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DESARROLLO DEL PROYECTO 

Material y métodos 

El presente trabajo se realizó en el Departamento de Biología Molecular de los laboratorios 

de la Clínica Ruiz de Puebla (LCP) desde julio del 2011 hasta abril del 2012. Se subdividió 

en cinco partes, la primera constó en extraer el material genético de los pacientes, la 

segunda en analizar las mutaciones y translocaciones de buen pronóstico en la LMA por 

diferentes métodos, y la tercera en la amplificación optimizada del gen CEBPA. La cuarta 

consistió en la secuenciación en ambas direcciones de dicho gen para obtener los resultados 

pertinentes sobre los 42 pacientes y finalmente se realizó el análisis de las secuencias 

(quinta parte). Toda la metodología se basó en los insertos de trabajo de LCP y de sus 

respectivas bases literarias.  

Parte I. Extracción de RNA total y DNA genómico 

Inclusión y exclusión de muestras/Recopilación de datos 

Se recolectaron 42 muestras de sangre periférica anticoagulada o médula ósea procedentes 

de la Clínica Ruiz en Puebla, México. Como criterio de inclusión se tomó que procedieran 

de pacientes con leucemia mieloide aguda confirmada por citometría de flujo 

multiparamétrica. Como criterio de exclusión se fijó que la muestra fuera insuficiente para 

los análisis. Se recopilaron los siguientes datos del paciente: especimen, número de 

leucocitos, % de blastos, morfología blástica (tamaño/granularidad), marcadores 

inmunológicos y diagnóstico inmunofenotípico. 

 

Preparación de leucocitos 

Se realizó una preparación de leucocitos en las primeras 24 horas en las que recibió cada 

una de las muestras. Para realizar esto se eliminaron los glóbulos rojos por medio de una 

lisis osmótica selectiva, puesto que los eritrocitos no tienen ácidos nucleicos y la 

hemoglobina inhibe a la DNA Taq Polimerasa. La lisis se logra al inhibir las bombas 

regulatorias de la osmolaridad al incubar las células en hielo. La sangre va acompañada de 
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Figura 9. Procedimiento de extracción 

de RNA por kit
56

. 
Figura 10. Procedimiento de 

extracción de DNA por kit
55

. 

un reactivo llamado RBL (NH4Cl, 10 mM de NaHCO3, y 0. 1mM de EDTA), para que de 

esta manera, se logre la acumulación rápida de bicarbonato de amonio en los eritrocitos, 

aumentando la presión osmótica y lisándolos. Finalmente se centrifuga la muestra para 

descartar los eritrocitos
54

. 

 

Extracción de RNA 

Para la obtención del RNA se utilizó el kit de QIAshredder y RNeasy Minikit de QIAGEN. 

El kit de QIAshredder sirvió para homogeinizar o reducir la viscosidad ocasionada por 

componentes celulares de alto peso molecular y restos celulares a través de métodos de 

centrifugación
55

.
 
Así se obtuvo un lisado homogéneo para su uso en aislamiento de ácidos 

nucléicos con el kit de RNeasy Plus. Éste último se utilizó para la purificación del RNA 

eliminando el DNA genómico. El lisado de tejido celular y el DNA genómico se eliminó a 

través de columnas giratorias por centrifugación. El RNA con peso superior a 200 

nucleótidos se adhiere selectivamente a la membrana de sílice de la columna. Después de 

varios lavados se eluye el RNA con agua libre de RNAsas
56

. El procedimiento (Figura 9) se 

puede encontrar en el inserto de dichos kits
56,57

.  
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Extracción de DNA 

Para la extracción de DNA se recurrió al QIAamp DNA blood Minikit. Éste sirve para 

purificar DNA genómico (removiendo completamente contaminantes e inhibidores), 

mitocondrial o viral de sangre y fluidos del cuerpo sin tener que recurrir a una extracción 

orgánica o precipitación alcohólica. La proteinasa K degrada los tejidos (libre de DNAsas y 

RNAsas) y proteínas asociadas al DNA. Se utilizan membranas de sílica en columnas 

giratorias. Los buffers y detergentes lisan las células, estabilizan los ácidos nucleicos y 

permiten una adsorción selectiva a la membrana). El DNA se adhiere a la membrana a 

través de un paso de centrifugado, mientras que los contaminantes pasan a través de ella. 

Los inhibidores de la PCR (cationes divalentes y proteínas) se remueven por pasos de 

lavados. El DNA restante se eluye con un buffer AE (10 mM Tris·Cl; 0.5 mM EDTA; pH 

9.0). El procedimiento completo (Figura 10) se puede encontrar en el inserto del kit
57.

