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I. ANTECEDENTES 
 
I.1 Generalidades de la Enfermedad de Hodgkin 

 

La enfermedad de Hodgkin (EH) se encuadra en el amplio grupo de 

linfomas malignos, que se caracterizan por hipertrofia de ganglios linfáticos y 

bazo (Vela-Casas, 2004). Fue descrita por primera vez en 1832 por Thomas 

Hodgkin, a nivel histológico  Sternberg en 1898 y Reed en 1902 encontraron 

como característica patognomónica las células gigantes binucleadas o 

multinucleadas que ahora se denominan de Reed-Sternberg (Vela-Casas, 

2004; Mesa-Cuervo et al., 1999). La naturaleza maligna de la enfermedad fue 

aceptada cuando en 1967, Seif y Spriggs confirmaron el origen clonal de las 

células malignas mediante análisis citogenéticos (Vela-Casas, 2004; Seif y 

Spriggs, 1967).  

 

La etiología de la EH, no está bien establecida, sin embargo se ha 

sugerido que podría originarse por una infección del virus Epstein Barr, sea por 

agentes infecciosos  que activan  vías extrínsecas  a través  de receptores 

antigénicos de linfocitos ( Helicobacter ò Hepatitis C) o bien, que  activen  vías 

intrínsecas  saltando receptores antigénicos ( HTLV 1). También se han 

asociado con factores como: vivienda única familiar,  tamaño pequeño de 

familia, alto nivel educativo materno y tener familiares  con EH. (Vela-Casas, 

2004;  Dinand y Arya, 2006; Meyer et al., 2004 ). Las edades promedio en las 

que se puede presentar la EH es la  infantil < de 14 años, adulto joven, de 15-

34 años  y la ultima de  adulto de > de 55 años. Esto sugiere que la EH pueda 

tener varias causas. La incidencia anual de EH es de 2.4/100 000 por año. A 

nivel mundial esta enfermedad representa el 30% de todos los  linfomas 

malignos; en el instituto Nacional de  Pediatría en México ocupa el cuarto  lugar 

dentro del grupo de las neoplasias  malignas (Rivera-luna,1994; Diehl, et al., 

2003; Yung y Linch, 2003; Dinand y Arya, 2006; Vela -Casas, 2004).  
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I. 2 Clasificación de la EH de acuerdo a su tipo histológico: 

Este linfoma puede o nó presentar las células Reed-Sternberg (RS), y su 

presencia se utiliza para hacer la clasificación.  

 

 Figura 1. Células Reed-Sternberg. 

Las células de Reed- Sternberg son células linfoides de 

tipo B activadas,  son grandes, entre 15-45 µm de 

diámetro, con abundante citoplasma y núcleo 

multilobulado o múltiple. La membrana nuclear está 

intensamente teñida y la delicada red de cromatina da una zona de halo claro 

alrededor del nucléolo, AS  que es también grande y prominente. Estas células 

de Reed-Sternberg pueden verse en hiperplasias linfoides reactivas, tales 

como mononucleosis infecciosa y linfomas no-Hodgkin y en enfermedades 

malignas no linfoides, como carcinoma y sarcoma.   

Los marcadores típicos de este tipo de célula son CD45+, CD19+, CD20+, 

CD22+, CD79a+, cadena J+/-, EMA (  epithelial membrana antigen)+/- y CD15-.   

(Vela-Casas, 2004;  Jansen, et al., 1998 ;  Pileri, et al.,  2002 ; Yung, 2003;  

Mesa-Cuervo, 1999). 

a) Linfoma de Hodgkin clásico.-  Definido por la presencia de las células RS, 

con 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  (Yung y Linch, 

2003; Harris, 1999). 

b) Linfoma de Hodgkin con predominio nodular-linfocitico.-  Representa el 5% 

de los casos con Linfoma Hodgkin.  A nivel celular tienen una variante de las 

células RS llamadas células L&H (células linfociticas y/o histiociticas).  El 

inmunofenotipo es una parte importante de la definición de esta entidad; 

expresan antìgenos asociados a células B (CD20) y son negativas para CD30 y 

CD15 (Yung y Linch, 2003; Harris, 1999). 

La EH se subdivide de la siguiente manera: 

Predominio Linfocitario 

Celularidad Mixta 

Disminución (depleción)  Linfocitica  
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Esclerosis Nodular 

Tabla 1.  Subtipos de Enfermedad de Hodgkin 

 
(Vela-Casas, 2004;  Bendandi, et al., 2004; Hudson  y Donaldson, 1997;  Yung, 2003; Harris, 

1999;  Mesa-Cuervo, 1999;  Connors, 2001; Rosenberg, et al., 1970) 

 

 

I.3 Estadios de la EH 
 

El actual sistema de estadio Ann Arbor, fue adoptado en 1971 y está 

basado en la forma de diseminación de un área ganglionar a otra adyacente 

que ocurre en la EH. 
Estadio I: compromiso de una sola región o estructura ganglionar linfoide.  

Estadio II: Compromiso de de dos o más regiones ganglionares del mismo 

lado del diafragma  

Estadio III: Compromiso de regiones o estructuras ganglionares a ambos 

lados del diafragma  

III 1: con o sin ganglios esplénicos, hiliares, celíacos o porta  

III 2: con ganglios paraaórticos ilíacos, mesentéricos  

Estadio IV: compromiso de áreas extraganglionares además de las 

designadas en E  

  

Características modificadoras:  

A: sin síntomas  
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B: fiebre, sudoración nocturna, pérdida de peso  

X: enfermedad masiva, ensanchamiento mediastinal > 1/3, dimensión máxima 

de la masa ganglionar > 10 cm  

EC: estadio clínico  

EP: estadio patológico  

(Connors, et al., 2001;  Hudson y Donaldson, 1999;  Rosenberg, et al., 1970 ; 

Brandt, et al, 2001) 

 

1.4 Estado del arte 

 
1.4.1 Tratamiento   de la EH 

 

Las modalidades  del  tratamiento se pueden dividir en tres categorías: 

Radioterapia, Quimioterapia o  Esquema combinado. 

 

I.4.2 Radioterapia : 

Inicialmente, la radioterapia  fue el tratamiento mas utilizado para el 

control de la EH. Sin embargo, se empezó  a observar que solo era 

conveniente su utilización para pacientes  en  estadios tempranos de la 

enfermedad.  Posteriormente, la radiación se combinó con fármacos 

quimioterapeuticos, especialmente en pacientes en estadios tardíos de la 

enfermedad y con pronósticos desfavorables. (Thompson y Wallace, 2002; Pao 

y Kun, 1989). Cuando la radioterapia es la única modalidad de tratamiento, se 

requieren  dosis de aproximadamente 35 a 44 Grays (Gy).  En combinación con 

quimioterapia, se necesitan dosis mas bajas de radiación: 30Gy. (Pao y Kun, 

1989;  Connors, et al., 2001; Thompson y Wallace, 2002) 

 

 

Campos de irradiación (Figura 2): 

a) Manto.- Para pacientes con EH supra-diafragmática 

b) Manto y Para-aortico ± manto esplénico: Conocida también como irradiación 

linfoide, de manto o para-aortico o nodal sub-total.  Para el tratamiento de 

nódulos linfáticos  para-aorticos en adición  al campo de manto.  El bazo se 

incluye en pacientes sin previa cirugía y/o esplenectomia. 
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c) Irradiación total nodal o linfoide total: incluye la mayor parte del tejido 

linfoide, además del campo pélvico, de manto y para-aortico. 

d) Y invertida: En pacientes con EH Infra-diafragmática, incluyendo  nódulos 

linfáticos para-aorticos y pélvicos  (Ng, et al, 2002c; Rosenberg, et al, 1970). 

Es importante mencionar que durante la radioterapia de cualquier tipo, a los 

pacientes se les protegen las gónadas con placas de plomo. 

 

 

 

 

 
Figura 2.- Los 4 diferentes  campos de 

irradiación, cada campo se representa 

en diferente color. (Hudson y 

Donaldson,1997).   

 

 

I.4.3  Quimioterapia 

 

El desarrollo  del esquema  MOPP fue la primera terapia sistémica 

efectiva para el tratamiento  de la EH, incluye: Mostaza nitrogenada, Oncovin, 

Procarbazina y Prednisona, esta combinación a altas dosis administrada en 6 a 

8 ciclos, produce una sobrevida de 4 a 11 años en 80% de los pacientes.  Para 

pacientes pediátricos, es importante tomar en cuenta los  efectos secundarios 

Campos de irradiación: 
                                 
Manto 
                                 
Manto y para-aórtico 
                                 
Nodal total 
                                 
Y invertida 
 

   

 

Tomado y modificado de Hudson M y Donaldson S 
(1997). Hodgkin`s disease. Pediatr Clin North Am 
44: 899
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de este tipo de tratamiento, los cuales pueden reducirse sustituyendo el uso de 

agentes alquilantes como la mostaza nitrogenada por fármacos como la 

Ciclosfofamida presente en el esquema COPP que incluye: Ciclofosfamida, 

Oncovin, Procarbazina, Prednisona (Aguilar-Morales, 2004; Formulario  Modelo 

de la OMS 2004; Frias, 2002; Witt y Bishop, 1996) las características de sus 

componentes son: 

Mostaza nitrogenada.- Pertenece al grupo de agentes alquilantes; es un 

fármaco que provoca daño al DNA e inhibe la replicación del mismo.  Se ha 

observado un fuerte efecto carcinogénico, mutagénico y teratogénico en células 

somáticas y germinales (Witt y Bishop, 1996;  Frias, 2002). Fue el primer 

agente alquilante utilizado para el tratamiento de cáncer. Su uso fue muy 

amplio en combinación con otros fármacos como Vincristina y Procarbazina 

para el tratamiento de EH, sin embargo desde hace una década 

aproximadamente, se ha cambiado a otras combinaciones que utilizan menos 

agentes alquilantes (Aguilar-Morales, 2004; Formulario Modelo de la OMS 

2004; Frias, 2002; Witt y Bishop, 1996). 

Vincristina (Oncovin).- Alcaloide que se une a la proteína dimérica tubulina, 

interfiriendo con la polimerización de los microtubulos o alterando su estructura, 

lo que provoca un bloqueo en la formación del huso mitótico, por lo que puede 

generar alteraciones cromosòmicas numéricas (Aguilar-Morales, 2004; 

Formulario Modelo de la OMS 2004; Frias, 2002; Witt y Bishop, 1996). 

