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PALABRAS CLAVE

Diagnostico molecu- Resumen El objetivo del diagnostico molecular es la identificacion de cambios en la secuencia

lar; Cancer pediatrico; o en la expresion de genes criticos para el desarrollo de cancer, mediante técnicas de biologia

México. molecular. Estas técnicas se caracterizan por una alta sensibilidad, lo que permite realizar un
diagndstico preciso.
Los hallazgos moleculares al diagnostico proporcionan informacion acerca de factores predicti-
vos de respuesta terapéutica y en el pronostico en muchos casos. Asimismo, permiten detectar
la presencia de enfermedad minima residual en pacientes en remision clinica. También permi-
ten el analisis de mutaciones en genes supresores y oncogenes, Util en el diagndstico y en algu-
nos casos para predecir la respuesta de las células tumorales a los farmacos antineoplasicos.
Los avances en el desarrollo y la aplicacion de nuevas tecnologias para el analisis molecular han
contribuido de forma significativa al entendimiento de la genética y patogénesis molecular del
cancer pediatrico, y su relacion con el pronostico de la enfermedad.
En el futuro la utilizacion de estas herramientas permitira la identificacion de nuevos biomar-
cadores Utiles en el diagndstico, definicion del pronostico y seguimiento de las distintas neopla-
sias, ademas del reconocimiento de nuevos blancos moleculares para el desarrollo de farmacos
antineoplasicos con mayor actividad antitumoral, mayor selectividad y con menores efectos adver-
SOS.

KEYWORDS Molecular tools and their use in pediatric cancer
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Abstract The aim of molecular diagnosis is the identification of changes in the sequence or
expression of critical genes for cancer development, through molecular biology techniques.
These techniques are characterized by a high sensitivity, which allows an accurate diagnosis.

Molecular findings at diagnosis provide information about predictors of treatment response and
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prognosis in many cases. Similarly, allow the detection of minimal residual disease in patients
with clinical remission. They also enable mutational analysis of suppressor genes and oncoge-
nes, useful in diagnosis and in some cases, to predict response of tumor cells to antineoplasic

agents.

Advances in the development and application of new technologies for molecular analysis have
contributed significantly to the understanding of genetics and molecular pathogenesis of pedia-
tric cancer and their relationship with the prognosis of the disease.

In the future the use of these tools will allow the identification of new biomarkers useful in
diagnosis, prognosis definition and monitoring of different neoplasms and the recognition of
new molecular targets for the development of anticancer drugs with increased antitumor acti-
vity and higher selectivity with fewer adverse effects.

Introduccion

En la actualidad el cancer es un problema muy importante
de salud publica, siendo la segunda causa de mortalidad in-
fantil en los niflos mayores de 4 afnos de edad, solo superada
por los accidentes. En México, el cancer pediatrico paso del
décimo tercer lugar como causa de muerte, al segundo lu-
gar entre la poblacion de 1 a 14 afios a partir del afno 2000.

Esta enfermedad se caracteriza por la acumulacioén de al-
teraciones genéticas en oncogenes, genes supresores y ge-
nes reparadores de ADN; que producen alteraciones en la
expresion de los mismos o en su funcion. Es por esto que el
comportamiento de la célula cancerosa es distinto al de la
célula normal, ya que las células malignas tienen un creci-
miento potencialmente indefinido, son capaces de invadir
tejidos circundantes y tienen la capacidad de diseminacion
a distancia a otros sitios del organismo.

La investigacion de las alteraciones genéticas de las en-
fermedades neoplasicas ha permitido conocer la existencia
y localizacion de una serie de genes criticos, en el desarro-
llo de cancer. Lo que ha llevado no sélo a un mejor conoci-
miento de los mecanismos moleculares de los diversos tipos
de cancer, sino que tiene también implicaciones directas en
la practica clinica.

Este conocimiento ha permitido la identificacion de por-
tadores de mutaciones germinales que predisponen al desa-
rrollo de algunos tipos de cancer hereditario, ha sido Util en
la identificacion de marcadores moleculares de utilidad
para el diagndstico, la caracterizacion de anomalias genéti-
cas relacionadas con el pronédstico de la enfermedad. ELl
avance en la investigacion genética y molecular es impres-
cindible para el desarrollo de nuevos tratamientos y méto-
dos, para prevenir y disminuir los efectos secundarios de la
quimioterapia.

El diagnostico molecular tiene el objetivo de identificar
las alteraciones que por diferentes mecanismos afectaron la
estructura o secuencia de estos genes criticos, para el desa-
rrollo de cancer. Este diagndstico se realiza mediante técni-
cas de biologia molecular que se caracterizan por una alta
sensibilidad y especificidad, lo que permite realizar un diag-
nostico preciso, incluso antes de que el cancer se manifieste
clinicamente, permiten ademas determinar la presencia
de enfermedad minima residual en pacientes con remision
clinica.

El analisis de mutaciones en genes que promueven la pro-
liferacion celular, incluyendo factores de crecimiento y sus

receptores, transductores de sefales, factores de transcrip-
cion o inhibidores de la apoptosis (oncogenes), o de genes
que regulan negativamente la division celular (genes supre-
sores de tumores), es (til en el diagndstico y en la estratifi-
cacion pronostica de diversas neoplasias.

Por otra parte, la identificacion de variantes en los genes
que metabolizan o transportan farmacos, puede ser de utili-
dad en la prediccion de la respuesta a farmacos antineopla-
sicos y en la identificacion de pacientes con mayor riesgo de
toxicidad.

Por estas razones, los estudios de genética molecular en
cancer han adquirido una relevancia trascendental. En este
articulo, se analizan algunas de las principales técnicas mo-
leculares y sus aplicaciones en diversos tipos de cancer pe-
diatrico.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR, descrita por Karry Mullis en 1985, amplifica secuen-
cias especificas de ADN obtenido de cualquier tipo de tejido
0 muestra bioldgica (ADN molde). La reaccion se realiza
mezclando en un amortiguador con pH neutro, el ADN molde
con los iniciadores (primers) especificos del gen que se
quiere analizar, los desoxinucleotidos trifosfatos (dATP,
dCTP, dTTP y dGTP), iones Mg? y la enzima Taq polimerasa.

