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RESUMEN

El Departamento de Biologia Celular y Molecular del Instituto de Hematologia e
Inmunologia incluye 4 areas: biologia molecular, hemoglobinopatias, enzimas y
membrana eritrocitaria y citogenética. Se presentan aspectos relevantes del trabajo
desarrollado en los ultimos afios que comprende investigaciones en las talasemias
que permitieron conocer las bases moleculares de estas hemoglobinopatias en
nuestra poblacion. En el campo de la biologia molecular se desarroll6 inicialmente la
técnica del southern blot; posteriormente, la de la reaccién en cadena de la
polimerasa y la transcripcion inversa, que han sido muy Uutiles en el diagndstico y
seguimiento de pacientes con hemopatias malignas. La presencia de alteraciones
citogenéticas (monosomias, trisomias, translocaciones, inversiones y deleciones) ha
sido ampliamente evaluada en enfermedades hematolégicas, con gran utilidad
también en el diagnéstico, pronéstico y seguimiento de los pacientes. En cuanto a
las enzimopatias, se pudo conocer la alteracion molecular de variantes deficientes
de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y con el desarrollo de las técnicas para el
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estudio de las proteinas de la membrana eritrocitaria, se determind la alteracion
bioguimica de enfermos con esferocitosis hereditaria (EH).

Palabras clave: hemoglobinopatias, biologia molecular, citogenética,
enzimopatias, membranopatias.

ABSTRACT

The Department of Cellular and Molecular Biology of the Institute of Hematology
and Immunology includes 4 areas: molecular biology, hemoglobinopathies,
enzymes and erythrocytic and cytogenetic membrane. Authors show relevant
features of work developed in past years including researches of thalassemia
allowing us to know the molecular bases of these hemoglobinopathies in our
population. In the field of molecular biology initially we developed the Southern Blot
technique; later, that of the polymerase chain reaction (PCR) and the inverse
transcription, both very useful in the diagnosis and follow-up of patients presenting
with malignant hemopathies. The presence of cytogenetic alterations (monosomies,
trisomies, translocations, inversions and deletions) has been fully assessed in
hematologic diseases and also with a great usefulness in the diagnosis, prognostic
and follow-up of the patients. As regards the enzymopathies, it was possible to
know the molecular alteration of variants lacking in glucose-6-phosphate
dehydrogenase and with the development of the techniques for the study of
proteins of erythrocytic membrane it was possible to determine the biochemical
alteration of patients presenting with hereditary spherocytosis (HS).

Key words: Hemoglobinopathies, molecular biology, cytogenetics, enzymopathies,
membrane diseases.

INTRODUCCION

El desarrollo del Departamento de Bioquimica del Instituto de Hematologia e
Inmunologia (IHI) se ha incrementado progresivamente a partir de su creacion en
1969. En publicaciéon anterior dedicada al 30° Aniversario del IHI, se expusieron los
resultados alcanzados hasta 1996.* A partir de esa fecha, se culminaron algunos
trabajos y comenzaron nuevas investigaciones.

BIOLOGIA MOLECULAR

En 1982 ya se habia iniciado la aplicacion de la biologia molecular al estudio de las
hemoglobinopatias. Esto significo la continuacién y profundizacion del estudio de
estas enfermedades o alteraciones que posibilité la introduccion del diagnéstico
prenatal de la anemia drepanocitica y posteriormente, también el diagnéstico

42
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Hematologia Inmunologia y Hemoterapia 2011:27(1)41-50

prenatal de las hemofilias A y B. Ambas tecnologias, desarrolladas por primera vez
en el IHI, fueron transferidas al Centro Nacional de Genética Médica y actualmente
estan extendidas a todo el pais. Los estudios del acido desoxirribonucleico (ADN)
permitieron determinar las bases moleculares de las B-talasemias, trabajo cuya
continuidad hasta el 2001 posibilitd establecer los diferentes tipos de mutaciones y
sus frecuencias.?*® Como resultado de las investigaciones moleculares de las
hemoglobinopatias, el Departamento de Biologia Molecular del IHI es actualmente
Centro de Referencia en el diagnéstico de estas enfermedades.

