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I. IN T RO D U e e ION 



La elevaci6n de la Hemoglobina Fetal después de que-

ha ocurrido la activaci6n-inactivaci6n de los genes globi 

nicos beta y gamma durante la etapa perinatal es un fen6-

meno ampliamente descrito en enfermedades hereditarias e~ 

mo anemia de células falciformes (Homocigoto para HbS), -

Talasemia alfa, Talasemia beta, Talasemia delta-beta, Pe~ 

sistencia Hereditaria de Hemoglobina Fetal, y en condici~ 

nes no hereditarias como neoplasias; principalmente en 

Leucemia Miel6gena Cr6nica Juvenil y Eritroleucemias. 

La Hemoglobina Fetal formada por dos cadenas alfa y-

G yA dos gamma (o<2 ~2 - 01202 se produce predominantemente en 

un tipo de eritrocitos denominados Células F. Las cadenas 

globínicas gamma son codificadas por dos genes muy cerca­

nos entre sí, localizados en el grupo de genes globínicos 

beta, uno denominado gamma G por codificar para Glicina -

en la posici6n 136 y el otro denominado gamma A por codi-

ficar para Alanina en la misma posici6n. La expresi6n de-

los genes globínicos gamma G y gamma A en el Recién Naci­

do es de 3:1, mientras que en el adulto la relaci6n se in 

vierte a 2:3. 

Se desconocen aún los factores que intervienen en la 

regulaci6n de los genes globínicos durante la ontogenia,-

por lo que estudios en neoplasias, que se caracterizan 

por una diferenciaci6n y proliferaci6n celular diferente, 

puedan quiz5s aportar características particulares que 

ayuden al entendimiento de la cxpresi6n de estos genes o-
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o en su defecto, al conocimiento de los mecanismos de ex­

presi6n génica en general. 
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II. ANTECEDE~TES GE~~RALES 



II.l PROTEINAS RESPIRATORIAS. 

Dentro del reino animal existe un amplio rango de di 

versidad en la estructura y funci6n de proteínas transpo~ 

tadoras de oxígeno. Por tal motivo, aún cuando nuestro te 

ma principal son las hemoglobinas humanas, se realizará -

una breve revisi6n comparativa de las hemoglobinas anima-

les, con el fin de facilitar el mejor entendimiento de 

las hemoglobinas. 

La variabilidad de las proteínas transportadoras de­

oxígeno está mediada por las condiciones ambientales y la 

etapa de desarrollo, como respuesta a los requerimientos­

fisiol6gicos y la adaptaci6n ambiental. 

Los invertebrados constituyen un grupo muy diverso 

en cuanto a estructura y hábitat se refiere, por lo que -

es l6gico pensar que poseen varios tipos de proteínas res 

piraterías de acuerdo a su taxonomía. 

La estructura de las proteínas transportadoras de 

oxígeno de los invertebrados suele ser compleja y se divi 

de en cuatro tipos de acuerdo al grupo prostetico que po-

seen en: hemeritrina, hemocianina, eritrocruorina y clor~ 

cruorina. Todas estas proteínas presentan una marcada va­

riabilidad en el número de subunidades y en el peso (Ta-­

bla 1). En general, las proteínas de alto peso molecular­

(polímeros) con un peso de 10
5 a 10

7 daltons se encuen--­

tran disueltas en tejidos líquidos como la hemolinfa o la 

cavidad cel6mica. Las proteínas pequefias de aproximadame~ 
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te 100 000 Jaltons se encuentran dentro de células rojas, 

células del celoma o en células de otros tejidos. Los po­

limeros contribuyen muy poco a la presi6n osm6tica en com 

paraci6n con las proteinas pequeñas que ayudan a prevenir 

el exceso de agua de la célula a los espacios intravascu­

lares y s6lo parte de ellos cooperan en la captaci6n de -

oxígeno, ya que el resto participa en la captaci6n de pr~ 

tones y cloruros. 
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TABLA I.- COI\IPARACION DE LAS PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE OXIGENO. 

Hemoglobina Eritrocruorina Clorocruorina Hemeritrina Hemocianina 

Peso molecular 65,000 16,000 - 4xl0 6 3 X 10 6 o ,000-110,000 400,000-9,000,000 

(Daltons) 

Número de 
subunid a des 4 1 - 200 180 3,4,8 6-48 

l\letal: o2 Fe: 02 Fe: 02 Fe: 02 2Fe: o2 2Cu: 02 

Coordinaci6n Protoporfirina Protoporfirina Formilporfirina Cadena Cadena 
del metal: proteica proteica 

lateral lateral 

Color: 

Oxigenada Rojo Rojo Concentrado: Morado Azul 
rojo 

Diluído: 
verde 

Desoxigenada Púrpura Púrpura Concentrada: Incolora Incolora 

Diluído: 
rojo 

verde 
·-

....., 



Figura 1 - Distribución taxonómica de las proteínas transportadoras 

de oxígeno. (1,3,4) 

Artrópodos: 

8 

ALangosta espinosa {Panulirus) 
Acacerolita (Limulus) ' 
ACamarán cavador (Calianassa) 
0Larva díptera (Chironomus) 
~Pulga de agua (Daphnia) 

C Sipunculidos 

Corda dos 
Inferiores 

O Equinodermos ---=­
{Cucumaria) 

* Nematodos 

O Nemerti nos 

O Hemoglobina (Monómero, dímero 
tetrámero) 

*Eritrocruorina 
**Clorocruorina 
Cl Hemeri tri na 
& Hemocianina 

Anélidos: 

** Eudistylia 
*y** Serpula 

* Gusano marino (Arenicola) 
* Gusano de tierra (Lumbricus) 
* Gusano excavador (Glycera) 
CMagelona 

Moluscos: 
A Murex 
ILolígo 
ABusicon 
OAnadara 
* Cardita 
* Astarte 

Lofoforados: 

Braquiopodos 
O Foronidos 

Protozoarios O 

• 
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La 1-IEMERITRINA es una proteína respiratoria intracelu 

lar (Tabla 1) que se encuentra en invertebrados marinos -

de 4 phyla diferentes (Fig. 1). Es un polímerv de 100,000 

daltons que contiene 8 subunidades idénticas, aunque alg~ 

nos Sipunculidos poseen hemeritrina trimérica o tetraméri 

ca. El análisis con rayos X demostr6 que las 8 subunida-­

des están arregladas en dos capas de cuatro subunidades.­

La estructura cuaternaria es estabilizada por numerosas -

interacciones electrostáticas y puentes de hidr6geno. La­

hemeritrina encontrada en células cel6micas y musculares­

son funcional y estructuralmente diferentes a las proteí­

nas vasculares. El octámero de las células rojas presenta 

una alta afinidad por el oxígeno a diferencia de la heme­

ritrina cel6mica que posee afinidad intermedia. Las dife­

rencias funcionales entre estas proteínas facilita proba­

blemente la extracci6n del oxígeno del agua circulante y­

su transporte de la superficie respiratoria a las células. 

La P.EMOCIANINA es una proteína cuyo metal captador -

de oxígeno es el cobre responsable de la coloraci6n azul­

de la proteína oxigenada, además es una proteína extrace­

lular y circula en la hemolinfa de algunos artr6podos y -

moluscos ~Tabla 1 y Fig. 1). La cantidad de subunidades y 

la estructura cuaternaria de la hemocianina de artr6podos 

y moluscos presenta una gran diversidad. La hemocianina­

de artr6podos contiene 6 subuniJades (70-80 noo da1tons)' 

estos hex5meros pueden unirse y formar po11mcros. La hemo 
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cianina de moluscos es una molécula gigante compuesta por 

polfmeros de 450 000 daltons, y tiene una afinidad por el 

oxígeno menor que el resto de las proteínas respiratorias 

de los invertebrados. 

La CLOROCRUORINA es un pigmento respiratorio polimé­

rico. Su grupo prostético difiere del hemo debido a que a 

la porfirina está unido un grupo formil (Tabla 1 y Fig.l). 

Esta proteína posee baja afinidad por el oxígeno, sin em­

bargo su alta concentraci6n en la sangre de los gusanos -

ayuda a mantener el transporte efectivo de oxígeno. 

La ERITROCRUORINA es una proteína que contiene el -­

grupo hemo que canta el oxigeno de las superficies respi­

ratorias y lo transporta hasta los tejidos para ser util~ 

zado en el metabolismo. La eritrocruorina se caracteriza­

por ser una proteína polimérica por lo que su n6mero de -

subunidades y por ende su tamaño, varía caprichosamente -

en todos los grupos taxon6micos. 

En contraste con la variabilidad en el grupo prosté­

tico y en el tamaño molecular de las nroteínas transport~ 

doras de oxígeno de los invertebrados, todos los vertebr~ 

dos poseen hemoglobina en la que el grupo hemo (ferropro­

toporfirina IX) está unido a cada subunidad globínica. 

Las hemoglobinas de los vertebrados son hererotetrámeros­

a1tamente cooperativos de 64 000 da1tons localizados den­

tro de células rojas circulantes, las cuales en los verte 

brados varían de tamaño y forma. S6lo los eritrocitos de-
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los mam1feros carecen de núcleo. La funci6n de la hemogl~ 

bina en los eritrocitos está determinada no solo por las­

propiedades intrínsecas de la hemoglobina per se sino por 

su interacci6n con cofactores intracelulares. La afinidad 

por el oxígeno de la hemoglobina de muchos vertebrados es 

altamente dependiente de un pH determinado, el cual es 

proporcionado por el efecto Bohr, este fen6meno es fisio-

16gicamente importante en el intercambio de co 2 a 0 2• La 

funci6n intracelular de la hemoglobina es mediada por fos 

fatos orgánicos. En eritrocitos de Elasmobranquios, tele­

osteos, peces y reptiles, el Adenosín Trifosfato (ATP) es 

el fosfato orgánico más importante. El ATP y el 2,3-Difo~ 

foglicerato (2,3-DPG) regula la funci6n de la hemoglobina 

en anfibios y el principal efector en eritrocitos de aves 

es el inositol pentafosfato (IPP). El 2,3-DPG es el regu­

lador en los eritrocitos de mamíferos. 

En resumen, todas las hemoglobinas de vertebrados, -

excepto los ciclostomos, son tetraméros intracelulares 

. Poseen subunidades con alta cooperatividad 

y son regulados a la vez por protones (efecto Bohr) y fo~ 

fatos orgánicos intracelulares. A pesar de estas constan­

tes existe entre la hemoglobina de los vertebrados una di 

versidad fascinante en estructura, funci6n y adaptaci6n -

(1 , 2) • 
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II. 2. HEMOGLOBINAS HUMANAS. 

A. ESTRUCTURA Y FUNCION. 

La hemoglobina humana es una proteina tetramérica 

formada por dos cadenas a y dos cadenas ~ . La estructura 

primaria demuestra que las cadenas~ contienen 141 amino­

&tcidos y las cadenas ~ las cuales son ligeramente más la!_ 

gas, contienen 146 amino&tcidos. La estructura secundaria-

se refiere a la relaci6n espacial entre residuos de amin~ 

&!ciclos de la cadena (1). Las cadenas polipeptídicas pue-

den ser estabilizadas por dos tipos de conformaci6n: la -

helicoidal y el plegamiento (2). Las subunidades de la-

hemoglobina son un buen ejemplo de configuraci6n helicoi­

dal predominando la hélice ~ . La estructura de la hélice 

CX fué establecida por Pauling y Carey (1). La hélice 

es establecida por puentes de hidr6geno entre los grupos­

carboxilo de cada residuo de aminoácido y el grupo amino-

de los cuatro residuos siguientes. En estado nativo el 

75% de la molécula de hemoglobina es hélice~. En si--

tios especificas de las subunidades, la hélice~ se inte­

rrumpe en segmentos que carecen de configuraci6n helicoi­

dal. En estos sitios la cadena forma ángulos. Cada segme~ 

to se designa con una letra de la A a la H. En algunos 

.segmentos de la cadena la interrupci6n de la hélice OC se-

debe a la presencia de Prolina. 