Procarbazina.- Agente alquilante que inhibe la síntesis de proteínas, DNA y 

RNA y causa daño cromosómico. Este fármaco es un potente carcinógeno que 

puede provocar leucemia; a largo plazo, se ha observado también azoospermia 

y efecto teratogenico en los individuos tratados con este agente.  Se considera 

uno de los tres agentes químicos capaces de causar daño genotóxico a células 

madre germinales (Aguilar-Morales, 2004; Formulario Modelo de la OMS 2004; 

Frias, 2002; Witt y Bishop, 1996). 

Prednisona.- Aunque no se considera como un fármaco anticancerígeno, tiene 

un papel importante en el tratamiento de leucemias agudas y EH. Es un 

corticoesteroide análogo del cortisol, con función anti-inflamatoria e inmuno-

moduladora para el cual no se han reportado efectos mutagénicos y/o 

carcinogénicos (Aguilar- Morales, 2004; Formulario Modelo de la OMS 2004; 

Frias, 2002; Witt y Bishop, 1996). 
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El esquema MOPP fue ampliamente utilizado hasta la última década en 

que se cambió debido a que podía ser altamente citotóxico, por lo que se 

desarrollaron otros esquemas, dentro de los cuales el  ABVD ha sido el más 

utilizado a nivel mundial y comprende los siguientes agentes: Adriamicina, 

Bleomicina, Vinblastina y  Dacarbazina, sus características son: 

- Adriamicina (Doxorubicina). Antraciclina ampliamente utilizada como 

antibiótico anti-tumoral.  Este tipo de agente se intercala  en el DNA  y produce 

ruptura de cadena sencilla y doble.  Se relaciona también con la formación de 

radicales libres, responsables de la actividad antitumoral así como de ciertos 

efectos secundarios con  problemas cardiacos y efectos mutagénicos (Aguilar-

Morales, 2004; Formulario Modelo de la OMS 2004; Frias, 2002; Witt y Bishop, 

1996). 

- Bleomicina. Se considera un radio mimético que después de unirse al DNA 

produce rupturas en el mismo, como resultado de la producción de un complejo 

de radicales libres  (Aguilar-Morales, 2004; Formulario Modelo de la OMS 2004; 

Frias, 2002; Witt y Bishop, 1996). 

- Vinblastina. Al igual  que la vincristina, es un alcaloide inhibidor  del 

ensamblaje del huso mitotico, por lo que se puede considerar también como un 

aneugenico (Aguilar- Morales, 2004; Formulario Modelo de la OMS 2004; Frias, 

2002; Witt y Bishop, 1996) 

- Dacarbazina.- Agente alquilante desarrollado como un inhibidor  de la 

biosíntesis de purinas. Se observan efectos secundarios graves a nivel de 

hígado, riñón y sistema nervioso central, se considera un potencial teratogenico 

y carcinogénico (Aguilar-Morales, 2004; Formulario Modelo de la OMS 2004; 

Frias, 2002; Witt y Bishop, 1996). 

 

La aparición  de tratamientos como ABVD redujo de manera importante 

los efectos tóxicos secundarios producidos  por el uso de MOPP.  Sin embargo, 

debido a las secuelas cardiopulmonares que se atribuyen a la adriamicina y 

bleomicina, su uso se limitó a pacientes con presentaciones clínicas favorables 

y con tratamientos que tuvieran menos ciclos de quimioterapia o se pudieran 

alternar con otras mezclas con agentes alquilantes como MOPP, COPP ó 

ChIVPP ( Clorambucil, Oncovin, Procarbazina, Prednisona) y en pacientes con 
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EH en estadios avanzados y pronósticos desfavorables (Aguilar-Morales, 2004; 

Formulario  Modelo de la OMS 2004; Frias, 2002; Witt y Bishop, 1996; Diehl, et 

al, 2003; Bradt, et al, 2001) . 

 

I.4.4  Modalidad combinada 

 

El prototipo de quimioterapia combinada es MOPP/ABVD.  Esta terapia u 

otros agentes quimioterapeuticos junto con radioterapia, son muy efectivos en 

pacientes pediátricos, ya  que permiten reducir el campo de irradiación y la 

dosis,  así como utilizar menos ciclos de quimioterapia (generalmente, menos 

de 6 ciclos) y se ha observado que con esto disminuye de manera favorable la 

aparición de secuelas de la terapia (Morales, 2004; Formulario  Modelo de la 

OMS 2004; Frias, 2002; Witt y Bishop, 1996; Diehl, et al, 2003; Bradt, et al, 

2001). 

 

 Como se ha mencionado,  varios de estos agentes quimioterapeuticos 

han sido probados como clastogénicos  y mutagénicos en células somáticas y 

en modelos animales.  En humano se ha observado que pueden  provocar 

daño citotóxico a largo plazo tanto en células somáticas como germinales (Witt, 

1996;  Meistrich, 1993).   

Entre los carcinógenos químicos más significativos en la génesis  del 

cáncer, destacan los agentes alquilantes (metilo, etilo). Un ejemplo de estos 

agentes  es el gas mostaza (El término mostaza se refiere a las ampollas que 

producen estos agentes en la piel), con grupos suficientemente  electrófilos que 

no requieren activación (carcinógeno directo). Las mostazas nitrogenadas 

reaccionan con las bases de los ácidos nucleicos , esta reacción se da entre el 

N 7de la guanina con la mecloretamina la base modificada puede aparearse 

anormalmente durante la replicación  e inducir mutaciones, pero también puede 

ser eliminada del ADN. 

También puede haber entrecruzamiento de cadenas de ADN. Puesto 

que los agentes alquilantes modifican el crecimiento celular, la mitosis, la 

diferenciación y la función de la célula, las células que se están dividiendo más 

rápido, son las más susceptibles a la acción de estos agentes. En células que 

se dividen lentamente, los procesos de reparación del ADN pueden revertir los 
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efectos de la modificación del ADN. Por lo que las mostazas nitrogenadas son, 

por tanto, mutagenicas y carcinógenas. Sin embargo, y debido  a la propia 

acción de estos agentes sobre las células en división, muchos de ellos se usan  

en el tratamiento contra el cáncer (Diablos et al., 2004; Lawler  y Martin, 1975 ; 

Alzeer  y Scharer, 2006).   

 

I.5 Factor pronostico 

 

Sobrevida  

I + II A: 78 a 94 % dependiendo de la edad  

I + IIB: 45 a 93% 

III + IVA: 76 a 83%  

III + IVB: 22 a 80 %  

(Vela-Casas, 2004;  Yung, 2003;  Pileri, 2002; Dennis et al., 2004). 

 

 

1.6  Efectos secundarios al tratamiento anticáncer.  

 

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

respecta al tratamiento por quimioterapia y radioterapia ha incrementado la 

sobrevivencia de los pacientes;  se estima que el porcentaje de sobrevida 10 

años después del tratamiento es de más del 80%( Frias, 2002). Es importante 

reconocer que cuando se utilizan estos esquemas, la terapia no es  especifica 

para las células tumorales, también las células normales se ven  afectadas, lo 

cual a nivel de células somáticas puede tener serias consecuencias, entre ellas 

la aparición de neoplasias secundarias como leucemias, linfomas no Hodgkin y 

diversos tipos de tumores sólidos  que pueden  originarse por una alteración 

inducida en el genoma del paciente por los agentes antineoplásicos 

administrados (Jenkin, 1996; Foss-Abranhamsen, 2002), esto debido a su 

habilidad para alcanzar el núcleo y ahí dañar  el DNA directamente, o interferir 

con procesos tales como replicación y reparación de DNA, segregación 

cromosómica o la propia división celular. En células somáticas  se ha 

demostrado que después  de la exposición  a radiación  y a agentes  

quimioterapeuticos  hay una inducción de mutaciones génicas y aberraciones 
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cromosómicas numéricas y estructurales como consecuencias adversas del 

tratamiento, sin embargo  existe poca información sobre lo que ocurre  en el 

genoma de las células germinales.   En células germinales, se ha reportado 

citotoxicidad que se presenta como azoospermia u  oligospermia que puede ser 

transitoria o definitiva (Meistrich, 1993). 

La terapia  anticáncer  se asocia  con gran morbilidad en muchos 

pacientes  y las alteraciones en la función  gonadal es uno de los efectos 

colaterales y tardíos mas comunes.  Algunos  esquemas de tratamiento  se 

asocian  con perdida temporal de la función gonadal, pero en otros, un numero  

considerable e impredecible  de pacientes  no recuperan dicha función. La 

afección de la función gonadal podría estar relacionada con la presencia  de 

daño genético  en las células germinales y/o somáticas de las gónadas (Frias, 

2002; formulario modelo de la OMS, 2004). 

El daño genético  en las células  puede ser de dos tipos: letal y no letal.  

En el organismo, el daño letal  en las células somáticas puede tener diversas 

consecuencias; por ejemplo, en células sanguíneas una baja cuenta puede 

condicionar anemias e infecciones; en células germinales ocasionaría 

oligospermia o azoospermia transitoria o definitiva.  Sin embargo cuando el 

daño no es letal para las células,  las consecuencias pueden ser aun peores 

porque si ocurre en células somáticas podrían conducir a enfermedades 

parcialmente genéticas o segundos canceres y si es en las células  germinales, 

podrían  dar lugar a abortos  o a descendencia anormal (Frias, 2002). 

 

 

I. 7  Aberraciones cromosómicas 

 

      Los cromosomas constituyen los vehículos de la herencia en los 

organismos superiores. Si bien los cambios cromosómicos numéricos y 

estructurales constituyen un importante mecanismo en la evolución de las 

especies debido a las modificaciones que producen en el número o el 

ordenamiento de los genes, pueden originar también considerables 

alteraciones fenotípicas en el organismo o en la descendencia. Las 

aberraciones cromosómicas pueden clasificarse en dos grandes grupos de 

acuerdo a si el número total de cromosomas difiere de la dotación 
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cromosómica diploide (anomalías numéricas) o bien la morfología normal de 

uno o más cromosomas ha sido afectada (anomalías estructurales). Las 

estructurales se forman por ruptura y reunión de fragmentos cromosómicos.             

Dentro de estas  alteraciones puede haber cambios balanceados o 

desbalanceados. Se denominan cambios balanceados a aquellos que implican 

un reordenamiento del material  genético por diferentes mecanismos pero que 

no con llevan pérdida de información hereditaria. Los de tipo desbalanceado, 

implican en general, pérdida o ganancia de información genética; las 

translocaciones cromosómicas  son alteraciones estructurales y pueden ser 

balanceadas o desbalanceadas.  