 

Cuantificación 

A continuación se cuantificó el DNA (10 µL) con el espectrofotómetro Pharmacia 

GeneQuant (RNA/DNA calculator) de Biochrom England utilizando como base el cociente 

OD260/OD280 para determinar su pureza (debiéndose encontrar entre 1.7 y 1.8)
58

.  

 

Parte II. Análisis de translocaciones y mutaciones asociadas al pronóstico 

de la LMA 

Translocaciones (RT-PCR) 

Para el estudio de los marcadores moleculares de las translocaciones se realizó una RT-

PCR (reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) para detectar los 

niveles de expresión de mRNA y tomar en cuenta cualquier alteración a nivel intrónico, es 

decir, poder diferenciar las isoformas sintetizadas. Se utilizó 9800 Fast Thermal Cycler AB 

usando como base los métodos descritos por Diverio et al, 1996
59, 60

 utilizando mayor 

concentración de muestra y de reactivos.
 
El RNA es transcrito de forma reversa desde RNA 

a cDNA usando una transcriptasa reversa (Superscript III-RT) y hexámeros aleatorios 
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fosforilados. El cDNA después es utilizado como molde para una amplificación de PCR 

usando oligonucleótidos específicos para uno o más genes
61

. Los productos de 

amplificación se observaron mediante una electroforesis en geles de poliacrilamida al 4.5% 

(acrilamida/poliacrilamida 19:1 en condiciones no desnaturalizantes) a 300 V, teñidos con 

bromuro de etidio y observados en una fotografía tomada por una cámara con 

transiluminación UV
62

.  

Fusión PML-RARA 

Para el análisis de la Fusión PML-RARA [t(15;17)(q22;q21)], se utiliza el mRNA ya que el 

intrón de tamaño variable situado cerca del punto de fusión es eliminado por splicing, 

generando 3 subtipos exónicos llamados bcr1, bcr2 y bcr3. Se amplifica con tres 

oligonucleótidos; uno hibrida al exón 3, otro al exón 5 del gen PML y el otro al exón del 

gen RARA. Por ejemplo para bcr1 y 2, se utilizan los oligonucleótidos exteriores PML-A1 

con RARA-B y PML-A1 con RARA-D como internos. Se trata de una PCR hemi-anidada 

(con Fast Start Taq DNA Polimerasa) para mejorar la sensibilidad, donde sólo cambia el 

iniciador que hibrida al exón 3 del gen RARA. Para obtener el exterior de bcr3 se utiliza 

PML-A2 con RARA-B exterior, con el interno PML-C2 con RARA-D. Se amplificaron los 

subtipos bcr1 y bcr3 en los pacientes, así como sus respectivos controles negativos, 

positivos e internos
59,60

. A continuación se separaron los productos de amplificación por 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 4.5% y se debe observar una banda de producto 

específico (fusión PML-RARA), la cual se valida con un control interno: abl. La banda para 

el producto de amplificación PML-RARA bcr1 es de 214 pb, 289 pb para bcr3 y 200 pb para 

abl1.  

Fusión RUNX1-RUNX1T1 

Para detectar la translocación t(8;21)(q22;q22.3) se realizó una PCR (Taq DNA 

Polimerasa) con dos oligonucleótidos, que permiten obtener un producto específico sólo en 

presencia de la fusión RUNX1/RUNX1T1. También se amplificó un segmento de RUNX1. 

Se analizaron los resultados en PAGE (electroforesis en geles de poliacrilamida). 

RUNX1/RUNX1T1 mostró un peso molecular de 467 pb y RUNX1, como control interno, 
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mostró una banda de 192 pb. Se realizó la amplificación por duplicado, incluyendo un 

control positivo, negativo e interno
63

.  

Fusión CBFB-MYH11 

Se analizó la inversión 16 (fusión de los genes CBFB y MYH11) derivados de la inversión 

pericéntrica inv(16)(p13;q22) o la t(16;16)(p13;q22). En esta inversión se pueden detectar 

varios subtipos, siendo los principales: A, B, C y D, por lo que se realiza una amplificación 

con 3 oligonucleótidos que hibridan en diferentes regiones de ambos genes y sólo se 

detecta una banda si hibrida la fusión
64

. Se observó la amplificación en geles de 

poliacrilamida. En la Tabla 5 se aprecian algunos de los subtipos encontrados por esta 

técnica. 

