El tipo de aberraciones cromosómicas que se han visto asociadas a la radiación, 

incluyen principalmente cromosomas dicéntricos, los cuales no se observaron en este 

estudio. No se encontraron diferencias en la frecuencia de rupturas y GCR al comparar 

el grupo de pacientes que recibieron quimioterapia vs los que no recibieron radioterapia 

junto con el tratamiento MOPP y tampoco al comparar el grupo de pacientes con 

espermatozoides vs el grupo de azoospérmicos. El análisis de regresión mostró que la 

frecuencia de GCR, no se ve afectada al considerar el tiempo transcurrido desde el 

último tratamiento (P=0.382). 
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Tabla 4. Frecuencia de aberraciones cromosómicas estructurales por 1,000 células 
 

Código 
Rupturasa 

Chs    Cht 
Rearreglos cromosómicos grandes (GCR) 

  GCR no-balanceado                GCR balanceado             CAb           Evc 

Inviduos sanos GRUPO I 
NL4-01 0 0   0 0 
NL7-01 2 1   0 0 
NL8-01 0 1   0 0 
NL9-02 1 1   0 0 
NL10-02 0 0   0 0 
NL11-03 0 0   0 0 
NL12-03 0 0   0 0 
NL13-03 0 2 46, XY, del(17)(p?) 

 
 
46, XY, t(7;14)(q34;q11) 

1 
1 

2 
2 

NL14-03 0 0   0 0 
NL16-03 0 0   0 0 
NL18-03 0 0   0 0 
Frecuencia/1,000 
células 

0.73 0.18 0.18 0.36 

 Pacientes pre-tratamiento GRUPO II 
Pre-Tx35-04 d 0 0   0 0 
Pre-Tx39-04 d  0 0   0 0 
Pre-Tx45-04 0 0   0 0 
Pre-Tx51-04 1 0   0 0 
Pre-Tx52-04 0 0   0 0 
Frecuencia/1,000 
células 

0.2 0 0 0 

Pacientes LH post-tratamiento/con espermatozoides GRUPO IIIa 
MOPP5-02 2 3   0 0 
MOPP7-02 0 0 46, XY, add(20)(p?)                    1 2 
MOPP12-02 2 0 46, XY, add(1)(p?) 

t(2;9)(?;?) 
 1 4 

MOPP19-02 e 2 0 45, múltiples alteraciones 
47, XY, +mar 
 

 
 
45, XY, inv(1)(p22p36.3), -
21 

1 
2 
1 

38 
4 
2 
 

MOPP21-02 4 1  46, XY, inv(20)(p11.2p12) 1 2 
MOPP23-02 0 0 46, XY, -20, del(7)(q35) 

, +mar 
47, XY, +mar 

 1 
 
1 

4 
 

2 
MOPP24-03 4 2 45, XY, t(9;17) 

47, XY, +mar 
46, XY, del(6)(q24?) 
46, XY, múltiples alt. 
46, XY, del(17)(q25) 
46, XY, múltiples alt. 

 
 
 
 
 
46, XY, inv(11) 
46, XY, t(4;9)(p16;q32) 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

   1 
1 

2 
2 
2 
4 
2 
4 

    2 
2 
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MOPP29-03 

 
0 

 
0 

 
48, XY, t(1;2)(q21;q35), 
del(21)(q11.2q21),+mar1, 
+mar2 

46, XY, inv(12)(p11.2q24.3) 
48, XY, t(1;2)(q21;q35), 
del(21)(q11.2q21),+mar1, 
+mar2 

1 
 
1 

2 
 

8 

MOPP31-03 0 0   0 0 
MOPP36-04 

 
0 1 48, múltiples alt., 

+ 1dmin 
46, XY, del(X)(q28) 
 

 
 
 
46, XY, inv(14)(q11.2q32) 

1 
 
1 
1 

32 
 

2 
2 

Subtotal Grupo IIIa 
Frecuencia/1,000 
células 

2 6.2 2.2 12.4 

Pacientes LH post-tratamiento/azoospérmicos GRUPO IIIb 
MOPP1-01 e 1 0   0 0 
MOPP9-02 e 1 0   0 0 
MOPP13-02 3 4   0 0 
MOPP15-02 4 3   0 0 
MOPP22-02 1 0 45, XY, pbe. t(2;12) 

(q37;q13), -12, -19,  
-19, -20, +mar1,+mar2, 
+mar3 
44, múltiples alt. 
45, X, múltiples alt. 
45, XY, -8, -10, +mar 

 1 
 
 
 
1 
1 
1 

8 
 
 
 

9 
11 
2 

MOPP26-03 2 0 46, XY, -12, +mar 
44, Y, múltiples alt. 
46, XY, múltiples alt. 
48, Y, múltiples alt. 
48, XY, +mar1, +mar2 
46, Y, -17, +mar1, +mar2 
47, XY, múltiples alt. 
46, XY, múltiples alt. 

