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Resumen 

La regulación de la expresión génica es un mecanismo molecular esencial donde las 

células controlan la expresión de genes. Debido a la relevancia de su función, existen 

varios puntos de control en este proceso. Puntualmente, en la regulación 

postranscripcional, las proteínas de unión al ARN regulan la dinámica temporal, 

espacial y funcional de las moléculas de ARN. Una desregulación de estas proteínas 

puede contribuir al desarrollo de cáncer. Concretamente, la oncoproteína Musashi 2 

(MSI2), controla la diferenciación de las células madre y regula la traducción de 

proteínas. Curiosamente, altos niveles de MSI2 se asocian con mal pronóstico en 

varios cánceres, incluida la leucemia linfoide crónica (LLC).  

La LLC es la leucemia más frecuente en la población adulta occidental y presenta un 

curso clínico muy variable, por ello grandes esfuerzos se han centrado en el estudio 

de marcadores pronóstico que puedan predecir su evolución. En este sentido, nuestro 

grupo ha descrito una elevada expresión de MSI2 en el linfocito B tumoral de 

pacientes con LLC con respecto a donantes sanos (DS). A su vez, altos niveles de 

MSI2 se correlacionan con menor tiempo libre de tratamiento. Dado que bajar la 

expresión o inhibir su función reduce la viabilidad de las células tumorales, es que 

creemos que MSI2 juega un rol en la sobrevida del clon y contribuye a la progresión 

de la enfermedad.  

MSI2 presenta cuatro variantes de isoformas (a, b, c y d) de splicing, que no han sido 

previamente estudiadas en LLC. Debido a que en cáncer de mama se ha descrito que 

la isoforma MSI2a parece estar asociada a la progresión del tumor, es que nos 
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preguntamos si hay expresión diferencial de las isoformas de MSI2 en pacientes con 

LLC y si las misma se encuentran asociadas a la progresión de la enfermedad. 

El objetivo de este trabajo fue estudiar la distribución de las variantes de isoformas de 

splicing de MSI2 en pacientes con LLC de buen y mal pronóstico, para ello, previa 

aprobación del comité de ética y firma del consentimiento informado, se utilizaron 

muestras de sangre de pacientes con LLC atendidos en el servicio de Hematología 

del Hospital Maciel de Montevideo, Uruguay. La evaluación de la expresión de las 

distintas isoformas de MSI2 se realizó a nivel de ARN mensajero por PCR en tiempo 

real. Se determinaron las isoformas a, b y c. Debido a la similitud de secuencia entre 

la a y la d, ambas fueron evaluadas en conjunto a-d. Se incluyeron 35 pacientes con 

LLC, 15 de mal pronóstico, con perfil mutacional de genes de inmunoglobulinas de 

cadenas pesadas (IgVH) No Mutado y 20 de buen pronóstico, con perfil IgVH Mutado. 

Se utilizaron además 3 muestras de donantes sanos (DS). 

Los resultados muestran que las células B tumorales expresan el doble de los niveles 

de MSI2 que las de DS. Curiosamente los linfocitos B tumorales y los no tumorales 

expresan MSI2a y MSI2b, no así MSI2c. Dado que no hay cambios entre MSI2a y 

MSI2a-d, asumimos que MSI2d no se expresa en las células estudiadas. La isoforma 

mayoritaria en las muestras evaluadas es la a (MSI2a), donde determinamos que las 

células B de LLC expresan 4,6 más MSI2a que MSI2b.  