La estructura terciaria se refiere a la interacci6n-

entre los residuos de amino&tcidos de las subunidades, 
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mientras que la estructura cuaternaria determina el· empa­

quetamiento de las subunidades. Los cambios en la estruc­

tura cuaternaria durante la oxigenaci6n, se explican por­

las diferencias f1sicas y qu1micas que existen entre la -

Oxihemoglobina (OHb) y la Deoxihemoglobina (DHb). Estos -

cambios estructurales involucran movimientos en las sub-­

unidades. 

Las subunidades de la hemoglobina interaccionan unas 

con otras mediante enlaces no covalentes, fuerzas de Van­

Der Waals y puentes de hidr6geno. Las subunidades son de­

signadas c<1, ¡il, y ""z ~la interacci6n entre ellas puede 

ser o<•P. y Olzf31 • Tomando en cuenta la simetría, la interac 

ci6n C11f3• es estructuralmente idéntica d.¿¡3¿ y la interac---

ci6n oc1p¡_ es idéntica a o< 2 ¡31 • 

Las interacciones o<,p, y 01¡¡3¿ son idénticas en OHb y -

DHb, éstas se realizan mediante 40 contactos entre resi-­

duos de aminoácidos, incluyendo 9 puentes de hidr6geno. -

En contraste, los movimientos de la interacci6n ~1p¿ dura~ 

te la oxigenaci6n son completamente diferentes en OHb y -

DHb. En DHb ocurren 40 contactos incluyendo 19 puentes de 

hidr6geno y cuando la hemoglobina se encuentra oxigenada­

existen 22 contactos incluyendo 12 puentes de hidr6geno. 

Los fosfatos orgánicos estabilizan la conformaci6n -

de la DHb. En el humano el 2,3-DPG se encuentra unido al­

grupo amino del aminoácido 82 (Lis) de la subunidad ~· la 

uni6n provoca pequeños cambios en la estructura terciaria 
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de la subunidad. 

Cuando los cuatro grupos hemo son sucesivamente oxi­

genados, los puentes intra e intercatenarios son rotos y­

el 2,3-DPG, los iones cloruros y ~os protones son expuls~ 

dos. Así, los cambios en la estructura terciaria y cuater 

naria durante la oxigenaci6n proporciona las bases para -

la cooperatividad de las subunidades. 

El hemo está insertado entre las hélices E y F, el -

hierro está unido covalentemente al nitr6geno imidazoli­

co de la histidina proximal F8. El hemo se encuentra así­

métricamente orientado a un sitio no polar con interior -

hidrof6bico por supuesto, y otro sitio de la porfirina se 

encuentra orientado hacia la superficie hidrofÍlica de la 

subunidad. El grupo hemo es estabilizado por numerosos 

contactos interat6micos. 

La presi6n parcial del oxígeno y el pH son los dos -

factores más importantes que regulan la funci6n de la he­

moglobina en el transporte de oxígeno. En los pulmones, -

donde la presi6n parcial de oxígeno (aproximadamente lOO­

mm Hg) y el pH son relativamente altos, la hemoglobina 

tiende a estar saturada al máximo con el oxígeno, alrede­

dor del 96%. En cambio, en el interior de los tejidos pe­

riféricos, donde la tensi6n de oxígeno es baja (alrededor 

de 45 mm Hg) y el pE es menor la hemoglobina se une al 

oxígeno hasta una saturaci6n de un 65% aproximadamente. -

Así es que la hemoglobina, en su funci6n de transportado-
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ra del oxígeno, obedece a un ciclo entre el 65 y 96% de -

saturaci6n (1,5). 

La representaci6n gráfica del porcentaje de satura-­

ci6n de la hemoglobina frente a la presi6n parcial de oxí 

geno es sigmoidal, lo que significa que ésta posee una 

afinidad relativamente baja para captar a la primera o se 

gunda molécula de oxígeno, pero una vez que éstas se han­

incorporado la uni6n de las siguientes moléculas de oxíg~ 

no resulta muy aumentada. Inversamente, la pérdida de una 

molécula de oxígeno de la hemoglobina completamente oxig~ 

nada, provoca que el resto se disocie más fácilmente cuan 

do desciende la presi6n de oxfgeno (1,5). La curva sigmo~ 

dal de uni6n del oxígeno ha sido sujeto de intensa inves­

tigaci6n, puesto que evidentemente refleja una adaptaci6n 

biol6gica de la molécula de hemoglobina, que le permite -

funcionar con un máximo de eficiencia molecular. 

Bohr, Hasselbalch y Krogh descubrieron que la afini­

dad por el oxígeno se reducía cuando se elevaban los niv~ 

les de co2 , sin embargo estudios posteriores demostraron­

que este efecto se debía a una reducci6n del pH. Así cuan 

do la hemoglobina se oxigena, queda ionizada y deja libre 

un prot6n por cada molécula de oxígeno unida (OHb), la 

uni6n de protones a la hemoglobina (DHb) representa el 

sistema amortiguador intracelular más importante para ma~ 

tener el pH neutro. Este fen6meno es directamente depen--

diente del efecto Bohr (1). 
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B. TIPOS DE HEMOGLOBINAS lli.MANAS. 

En el humano existen cambios en los requerimientos -

de oxígeno durante las diferentes etapas de desarrollo 

(embrionaria, fetal y adulta). Estos cambios fisiol6gicos 

son superados gracias a la variabilidad de las subunida-­

des globínicas, que forman los diferentes tetrámeros. 

En las células rojas del embri6n humano predominan 

tres tipos de hemoglobina (Hb): Hb Gower I ($"'-E~), Hb Go­

wer II (~t€4 ) y Hb Portland ($~Ot). Las hemoglobinas em-­

brionarias poseen alta afinidad por el oxígeno y son pro~ 

ducidas en el saco vitelino durante la tercera y octava -

semana de gestaci6n. 

La Hemoglobina Fetal (HbF) está formada por 2 cade--

nas á. y 2 cadenas ~ . Las cadenas ~y t poseen alta anal~ 

gía y s6lo difieren en 39 aminoácidos, 22 de estos amino-

ácidos se localizan en la superficie externa de la cade--

na. Las sustituciones internas son altamente conservadas-

e involucran aminoácidos ele polaridad similar. S6lo 4 sus 

tituciones provocan cambios en la interacci6n ~~~~ que pr~ 

bablemente incrementa la estabilidad de la HbF. En con---

traste, no ocurren sustituciones en la interacci6n 01.,'(~­

importante en la cooperatividad de las subunidades. 

La HbF de células de recién nacidos (RN) contienen -

75% de cadena ~Gque poseen Glicina en la posici6n 136 y-

25% de ~~ con alanina en la misma posici6n. La proporci6n 

1~/lA es constante durante el desarrollo fetal. La HbF de 
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ú 
las células rojas de adultos contienen 40% de by 60% de-

'6~ . La transici6n de la relaci6n ~~ ~~~ fetal a adulta, -

se lleva a cabo durante la etapa perinatal. 

La interacci6n del 2,3-DPG con la HbF disminuye pro­

bablemente por la sustituci6n ~143 His a '6143 Ser. El -

incremento a la resistencia a la desnaturalizaci6n alcali 

na puede ser explicado por diferencias estructurales en -

la interacci6n de las subunidades oC~ versus el dímero o-p.­

En la subunidad ~ de la HbA existen dos residuos (112Cis­

y 130 Tir) que pueden ser ionizados y dehidratados por el 

alcali, favoreciendo la desnaturalizaci6n de la HbA. En -

contraste, la subunidad gamma posee 112 Tre y 130 Trp, r~ 

siduos que no son alterados por el alcali y por supuesto­

contribuyen a la resistencia a la desnaturalizaci6n de la 

HbF. 

Existen 2 tipos de hemoglobina adulta denominadas 

HbA ( ol.t¡3;1. ) y HBA2 (ola~). La estructura y funci6n de la­

HbA se explicó detalladamente en la secci6n anterior. La­

cadena ~ de la HbA2 es hom61oga a la cadena p y solo di--. 

fieren en 10 aminoácidos de los 146. La HbA2 posee afini­

dad por el oxígeno con cooperatividad, efecto Bohr y res­

puesta al 2,3-DPG similar a la HbA. La HbA2 es más resis­

tente a la desnaturalizaci6n tGrmica que la HbA, esto se­

explica por un contacto adicional en la interacci6n o<,~ 

(116 Arg · · · 114 Pro) (1,6). 
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C. GENES GLOBINICOS. 

C.l LOCALIZACION Y ORGANIZACION CROMOSOMICA. 

Los 8 genes globínicos y los 4 pseudogenes que exis-

ten en el humano, se encuentran distribuidos en dos gru-­

pos de genes, el grupo de genes~ y el grupo de genes ~. 

(1,6,7). 

El significado de la organizaci6n de los genes globi 

nicos en relaci6n al control de la activaci6n-inactiva---

ci6n de la expresi6n génica durante el desarrollo embrio-

nario, fetal y adulto es desconocido. En cuanto a la dis­

tancia intergénica, un patr6n general puede observarse en 

la organizaci6n del grupo de genes globínicos. En el gru­

po de genes ¡3 los genes ~ y á se encuentran separados por 

aproximadamente 5000 a 6000 nucleotidos (S 6 6 kilobases­

o Kb) al igual que los genes 0 , sin embargo distancias -

de 15 a 18 Kb separan al par de genes p-~ del par de genes 

~~o~ y la misma distancia separa al gen é del par de ge-
G f' 

nes ~ -l . En el grupo de genes o(. , aproximadamente 4 Kb -

separan los dos genes funcionales ~l y ~2 y más de 20 Kb­

de ADN separan el gen globínico $ del par genes ~ . (1) 

El grupo de genes ~ se encuentra localizado en el 

brazo corto del cromosoma 16 en la regi6n p 13.3 (Fig. 2) 

(1,6,7,8). Este grupo de genes cuyo tamaño es aproximad! 

mente de 40 Kb (Fig. 3) incluye el gen duplicado (ex'~ y --

0(1) el gen embrionario ~ , 3 pseudo genes e, !i,. jllol¡ y fol.,) 

y un gen cuya funci6n no ha sido determinada ( 8-1 ) , 
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agrupados en el orden siguiente: S' - '~ -}'~ -l'lAz-/'P'<t- oC~­

o(,- ~- 3 1 (1,6,8). Recientemente fué identificado el 

pseudogen Ro localizado entre los gene~ ~,y &1 • Adem~s se 

encontr6 una copia del gen & denominado f'&t en el cromoso· 

ma 22 (7,8). En este grupo se han detectado S secuencias-

repetitivas ricas en Guanina y Citosina identificadas co-

mo regiones hipervariables (RrNs) localizadas en el extr~ 

mo 3' del gen &, (RHV 3 '), entre el gen ~l y p ?, (RHV inter­

zeta) en los intrones del gen ' (REVs de intrones ? no _,_ 

mostrados en la figura) y a 70 Kb río arriba del gen 

(RHV S') (7,8). 
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El análisis de los grupos de genes globínicos mues-­

tra secuencias repetitivas cortas de ADN con orientaci6n­

variable, clasificados como Familias Kpn y Alu, las cua-­

les se encuentran también en otros sitios del genoma huma 

no. En el grupo de genes~ se encuentran localizadas 11 -

familias Alu (1,6,8). 
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.<f. 