 1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

2 
13 
11 
18 
4 
4 
10 
9 

MOPP28-03 e 0 0 46, XY, 
del(17)(p11.2p11.2) 

 3 6 

MOPP30-03 e 0 0  46, XY, t(5;5)(q21;q31) 
46, XY, t(1;3)(p10;q10) 
46, XY, t(6;19)(q15;p13.3) 

1 
1 
1 

2 
2 
2 

MOPP41-04 e 0 0   0 0 
MOPP43-04 0 0 47, XY, +mar  1 2 
Subtotal Grupo IIIb 
Frecuencia/1,000 
células 

1.9 5.8 1.9 11.5 

Total  Grupo III 
 

1.95 6 2.05 11.9 

a  Rupturas= Chs rupturas cromosómicas, Cht rupturas cromatídicas   b Número de células anormales con la misma alteración cromosómica estructural  
cNúmero de eventos/célula= total del número de rupturas cromosómicas por célula. En el caso de cromosomas marcadores sin caracterización 
específica, se asumió la presencia de dos rupturas por marcador.d Pacientes Pre-Tx35-04 y Pre-Tx39-04 presentaron alteraciones relacionadas con LH: 
del(7)(q36)[3] y del(21)(q22)[15], respectivamente.  e Pacientes tratados solo con quimioterapia 
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5.2. Análisis molecular 
 
Tomando en cuenta los resultados del estudio citogenético, en donde se observó una 

alta frecuencia de GCR y considerando la importancia de la detección de alteraciones 

cromosómicas de tipo balanceado, en esta segunda parte del trabajo, se utilizaron las 

translocaciones t(9;22), t(8;21) y t(15;17), debido a que además de servir como 

marcadores de daño genotóxico resultado del uso de agentes antineoplásicos, tienen 

una relación importante con el tipo de leucemia secundaria al tratamiento (t-AML) que 

se genera en pacientes LH (58). Este grupo de pacientes, al recibir tratamiento con 

agentes alquilantes, como la mostaza nitrogenada y la procarbazina, incluidos en el 

esquema MOPP e inhibidores de la topoisomerasa II como la adriamicina, dentro del 

esquema ABVD, pueden desarrollar t-AML, que en un 15 a 20% de los casos, se 

caracteriza por la presencia de alteraciones balanceadas como translocaciones (58), 

por lo que la siguiente parte del trabajo, se enfocó en la búsqueda de las 

translocaciones más representativas mediante dos diferentes metodologías 

moleculares.  

 
5.2.1 Población de estudio 
 

Se estudiaron un total de 25 individuos, que incluyen 14 individuos sanos con un rango 

de edad de 18 a 28 años y 11 pacientes con LH que recibieron tratamiento 

antineoplásico: 8 con producción de espermatozoides, con un rango de edad de 15 a 

40 años y 3 pacientes azoospérmicos, con un rango de edad de 18 a 36 años. Es 

importante mencionar que solamente a un paciente (MOPP24), se le pudo realizar el 

análisis por citogenética convencional y el estudio molecular. Todos los pacientes 

recibieron quimioterapia que incluía MOPP solo o combinado; el tiempo medio entre el 
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último tratamiento y el estudio fue de 12.3 años (rango, 9-19 años); el tratamiento con 

radioterapia lo recibieron 10 de 11 pacientes (Tabla 5). 

Ninguno de los pacientes LH estudiado estuvo expuesto a agentes clastogénicos o 

aneugénicos, ya sea de previos tratamientos o hábitos personales.  
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Tabla 5. Características del grupo de estudio     

 
Código  

 
LH estadio 

 
Edad a la 
toma de la 
muestra 

 
Quimioterapia/Ciclos 

 
Radioterapia/ 

Gysa 

 
Años después 

del 
tratamiento 

 
Individuos sanos (Grupo I) 
NL8                                              20    
NL11                                              18    
NL20                                               25    
NL26                                               19    
NL27                                             25    
NL28                                             25    
NL29                                             27    
NL30                                             28    
NL31                                             23    
NL32                                             24    
NL34  20    
NL35  27    
NL36  24    
NL38  26    
      
Pacientes LH con tratamiento antineoplásico (Grupo II) 
Con espermatozoides (Grupo IIa) 
MOPP17                     III                25                   MOPP/6 ABVD/6                       NO                          9 
MOPP24 I 15  MOPP/10 ABVP/5 SD/20 15 
MOPP59 IIB 20 MOPP/8 ABVP/5 SD/35 14 
MOPP81 III 18 MOPP/2 ABVD/4 SD/15.8  PA/21.6 9 
MOPP105 IA 29 MOPP/3 ABVD/3 SD/40  11 
MOPP106 IA 24 MOPP/3 ABVD/3 PA 17 
MOPP114 IIIA 40 MOPP/5 20.6/SD 19 
MOPP158 IV 22 MOPP/4 ABVD/7 21.6/SD 12 
Azoospérmicos (Grupo IIb) 
MOPP8 III 19 MOPP/4 ABVD/8 21.6/SD 9 
MOPP20 
 

 
III 

 
18 

 
        MOPP/2 ABVD/8 

 
25/SD  

 
9 

MOPP129 II 36 MOPP/6 SD/40 PA/41.7 12 
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5.2.2  Obtención de cDNA 
 
En la figura 8, se muestra como ejemplo, el corrimiento en gel de agarosa del RNA 

obtenido de pacientes MOPP e individuos sanos, a partir del cual se obtuvo cDNA para 

llevar a cabo las reacciones de PCR. 

