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RESULTADOS 

Fenotipo inmunológico 

Se recopilaron las características de las muestras de los 42 pacientes (análisis realizados por 

el laboratorio de Hematología de la Clínica Ruiz) y la descripción del fenotipo 

inmunológico obtenido del citómetro de flujo. Estos datos se observan en las Tablas 8 y 9. 

Los estudios inmunológicos y de marcadores moleculares (excepto de CEBPA) de los 
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primeros 19 pacientes fueron realizados por el Dr. Eduardo Garza en el 2011 dentro de las 

instalaciones de la Clínica Ruiz
13

. Se reportaron en la tesis titulada “Desarrollo de un 

método molecular de diagnóstico clínico para la identificación de las mutaciones en el exón 

12 del gen NPM1 en pacientes con leucemia mieloblástica aguda.” 

Tabla 8. Fenotipo inmunológico. Características de las muestras y de los pacientes 

analizados (1-19) 

# Sexo Especimen Leucocitos/uL %Blastos Tamaño/Granularidad 
Diagnóstico 

inmunofenotípico 

1 F SP 32,300 89 Granulocitos LMA promielocítica 

2 ND MO 110,000 83 linfocitos/monocitos LMA 

3 M MO 163,000 80 Heterogéneo 
LMA 

monocítica/CD2+aberrante 

4 F MO 44,000 87 Heterogéneo LMA 

5 M SP 47,000 97 Linfocitos LMA CD7+ aberrante 

6 M SP 24,000 90 Heterogéneo LMA CD2+aberrante 

7 F SP 46,100 91 Heterogéneo LMA 

8 F MR 63,000 81 Monocitos LMA monocítica 

9 F SP 41,800 90 Granulocitos LMA promielocítica 

10 F MO 38,700 92 Granulocitos LMA promielocítica 

11 F MO 32,800 84 Linfocitos LMA 

12 F SP 40,700 75 Linfocitos LMA 

13 F SP 94,000 90 Linfocitos 
LMA 

monocítica/CD2+aberrante 

14 F SP 93,200 83 Heterogéneo 
LMA 

monocítica/CD7+aberrante 

15 M MO 53,200 91 Granulocitos LMA promielocítica 

16 M MO 49,000 90 Linfocitos LMA CD2+aberrante 

17 F MO 5,700 64 Linfocitos LMA CD7+aberrante 

18 M SP 141,000 78 Linfocitos 
LMA 

monocítica/CD7+aberrante 

19 M MO 147,000 70 Linfocitos LMA 

ND=No determinado; LMA=Leucemia mieloide aguda; SP=Sangre periférica; MO=Médula ósea; 

F=Femenino; M= Masculino. 
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Tabla 9. Fenotipo inmunológico. Características de las muestras y de los pacientes 

analizados. (Pacientes 20-43) 

# Sexo Edad Especimen Leucocitos/µL %Blastos Tamaño/Granularidad 
Diagnóstico 

inmunofenotípico 

20 M ND MO 5,500 40 linfocitos 

LA bifenotípica 

(Linfoide B-II y 

Mieloide) 

21 M ND MO 22,500 80 monocitos LMA 

22 F 9 MO 7,200 55 heterogéneo 
LMA 

CD7+aberrante 

23 M 25 SP 512,000 87 heterogéneo 
LMA 

CD7+aberrante 

24 F 36 SP 298,000 80 heterogéneo 

LA bifenotípica 

(Lifoide B-II y 

Mieloide) 

25 M 38 MO 405,000 86 heterogéneo 

LA bifenotípica 

(Linfoide B-II y 

Mieloide) 

26 M 36 SP 340,000 96 linfocitos 
LMA CD2+ y 

CD7+aberrante 

27 M 73 MO 97,800 93 monocitos LMA 

28 M 25 SP 3,300 71 linfocitos LMA 

29 M 3 MO 20, 900 60 linfocitos Eritroleucemia  

30 M 19 SP 19,900 28 linfocitos LMA 

31 F 9 MO 54,900 95 mayores q los linfocitos LMA 

32 M 8 SP 593,000 98 linfocitos LMA 

33 M 13 MO 26, 300 79 granulocitos 
LMA 

promielocítica 

34 F 9 MO 133,000 30 linfocitos LMA 

35 F ND SP 149,000 88 monocitos LMA 

36 F 43 SP ND 50 linfocitos LMA en recaída 

37 M 45 MO 34,600 37 linfocitos LMA 

38 M 41 SP 184, 300 95 linfocitos LMA 

39 F 74 MO 17,100 65 linfocitos 
LMA CD2+ y 

CD7+aberrante 

40 F 16 MO 5,100 47 monocitos LMA 

41 F ND SP 5,900 55 monocitos LMA 

42 ND 25 SP 53,100 55 monocitos LMA 

ND=No determinado; LMA=Leucemia mieloide aguda; SP=Sangre periférica; MO=Médula ósea; 

F=Femenino; M= Masculino. 
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En estas tablas se aprecia el género y edad del paciente. También se observa la 

morfología mayoritaria de la muestra, el conteo leucocitario (leucocitos /µL) y el número 

de blastos. Se obtuvo un promedio de 95,800 leucocitos (se tomaron en cuenta los 42 

pacientes) observándose 3,300 como el número más bajo y 512,000 como el número más 

alto. El promedio del porcentaje de blastos fue de 76%, siendo 28 el número más bajo y 97 

el más alto. En cuanto a la morfología, los pacientes con morfología (tamaño y celularidad) 

similar a la linfocitaria fueron el 48%, los pacientes con morfología heterogénea fueron el 

24%, aquellos con morfología monocitaria fueron el 17% y finalmente los pacientes con 

morfología granulocítica fueron el 12%.  También se recopilaron datos sobre los antígenos 

de superficie encontrados en las células de los pacientes, estos aparecen en la Tabla 10 y 11 

a continuación.  