Por último, comparando pacientes de buen y mal pronóstico, observamos que no hay 

diferencia en la expresión de MSI2b en ambos grupos. Sin embargo, MSI2a se 

expresa 4,3 veces más en los pacientes de mal pronóstico comparado con los de 

buen pronóstico, sugiriendo un posible rol de MSI2a en la progresión de la LLC. 
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Introducción 

Leucemia Linfoide Crónica   

 

Generalidades 

 

La leucemia linfoide crónica (LLC) es la forma de leucemia más frecuente en los 

países occidentales, se caracteriza por la proliferación clonal y acumulación de 

pequeños linfocitos B maduros, clonales, CD5 positivos en sangre periférica (SP), 

médula ósea, ganglios linfáticos y bazo. La mediana de edad de los pacientes al 

momento del diagnóstico es de 65 años, con solo 10 a 15% menores de 50 años. En 

la mayoría de los casos, más hombres que mujeres se ven afectados (1). 

El curso de la enfermedad es variable, alrededor de un tercio de los pacientes nunca 

requieren tratamiento, tienen una supervivencia prolongada y mueren por causas no 

relacionadas con la enfermedad; en otro tercio, una fase indolente inicial es seguida 

por una progresión de la enfermedad; el tercio restante de los pacientes tiene una 

enfermedad agresiva al inicio y requiere un tratamiento temprano (2). Los dos últimos 

grupos de pacientes presentan mayores desafíos para el equipo de salud, por lo tanto, 

es importante identificar los casos de mayor riesgo de manera temprana y tener 

factores pronósticos que ayuden a seleccionar el tratamiento más adecuado para 

cada paciente en particular. 

Si bien durante los últimos años se han hecho importantes avances en la comprensión 

de la biología, la historia natural y el tratamiento, la LLC continúa siendo una 

enfermedad incurable y no existe tratamiento que permita la remisión completa de la 

enfermedad. 
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Epidemiología 

 

La LLC es la leucemia en adultos más prevalente en las sociedades occidentales, la 

incidencia 5-6 individuos por cada 100.000 habitantes por año. Es poco común antes 

de los 40 años y es extremadamente rara en niños o adultos jóvenes. Aun así, no son 

infrecuentes los diagnósticos en la cuarta y quinta década de la vida. 

La LLC es poco común en los países asiáticos y en los inmigrantes asiáticos en las 

Américas o Europa (3).  

 

Diagnóstico  

 

La mayoría de los pacientes es asintomático al momento del diagnóstico, la 

enfermedad se detecta en forma incidental durante un recuento hematológico de 

rutina que muestra linfocitosis o un examen físico que confirma el agrandamiento de 

ganglios linfáticos. 

Las manifestaciones clínicas de la LLC incluyen (3,4):  

● Linfadenopatías pequeñas y simétricas (50-90% de los casos) cervicales, 

supraclaviculares y/o axilares frecuentemente. 

● Esplenomegalia, moderada, no dolorosa (25-54% de los casos). 

● Hepatomegalia, moderada, no dolorosa (10-20% de los casos). 

● Inmunodeficiencia adquirida: Hipogammaglobulinemia. Predisposición a las 

infecciones repetidas, como neumonía, herpes simple labial y el herpes zóster. 
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● Astenia y fatiga. 

● Fiebre, escalofríos, sudores nocturnos y pérdida de peso (síntomas B). 

● Anemia hemolítica y/o trombocitopenias autoinmunes. 

 

El diagnóstico se basa en (3,4): 

● Linfocitosis absoluta mayor a 5000 linfocitos B clonales/μL, sostenida al menos 

durante 3 meses. 

● Morfología: El examen microscópico del frotis de sangre periférica es esencial 

para el diagnóstico. Son células morfológicamente similares a los linfocitos 

maduros, de tamaño pequeño, un núcleo con cromatina densa regularmente 

descrita como en “damero” y nucléolo difícilmente distinguible. El citoplasma 

es levemente basófilo y no contiene gránulos. 

● Citometría de flujo: El inmunofenotipo es la prueba para confirmar el 

diagnóstico, y se puede ver la presencia de linfocitos B clonales que expresan 

CD5, CD19, CD20 (tenue) y CD 23. Opcionalmente se considera a la expresión 

de CD79b-/+ tenue, CD43 + tenue, CD200 + +, e Igs κ o λ tenues como una 

ayuda diagnóstica. La infiltración clonal de la médula ósea (>30%) es 

diagnóstico de LLC independientemente del recuento de células B periféricas. 