  

   M20         M59           M129               M24                              M81                M106                 M8       NL11   34     35     36   NL 28        

 
Figura 8. Gel de agarosa al 1% para RNA, teñido con bromuro de etidio.  
 
A partir de RNA con buena calidad e integridad, se sintetizó cDNA y posteriormente se 

hizo PCR para GAPDH, con los resultados obtenidos, se decidió con qué muestras se 

trabajarían las posteriores reacciones  de PCR tiempo real y anidado (Figura 9).  

 

                                 
          Figura 9. Gel de agarosa al 2% para los productos de GAPDH, teñidos con BrEt 

 XII I         NL30  29    36     34     11     35     31      28               20 

     M14     M81   M8   M24  M105  M129  M106  

 

 RNAr 28s 

 

RNAr 18s 

250pb 

250pb 
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5.2.3 PCR tiempo real t(9;22) 
 
Utilizando la línea celular positiva K562, se obtuvo la curva estándar (I-III), para trabajar 

con la dilución adecuada en cada reacción tanto para la fusión BCR-ABL1 como para el 

gen G6PDH. Posteriormente se hizo el análisis de ambos genes para cada paciente 

MOPP e individuo sano. En la figura 10, se muestran los resultados obtenidos al 

realizar PCR tiempo real para la t(9;22).   

 

 

Figura 10. PCR tiempo real t(9;22). A)  Gen G6PDH positivo para individuos sanos; B) Gen 
G6PDH positivo para pacientes MOPP; C) t(9;22) negativa para individuos sanos y D) t(9;22) 
negativa para pacientes MOPP. 

 
 

Tanto para el grupo de individuos sanos como pacientes MOPP, el análisis para la 

t(9,22) fue negativo; mientras que para G6PDH, que se trata de un gen que se expresa 

constitutivamente (78) y la línea celular K562, positiva para la fusión BCR-ABL1, como 

se esperaba los resultados fueron positivos. 
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5.2.4 PCR tiempo real t(8;21) 
 
Utilizando la línea celular positiva Kasumi, se obtuvo la curva estándar (dilución 101 – 

107). Posteriormente se hizo el análisis para cada paciente MOPP e individuo sano, 

tanto para la fusión problema como para el gen constitutivo (G6PDH). En la figura 11, 

se muestran los resultados obtenidos al realizar PCR tiempo real para la t(8;21).   

        
    

Figura 11. PCR tiempo real t(8;21). A) Gen G6PDH positivo para individuos sanos; B) Gen 
G6PDH positivo para pacientes MOPP; C) Curva estándar para diluciones 101 – 107 de línea 
celular positiva Kasumi y t(8;21) negativa para individuos sanos y E) t(8;21) negativa para 
pacientes MOPP. 

 
 

Los resultados fueron negativos para la t(8;21) en pacientes MOPP e individuos sanos;  

el gen G6PDH y la línea celular Kasumi positiva para la fusión ETO-AML1, fueron 

positivos. 

 
5.2.5 PCR tiempo real t(15;17) 
 
Se obtuvo la curva estándar (dilución 101 – 107) utilizando la línea celular NB4, positiva 

para la translocación PML-RARA y se hizo el análisis para cada paciente MOPP e 
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individuo sano, tanto para la fusión problema como para el gen G6PDH. En la figura 12, 

se muestran los resultados obtenidos al realizar PCR tiempo real para la t(15;17). 

 

Figura 12. PCR tiempo real t(15;17). A) Curva estándar para diluciones 101 – 107 de línea 
celular positiva NB4; B) Gen G6PDH positivo para individuos sanos; C) Gen G6PDH positivo 
para pacientes MOPP; D) t(15;17) negativa para individuos sanos y E) t(15;17) negativa para 
pacientes MOPP.   

 

En ambos grupos los resultados fueron negativos para la t(15;17) y tanto para G6PDH 

como para la  línea celular NB4,  los pacientes MOPP y el grupo de  individuos sanos,   

fueron positivos. 

 
Con los resultados obtenidos con PCR tiempo real, se decidió utilizar una técnica con 

mayor sensibilidad para la detección de este tipo de alteraciones, por lo que en el 

mismo grupo de pacientes MOPP e individuos sanos, se realizó PCR anidado para las 

mismas translocaciones. 
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5.2.6 PCR anidado t(9;22) 

La primera prueba de estandarización de la metodología se hizo utilizando la muestra 

de un paciente positivo para la t(9;22), la línea celular K562 y un control negativo. Se 

hicieron también diluciones de K562 (1/10 – 1/1000), para conocer el rango de 

detección de células alteradas con esta metodología (Figura 13). El tamaño de los 

productos en pares de bases que se esperaba para cada par de “primers” utilizado, 

fueron los siguientes: 

 

 A + B C + D A + B 
+ 

C + D 

C + E3’ 

p210  
b3 – a2 

417 360 360 424 

p210 
b2 – a2  

342 285 285 349 

p210 
b3 – a3 

243 186 186 250 

p210 
b2 – a3 

168 111 111 175 
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Figura 13. PCR anidado t(9;22). a) Esquema que muestra 
el tamaño de los productos para K562 y pacientes positivos 
a la alteración (76); b) Gel de agarosa al 3% para productos 
de segundo PCR para K562, paciente positivo para t(9;22) y 
control negativo.  