Tabla 10. Descripción del fenotipo por citometría de flujo (1-19) 

# CD2 CD 7 CD10 CD 

13 

CD 

14 

CD 

15 

CD 

19 

CD 

20 

CD 

33 

CD 

34 

CD 

45 

CD 

79a 

CD 

117 

HLA-DR MPO 

1 - - - + - +/- - - + + + - - - + 

2 - - - + - - - - -/+ + +/- - + +/- + 

3 -/+ - - + -/+ - - - + -/+ -/+ - -/+ - + 

4 - - - +/- - -/+ - - + +/- +/- - - -/+ + 

5 - -/+ - - - - - - -/+ +/- +/- - - -/+ +/- 

6 -/+ - - +/- -/+ - - - -/+ -/+ +/- - - -/+ -/+ 

7 - - - -/+ - - - - + + +/- - +/- + + 

8 - - - + + +/- - - + +/- + - - +/- + 

9 - - - + - - - - + + +/- - - +/- + 

10 - - - + - -/+ - - + +/- +/- - +/- +/- + 

11 - - - - - - - - + - +/- - - - + 

12 - - - + - - - - + + +/- - - -/+ +/- 

13 +/- - - + -/+ -/+ - - + -/+ +/- - - + +/- 

14 - +/- - +/- -/+ -/+ - - -/+ -/+ +/- - - -/+ +/- 

15 - - - + - +/- - - + - +/- - + +/- +/- 

16 +/- - - + - - - - + - +/- - - - + 

17 - -/+ - + - - - - - + +/- - +/- + +/- 

18 - -/+ - + -/+ -/+ - - + - +/- - - + +/- 

19 - - - + - - - - -/+ - +/- - - +/- +/- 

CD=Representa al antígeno de superficie; MPO=Mieloperoxidasa; + positivo; - negativo; -/+ o +/-  

fluorescencia presente en mayor o menor cantidad. / =No fue investigado 
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Los antígenos de superficie superficie (CD: Cluster of differenciation) o de 

diferenciación leucocitaria presentados en la Tabla 10 y 11 son proteínas que forman parte 

de la superficie de un leucocito (son adquiridas y eliminadas mientras maduran). La célula 

inmadura, stem cell o progenitora, por ejemplo expresa CD7, CD33 y CD34 (estas células 

pueden perder el CD34 para convertirse en linfocitos NK o conservarlo para quedar siendo 

linfocitos T). Cuando han madurado un poco, empiezan a expresar CD1, CD3, TCR, CD4 y 

CD8. También se expresan moléculas accesorias como CD2, que es un receptor de 

moléculas y esencial para la adhesión celular. 

Tabla 11. Descripción de fenotipo por citometría de flujo (Pacientes 20-43) 

# 
CD

2 

CD

7 

CD

10 

CD

13 

CD

14 

CD 

15 

CD 

19 

CD 

20 

CD 

33 

CD 

34 

CD 

45 

CD 

79a 

CD 

117 

HLA-

DR 
MPO 

20 / / + +/- / / + -/+ / +/- +/- + / -/+ +/- 

21 / / / +/- - + / / + - +/- / - + +/- 

22 / -/+ / +/- - - / / + -/+ +/- / +/- -/+ +/- 

23 / + / + - +/- / / +/- - +/- / - + + 

24 / / -/+ + - / +/- - -/+ - +/- -/+ / +/- +/- 

25 / / -/+ +/- - - + - +/- - +/- / - +/- +/- 

26 -/+ -/+ / + / - / / + +/- +/- / +/- + + 

27 / / / + -/+ +/- / / + +/- / / - +/- + 

28 / / / +/- - -/+ / / + +/- +/- / +/- + + 

29 / / / +/- / - / / +/- - +/- / - - +/- 

30 / / / + - - / / + - +/- / / -/+ +/- 

31 / / / +/- -/+ +/- / / + - +/- / - +/- +/- 

32 / / / - - 
-/+ 

98% 
/ / 

+/- 

98% 

+/- 

98% 

+/- 

98% 
/ - 

+/- 

98% 

+/- 

98% 

33 / / / + - +/- / / + - +/- / - - + 

34 / / / +/- +/- +/- / / + +/- +/- / +/- +/- +/- 

35 / / / +/- - - / / +/- + +/- / +/- +/- +/- 

36 / / / + -/+ + / / + + +/- / + - + 

37 / / / +/- - - / / + + +/- / + +/- +/- 

38 / / / +/- - - / / + + +/- / / / +/- 

39 / / / + - - / / + +/- +/- / / + +/- 

40 + -/+ / +/- - - / / +/- - +/- / - + +/- 

41 / -/+ / +/- - + / / + - +/- / / ++ +/- 

42 / / / + - - / / + + +/- / + + + 

43 / / / +/- - - / / + +/- +/- / / + + 

CD=Representa al antígeno de superficie MPO=Mieloperoxidasa; +=positivo; - =negativo; -/+ o +/- 

=fluorescencia presente en menor o mayor cantidad; 98%=tiene esas características; / No fue 

investigado 
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CD13 es un marcador de linaje mieloide
79

. CD14 es marcador de la estirpe monocito-

macrófago y prácticamente está ausente en granulocitos. Por otro lado, CD17 (traducción 

de señales), es un marcador de granulocitos. CD19, CD20 y CD21 (receptor de 

complemento) se expresan en las células B inmaduras; éstas son moléculas importantes en 

la proliferación y activación  de los linfocitos. CD34 tiene relevancia en la adhesión celular 

y es un marcador de células pluripotentes primarias (no expresado en linajes finales). CD35 

es un receptor para fragmentos de complemento. CD45 es un marcador panleucocitario, 

expresado en el linaje mieloide, linfocitario, monocitario, granulocítico y eosinófilo
80

. La 

expresión intensa o débil de CD45 puede variar según el estado patológico o neoplásico del 

paciente
81

. En cuanto a HLA-DR (receptor de superficie MHC clase II), todas las células 

precursoras lo presentan inicialmente, pero sólo las células presentadoras de antígenos 

mantienen la expresión (por ejemplo, los monocitos)
80

. Mieloperoxidasa es un marcador 

que se encuentra positivo en todas las células mieloides (no se encuentra presente en LMA 

mínimamente diferenciadas o megacarioblásticas). El 98% de los pacientes lo 

presentan
79,81

.   