Las translocaciones, que pueden ser recíprocas  o Robertsonianas y se 

originan por la ruptura y el  intercambio de segmentos generalmente entre 

cromosomas no homólogos. En las translocaciones recíprocas el número de 

cromosomas no se altera, mientras que en las  translocaciones Robertsonianas 

involucran 2 cromosomas acrocéntricos que se unen cerca de los centrómeros 

con pérdida de los brazos cortos y cambia el número cromosómico Una  

translocación  recíproca se da si dos cromosomas  no homólogos se rompen  y 

se  intercambian los segmentos rotos.  Para  este  tipo de translocación se 

necesitan dos rupturas de doble hebra, una en cada cromosoma (Therman,  

2000).  

  La alteración tanto en estructura como en número de cromosomas, 

generalmente van asociados a cambios fenotípicos, a nivel celular o de 

organismo,  debido a que conllevan un desbalance en la cantidad del material 

genético. Cuando las alteraciones estructurales son balanceadas como son las 

inversiones y algunas translocaciones, generalmente las células o los 

individuos que las  portan no  presentan ningún efecto fenotípico, ya que toda 

la información genética está presente, sin embargo estas anomalías no son 

inocuas en los siguientes casos: a) En un individuo portador de una alteración 

balanceada. Se producirán gametos desbalanceados y por lo tanto su 

descendencia presentará alteraciones clínicas (Therman, 2000); b) En una 

célula portadora de una alteración balanceada pueden existir reordenamientos 

génicos que modifiquen un gen o su expresión, por ejemplo si la ruptura ocurre 

a la mitad de dos genes y los segmentos se reúnen, pueden originarse genes 

quiméricos con funciones diferentes a las originales o bien pueden reordenarse 
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genes bajo promotores distintos a los 

propios y modificar la expresión 

génica. (Therman, 2000; Mckinlay, 

2004)  

 
Figura 3.-   Figura representativa de los  

mecanismos de formación de las 

translocaciones balanceadas. 

 

 

I.7.1 Origen y formación de las aberraciones cromosómicas estructurales. 

 
Existen dos teorías básicas que intentan responder a los posibles mecanismos 

de formación de las alteraciones cromosómicas estructurales: la teoría clásica 

(o teoría de la fractura y reunión) y la teoría recombinante. La teoría más 

aceptada actualmente es la teoría clásica, es decir, que las fracturas de 

cromátida constituyen lesiones primarias de las cuales derivan, por un proceso 

incorrecto de reparación, los diferentes tipos de reordenamientos 

cromosómicos. Los agentes anticáncer, tanto radiaciones como algunos 

químicos, por ejemplo los alquilantes, causan rupturas del ADN que pueden 

convertirse en translocaciones, éstas por ser estables a través de las divisiones 

celulares, pueden mantenerse por largos períodos de tiempo en un tejido 

determinado (Therman, 2000, cap 13, cap 14, cap 16; Mckinlay, 2004; Martinez 

y Folle,Pdf).  En especial cuando las translocaciones son balanceadas, las 

células que las portan pueden no tener consecuencias adversas, a menos que 

se modifique la expresión génica  o bien que se forme una proteína quimérica. 

 

I. 8  Antecedentes directos 
 

Hay estudios que han evaluado  los efectos genotóxicos del  esquema MOPP.  

Brandriff en 1994 estudió los espermatozoides de seis sobrevivientes tratados 

2-20 años antes y encontró daño genético permanente; El estudio incluyó 6 

pacientes (en total 571 células analizadas en metafase)  y encontró 9.8% de 

células con aberraciones estructurales y 1.6%  de células con cromosomas 

extra, mientras que en 24 individuos sanos (5998 células  en metafase)  



13 

encontraron 6.9%  de aberraciones estructurales y 0.8% de aneuploidias. 

 la frecuencia de aberraciones  cromosómicas numéricas y estructurales fue 

significativamente mayor al compararla con la frecuencia de un grupo de 

individuos sanos.             

En células somáticas existen también trabajos  que dan evidencia sobre 

el daño  que pudo provocar el uso de estas drogas. L.M. Smith  en  1992  

encontró mediante hibridación in situ con fluorescencia (FISH) del cromosoma 

4, que los linfocitos de pacientes tratados con terapia combinada 

(quimioterapia-radioterapia) tenían una mayor frecuencia de aberraciones que 

cuando se trataban con quimioterapia  sola y que  la quimioterapia mas 

radioterapia se relacionaba con la aparición de  segundas neoplasias (Smith, 

1992). 

 

 
Tabla 2.- Aberraciones  cromosómicas balanceadas por número de metafase  

en pacientes tratados con quimioterapia y radioterapia (Smith 1992) 

 

Otros estudios han encontrado una frecuencia alta de alteraciones 

estructurales inestables del tipo rupturas en linfocitos de pacientes tratados con 

quimioterapia, radioterapia o combinado  (Lalic, 2001; Strom 1998; Bilban-

Jakipin y Bilban, 2001; Ryabchenko, et al,  2003),  y se ha sugerido que la 

radio-quimioterapia induce inestabilidad cromosómica en las células expuestas 

0.00096 pacientes sin tratamiento 

0.0193 pacientes con segundas 
neoplasias  

0.0165 pacientes tratados con 
Quimioterapia + radiación 

0.0125 pacientes tratados con 
radiación 

No. translocaciones/No. metafasesPacientes y 
tratamiento 
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y que esto es un evento inicial  para el desarrollo de segundas neoplasias en 

los tejidos afectados. 

 

Con todos estos antecedentes, es evidente que los agentes anticáncer pueden 

generar daño cromosómico numérico y estructural en los pacientes; algunas 

alteraciones pueden ser de larga duración, sobre todo si no comprometen la 

viabilidad de la célula portadora y  son capaces de pasar de una generación a 

otra, como es el caso de las  translocaciones balanceadas. 

 

 

II.- JUSTIFICACIÓN 

 

a) En humano el estudio in vivo de las consecuencias genotóxicas de la 

exposición a agentes clastógenos y mutágenos probados en sistemas in 

vitro o en animales experimentales, sólo se puede realizar en grupos 

modelo como los de aquellos individuos expuestos a xenobióticos por 

terapia médica.  

b) La EH muestra un pico de incidencia poco antes de los veinte años de 

edad, por lo que la mayoría de los sobrevivientes de EH están en edad 

reproductiva y potencialmente afectados con daño genotóxico.   

c) El tratamiento antineoplásico está dirigido mayormente contra el material 

genético de las células en la fase S de replicación del DNA y una de las 

principales características de las células cancerosas es que están en 

división activa. Sin embargo, los tratamientos antineoplásicos clásicos 

no tienen un blanco específico, por lo que afectan también a las células 

normales, tanto somáticas como germinales.   

d) Las alteraciones cromosómicas balanceadas son un tipo de daño no 

letal, pero que puede generar efectos secundarios muy nocivos como el 

desarrollo de segundas neoplasias si se encuentra en células somáticas 

y oligospermia o descendencia con alteraciones cromosómicas si se 

encuentra en células germinales. 

Por lo anterior, es necesario detectar las consecuencias genotóxicas del 

tratamiento anticáncer y el grupo de pacientes EH tratados con MOPP 

pueden ser de los más afectados,  ya que comprende agentes 
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alquilantes que pueden alcanzar las células madre germinales y 

hematopoyéticas.  

 

III.- HIPÓTESIS 
 

El tratamiento  antineoplásico utilizado en pacientes con enfermedad de 

Hodgkin induce alteraciones cromosómicas estructurales de tipo 

balanceado en células madre hematopoyéticas y germinales que se 

detectará como daño cromosómico en linfocitos  de sangre periférica y en 

espermatozoides. 

 

IV.- OBJETIVOS 

 

IV. 1 Objetivo General 

Determinar si el tratamiento MOPP solo o combinado incrementa la  

frecuencia de alteraciones  cromosómicas  estructurales de tipo balanceado  

en  células somáticas y germinales de sobrevivientes a  la enfermedad de 

Hodgkin. 

 

 

IV. 2 Objetivos particulares 

 

1.-  Establecer  la frecuencia de las translocaciones 8;14 y 14;18 en 

individuos normales. 

2.- Detectar daño genotóxico producido por la quimioterapia MOPP, 

utilizando como un marcador de daño a las translocaciones  balanceadas  

que se relacionan con la generación de Linfoma No Hodgkin (LNH). 

3.- Comparar los efectos genotóxicos que la quimioterpia MOPP produce en 

células somáticas (leucocitos) y espermatozoides del mismo paciente.   
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V. METODOLOGÍA 

 

V. 1 Población de estudio 
 

Este proyecto tiene la aprobación del comité de investigación y del 

comité de ética del Instituto Nacional de Pediatría. La población de  estudio 

proviene de la clínica de sobrevivientes a Enfermedad de Hodgkin del   

Instituto Nacional de Pediatría,  y todos los pacientes incluidos así como los 

individuos sanos accedieron voluntariamente a participar en este estudio.   

Se les  realizó un cuestionario que se encuentra  en el anexo 2,  todos 

cumplieron con los criterios de inclusión (se mencionan mas abajo), 

firmaron una carta de consentimiento informado (anexo 1)  

 

Se estudiaron 3 grupos de individuos 

I.-  Grupo de 10 sujetos sanos (Grupo control) 

II.- Grupo de 5 pacientes con  EH,  antes del tratamiento 

III.- Grupo de 13 pacientes sobrevivientes a EH del INP  que fueron  

tratados  con los agentes  quimioterapeuticos  MOPP/ABVD(P) con o sin 

radioterapia y que tuvieron como mínimo 2 años de  haber concluido su 

tratamiento antineoplásico. 

 

V. 2 Criterios de inclusión 

 

I.- Para el grupo de  individuos sanos: 

Edad  mínima de 18 años  o en adelante; buscándose  donadores de 

edades similares a los  pacientes  que aceptaron  participar en el estudio 

voluntariamente, firmaron  carta de consentimiento informado y  contestaron 

adecuadamente el cuestionario.  

 

II.- Para  el grupo de pacientes con EH antes del tratamiento: 

Pacientes que se  diagnosticaron mediante  criterios clínicos, de laboratorio 

y gabinete como enfermedad de Hodgkin. 

Edad de 18 años en adelante. 

Que   no recibieron ningún  tratamiento antineoplásico. 
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Que  aceptaron   participar en el estudio voluntariamente, contestaron 

adecuadamente el  cuestionario  y firmaron la carta de consentimiento 

informado.  