El proceso incluye 3 pasos principales, el primero es la
desnaturalizacion del ADN, para lo cual se requiere una
temperatura de 94°C 0 95°C, lo que favorece el rompimien-
to de los puentes de hidrogeno entre las bases del ADN, para
separar las 2 cadenas que forman la doble hebra de la molé-
cula; el segundo paso es la alineacion de los iniciadores,
para lo cual se disminuye la temperatura entre 50°Cy 70°C;
y el tercero corresponde a la extension o elongacion (de la
cadena complementaria), lo cual se efectua a una tempera-
tura de 72°C, a la cual actua la enzima polimerasa, que co-
pia la secuencia del gen seleccionado. Estos pasos se repiten
por varios ciclos, generalmente entre 20y 30, y al final de la
reaccion las cadenas nuevas vuelven a ser duplicadas por
la polimerasa, lo que resulta en la produccion exponencial
de millones de copias del gen o segmento de ADN especifico
sometido al proceso (fig. 1)'3.

La técnica de PCR es muy versatil, ya que puede adecuar-
se a ciertas necesidades, dependiendo del proceso y objeti-
vo del analisis. Actualmente, se emplean diferentes
modalidades de esta técnica para analizar el material gené-
tico con el fin de estudiar y diagnosticar diversas patologias.
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Figura 1 Esquema general de las etapas de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

RT-PCR (Reaccion en Cadena de Polimerasa -
Transcripcion Reversa)

La técnica de RT-PCR se utiliza para la deteccion y amplifi-
cacion de ARN. Permite estudiar la expresion de determina-
dos genes.

En primer lugar se extrae el ARN de las células en estudio,
el cual es posteriormente transcrito a ADN mediante una
transcriptasa inversa. Por cada molécula de ARN, se sinteti-
za una molécula de ADN complementario (cADN) (fig. 2). A
partir de aqui se aplica la técnica de PCR, lo que permite
una deteccion de la expresion de ARN mucho mas sensible
que con Northern blot o con hibridacion in situ*.

Una alteracion o cambio en la informacion genética se
conoce como mutacion, y puede resultar en el desarrollo de
una enfermedad. Cuando estas alteraciones afectan la es-
tructura de uno o varios cromosomas se denominan muta-
ciones cromosomicas, y éstas a su vez pueden ser numéricas
y estructurales. Las alteraciones cromosémicas estructura-
les pueden ser deleciones, duplicaciones, inversiones o tras-
locaciones.

En las leucemias de la edad pediatrica, tanto linfoblasti-
cas como mieloides, al igual que en diversos tumores soli-
dos, se han identificado alteraciones cromosdmicas que se
repiten de manera consistente, muchas de las cuales tienen
un significado pronostico y determinan el tipo de tratamien-
to que recibira el paciente>¢. La mayoria de estas alteracio-
nes cromosdmicas corresponden a traslocaciones. La técnica
de RT-PCR ha sido particularmente aplicable en la deteccion de
los transcritos de fusion resultantes de estas traslocaciones.

Un ejemplo es la t(9;22), también llamada cromosoma Fi-
ladelfia (Ph), del que deriva un oncogén conocido como
BCR-ABL. En la leucemia linfoblastica aguda (LLA) de la
edad pediatrica, el cromosoma Ph+ esta presente en 2% al
4% de los casos y se considera un factor de mal prondstico,
debido a que las proteinas de fusion BCR-ABL presentan ac-
tividad aumentada de tirosina cinasa y confieren resistencia
a la quimioterapia®®.

La translocacion t(12;21) (p12;922) que ocasiona la fusion
de los genes TEL y AML1, se presenta con una frecuencia de
aproximadamente 25% en pacientes pediatricos con LLA, y
se asocia con un buen prondstico y una supervivencia libre
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Figura 2 Esquema general de la técnica RT-PCR. Se obtiene cADN por medio de una transcriptasa inversa, que utiliza ARN como
molde para la obtencion de la molécula de cADN, a partir de la cual se amplifica la secuencia de interés con una reaccion de PCR
convencional, y el fragmento es finalmente visualizado en un gel de electroforesis.

de enfermedad de 85% a 90%°. Las traslocaciones t(1;19),
t(9;22) y t(4;11) son alteraciones de mal pronostico, que
ademas se asocian con falla terapéutica. Las Ultimas 2 se
consideran factores de mal pronodstico, independientemen-
te de la edad y cuenta de leucocitos al diagndstico.
La t(9;22) y la t(4;11) estan presentes en 10% de todas las
LLA de alto riesgo™. La traslocacion t(4;11)(q21;23), produ-
ce la fusion de los genes MLL y AF4 y los lactantes menores
de un afo que presentan esta alteracion, tienen una super-
vivencia del 10% a 30% cuando son tratados sélo con quimio-
terapia''. Debido a lo anterior, en los pacientes menores de
un ano con t(4;11) esta indicado el trasplante de progenito-
res hematopoyéticos en primera remision.

El 85% de los pacientes pediatricos con leucemia mielo-
blastica aguda (LMA) presenta alteraciones cromosdmicas,
que originan genes de fusion. La presencia de algunas de
ellas se asocia a determinados tipos de leucemias mieloblas-
ticas, y en diversos estudios su presencia se ha relacionado
con el pronostico de la enfermedad?.

En el subtipo M2 se encuentra la translocacion (8;21)
(922;q22) y la translocacion (15;17) (q22;q12), es caracte-
ristica del subtipo M3. Los pacientes con la t(15;17) presentan

una buena respuesta al tratamiento con acido transretinoi-
co (ATRA) y este conocimiento modificd radicalmente el
pronostico de las leucemias promielociticas, que antes de la
introduccion del ATRA se asociaban a alta mortalidad por
coagulopatia y que actualmente, se consideran de buen pro-
nostico cuando se maneja en combinacion de ATRA 'y quimiote-
rapia®.