El grupo de genes p se encuentra localizado en el -­

brazo corto del cromosoma 11 en la regi6n plS.S al igual­

que los genes que codifican para la catalasa (CAT), la 

Tirosina Hidroxilasa (TH), la Calcitonina (CAL), la Hormo 

na Paratiroidea (HPT), el oncogen C-Ha-ras y el de la In­

sulina (INS) (Fig. 4) (1, 9). 
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El grupo de genes p incluye los genes E., l, y/', ~ 

y J3 y el pseudo gen jlf3 localizado entre los genes ~~y 5 -

(Fig. S) (1,6,7). En este grupo se encuentran también 

tres familias Alu (1,6). En contraste con las secuencias­

cortas de la familia Alu, en el grupo de genes globínicos 

p se localizan dos regiones de secuencias repetitivas 

largas que forman parte de la familia Kpn (1,6). La fun--

ci6n que desempeñan estas secuencias al igual que las se­

cuencias de la familia Alu es desconocida. 
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C. 2 ONTOGENIA. 

Los diferentes tipos de hemoglobina en el humano han 

surgido por un proceso adaptativo, el cual se asocia a -­

las diferentes necesidades de oxfgeno durante las etapas-

del desarrollo. 

La expresi6n de los genes globínicos sigue un patr6n 

determinado (fig. 6). Los genes globínicos que codifican­

para las cadenas ~ y é se expresan exclusivamente en las­

primeras semanas de gestaci6n. Los genes~ son completa-­

mente activos al final de la etapa embrionaria para contl 

nuar así durante la etapa adulta. Los genes p inician su-

activaci6n en muy pequeña proporci6n en la etapa embriona 

ria y son completamente activos alrededor de los 12 meses 

de vida. Los genes~ tienen su máxima expresi6n en la et~ 
. G ~ 

pa fetal predominando ~ sobre ~ y disminuyen su activi-

dad en la etapa perinatal conforme aumenta la de los ge--

nes ~ para quedar en su mfnima expresi6n alrededor de los 

12 meses de vida, teniendo como característica que la ac-
~ e; • 

tividad de ~ es ahora mayor que ~ . Los genes globÍni--

cos ~ se activan poco antes del nacimiento y permanecen -

así durante la etapa adulta.(1,6,10). 

Durante el desarrollo humano existen dos períodos de 

activaci6n-inactivaci6n de genes globínicos (1,2,11). El-

primero ocurre durante la gestaci6n con el cambio de hemo 

globina embrionaria a hemoglobina fetal y el segundo du-­

rante la etapa perinatal cuando la hemoglobina fetal es -
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reemplazada por hemoglobina adulta. Estos fen6menos que -

ocurren durante el desarrollo son dependientes de la ex-­

presi6n del grupo de genes p durante la ontogenia y se -­

acompañan de cambios en los sitios de eritropoyesis (1,6, 

10,11). Finalmente, la activaci6n-inactivaci6n de la hemo 

globina constituye un excelente modelo para el estudio 

del control de las actividades génicas durante el desarro 

llo humano y la diferenciaci6n celular. 

ACI'IVACION-INACTIVACION DE HEMOGLOBINA E!v!BRIONARIA A FE-­

TAL. 

El embri6n humano produce hemoglobinas embrionarias- · 

Gower I ( ~L ~~ ) , Gower II ( 0..1 td y Port land ( ?,_ 0-l). Con 

forme avanza el desarrollo, la producci6n de globinas em­

brionarias baja hasta que no es detectable en el segundo­

trimestre de vida, esto se debe al reemplazo de cadenas ' 

pord.. y Epor ~, (1,6,10,11). 

El estudio de las bases celulares de la activaci6n-­

inactivaci6n de la expresi6n génica embrionaria a la adu~ 

ta se ha realizado en algunas especies de vertebrados, -­

antes que en el humano. Por experimento realizado en rat~ 

nes, pollos y anfibios, se lleg6 a la conclusi6n de que -

la activaci6n-inactivaci6n génica ocurre de acuerdo a un­

lineaje celular (Ingram, 1972). Según este modelo, la H­

nea celular primitiva se encuentra progranada s6lo para -

la expresi6n de genes globínicos embrionarios y J a línea-
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definitiva s6lo expresa genes adultos (1,6,11). En el hu­

mano, este fen6meno se ha investigado en cultivos eritroi 

des y los resultados obtenidos son incompatibles con el -

modelo del lineaje, ya que éste s6lo puede ser explicado­

si se asume la existencia de una línea intermedia progra­

mada para la cooexpresi6n de genes embrionarios y adultos. 

En este caso, debe existir un mecanismo tiempo dependien­

te que determine la inactivaci6n de los genes embrionarios 

conforme avanza el desarrollo. Otra alternativa, sugiere­

que los cambios tiempo dependientes de los programas ocu­

rren en lÍneas celulares bajo condiciones de activaci6n -

inactivaci6n génica (11). 

Así, aún cuando el cambio de hemoglobinas embriona-­

rias a hemoglobina fetal no coincide con la transici6n de 

la eritropoyesis del saco vitelina al hígado y médula 

6sea (6,10), en general podemos asumir que la activaci6n­

inactivaci6n de hemoglobina embrionaria a fetal ocurre en 

un tiempo específico durante la gestaci6n y se relaciona­

hasta cierto punto con la eritropoyesis. 

ACTIVACION-INACTIVACION DE HEMOGLOBINA FETAL A ADULTA. 

El mecanismo de activaci6n-inactivaci6n de hemoglob! 

na fetal a hemoglobina adulta en la célula eritroide du-­

rante la etana perinatal, ha sido sujeto a numerosos estu 

dios y especulaciones. El gran interés de este mecanismo­

de activaci6n-inactivaci6n génica radica en que constitu-
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ye un excelente modelo para el estudio de la activaci6n,­

reactivaci6n, inactivaci6n y regulaci6n génica. 

Mediante estudios en la síntesis de HbF en colonias­

eritroides derivadas de sangre de recién nacido se ha pr~ 

puesto un cambio en la poblaci6n progenitora durante el -

período perinatal. Por el análisis de las cadenas globínl 

cas en las colonias individuales fué posible identificar­

dos poblaciones diferentes, una en la que existe correla­

ci6n negativa en la síntesis de cadenas ~ y ~ (colonias -

fetales) y otra colonia análoga sin correlaci6n entre las 

cadenas (colonias adultas). En resumen, este modelo clo-­

nal para la activaci6n-inactivaci6n de hemoglobina se de­

be a un reemplazo gradual de los progenitores fetales du­

rante la ontogenia por progenitores adultos (1, 12). 

Se ha considerado también la posible influencia de -

factores humorales u hormonales en la regulaci6n de la a~ 

tivaci6n-inactivaci6n de la hemoglobina, esta idea se con 

cibi6 a raíz de la observaci6n del aumento en la síntesis 

de HbF en mujeres embarazadas poco después de alcanzado -

el pico en la secreci6n de gonadotropina cori6nica (HGC)­

y la elevaci6n de la HbF en pacientes con tumores que pr~ 

ducen HGC o con tirotoxicosis. Sin embargo, la elevaci6n­

de HbF se debe al incremento en la producci6n y/o acumul~ 

ci6n de células F, debido quizás al estres eritropoyéti-­

co. El aumento en la producci6n de células F durante la -

fase de estres eritropoyético es mediada probablemente 
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por el incremento en los niveles de eritropoyetina pero -

esto no significa que en la etapa perinatal la activación 

-inactivación de HbF a HbA sea inducida por cambios en el 

tipo o cantidad de eritropoyetina producida (1). 

Otra posibilidad para explicar la activaci6n-inacti­

vaci6n de HbF a HbA se basa en la estructura de la croma­

tina y en la metilación del ADN (1,13). 

Finalmente, se ha propuesto la existencia de un re-­

loj biológico que regula la activación-inactivaci6n de 

HbF a HbA (14). 

De acuerdo con la información precedente, los facto­

res responsables de la activaci6n-inactivaci6n de los ge­

nes globínicos fetales a adultos durante la etapa perina­

tal continúa siendo un misterio. 
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C.3 ESTRUCTURA INTERNA. 

Las regiones codificadoras (exones) de los genes gl~ 

bínicos humanos son interrumpidas en dos posiciones por -

regiones de ADN No codificadoras llamadas secuencias in-­

terventoras o intrones. En el grupo de genes~ los intro­

nes interrumpen la secuencia codificadora entre los codo­

nes 30 y 31, lo mismo que entre los codones 104 y 105. En 

la familia de genes ~ , las secuencias interventoras int~ 

rrurnpen las secuencias codificadoras entre los codones 31 

y 32 y entre los codones 99 y 100. Corno muestra la Fig. 7 

el primer intr6n del gen~ (I4) es tan corto corno el se-­

gundo intr6n (I-2), no así el segundo intr6n del gen p -­

que es rn~s largo que el intr6n del gen~ (1,2,15). En los 

extremos 5 1 del primer exon y 3' del tercer ex6n, se en-­

cuentran regiones de ADN no codificadoras denominadas 

flanqueadoras (1,2,15). 
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La longitud del I-1 es muy similar en todos los ge-­

nes globínicos 117-130 pares de bases (pb) excepto en los 

genes ~ y 'fJ $en los que la longitud es de 886-1264 pb. La 

secuencia nucleotídica del I-1 es muy conservada en el 

grupo de genes ~ , no así en los genes ~ y ~ cuyas secue~ 

cias son pobremente hom6logas. La longitud de los I-2 del 

grupo de genes globínicos ~ son muy similares (850-889 

pb) a diferencia de la secuencia nucleotídica la cual es­

muy divergente, por lo que la homología es pequeña a ex--

" cepci6n de los genes ~ y ~,. cuya secuencia intr6nica es-

altamente hom6loga. En cuanto al erupo de genes 01. las se-

cuencias de los intrones son hom6logas en los genes ~y -

~~ pero existe poca homología entre la secuencia de los -

intrones de estos genes y la de los genes $y 1"~ (1,15). 

Los intrones son transcritos en el ARN mensajero 

(ARNm) o heterogeneonuclear para ser más tarde eliminados 

por autoempalme durante el proceso de maduraci6n del 

ARNm; para que se lleve a cabo el autoempalme se requiere 

la presencia de secuencias consenso específicas entre los 

exones y los intrones localizadas en los extremos 3' y 5' 

de los intrones denominadas S' 6 donador (GT) y 3' 6 aceE 

tor (AG). (1,15). 