El inmunofenotipo es capaz de excluir otros desórdenes linfoproliferativos B, 

específicamente Linfoma del Manto, Tricoleucemia, Linfoma de la zona marginal y 

Linfoma linfoplasmocítico. 
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Estadificación de los pacientes con LLC 

 

Luego del diagnóstico de la LLC, el estadio clínico se asigna de acuerdo a sistemas 

de estadificación. Son de uso común el sistema de Rai et al, 1975 (5) (Estados 

Unidos) y el de Binet et al, 1981 (6) (Europa). Hoy en día estas clasificaciones siguen 

siendo los pilares de la atención clínica y son usadas ampliamente, siendo dos 

sistemas simples, económicos que se basan en hallazgos físicos y resultados del 

hemograma completo, permitiendo al médico hematólogo orientar mejor la estrategia 

terapéutica a seguir. 

Debido a su amplio uso, el sistema de Rai-Sawitsky se describe en primer lugar, 

seguido por el de Binet.  

 

Tabla 1. Sistemas Rai y Binet de estratificación en la LLC 

Rai  

Estadíos Criterios 

0. Bajo riesgo Linfocitosis en sangre y médula ósea 

solamente. 

I y II. Riesgo intermedio Linfocitosis con adenomegalias en 

cualquier sitio, esplenomegalia, 

hepatomegalia. 
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III y IV. Alto riesgo Linfocitosis con anemia relacionada a la 

enfermedad (Hb<11g/dL) o 

trombocitopenia (<100 x 109). 

 

Binet 

Estadio A Hemoglobina > 10 g/dL,  

plaquetas > 100.000/uL, y menos de 3 

áreas ganglionares afectadas*. 

Estadio B Hemoglobina y plaquetas como en A y 3 

o más áreas ganglionares afectadas*. 

Estadio C Hemoglobina < 10 g/dL o plaquetas < 

100.000/uL, o ambas cosas. 

* ganglios linfáticos de cabeza y cuello (sitios múltiples cuentan como un área), los 
ganglios linfáticos de la axila (bilateral cuenta como un área), los ganglios linfáticos 
inguinales (bilaterales cuenta como un área), esplenomegalia y hepatomegalia (1 área 
cada uno).  

 

La clasificación de Rai permite dividir entre pacientes de bajo riesgo (estadío 0), 

pacientes con riesgo intermedio (estadío I o II) y pacientes de alto riesgo (estadío III 

o IV), mientras que la clasificación de Binet nos permite dividir los pacientes en tres 

grupos pronósticos: bueno (estadío A), intermedio (estadío B) y severo (estadío C). 

Ambas clasificaciones se basan en la evaluación de la linfocitosis, tamaño de los 

nódulos linfáticos, detección de organomegalia y presencia o ausencia de anemia o 
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trombocitopenia. Asimismo, se relacionan directamente con la sobrevida de los 

pacientes. Aquellos con estadío Binet A o Rai 0 presentan una sobrevida media de 

más de 10 años. Los pacientes con estadío Binet B o Rai I/II presentan una sobrevida 

media de entre 5 a 7 años, por último, aquellos con estadío Binet C o Rai III/IV una 

menor sobrevida, de aproximadamente 3 años (7).  

 

Mortalidad, morbilidad y pronóstico 

 

Como ya se mencionó anteriormente, la historia natural de la LLC es heterogénea. 

Debido a esto, saber si un paciente progresa rápidamente o no, permite a los médicos 

elegir la estrategia de tratamiento más adecuada a tiempo.  

El sistema de estadificación clínica actualmente disponible para la LLC es simple y 

barato, pero lamentablemente carece de precisión para predecir la progresión de la 

enfermedad en las primeras etapas de la misma. 