 
 

Una vez estandarizada la reacción, se hizo PCR para pacientes MOPP e individuos 

sanos, encontrándose los siguientes resultados: 

                               

Figura 14. Gel de agarosa al 3% para productos de 
segundo PCR para K562 y pacientes MOPP.  

360pb 
 

424pb 
 

50pb 
DNA 
ladder 

C- C- 
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En la figura 14, se puede observar que para los pacientes M24 y M59, al realizar la 

segunda PCR con los pares de primers C+D y C+E3’, se encontraron resultados 

positivos para la t(9;22). La misma reacción se repitió para corroborar este hallazgo. 

Es importante mencionar que el tamaño de los productos obtenidos para los pacientes 

M24 y M59, pueden diferir en algunos pares de bases con respecto a K562 y entre 

ellos, debido a que como se mencionó en el análisis de resultados, se trata de una 

translocación con puntos de ruptura alternativos, la línea celular K562 tiene productos 

de PCR de tamaños específicos para cada par de “primers”, pudiendo ser diferentes a 

las que presentan los pacientes analizados (76). 

Para el paciente M59 se obtuvo una nueva muestra al año del estudio y no se 

encontraron células positivas para la translocación; para el paciente M24 se 

obtuvieron dos nuevas muestras, al año y dos años del primer estudio y no se 

encontraron células positivas mediante PCR anidado e hibridación in situ con 

fluorescencia (FISH), utilizando sondas de secuencia única específicas para los genes 

BCR-ABL1. 

5.2.7 PCR anidado t(8;21) 

Se estandarizó la metodología utilizando la línea celular positiva Kasumi y un control 

negativo (Figura 15). El tamaño (pb) esperado para los productos de PCR para esta 

translocación fueron: 

 A + B C + D A + B 
+ 

C + D 

D + E5’ 

 395 260 260 338 
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Figura 15. PCR anidado t(8;21). a) Esquema que muestra el 
tamaño de los productos de PCR para Kasumi con diluciones 
y pacientes positivos a la translocación (76); b) Gel de 
agarosa al 3% para productos de segundo PCR para Kasumi 
y control negativo.  

 
El resultado para los pacientes MOPP e individuos sanos, fue negativo en todos los 

casos. 

 
5.2.8 PCR anidado t(15;17) 
 
Para la estandarización de la metodología, se utilizó la línea celular positiva  NB4 y un 

control negativo como control de reacción (Figura 16). El tamaño (pb) esperado de los 

productos de PCR fueron: 
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 A1 + B C1 + D A1 + B 
+ 

C1 + D 
bcr1 381 214 214 

bcr2 345 178 178 

bcr3 __ 376 289 

 
 

 
 

Figura 16. PCR anidado t(15;17). a) Esquema 
que muestra el tamaño de los productos de PCR 
para NB4 y pacientes positivos para la 
translocación (76); b) Gel de agarosa al 3% para 
productos de segundo PCR para NB4.  

 
 

Tanto para el grupo de pacientes MOPP como para el de individuos sanos, los 

resultados de PCR anidado para la t(15;17) fueron negativos. 
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6. DISCUSIÓN 

6.1. Análisis citogenético 

Como resultado del estudio citogenético, no se encontró ningún cariotipo con alguna 

alteración constitucional.  En cuanto a genotoxicidad, se observó una alta frecuencia 

de GIN, principalmente GCR hasta 17 años después de finalizado el tratamiento con 

MOPP con o sin radioterapia. Sin embargo, a pesar de que la búsqueda se dirigió a 

aberraciones de tipo estructural, en todos los grupos se encontraron aberraciones 

cromosómicas numéricas (CIN); aunque no se encontró diferencia significativa entre 

los grupos estudiados, se observó un pequeño incremento en los sobrevivientes a LH, 

que puede estar relacionado directamente con la presencia de compuestos 

aneugénicos dentro del esquema de quimioterapia que recibieron estos pacientes , 

como la vincristina y vinblastina (79, 80, 81). En cuanto a las alteraciones 

estructurales, se encontró un incremento significativo en los pacientes post-

tratamiento, sobre todo entre las alteraciones del tipo GCR; la mayoría de las 

aberraciones observadas fueron al azar y complejas, consistentes con los eventos de 

inestabilidad genómica inducidos por el tratamiento antineoplásico en pacientes LH. 

 

6.1.1  Daño cromosómico numérico: Aneuploidías (CIN) 

A la fecha, no existen reportes previos del efecto de la quimioterapia MOPP sobre la 

frecuencia de aneuploidías en linfocitos humanos. En este estudio, la frecuencia total 

de aneuploidías fue del 2% en individuos sanos, 1.1% para pacientes LH pre-

tratamiento y 2.2% en el grupo con tratamiento; no se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos analizados (Tablas 2 y 3).  
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La hiperdiploidía fue la alteración numérica que se observó con menor frecuencia en 

los tres grupos (Tabla 2 y Gráfica 1) y su frecuencia en el grupo de individuos sanos 

fue menor a la reportada en estudios previos (0.1 - 4.17%) (82, 83). Por otra parte, la 

frecuencia de hipodiploidías fue mayor que la de las hiperdiploidías en los tres grupos 