 

III.- Para el grupo de los sobrevivientes a EH tratados con MOPP/ABVP:   

Fueron  pacientes que tuvieron  como mínimo  dos años de haber concluido 

la terapia  antineoplásica. 

Edad de 18 años en adelante.   

Que aceptaron  participar en el estudio voluntariamente, contestaron 

adecuadamente el cuestionario y  firmaron la carta de consentimiento 

informado.  

 

 

V. 3 Criterios de exclusión 

 

Los criterios de exclusión  se aplicarán a los 3 grupos ya antes descritos 

Fumar más  de 10 cigarros al  día. 

Consumo de drogas. 

Enfermedades de  origen cromosómico. 

Transfusiones sanguíneas (seis meses o menos). 

Transplantes de medula ósea. 

 

V. 4  Tejidos 

 

V. 4. 1 Sangre periférica 

 

Para la realización  de este estudio,  se contó  con los leucocitos  de cada 

uno de los grupos de individuos, los cuales ya  se tenían  recolectados en el 

laboratorio de Citogenética del Instituto Nacional de Pediatría; 

Se utilizaron 5 ml de sangre periférica de cada individuo que se incluyó  en 

el estudio. Las muestras se encontraban en un banco de células en 

nitrógeno líquido preservando viabilidad, del cual, se obtuvo  la muestra 

para el estudio. 
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V. 4. 2 Semen 

 

         Este material  se obtuvo también del banco de muestras recolectadas  en 

el laboratorio de Citogenética del Instituto Nacional de Pediatría; la  recolección 

se realizó de la siguiente manera: 

A cada individuo  que se incluyó en el estudio se le solicitó una  donación de 

muestra de semen por eyaculación. Una parte de la muestra se congeló  

directamente y se almacenó  a -80°C,  para hacer un banco de células (sin 

preservación de la viabilidad). De esta  última alícuota se obtuvo  la muestra  

para este estudio. La otra alícuota se utilizó para estudio de  

espermatobioscopia. 

  Se tuvo  un total de 28 muestras de sangre periférica y un número 

variable de  muestras de semen ya que algunos sobrevivientes eran  

oligospermicos, por lo que se solicitaron varias muestras para poder determinar 

la frecuencia de alteraciones cromosómicas de tipo estructural  balanceado 

específico. 

          Se extrajo DNA genómico de cada una de las muestras obtenidas y   

sobre ese DNA, se determinó la frecuencia de las translocaciones t(14:18) y 

t(8:14). Estas translocaciones se seleccionaron  porque  se han asociado 

frecuentemente  a linfoma no Hodgkin; este  linfoma no Hodgkin es una de las 

neoplasias post-tratamiento más frecuente en pacientes con  EH.   

         Se seleccionó el PCR en tiempo real para la primera translocación porque 

podemos detectar una baja cantidad de células con rearreglos genómicos 

(hasta 1 en 105 células) y se puede cuantificar la presencia de translocaciones, 

lo cual es  suma importancia ya que en individuos  normales se ha reportado la 

presencia de  estos rearreglos con frecuencias básales muy bajas (Figura 4).    

  



19 

 

 

V. 5 Diagrama de flujo del estudio 

 

Diseño de estudio 

Sangre  20ml                                                                              Semen 

 

 

 

Alícuotas                                                                                     Alícuotas 

 

 

Banco de células en N liq.                                                        Banco de células 

almacenadas                                                                                      A -80° 

 

                                               Extracción de DNA genómico 

                                                Relación 260/280.- 1.8 � 2.2 

     Cuantificación 

 

 

                     Integridad del DNA mediante gel de electroforesis (agarosa  1%) 

 

 

                              Detección por  PCR del daño estructural balanceado 

                                                         t(14;18)  t(8;14) 

  

 
Figura 4.- Diseño general  del estudio  
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 V. 6 Translocaciones cromosómicas balanceadas utilizadas en este 
estudio.   
 
V.6.1 t(14-18)  

En esta translocación cromosómica  el gen BCL2 del cromosoma 

18q21.3 se coloca en el lugar del gen de la cadena pesada de la 

inmunoglobulina IGH del cromosoma 14q32.33, sujeto a control  del enhancer  

Eµ del IGH generando una sobreexpresión  de la proteína  anti apoptótica 

BCL2.  La supresión de la apoptosis  resultante probablemente  representa  un 

paso inicial  de la transformación maligna  que facilita la acumulación  de 

lesiones  genómicas que eventualmente  llevan a una proliferación celular 

descontrolada y a una progresión a linfoma folicular (Sanchez-Beato, et 

al.,2003). 

  Se sabe que en el cromosoma 18 los puntos de ruptura están en clusters  

en la región 3� no traducida  y que son 3 puntos de ruptura; uno es de 150 pb 

de largo localizado en el tercer exón del gen BCL2,  conocido como el de 

mayor punto de ruptura (MBR) ya que se presenta en un 50 � 70% ;  el otro 

punto es de 500 pb de largo, que se encuentra  en el exón 1 del gen BCL2, 

llamado  la región de cluster menor (MCR) y el  ICR ó  la región de cluster 

intermedio (Albinger-Hegyi, et al., 2002) .  

 

En cromosoma 14 los puntos de ruptura están predominantemente 

encontrados en el elemento de unión  (JH) de la cadena pesada de las 

inmunoglobulinas sugiriendo un proceso  aberrante de  recombinación como 

causa primaria  de la translocación. (Albinger-Hegyi, et al., 2002) . 

Los oligonucleotidos que se van a utilizar   en esta translocaciòn van a 

reconocer la secuencia especifica del 3� del exón 3 del BCL2 que es en donde 

esta el mayor punto de ruptura del cromosoma 18 y la porción  conservada de 

los elementos de unión  JH del cromosoma 14.  Se genera un producto de 500 

pb y  permite una excelente amplificación de la translocación. 
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Translocación 14;18 

 
Figura 5.- Figura representativa del metodo de  identificación de la translocaciòn 14:18 (MBR) 

por medio de las sondas de hibridización.  

 

En la Figura 5,  la zona gris esta marcado  el gen BCL2  como se 

encuentra en la translocaciòn, la región 3� del exón 3  es la que se encuentra 

unida a la inmunoglobulina  en la cadena variable, en la región conservada de 

unión (JH). En amarillo se encuentra  identificado  el segmento de unión de la 

inmunoglobulina en la cadena variable.  Las flechas de color verde  que se 

encuentran en la parte inferior representan a  los oligonucleótidos que ya se 

encuentran sintetizados. La posición de  las flechas equivale a las  regiones a 

amplificar (aproximadamente 500 pb).   En la parte superior se representa  la 

sonda de hibridización.   

 

 

V. 6. 2 t(8;14) 

En este linfoma se encuentra involucrada la translocación  t (8;14) en la que 

está involucrado el gen C-MYC del cromosoma 8 y la cadena pesada de las 

inmunoglobulinas  del cromosoma 14 (80%); También el gen C-MYC puede 

translocarse en otros locus,  que son en el locus de la cadena ligera (λ) en el 

cromosoma 22 ò en la cadena κ en el cromosoma 2 (10%), no considerados en 

el presente trabajo (Sanchez-Beato, et al.,2003). 

Primer F Primer R

Sonda
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Los puntos de ruptura son muy diversos, clasificándose en tres 

diferentes  clases definidas  por su localización  con respecto al  gen C-MYC: 

Clase I.-  El punto de ruptura se encuentra en el exón-intron 1 (Linfoma burkitt 

esporádico); en la clase II, los puntos de ruptura se encuentran a unas pocas 

kilobases del exón 1(Linfoma burkitt endémico); clase III los puntos de ruptura  

se encuentran a mas de 100 Kb del gen C-MYC. 

Los puntos de ruptura en el gen de la inmunoglobulina  usualmente 

ocurre  en la región VDJ en el Linfoma burkitt endémico, mientras que los 

puntos de ruptura en el linfoma burkitt esporádico  se da en la región switch. 

La región que nosotros seleccionamos para estudiar  en este trabajo fué la que 

se encuentra en el exón 1 ya que ahí se agrupan la mayoría de los puntos de 

ruptura que se describen en la bibliografía. Las rupturas de esta translocación 

ocurren en un segmento de aproximadamente  de 1-10 Kpb  (Busch , 2004) 

 

 

Translocación 8:14 

  
Figura 6.- Esta figura está divida en 3 imágenes: En la primera imagen  se muestra  el gen 

completo C-MYC en el cromosoma 8q24. En la imagen de en medio se muestra el locus de IgH 

(JH) en el cromosoma 14q32. En la última imagen se muestra la translocación 8:14, del lado 

izquierdo se muestra la orientación divergente  en que queda  el gen  en la translocaciòn (3�-5�) 

y del lado derecho  el locus  del IgH  mostrando  la deleción de 3 segmentos de unión de la 

inmunoglobulina. 

 

           Al realizarse la translocación  del gen BCL2  o gen C-MYC y colocarse 

en  el gen IGH en el cromosoma 14 su expresión pasa a ser regulada por el 

promotor del gen de la inmunoglobulina, mientras que el fragmento separado 
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del cromosoma 14 se transloca al cromosoma 18 o al cromosoma 8. Este 

fragmento incluye a los  elementos del VH y DH del gen del IGH, apagándose 

su  transcripción. 

 

Para detectar estas translocaciones,  se puede utilizar el  DNA genómico 

como templete porque los puntos de ruptura aunque no son únicos se 

encuentran siempre en posiciones muy cercanas y se pueden  amplificar los 

DNA rearreglados con los primers que se mencionan más adelante. Ambas 

translocaciones se  buscarán  en el cromosoma 14, ya que es en el locus de la 

IGH en donde se  van a colocar. La cantidad de células con la alteración se 

puede conocer, ya que existe sólo un DNA rearreglado por célula. 

 

 

V . 7  Técnicas 

 

V. 7.1  Extracción de DNA 

En el caso de sangre periférica, las muestras fueron de dos tipos:  algunas se 

encontraban congeladas y eran leucocitos que habían sido separados 

mediante leucoprep y congelados preservando viabilidad, otras muestras 

fueron frescas y se realizó la extracción de DNA directamente de la sangre 

total. 