En la década de los afios 80 del siglo pasado, también se habia iniciado el estudio
de clonalidad en los sindromes linfoproliferativos (SLP) por la técnica de Southern
blot.* El objetivo era determinar la existencia de una poblacién clonal de linfocitos,
la que es indicativa de la presencia de un proceso maligno. Actualmente se realiza
por la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase
chain reaction), que es de gran utilidad para el diagndstico mas preciso de estas
entidades, para la determinacién de la linea linfoide B o T comprometida en el
proceso y para la estadificacion de la enfermedad.® De particular importancia ha
sido su aplicacion al estudio de los linfomas cutaneos, que por presentar
manifestaciones en la piel son tratados frecuentemente como procesos
dermatolégicos, razon por la cual el diagnéstico se realiza generalmente en etapas
avanzadas de la enfermedad.®

Poco tiempo después, se iniciaron los estudios de las bases moleculares de algunos
tipos de leucemia. En sus inicios con la técnica de Southern blot, con la
investigacion de 2 genes hibridos: BCR-ABL, caracteristico de la leucemia mieloide
crénica (LMC);’ y PML-RARa, presente en la leucemia promielocitica (LPM).2
Posteriormente se continuaron estas mismas investigaciones con la técnica de PCR
y mas recientemente, con la reaccidon de transcripcion inversa (RT, por sus siglas en
inglés), que permite sintetizar ADN complementario a partir de acido ribonucleico
(ARN).

Con la combinacién de estas técnicas, que se conoce como RT-PCR, se puede
realizar el estudio del ARN mensajero, lo que ha permitido incrementar la
sensibilidad del analisis de las alteraciones moleculares presentes en las leucemias.
Se inicié su aplicacién con el estudio del gen PML-RARa ° y poco tiempo después se
reportd la frecuencia de este gen en un grupo de pacientes atendidos en diferentes
servicios de hematologia del pais.*°

Actualmente existen tratamientos para la LPM y la LMC que actian de manera
especifica sobre el defecto molecular que causan los genes de fusién que les
caracterizan: el acido transretinoico (ATRA) para la LPM y el imatinib para la
LMC.*"*2 El estudio del gen PML-RARa de un grupo de pacientes tratados con ATRA,
permitié evaluar la respuesta al tratamiento desde el punto de vista molecular, y
los resultados confirmaron lo descrito por otros autores en cuanto a pronéstico y
respuesta al tratamiento.*® Los hallazgos del estudio molecular (gen BCR-ABL) y
citogenético (cromosoma Filadelfia, Ph™) realizado a pacientes con LMC tratados
con imatinib, permitieron conocer la respuesta al tratamiento, tanto cuando se ha
utilizado como droga de primera linea,** como cuando se ha administrado en
pacientes resistentes o intolerantes al interferén o recombinante.*®

Otro de los estudios moleculares iniciales fue el estudio por Southern blot de los
reordenamientos del gen MLL en la banda cromosémica 11g23.** La presencia de
estas alteraciones se asocia con resultados clinicos desfavorables y son
particularmente frecuentes en nifios.
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Desde 1996 se ha mantenido el estudio de otras alteraciones moleculares en las
leucemias linfoides agudas (LLA) y las leucemias mieloides agudas (LMA), que son
importantes para el pronéstico de la enfermedad o bien para decidir un tratamiento
muy especifico, como es el caso de la LLA cuando presenta el gen BCR-ABL, la cual
debe ser tratada con imatinib.

En las LLA, ademas del gen BCR-ABL, se estudi6 el gen MLL-AF4, que a pesar de
aparecer con muy baja frecuencia, es un indicador de mal pronéstico, y esta
asociado con la LLA pediatrica; y el TEL-AML1, caracteristico de la LLA tipo B (LLA-
B), que se describe como la alteracidn molecular mas comun en este tipo de
leucemia y esta asociado con una evolucion muy favorable de la enfermedad. En un
estudio preliminar se encontré que la frecuencia del gen TEL-AML1 en un grupo de
pacientes pediatricos con LLA, fue del 25 %, lo que coincidié con lo reportado por
otros autores.*®

En cuanto a las LMA, se ha estandarizado el estudio de 2 genes hibridos: el AML1-
ETO y el CBFB-MYH11. Ambas alteraciones estan implicadas en la represion de la
transcripcién de genes que promueven la diferenciacién celular y estan asociadas
con un prondstico favorable.

La frecuencia de aparicion de las alteraciones moleculares encontradas hasta el afio
2001 en las leucemias agudas (LLA y LMA) pediatricas en Cuba, y la detecciéon de
enfermedad minima residual (EMR) mediante el andlisis evolutivo de las
alteraciones moleculares presentes en los pacientes después del tratamiento, fue
evaluada en un trabajo de un curso de verano por una estudiante de la Facultad de
Ciencias Médicas de la Universidad de Groningen en Holanda.'® Este trabajo fue
premiado ese afo en dicha universidad entre todos los presentados por los alumnos
de esa facultad.