(Tabla 2 y Gráfica 1) y en el grupo de individuos sanos se observó una frecuencia por 

debajo del mayor rango reportado en la literatura (1.4 – 15.5%) (84, 85).  Estas 

diferencias pueden deberse al estricto criterio de análisis empleado durante el estudio, 

lo cual impidió registrar eventos debidos a artefactos técnicos y que fueran contados 

como aneuploidía. Los cromosomas 21, 22 y Y, se perdieron con mayor frecuencia en 

los tres grupos; existen reportes en donde estos cromosomas participan de manera 

importante incrementando el porcentaje de hipodiploidías. En todos los casos el 

tamaño del cromosoma y la densidad génica parecen ser los factores importantes 

para que éstas células puedan sobrevivir por lo menos hasta su detección, a pesar de 

la pérdida de información genética (86, 87). Las células aneuploides pueden ser 

generadas inmediatamente o durante el tratamiento y pueden desaparecer conforme 

pasa el tiempo, probablemente porque los desbalances ocasionados por este tipo de 

alteración, confieren una desventaja selectiva (88).   

El hecho de que en este estudio no se haya encontrado una diferencia significativa en 

los pacientes tratados con MOPP/ABVD resulta interesante, ya que este esquema 

involucra agentes aneugénicos (vincristina y vinblastina), que de haber actuado sobre 

las células madre hematopoyéticas, podrían haber tomado dos caminos: a) generar 

clonas con el mismo cromosoma ganado o perdido o b) generar células madre 

aneuploides que no pudieron sobreponerse al desbalance génico y fueron conducidas 

hacia apoptosis. La última posibilidad es la que se apoya con nuestros resultados y 
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también con los obtenidos previamente en cuanto a la persistencia de daño 

cromosómico numérico en espermatozoides después de la quimioterapia con NOVP, 

que incluye el aneugénico vinblastina, en los cuales se observó que la frecuencia de 

espermatozoides con aneuploidía, regresaba a los valores pre-tratamiento, 3 meses 

después de iniciado el tratamiento (89,90).  

 

6.1.2  Daño cromosómico estructural: Rupturas de doble hebra de DNA.  

Las rupturas cromatídicas y cromosómicas, consideradas como daño inestable, se 

observaron en los tres grupos estudiados  (Tablas 3 y 4). Las rupturas se encontraron 

en pacientes LH hasta 17 años después del tratamiento. Una posible explicación por 

la cual se puede observar este tipo de alteraciones en nuestros pacientes hasta 17 

años después del tratamiento, es que los linfocitos con aberraciones, sean producto 

del daño generado en precursores hematopoyéticos. Se ha reportado que los agentes 

utilizados para el tratamiento de los pacientes con LH, pueden inducir inestabilidad 

cromosómica en células de medula ósea por afectar a genes que están relacionados 

con la vigilancia o la reparación de daño al DNA (91). 

 

6.1.3 Daño cromosómico estructural: Rearreglos Cromosómicos Mayores (GCR) 

Las aberraciones tipo GCR, fueron las que se encontraron con mayor frecuencia en 

los pacientes LH, siendo significativamente mayor en el grupo III (Tablas 3 y 4). Todos 

los GCR encontrados en este estudio fueron del tipo estable: translocaciones, 

deleciones, inversiones, marcadores cromosómicos de origen desconocido y 

rearreglos complejos (64), mientras que los intercambios asimétricos como: 

dicéntricos, fragmentos acéntricos y anillos, no se observaron en ningún grupo. En los 
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pacientes LH sin tratamiento, se ha reportado una alta frecuencia de aberraciones 

cromosómicas, lo que sugiere que estos pacientes presentan una inestabilidad 

cromosómica basal, ocasionada por la misma enfermedad (92). El presente estudio, 

2/5 pacientes pre-tratamiento tuvieron células con GCR: clonas de 3 y 15 células con 

del(7)(q36) y del(21)(q22) respectivamente (Tabla 4). Estas alteraciones no se 

consideraron como daño genotóxico ya que representan los cambios citogenéticos de 

las células cancerosas Reed-Sternberg (92, 93) y pueden en algunos casos estar 

relacionadas con infecciones virales (94).  

Dentro del grupo LH con tratamiento, 13 pacientes tuvieron GCR, de los cuales solo 

uno tuvo una clona con la misma alteración y 12 tuvieron eventos no-clonales, desde 

2 hasta 17 años después del tratamiento. Debido al tiempo transcurrido desde el 

último tratamiento hasta el momento del estudio, resulta difícil pensar que el daño 

estructural observado sea resultado directo del tratamiento, lo que sugiere que fue 

causado por mutaciones en células madre hematopoyéticas (HSC), que afectaron uno 

o varios de los principales mecanismos que contribuyen a mantener la estabilidad 

genómica: a) alta fidelidad de la replicación del DNA en fase S del ciclo celular, b) 

adecuada distribución de los cromosomas entre las células hijas durante la mitosis, c) 

reparación libre – de error del daño al DNA y d) progresión del ciclo celular y puntos 

de control (95, 96). Las mutaciones inducidas por el tratamiento en las HSC, pueden 

afectar alguno de estos mecanismos y el fenotipo mutante puede surgir en la médula 

ósea y mantenerse por largos periodos de tiempo, por lo que estas HSC anormales, 

pueden generar constantemente e incorporar a la sangre células con un espectro muy 

heterogéneo de alteraciones cromosómicas, que fue precisamente lo que se encontró. 