Comúnmente, los marcadores que suelen estar presentes en la leucemia mieloide son 

CD13, CD33 y CD117
9
, aunque en el artículo de Pabst et al, 2009

19
, el inmunofenotipo de 

blastos que caracteriza a LMA es el siguiente: HLA-DR
+
CD7

+
CD13

+
CD15

+
CD33

+
CD34

+
, 

con expresión de CD7 (usualmente negativo).   

Tomando como base los datos anteriores se determinó que sólo 1 paciente (#14) 

presentó todos los antígenos descritos por Pabst (incluyendo CD7 aberrante), mientras que 

13 pacientes (31%) presentaron los 3 antígenos mieloides y la MPO positiva. De la Tabla 

10 y 11 se puede observar que 6 pacientes expresaron CD2 (15%), 9 expresaron CD7 

(22%), 3 tenían expresión de CD10 (7%), 38 tenían el CD13 (93%), había 9 con CD 14 

(22%), 17 con CD15 (40%),15 con CD18 (37%), 3 con CD19 (7%), 1 con CD20 (2%), 41 

con CD33 (98%),  26 con CD34 (63%), 2 con 79a(5%), 14 con CD 117 (34%) y 33 con 

HLA-DR (80%). El 100% expresó MPO positiva.  
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Resultados de mutaciones y translocaciones asociadas al pronóstico de la 

LMA 

Se realizó el análisis de PML/RARA, RUNX1/RUNX1T1 y CBFB/MYH11 a través de RT-

PCR. También se analizaron las mutaciones en NPM1 y FLT3 ITD por Análisis de 

Fragmentos y, finalmente, se analizó FLT3 D835X por RFLP. En la Figura 11 y 12 se 

observa como ejemplo, el patrón de bandas positivas para un paciente con  la translocación 

RUNX1/RUNX1T1 y la PML/RARA respectivamente.  

 

 

M.PM PT 33 PT33 CI PT34 PT34 CI CP CN 

 
 Neg Neg Neg Pos Pos Pos Pos Neg 

 

Figura 11. Fotografía del corrimiento electroforético de la amplificación de 

RUNX1/RUNX1T1. Se observa que la banda del DNA del paciente 34 se encuentra a la 

misma altura que el control positivo para dicha translocación (el control interno 

amplifica indicando que no es un falso positivo; sí hay DNA). El paciente 33 no 

amplificó el CI. Esto indicó que la RTPCR se debió repetir puesto que ni el DNA 

control ni el del paciente amplificó. El DNA de los pacientes se corre por duplicado. 

M. PM= Marcador de Peso molecular; PT=Paciente; Pos=Positivo para la mutación; 

Neg=Negativo; CI=Control Interno; CP=Control positivo; CN=Control negativo.  
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M. 

PM 

PT 33 

bcr1 

PT33 

bcr3 
CI 

CP 

bcr3 
CN 

 
 Neg Pos Pos Pos Neg 

 

Figura 12. Fotografía del corrimiento electroforético de la amplificación de 

PML/RARA. Se observa que la banda del DNA del paciente 33 para el 

subtipo bcr3 se encuentra a la misma altura que el control positivo para 

dicho subtipo. El CI se encuentra presente. El paciente 33 no presenta el 

subtipo bcr1.  

 
 

En el caso de la CBFB/MYH11, se presentaron algunas dudas con respecto a su 

positividad. Para descartar falsos positivos se realizó un FISH (Hibridación in situ con 

fluorescencia).  

 

En el análisis de fragmentos, se compara el tamaño del gen no mutado (salvaje), con 

el mutado. En la Figura 13 se observa una corrida típica para observar la positividad de 

FLT3. Por otro lado en la Figura 14, se observa una corrida de análisis de fragmentos para 

NPM1.  

 

 



52 

 

A 

 

B 

C 

 

Figura 13. Análisis de Fragmentos de FLT3. En el pánel A se observa el DNA del paciente 

amplificado en la región del exón  14 de FLT3. Se distingue un fragmento con un pico más alto 

que todos los demás y uno adyacente. Tiene un tamaño de entre 155 y 157 pb. En el pánel B se 

observa el Control positivo con dos picos, uno en 157 pb y el otro en 205 pb (el número de pb 

puede ser variable según la mutación). En el pánel C el control negativo sólo presenta un pico en 

la señal de 157 pb, por lo tanto el paciente presenta un FLT3 negativo. El tamaño del fragmento 

inicial procedente de la amplificación del exón 14 debería corresponder a las 161 pb
67

, pero en 

este caso se ha corrido ligeramente a la izquierda. El control positivo permite ver que el 

corrimiento fue hecho correctamente pues también se muestra un pico en esa longitud. Las 

pequeñas variaciones en longitud pueden deberse a la adición o eliminación de Timinas por la 

enzima Taq DNA Polimerasa al final de la secuencia y como parte de un alelo diferente con 

mayor número de Ts
13. 
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A 

 

B 

C 

 

Figura 14. Análisis de Fragmentos de NPM1. En el pánel A se observa el DNA del paciente 

amplificado en la región del exón 12de NPM1. Se distingue un fragmento con señales en 167, 

168, 169 y 170 pb. En el pánel B se observa el Control negativo con las mismas señales que el 

paciente. En el pánel C se observa el Control positivo con las mismas señales que el negativo 

más tres excedentes de 171, 172 y 173 pb (inserción de 3 pb). Esto indica que el paciente en 

cuestión no tiene mutaciones en NPM1.  