V.7.1.1 Extracción de DNA de Leucocitos 

Para la extracción de DNA de leucocitos  se utilizó el paquete comercial 

Puregene (Gentra, USA).  Cada muestra de depositó en un tubo de 1.5 ml y la 

extracción se realizó a partir del total de células  contenidas en cada una de 

ellas, se centrifugó y el paquete celular se dejó  en 20 microlitros  de liquido 

residual.  Para romper las células blancas se agregaron  150 microlitros de 

solución de lisis celular; posteriormente se añadió 0.75 de RNAsa (4 

microgramos/ ml) se incubó a 55°C durante 2 horas.  El siguiente paso  fue la 

precipitación de proteínas, para lo cual se agregaron 150 µL de solución  

precipitadora de proteínas que contiene proteinasa K; se centrifugó a 15 000 

RPM durante 10 minutos, el sobrenadante se transfirió a un tubo limpio y el 

DNA  se precipitó con 450 µL de isopropanol 100%; la muestra nuevamente se 
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centrifugó a 15 000 RPM, el sobrenadante se decantó y se agregaron 450 µL 

de etanol al 70%. 

 

V.7.1.2 Sangre periférica 

Se depositaron  5 ml  de sangre en un tubo de 50 ml y se agregaron  15 

ml de solución RBC, se centrifugó a 4 500 RPM por 10 minutos  y se decantó el 

sobrenadante.  Después  de esta etapa, la extracción se realizó de la misma 

manera que  con los leucocitos  cultivados; pero con diferentes cantidades  de 

reactivos:  5 ml de solución  de lisis celular, 25 µL de RNAsa, 20 µL de 

proteinasa K, 1.67 ml de solución precipitadota de proteinas, 5 ml de 

isopropanol al 100%, 5 ml de  etanol al 70% ; las centrifugaciones se realizaron 

a 4 500 RPM y las muestras se almacenaron a -70°C. 

 

V.7.1.3. Extracción de DNA de espermatozoides. 

La extracción de DNA se realizó con el paquete comercial Puregene 

(Gentra, USA); se transfirieron 6 � 10 millones de células a un tubo de 1.5 ml, 

se añadieron 600 microlitros de solución de lisis celular, 24 DTT 1 M, 3 

microlitros de proteinasa K (20 mg/ml) y se mezclaron en vortex durante 30 

segundos;  las muestras se incubaron entre 18-24 horas a 55°C.  

Posteriormente para la precipitación de proteínas se añadieron 200 µL de 

solución precipitadota y la muestra se centrifugó a 15 000 RPM durante 10 

minutos, se transfirió el sobrenadante  a un tubo de 1.5 ml y el DNA se precipitó 

con 600 µL de isopropanol al 100 %, se centrifugó, se decantó el 

sobrenadante, y al botón de DNA se le agregaron 600 µL de etanol al 70%. Las 

muestras se almacenaron a -70°C. 

 

V.7.2 Medición de la concentración  y Pureza del DNA 

Una vez que se realizaron todas las extracciones de DNA tanto de 

espermatozoides  como de leucocitos, las muestras de centrifugaron a 15 000 

RPM durante 10 minutos, el sobrenadante se decantó, los tubos se dejaron 

destapados para que el etanol al 70% se evaporara.  Cuando el botón de DNA 

se secó y ya no tuvo restos de etanol, se agregaron 25 µL a los botones de 
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DNA de leucocitos y 50 µL a los botones de DNA de espermatozoides de 

solución hidratante de DNA, se incubaron a 65°C durante 1 hora. 

Finalizando cada extracción del DNA tanto de las células somáticas como de 

las células germinales  de cada individuo  valoramos  la concentración y la 

absorbancia a 260/280 por medio del NANODROP ND 1000 spectrophotometer  

se seleccionaron sólo aquellas muestras que estuvieron entre los valores  de 

1.6 � 2.4. 

 

V.7.3 Integridad del DNA 

           Se valoró mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (un gel 

diferente para cada tipo celular).  Para la preparación del gel de agarosa al 1%, 

se diluyeron 0.5 gr de agarosa (UltraPure) en 50 ml de amortiguador TBE 1X; la 

mezcla se calentó hasta que se fundiera totalmente, se dejó enfriar y se 

añadieron 35 µL de bromuro de etidio ( 1 mg/ml); la mezcla se vertió en la 

cámara de electroforesis y se enfrió a 4°C para que solidificara.  Después, la 

cámara de electroforesis se llenó con amortiguador 1X  para que el gel quedara 

cubierto.  Las muestras de DNA fueron descongeladas a temperatura 

ambiente, se prepararon alícuotas con  1.5 µL de acarreador sobre papel para-

film  y a cada gota se añadió  2 µL de cada DNA, se mezcló y se cargaron en 

los diferentes pozos.  La electroforesis se realizó a 50V durante 1 hora; el gel 

se colocó en el transiluminador de rayos UV y se fotografió con el sistema 

digital Olympus sp-350. 

 

V.7.4 PCR en tiempo real 

           Es una metodología  o técnica  de amplificación  y detección 

fluorescente simultanea.  La emisión  de la fluorescencia  es proporcional a la 

cantidad del  DNA. La metodología implica el uso de dos secuencias de 

oligonucleótidos específicos como sondas, cada una marcada con un fluoróforo 

diferente, comúnmente, el extremo 3´de la sonda donadora con fluoresceína y 

el extremo 5´de la sonda aceptora con LC Red 640 o LC Red 705.  Las dos 

sondas están diseñadas para hibridar en sus blancos específicos en un arreglo 

cabeza-cola que permite que ambos fluoróforos estén en estrecha proximidad 

entre sí. Así, la transferencia de energía de resonancia sólo ocurre cuando 
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ambas sondas se hibridan al blanco  y al realizar la reacción quedan muy 

próximas entre sí, cuando están separadas de 1 a 5 bases entre las sondas, 

ocurre la transferencia de energía, que es captada por el equipo como 

fluorescencia y la cual es proporcional a la cantidad de amplificados, esto se 

grafica y se establece un umbral, cuando la gráfica lo cruza se le denomina ct y 

este valor es muy importante para el análisis de cuantificación de las copias de 

DNA originales (ver anexo 3).  En este trabajo se usó el kit LightCycler t(14;18) 

quantification kit (mbr) de Roche, que amplifica un segmento de 200pb que 

corresponde a la región translocada;  los oligonucleótidos que se utilizaron  

detectan el rearreglo de la mbr que es la llamada �major breakpoint region� y 

que aproximadamente el 70% de las rupturas que ocurren sobre el cromosoma 

18 se localizan ahí; el punto de ruptura que localiza sobre el cromosoma 14 

está sobre el segmento JH6 del locus de la IgH humana.   (Roche, 2001). 

Todas las reacciones para llevar a cabo la amplificación de esta translocación 

se hicieron de acuerdo al manual de Roche.  

 

 

 V.7.5 PCR tiempo final 

La Técnica de reacción en cadena de la Polimerasa o PCR es una 

técnica para la síntesis "in vitro" de secuencias específicas de DNA. La técnica 

se basa en la replicación del ADN por la DNA polimerasa; estas enzimas 

realizan la síntesis de una cadena complementaria de DNA en el sentido 5´-> 

3´ usando un molde de cadena sencilla, pero a partir de una región de doble 

cadena. Para amplificar esta región de doble cadena se usan los denominados 

iniciadores (primers). Son una pareja de oligonucleótidos sintetizados de 

manera que sean complementarios a cada uno de los extremos 3´ del 

fragmento de DNA que se desea amplificar.  

Partiendo de este principio, la reacción en Cadena de la Polimerasa se basa en 

la repetición de un ciclo formado por tres etapas:  

A) Desnaturalización del ADN doble cadena  

B) Hibridación de los iniciadores a la zona 3´ específica de cada una de las 

hebras 
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C) Extensión del cebador por actuación de la DNA polimerasa  

En la primera etapa (desnaturalización) la doble hélice de ADN se separa en 

dos hebras. Para ello se realiza una incubación de la muestra a altas 

temperaturas (93-97ºC). La renaturalización se producirá cuando la 

temperatura disminuya.  

En el segundo paso (hibridación) los cebadores se unen a las zonas 3´ 

complementarias que flanquean el fragmento que queremos amplificar. Se 

realiza gracias a la bajada de la temperatura (50-65º C)  

En la tercera etapa (elongación) se produce la síntesis de una cadena sencilla 

(produciéndose un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en la 

dirección 5´-> 3´ mediante la enzima DNA polimerasa, la cual incorpora los 

desoxinucleótidos fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena molde.  

 

V.8 Diseño de oligonucleótidos para detectar la t(8;14) 

 

Para la translocación 8;14. Realizamos una búsqueda de los puntos de 

ruptura reportados en la literatura  asociados a la t(8;14). obtuvimos  la 

secuencia nucleotídica de cada uno de los genes involucrados, mediante la 

base de datos PUBMED. Realizamos in-silico la translocación cromosómica 

mediante el programa Bio-Edit. Identificamos los puntos de ruptura  en la 

secuencia nucleotidica. Para el  diseño de   los oligonucleotidos, escogimos la 

región que tuviera el mayor número de puntos de ruptura. Para el calculo de la 

temperatura de alineamiento utilizamos el programa Calculo de TM de Oligos 

de IBT en UNAM para  conocer  la  temperatura de alineamiento que estuviera 

cercano a 60. Demostramos el funcionamiento de los oligonucleotidos 

diseñados mediante PCR (Reacción en cadena de la polimerasa) para detectar 

la translocación eficientemente.   
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VI.- RESULTADOS 

Para determinar la calidad del DNA extraído de las  células somáticas y células 

germinales de los 28 individuos, se valoró la concentración obtenida, la relación 

260/280 la absorbancia por medio del espectro y la integridad del mismo por 

medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% (tabla 3).   

 

Tabla 3. Resumen de los datos obtenidos sobre la calidad e integridad del DNA 

de los grupos estudiados. 

 

MUESTRAS 
 

CONCENTRACIÓN 
DE DNA 

ng/µl 
 

RELACIÓN 
260/280 

(ABSORBANCIA) 
 

INTEGRIDAD 
(EN GEL DE 
AGAROSA) 

Individuos 

Sanos 

 

64.2 -  56618 1.73-1.97 Adecuada 

Pacientes Pre-

tratamiento 

83.75-16625 1.57 � 1.98 Adecuada 

Pacientes 

Post-

tratamiento 

MOPP 

2.21- 14251 1.22 � 2.6 Adecuada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.-  Integridad del DNAg  obtenido de las muestras de10 sujetos normales. Gel de 

agarosa al 1%, tinción con bromuro de etidio. 
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VI. 1  Detección de la t(14;18) 

Para realizar el PCR en Tiempo Real de esta translocación se usaron 50 

ng de DNA de cada una de las muestras, en cada corrida se incluyeron los 

siguientes controles: una línea celular positiva para la translocación t (14;18) 

teniendo el punto de ruptura MBR  DOHH2; un gen de referencia utilizado 

como control de PCR que fue el activador de plasminógeno de tejido (TPA), 

como control negativo de PCR se utilizó H2O grado molecular y por último, un 

pool de  las muestras de  DNA  valoradas en esa corrida de PCR .  