Una manera indirecta de detectar estas mutaciones, es mediante el estudio de sus 
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consecuencias, como son las aberraciones cromosómicas que se generan después 

de mucho tiempo de haber recibido el tratamiento antineoplásico.  El encontrar 

pacientes con este tipo de daño genómico es importante porque significa que pueden 

continuar generando células con alteraciones cromosómicas diversas, es decir ya 

tienen el fenotipo mutante que es uno de los primeros pasos hacia el cáncer. En este 

estudio se encontró más del 50% de pacientes con alteraciones cromosómicas, si 

sólo el 20% de los sobrevivientes a LH desarrolla un cáncer secundario al tratamiento 

(29), es evidente entonces que el fenotipo mutante es necesario pero no suficiente 

para que se desarrolle una neoplasia, por lo que estos pacientes deberán estar bajo 

estricto control hematológico y oncológico (91). Si esto es representativo de otras 

estirpes celulares, podrían producirse clonas que tendrían la posibilidad de generar no 

sólo neoplasias hematopoyéticas sino también tumores sólidos. 

Con respecto a la clona para la del(17)(p) que se presentó en uno de los pacientes, 

ésta se pudo haber originado por cambios genómicos adicionales que le confirieron 

una ventaja selectiva y permitió que el HSC con la mutación, surgiera como una clona 

en los linfocitos. La presencia de alteraciones cromosómicas clonales que involucren 

17p (17p-/-17), es muy importante ya que pueden relacionarse con mutaciones en el 

gen supresor de tumor TP53 (localizado en 17p13). En cáncer secundario al 

tratamiento, principalmente leucemia secundaria al tratamiento con agentes 

alquilantes (t-AML), la deleción de TP53 representa la anormalidad genética única 

más frecuente, detectada en 20-30% de los pacientes con esta leucemia (58, 97). Se 

sugiere que la inactivación de TP53, contribuye a la inestabilidad genómica que se 

presenta en pacientes con t-AML. Tomando en cuenta que se puede tratar de una 

alteración relevante en el grupo de pacientes, por la alta probabilidad que tienen de 
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desarrollar cáncer secundario al tratamiento, es importante considerar el darle un 

seguimiento cercano a pacientes con alteraciones clonales en la región 17p (98).   

En el presente estudio se observó que entre los pacientes que presentaron GCR, no 

hubo ninguna correlación con hábitos personales, edad, características clínicas y 

tiempo transcurrido después del tratamiento, igual a lo reportado por M’kacher y cols. 

(54), quienes analizando 8 pacientes con tratamiento MOPP/ABV, no encontraron 

correlación entre la frecuencia de GCR y la edad del paciente, tiempo después del 

tratamiento, estadio de la enfermedad y dosis de quimioterapia, lo cual demuestra una 

clara variabilidad individual en la respuesta al tratamiento antineoplásico (92). Esta 

variabilidad individual entre los pacientes, probablemente se debe a diferencias 

individuales en las enzimas metabolizadoras del DNA o en las capacidades de 

reparación del daño al DNA (89, 99, 100, 101). 

El desarrollo de neoplasias secundarias como resultado del tratamiento es un evento 

frecuente y entre los sobrevivientes al cáncer, el riesgo es muy alto para pacientes 

que han sufrido LH (102). Estudios previos han mostrado una clara asociación entre el 

riesgo de cáncer y la frecuencia de GCR en sangre periférica, por lo que podrían ser 

utilizados como biomarcadores de riesgo para cáncer (103, 104, 105, 106). A pesar 

de que en nuestro grupo de pacientes la mayoría de los GCR encontrados fueron no-

clonales, se sabe que en general los GCR son la fuente primaria de variación 

genómica, que puede llevar a la aparición de poblaciones celulares inestables, que 

podría ser el inicio de la conversión de una célula sana a una célula cancerosa (104). 

Aquí se encontraron 6 GCR/1,000 linfocitos (Tabla 4) o 6,000 GCR/106 células, por lo 

que si el daño observado en linfocitos es similar al que ocurre en otros tejidos, la 
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frecuencia de GCR puede ser un indicador de riesgo de cáncer en cualquier tejido 

(105, 106).  

Tres de las alteraciones encontradas en el grupo III se han visto en pacientes con 

neoplasias hematológicas o con enfermedades que tienen un alto riesgo de 

desarrollar cáncer, como el síndrome mielodisplásico (SMD): 1) La del(7)(q35) se 

presenta en SMD y leucemia mieloide aguda (LMA) 2) La inv(14)(q11q32.1) se 

presenta en pacientes con t-AML, y  3) La del(17)(p11), que fue la única alteración 

clonal encontrada en los pacientes del grupo III,  se ha detectado en SMD, crisis 

blástica de leucemia granulocítica crónica, LMA de novo y como se mencionó 

anteriormente, en t-AML secundaria al uso de agentes alquilantes y en pacientes con 

policitemia vera o trombocitopenia esencial que recibieron tratamiento con hidroxiurea 

(107). Como consecuencia de los GCR, es probable que oncogenes y genes 

supresores de tumor pierdan su regulación y se facilite el desarrollo de segundas 

neoplasias (53, 56).  