 

En cuanto al estudio por RFLP de FLT3 D835X, en el primer pocillo se corrió el 

producto completo y en el segundo la digestión. A continuación se agregaron los controles 

positivos y negativos, para determinar las mutaciones puntuales en dicho aminoácido. En 

los casos positivos apareció una banda de 114 pb en vez de 68 y 46 pb (alelo normal). 

Finalmente, en la Tabla 12 a continuación se aprecian los resultados de todos los análisis 

integrados:   
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Se observaron 4 pacientes con 

positividad para la anormalidad citogenética 

recurrente FLT3 ITD con presencia 

simultánea de PML/RARA. Un paciente fue 

positivo para FLT3 ITD con NPM1 mutado, 

mientras que uno fue positivo únicamente 

para FLT3 ITD. Un paciente fue positivo 

para las mutaciones FLT3 TKD con NPM1, 

mientras que tres sólo presentaron FLT3 

TKD mutado. Dos pacientes presentaron 

NPM1 mutado, y 3 presentaron PML/RARA 

positivo a la mutación. Finalmente 3 

pacientes fueron positivos para 

CBFB/MYH11, y 2 para RUNX1/RUNX1T1. 

 

Condiciones optimizadas para la amplificación de CEBPA 

Iniciadores utilizados  

Para desarrollar la amplificación del gen CEBPA, primero se obtuvo la secuencia a partir de 

la base de datos de GenBank. Se recurrió al artículo de Ahn, J. et al: “A comparison 

between two methods for screening CEBPA mutations in patients with acute myeloid 

leukemia” para obtener 4 pares de iniciadores que cubrieran la región codificante exónica 

de CEBPA en 4 partes aproximadamente de igual longitud. Éstas se pueden observar en la 

Figura 8 y sus secuencias se encuentran en la segunda columna del Apéndice 1. 

Alternativamente, se obtuvo una propuesta de 4 pares de iniciadores a partir del programa 

Oligo 6, utilizando las recomendaciones generales para la generación de iniciadores en la 

región especificada (primera columna del Apéndice 1). Estos se mandaron sintetizar según 

lo propuesto. Se seleccionaron los iniciadores con mayor especificidad y sensibilidad 

analítica en condiciones optimizadas.  

 

Tabla 12. Perfil molecular integrado 

#Pacientes 
Mutaciones y translocaciones 

presentes 

1, 9, 10, 16 FLT3 ITD+, PML+ 

18 FLT3 ITD+, NPM1+ 

12 FLT3 ITD+ 

42 FLT3TKD+, NPM1+ 

21*, 26, 30 FLT3TKD+ 

11, 35 NPM1+ 

7, 15, 33 PML+ 

2, 3, 8 INV+   

34, 41 AML+ 

PML=PML/RARA; INV= CBFB/MYH11  

AML=RUNX1/RUNX1T1 

FLT3TKD=FLT3 con mutación en D835X 

*El paciente 21 presentó DNA hiperdiploide.  
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Temperaturas optimizadas y reactivos utilizados 

El primer ensayo se llevó a cabo utilizando las condiciones mencionadas en la metodología 

del artículo y las condiciones estándar para una PCR. Para las condiciones estándar, se 

empleó una mezcla de reacción aforada a un total de 50 μl (con agua grado HPLC), 

constituida por 1x Buffer (10mM Tris-HCl pH8.3, 50 mM KCl, 1.5 a 2 mM MgCl2), 1.5 

mM MgCl2, 200 μM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP, y dTTP), 0.5 μM de iniciadores, y 

2.5 U Taq DNA Polimerasa (Invitrogen) utilizando un aproximado de 100 ng de DNA. El 

programa del termociclador fue el siguiente: una temperatura pre-desnaturalización o pre-

ciclo de 95°C por 15 minutos; 35 ciclos de desnaturalizado de 94°C por 15 segundos, 

hibridación a 55°C por 30 segundos y elongación a 72°C por 30 segundos. También se 

incluyó una elongación final o post-ciclo de 72°C por 10 minutos. Se analizó la generación 

de productos específicos por PAGE.  

También se ensayó con las condiciones del artículo “A comparison between two 

methods for screening CEBPA mutations in patients with acute myeloid leukemia”
16

. Para 

este último también se trabajó con un volumen de reacción de 50 μl utilizando reactivos de 

QIAGEN: 1x Buffer, 1.5 mM (para los sets de iniciadores 1 y 4) o 2.75 mM (para los sets 

de iniciadores 2 y 3) MgCl2, 0.2 μM de iniciadores, 200 μM de cada dNTP, 1 x Q solución 

especial para templados ricos en GC y 2.5 U de HotStarTaq DNA polimerasa. Se utilizaron 

100 ng de DNA. El programa del termociclador comprendió las siguientes temperaturas: 

95°C por 15 minutos para el pre-ciclo, 35 ciclos de desnaturalización a 94°C por 60 

segundos, hibridación a 59°C (sets de iniciadores 1 y 4) y  55°C (sets de iniciadores 2 y 3) 

por 40 segundos y elongación a 72°C por 90 segundos o 60 segundos, respectivamente. Se 

incluyó un post-ciclo de 72°C por 10 minutos. 

Los parámetros modificados y probados fueron el tipo de DNA Polimerasa, la 

concentración de MgCl2, la temperatura y el tiempo de hibridación. Se realizaron varios 

modelos cambiando distintos parámetros por vez (tiempos de desnaturalización, 

hibridación, elongación, temperaturas, tipo de tampón o buffer, enzima Polimerasa, etc.) y 

se observó que las amplificaciones con Taq Polimerasa con la PCR estándar y modificada 

no eran específicas; amplificaban los iniciadores externos pero no los internos. También se 

vio que los iniciadores creados por Oligo6 no presentaban buena especificidad, pues 
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contaban con bandas superiores e inferiores en varios casos, otros no eran específicos o 

estaban ausentes las bandas. Por ello, fue que se utilizaron los iniciadores de la literatura y 

la metodología con HotStarTaq DNA Polimerasa (QIAGEN).  