Para el PCR en tiempo real se hicieron  reacciones con volúmenes 

finales de 20 µl y se corrió con el programa: 95°C -8�-  1 ciclo. 95°C- 10��, 54°C-

10��, 72°C- 20�� � 45 ciclos. 40°C- 30��- 1 ciclo; de cada experimento se realizó 

un duplicado, y en cada una de las corridas se corrió también un duplicado 

interno (pool de muestras) por lo que finalmente se hicieron un total de 4 

repeticiones por cada muestra.  

Nuestros resultados mostraron que en todas las corridas se amplificó el 

gen de referencia TPA en todos los individuos de los tres grupos, mientras que 

para la  t(14;18) no se obtuvo amplificación en ningún individuo de los tres 

grupos analizados y sólo se puede ver la amplificación de t(14;18) en la línea 

de referencia DOHH2, portadora de esta translocación (Figuras 8-13), de 

manera que con este marcador t(14:18), no se detectó daño genotóxico 

producido por el tratamiento quimioterapeutico MOPP. 

En las figuras 8-13 se muestran las gráficas de los resultados del PCR en 

tiempo real de cada uno de los individuos estudiados. Nomenclatura de cada 

muestra:  L= linfocitos; E= Espermatozoides;  

 Lado izquierdo se encuentra la posición y color de las muestras que se 

estudiaron.  Lado derecho las gráficas obtenidas de las amplificaciones. 
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Figura 8. Graficas de PCR en tiempo real.  En colores se observan las curvas de 5 individuos 

del grupo normal L= Leucocitos,  E= Espermatozoides.  En todos los casos, hubo amplificación 

del gen TPA, el control interno en azul es agua y fué negativo. 

 
Figura 9 .  Gráfica del PCR en tiempo real  para detectar la t(14;18) en los individuos sanos, se 

puede observar que en ninguna de las muestras normales ni de células somáticas ni de 

espermatozoides incluido se obtuvo amplificación, mientras que el control positivo, la línea 

portadora de la translocación si amplificó.  
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Figura 10. Graficas de PCR en tiempo real realizado con muestras de DNA de pacientes 

tratados con esquema MOPP.  Se observa amplificación del gen de referencia TPA en todos 

los casos, tanto en leucocitos L, como en espermatozoides E. 

 

 

 

 
Figura 11.- Graficas de PCR en tiempo real para búsqueda de la t(14;18) en DNA de leucocitos 

L y espermatozoides E, de los pacientes tratados con esquema MOPP. Se observa 

amplificación únicamente en la línea portadora. 
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Figura 12. Graficas de PCR en tiempo real para la amplificación del gen de referencia TPA en 

muestras de DNA de pacientes con EH sin tratamiento. Todas las muestras presentaron 

amplificación, a excepción del control negativo.   

 
 
Figura 13.- Grafica de PCR en tiempo real para detectar la t(14;18) en DNA de leucocitos L y 

espermatozoides E, de los pacientes con EH sin tratamiento. Únicamente la línea de referencia 

mostró amplificación. 

 

 

VI. 2 Detección de la  t(8;14) 

En esta translocación, se han reportado decenas de puntos de ruptura 

en diferentes pacientes con Linfoma de Burkitt.  La búsqueda de los puntos de 

ruptura en la literatura nos permitió identificar 51 puntos  involucrados en el gen 

C-MYC el cual está localizado a nivel cromosómico, en el brazo largo, 

segmento 24 del cromosoma 8, denominado 8q24; los puntos se encuentran 

localizados dentro  de los  exones  1 y 2.  En el cromosoma 14q32  se ha 
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reportado que los  puntos de ruptura pueden estar  en  el  elemento  de unión 

número 6 (JH6), región switch cγ ó en  la región switch cα de la cadena pesada 

de la inmunoglobulina. El punto de ruptura más frecuente sobre  el cromosoma 

14 es uno sólo y es el que involucra  al elemento de unión 6 (JH6). La 

secuencia nucleotídica y la orientación de los puntos de ruptura de ambos 

genes se localizaron  por análisis  en la base de datos NBCI, gi406869 para el 

6  elemento de unión JH6 y J00120 para el gen C-MYC. Teniendo ambas 

secuencias, usamos  el algoritmo Bio-Edit,  generamos la translocación in-

silico, identificamos los 51 puntos de ruptura en el gen C-MYC y seleccionamos 

una región relativamente pequeña y que incluyera el mayor numero de puntos 

de ruptura para diseñar los oligonucleótidos, con el objetivo de que un solo par 

de oligonucleótidos nos permitiera reconocer el mayor número posible de estas  

translocaciones. Esta región se encuentra entre el nucleótido 2010 y el 2879, 

abarca 25 puntos de ruptura, el cual el primer punto de ruptura  esta unido  a la 

secuencia del elemento de unión JH6 de la cadena pesada de la 

inmunoglobulina (Figura 14).  

 

 

Figura 14.- Localización de los  51 puntos de ruptura  reportados en la literatura  entre exón 1 y 

exón 2 del gen C-MYC. 
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Figura 15.- Región  de la translocación t 8;14 que se ocupo para el diseño de los 

oligonucleotidos. 

 

El par de oligonucleótidos  que se diseñaron constaron de 17 nucleotidos 

cada uno, para conocer las temperaturas de alineamiento (TM) de cada 

oligonucleotido se realizó de forma manual (multiplicando el número  G ó C por 

4 y  el numero de A ó T por 2, se suman ambos resultantes y el resultado es  la 

TM) y por medio de un programa de calculo de TM de oligo 

(http://www.ibt.unam.mx/sintesis/calculatm.html). Estos oligonucleótidos se 

probaron mediante PCR tiempo final en el DNA de la Línea celular G10 

portadora de la  t(8;14) y en el DNA de leucocitos normales,  con resultados 

negativos. 

Por lo anterior, se realizó una búsqueda en la literatura de los  

oligonucleotidos que ya se habían ocupado para la identificación la t(8;14)  y 

que estuvieran cercanos a los puntos de ruptura que nosotros habíamos 

elegido;  Se hizo una réplica del PCR con los oligonucleótidos que se reportan 

en la literatura (Busch, 2004) utilizando las mismas  condiciones que publicaron 

los autores y de nuevo se obtuvieron  resultados negativos en la línea 

portadora de la t(8;14) y en el DNA de leucocitos normales se obtuvieron una 

serie de bandas inespecíficas (Figura 16, Tabla 4). 
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Figura 16.  PCR en tiempo final en DNA de la línea portadora de la t(8;14) y leucocitos 

normales,  se utilizaron los oligonucleótidos reportados por Busch, 2004, como puede 

observarse se encuentran en ambos tipos celulares una serie de bandas inespecíficas.  

 

En virtud de que se estaban obteniendo bandas tanto en el DNA de la línea 

positiva a la translocación, como en la del DNA de leucocitos normales, se 

decidió identificar una región de referencia, por lo cual se diseñaron un par de 

oligonucleótidos  que reconocieran  un pequeño fragmento de 559 pb  en la 

región permanente del gen C-MYC en el cromosoma 8, como un control 

positivo.  Se diseñaron otro par de oligonucleótidos que flanqueran los  

primeros puntos de ruptura, es decir en la región que no se transloca y el otro 

oligonucleótido en el primer segmento de la secuencia de C-MYC que  tiene los 

puntos de ruptura encontrados en la literatura.  Con esto se esperaba 

amplificado sólo en aquellos cromosomas que conservaran íntegro el gen C-

MYC mientras que en las células que tuvieran la translocación, por la falta de 

continuidad del gen (ya que a partir del primer punto de ruptura el segmento 

complementario de C-MYC estaría sobre el cromosoma 14) no habría producto 

de la reacción de PCR (Figuras 17 y 18). 
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1.- Segmento no translocado 
2.- Puntos de ruptura 
3.- Segmento translocado 
 
Figura 17.- Figura representativa del gen completo de C-MYC identificando 3 regiones; de 

derecha a izquierda: región numero 1, segmento no translocado, que es una región presente 

tanto en células con la translocación como en las células sin translocación.  El segmento 

numero 2 es la región de donde están presentes los puntos de ruptura encontrados en la 

literatura.  Y por ultimo el segmento 3  es la región que abarca el segmento que se transloca 

hacia el locus  de la cadena pesada de la inmunoglobulina en el cromosoma 14.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18.- Figura representativa de posición de los oligonucleotidos  que se usaron como 

control positivo y que van a generar un amplicon de 559 pb y los oligonucleotidos  que van a 

valorar la continuidad o la perdida de la continuidad  en el  exón 1 y que en caso de que el exón 

1 se encuentre integro va a generar un amplicon de1600 pb. 

 

 

 

El par de oligonucleótidos usados como referencia o control positivo  

dieron una banda de 559 pb  en ambos DNA, tanto de la línea portadora de la 

translocación como de leucocitos normales, mostrando la presencia del gen C-

MYC  en ambos tipos celulares.  Cuando se utilizó el segundo par, el amplicón 

559 pb 1600 pb 

1 2 3
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de 1600 pb solo apareció en el DNA de leucocitos normales; esto se interpreta 

como falta de continuidad del gen C-MYC  y por lo tanto, presencia de la 

translocación; en el caso del DNA normal, no hay translocación cromosomica a 

nivel poblacional (Figura 19).  Cabe hacer notar que este par de 

oligonucleótidos son útiles para determinar la falta de continuidad en C-MYC y 

por lo tanto translocación en una población celular positiva para este rearreglo 

en todas las células, pero no pueden utilizarse para detectar la translocación en 

una baja proporción de células, como es el caso de nuestro estudio de 

detección de daño genotóxico, por lo que sólo se pueden tomar como una 

forma de confirmar que nuestra línea de referencia positiva a la t(8;14) es 

adecuada. 