Los resultados de este estudio, al analizar los 46 cromosomas en 1,000 células por 

paciente, muestran que el análisis cromosómico con bandas GTG, permite la 

detección de más alteraciones citogenéticas que lo reportado en estudios previos que 

realizaron el análisis en cromosomas no-bandeados y mediante FISH (54, 56, 91, 92, 

108), y también permite identificar el cromosoma específico involucrado en la 

alteración estructural, así como los rearreglos balanceados. 

La variación inter-individual en la frecuencia de alteraciones cromosómicas 

encontrada en nuestro grupo de estudio, es un punto importante a considerar. Dentro 

del mismo grupo post-tratamiento, se pudieron observar pacientes con numerosas 

células multi-aberrantes, pacientes con solo una alteración de célula única, un 
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paciente con una alteración clonal y pacientes sin ninguna alteración. Probablemente, 

características individuales relacionadas con polimorfismos en genes que intervienen 

en vías metabólicas, de detoxificación y reparación, así como factores nutricionales 

puedan afectar directamente la frecuencia y el tipo de alteraciones cromosómicas 

encontradas (99, 100, 101, 105). 

En este estudio, se encontró inestabilidad genómica en linfocitos de pacientes LH 

tratados con quimioterapia MOPP, hasta 17 años después de finalizado el 

tratamiento. Tomando en cuenta que estos pacientes son susceptibles a desarrollar 

cáncer secundario, nuestros resultados sugieren que la inestabilidad genómica puede 

afectar la función de genes importantes relacionados con la prevención del cáncer. En 

particular, los intercambios balanceados pueden modificar la expresión de oncogenes 

y genes supresores de tumor, pero permiten la supervivencia de las células 

portadoras que no presentan daño cromosómico letal, como ocurre con los 

intercambios no-balanceados como los cromosomas dicéntricos, y pueden 

representar un mecanismo por el cual el cáncer secundario surge en estos pacientes. 

 

6.2. Análisis molecular 

La detección de translocaciones cromosómicas balanceadas en los pacientes LH es 

una estrategia valiosa al utilizarla como marcador de genotoxicidad como resultado 

del tratamiento con quimioterapia y para la búsqueda de las translocaciones 

específicas que se relacionan con leucemia secundaria al tratamiento con agentes 

alquilantes e inhibidores de la topoisomerasa II: t(15;17), t(8;21) y t(9;22). Aunque se 

sabe que la metodología estándar para la detección de alteraciones cromosómicas es 

el estudio citogenético con BG, ya que permite realizar un monitoreo completo de todo 
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el genoma (109, 110), este requiere experiencia y tiempo para el análisis, y en 

algunos casos, la alteración puede ser críptica (submicroscópica) y pasar 

desapercibida por esta metodología. En estos casos, el uso de las metodologías 

moleculares como PCR tiempo real y PCR anidado resultan ser lo suficientemente 

rápidas, específicas y con alta sensibilidad para poder detectar el menor número 

posible de células con la alteración (111, 112).  

En estudios previos asociados con la búsqueda de translocaciones cromosómicas 

balanceadas como resultado de la quimioterapia en pacientes con linfoma no-

Hodgkin, se observó que la sensibilidad de PCR tiempo real para la detección de la 

t(8;21) y t(9;22) es de 10-4 y para la t(15;17) puede ser de 10-3 (113).  

En el presente estudio, mediante PCR tiempo real para las tres translocaciones no se 

encontraron resultados positivos en ninguno de los grupos estudiados (11 pacientes 

MOPP y 14 individuos sanos).  

Mediante PCR anidado, en el mismo estudio realizado en un grupo de pacientes con 

linfoma no-Hodgkin que recibieron tratamiento antineoplásico,  la sensibilidad para la 

detección de la t(8;21) y t(9;22) fue de 10-5 , mientras que para la t(15;17) fue 10-4 

(113). Con los resultados de este trabajo se observó que la sensibilidad de la PCR en 

tiempo real está por lo menos un log por debajo de la sensibilidad de detección de 

células anormales que  PCR anidado (76, 113). Para la t(9;22), estos resultados 

parecen repetirse en varios reportes (114, 115); para la t(8;21) en otro estudio, se 

encontró que la sensibilidad para ambas metodologías fue la misma (116);  en el caso 

de la fusión PML-RARA, que se sabe es un blanco difícil de detección, varía de 10-4 

hasta 10-3 (76). Algunos autores reportan que en los casos en los que se espera 

encontrar muy pocas células alteradas y además se obtuvieron resultados negativos 
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con PCR tiempo real, sería importante hacer la detección mediante PCR anidado, que 

tomando en cuenta los resultados obtenidos de diversos estudios, se espera que sea 

una técnica con mayor sensibilidad (117). 