Al inicio, no se observaban los segmentos que se suponía que tenían que amplificar 

los iniciadores centrales (gran cantidad de GC) por lo que se requirió modificar y probar 

todas las condiciones mencionadas. Se probaron diversas temperaturas de hibridación 

partiendo de los 50°C en adelante (grado por grado). La amplificación con el producto más 

específico, limpio y grande fue la que se realizó a una temperatura de hibridación de 60°C 

(para todos los iniciadores), pero se optimizó aún más el protocolo. Se probó con diversas 

concentraciones de iniciadores, más altas y bajas que las sugeridas por la literatura y se 

modificó la cantidad de templado empleado. Se realizó una curva de Magnesio para 

determinar las concentraciones óptimas de este último. Debido a que el fragmento es rico 

en GC, se probó con DMSO (dimetilsulfóxido) y las soluciones para fragmentos ricos en 

GC sugeridas por la literatura y se varió su cantidad. También se varió la cantidad de 

enzima Polimerasa. Se verificaron los resultados a través del corrimiento en PAGE 

(acrilamida:bisacrilamida 19:1) en condiciones no desnaturalizantes y exposición a luz UV 

en el transiluminador.  Se observaron los resultados en un gel de poliacrilamida al 4.5% a 

300V. Los resultados de la PCR optimizada se observan en la Figura 15. La amplificación 

del gen CEBPA en 4 fragmentos se logró con las condiciones finales descritas en las Tablas 

13 y 14 en el termociclador GeneAmp PCR System 9700 de Applied Biosystems. 
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Se probaron 2 pares de iniciadores más incluidos en el artículo de Lin et al, 2005
47

 

(Apéndice 2). Se ensayaron las condiciones descritas en el artículo y luego se modificaron. 

No se pudo obtener buenos resultados con estos iniciadores debido a que se trataba de 

M. 

PM P1 P2 P3 P4 

 

 295

pb 

302

pb 

390 

pb 

356 

pb 

 

Figura 15. Amplificación de los 4 

fragmentos de la sección codificante de 

CEBPA. Se observa la amplificación de 

los 4 sets de iniciadores. El marcador de 

peso molecular (pUC18/HpaII)  indica: 

1ra banda=501 pb, 2da=489, 3ra=404; 

4ta=353; 5ta=242; 6ta 190; 7ma= 147. 

Los iniciadores 1, 2 y 4 encuentran 

entre la cuarta y la 5ta banda y el P3 se 

encuentra entre la 3ra y la 4ta.   

M. PM=Marcador de peso molecular; 

P1=par de iniciadores 1. 

Tabla 13.  Composición de la mezcla 

de reacción para la amplificación del 

gen CEBPA para un total de 50 µL 

Componente o reactivo Cantidad 

(µL) 

Agua HPLC (libre de 

RNAsas) 

24.5 

Solución Rica en GC 10 µL 

1x Buffer 

(componentes  Tris-

HCl, KCl, 1.5 mM 

MgCl2)  

5 µL 

dNTPs (dATP, dGTP, 

dCTP, y dTTP) 200 

μM cda uno 

5 µL 

Iniciadores 0.5 mM 5 µL 

Hot Star Polimerasa 2.5 

U 

0.4 µL 

DNA (a 100 ng) ~2.6 µL 

Tabla 14. Temperaturas optimizadas 

del programa del termociclador para 

CEBPA 

 Temperatura Tiempo 

Pre-ciclo 95°C 15 min 

PCR 

35 ciclos 

94°C 1 min 

60°C 40 seg 

72°C 1 min 

Post-

ciclo 

72°C 10 min 
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regiones de 550 y 680 pb muy ricas en GC. Habría sido de mucha utilidad poder lograr 

dicha amplificación para poder disminuir el número de reacciones.   

Confirmación por RFLP 

Se realizó una RFLP (Restricción de Longitud de Fragmentos Polimórficos) para confirmar 

los resultados. El primer amplicón fue cortado por la enzima de restricción SacII en la 

secuencia CCGCGG (6pb) de la región 3´ dejando un fragmento de 64 pb y el restante (230 

pb=banda observada). El segundo, tercero y cuarto amplicón fueron cortados con Rsa1 en 

la secuencia GTAC (4pb), dejando extremos romos en 224 pb (y la longitud de la secuencia 

restante), 385 y 38 pb (315 pb de bases restantes) respectivamente. 

 

Mutaciones localizadas por secuenciación 

Se realizó la electroforesis capilar para poder observar las secuencias en dirección sentido y 

antisentido. La amplificación comienza 10 aminoácidos antes del codón de inicio de la 

región codificante. Algunas particularidades de la lectura fueron que de 13 a 24 nucleótidos 

no pudieron ser leídos por corrida. Esto se debió a la gran cantidad de GC en esas regiones. 

Afortunadamente, al leer la parte reversa, estas regiones se pudieron leer efectivamente. Al 

analizar los PAGE en la primera purificación antes de la secuenciación, se observó que 

existían bandas superiores a la específica en cuestión. Esto evidenció la presencia de 

heterodúplex. Para descartar la presencia de contaminación en la muestra, se realizó un 

“picado” que consiste en re-amplificar a partir de la banda específica para el producto 

esperado (obteniendo DNA al picar la banda). Si después de re-amplificar la banda 

(evitando todo tipo de contaminación) sigue apareciendo la banda superior, muy 

probablemente no se trate de un heterodúplex, sino de contaminación.  