 

 

 
Figura 19. PCR tiempo final utilizando los oligonucleótidos para detectar la integridad 

del gen C-MYC. Se observa que en la línea portadora de la translocación no hay amplificación 

como se espera si existe discontinuidad en el gen.
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Tabla 4. Se muestran las características de los oligonucleótidos utilizados en 

este trabajo para detectar la t(8;14) 

NOMBRE SECUENCIA No DE 

BASES

TM REFERENCIA 

C-MYC 

/M9 

GAG ATC CTC TGG GGT TTG 

CGA GAT AAC CCA TGG  

44 

 

55 Busch K. 2004. 

Haematologica; 89(7). 818-

825 

C-MYC 

/M6 

 

ACA GTC CTG GAT GAT GAT 

GTT TTT GAT GAA GG TCT  

47 

 

50 Busch K. 2004. 

Haematologica; 89(7). 818-

825 

JH 

 

ACC TGA GGA GAC GGT GAC 

CAG GGT  

 

32 

 

51 Busch K. 2004. 

Haematologica; 89(7). 818-

825. 

Stadt UZ. 1997. Annuals of 

oncology. 8 (supp 1) s31-

s35. 

Akasaka T. 1996. Blood 

88(3). 985-994 

IGH/J6 TCAGACGCACCCAACCT 17 54 Este trabajo 

C-MYC GGAATGTCCGACCGGCC 17 58 Este trabajo 

J6/REV TCAGACGCACCCAACCT 17 54 Este trabajo 

MYC/REV CCGGCCAGCCTGTAA 17 58 Este trabajo 

PF C+ 
MYC 

 

CCGCCTGTCCTTCCCCCGCT

GGAAACCTTGC 

31 59 Este trabajo 

PR C+ 

MYC 

CGCTTCGACTCAGCTAGTTG

CCCAGCCCCAC 

31 58 Este trabajo 

PF MYC 

NL 

GGGCTAAACAGACGCCTCCC

GCACGGGGCC 

30 61 Este trabajo 

PR MYC 

NL 

GCAGGAATGTCCGACCGGCC

GGGAGTCAGCG 

31 61 Este trabajo 
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VII.- DISCUSIÓN 

 

Se ha demostrado en células somáticas y germinales in vitro así como 

en modelos animales in vivo, que los componentes del esquema de 

quimioterapia MOPP son altamente genotóxicos (Witt y Bishop, 1996), sin 

embargo son pocos los estudios que se han realizado en humanos in vivo y lo 

que se ha detectado es primordialmente daño desbalanceado (Brandriff, 1994), 

esto principalmente porque la detección de daño balanceado es técnicamente 

muy difícil y laboriosa, sin embargo este tipo de daño podría ser de lo mas 

importante en este tipo de poblaciones, ya que no es letal y es estable de 

manera que podría tener consecuencias muy graves tanto en el individuo que 

las porta como en su descendencia.   

Este trabajo es el primero que se realiza buscando translocaciones 

cromosómicas balanceadas asociadas a linfomas no Hodgkin como 

marcadores de daño genotóxico. Se tomó ventaja de la gran cantidad de 

estudios que se han realizado para detectar un bajo número de células 

afectadas por translocaciones, sobre todo en el campo de la oncología en 

donde se utilizan para detectar enfermedad residual.   En nuestro estudio nos 

basamos en el hecho de que las rupturas cromosómicas que generan el daño 

cromosómico estructural estable se distribuyen al azar sobre el material 

genético de la célula expuesta al agente genotóxico, de manera que cualquier 

translocación podría originarse como efecto de la exposición.  Se seleccionaron 

dos translocaciones que se presentan en las neoplasias secundarias a EH, la 

t(14;18) y la t(8;14) que se encuentran en linfomas No Hodgkin y que se han 

estudiado previamente en otras poblaciones, por lo que existe una buena 

cantidad de reportes al respecto. 

 

VII.1  t(14;18) 

La t(14;18) se ha asociado al linfoma folicular; esta translocación se 

encuentra en pacientes con este tipo de cáncer en una alta proporción de las 

células afectadas, pero también se ha encontrado en individuos sanos aunque  

en muy  bajo porcentaje (Janz, 2003). En este estudio, no encontramos la 
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presencia de esta translocación ni en sujetos sanos, ni en pacientes antes del 

tratamiento ni como marcador de daño genotóxico en sobrevivientes a la 

quimioterapia MOPP. Esto contrasta con otros trabajos realizados en otros 

países en los cuales se ha buscado esta translocación en diversos grupos de 

individuos:  sanos, con exposición a radiación solar  (Bentham,1999)  o con 

hábito de tabaquismo y han encontrado positividad a la presencia de la 

translocación mediante FISH, PCR punto final y anidado, sin embargo Galoin, 

et al en 1998 refiere no  encontrar correlación entre el  sexo, exposición a 

tabaco, neoplasia, quimioterapia, radioterapia o infección.  

La frecuencia de células afectadas con la translocación se ha 

encontrado ser muy baja en cada individuo, variando desde 1 en 10,000 hasta 

1 en 10 millones, sin embargo con este muy alto número de células analizadas, 

la frecuencia de individuos con células positivas a la translocación es mas bien 

alta, de 8% a 88% (Limpsen en 1991; Aster, 1992; Liu, 1994; Bell, 1995; 

Limpens, 1995; Ji, 1995; Fuscoe ,1996; Cole,1996; Dolken, 1996; Fuscoe, 

1996; Poetsch, 1996; Liu, 1997; Paltiel, 2001; Yasukawa, 2001; Summers, et 

al., 2001). Aster en 1992 estudió nodos linfáticos hiperplásicos de individuos 

Americanos y Japoneses y encontraron la translocación en 33% en Americanos 

y 50% en japoneses.  

 

Todo lo anterior indica que esta translocación se encuentra en células de 

sujetos tanto sanos como con afección linfática.  Nuestros resultados negativos 

podrían explicarse primero, porque la quimioterapia MOPP no genere este tipo 

de translocaciones, o bien que las genere pero por el mismo tratamiento se 

eliminen; Ladetto ha sugerido que la translocación podría no encontrarse en los 

individuos tratados con agentes quimioterapeuticos porque estos agentes son 

tan deletéreos que podrían eliminar las células con  translocación (Ladetto, 

2003). 

La segunda posibilidad es que sí se generen las translocaciones, pero 

que con nuestro diseño experimental no hayamos podido detectarlas. A este 

respecto, podría considerarse que el número de células analizadas fue bajo 

(aproximadamente de 20,000) es decir por debajo del número de células 

mínimo para poder detectar estos rearreglos y así poder realizar la 

comparación entre nuestros diferentes grupos.  Nosotros asumimos que los 
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pacientes expuestos al tratamiento antineoplásico tienen un incremento en la 

frecuencia de translocaciones cromosómicas balanceadas, sin embargo el no 

encontrar ningún individuo con esta translocación nos obliga a pensar que se 

debe incrementar el número de células y también el número de pacientes.  

Por otra parte, es posible que las translocaciones sí se encuentren entre 

nuestros pacientes, sin embargo por el tipo de kit utilizado no se pudieron 

detectar, los oligonucleótidos utilizados generan un fragmento de DNA muy 

pequeño por PCR, lo que implica pocos puntos de ruptura detectados.  Este kit 

está diseñado para encontrar la translocación asociada a neoplasias, pero 

nosotros buscamos translocaciones que se generan por genotoxicidad lo que 

implica que los puntos de ruptura son múltiples y al azar, así la translocación en 

cada célula podría tener puntos de ruptura diferentes y no necesariamente 

dentro del amplicón (pequeño) aquí estudiado con lo cual pasaría 

desapercibida. 

 

Por último, también sería conveniente estudiar  los otros dos puntos de 

ruptura ( ICR y MCR) involucrados en la translocación  en  nuestra población,  

ya que dentro de los reportes existentes casi no hay información sobre estos 

dos puntos y esto incrementaría nuestras posibilidades de detección ya que 

abarcaríamos un segmento mayor del genoma. 

 

 

VII. 2 t(8;14) 

 

Esta translocación es muy compleja  por sus diferentes puntos de 

ruptura, tanto en el gen C-MYC como también en el locus de la IGH, En este 

trabajo decidimos estudiar puntos de  ruptura que encontramos en la literatura 

como frecuentes, y que nos sirve a nosotros como marcador de daño 

genotóxico. 

En otros trabajos se  ha asociado la t(8;14) con Linfoma Burkitt o a individuos 

con VIH y esta translocación con frecuencia se estudia en líneas celulares y / o 

biopsias de nódulos linfáticos de pacientes; hay un trabajo realizado por  Muller 

en 1995 en el cual  encontró  2/99 (2%) positivos  para esta translocación en 

individuos VIH negativos usando primers  que reconocen  las regiones de 
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switch en la IGH ( sα y sµ), a partir de entonces, no existe otro estudio en 

individuos sanos de búsqueda de t(8;14). 

Debido a esto, no se tiene un kit para detectar esta translocación y se tuvo que 

iniciar desde la búsqueda en la literatura para determinar entre los pacientes 

estudiados, cuales eran los puntos de ruptura mas frecuentes y en que lugar de 

los genes involucrados se presentaban. 

En este trabajo   diseñaron un par de oligos  para detectar  la t(8;14) basados 

en las regiones con mayor densidad de puntos de ruptura sin embargo éstos no 

fueron capaces de amplificar la translocación en la línea G10, portadora de la 

translocación.   

Posteriormente se utilizaron oligonucleotidos ya reportados en otros 

trabajos   de linfoma burkitt, y con estos oligonucleotidos obtuvimos  bandas 

inespecificas y no detectamos la banda con el tamaño esperado.  Esto puede 

deberse a que la translocación de la línea celular de referencia tenga puntos de 

ruptura tan diferentes, que no puede amplificar, o bien que las condiciones del 

PCR no fueron las apropiadas para la amplificación.   

Una posibilidad diferente en la que se pensó fue que la línea celular que 

estábamos estudiando como control positivo hubiera perdido la translocación; 

para probar esto se diseñaron oligonucleótidos adicionales que amplificaran 

una región de referencia, se seleccionó la región 5� del mismo gen C-MYC, que 

no participa en la translocación y también se diseñaron oligonucleótidos para la 

región involucrada en la translocación.   Con estas herramientas se logró 

probar que la línea celular si mantiene la translocación, pero no son útiles para 

detectar el rearreglo cuando estas translocaciones  aparecen en una baja 

frecuencia de la población celular, como se esperaría por las consecuencias 

genotóxicas de la quimioterapia (1 célula translocada en 10 mil células 

normales), ya que las células normales  enmascararían  la falta de continuidad 

del gen.  translocación mientras que el resto estarían normales y es la banda 

que nos aparecería, por todo lo anterior, creemos que para poder continuar con 

este estudio será necesario diseñar nuevos oligonucleótidos  después de 

analizar más a fondo la translocación de nuestra línea de referencia.  