Después del 2001, se comenzd a estudiar la duplicaciéon interna en tandem (DIT)
del gen FLT3?° en las LMA, que se considera como de pronéstico desfavorable; y
mas recientemente, en 2008, se comenzd a analizar también en las LMA la
mutaciéon A del gen NPM1, que es la mas frecuente entre las mas de 30 que se han
descrito.?*

La importancia que ha adquirido el trasplante alogénico de células hematopoyéticas
(TACH) como opcién de tratamiento para la curaciéon de diferentes enfermedades
hematolégicas, ha hecho necesario disponer de técnicas suficientemente sensibles e
informativas para conocer el éxito de este proceder terapéutico. El estudio del
quimerismo mediante técnicas de biologia molecular, se ha generalizado como
andlisis de rutina en los centros dedicados a la terapia de trasplante. A partir del
afo 2002, se desarrolld en el IHI el estudio molecular del quimerismo, con lo que
ha sido posible conocer si la implantacion de las células hematopoyéticas del
donante en el paciente ha sido exitosa.?***

CITOGENETICA

Se ha mantenido el estudio citogenético mediante técnicas convencionales
(cariotipo de bandas G), para la evaluacién de las alteraciones cromosémicas. Este
estudio permite detectar, tanto las alteraciones numéricas (monosomias, trisomias,
etc.), como las estructurales (translocaciones, inversiones, deleciones, etcétera).
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La informacion que aporta la citogenética, ademas de ser util para el diagnéstico,
es importante para determinar el pronéstico de algunas neoplasias hematoldgicas.
Ademas, el conocimiento de la alteracion cromosémica asociada con un
determinado diagndstico, permite el estudio evolutivo de la enfermedad y valorar la
respuesta al tratamiento.

La presencia del cromosoma Ph™ en la LMC al inicio de la enfermedad, ofrece la
posibilidad de evaluar la respuesta al tratamiento con interferé6n o recombinante,
imatinib y otras drogas convencionales.**'* Por otra parte, constituye un
importante complemento de la evaluacion molecular que se hace en los pacientes
que hacen estos tratamientos.

El estudio citogenético también ha contribuido notablemente al estudio integral de
otras enfermedades hematoldgicas, entre ellas: la LMA, la LLA, los sindromes
mielodisplasicos y la anemia de Fanconi (AF).?® La introduccién en el perodo
analizado, del estudio cromosémico con agentes clastogénicos, inductores de
rupturas cromosomicas, como el diepoxibutano o la mitomicina C, ha contribuido a
optimizar el diagnéstico de la AF.

ENZIMAS

A finales de la década de los 80 del siglo pasado, se realiz6 el primer estudio
molecular de una variante deficiente de la enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
(G6PD): G6PD Santiago de Cuba, hecho relevante no solo porque fue la primera
variante de esta enzima a nivel internacional caracterizada por secuenciacion del
ADN, sino porque se trataba de una mutacion "de novo", ya que la madre del
sujeto estudiado era portadora de la G6PD B (normal).?®

Posteriormente, se realizé un estudio de 17 pacientes de origen cubano posibles
portadores de la variante A". Se observé que 15 (88,2 %), presentaron la variante
de origen africano méas comun con la mutacién G6PD A376¢/202A y |os otros 2
pacientes tenian el genotipo

G6PD A—376G/968C-27-29

Mas recientemente se estandarizé en nuestro laboratorio el estudio molecular de 50
pacientes con posibles variantes deficientes o con actividad normal y movilidad
electroforética anormal. En 44 (88 %) pacientes se pudo determinar la variante
molecular y 6 fueron variantes raras que requieren de otras técnicas moleculares
para su identificacion.®°

Se realiz6 el estudio hematolégico, bioquimico y clinico de pacientes y familiares
con esferocitosis hereditaria (EH). Las alteraciones bioquimicas mas
frecuentemente encontradas fueron la deficiencia de espectrina (Sp) y de Sp -
ankirina. Estos resultados son similares a los encontrados por otros
investigadores.>!

En 1994, en el IHI se comenzod a realizar la esplenectomia parcial en pacientes con
EH. Hace 2 afios se efectud una evaluacion a largo plazo de la efectividad de este
proceder quirdrgico y los resultados mostraron que la evoluciéon fue satisfactoria
excepto en 2 enfermos que presentaron crecimiento del fragmento esplénico.*?

Actualmente se encuentra en ejecucion un proyecto de investigacion en el que se
realiza una evaluacion longitudinal hematolégica, bioquimica y clinica en pacientes
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adultos con anemia drepanocitica (AD). Los resultados preliminares de este trabajo
han sido objeto de presentacién y publicacién recientes.®*3*

La estrecha interrelacion de todos estos estudios y las perspectivas que se abren
ante el avance de la ciencia, ha conducido a la integracién de estas 3 areas de
investigacion que a partir del afio 2010 conforman el actual Departamento de
Biologia Celular y Molecular.
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