La técnica RT-PCR que tiene una sensibilidad 100 veces
superior a la citogenética, por eso se ha utilizado para de-
tectar la enfermedad minima residual (EMR) en numerosos
pacientes en remision, a través de la identificacion de tras-
locaciones especificas de células leucémicas, de rearreglos
del gen de inmunoglobulinas de cadena pesada o genes del
receptor de células T (TCR)®. La EMR consiste en la persis-
tencia del clon anormal, aln en niveles bajos, durante y
después de terminar el tratamiento, ademas de tener un
significado pronodstico. Por lo tanto, dentro de las posibles
aplicaciones de esta prueba es predecir la recaida inminen-
te, siempre y cuando se efectue la deteccion en forma se-
riada durante el curso de tratamiento. Otros han sefalado
que también sirve para estratificar grupos de riesgo'.
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La introduccion de estas técnicas ha conducido a una nue-
va definicion de remision en la LLA, segun la cual se consi-
dera remision molecular cuando el nivel de EMR es menor
de 1x10(0.01%)'¢. Diversos trabajos reportan que los pa-
cientes con EMR > 1x107? al finalizar la induccion, tienen un
riesgo de recaida superior al 60% en el curso de los 3 afos
posteriores, en contraste con menos del 15% en los que no
se detecta EMR''8, Con niveles > 1x10° después de la conso-
lidacion, se tiene un riesgo de recaida de aproximadamente
el 70%'®. Es importante saber que una prueba aislada con
niveles altos no indica necesariamente falla terapéutica,
pero si persistencia de células leucémicas residuales y pue-
de ser una indicacién para intensificar el tratamiento. La
persistencia de EMR por mas de 6 meses después de la in-
duccidn, o la reaparicion de EMR se asocian con recaida’. Es
por esto que la determinacion de la EMR puede predecir el
curso clinico de la enfermedad, y le permite al médico to-
mar las decisiones en cuanto al tratamiento.

La determinacion de ciertas translocaciones en algunos
tumores solidos ha tenido implicaciones en la clasificacion
del tumor y en la eleccion del tratamiento. En el tumor de
Ewing, la t(11;22), produce la fusidon de los genes EWS
(22q12) y FLI-1 (11g24), ademas diversas combinaciones de
los genes EWS y FLI-1y esta asociada con un peor pronéstico
de la enfermedad?.

Los avances recientes en biologia molecular han aumen-
tado la comprension de la patogénesis de los tumores cere-
brales, particularmente en nifios. El uso de las herramientas
de diagnodstico molecular se esta convirtiendo en compo-
nente fundamental del diagndstico y clasificacion de los tu-
mores cerebrales en los nifios, ademas de proporcionar una
vision que conduce a la estratificacion del tratamiento y al
prondstico de la enfermedad. Nuevos protocolos de trata-
miento para algunos tumores cerebrales en los ninos, inclu-
yen el uso de biomarcadores para la identificacion de
subtipos moleculares y posibles estrategias de interven-
cion?',

En neuroblastoma, la amplificacion del oncogén N-MYC,
puede ser determinada con RT-PCR cuantitativa, esta aso-
ciada con tumores agresivos y pobre respuesta al tratamien-
to, sugiriendo el uso de tratamientos mas intensos para
estos pacientes?.

PCR-aninada o NESTED-PCR

Es una técnica de PCR muy sensible, en la que el producto
de una amplificacion es utilizado como molde para realizar
una segunda amplificacion con iniciadores que se ubican
dentro de la primera secuencia amplificada, es decir, el pri-
mer producto de PCR se une a los cebadores y se hace de
nuevo una amplificacion dentro del amplicon inicial (fig. 3).
Este tipo de PCR tiene la ventaja de brindar alta sensibili-
dad y especificidad. La especificidad aumenta porque se
amplifica un amplicon obtenido previamente, los iniciadores
s6lo van a unirse en un sitio dentro de la molécula y el resul-
tado sera una Unica banda. Asi se evitan posibles alineacio-
nes inespecificas de los iniciadores, con lo que aumenta la
sensibilidad de la prueba®?.

Uno de los principales usos de esta técnica es la deteccion
de infeccion por citomegalovirus (CMV), en pacientes some-
tidos a trasplante de células progenitoras hematopoyética.
Después de una infeccion primaria por CMV, el virus permanece

en forma latente en las células progenitoras hematopoyéti-
cas CD34+ y en los monocitos de sangre periférica, sin cau-
sar enfermedad en pacientes inmunocompetentes. La
reactivacion viral ocurre en un estado de inmunodeficien-
cia; este proceso se ha estudiado principalmente en pacien-
tes con trasplantes de células hematopoyéticas y de drganos
solidos?. Un receptor de trasplante, que es seropositivo
para CMV tiene un 70% de riesgo de reactivacion. La infec-
cion por CMV puede presentarse 1-4 meses después del tras-
plante, ser asintomatica u ocasionar falla del injerto. Se ha
reportado la reactivacion por CMV humano como causa de
morbilidad y mortalidad, en pacientes oncoldgicos en trata-
miento con quimioterapia®.

Es importante la implementacion de técnicas que permi-
tan detectar tempranamente la infeccion activa e iniciar
medidas terapéuticas, que eviten complicaciones potencial-
mente mortales en los pacientes. Los métodos de biologia
molecular, como la PCR-anidada, ofrecen alta sensibilidad
(95%) para el diagndstico de infecciones por CMV, ademas
permiten detectar la infeccion activa en casos de concen-
traciones leucocitarias muy bajas como ocurre en pacientes
inmunodeprimidos?*?. La deteccion por PCR de la infeccion
activa es un indicador confiable, que anticipa riesgo elevado
de padecer la enfermedad por CMV. La deteccion temprana del
virus en plasma y orina, permite estimar el nivel de carga
viral a la que el paciente esta expuesto?. La técnica de
PCR-anidada presenta muchas ventajas en comparacion con
la técnica de antigenemia, la cual requiere cuentas leucoci-
tarias altas, lo que con frecuencia no es posible en pacien-
tes inmunodeprimidos?.

Reaccién en cadena de la polimerasa -
polimorfismo conformacional de cadena
sencilla (PCR-SSCP)

La PCR-SSCP se utiliza para la busqueda de cierto tipo muta-
ciones, que incluyen sustituciones de bases, pequenas inser-
ciones, deleciones y reordenamientos*3%3,

Es un proceso donde los productos de PCR son desnatura-
lizados en cadena simples de ADN, luego renaturalizados
para favorecer los apareamientos intracatenarios y final-
mente, analizados en un gel no desnaturalizante de polia-
crilamida. De esta manera, la estructura de cada hebra de
ADN de un amplicén adoptara una estructura secundaria
que depende de su secuencia nucleotidica. Debido a que las
mutaciones puntuales modifican la conformacion y alteran
la movilidad electroforética, la migracion en el gel del ADN
silvestre sera distinta a la del ADN que contiene la mutacion
(fig. 4). Asi, 2 productos de PCR con diferencias puntuales
en su secuencias, presentaran distintos patrones electrofo-
réticos de los fragmentos de ADN monocatenarios.

Para que esta técnica sea eficiente y especifica, es esen-
cial la optimizacion de las condiciones. Los factores criticos
incluyen las condiciones del corrimiento electroforético,
especificidad de los iniciadores para la PCR, controles posi-
tivos y negativos.