La regi6n promotora contiene 3 secuencias consenso -

necesarias para la expresi6n de los genes globínicos (1,6 

15). La primera, es la caja ATA localizada a -30 pb del­

sitio cap, esta regi6n influye en los niveles de trans---
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cripci6n. La segunda secuencia consenso es la caja CCAAT-

que se encuentra a -70-80 pb del sitio cap (en los genes­

~ la secuencia es CCAAC y en los genes 0 se encuentra du­

plicada) mutaciones en esta caja reducen los niveles de -

transcripci6n. Aproximadamente de -80-100 pb del sitio 

cap se encuentra la tercera se.cuencia conservadora rica -

T A en GC y cuya estructura es GGGGGG 6 CGCCCC la cual puede-

estar invertida o duplicada (1,6,15). 
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C.4 EXPRESION Y REGULACION. 

La informaci6n genética que codifica para la estruc­

tura de las proteínas se encuentr~ en la secuencia nucleo 

tfdica del ADN de los genes, localizados a su vez en cro­

mosomas en el núcleo celular. Cada triplete de bases o co 

d6n codifica para un aminoácido. Un aminoácido puede ser­

codificado por diferentes codones, pero cada triplete es­

específico para solo un aminoácido y un ARN de transfe-­

rencia (ARNt). La sintesis de proteínas s6lo puede ocu--­

rrir mediante la formaci6n de una cadena de ARNm el cual­

es imagen en espejo de la secuencia nucleotfdica del ADN­

y es formado por la ARN-polimerasa en un proceso llamado­

transcripci6n. El transcrito inicial de ARNm es rápidameE 

te procesado después de su sintesis. Los primeros eventos 

-encapuchamiento en S' y poliadenilaci6n en 3'- estabili­

zan el transcrito y lo previenen contra posible ataque de 

la exonucleasas. El encapuchamiento incluye la formaci6n­

de un enlace S'pppS', usualmente en A usando una molécula 

de GTP. La poliadenilaci6n involucra como su nombre lo in 

dica, la adici6n de residuos de A (~SO) en el extremo 3'­

y la escisi6n del precursor inicial de 10-20 pb rfo abajo 

de la señal AATAAA (1,15). Subsecuentemente los intrones­

son removidos durante el proceso de autoempalme y produ-­

cen el ARNm maduro, éste es transportado del núcleo al e~ 

toplasma donde la traducci6n ribosomal del ARNm tiene lu­

gar (Fig. 8) (1,6,15). 
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En realidad se conoce poco acerca de los mecanismos­

responsables de la regulaci6n génica globínica y de su p~ 

~tr6n de expresi6n durante la ontogenia. Las investigacio­

. -.. nes hasta el momento demuestran que la metilaci6n y la e~ 

'tructura cromatínica influyen en la expresi6n de los ge-­

nes globínicos. 

El estado de METILACION de un gen es una influencia-

' importante para la expresi6n génica, en general los genes 

~activos se encuentran hipometilados y los genes inactivos 

-hipermetilados. La metilaci6n ocurre en los residuos C y-

en los dinucleotidos CG, al grado que las tres cuartas 

partes de todas las secuencias CG humanas se encuentran -

.-metiladas. En tejidos no eritroides humanos y de otros 

__-:animales los genes globínicos se encuentran hiuermetila--

dos, mientras que en tejidos eritroides los genes globíni 

.•~cos poseen una relativa hipometilaci6n. Por ejemplo, en -

.. la regi6n flanqueadora S' de los genes globínicos t , los 

sitios CG de la regi6n CCAAT-ATA son hipomentilados en cé 

~ulas eritroides fetales derivadas del hígado y metilados 

\~n células adultas de médula osea, donde la ex,resi6n de­

" "los genes "t es mínima. Experimentos in vitro indican que­

·el estado de metilaci6n de la regi6n flanqueadora S' de -

_:.-~los genes -y puede efectivamente -¡¡revenir su exnresi6n. La 

hipometilaci6n de la regi6n flanqueadora S' parece ser un 

~requisito necesario para la expresi6n de los genes globi­

nicos, así como una señal primaria para la activaci6n gé-
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nica (1,6,15). 

Los genes en las células de mamíferos no se presen-­

tan como simples cadenas de ADN, sino en complejos unidos 

con histonas y otras proteínas en la CRO~!ATINA. Una de 

las consecuencias de este arreglo es la limitaci6n de la­

actividad transcripcional, en las células eritroides por­

ejemplo, s6lo un pequeño porcentaje del total de la se--­

cuencia del ADN que corresponde a los genes globínicos se 

expresa. Estos sitios presentan alteraciones en la estruc 

tura de la cromatina y muestran incremento en la sensibi­

lidad de digesti6n por nucleasas como la DNAasa I. Así, -

la actividad de los genes globínicos se asocian con cam-­

bios en la configuraci6n de la cromatina que precede a la 

expresi6n génica. Finalmente, la metilaci6n y los cambios 

de cromatina son situaciones paralelas que ocurren en re~ 

puesta a otras influencias necesarias en la iniciaci6n de 

la expresi6n (1,6,15). 
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II.3 HEMOGLOBINA FETAL. 

A. ASPECTOS GE~~RALES. 
fl· 

La HbF formada por dos cadenas o\ y dos '6' e CX4 (}¡ + 

~ 
o!z. '(¡ ) se produce predominantemente en un tipo de eri--

trocitos denominados Células F e1). La HbF de las células 

individuales puede ser cuantificada mediante el uso de an 

ticuerpos monoespecíficos anti-HbF. El porcentaje de HbF-

en hemolizado puede determinarse mediante ~étodos cromato 

gráficos, electroforéticos e inmunol6gicos, así como por-

el método clásico por desnaturalizaci6n alcalina. En gen~ 

ral, el método inmunol6gico se recomienda en casos que 

contienen menos del 2% de HbF, la desnaturalizaci6n alea-

lina en casos que poseen del 2-40% de HbF y la cromatogr~ 

fía se recomienda en ejemplos que exceden del 40% de HbF-

e 1) . 

Las células rojas de los recién nacidos contienen 

80~10% de HbF la cual es reemplazada lenta y gradualmente 

por HbA el,6,10-13). Una vez completo el cambio de HbF a 

HbA el porcentaje de HbF es del 1% y la cantidad de cade­

nas~~ constituyen el 40% del total de cadenas el). 

La HbF de las células rojas de los RN poseen una re­

laci6n de cadenas 1~ ~~~de 3:1 y la HbF de las células F­

de adultos es de 2:3 el). La transici6n de la relaci6n de 

l> " cadenas 1 /l ocurre durante la etapa perinatal el,6,10--

13) • 

Los genes que codifican para las cadenas globínicas-
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¡,. ... 
~ y ' se encuentran ubicados muy cerca entre sf en el -

grupo de genes ~ localizado en el brazo corto del cremoso 

ma 11 el,6,9). Hill et al en 1986, identificaron rearre--

glos de los genes ~ específicamente variaciones en el nú­

mero de genes. Así, mientras que el genotipo normal es "t~"' 

en algunos individuos se han encontrado los genes tripli-

d e Ytv¡;vA ) . P r. ~>...,.11 6 ca os u u u o cuadrupl1cados (tí '6 ~ u ) o s lo un . 
gen e 0 ~ ) e 7) . 

La declinaci6n de HbF se retarda en niños prematuros 

y en niños de madres diabéticas (1,14 ) en contraste con-

niños con Síndrome de Down que tienen síntesis precoz de-

HbA y por tanto, una rápida declinaci6n de la cantidad de 

HbF el) • 

B. ELEVACION DE HEMOGLOBINA FETAL. 

La HbF es rápidamente reemplazada por HbA después 

del nacimiento, sin embargo pequeñas cantidades de HbF se 

continúan sintetizando durante la etapa adulta e1 ,6,10-13). 

La producci6n de HbF se eleva en varias enfermedades hema 

topoyéticas y en hemoglobinopatías, así como en condi.cio-

nes neoplásicas (1,16-20). Las razones por las que conti­

núa la producci6n de HbF durante la vida adulta y los me-

canismos de control son aún desconocidos. Recientemente -

se ha propuesto que la expresi6n de los genes globínicos-

fetales en adultos es controlada por los niveles de prog~ 

nitores eritroides e12). 
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B.l ESTADOS NO NEOPLASICOS. 

El porcentaje de HbF se incrementa modesta pero sig­

nificativamente durante el embarazo. Esta elevaci6n se de 

be al incremento en la producci6n de células F maternas -

(1). 

El incremento en la sfntesis de HbF ha sido bien ca-

racterizado en diferentes hemoglobinopatías como: anemias 

de células falciformes (1,6,16,17,19,20,21), Persistencia 

Hereditaria de l-JbF (PHHF) (1,6,16,19), Talasemias ~oy ~~­

(1,6,16,17,19,20,21), ast como en individuos con anemias-

hemolfticas congénitas (1). 

Individuos con anemia de células falciformes presen-

tan valores altos de HbF (1,6,16,17,19,20,21). Este incr~ 

mento de HbF facilita el estudio de variaciones genéticas 
e; 

de los valores de ~ que en la mayoría de los individuos -

corresponde al 40%; sin embargo, algunos individuos con -

esta hemoglobinopatía presentan valores del 60 al 70% 

(16). La posibilidad de expresar los genes globínicos fe­

tales en células eritroides adultas puede considerarse co 

mo terapia génica para anemia drepanocítica (16). 

Ciertas condiciones talasémicas están asociadas con-

amplificaci6n en la sfntesis de los genes globínicos ~ r~ 

sultando un incremento en la producci6n de HbF. Los nive­

les de HbF en talasemia ~son muy variables, desde porce~ 

tajes normales (¿1%) hasta cerca del 100% en individuos -

holilocigotos para talasemia !3oY~~(1,6,16,17,19,20). 
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Se han identificado mutaciones puntuales en indivi-­

duos con PHIIF, relacionados con el incremento en la pro-­

ducci6n de HbF, parece ser que estas mutaciones puntuales 

en PHHF determinan la incapacidad de uni6n de las protef­

nas nucleares a la regi6n promotora de los genes ~ , como 

ocurre en genes normales ( 18 ). 

B.2 ESTADOS NEOPLASICOS. 

La producci6n de HbF puede ser reactivada en un gran 

número de enfermedades neoplásicas. 

Algunos estudios sugieren que la elevaci6n de la HbF 

en tumores s6lidos, como carcinomas, se debe a la libera­

ci6n de ciertas sustancias del tumor que inducen la pro-­

ducci6n de HbF en médula 6sea, ya que estas enfermedades­

neoplásicas no involucran células eritropoyéticas· e 19 ) • 

Existen en las enfermedades neoplásicas que involu-­

cran la hematopoyesis, elevaci6n de los niveles de HbF 

(19-23). De acuerdo con la literatura, los niveles de HbF 

se incrementan en diversas formas de leucemias (1,20,23)­

y Linfomas (1,21,22). 

La HbF se encuentra particularmente elevada de un 20 

a 80% en Leucemia Heil6gena cr6nica Juvenil (20-23) y en­

eritroleucemias (21-23) a diferencia de la LLA y leuce--~ 

mias mielogenas cr6nicas adultas cuyos incrementos de HbF 

no son tan elevados (20,22,23). La HbF particularmente en 

LLA, se discutirá ampliamente en el cap1tulo siguiente. 
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11.4 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA. 

La Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) se caracteriza 

por la acumulaci6n excesiva de linfoblastos y sus progeni 

tores, es una enfermedad heterog6nea ya que las células -

malignas expresan diversos fenotipos y respuesta variable 

a la quimioterapia, la LLA es adem~s la enfermedad neopl! 

sica más frecuente en niños (24,25). 