Aunque los estudios biológicos no son necesarios para el diagnóstico o estadificación 

de la LLC, se recomienda realizar pruebas moleculares adicionales, ya que pueden 

ayudar a predecir el pronóstico o el curso clínico de la enfermedad Los factores 

pronósticos se pueden clasificar en 4 categorías y se describen a continuación en la 

tabla 2.  
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Tabla 2. Biomarcadores pronósticos para LLC.  

Categoría Biomarcador  

Factores intrínsecos de cada paciente Edad, sexo, etnia, comorbilidades 

Marcadores de la enfermedad Ganglios linfáticos comprometidos 

(tamaño, sitio/s comprometidos), 

hepatomegalia, esplenomegalia, LDT, 

conteo de GB, ALC, Anemia, 

Trombocitopenia. 

Anormalidades bioquímicas y 

marcadores celulares 

β2M, LDH, IL-8, CD38, ZAP70, 

CD49d/VLA-4 

Anomalías genéticas del12p, del17p, mutación TP53, del11q, 

del13q, metilación de ADN, cariotipo 

complejo, mutación BIRC3, mutación 

BRAF, mutación IGHV, estructura 

BCR 

Abreviaciones: LDT, tiempo de duplicación de linfocitos; GB, glóbulos blancos; ALC, 
recuento absoluto de linfocitos; ZAP70, proteína asociada a la cadena zeta 70; VLA-
4, molécula de adhesión de leucocitos vasculares-4; β2M, Beta-2 microglobulina; 
LDH, lactato deshidrogenasa; IL-8, interleucina 8; IGHV, cadena pesada variable de 
inmunoglobulina; BCR, receptor de células B. 
 

De los predictores mencionados, uno de los más confiables hasta la fecha es el 

"estado de mutación de la región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 
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(IGHV)", que se refiere a la presencia o ausencia de un número significativo de 

mutaciones somáticas en el gen IGHV expresado por el clon leucémico. 

Esto permite estratificar a los pacientes en dos categorías diferentes: aquellos con 

regiones IGHV mutadas (M-LLC, porcentaje menor a 98% con respecto a la 

contrapartida germinal) y pacientes con regiones no mutadas (NM-LLC, porcentaje 

igual o mayor al 98% con respecto a su contrapartida germinal) (8,9). Identificar si el 

paciente presenta o no mutaciones en IGHV es crucial, puesto que tiene un 

importante valor pronóstico. Ya que, aquellos pacientes con un NM-LLC se asocian a 

un mal pronóstico y una enfermedad progresiva. Por el contrario, los pacientes M-

LLC, presentan un mejor pronóstico y en su mayoría una enfermedad indolente (9). 

Por otro lado, las alteraciones citogenéticas estudiadas mediante la técnica de FISH 

(hibridación fluorescente in situ) permiten también evaluar pronóstico de la 

enfermedad. Aquellos pacientes en los cuales el clon tumoral muestra una 

citogenética normal o la del-13q14 muestran un mejor pronóstico que aquellos en 

donde el clon leucémico presenta las deleciones del gen TP53 (del-11q) y deleciones 

del gen ATM (del-17p). Finalmente, la otra aberración cromosómica es la trisomía del 

cromosoma 12, la cual muchas veces también está asociada a un mal pronóstico (10). 

 

Por último, los marcadores séricos como lactato deshidrogenasa (LDH) y, β2-

microglobulina (B2M) indican alta carga tumoral cuando se encuentran elevados. No 

son específicos de la LLC ya que se elevan también en otros procesos neoplásicos, 

pero son sencillos de determinar en la práctica clínica habitual (11).  