Una de las principales aplicaciones de esta técnica en on-
cologia es la identificacion de mutaciones en el gen TP53,
que codifica para una proteina nuclear involucrada en la re-
gulacion del ciclo celular, reparacion de ADN y apoptosis (la
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obtenido en la primera reaccién y con un par de iniciadores de una region mas pequeiia incluida dentro de la primera region

amplificada.

proteina p53). Cuando el ADN se dana, p53 bloquea la divi-
sion celular en la fase G1, antes de entrar a la fase de sinte-
sis, para que no se duplique el material genético afectado.
Si el dano al ADN no puede repararse, p53 activa mecanis-
mos que conducen a la célula hacia apoptosis. Ademas, la
proteina p53 actlia como un factor de transcripcion que se
une a mas de 300 diferentes elementos promotores en el
genoma’z34,

La mutacion germinal en el gen supresor de tumores TP53
causa el sindrome de Li-Fraumeni, un sindrome de cancer
familiar que predispone al desarrollo de varios tipos de
cancer, incluyendo leucemia, sarcomas 0seos y de tejidos
blandos, cancer de mama, carcinoma suprarrenal y tumores
cerebrales. Su identificacion permite brindar consejo gené-
tico a familias, que presentan esta afectacion®.

Debido a que el gen TP53 esta implicado en diversos tipos
de cancer, su deteccion se ha propuesto como un marcador
temprano en la evolucién de diferentes neoplasias, ademas
de que el analisis de mutaciones de TP53 puede ser util en
el seguimiento después del tratamiento®3.

Analisis de los fragmentos de restriccion
(RFLP, Restriction Fragment Lenght
Polymorphims)

Esta modalidad, basada también en la técnica de PCR, tiene
diversas aplicaciones, que incluyen el analisis de huellas ge-
néticas y pruebas de paternidad. Es muy utilizada en la de-
teccion de una gran variedad de polimorfismos genéticos,
principalmente SNP (polimorfismos de un solo nucledtido),
asociados muchos de ellos a la susceptibilidad a padecer
diferentes enfermedades y que pueden ser biomarcadores
de riesgo, prondstico, y respuesta a determinado trata-
miento.

Mediante esta técnica es posible amplificar millones de
veces una secuencia especifica, en donde esté contenido un
sitio de restriccion determinado. Una vez amplificada la re-
gién, el producto de PCR se digiere con la enzima de restric-
cion adecuada, posteriormente los productos de restriccion
(fragmentos) se visualizan directamente mediante electro-
foresis en gel (fig. 5). Si 2 moléculas de ADN son cortadas
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con la misma enzima de restriccion y difieren en un nucleo-
tido, reconocido o no por esta enzima, la molécula resulta
en fragmentos de diferente tamano para cada individuo,
esta diferencia en la longitud de los fragmentos de restric-
cion es lo que se conoce como RFLP. Para emplear esta mo-
dalidad de PCR es necesario que la variante genética que se
pretende identificar, genere o suprima un sitio de restric-
cion para alguna endonucleasa conocida®?.

Como ejemplo de la utilidad de esta técnica en Oncolo-
gia, esta la determinacion de las variantes genéticas del gen
TPMT (Tiopurina S-Metil Transferasa), ya que la proteina
para la que codifica este gen es una enzima que participa en
el metabolismo de las tiopurinas como es la 6-Mercatopuri-
na, medicamento utilizado en el tratamiento de pacientes
con diversas neoplasias como es la LLA. Diversos SNP en este
gen producen variantes con una baja actividad enzimatica.
Individuos portadores de estas variantes genéticas pueden
presentar mielosupresion grave o fatal con dosis estandar
de 6-Mercaptopurina. La identificacion prospectiva de este
grupo de pacientes puede prevenir complicaciones gra-
Ves38-41.

Esta técnica tiene la ventaja de requerir menor tiempo y
cantidad de ADN, en comparacion con el analisis de
Southern. Es facil de disefar y no requiere instrumentos
muy sofisticados. Ademas, implica menor costo en compara-
cion con tecnologias como la secuenciacion de ADN, sin dis-
minuir con esto la confiabilidad de los resultados.

Analisis de quimerismo molecular

Una de las aplicaciones de la técnica de PCR en Oncologia es
el analisis de quimerismo, en pacientes sometidos a tras-
plante alogénico de células progenitoras hematopoyéticas,
siendo una herramienta importante en el monitoreo de es-
tos pacientes. El estado de quimera es uno de los factores
que determinan el curso del periodo postrasplante, y la po-
sibilidad de rechazo o recaida. En el pasado no era posible
establecer el tipo de quimerismo, ya que se utilizaban téc-
nicas con poca sensibilidad y marcadores con bajo grado de
polimorfismo, que requerian que el donante y el paciente
fueran de diferente sexo. El analisis de secuencias polimor-
ficas del ADN constituye un método informativo y versatil
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Figura 5 Analisis de polimorfismos por medio de PCR-RFLP. Se realiza la amplificacion de un fragmento de ADN, posteriormente el
producto de PCR es digerido con una enzima de restriccion adecuada. En este caso la enzima reconoce el alelo variante generando
2 fragmentos, en el alelo silvestre se suprime el sitio de restriccion (corte), por lo que el amplificado permanece sin digerir.
Posteriormente, se separan los fragmentos por medio de electroforesis, obteniendo un patron de bandas especifico para cada

genotipo.

para poder distinguir entre las células del donante y del re-
ceptor, su aplicacion es independiente de la identidad del
sexo.

En la actualidad, el analisis de quimerismo se realiza me-
diante la amplificacion por PCR en el paciente y donador, de
pequenas zonas del ADN altamente polimérficas, como los
VNTR (numero variable de repeticiones en tandem) o STR
(repeticiones cortas en tandem), con el objetivo de analizar
varios de ellos y encontrar alguno diferente al que se le de-
nomina marcador informativo, y que es (til para el estudio
de quimerismo. Dentro de los marcadores mas utilizados, se
encuentran los genes D1580, HUMARA, THO1, D17S30,
D1S111y APO-B*.