La LLA puede ser clasificada por criterios morfol6gi 

cos e inmunol6gicos. De acuerdo con la French American 

British (FAB) el criterio morfol6gico reconoce tres subti 

pos: Ll, 12 y 13. El subtipo Ll se caracteriza por linfo­

blastos pequeños y uniformes, es el tipo más com~n en ni-

ños, mientras que en el subtipo 12 se observan linfoblas­

tos pleom6rficos y es un subtipo com~n en adultos. Las cé 

lulas leucémicas del subtipo 13 recuerdan a las del Linfo 

ma de Burkitt y es común tanto en niños como en adultos -

(24). Desde el punto de vista inmunol6gico los linfoblas-

tos leucémicos expresan antígenos típicos de las células-

T y B en diferentes estados de desarrollo (pre-B, By T). 

Existe un antígeno común en LLA llamado CALLA, el cual se 

encuentra en la mayoría de los casos de LLA tipo B y s6lo 

en una minoría de los casos de LLA tipo T (24). 

El pron6stico de la enfermedad depende de la edad, -

sexo, subtipo de neoplasia y de los niveles iniciales de­

leucocitos (24,25). El análisis de la edad como factor de 

riesgo ha mostrado que los niños de 2 a 10 años tienen un 
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excelente pron6stico a diferencia de los adultos en los -

que el incremento en la edad se asocia con remisi6n baja-

6 períodos de remisión muy cortos. En cuanto al factor se 

xo, los hombres presentan peor pronóstico que las muje--­

res, lo cual puede estar asociado al riesgo de infi1tra-­

ci6n testicular (24,25). El subtipo morfol6gico es tam--­

bién importante, los niños con LLA-Ll cursan con mejor 

pron6stico, aunque esta distinción no es significativa en 

adultos (24). 

Las anormalidades citogenéticas m~s comunes en LLA -

son las translocaciones; en LLA tipo B: t(l;l9), t(4;11)­

y t(9;22) y en LLA tipo T, las translocaciones más fre--­

cuentes ocurren cerca del gen~ que codifica para un re-­

ceptor de la célula Ten el cromosoma 14 (24). 

A. ONCOGENES EN LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA. 

Los efectos de los rearreglos cromos6micos est~n Ín­

timamente ligados a rearreglos y alteraci6n en la regula­

ci6n de oncogenes celulares. Estos genes, identificados -

primero en retrovirus (24,26-30), juegan un papel impor-­

tante en el crecimiento de la célula normal (protooncoge­

nes) (24,26-30,40), así como en la regulaci6n de la proll 

feraci6n y diferenciación celular (22-28-30). La expre--­

sión anormal de estos genes se refleja en el crecimiento­

iregular y por ende, en la transformación maligna. Los me 

canismos de activaci6n de oncogenes son diversos e inclu-
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yen transducci6n viral, mutaciones puntuales, mutagenesis 

insercional y otros mecanismos gen~ticos (24-32). Alguno~ 

productos de oncogenes pueden funcionar como factores de­

crecimiento celular o pueden regular la replicaci6n del -

ADN y la divisi6n celular (24,26-33). 

Los oncogenes celulares desempeñan un papel muy im-­

portante en el establecimiento, maduraci6n y progresi6n -

del crecimiento neoplásico (32), la expresi6n de algunos­

de ellos se ha observado en LLA y se atribuye a mecanis-­

mos que incluyen mutaciones puntuales, traslocaci6n y am­

plificaci6n (25, 31,32 ,38). 

La expresi6n de c-myc y c-myb ocurre con cierto pa-­

trón de acuerdo al subtipo de neoplasia (31,40), mientras 

que la expresión de los oncogenes c-abl y e-fes es muy b~ 

ja (31). Los protooncogenes c-erb, c-src y c-sis, que co­

difican para proteínas no relacionadas con la diferencia­

ci6n hematopoyética no se expresan en células 1eucémicas­

(31,32). Los niveles en la expresión de los oncogenes e­

Ha-ras, c-Kis-ras y N-ras en LLA fué similar a los detec­

tados en células normales humanas (31,32,39). 

Nutaciones del encogen N-ras debido a sustitución de 

aminoácidos en los codoncs 12,13 ó 61 ocurren en el 10% -

de los casos de LLA en los que se observa activación de -

este on~ogen (34). Las mutaciones pueden ocurrir en cier­

tos momentos de la transformaci6n neoplásica (24,33,37) .­

Es probable que el desarrollo de leucemias involucre la -
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activaci6n de más de un protooncogen y que el N-ras pueda 

ser uno de ellos, lo que aún no es claro, es el signific~ 

do de las sustituciones de los aminoácidos (36,40). 

La información precedente provee bases firmes para -

el análisis de oncogenes celulares en células leucémicas, 

ya que pueden reflejar actividad en la proliferación (c-­

myc, c-myb y e-ras) diferenciación (c-fos y e-ras) 6 en -

la expresi6n de receptores de factores de crecimiento (e-

abl y 'e-fes) (31,33). 

ú t. 
B. HEMOGLOBINA FETAL Y RELACION DE CADENAS '( / C EN LLA. 

La literatura respecto a la evaluación de la HbF en-

LLA es muy escasa. Becerra y Cols. (41) evaluaron la acti 

vidad de los genes glob1nicos ~ en pacientes adultos con­

neoplasia y reportaron incremento de la HbF (x 1.26%) en-

el grupo de leucemias; ~!antes y Cols. ( 42) estudiaron un­

grupo de niños con LLA y reportaron elevación de la HbF -

(i 2.61%). En 7 niños cuyo incremento de HbF fué de 2.85-

al 13. 70%, realizaron la determinación de cadenas '(,~/ ~· y 

observaron heterogeneidad en la relación de cadenas (0.76 

y¡; ~ 
a 2.31, f:Jio ). 

Durante la etapa final de esta tesis, se captó un r~ 

sumen de Achille y Cols. (43) en el cual se describe el -

efecto de la quimioterapia en la síntesis de JlbF y en la­

relación de cadenas r/l~f\ en 32 niños con LLA. Las deter­

minaciones del porcentaje de HbF se realizaron al momento 

48 



del diagn6stico de la enfcrmedadC.{l.5!0.59%), al final de 

la terapia de inducci6n([2.95!0.85%) y en remisi6n<io.sst 

0.34%). El análisis de las cadenas )~1'6" al diagn6stico 

mostr6 porcentajes de)6 del 25 al 80~d:.46.46:tl3.6~). No -
• ¡;. 

observaron cambios significativos del porcentaJe de~ du-

rante la terapia de mantenimiento y la etapa de remisi6n. 
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II l. PLANI'E.AMIENTO DEL PROBLEMA 



El estudio de los mecanismos que favorecen la reacti 

vaci6n de los genes 0 en estados neoplásicos, ofrece pre~ 

pectivas importantes respecto a los fen6menos biol6gicos-

implicados en la activaci6n-inactivaci6n génica. 

Estudios realizados demuestran que las leucemias in-

fantiles cursan con niveles más elevados de HbF que las -

leucemias en adultos (41,42); ademis, de acuerdo con la­

literatura, tanto en Leucemia Miel6gena Cr6nica adulta y-

juvenil (20) como en LLA(43) existe heterogeneidad en la-

expresi6n de los genes~ , lo que nos motiv6 a investigar 
~ ~ 

si la elevaci6n de la HbF y la relaci6n de cadenas o/~ -
depende oe la edad del paciente o del subtipo de neopla--

si a. 
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IV. O B J E T I V O S 



53 

1. Investigar si existen diferencias en los niveles de 

HbF en niños con L1A•Ll y LLA-12. 

2. Analizar el porcentaje de HbF en niños con LLA-Ll y 

LLA~L2 de acuerdo a la edad. 

v A 
3. Conocer la relaci6n de cadenas ~ /~ de la HbF en ni--

ños con 1LA-Ll y 11A-L2. 

\> A 4. Analizar la relaci6n de cadenas (í /( de la HbF en ni-

ños con 11A-Ll y 1LA-12 según la edad. 

5. · Comparar las características hematol6gicas por grupo-

y .subgrupo de los niños estudiados. 



V. H I P O T E S I S 



El gradri de elevaci6n de HbF y la relaci6n de cade-­
¡;. f\ 

nas '6 1 '6 en LLA es dependiente de la edad o del subtipo-

de neoplasia. 



VI. M A TE R I AL 



La investigaci6n se llev6 a cabo en 60 niftos con LLA 

(24 femeninos y 36 masculinos) de 1 a 17 aftas de edad que 

acuden a la consulta de hcmatologia del Hospital de Pedia 

tría del CMO y en 25 nifios sanos (12 femeninos y 13 mascu 

linos) de 2 a 18 afias de edad como grupo control. 

Los nifios con LLA fueron distribuidos en dos grupos: 

LLA-Ll y LLA-L2 según el subtipo de neoplasia obtenido de 

acuerdo a la clasificaci6n morfol6gica, realizada por los 

hemat61ogos del Hospital de Pediatría: JesíÍs Carlos Agui-­

lar Luna, Amparo Esparza y Beatríz L6pez Guido. 

Con los grupos LLA-Ll, LLA-12 y contro1.se formaron­

subgrupos por edades: a) de O - S años; b) de 6 a 10 ---

·afias y e) de 11 a 18 afias. como se muestra en la siguien-

te tabla: 

G R U P O LLA-Ll LLA-L2 CONTROL 
n=29 n=31 n=ZS 

SUBGRUPO F M T F M T F M T EDAD (A!ilOS) 
--

o - S 2 9 11 1 o 4 4 2 2 4 

6 - 1 o 3 7 10 10 S 1S S 6 11 

11 - 18 4 4 8 S 7 12 S 5 1~ 
Total: 9 20 29 1S 16 31 12 13 25 
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VII. M ·E T O DO S 



En los dos grupos de niños estudiados LLA y Control, 

se determin6 el porcentaje de HbF por los métodos de Bet-

ke (44) y Singer (45) y HbA 2 (46). Para descartar alguna 

hemoglobinopatía se realiz6 elestroforesis de Hemoglobi-­

nas a pH 8.4 (47). Además se realiz6 Biometría Hemática y 

se determin6 la relaci6n de cadenas r/'1'6" en geles de po­

liacrilamida (48) a partir de eluatos de HbF obtenidos --

por el método de Singer, precipitados con ácido sulfosali 

cílico·y lavados con agua destilada. 

A). OBTENCION DE LA MUESTRA. 

Se tomaron de 3-5 ml. de sangre por punci6n venosa-

con anticoagulante EDTA al 10%. 

B). BIOMETRIA HEMATICA. 

La biometría hemática se realiz6 en contador e1ectr6 

nico Coulter modelo S del laboratorio del Hospital de Es­

pecialidades del CMO, que analiza los siguientes paráme-­

tros: Gl6bulos Blancos (GB), Gl6bulos Rojos (GR), Hemogl~ 

bina (Hb), Hematocrito(Hto), Volumen Globular Medio (VGM) 

Concentraci6n Media de Hb (HCM) y Hemoglobina Corpuscular 

Media (CHMB) . 

C). PREPARACION DEL HEMOLIZADO. 