Es importante mencionar que en otros estudios, estas alteraciones han sido 

detectadas mediante PCR anidado en individuos sanos, donde se espera que el 

número de células alteradas sea muy bajo o negativo. En un estudio realizado en 73 

muestras de sangre periférica de adultos sanos para detectar la fusión génica BCR-

ABL, se encontró que 22/73 muestras (30%), fueron positivas para la alteración. En 

un segundo estudio, se encontró que 12 de 16 (75%) adultos sanos, fueron positivos 

para la fusión BCR-ABL. En ninguno de estos trabajos, se intentó volver a detectar el 

transcrito en posteriores muestras de los mismos individuos (60, 63). Para la t(8;21), 

en un estudio se observó que 1/496 (0.2%) muestras de sangre de cordón, mostró la 

fusión AML1-ETO (60). Por último, en un grupo de 3 individuos sanos se encontró que 

7/600 (1.16%) alícuotas de sangre periférica fueron positivas para la fusión PML-

RARA (60, 63).  

En este estudio, con PCR anidado para la t(9;22) se  obtuvieron resultados positivos 

en 2 de 11 pacientes MOPP y negativos en 14 individuos sanos. Con PCR anidado 

para la t(8;21) y la t(15;17), se obtuvieron resultados negativos en 11 pacientes MOPP 

y en 14 individuos sanos. 

La búsqueda de la t(9;22) en los pacientes que resultaron positivos, se hizo de 

manera longitudinal hasta 2 años después y en ambos casos fueron negativas. Estos 

resultados junto con los reportados para individuos sanos, ponen de manifiesto que 

probablemente, BCR-ABL y otras fusiones génicas pueden formarse en las células 

hematopoyéticas, sin que necesariamente tengan una ventaja selectiva de 



74 

 

crecimiento es decir,  la generación de la translocación cromosómica y la fusión 

génica, no son suficientes para que se lleve a cabo el proceso de transformación 

maligna. Se sabe que para que se presente el proceso maligno, deben de presentarse 

errores en los mecanismos de replicación y reparación del DNA que cumplan con dos 

criterios: 1) la estructura de la fusión génica debe permitir la formación de una 

proteína funcional con propiedades oncogénicas, y 2) la translocación cromosómica 

debe presentarse por primera vez, en precursores hematopoyéticos relativamente 

tempranos y con capacidad de auto-renovación, además  en algunos casos es 

necesario acumular mutaciones adicionales en la célula, antes de que pueda ocurrir 

una verdadera expansión maligna (117). 

La presencia de estas fusiones génicas en los individuos que se encontraron positivos 

pudo ocurrir en células diferenciadas o en precursores relativamente maduros, y el 

sistema inmune fue capaz de reconocer y eliminar  las células con la fusión BCR-ABL, 

poco después de su generación lo que ayudó a evitar que se generara una clona 

maligna (117).  

Por lo tanto, desde el punto de vista clínico y tomando en cuenta la alta proporción de 

pacientes LH que desarrollan cáncer secundario, es importante considerar que la 

presencia  de  clonas aberrantes, puede representar un daño genético transitorio, que 

junto con la alta probabilidad que tienen estos pacientes de acumular otras 

alteraciones genéticas, debido a la inherente inestabilidad genómica asociada a la 

enfermedad y a probables deficiencias en los sistemas de detoxificación y reparación 

del DNA,  pudieran llevar al desarrollo de t-AML (62). 

De las tres alteraciones estudiadas y relacionadas a t-AML, la fusión BCR-ABL, es la 

menos frecuente en esta entidad, por lo que se cree que la presencia de esta 
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alteración, que también ha sido vista en estudios in vitro, pueda reflejar genotoxicidad 

asociada a quimioterapia, lo que implica que la inducción de esta fusión pueda verse 

aumentada bajo condiciones genotóxicas (62).   

 

7. CONCLUSIONES 

La quimioterapia MOPP, generó inestabilidad genómica en linfocitos de pacientes LH 

que recibieron tratamiento hasta 17 años antes del estudio. Las aberraciones 

cromosómicas observadas, fueron primordialmente estructurales y complejas; no se 

encontró incremento significativo en las alteraciones de tipo numéricas o CIN. 

Las alteraciones estructurales son compatibles con la inestabilidad tipo GIN, es decir 

se presentan al azar o sin blancos determinados y son complejas, consistentes con 

eventos de inestabilidad genómica inducidos por el tratamiento anti-cáncer.  

Nuestros resultados sugieren que el origen de la GIN observada, puede ser el 

resultado de alteraciones en la función de genes importantes relacionados con el 

mantenimiento de la estabilidad genómica y además que este se debió presentar en 

células madre hematopoyéticas, a partir de las cuales se generan constantemente, 

células diferenciadas con daño cromosómico en diversos puntos del genoma.  

La inestabilidad genómica inducida por el tratamiento anti-cáncer, representa lo que 

posteriormente podría convertirse en un evento inicial para la aparición de cáncer 

secundario. La presencia de translocaciones cromosómicas balanceadas resulta 

relevante, ya que permiten la supervivencia de las células que las portan, al no 

tratarse de un daño cromosómico letal, por lo que pueden representar un mecanismo 

a partir del cual se origine el cáncer secundario en estos pacientes. 
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A nivel metodológico, con este trabajo se demostró la importancia de poder identificar 

las consecuencias del tratamiento antineoplásico, utilizando metodologías 

citogenéticas y moleculares como herramientas en la detección de genotoxicidad y al 

mismo tiempo, abriendo la posibilidad de dar un seguimiento al paciente desde el 

inicio del tratamiento, considerando el riesgo que tienen de desarrollar neoplasias 

secundarias al tratamiento para LH.  
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