Una de las ventajas de la técnica de PCR en el analisis de
quimerismo es la alta sensibilidad, que permite detectar
pequenas poblaciones de células del donante o del receptor.
Con el uso de esta técnica, es posible tener evidencias de un
injerto establecido antes que las evidencias morfoldgicas
aparezcan®-,

Ademas, la utilizacion de esta técnica ha permitido reali-
zar estudios de la evolucion de la quimera y relacionar el

grado de quimerismo, establecido con el comportamiento
del injerto y de la enfermedad de injerto contra hospedero
(EICH) en los diferentes regimenes de acondicionamiento.
También ha posibilitado la deteccion precoz de la recaida
en los pacientes trasplantados, y la administracion oportuna
de inmunoterapia adicional“-,

FISH (Hibridacion fluorescente in situ)

La hibridacion fluorescente in situ (FISH) es un método mo-
lecular mediante el cual se detecta la cantidad, el tamano y
la ubicacion de los segmentos de ADN y ARN, dentro de las
células individuales en una muestra de tejido. Se basa en la
capacidad del ADN de cadena simple para hibridar con ADN
complementario. En esta técnica la muestra de ADN (cromo-
somas metafasicos o nicleos en interfase), se somete a un
proceso de desnaturalizacion para separar las cadenas de la
molécula, y una vez desnaturalizada se adiciona una sonda
de ADN marcada con un fluoroforo, la cual se une al sitio
especifico del ADN. La luz emitida por la sonda se observa
mediante un microscopio de fluorescencia (fig. 6). De esta
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Figura 6 Hibridacion fluorescente in situ (FISH). Empleando una muestra de tejido fijada en un portaobjetos se desnaturaliza el
ADN dentro de las células del tejido a analizar, se adiciona la sonda marcada con un fluorocromo, la cual se unira a su secuencia
complementaria en el ADN blanco cuando esté presente la alteracion genética o cromosémica buscada. La luz emitida por la sonda

se observa mediante un microscopio de fluorescencia.

manera se confirman o descartan anormalidades génicas o
cromosomicas**.

En comparacion con la citogenética, la prueba de FISH
tiene la ventaja de poder identificar los cambios genéticos
que son demasiado pequenos para ser vistos con un micros-
copio. Otra ventaja es que no tiene que ser efectuada en las
células que se estan dividiendo activamente. Otras pruebas
solo pueden realizarse hasta que las células hayan crecido
en cultivo durante unas semanas y el proceso suele ser muy
prolongado. Con la técnica de FISH los resultados pueden
obtenerse en unos dias. Ademas, la técnica de FISH es mas
sensible y confiable que la citogenética convencional, y es posi-
ble utilizar varios fluorocromos para discriminar blancos dife-
rentes simultaneamente -2,

La prueba de FISH sirve para detectar anomalias genéticas
relacionadas con el cancer, es (til para el diagnostico de
algunos tipos de la enfermedad. En algunos casos, cuando el
tipo de cancer ha sido previamente diagnosticado, una
prueba FISH también puede proporcionar informacion para

ayudar a predecir el resultado de un paciente y si es proba-
ble que respondan a los farmacos de quimioterapia. La téc-
nica de FISH en oncologia pediatrica puede identificar
anomalias cromosomicas en leucemias, tales como t(9;22),
t(4;11), t(12;21), entre otras, algunas de las cuales estan
asociadas con formas agresivas de la enfermedad. También
puede detectar microdeleciones, duplicacion cromosémica
y amplificacion de genes. La amplificacion del oncogén N-
MYC, en el neuroblastoma, puede ser determinada por PCR
o FISH, se asocia con tumores agresivos y pobre respuesta al
tratamiento, independiente de la edad y del estadio de la
enfermedad, lo que ha llevado a usar protocolos terapéuti-
cos mas intensivos en este grupo de pacientes®?253%,

La incorporacion de esta técnica molecular al tratamiento
clinico de pacientes pediatricos con leucemias, linfomas y
tumores solidos tiene la ventaja de identificar translocacio-
nes criticas y reordenamientos cromosémicos complejos, y
definir la procedencia de segmentos cromosémicos involu-
crados en gran nimero de reordenamientos. Su combinacion
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con otras técnicas como la RT-PCR ayuda en el analisis de la
actividad de genes supresores de tumores y oncogenes en
nucleos interfasicos de tejidos tumorales, proporcionando
grandes ventajas diagnosticas y terapéuticas®.

Cariotipo espectral (SKY)

El analisis espectral de cariotipos (o SKY) es una herramienta
de la citogenética molecular, que permite la visualizacion y
estudio de los 23 pares de cromosomas humanos simultanea-
mente. En esta técnica cada par de cromosomas se marca
con diferentes colores fluorescentes, mediante sondas de
ADN. Cada sonda es marcada con una molécula fluorescente
que corresponde con el cromosoma, del que es complemen-
tario. La discriminacion por el color se hace mediante el ana-
lisis espectral de las senales fluorescentes. Mediante el uso
de esta metodologia se observa claramente cuando un frag-
mento de determinado cromosoma, se marca con un color
distinto. Esta técnica es util para identificar cambios en la
morfologia de los cromosomas, incluso alteraciones cromoso-
micas complejas, detectando con mayor facilidad y precision
translocaciones, inversiones, deleciones, etc., en compara-
cion con el cariotipo y citogenética convencional®s,

El analisis espectral de los cariotipos ha mejorado el diag-
nostico y deteccion de alteraciones cromosomicas en célu-
las cancerosas, y ha facilitado la identificacion de los loci de
genes implicados en la carcinogénesis. Lo que aporta infor-
macion importante con valor diagnostico y pronostico en
neoplasias hematologicas y tumores solidos®®*.

El conocimiento de las alteraciones cromosoémicas asocia-
das a una determinada neoplasia permite disponer de mar-
cadores Utiles en la definicion del pronédstico, en la
evaluacion de la respuesta a tratamiento y en el seguimien-
to de la enfermedad. La deteccidon y cuantificacion de la
enfermedad minima residual (EMR) en pacientes con LLA, es
un ejemplo de cémo los marcadores moleculares pueden ser
utilizados para todos estos propositos®®¢,

Microarreglos de ADN

Los microarreglos de ADN son una herramienta utilizada
para el estudio de expresion de genes, identificacion de
marcadores genéticos y analisis de mutaciones en diversas
enfermedades. Un microarreglo se compone de 2 partes, el
material biologico o sintético denominado prueba vy el so-
porte sélido, que puede ser plastico, vidrio, gel, silicon,
membranas porosas y oro, en el cual se inmoviliza el mate-
rial bioldgico. El trabajo con microarreglos inicia con la selec-
cion del tipo de microarreglo y de las secuencias que se
colocaran en el soporte, después viene la obtencion de la
muestra biologica y purificacion del ADN o ARN. El material
genético extraido se amplifica por medio de la técnica de
PCR, para posteriormente realizar el marcaje de la muestra
y la hibridacion del microarreglo, captura de la sefal, inter-
pretacion y analisis del resultado®.