 

De manera general, también debe hacerse notar que el estudiar sólo dos 

translocaciones balanceadas nos generan información de una sección muy 
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pequeña del genoma por lo que es recomendable incluir en el estudio más 

translocaciones balanceadas para poder tener datos más sólidos y poder llegar 

a una conclusión adecuada. 

 

 

VIII.- CONCLUSIONES. 

 

1. La t(14;18) fue negativa en el total de individuos estudiados aquí, por lo que 

hasta este momento, no se puede considerar como un marcador de daño 

genotóxico secundario al tratamiento antineoplásico MOPP.    

 

2. Ya que este rearreglo se ha encontrado en población normal en una muy 

baja frecuencia y en vista de nuestros resultados negativos, es necesario 

incrementar el número de células estudiadas por individuo y el número de 

individuos por grupo para poder realizar las comparaciones de frecuencias de 

la t(14;18) entre grupos y entre diversos tipos celulares dentro de un mismo 

individuo. 

 

3. Es necesario diseñar nuevos oligonucleótidos que permitan amplificar la 

t(8;14), así como aumentar el número de translocaciones balanceadas que se 

estudien para poder determinar si en efecto se genera daño cromosómico 

balanceado como consecuencia de la quimioterapia MOPP. 
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X. ANEXOS 

 

X.1.-  Anexo 1 

 

Carta de consentimiento informado: 

Proyecto: Frecuencias de translocaciones cromosomitas balanceadas en 

células somáticas y germinales de sobrevivientes a enfermedad de Hodgkin 

tratados con quimioterapia MOPP. 

Usted esta invitado a participar en el proyecto de pacientes con enfermedad de 

Hodgkin que fueron tratados con Mostaza nitrogenada, Oncovin, Procarbazina 

y Prednisona (MOPP), que aunque son indispensables para el tratamiento del 

cáncer, se sabe que en algunos casos, pueden causar daño a los cromosomas 

de células no cancerosas.  En este estudio se  analizaran los espermatozoides 

y las células sanguíneas de los pacientes que han sido tratados con estos 

medicamentes para detectar el número y el tipo de anormalidades 

cromosòmicas que se encuentren  en las células de las muestras que se 

obtendrán. 

Su aceptación se considera voluntaria y no modificará el tratamiento que 

recibe. Usted puede desistir de participar o continuar en el estudio en el 

momento que lo desee y esto no afectara de ninguna manera su relación con el 

hospital o el grupo medico. 

La decisión de participar implica que usted tenga un conocimiento completo de 

los riesgos y beneficios, los cuales se detallan en esta carta.  Cualquier  duda  

adicional puede ser aclarada por la Dra. Sara Frías Vázquez, responsable del 

proyecto, en el Laboratorio  de  citogenética Tel. 10840900 ext. 1326 ó 1436. 

 

Procedimientos a realizarse 

Un medico o técnico experimentado tomará una muestra de 20 ml de sangre 

periférica y Usted donará la muestra de semen. 

 

Efectos indeseables y riesgos 

Leve dolor en el sitio de punción.  Raras veces ocurren infecciones o 

inflamación local.  Estos riesgos se reducen al emplear al personal 

especializado para la obtención  de la muestra 
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Beneficios para las personas participantes en el estudio 

La identificación de alteraciones cromosómicas en las células a estudiar, 

contribuirán al conocimiento sobre la naturaleza de la enfermedad y las 

consecuencias futuras que puede tener la exposición a medicamentos para 

tratar el cáncer. 

 

Otras consideraciones 

Este estudio no representara ningún costo adicional para el paciente y todos 

los expedientes serán mantenidos con carácter estrictamente confidencial 

 

Acepto participar en el estudio y recibo copia de este documento 

 

NOMBRE___________________ FIRMA DEL TESTIGO______________ 

 

NOMBRE___________________ FIRMA DEL TESTIGO______________ 

 

NOMBRE___________________ 

FIRMA DE QUIEN SE OBTIENE EL CONSENTIMIENTO_______________ 

 

 

FECHA__________________________________________________ 
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X. 2  Anexo 2 

Cuestionario General. 

Fecha                                                                    Nombre del paciente 

1) Fuma?  Si _______     No _________ 

Cuantos cigarrillos por día en los últimos 6 meses ____________ 

Consume drogas?  Si_________  No__________ 

Especifique______________________________________________________

_______________________________________________________________

______________ 

2) Que enfermedades ha tenido en los últimos 3 meses? 

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

_____________________ 

3) Tiene vasectomía?  Si________    No__________ 

4) Ha padecido ó se le ha practicado: 

• Testículos no descendidos?                           Si___________  

No____________ 

• Varicocele (venas varicosas en escroto)        Si___________  

No____________ 

• Otra enfermedad urinario ó genital              Si___________  

No____________ 

Especifique______________________________________________________

_______________________________________________________________

______________ 

 

• Alguna enfermedad endocrina u hormonal     Si___________  

No____________ 

Especifique______________________________________________________

_______________________________________________________________

______________ 

• Cáncer                                                          Si___________   

No____________ 
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Especifique______________________________________________________

_______ 

Quimioterapia____________________________________________________

_______ 

 

Radioterapia_____________________________________________________

________ 

5) Se  ha practicado un examen de semen antes?        Si________  

No___________ 

Especifique la Razón 

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

______________ 

 

6) Tiene algún problema de fertilidad?                        Si_________  

No__________ 

Especifique 

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

______________ 

 

Criterios de exclusión de acuerdo al cuestionario 

 

Pregunta: 

1.- Si fuma mas de 10 cigarrillos al día, o consume droga, se excluye 

2.- En caso de SIDA, se excluye 

3.- Afirmativo, se excluye 

4.- Afirmativo, se excluye (excepción de los pacientes con EH, pero un EH con 

cáncer secundario se excluye también) 

5y6.- Si se sospecha de alguna enfermedad de origen cromosómico, se 

excluye. 
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X.3 Anexo 3 

Análisis de  PCR   en tiempo real.-   

          Cinética de amplificación de la reacción de PCR.- Este  proceso de 

amplificación  presenta  3 fases: la geométrica, la lineal y la estacionaria. 

Fase Geométrica. Todos los reactivos  de la reacción se encuentran en 

abundancia y en esta etapa la eficiencia de amplificación bajo las condiciones 

experimentales es muy cercana al 100%.  La amplificación  tiene 

comportamientos 2ⁿ  en donde a partir  de una molécula  de DNA  se genera 2 

moléculas  del DNA.  

Fase lineal. Los primers, dNTP y las  enzimas comienzan a ser factores 

limitantes,  además  de la generación  de pirofosfato y decaimiento de la 

actividad enzimática que afecta la eficiencia de amplificación de manera 

constante. 

Fase estacionaria.  La amplificación y la cantidad del producto obtenido es 

constante sin importar cuantos ciclos  mas se prolongue la reacción dado los 

factores mencionados previamente. 

La cinética de amplificación evalúa la cantidad de templado inicial. 

P= t*2ⁿ 

P=Cantidad de producto  generado  a N ciclos 

T=Cantidad de templado inicial 

2ⁿ=Eficiencia de amplificación. 

Umbral  de detección (CT). número  fraccional que indica cuantos  ciclos  le 

tomó a cada muestra generar la  cantidad suficiente de fluorescencia  para 

llegar al umbral de detección. 

El valor CT es proporcional a la cantidad inicial de templado. A mayor cantidad 

de  DNA  menor número de ciclos. 

 

A partir de los resultados de CT se constituye una gráfica VS logaritmo de la 

concentración y de ésta se grafica: 

1.- La desviación  estándar entre diferentes puntos de menor de 0.2 unidades 

de CT 

2.- Pendiente de  la recta  que es cercana  a -3.32  (eficiencia de amplificación 

del 100%). 
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Ensayos de cuantificación relativa 

Este tipo de cuantificaciones permite determinar cuantas veces (más o menos) 

ácido nucleico se tiene de un templado o una muestra biológica determinada 

con respecto a un tejido o muestra de referencia. Los resultados son 

expresados de manera relativa por lo que no se necesita una curva de 

calibración con un estándar de concentración conocida. 

(applied biosystem) 

 

Primeramente debemos realizar una normalización de la cantidad relativa de 

cada muestra respecto a un gen normalizador, preferentemente de expresión 

constitutiva en la célula (control endógeno). Estos genes mantienen un nivel de 

expresión constante aún en diferentes estados fisiológicos de la célula y no 

deben afectarse en respuesta a los tratamientos que estamos evaluando, en 

caso de que así sea. Para que este método sea exitoso el rango dinámico de la 

muestra y del control endógeno debe ser similar. Un método sensible para 

evaluar si esta regla se cumple es calcular el ∆Ct para diferentes diluciones de 

la muestra y del gen normalizador. 

∆Ct = Ct (muestra)-Ct (normalizador), donde Ct (muestra) y Ct (normalizador) 

es el ciclo al cual la muestra y el normalizador respectivamente alcanzan el 

nivel umbral de fluorescencia en el ensayo de PCR en tiempo real. El cálculo 

de ∆Ct se realiza para diferentes diluciones del templado y de la referencia, y 

se grafica la dilución analizada vs el resultado del ∆Ct para cada una. Esta 

evaluación tiene como propósito determinar la eficiencia de amplificación entre 

diferentes concentraciones de ARNm tanto para la muestra como para el 

control endógeno, y demostrar que para una misma muestra, la proporción 

obtenida entre el mARN templado y la referencia sea siempre la misma. Si la  

eficiencia de amplificación de la muestra y de la referencia son similares, el 

resultado de esta gráfica debe ser una línea recta de pendiente prácticamente 

0 ó menor de 0.1. 

Luego procedemos al cálculo del ∆∆Ct.-   ∆∆Ct =∆Ct (muestra)- ∆Ct  

(calibrador), donde la muestra puede ser el nivel de expresión mRNA en riñón, 

pulmón, etc de un gen X y el calibrador puede ser el nivel de expresión de ese 

mismo gen en cerebro (tejido de referencia). 
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Entonces el ∆∆Ct se calcula para diferentes tejidos así como la expresión 

relativa de mRNA, que está dada por la ecuación: Expresión relativa = 2 -∆∆Ct 

Si el tejido de referencia a comparar es el de menor expresión de mensajero, 

su valor de ∆Ct será el mayor y el nivel de expresión de las muestras siempre 

aumentará respecto a la referencia, pero de igual forma puede disminuir. 

(Rodriguez-G , Rodriguez-L; 2006) . 
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