Se lavaron los eritrocitos tres veces con soluci6n -

salina al 0.85%. A cada mililitro del paquete de eritrocl 

tos se agreg6 1 ml. de agua y 0.4 ml. de tetracloruro de~ 

carbono, se agit6 vigorosamente y se centrifug6 a 3,000 -

rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se recuper6 sin--
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tocar los estromas. 

D). CUANTIFICACION DE HbF. METODO DE BETKE (44). 

El método consiste en desnaturalizar la HbA y la 

HbA2 durante 2 minutos con un alcalí deteniendo la reac-~ 

ci6n con una sal de amonio. 

Agregar de 200-300 ml. de hemolizado a un tubo que -

contiene 10 l. de soluci6n de Drabkin pH 7.2 (200 mg. de 

K3Fe(CN) 6 , SO mg. de KCN, 140 mg. de KH 2Po 4 para 1000 ml. 

de agua), mezclar, llevar a 20°C. y pipetear en tres tu--

bos (dos problemas y un control) 3 ml.de la mezcla. Aña-

dir a cada tubo problema 0.2 ml. (200~) de NaOH 1.28N -

que ha sido guardado en congelaci6n, mezclar bien y dejar 

actuar durante dos minutos a 20°C. Agregar a los dos mi-

nutos exactos 2 ml. de soluci6n saturada de sulfato de --

amonio a pH 7.0, mezclar vigorosamente y dejar en reposo-

diez minutos. Adicionar al tubo control 0.2 ml. (200~)­

de agua destilada y 2 ml. de soluci6n saturada de sulfato 

de amonio pH 7.0, mezclar bien y dejar en reposo diez mi­

nutos. Filtrar con papel filtro Schleicher & Schuell 589
3

; 

diluir 1 ml. del filtrado control con 4 ml. de agua destl 

lada. Determinar la densidad 6ptica a 540 nm. El pareen-

taje se obtiene como sigue: 

% HbF ~D~.o~.~~H~bF~~~--~--~- x 1oo 
D.O. Hb Control x S 

E). CUANTIFICACION DE HbF. METODO DE SINGER (45). 

El método se fundamenta en la desnaturalizaci6n de -
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la HbA y HbA2 mediante un alcalí durante 1 minuto dete--­

niendo la reacci6n con una sal de amonio. 

En dos tubos problema se colocan 1.6 ml. de NaOH 6 -· 

KOH 0.0833 N y se llevan a 20°C, Se adiciona 0.1 ml. 

(100~1) del hemolizado agitando continuamente durante 20 

segundos y 40 segundos después agregar 3.4 ml. de solu--­

ci6n saturada de sulfato de amonio al 50% (400 ml. de so­

luci6n saturada de sulfato de amonio + 400 ml. de agua --

destilada+ 2 ml. de HCl 10 N) pH 3.6, agitar vigorosame~ 

te y a los 30 minutos de reposo filtrar con papel filtro­

Schleicher & Schuell 589 3 . Al tubo control se le agregan 

S ml. de agua destilada y 20 /'-1 de hemolizado. Las mues­

tras se leen en espectrofot6metro a 540 man6metros (nm) y 

se calcula el porcentaje de'HbF mediante la f6rmula: 

% HbF D.O. HbF 
X 0.203 X 100 D.O. Hb Total 

F). CUANTIFICACION DE Hb Az (46). 

La técnica consiste en separar por micromatógrafía -

de intercambio ani6nico la HbAz de la Hb Total mediante -

un gradiente de pH. 

La DEAE celulosa (DE-52) se lava 3 veces con una so­

luci6n amortiguadora pH 8.0 (7 ml. de TRIS 1M+ 25 ml. -

de KCN 4 mg/ml + 700-800 ml. de agua destilada, ajustar -

pH con HCl 3 N y aforar a 1000 ml. con agua destilada). -

La resina diluída en este amortiguador 1:10 v/v se empaca 

en pipetas Pasteur hasta una altura aproximada de 4 cm.,-

61 



se pasan S ml. de amortiguador pH 8.0 para equilibrar la-

resina. En seguida se mezcla una gota de hemolizado con S. 

gotas de soluci6n amortiguadora pH 8.0 y se coloca en la-

parte superior de la resina; una vez que la hemoglobina -

entra en la resina, se llena la parte superior con la so-· 

luci6n TRI S/KCN pH 8. O. La Hb Az se e luye con soluci6n -

amortiguadora pH 7.4 (preparada de igual forma que la an-

terior, ajustando a pH 7.4). La hemoglobina restante se­

eluye éon soluci6n amortiguadora pH 7.0 (SO ml. de TRIS-

1M+ 2S ml. de KCN 4mg/ml + 700-800 ml. de agua destila-

da, ajustar pH 7.0 con HC1 3 N y se afora a 1000 ml. con­

agua destilada). Los eluatos de Hb A2 y de la Hb restante 

se aforan a S ml. y ZS ml. respectivamente con agua o con 

las soluciones amortiguadoras correspondientes. 

Se mide la densidad 6ptica a 41S nm y se obtiene el­

porcentaje por la f6rmula: 

% HbA2 
D.O. HbA~ x 100 

HbR - Hb Restante 

G). ELECTROFORESIS DE Hbs. EN ACETATO DE CELULOSA pH 8.4. 

( 4 7) • 

Las hemoglobinas normales tienen una carga neta que-

permite diferenciarlas perfectamente a pH 8.4, un cambio­

de un aminoácido en cualquiera de las cadenas que modifi­

que la carga neta de la molécula cambia el patr6n electro 

forético correspondiente. 
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Se prepara una soluci6n buffer con Tris-EDTA-Borato­

(10.2 gr.Tris + 0.60 gr.EDTA dis6dica + 3.2 gr. ácido b6-

rico para 1000 ml. de agua destilada) a pH 8.4 en la cual 

se sumerge una membrana de acetato de celulosa durante 15 

minutos, se seca con papel absorbente y se coloca en el -

soporte de la cámara (equipo microzona). Se aplica la 

muestra previamente hemolizada en posici6n cat6dica, se -

realiza el corrimiento a 200-400 V por 30 minutos, el vo! 

taje o' el tiempo pueden ser modificados según se requiera, 

pero el amperaje debe ser entre 2-4 MA. Una vez concluí­

do el corrimiento, la membrana se sumerge en colorante -­

Ponceau durante 5 minutos para revelar y se lava con áci­

do acético al 5% según el método de Schneider. 

H). PRECIPITACION DE HbF. 

La precipitaci6n de HbF se lleva a cabo a partir de-

25 ml. de eluato de HbF obtenido por el método de Singer­

y 0.15 mg. de ácido Sulfosalicílico. Una vez precipitada­

la proteína, se centrifuga a 3,500 rpm durante 5 minutos, 

se elimina el sobrenadante el cual contiene las sales 

(Sulfato de Amonio e Hidr6xido de Sodio) el bot6n de pro­

teínas se lava con agua destilada y se centrifuga nueva-­

mente a los mismos tiempo y velocidad hasta eliminar com­

pletamente las sales (de 3 a 4 veces). El bot6n de protei 

na ya lavada se somete a tratamiento para la separaci6n -

de las cadenas globínicas en geles de poliacrilamida. 

I). DETERMINAC ION DE CADENAS ~~ /~ f\ ( 48) · 
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El Triton x 100 (detergente no i6nico) secuestra la­

cadena que porta el aminoácido hidrof6bico Alanina permi­

tiendo de esta manera su separaci6n de la cadena que con­

tiene el aminoácido hidrofílico Glicina. 

Este método consta de 2 geles, un gel de condensa--­

ci6n y otro de separaci6n; gel de separaci6n: 9.13 ml. de 

Urea 8 M son mezclados con 0.25 ml. de Triton x 100, una­

vez disuelto, se agregan 2.5 ml. de acrilamida-bisacrila­

~ida (3.5 gr/ 40 mg/ 7 ml. de agua destilada), se afiaden-

0.625 ml. de ácido acético glacial, mezclar. Posteriorme~ 

te agregar 0.37 ml. de Persulfato de amonio (60 mgr/2 ml. 

de agua destilada) y 75 ~1 de Temed (N-N-N'-N'-tetrameti­

lendiamino), mezclar y colocar en la placa y esperar a -­

que gelifique. El gel de condensaci6n consta de: 3.51 ml. 

de Urea 8 M y 0.10 ml. de Triton x 100, una vez disuelto, 

se agregan 0.95 ml. de acrilamida-bisacrilamida, ensegui­

da agregar 0.25 ml. de ácido acético glacial y después--

0.15 ml. de Persulfato de amonio y 50~1 de Temed, mez--­

clar y colocar en la placa sobre el gel de separaci6n y­

esperar a que gelifique, dejar el gel a temperatura am--­

biente en cámara húmeda para ser utilizado al día siguie~ 

te. Se realizan 3 corrimientos electroforéticos hacia el­

cátodo: el primero se efectúa colocando en el punto de -­

aplicaci6n de la muestra ácido acético al 5% y se corre -

durante 25 minutos a 250 Volts, el segundo se realiza con 

lO)Ll de Cistamina 1M (113.6 mg /ml. o 11.3 mg /100~1)-
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se corre a 150 Volts por 25 minutos y se remueve el bu---

ffer del ánodo. Para el tercer corrimiento se aplican 

20141 de la muestra previamente precipitada y lavada, a -

la que se le añaden 200 ,~<-1 de buffer (O. S ml. de Urea 8 M 

- SO ,.d de ¡3- Mercaptoetanol + SO /(-1 de ácido acético + -

20 ~1 de Pironina Y) después de haber removido la Cistami 

na y renovado el buffer del ánodo, el corrimiento se rea­

liza a 90 Volts durante S horas. Terminado el corrimiento 

se tiñe el gel con Azul de Commassie R al 0.5% en ácido -

acético al 7% y metano! al 30% durante 30 minutos. El gel 

se destiñe con una soluci6n de ácido acético al 7% y met~ 

nol al 30% hasta decolorar. Las bandas se grafican en un­

Densit6metro Beckman modelo R-112 a 600 nm. 

El porcentaje de cadenas -r¡~y ~A y la relaci6n de cade 

nas se calcula a partir del área de cadenas i en el densl 

tograma del gel de poliacrilamida usando las siguientes -

f6rmulas: 

{;> 
% 'h = ( 

/>. %o = 

Area 'lS~ ) x 100. 
Area OG-+A 

Y¡;.. 100 - % u 

%'6 
& 
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VIII. RE S U L T A DO S 



Se analiz6 un grupo similar de nifios con LLA-Ll y 

LLA-2 (29 y 31 respectivamente) obtenidos al azar, sin em 

bargo es interesante señalar que en el grupo de LLA-11 se 

observ6 una predominancia de niños (20 masculinos y 9 fe-

meninos versus 16 masculinos y 15 femeninos para LLA-12). 