Un heterodúplex se refiere a DNA de doble cadena hibridado por cadenas simples 

complementarias pero de diferente origen (no homólogas). Esto sucede cuando después de 

la desnaturalización, dos cadenas diferentes se renaturalizan: una de tipo salvaje (nativa o 

wildtype) y otra mutada (con errores de apareamiento). Generalmente cuando ocurren 



59 

 

Figura 16. Ilustración de la visualización de un heterodúplex por electroforesis. Una cadena 

simple salvaje se hibrida con una mutada formando un doblez en la cadena doble. Se aprecia 

como una banda doble en el PAGE
85

. 

variaciones en la secuencia, se forman dobleces en la doble hélice o incluso se modifica su 

estructura. Esto altera su movilidad en la matriz polimérica (restringiéndola), observándose  

la banda del producto original homodúplex con una banda heterodúplex por encima en la 

electroforesis (Figura 16)
83,84,85

. En el PAGE se observan bandas muy claras distintas a la 

original (Figura 17).   

 

Se localizaron heterodúplex en los PAGE de 

los pacientes 17 (fragmento 4), 23 (fragmentos 1), 26 

(fragmento 4), 33 (fragmento 3) y 36 (fragmento 3). A 

continuación se realizó la secuenciación donde se 

observó que algunas secuencias se sobreponían como 

en la Figura 18. 

 

 

M.PM PT 23 PT 26 

 
  

Figura 17. Heterodúplex observado 

por PAGE. Pacientes 23 y 26 con 

bandas superiores a la del producto 

normal (de 295 pb). 



60 

 

Figura 19. Gen CEBPA subdividido en 5 regiones por sus dominios. Se observa la longitud 

de los dominios en la secuencia por el número de aminoácidos en la parte superior
20

.  

 

Para poder identificar la localización de las mutaciones se utilizó el esquema de la 

Figura 19 en donde se subdivide al gen en 5 regiones. En la Tabla 15 se pueden observar 

las mutaciones y SNPs localizados por secuenciación en el  gen CEBPA y en la Tabla 16 se 

muestra cómo cambia la secuencia de aminoácidos en cada mutación.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Electroferograma superpuesto por mutación. Se observa que el paciente #23 (Fragmento 1 

FWD) presenta 2 secuencias superpuestas a partir de la línea recta (una normal y una mutada). La 

secuencia superior es la secuencia normal y la secuencia inferior representa la secuencia mutada.  
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Tabla 15. Mutaciones y SNPs localizados por secuenciación en el  gen CEBPA 

Paciente 

# 

Nombre/ 

Localización 

genómica 

 

Secuencia 

Codón afectado 

Codón Tipo de 

mutación 

Dominio 

afectado/ 

Iniciador que 

amplificó  

2, 3, 13, 

15, 17, 

29, 41  

-rs192240793  

NM_004364.3:c.5

73C>T 

 

CTCGCA[C/T]CCGCAC 

CAC⇒CAT 

H [His] ⇒ H [His] 

 

191 -Mutación 

sinónima (SNP 

no patogénico) 

-Región 

intermedia 

entre TAD2 y 

DB 

-Iniciador #3 

 

7, 8, 11, 

26, 30, 37  
-rs34529039 

NM_004364.3:c.6

90G>T 
 

GCCCAC[G/T]CCCGTG 

ACG⇒ACT 

[Thr] ⇒ T [Thr] 

 

230 -Mutación 

sinónima (SNP 

no patogénico)  

 

-Región 

intermedia 

entre TAD2 y 

DB 

-Iniciador #3  

17 NM.3:c.880_881i

nsCG 

 

AACAT[/CG]CGCGG 

ATCGC⇒ATCGCGC 

 

293 -Inserción de 

2pb (Cambio 

en el marco de 

lectura) 

-Dominio 

básico 

-Iniciador #4  

23 

 
-rs137852731 

NM_004364.3:c.2

01_202insCTAC 

 

CCTAC[-/CTAC]ATCGA 

CCTACATC⇒CATC 

 

67 -Deleción de 4 

pb 

(Cambio en el 

marco de 

lectura) 

-Mutación 

patogénica 

-Antes de 

TAD1  

-Iniciador #1 

 

26 NM.3:c.927_928d

elACG 

 

 

TGGAG[-/ACG]CAGCA 

AGACGCA⇒AGCA  

 

310 -Deleción de 3 

pb 

-Región 

intermedia 

entre DB y 

bZIP 

-Iniciador  #4 
33, 36 NM.3:c.567_568d

elTCGCA  

 

CCC[-/TCGCA]CCCGCA 

CCTCGCACC⇒ CCCC  
 

190 -Deleción de 5 

pb (Cambio en 

el marco de 

lectura) 

-Región 

intermedia 

entre TAD2 y 

DB 

-Iniciador #3 

TAD=Dominio de transactivación; DB=Dominio básico; bZIP=Cierre de leucina. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6060915:6061015&content=5&m=6060966!&mn=rs192240793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6060915:6061015&content=5&m=6060966!&mn=rs192240793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=34529039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6060798:6060898&content=5&m=6060849!&mn=rs34529039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6060798:6060898&content=5&m=6060849!&mn=rs34529039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6061286:6061386&content=5&m=6061337!&mn=rs137852731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6061286:6061386&content=5&m=6061337!&mn=rs137852731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=137852731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6061286:6061386&content=5&m=6061337!&mn=rs137852731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6061286:6061386&content=5&m=6061337!&mn=rs137852731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6061286:6061386&content=5&m=6061337!&mn=rs137852731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6061286:6061386&content=5&m=6061337!&mn=rs137852731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6060915:6061015&content=5&m=6060966!&mn=rs192240793
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Se observaron 5 mutaciones (12%) en las secuencias, las cuales ya se habían observado 

como un heterodúplex en el PAGE. En la secuenciación, todas las mutaciones localizadas 

fueron de tipo de variación inserción/deleción, observándose como dos secuencias 

superpuestas con una pequeña diferencia en la alineación (debido a que uno de los dos 

alelos está mutado y se diferencia del original; se recorre la secuencia al ocurrir una 

inserción/deleción). De las mutaciones mencionadas, una ocurrió antes del dominio de 

TAD1, dos ocurrieron en la región entre TAD2 y el Dominio Básico, una ocurrió en la 

región entre el Dominio Básico y bZIP  y una ocurrió en el Dominio Básico. La que ocurrió  

antes del dominio de TAD2 se encuentra localizada antes del segundo codón de inicio por 

lo que probablemente generó la versión truncada de la proteína en gran cantidad.  