Los microarreglos de ADN tienen la ventaja de que permi-
ten analizar un gran nimero de secuencias, aproximada-
mente 48,000 genes de manera simultanea en cada ensayo.
Este analisis simultaneo de la expresion génica de miles de
transcripciones, ha acelerado significativamente el avance
en la comprension de la base molecular de diversas neo-
plasias.

Durante los Ultimos afos, el analisis de muestras de LLA
con matrices de ADN ha facilitado el reconocimiento de gru-
pos de leucemia molecularmente distintos. El avance en el
conocimiento de los mecanismos de la sensibilidad y resis-
tencia a la quimioterapia, ha generado nuevas herramientas
para la prediccion del pronéstico y ha permitido la identifi-
cacion de nuevos blancos moleculares para el desarrollo de
agentes antineoplasicos. La implementacion de microarre-
glos de ADN ha acelerado el progreso en el diagnoéstico y
tratamiento de LLA, que eventualmente se traducira en el
desarrollo de nuevos tratamientos, mas eficaces y menos
toxicos para esta enfermedad® ¢,

También ha contribuido a identificar y caracterizar algu-
nas neoplasias que muestran dificultades diagnosticas par-
ticulares, tal es el caso de algunos linfomas de linfocitos B¢*.

En otros tipos de cancer, el perfil de expresion génica ha
permitido disefar mejores esquemas de tratamiento y hacer
predicciones de la respuesta a quimioterapia.

El poder de los microarreglos de ADN para predecir el pro-
nostico ha aumentado, con el uso simultaneo de los microa-
rreglos de tejidos y microarreglos de proteinas?.

Secuenciacion de ADN

Actualmente, la secuenciacion automatica de ADN se basa
en la deteccion de fluorescencia especifica para cada uno
de los nucleotidos trifosfatos que forman el ADN (adenina,
guanina, citosina y timina), los cuales pueden ser identifica-
dos al ser marcados con un fluorocromo distinto que emite
luz de diferente longitud de onda, al excitarse con un rayo
laser. Dicha fluorescencia es recibida por un detector que
interpreta la senal generando un registro de los perfiles de
color, que combinados se interpretan como una secuencia y
los datos resultantes se dan como cromatogramas, que son
graficas que registran los picos de fluorescencia®. Este es el
método que actualmente se utiliza para analizar cualquier
tipo de variacion en secuencias de ADN, Unicamente se am-
plifica el fragmento deseado, se purifica para eliminar los
restos de desoxinucleétidos trifosfatos, iniciadores, etc.
y se somete al proceso de secuenciacion. Es una técnica muy
sensible y rapida, que requiere poca cantidad de muestra.

En el area de la Oncologia, la secuenciacion ha permitido
analizar una gran cantidad de genes involucrados en proce-
sos de carcinogénesis y en el comportamiento bioldgico de
distintas neoplasias, como la resistencia a farmacos anti-
neoplasicos.

Sin embargo, en nuestro pais esta tecnologia no se ha im-
plementado aln como parte de los recursos diagnosticos de
rutina y su uso practicamente se limita a la investigacion.

Espectrometria de masas aplicada a la
proteémica

En la actualidad se han desarrollado técnicas de analisis
multiple de proteinas (protedmica), mediante espectrome-
tria de masas (EM). Esta tecnologia, permite el estudio
simultaneo del conjunto de proteinas (proteoma) de una mues-
tra biologica. Al igual que ocurre en el caso de la gendmi-
ca, la protedmica aplicada al cancer se ha centrado
fundamentalmente en la busqueda de marcadores proteicos
diferencialmente expresados en tumores y nuevas dianas
terapéuticas®.
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El primer paso en cualquier estudio protedmico es la se-
paracion de proteinas de la muestra, mediante técnicas del
tipo de la electroforesis bidimensional y/o la cromatografia
en tandem. Esto con el fin de elegir las proteinas que, se en-
cuentren aumentadas o disminuidas al comparar 2 muestras
de interés, como pueden ser muestras de pacientes sanos y
enfermos. El analisis por EM se basa en la digestion de las
proteinas separadas en gel y el analisis de los péptidos, para
determinar con gran precision su masa y/o obtener su se-
cuencia de aminoacidos®’. Aunque la protedmica se esta es-
tableciendo como una técnica fundamental para la
investigacion del cancer, no esta aln clara su implementa-
cion a nivel clinico. La complejidad tecnologica, el alto cos-
to del equipamiento necesario, su dificil automatizacion,
junto a la poca disponibilidad de personal capacitado dificultan
el traslado de protedmica a la practica clinica rutinaria®.

Sin embargo y a pesar de todas las limitaciones menciona-
das, algunos estudios presentados indican que el analisis
protedmico del suero mediante EM, es una potente herra-
mienta de investigacion dirigida a la identificacion de nue-
vos marcadores bioldgicos aplicables al diagndstico clinico®.

Conclusiones

Los avances en el desarrollo y aplicacion de nuevas tecnolo-
gias para el analisis molecular, han contribuido de forma
significativa al entendimiento de la genética y patogénesis
molecular del cancer. Es asi como el estudio y determina-
cion de mutaciones y diversas variantes genéticas, nos per-
mite identificar biomarcadores de riesgo para el desarrollo
de un tipo especifico de cancer, con lo que se podria selec-
cionar poblacion de riesgo y tomar medidas de prevencion.
También hace posible la identificacion de marcadores gené-
ticos de pronostico, que han contribuido a la estratificacion
del tratamiento. Asimismo, el reconocimiento de marcado-
res de sensibilidad a un farmaco en particular, ha permitido
al oncologo ajustar la dosis de algunos agentes antineoplasi-
cos, a fin de evitar efectos adversos graves, brindando al
paciente una terapia individualizada.

En el futuro, la utilizacion de estas herramientas permiti-
ra la identificacion de nuevos biomarcadores Utiles en el
diagndstico, definicion del pronostico y seguimiento de las
distintas neoplasias, ademas del reconocimiento de nuevos
blancos moleculares para el desarrollo de farmacos anti-
neoplasicos con mayor actividad antitumoral, mayor se-
lectividad y con menores efectos adversos.

Financiamiento

No se recibid ningln patrocinio para la realizacion de este
articulo.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener conflicto de intereses.

Referencias

1. Mullis KB. The unusual origin of the polimerase chain reaction.
Scientific American 1990;262:43-46.

2. Erlich HA, Arnheim N. Genetic analysis using the polymerase
chain reaction. Annu Rev Genet 1992;26:479-506.

20.