 

Tabla 5. Subtipos de mRNA encontrados en la 

CBFB/MYH11 

mRNA Frecuencia Iniciadores A           B 

C 

B 

A 

Menor 1% 

Menor al 1 

88% 

CBF5´-MYH 668 pb  699 pb 

419 pb  450 pb 

206 pb  237 pb 

E 

D 

C 

5% 

5% 

Menor al 1% 

CBF5-3-/4- 754 pb   758 pb 

547 pb    578 pb 

289 pb     320 pb 

Obtenido de Claxton et al, 1994
64

; LCP 

 

Se realizó FISH para las translocaciones que no fueron tan evidentes en los geles de 

poliacrilamida después de realizar la PCR
65

.  
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Mutaciones por análisis de fragmentos 

Para detectar las mutaciones en FLT3 ITD y NPM1 se utilizó el análisis de fragmentos en el 

secuenciador. Éste consta de estimar el tamaño de un fragmento amplificado de DNA en 

relación a estándares internos que se añaden a las muestras. Se analiza mediante 

electroforesis capilar utilizando una matriz porosa o polímero para separar los fragmentos 

con base en su movilidad (en este caso POP7). El estándar de tamaño interno migra en 

paralelo con la muestra bajo las mismas condiciones proporcionando el tamaño (del alelo y 

su peso molecular) y la cantidad de cada fragmento de PCR
66

.  

FLT3 ITD 

Para amplificar FLT3 con duplicaciones internas en tándem se utilizan dos pares de 

iniciadores (uno de cada par marcado con FAM o sonda fluorescente en el extremo 5´) en la 

PCR para amplificar segmentos que abarquen el exón 14 y el exón 14 y 15 juntos. Para 

poder incorporar las muestras en el análisis de fragmentos se realizaron diluciones hasta 

llegar a una concentración analizable por el método. En el caso de FLT3, se utilizó una 

dilución de 0.025 ng/ul. Se le realizó la PCR y luego fueron diluidos con formamida y Size 

Standard (estándar de tamaño interno de Gene Scan LIZ 500 de Applied Biosystems) hasta 

alcanzar un volumen de 12 μl en una placa de 96 pocillos
67,68

. A continuación se introdujo 

la placa en el secuenciador para realizar el análisis de fragmentos. El equipo utilizado fue 

un secuenciador automático 3130 GeneticAnalyzer de AppliedBiosystems-Hitachi 

constituido por  4 capilares de 36 cm cada uno. Se utilizaron fluorocromos multicolor: azul, 

verde, rojo, amarillo y naranja para el Size Standard
66

. Se detectaron las mutaciones por 

análisis de peso molecular a partir de la electroforesis capilar y se evaluaron en el programa 

GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems) que genera un sizing curve o curva basada en el 

tamaño de los fragmentos. El tamaño del fragmento procedente de la amplificación del 

exón e14-e15 debe dar una señal equivalente a los 328 pb, mientras que para el exón 14-14, 

se observa una banda de 161 pb
67, 68

.  

 NPM1 

Para analizar las mutaciones en el exón 12 del gen NPM1 se utilizaron dos iniciadores (uno 

va marcado con FAM). Para obtener un óptimo funcionamiento del análisis de fragmentos, 

se hizo una dilución de la muestra hasta una concentración de 0.4 ng/μl. Se realizó la PCR 
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y se hizo la segunda dilución con formamida y Size Standard; se prosiguió con el análisis 

de fragmentos (igual a FLT3). Se analizaron visualmente las señales. Las señales de 

pacientes positivos a la mutación mostraron una señal de peso molecular de 172-173 pb (en 

más del 99 % de los casos) y de 168-169 pb. Los productos de amplificación específicos 

del control negativo mostraron una única señal de peso molecular en 168-169 pb
40

.  

Mutaciones (por RFLP-PCR): FLT3 D835X 

Las mutaciones analizadas por RFLP-PCR (polimorfismos de longitud en fragmentos de 

restricción) fueron las de FLT3 D835X (dominio de activación ALD). Primeramente se 

amplificó el exón 20 del gen FLT3. A continuación, se realizó una digestión (“corte”) del 

producto con la endonucleasa específica de restricción EcoRV. En este caso, cuando hay 

una mutación presente, el sitio de reconocimiento de la endonucleasa no está presente 

(inclusive se puede crear otro), afectando las cantidades y longitudes de los fragmentos de 

DNA después de la digestión
69

. Finalmente, se corrió la muestra sin digerir, la digerida y un 

control positivo y negativo en un gel de 6% poliacrilamida (para lograr una mayor 

separación de las bandas) teñido con Bromuro de Etidio. La digestión con EcoRV, da un 

alelo normal con bandas de peso en 68 y 46 pb. Una banda de 114 pb es indicatoria de la 

presencia de una mutación en dicho aminoácido
70

. 