En busca de un índice pronóstico más adecuado que sea clínicamente significativo, 

fácil de usar, orientado a la toma de decisiones terapéuticas y aplicable en la práctica 
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clínica habitual, se ha propuesto el índice internacional de pronóstico de leucemia 

linfocítica crónica (CLL-IPI, del inglés Chronic Lymphocytic Leukemia-International 

Prognostic Index). Este incluye la edad del paciente, el estadio de la enfermedad 

(sistemas Rai o Binet), la deleción y/o mutaciones con pérdida de función del gen 

TP53, el estado mutacional IGHV y los niveles séricos de β2-microglobulina. Estos 

cinco parámetros se ponderan individualmente y se determina una puntuación 

compuesta que asigna a los pacientes a uno de los cuatro grupos de riesgo con 

diferente sobrevida global (SG) a 5 años (12). 

 

Tabla 3. Índice internacional de pronóstico de leucemia linfocítica crónica (CLL-IPI) 

Valor CLL-IPI Categoría CLL- 

IPI 

SG (5 años)  Tratamiento 

indicado 

0-1  Bajo riesgo  93,2% Watch-and-wait, 

Enfoque no tratar y 

vigilar al paciente 

 

 

2-3 Riesgo intermedio 79,3% No tratar, excepto 

cuando la 

enfermedad es 

sintomática 
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4-6 Alto riesgo 63,3% Tratar, excepto 

cuando la 

enfermedad es 

asintomática 

7-10 Muy alto riesgo 23,3% Si es posible tratar 

con drogas no 

citotóxicas 

(quimioterapia y 

quimio 

inmunoterapia) 

Dentro de los parámetros estudiados el que representa mayor puntaje es la presencia 
de deleción o mutación en TP53, a cuál se le asigna 4 puntos, mientras que aquellos 
pacientes con un perfil IGHV No mutado o un valor de β2-microglobulina >3.5 mg/L 
reciben 2 puntos, por último, una edad > 65 años o estadío RAI o Binet intermedio o 
alto recibe 1 punto (12).  

 

Tratamiento  

 

Considerando todo lo detallado hasta aquí, la decisión de iniciar el tratamiento 

depende de la presencia o ausencia de enfermedad activa y riesgo de progresión. El 

uso de anticuerpos monoclonales anti-CD20 como el Rituximab cambió el enfoque 

del tratamiento. Este anticuerpo se une a la molécula CD20 en la superficie de los 

linfocitos B, permitiendo su eliminación a través de los mecanismos de citotoxicidad 

celular dependiente de anticuerpos, citotoxicidad dependiente del complemento y por 

inducción directa de apoptosis (13). Posteriormente se desarrolló obinutuzumab, un 

anti-CD20 de segunda generación. Ambos anticuerpos están actualmente aprobados 
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en combinación con otros medicamentos para tratar la LLC (14,15). La adición de 

estos anticuerpos a la quimioterapia condujo a un aumento en la supervivencia, y ha 

sido durante mucho tiempo la primera línea de tratamiento para la LLC. Sin embargo, 

no es aplicable en todos los casos porque muchos pacientes, especialmente los 

pacientes de edad avanzada o con comorbilidades, sufren una recaída temprana o 

una mala respuesta al tratamiento.  Por lo tanto, existió la necesidad de desarrollar 

terapias adicionales con mecanismos de acción alternativos que sean efectivos y 

tengan un perfil de efectos secundarios aceptable. 

Estas terapias incluyen la tirosina quinasa de Bruton (BTK), la proteína anti apoptótica 

BCL-2 (leucemia/linfoma 2 de células B reguladoras de la apoptosis), inhibidores de 

la subunidad catalítica 3-quinasa del fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato delta (PI3Kδ). 