A propósito de la amplificación, dos mutaciones (7%) ocurrieron en la región del 

fragmento 4, hubo quince cambios en la secuencia en la región 3 (36%) de las cuales 13 

eran SNPs. Se presentó una mutación en la región 1 (2%). Las 5 mutaciones que se 

presentaron fueron de inserción/deleción, cuatro fueron de deleción y una fue de inserción. 

Todas las secuencias que no se pudieron leer correctamente, se volvieron a secuenciar, 

incluso aquellas que tenían una altura muy baja, o mucho ruido de fondo. 
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Tabla 16. Cambios en la secuencia de aminoácidos por mutaciones 

Paciente Aminoácidos  

17 

 290 291 292 293 294 295 296  

5´ CGC AAC AAC ATC GCG GTG CGC 3´ 

Normal Arg Asn Asn Ile Ala Val Arg  

 
ins 

CG 
 

5´ CGC AAC AAC ATC GCG CGG GGC 3´ 

Mutada Arg Asn Asn Ile Ala Arg Gly  

 

23 

 64 65 66 67 68 69 70  

5´ ATC AGC GCC TAC ATC GAC CCG 3´ 

Normal Ile Ser Ala Tyr Ile Asp Pro  

 
del 

CTAC 
 

5´ ATC AGC GCA TCG ACC CGG CCG 3´ 

Mutada Ile Ser Ala Ser Thr Arg Pro  

 

 

26 

 

 307 308 309 310 311 312 313  

5´ AAC GTG GAG ACG CAG CAG AAG 3´ 

Normal Asn Val Glu Thr Gln Gln Lys  

 
del 

ACG 
 

5´ AAC GTG GAG CAG CAG AAG GTG 3´ 

Mutada Asn Val Glu Gln Gln Lys Val  

 

33, 36 

 187 188 189 190 191 192 193  

5´ CCG CCG CCC TCG CAC CCG CAC 3´ 

Normal Pro Pro Pro Ser His Pro His  

 

del 

TC 

GCA 

 

5´ CCG CCG CCC CCC GCA CCC GCA 3´ 

Mutada Pro Pro Pro Pro Ala Pro Ala  

 

 

En la Tabla 16 se observó que en el paciente 17 ocurre una inserción de 2 pb 

cambiando el marco de lectura. El primer y segundo aminoácido en donde se recorre la 

secuencia permanece sin cambios, pero a partir del tercero se observan cambios en el 

aminoácido, afectando las funciones proteicas y estructurales. Puede darse el caso que un 

aminoácido como Treonina (polar sin carga) por ejemplo, cambie por otro como la 
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Asparragina (que también es polar sin carga), en donde no hay un cambio serio de función 

por tener estructuras similares polares y sin carga. También en el caso de inserciones o 

deleciones en tripletes, el daño a la función y estructura es menos severo ya que no cambia 

el marco de lectura y muchos aminoácidos se conservan iguales
86

. 

 Siete pacientes (17%) presentaron un SNP no patogénico en el aminoácido 191. La 

mutación recae en el tercer nucleótido del codón de la Histidina, resultando en una 

mutación sinónima (Figura 20). Se dice que no es patogénica pues el aminoácido no cambia 

y, por lo tanto, sus funciones no son alteradas. En este caso el SNP se tuvo que localizar en 

la secuencia reversa ya que la secuencia frontal caía dentro de las regiones difíciles de leer. 

Otro SNP (mutación sinónima) encontrado fue el que ocurre en el aminoácido 230, donde 

la mutación igualmente recae en el último nucleótido del codón de la Treonina, no 

modificándola. Esta mutación no patogénica localizada en 6 pacientes (14%) ocurre en la 

región intermedia entre TAD2 y el Dominio básico. 

 

 La frecuencia de la mutación en el aminoácido 230 es la única reportada (Tabla 4), 

con A/T=0.159/ 348 (A). La frecuencia menor alélica reportada por dbSNPs se refiere al 

alelo menos frecuente en un polimorfismo dado (genotipos de 1000 genomas fase 1: 

individuos de todo el mundo). Para la frecuencia reportada en la literatura, se muestra que 

el alelo A tiene una frecuencia de 15.9 % y que fue observado 348 veces en 2188 

cromosomas (1094 genomas o individuos analizados)
87

. En los análisis realizados en este 

A 

 
B 

 

 
 

Figura 20. Visualización de un electroferograma con SNPs localizados. En el pánel A se observa el 

SNP en la posición de 230 con una base mixta de G y T. En el pánel B se observa el SNP en la 

posición 191 con una base mixta de C y T.  
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Figura 21. Gráfica circular con el porcentaje del perfil molecular de los pacientes. 

Se observan los porcentajes de los marcadores moleculares localizados en 42 

pacientes. PML=PML/RARA; INV= CBFB/MYH11; AML=RUNX1/RUNX1T1; 

FLT3TKD=FLT3 con mutación en D835X. 