 

Parte III. Amplificación del gen de CEBPA 

En un tercer bloque, se realizó la optimización de la amplificación de CEBPA. Para ello se 

tomaron 2 sets de iniciadores, uno proveniente de la literatura y otro diseñado, para después 

optimizar el método. Esta sección y las condiciones utilizadas se pueden encontrar en 

Resultados. Después de amplificados y corridos en PAGE al 4.5%, la composición y 

tamaño de los fragmentos se verificó a través de RFLP utilizando endonucleasas de 

restricción que pudieran digerir dentro de la secuencia según los sitios particulares de 

“corte” de cada endonucleasa (localizadas con ayuda del programa Restriction Mapper).  
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Parte IV. Secuenciación 

Purificación de cada amplicón 

En la cuarta parte, se procedió a purificar los amplicones para la secuenciación. Las 

reacciones de purificación, de secuenciación y la segunda purificación se realizaron con la 

mitad de las cantidades de reactivos sugeridas por los protocolos citados debido a la gran 

cantidad de secuenciaciones hechas.  

En la purificación se utilizó ExoSAP-IT (Affymetrix, INC). Este es un reactivo que 

trata productos de PCR de tamaños de 100 pb hasta 20 kb. Se incubó a 37°C por 15 

minutos para degradar los iniciadores no utilizados en la PCR sin perder muestra. Después 

del tratamiento, el agente se inactivó con calor a 80°C por 15 min
71

. Se evaluó la pureza de 

la banda a través de un corrimiento en geles de poliacrilamida utilizando una escalera de 

DNA de bajo peso molecular (para estimar la cantidad de DNA presente y utilizar dicha 

medida en la reacción de secuenciación)
72

. Se aproximó su concentración (utilizando un 

programa que evalúa la concentración a partir de los pixeles de una fotografía de las 

bandas) para así poder hacer diluciones y obtener la concentración adecuada de DNA para 

el siguiente paso.  

Reacciones de secuenciación 

La reacción de secuencia se refiere al copiado de la secuencia patrón. Esto se realizó con 

BigDye Terminator v3.1, que sigue el método de Sanger, en donde se aprovecha la 

habilidad de la polimerasa para incorporar análogos de bases nucleotídicas usando 2´, 3´-

dideoxinucleótidos (ddNTPs) como sustratos. De esta manera, en la reacción de 

secuenciación ciclada, cuando uno de estos ddNTPs se incorpora en la porción 3´de la 

cadena, la elongación de la cadena es terminada en A, C, G o T (la DNA polimerasa 

requiere de un grupo terminal 3´OH para añadir el siguiente nucleótido en la secuencia). El 

BigDye Terminator v3.1 contiene un cociente específico de dNTPs/ddNTPs y una mezcla 

preformulada con todos los componentes (enzima polimerasa de DNA, MgCl2) para que la 

terminación se obtenga al menos una vez por cada posición del templado
73,74

. Big Dye 

Terminator consta de dideoxinucleótidos etiquetados con colorantes fluorescentes aceptores 

(diclororhodamina) ligados a un donador de fluoresceína (6-carboxifluoresceína). Ya en la 
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secuenciación, el donador absorberá la energía de excitación del láser de Argón, logrando  

una transferencia de energía entre los dos colorantes provocando un espectro de emisión  

(de la dRhodamina) con señales brillantes y poco ruido de fondo
75,76,77

.  

Debido a que se realizó una secuenciación en dirección sentido y antisentido, se 

incluyeron dos tubos de reacción por cada muestra purificada con ExoSAP-IT, un iniciador 

delantero o forward (dirección sentido) y otro reverso o reverse (dirección antisentido). 

Realizando una reacción por iniciador, se evita la superposición de secuencias forward y 

reverse
73

. Se realizó una mezcla que incluye BigDye Terminator v3.1, su respectivo buffer, 

los iniciadores utilizados en la PCR (diluidos) y agua no ionizada según el manual FAS de 

Secuenciación
52

. Debido a que la longitud de los fragmentos de CEBPA está entre 200 y 

500 pb, se agregó entre 3 a 10 ng de muestra templado (aprox de 2-3.5 µL dependiendo de 

la muestra) para obtener picos de tamaño y calidad óptima
52, 76

. 