21.

22.

23.

24.

Bartlett J, Stirling D. Methods in molecular biology: PCR proto-
cols. USA: Edit Human Press; 2003. p. 788.

Roulston JE, Bartlett JM. Molecular Diagnosis of Cancer Methods
and protocols. Methods in Molecular Medicine 2010;191-205.

Van Dongen JJ, Macintyre EA, Gabert JA, et al. Standardized
RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome
aberrations in acute leukemia for detection of minimal resi-
dual disease. Report of the BIOMED-1 Concerted Action: inves-
tigation of minimal residual disease in acute leukemia. Leuke-
mia 1999;13(12):1901-1928.

Harrison CJ. The management of patients with leukemia; the
role of the cytogenetics in this molecular area. British Journal
of Haematology 2000;108:13-30.

Bhojwani D, Howard SC, Pui CH. High-risk childhood acute lym-
phoblastic leukemia. Clinical Lymphoma and Myeloma
2009;9(3):222-230.

Pui CH, Schrappe M, Ribeiro RC, et al. Childhood and adoles-
cent lymphoid and myeloid leukemia. Hematology Am Soc He-
matol Educ Program 2004;118-145.

Rubnitz, Downing JR, Pui C-H, et al. TEL gene rearrangement
in acute lymphoblastic leukemia: a new genetic marker with
prognostic significance. Journal Clinical Oncology
1997;15:1150-1157.

. Fletcher JA, Lynch EA, Kimball VM, et al. Translocation (9;22)

is associated with extremely poor prognosis in intensively trea-
ted children with acute lymphoblastic leukemia. Blood
1991;77:435-439.

. Carroll WL, Bhojwani D, Min DJ, et al. Pediatric acute lympho-

blastic leukemia. Hematology American Society Hematology
Education Program 2003:102-131.

. Wells RJ, Arthur DC, Srivastava A, et al. Prognostic variables in

newly diagnosed children and adolescents with acute myeloid
leukemia: Children’s Cancer Group Study 213. Leukemia
2002;16:601-607.

. Degos L, Dombert H, Chomienne C, et al. All- trans-retinoic

acid as a differentiating agent in the treatment of acute
promyelocytic leukemia. Blood 1995;85:2643-2653.

. Mandrell BN, Pritchard M. Understanding the clinical implica-

tions of minimal residual disease in childhood leukemia. Jour-
nal of Pediatric Oncology Nursing 2006;23(1):38-44.

. Nizet Y, Mariat P, Vaerman JL, et al. Follow up of residual di-

sease (MDR) in B lineage acute leukemias using a simplified
PCR strategy: Evolution of MDR rather than its detection is co-
rrelated with clinical outcome. British Journal Haematology
1991;79:205-210.

. Pui CH, Campana D. New definition of remission in childhood

acute lymphoblastic leukemia. Leukemia 2000;14:783-785.

. Coustan-Smith E, Sancho J, Hancock ML, et al. Clinical impor-

tance of minimal residual disease in childhood acute leukemia.
Blood 2000;96:2691-2696.

. Eckert C, Biondi A, Seeger K, et al. Prognostic value of minimal

residual disease in relapsed childhood acute lymphoblastic leu-
kemia. Lancet 2001;358:1239-1241.

. Yamada M, Wasserman R, Lange B, et al. Minimal residual di-

sease in childhood B-lineage lymphoblastic leukemia. N Engl J
Med 1990;323:448-455.

De Alava E, Kawai A, Healey JH, et al. EWS-FLI1 fusion trans-
cript structure is an independent determinant of prognosis in
Edwing’s sarcoma. Journal Clinical Oncology 1998;10:332-342.
Ullrich NJ, Pomeroy SL. Molecular genetics of pediatric central
nervous system tumors. Current Oncology Reports
2006;8(6):423-429.

Rubnitz JE, Crist WM. Molecular genetics of chilhood cancer:
implications for pathogenesis, diagnosis and treatment. Pedia-
trics 1997;100:101-108.

Panduro A. Biologia molecular en la clinica. Edit Mac Graw Hill;
2000. p. 28.

Sissons J, Bain M, Wills M. Latency and reactivation of human
cytomegalovirus. Journal Infect 2002;44:73-77.



Técnicas moleculares en cancer pediatrico

173

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Diaz-Pedroche C, Salavert M, Aguado J, et al. Evaluacion indi-
vidualizada del riesgo de infecciones en el paciente oncohema-
toldgico. Rev Esp Quimioterap 2006;19:117-129.

Ljungman P, Ringholm L, Lewensohn-Fuchs I, et al. The value
of CMV and fungal PCR for monitoring for acute leukaemia and
autologous stem cell transplant patients. Scand J Infect Dis
2005;37:121-127.

Behzad-Behbahani A, Albozi A, Nourani H, et al. Quantitative
detection of human cytomegalovirus DNA in the plasma of
bone marrow transplant recipients: value as a predict of disea-
se. Exp Clin Transplant 2004;2:196-200.

Harari A, Zimmerli S, Pantaleo G. Cytomegalovirus specific ce-
llular immune responses. Human Immunol 2004;65:500-506.
Yaghobi R, Behzad-Behbahani A, Sabahi F, et al. Comparative
analyses of a double primer PCR assay with plasma, leukocytes
and antigenemia for diagnosis of active human cytomegalovi-
rus infection in allogeneic hematopoietic stem cell transplant
recipients. Bone Marrow Transplant 2005;35:595-599.

Orita M, Iwahana H, Kanazawa H, et al. Detection of polymor-
phisms of human DNA by gel electrophoresis as single strand con-
formation polymorphisms. Proc Natl Acad Sci 1989;86:2766-2770
Hayashi K. PCR-SSCP: a method for detection of mutations.
GATA 1992;9:73-92.

Lane DP, Lain S. Therapeutic exploitation of the p53 pathway.
Trends Molecular Medical 2002;8(4):38-42.

Vousden KH. Activation of the p53 tumor suppressor protein.
Biochim Biophys Acta 2002;1602:47-59.

Zhao R, Gish K, Murphy M, et al. Analysis of p53 regulated gene
expression patterns using oligonucleotide arrays. Genes Dev
2000;14:981-993.

Varley JM. Germline TP53 mutations and Li-Fraumeni syndro-
me. Human Mutations 2003;21(3):313-20.

Guimaraes DP, Hainaut P. TP53: a key gene in human cancer.
Biochimie 2002;84:83-93.