 

proyecto se observó que la frecuencia para el polimorfismo A/T  localizado en el codón 191 

fue de 0.08 (A), mientras que fue de 0.07 (A) para el polimorfismo A/T localizado en el 

codón 230. El alelo A del polimorfimo en el codón 191 tuvo una frecuencia de 8% y fue 

observado 7 veces en 84 cromosomas (42 individuos). Por otro lado, el alelo A del 

polimorfismo en el codón 230 tuvo una frecuencia de 7% y se observó 6 veces en 84 

cromosomas (42 genomas).  

 

 Conociendo las mutaciones que ocurrieron en CEBPA, se compararon los porcentajes 

encontrados en esta cohorte, con la presencia de mutaciones en otras cohortes de 

investigación (Figura 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Se observó un gran número de pacientes con cariotipo normal y sin mutaciones. El 

perfil molecular más frecuente fue el de FLT3 ITD con PML/RARA mostrando un 10%.  

CBFB/MYH11 y CEBPA le siguieron con 7%. Dichos porcentajes se compararon con un panel 
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de estudios mutacionales de 13 pacientes europeos, 5 pacientes de Estados Unidos y 1 de 

Japón. En este estudio se observaron algunos porcentajes de hasta 17.4% para FLT3 ITD+ 

y 4.2% para CEBPA. Comparando estos porcentajes podemos ver que difieren bastante, 

esto puede deberse a la población estudiada que es en su mayoría de origen caucásico en 

comparación con la cohorte realizada en este proyecto. CEBPA mutado se presentó en 

menor cantidad en el estudio de la literatura, mientras que FLT3 se presentó en mayor 

cantidad
88

.  

 

Análisis comparativo de mutaciones y datos 

 

A continuación se analizará la integración de todos los datos encontrados en los pacientes 

con CEBPA mutado (Ver Tabla 17).  
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En la literatura ya se ha mencionado que no se ha observado relación entre las 

mutaciones CEBPA y la edad, sexo, recuento de leucocitos y porcentaje de blastos
20

. 

Efectivamente en la tabla superior se puede apreciar que no existe correlación clara entre 

estos parámetros, no obstante destacan algunos puntos.  

Primeramente se observa que dos pacientes presentaron leucocitosis severa, el 23 y 

26. Además el 17, el 23, y 26 presentaron CD7 aberrante (de linaje linfocítico). También se 

observa que tres de los pacientes presentaron un porcentaje de blastos muy alto (arriba de 

79%), el 23, 26 y 33. Destaca que de los 5 pacientes con mutaciones, 3 presentaron 

cariotipo normal, lo cual es óptimo para la aparición de mutaciones en CEBPA, uno 

presentó PML/RARA y otro presentó una mutación puntual en FLT3 D835X. Se dice que 

PML/RARA suprime la expresión de CEBPA, pero eso no significa que no puedan coexistir.  

Tabla 17. Perfil molecular e inmunofenotípico de los pacientes con CEBPA mutado 

# Perfil molecular 

Mutación 

localizada en el 

gen CEBPA 

Fenotipo 

inmunológico 

Tipo de muestra, número 

de leucocitos, % de blastos 

y su morfología, antígenos 

de superficie, sexo y edad 

del paciente 

17 
PML-, INV-, AML-, FLT3ITD-, FLT3TKD-

, NPM1-, CEBPA+ 
DB  

LMA CD7+ 

aberrante 

MO; 5,700 L;64%L;  CD7-/+; 

CD13+; CD34+; CD 45+/-; 

CD117+/-; HLA-DR+/-; 

MPO+/-. Fem: 47 años 

23 
PML-, INV-, AML-, FLT3ITD-, FLT3TKD-

, NPM1-, CEBPA+ 
Antes de TAD1 

LMA CD7 

aberrante 

SP; 512,000 L; 87%H; CD10-

/+; CD13+; CD19+/-, CD33-/+; 

CD 45+/-; CD79a-/+; HLA-

DR+/-; MPO+/-. Masc: 25 años 

 

26 
PML-, INV-, AML-, FLT3ITD-, 

FLT3TKD+, NPM1-, CEBPA+ 

Entre DB y bZIP  

 

LMA CD2+ Y 

CD7+ aberrante 

SP; 340,000 L; 96%L; CD13+; 

CD 14-/+; CD15+/-, CD33+; 

CD34+/-; HLA-DR+/-; MPO+ 

Masc: 36 años 

 

33 
PML+, INV-, AML-, FLT3ITD-, 

FLT3TKD-, NPM1-, CEBPA+ 
 

Entre TAD2 y DB 
LMA 

promielocítica 

MO; 26,300 L; 79%G; 

CD13+/-; CD33+/-; CD34+;  

CD45+/-; CD117+/-;HLA-

DR+/-; MPO+/-. Masc: 13 años  

 

36 
PML-, INV-, AML-, FLT3ITD-, FLT3TKD-

, NPM1-, CEBPA+ 
Entre TAD2 y DB LMA en recaída 

SP; --- L; 50%L; CD13+; 

CD33+; CD34+/-; CD 45+/-; 

HLA-DR+; MPO+/-. Fem: 43 

años 

 

DB=Dominio Básico30900 l=Leucocitos; 50% L=tamaño y granularidad similar a linfocitos, G=granulocitos; H=heterogéneo; 

M=monocitos. SP =sangre periférica; MO=médula ósea. Fem: Femenino; Masc: Masculino.  
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No se presentaron casos de CEBPA coexistiendo con marcadores de mal pronóstico 

como FLT3 ITD (corroborando su buen pronóstico), aunque sí se pueden llegar a presentar. 

Sí coexistió con FLT3 D835X, pero sobre esta mutación se dice que no se ha esclarecido el 

potencial de su efecto activador. No se presentaron casos de RUNX1/RUNX1T1 con 

CEBPA, como se había mencionado en la literatura, puesto que parece ser que siguen la 

misma vía de leucemogénesis y una anomalía suprime a la otra.  

 

 