 

Segunda purificación para la secuenciación 

Después de las reacciones de secuenciación, se realizó otra reacción de purificación con  

BigDye X-terminator Purification Kit que sirve para ayudar a la limpieza de fragmentos de 

DNA generado en la reacción cíclica de secuenciación en donde se remueven los colorantes 

terminadores (blobs) no incorporados, restos de colorante y se remueven las sales de la 

muestra. El kit incluye la solución X-terminator que se une a las impurezas del DNA en 

solución y la solución SAM, aditivo que permite la eliminación de blobs y estabiliza los 

fragmentos secuenciados. Se realizó la mezcla de ambos reactivos y se incorporó a cada 

una de las muestras
78

. A continuación se agitó por 30 minutos y se centrifugó según el 

protocolo
52

.  

 

Electroforesis capilar 

En la parte final se tomaron 15 µL de sobrenadante de los tubos y se colocaron en la placa 

del secuenciador cubierta por una septa. Se realizó la electroforesis capilar utilizando los 

siguientes parámetros
13, 52

 (Tabla 6). 
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Parte V. Análisis 

Parámetros a utilizar 

La última parte consistió en el análisis de la secuenciación. Se obtuvieron 

electroferogramas en dirección sentido y antisentido. Para el análisis se utilizó el programa 

Sequencing Analysis 5.2.0 Se aplicó un basecalling ya establecido y adecuado para el 

análisis de los electroferogramas.  

El Basecaller es el algoritmo que emplea el software para hacer la asignación de las 

bases mediante la determinación de la distancia promedio que hay de la cresta de un pico al 

otro (base spacing). Kb es el algoritmo encargado de hacer el control de calidad de la 

secuencia base a base y la identificación de bases mixtas. El perfil verdadero muestra los 

datos como marcas procesadas en una escala uniforme de manera que la altura de los picos 

en una región con la señal fuerte sea más o menos igual al valor fijado (no muestra los 

datos crudos, sino procesados). Endling base, se refiere hasta dónde se hace el análisis. El 

umbral de calidad asigna N´s a aquellas bases que no superan un valor de 15 (calidad). Las 

bases mixtas es un parámetro que permite que se detecten dos bases superpuestas (puede 

tratarse de un heterocigoto) en vez de tomar la más alta únicamente. Se establece una 

determinada altura para tomarla como base mixta. El QV es la estimación de la calidad 

(estimado de la probabilidad de que una asignación sea un error). El rango vacío es la 

Tabla 6. Módulo de corrida utilizado 

Temperatura del horno 60 °C 

Volumen de llenado del polímero 4840  

Estabilidad de la corrida 5.0 uAmp 

Voltaje pre-corrida 15.0 kVolts 

Tiempo de pre-corrida 180 seg 

Voltaje de inyección 1.2  kVolts 

Tiempo de inyección 10 seg 

Voltaje del número de pasos 30 kVolts 

Tiempo de retraso del voltaje  120 seg 

Voltaje de la corrida: 8.5 kVolts.  

Tiempo de la corrida 2780 seg 
Adaptado de: Garza, 2011

13
; Manual de Secuenciación, 

2010
52

. 
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región de la secuencia que queda después de excluir los fragmentos de baja calidad (QV 

menor al establecido) en los extremos 5´y 3´
52

. Algunos parámetros relevantes utilizados en 

dicho Basecalling se aprecian en la Tabla 7:  

 

Tabla 7. Parámetros utilizados en el Basecalling  

Basecalling  

 Basecaller  

 Set de colorante 

 Datos procesados 

 Endling Base (base terminante) 

 Umbral de calidad 

KB.bcp 

KB_3130_POP7_BDTV1.mob 

POP7_BDTV1 

Perfil verdadero 

En el paro de la PCR 

No asignar N´s. (Identificar las 

asignaciones N). 

Bases mixtas 

 

QV 

Determinar base mixta con más o igual 

que el 30% del pico más alto.  

No asignar 

Rango vacío No utilizar 

Adaptado de: Garza, 2011
13

; Manual de Secuenciación, 2010
52

. 

 

Después de haber establecido dichos parámetros, se detectaron los picos coloridos y 

se asignaron las bases correspondientes. Se analizaron los sitios polimórficos y se 

identificaron las posibles mutaciones comparando las secuencias obtenidas con la secuencia 

normal. Se verificaron las mutaciones por reanálisis del fragmento.  

 