Como se observa en la Tabla III, los resultados de­

HbF fueron similares en ambos grupos por los dos métodos-

(x HbF B: 2.19% y 2.04% y x HbF S: 2.01% y 2.10% para 

LLA-11 ·y LLA-L2 respectivamente); sin embargo ambos gru-­

pos mostraron ser estadísticamente diferentes del grupo -

Control (x HbF B: 0.89% y HbF S:0.95%). El porcentaje pr~ 

medio de cadenas (para LLA-11 fue de 50.96% y para LLA-­

LZ de 37.53%; el análisis estadístico ( t de student) mo~ 

tr6 diferencias altamente significativas (p~ 0.001) entre 

ambos grupos; en el grupo Control el porcentaje promedio-

fue de 42.69%, la t de student del grupo Control contra­

LLA-11 mostr6 diferencias significativas (p< 0.01) mien-­

tras que contra LLA-12 no se observ6 significancia (Tabla 

III). La relaci6n de cadenas)~ 1 ~" fue de 1.23 para LLA--

11, 0.66 para LLA-LZ y 0.76 para el grupo Control, los r~ 

sultados de las pruebas estadísticas fueron concordantes­

con los observados en los porcientos de {es decir dife-­

rencias significativas entre LLA-Ll y LLA-12 (p < 0.01) y­

entre LLA-Ll y Control (p <O. 01) pero no entre LLA-lLZ y -

Control. La HbA2 mostr6 valores muy similares en LLA-Ll,­

LLA-12 y Control. 
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Los parámetros hematol6gicos GB, GR, Hb, Hto, VGM, -

HCM y CMHB mostraron valores muy similares en LLA-Ll y 

LLA-LZ (Tabla IV) sin embargo al compararlos contra el 

grupo control s6lo GB, GR, Hb y Hto en LLA-Ll mostraron -

valores significativamente menores (p < 0.05, < 0.01, <0.01 

y<. O. 01 respectivamente). En el análisis del grupo LLA-L2 · 

contra el grupo Control s6lo GR, VGM y HCM mostraron dife 

rencias significativas (p<0.05,<0.05 y<O.Ol respectiv~ 

mente)'GR con valores más bajos y VGM y HCM más altos. E~ 

tos resultados indican que no existen diferencias hemato-

16gicas significativas entre los dos subtipos de LLA; sin 

embargo el grupo LLA-Ll presenta un menor número de GR, -

lo que da lugar a un paquete de eritrocitos menor que en-

el grupo LLA-L2 en el que se observa que los GR son de m~ 

nor tamaño (VGM) y menor contenido de Hb(HCM) lo que hace 

un mayor paquete de eritrocitos. 

La HbF por ambos métodos en los tres subgrupos anali 

zados por subgrupo de edad (Tabla V) se observa lo esper~ 

do entre LLA-Ll y LLA-LZ, es decir no hay diferencias pa­

ra ninguno de los subgrupos (p 1); por otra parte al anali 

zar LLA-Ll y LLA-LZ contra el grupo Control (pz y p3 res­

pectivamente) los subgrupos de 6-10 años y 11-18 años mos 

traron las diferencias esperadas, mientras que el análi-­

sis con el subgrupo de 0-5 años no mostr6 diferencias si~ 

nificativas a pesar de observarse valores más elevados :_ 

tanto en LLA-Ll como en LLA-L2; estos resultados pueden -
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ser debidos a que en este subgrupo la n para los grupos -

LLA-L2 y Control es pequeña. 

~ A En cuanto a la relaci6n de las cadenas 0 /~ de la -

HbF (Tabla VI) puede observarse que es muy similar en los 
e> 

grupos LLA-L2 y Control con una menor síntesis de O que -

'6" en los tres subgrupos, mientras que en el grupo L1A-11, · 

en el subgrupo de 6-10 años predomina la expresi6n de~~­

sobre ~~y los subgrupos restantes muestran un comporta--­

miento ·similar a los grupos 1LA-L2 y Control, lo que im--

plica que en este subtipo de Leucemia existan factores -­

edad dependientes que modifican la expresi6n de }os genes 

~~que ameritan investigaciones posteriores. 

El análisis de los parámetros hematol6gicos por sub­

grupo (Tablas VII, VIII y IX) no mostr6 diferencias signi 

ficativas entre 11A-11 y LLA-L2 excepto en el subgrupo de 

0-5 años para Hb (p<0.02) con valores más bajos en L1A--

12. Al comparar LLA-Ll contra el grupo Control se obser-

varon las siguientes diferencias: en el subgrupo de 0-5 -

años para GR (p <O. 01) en el subgrupo de 6-10 años para' -

GB y VGM (p< 0.02 y <.0.01 respectivamente) y en el subgr!:: 

po de 11-18 años para GB y Hb (p <:O. 02 y O. 05 respectiv~ 

mente); mientras que LLA-12 contra el grupo Control mos-­

tr6: para el subgrupo de 0-S años diferencias en GB y Hb­

(p<. 0.05 y <.0.02 respectivamente) para el subgrupo de--

6-10 años diferencias para HCM (p < 0.01), finalmente para 

el subgrupo de 11-17 años s6lo se observaron diferencias-
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en GB (p '0.02). 

Los patrones electroforéticos de los niños estudia--

dos fueron normales excepto en un niño con LLA-Ll y Sín-­

drome de Down cuyo patr6n electroforético mostr6 una ban­

da de Hb rápida. 
'li-La distribuci6n de los valores de 0 de acuerdo al --

porcentaje de casos observados fue heterogénea (Fig. 9, -

10, 11). Así, mientras que. en el grupo LLA-11 se observa­

una marcada distribuci6n hacia la derecha,1o que signifi-
. 6-

ca valores más altos de 0 (Fig. 9) en LLA-12 la distribu-

ci6n de la mayoría de los casos tiende a la izquierda y -

por supuesto a valores menores de ~~(Fig.10). En el gru­

po Control la distribuci6n es más homogénea con valores -
~ 

de~ entre 30 y 50% (Fig. 11). 
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TABLA III. Valores de HbF por los métodos de Betke y Si~ 

ger, !JOrcentaje de )'L> y relaci6n de cadenas (!'r 

/ (5 11 y de HbAz en los grur¡os LLA- Ll, LLA- 12 y­

Control. Los valores de ~ se obtuvieron de -

acuerdo a la prueba t de student. 

GRUPO HbF B HbF S ~¡. 

"'~" HbA2 TOTAL % % % % 

-. X 2.19 2.01 50.96 l. 23 2.52 

LLA-Ll S 1.5 l. 24 11.57 o. 71 0.94 

n 29 29 24 24 26 

-
X 2.04 2.10 37.53 0.66 2.37 

LLA-12 S 1.19 l. 48 12.67 0.35 o. 71 

n 31 31 24 24 31 

-
X 0.89 0.95 42.69 0.76 2.30 

Control S 0.35 0.57 6.48 0.19 0.69 

n 23 25 22 22 24 

pl NS NS <o. 001 <o. 01 NS 
Valores 

de p P2 <0.001 <o. 001 < 0.01 ¿ 0.01 NS 

p3 < o. 001 <o. 001 NS NS NS 

P¡ = LLA-11 versus LLA-12. 

P2 = LLA-11 versus Control. . 
= LLA LZ versus Control. -
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TABLA IV. Valores hematol6gicos obtenidos en el contador 

electr6nico Coulter de los grupos 11A-11, L1A-

12 y Control. Los valores de p se obtuvieron -

de acuerdo a la prueba t de student. 

GRUPO GB GR Hb Hto VGM HCM CHMB 
TOTAL xl03 :x:1o6 g/dl % f1 pg % 

-
X 6.78 4.24 12.53 38.52 89.72 29.42 32.67 

1LA-L1 S 4.17 0.63 1.82 6.15 9.65 2. 43 1.62 

n 20 18 24 24 21 17 23 

x 7.65 4.45 12.76 40.42 93.57 30.87 32.74 

1IA-L2 S 12.91 0.83 2.41 6.4 7.48 1.84 1.49 

n 22 18 25 22 21 14 24 

-
X 9.81 4.90 13.80 42.70 89.00 28.60 32.0 

Cdntro1 S 2.94 0.10 1.1 3.3 5.4 2.2 1.2 

n 24 20 25 23 20 20 23 

p1 NS NS NS NS NS NS NS 
Valores 

de p P2 ¿ 0.05 < 0.001 < 0.01 <.o. 01 NS NS NS 

p3 NS < 0.05 NS NS ~ 0.05 -<-o. 01 NS 

p1 = 11A-Ll versus LLA-12. 

P2 = LLA-L1 versus Control. 

p3 = LLA-1.2 versus Control. 
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TABLA V. Valores de HbF por los métodos de Betke y Sin-­

ger, de los grupos LLA-Ll, LLA-L2 y Control. 

Los valores de p se obtuvieron de acuerdo a la-

prueba t de student. 

üRUPU LLA~Ul LLA-L2 Control 
EDAD HbFB HbFS HbFB HbFS HbFB HbFS 

(años) % % % % % % 

- -
X 2.02 2.03 X 1.95 2.01 X 0.85 1.52 

S 1.33 1.55 S 1.47 1.39 S 0.40 l. O 

0-5 n 11 11 n 4 4 n 3 4 

pl NS NS p3 NS NS - - -

P2 NS NS - - -

- -
X 2.47 1.83 X 1.88 1.67 X 0.90 0.81 

S 1.94 0.93 S 0.82 0.75 S 0.40 0.29 

6-10 n 10 10 n 15 15 n 11 11 

p1 NS NS p3 (. 0.01 <.o. 01 - - -

P2 ... o. 02 <. 0.01 - - -

- 2.02 2.19 x 2.34 X 2.68 X 0.89 0.86 

S 1.24 1.30 S 1.49 2.03 S 0.32 0.51 

11-18 n 8 8 n 12 12 n 9 10 

pl NS NS p3 <.0.02 <~:0.02 - . - -

P2 <. 0.02 ¿_o. 01 - - -

pl = LLA-Ll versus LLA-L2. 

P2 = LLA-Ll versus Control. 

p3 = LLA-L2 versus Control. 
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TABLA VI. Valores de "6r;. y re1aci6n de cadenas '6"1 ~A en 

los grupos 1LA-1l, LLA-12 y Control. Los valo-

res de p se obtuvieron de acuerdo a la prueba-

t de student. 

GRUPO LLA-I.\1 _!.!.j\-_12 Control 
blJAlJ r. ~ú7'6" c;l\ ~J7~" ~~% ~f/á~'~ 

(años) l % 

X 47.91 l. 02 X 22.8 0.29 X 45.56 0.84 

S 12.49 0.50 S 1.69 0.028 S 6.5 0.21 

0-5 n 10 10 n 2 2 n 3 3 

PI .t. 0.05 < NS p3 ~o. 02 NS - - -

P2 NS NS - - -

-
X 57.48 l. 62 X 39.7 0.70 X 40.60 0.70 

S 16.42 0.84 S 11.17 0.29 S 6.94 0.20 

6-10 n 8 8 n 12 12 n 10 10 
-

PI < 0.01 ( 0.01 p3 NS NS - - -

:o2 < 0.01 <o. 01 - - -

-
X 46.68 1.03 X 37.88 0.68 X 43.95 0.84 

S 15.44 o. 71 S 14.24 0.42 S 5.97 0.28 

11-18 n 6 6 n 10 10 n 9 9 

pl NS NS p3 NS NS - - -

P2 NS NS - - -

pl = LL:A.-11 versus 1LA-12. 

P2 = LLA-11 versus Control. 

p3 = LLA-12 versus Control. 
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TABLA VII. Valores hemato16gicos de los niños Cün LLA-Ll. 

Los valores de p se obtuvieron de acuerdo a -

la prueba t de student. 

EDAD -GB GR Hb l'lto VGH HCM CMHG 
(afios) x10 3 xl06 g/dl .. fl pg % .. 