Berg Rasmussen H. Restriction Fragment Length Polymorphism
Analysis of PCR-Amplified Fragments (PCR-RFLP) and Gel Elec-
trophoresis -Valuable Tool for Genotyping and Genetic Finger-
printing, Gel Electrophoresis - Principles and Basics. USA: Edit
Sameh Magdeldin; 2012. p. 315-334.

Relling MV, Hancock ML, Boyett JM, et al. Prognostic importan-
ce of 6-Mercaptopurine dose intensity in acute lymphoblastic
leukemia. Blood 1999;93:2817-2823.

McLeod HL, Krynetski EY, Relling MV, et al. Genetic polynmor-
phism of thiopurine methyltransferase and its clinical relevan-
ce for childhood acute lymphoblastic leukemia. Leukemia
2000;14:567-572.

McLeod HL, Coulthards S, Thomas AE, et al. Analysis of thiopu-
rine methyltransferasa variant alleles in childhood acute lym-
phoblastic leukemia. British Journal Haematol 1999;105:696-
700.

Taja-Chaveb L, Vidal-Millan S, Gutierrez O, et al. Thiopurine
S-methyltranferase gene (TPMT) polymorphisms in a Mexican
population of healthy individuals and leukemic patients. Med
Oncology 2008;25:56-62.

Sreenan JJ, Pettay JD, Thakhi A, et al. The use of amplified
variable number of tandem repeats (VNTR) in the detection of
chimerism following bone marrow transplantation. A compari-
son with restriction fragment length polymorphism (RFLP) by
Southern blotting. American Journal of Clinical Pathology
1997;107(3):292-298.

Antin JH, Childs R, Filipovich AH, et al. Establishment of com-
plete and mixed donor chimerism after allogeneic lymphohe-
matopoietic transplantation: Recomendations from a Work-
shop at the 2001 Tandem Meetings. Biol Blood Marrow
Transplant 2001;7:473-485.

Thiede C. Diagnostic chimerism analysis after allogeneic stem
cell transplantation: new methods and markers. American
Journal of Pharmacogenomics 2004;4(3):177-187.

Suttorp M, Schmitz N, Dreger P, et al. Monitoring of chimerism
after allogeneic bone marrow transplantation with

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

unmanipulated marrow by use of DNA polymorphisms. Leuke-
mia 1993;7(5):679-687.
Amor Vigil AM, Martinez Antuiia G. Importancia del estudio del
quimerismo en el trasplante alogénico de médula dsea. Rev
Cubana Hematol Inmunol Hemoter 2003;19:2-3.
Moreno Galvan M, Guerrero Segura A, Arellano Galindo J, et al.
Andlisis del quimerismo en nifios con leucemia después del
trasplante de médula 6sea. Bol Med Hosp Infant Mex
2002;59(7):412-418.

Khan F, Agarwal A, Agrawal S. Significance of chimerism in he-
matopoietic stem cell transplantation: New variations on an
old theme. Bone Marrow Transplant 2004;34:1-12.
Warford A. An overview of in situ hybridisation, in A guide to in
situ. Hybaid UK;1994. p. 15-17.

Bryndorf T, Kirchhoff M, Rose H, et al. Comparative genomic
hybridization in clinical cytogenetics. American Journal Human
Genetic 1995;57:1211-1220.

Houldsworth J, Chaganti RSK. Comparative genomic hybridization:
an overview. American Journal Pathology 1994;145:1253-1260.
Cherry AM, Brockman SR, Dewald GW, et al. Comparison of in-
terphase FISH and mathaphase cytogenetics to study myelo-
dysplastic syndrome: an Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG) study. Leukemia Research 2003;27(12):1085-1090.
Lopez Andreu JA, Ferris Tortajada J, Verdeguer Miralles A, et
al. Factores prondsticos del neuroblastoma. Annals Esp Pedia-
tria 1994;41:309-1314.
Tajiri T, Shono K, Tanaka S, et al. Evaluation of genetic hetero-
geneity in neuroblastoma. Surgery 2002;131(1):283-287.
Martinez JA, Castel V, Garcia-Conde J. Citogenética molecular
del cancer infantil: aplicaciones clinicas. Med Clin (Barc)
1998;111:389-397.

Schrock E, Padilla-Nash H. Spectral karyotyping and multi-
color fluorescence in situ hybridization reveal new tumor-
specific chromosomal aberrations. Semin Hematol
2000;37:334-347.
Veldman T, Vignon C, Schrock E, et al. Hidden chromosome ab-
normalities in haematological malignancies detected by multi-
colour spectral karyotyping. Nat Genet 1997;15:406-410.
Rowley JD. Cytogenetic analysis in leukemia and lymphoma: an
introduction. Semin Hematol 2000;37:315-319.

Patel AS, Hawkins AL, Griffin CA. Cytogenetics and cancer.
Curr Opin Oncol 2000;12:62-67.

Rabbitts TH. The clinical significance of fusion oncogenes in
cancer. N Engl Journal Med 1998;338:192-194.

Calasanz MJ. Review of conventional and molecular cytogene-
tic techniques and their use in the diagnosis and prognosis of
cancer. Anales Sistema Sanitario Navarra 2001;24(1):17-29.
Medina-Torres EA, Espinosa-Rosales F. Microarreglos: Tecnolo-
gia con aplicaciones en el campo de la salud humana. Alergia,
Asma e Inmunologia pediatricas 2009;18(2):52-59.

Ferrando A, Look T. DNA Microarrays in the diagnosis and mana-
gement of acute lymphoblastic leukemia. International Jour-
nal of Haematology 2004;80:395-400.
Alizadeh A, Eisen M, Davis R, et al. Distinct types of diffuse of
large B-cell lymphoma identified by gene expression profiling.
Nature 2000;403:503-511.

Braslavsky |, Hebert H, Kartalov E, et al. Sequence information
can be obtained from single DNA molecules. USA: Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of
America; 2003. p. 3960-3964.

Hanash S. Disease proteomics. Nature 2003;422(6928):226-
232.

Domon B, Aebersold R. Mass spectrometry and protein analy-
sis. Science 2006;312(5771):212-217.

Check E. Proteomics and cancer: running before we can walk?
Nature 2004;429:496-497.

Zapico Muhiza E, Mora Brugésb J, Blanco Vacaa F. Diagndstico
precoz del cancer mediante analisis protedmicos del suero:
;ficcion o realidad? Med Clin (Barc) 2005;124(5):181-185.