X 8.64 4.21 12.28 38.11 85.44 28.42 32.4 

S 6.61 0.56 l. 28 5.92 5.24 2.16 2.1 

0-5 n 7 9 9 9 9 7 9 

Pt NS - <o. 02 - NS - NS 

P2 NS < 0.01 NS NS NS NS NS 

X 6.0 4.35 12.71 38.71 92.12 29.93 33.55 

S l. 75 0.78 2.49 7.86 1.88 2.06 1.37 

6-10 n 8 6 9 9 8 6 8 

p1 NS NS NS NS NS NS NS 

P2 < 0.02 NS NS NS ( 0.01 NS NS 

X 5.42 4.12 12.65 38.85 94.75 30.4 32.46 

S 1.43 o. 72 1.56 4.31 10.68 3.32 1.15 

11-15 n S 3 6 6 4 4 6 

p1 NS NS NS NS NS NS NS 

P2 < 0.02 NS < 0.05 NS NS NS NS 

. 
p1 = LLA-Ll versus LLA-L2. 

P2 = LLA-Ll versus grupo Control. 
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TABLA VIII. Valores hematol6gicos de los niños con LLA-L2. 

Los valores de p se obtuvieron de acuerdo a -

la prueba t de student. 

EDAD GB GR Hb Hto VGM HCM CHCN 
(años) x10 3 x10 6 g/dl % fl pg % 

X 4.65 - 9.35 - 84.5 - 33.0 

S 1.34 - 0.49 - 9.19 - o 

0-5 n 2 - 2 - 2 - 2 

p1 NS - < 0.02 - NS - NS 

P2 ~ 0.05 - <. 0.02 - NS - NS 

X 10.52 4.6 12.81 40.39 93.44 31.11 32.9 

S 19.18 1.05 2.51 6.95 61.78 1.97 1.58 

6-10 n 10 9 12 11 9 6 11 

p1 NS NS NS NS NS NS NS 

P2 NS NS NS NS NS < 0.01 NS 

X 5.41 4.29 13.24 36.73 87.4 30.78 32.54 

S 2.11 0.57 2.08 12.3 28.71 1.98 1.58 

11-17 n 10 9 11 11 10 7 14 

p1 NS NS NS NS NS NS NS 

P2 < 0.02 NS NS NS NS NS NS 

p1 = 11A-12 versus LLA-11. 

P2 = 1L:A-12 versus grupo Control • 



77 

TABLA IX. Valores hematol6gicos de los niños del grupü -

Control. Los valores de p se obtuvieron de 

acuerdo a la prueba t de student. 

EDAD GB GR Hb Hto VGJ\f J-I CM CHCM 
(años) x10 3 x10 6 gm % f1 pg % 

X 9.3 5.38 13.2 42.2 82 26 31.6 

S 1.6 0.35 1.2 2.3 5.4 2.8 2.1 

0-5 n 4 4 4 4 4 4 4 

p1 NS NS NS NS NS NS NS 

P2 ¿, 0.05 - < 0.02 < NS < NS - NS 

X 10.4 4.82 13.5 42.2 89 28.4 31.9 

S 3.8 0.32 0.91 2.4 2.1 1.0 1.1 

6-10 n 10 7 11 9 7 7 9 

PJ ~ 0.01 < NS NS NS < 0.01 NS NS 

P2 NS NS NS NS NS < 0.01 NS 

X 7.7 4.76 14.3 43.4 92 29.9 32.2 

S 1.6 0.36 1.1 4.3 4.1 1.7 0.9 

11-17 n 10 9 lO 10 9 9 9 

pl < 0.02 NS < 0.05 NS NS NS NS 

P2 < 0.02 NS NS NS NS NS NS 

p1 = Grupo Control versus" LLA"L'l. 

P2 = Grupo Control versus LLA-12. 
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<:< FIGURA 9 
DISTRIBUCION DE LOS VALORES DE GAMMA-G 

DE ACUERDO AL PORCENTAJE DE CASOS 
OBSERVADOS EN EL GRUPO LLA-Ll 
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FIGURA 10 
DISTRIBUCION DE LOS VALORES DE GAMMA-G 

DE ACUERDO AL PORCENTAJE DE CASOS 
OBSERVADOS EN EL GRUPO LLA-L2 

% CASOS 
60 

<N=20) 

50 

40 

30 

20 

10 

O ' '«?'//?! 1'%?"/'%?1 1'%?"/%?1 1%%%&<1 J:..::"/'/&1 J:..::"/'/Z<1 , ~ L LA- L2 
0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 

% GAMMA-G 
....., 
<D 



FIGURA 11 
DISTRIBUCION DE LOS VALORES DE GAMMA-G 

DE ACUERDO AL PORCENTAJE DE CASOS 
OBSERVADOS EN EL GRUPO CONTROL 
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IX. DI S·C U SI O N 



No existen antecedentes en la literatura de estudios 

de HbF en LLA, según el subtipo morfol6gico o inmunol6gi­

co de neoplasia por lo que la importancia del presente -­

trabajo radica en el análisis de esta hemoglobina en LLA­

Ll y LLA-L2 enriquecida además con el conocimiento de la­

expresión diferencial de los genes ~~y t~. La HbF mostr6 

valores muy similares en LLA-Ll y LLA-L2 aún analizados -

por subgrupos de edad (Tablas III y V) lo que nos conduce 

a pensar, que en los dos subtipos de neoplasia existan -­

factores similares que influyen en el incremento de esta­

hemoglobina. 

Estudios anteriores han mostrado que la HbF se en--­

cuentra elevada en leucemias (20-23). Becerra y Cols estu 

diaron un grupo de adultos con leucemias (41) y Montes y­

Cols e42) un grupo de niños con LLA y otro con LNL eLeuc~ 

mia no Linfoblástica) y encontraron que en los niños el -

incremento de HbF es mayor que en adultos ex HbF B 3.07%­

LLA, 2.54% LNL, y 1.26% en adultos. HbF S 2.61% LLA, 

3.67% LNL y 1.65% en adultos). La evaluaci6n estadística­

e t de student) de los niveles de HbF encontrados en la -

presente tesis y los niños estudiados por Montes y Cols -

e42) no mostr6 diferencias significativas. 

La determinaci6n de las cadenas l!~Y 0 A de la HbF se -

ha realizado principalmente en mu~tras con alto contenido 

de HbF e 'J'lO%) por cromatografía lÍquida de alta presi6n­

(47) por cromatografía en DEAE celulosa de los péptidos -

-¡ 
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espedficos de "6~ y o" ( 49) y por separación electruforéti­

ca de las cadenas globínicas en geles de poliacrialmida -

con Tritón x 100 (48), por esta razón no existen reportes 

de la composición de la HbF en individuos que presentan -

cantidades pequeñas ( ~5%) de esta proteína. En el prese~ 

te trabajo se implement6 una metodología nueva de fácil -

aplicación que permite la determinación de las cadenas -­

"'6." y !S" utilizando los eluatos obtenidos de las mediciones 

de está hemoglobina por los m6todos de Betke y Singer, de 

los cuales se puede obtener suficiente proteína para ser-· 

analizada en geles de poliacrilarnida. 

La expresión de los genes r,"y tS" en LLA-11 y LLA-12 -

fue diferente (p <.0.001) con predominio de '("en LLA-11 --

.. (50. 96%) y de '6" en LLA-12 (62. 47%); al comparar estos re­

sultados con el grupo Control (42.69% de~¡;), LLA-Ll mos­

tró diferencias significativas (p <.O. 01) y LLA-12 no. Es­

tas diferencias en la expresi6n de 6"y "f.A no guardan rela­

ción con el contenido total de HbF ya que LLA-11 y LLA-12 

mostraron valores muy similares (Tabla I II) y pudiesen -­

ser el resultado de un efecto diferente de los oncogenes­

sobre las células hematopoyéticas ya que se ha descrito -

un patrón particular en LLA-11 y LLA-12 principalmente de 

c-myc y c-myb (31) lo que implicaría que este efecto re-­

percutiese en el proceso de diferenciación de la célula -

eritroide activando preferencialmente clonas específicas­

de células F con diferente contenido de ~ r, /'(/ o bien en -
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el proceso de proliferación incrementando el número de 

células F de una clona particular, lo que en cada caso 

significaría que existen subclonas de células F, un fen6-

meno que no se ha conceptualizado anteriormente ya que en· 

la literatura se describen s6lo dos tipos celulares eri-­

troides; células F como únicas productoras de HbF (además 

de HbA y HbA2) y células A que no sintetizan HbF. Por lo 

tanto los datos del presente trabajo sugieren que existen 

además 'subclonas de células F diferenciables por su expr~ 

si6n de los genes t y i con predominio de unas en LLA-Ll-

y de otras en L1A-12; si bien no se puede descartar el -­

hecho de que los factores neoplásicos de 11A-Ll y 11A-12-

actúen sobre las mismas células F activando in situ los -
~ , 111 

genes 1) ~o o preferencialmente. 

De acuerdo con la literatura, el porciento de cadenas 

en el RN se observa con un promedio de 70-75% (1 ,SO) --

mientras que en los adultos el promedio es de 40% (1,50); 

en el presente trabajo el grupo Control present6 una me-­

dia de 42.69%, valor muy similar al del adulto debido a­

que en los niños estudiados el reemplazo de HbF por H~A -

ya se complet6, su curva de distribuci6n es muy homogénea 

(Fig. 11) con valores de 30 a 60%. Al analizar la distri­

buci6n de los valores en 1LA-Ll (Fig. 9) y L1A-L2 (Fig. -

10), se observ6 que en ambos grupos el 66.6% de los casos 

(16/24) caen dentro de los valores del grupo Control, pe­

ro que el 29.2% de los pacientes con LLA-Ll (7/24) mostra 
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ron valores más "' elevados de(:; que en el Control (simila--

res a RN) y el mismo porcentaje de pacientes con LLA-LZ -

mostraron valores abajo de los observados en el gru~o Co~ 

trol, lo que sugiere que en ambos subtipos de LLA existe­

heterogeneidad en la expresi6n de estos genes lo que ame-

rita nuevas investigaciones utilizando una clasificaci6n­

inmunol6gica considerando ademis los niveles de los onco-

genes que se expresan en esta neoplasia. Es interesante -

señalar que en el grupo total del presente trabajo el ra~ 
6 go de~ fue de 17 a 7 3t; mientras que el anilisis de las-

cadenas '6" en LLA descrito por Achille y Cols (43) refiere 

un rango de 25 a 80% si bien en este reporte no se anali­

z6 el subtipo de LLA y los resultados no pueden ser comp~ 

rados con los de nuestro estudio, estos datos apoyan la -

idea de que existe una heterogeneidad en la expresi6n de­
G 

los genes 1( en LLA. 
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X. e O N e ·L U S I O N E S 



l.- Los niños con LLA present:an valores de HbF m~s eleva­

dos que los niños sanos. 

2.- El .incremento de la llbF en niños con LLA es indepen-­

diente de la edad r del subtipo de neoplasia. 

3.- Los niños con LLA-Ll mostraron niveles más elevados 

de "'6.,¡ que los niños con LLA-LZ, con relaci6n de cade-­

nas similar al RN para LLA-Ll y al adulto para LI.A-LZ. 

lo que demuestra que existe heterogeneidad en la ex-­

presión de los genes globínicos l). 

4.- Los parámetros hemato16gicos analizados son similares 

en los niños con LLA-Ll y LLA-LZ e independientes de­

la edad. 
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