Estos agentes son más específicos y sin duda se han convertido en valiosas 

herramientas en el manejo de la LLC en la última década (16,17). El primero de estos 

inhibidores en ser aprobado como fármaco de primera línea y actualmente el más 

utilizado es el inhibidor irreversible de BTK ibrutinib. Otro fármaco que ha mostrado 

buena eficacia terapéutica y muy buena respuesta es el venetoclax, un inhibidor oral 

de la proteína BCL2 (B-cell lymphoma 2). BCL2 se sobre expresa y es importante 

para evadir la apoptosis en clones leucémicos, por lo que su inhibición promueve la 

muerte de células tumorales. Debido a que este es un mecanismo río abajo de p53, 

esta terapia ha tenido mucho éxito en pacientes con deficiencia o mutación de TP53 

(18). Además de su uso como monoterapia, estos nuevos agentes también se están 

evaluando en combinación con otros agentes terapéuticos. Un ejemplo es la terapia 

combinada con anticuerpos monoclonales anti-CD20 (rituximab, ofatumumab u 

obinutuzumab) (19,20). Por último, otra de las drogas de importancia en las terapias 
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dirigidas es Idelalisib, un inhibidor de PI3Kδ, proteína expresada selectivamente en 

células hematopoyéticas. Al inhibir esta proteína, Idelalisib bloquea varias vías de 

señalización celular involucradas en el mantenimiento de la viabilidad y proliferación 

de la célula B leucémica (21). A pesar de la eficacia clínica de estos inhibidores, tanto 

la resistencia primaria como la adquirida se han descrito en ensayos clínicos y en 

pacientes. Esto nos muestra que, aunque los inhibidores han mostrado ser un 

tratamiento eficaz para los pacientes con LLC, existe la necesidad de mejorar aún 

más los problemas de tolerabilidad y el desarrollo de resistencia (22,23).  

 

Proteínas de unión a ARN y su papel en la regulación de la expresión de genes 

 

La regulación postranscripcional controla la expresión génica y el comportamiento 

celular. Las proteínas de unión al ARN (RBP, del inglés RNA binding proteins) son 

moléculas clave del metabolismo celular, regulando la dinámica temporal, espacial y 

funcional mediante su unión a través de uno o varios dominios de unión al ARN (RBD 

del inglés, RNA binding domains) cambiando el destino o la función de los ARN unidos 

(24,25). Estas proteínas juegan un papel fundamental en la homeostasis celular al 

controlar la expresión génica de manera postranscripcional. Participan en 

interacciones altamente dinámicas con otras proteínas, así como con ARN 

codificantes y no codificantes, creando unidades funcionales capaces de regular 

prácticamente todos los pasos del procesamiento del ARNm; el empalme, 

poliadenilación, localización, estabilidad, exportación, traducción y descomposición 

(25,26). Debido a su importante papel en la regulación de la expresión génica, la 

desregulación de RBP se ha relacionado con varios tipos de cáncer humano (27–29). 
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Por esta razón, descifrar el papel de las RBP y de sus ARN diana relacionados con el 

cáncer conducirá a una mejor comprensión de la biología tumoral y potencialmente 

descubrirá nuevos objetivos para la terapia del cáncer. 

 

La proteína de unión al ARN Musashi 2 en cáncer y LLC 

 

La familia de proteínas Musashi (MSI), parte de las RBP, regula las decisiones sobre 

el destino de las células durante el desarrollo embrionario y desempeña un papel 

clave en el mantenimiento de la autorrenovación y la diferenciación de las células 

madre. MSI se identificó por primera vez en Drosophila melanogaster como 

importante para el desarrollo de las neuronas sensoriales; necesaria para la división 

celular asimétrica de la célula progenitora del órgano sensorial (30).  

 

La familia de genes MSI se conserva evolutivamente compartiendo ~75% de 

homología de las secuencias aminoacídicas y codifica dos proteínas estrechamente 

relacionadas en vertebrados e invertebrados, MSI1 y MSI2 (31). Ambas proteínas 

tienen dos sitios de reconocimiento al ARN capaces de unirse a motivos de consenso 

(G / A) U1-3AGU) en las regiones no traducidas (UTR) 3', 5' e incluso en la secuencia 

codificante de ARNm y regula tanto positiva (32–34) como negativamente la 

traducción de proteínas (35,36).  
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Figura 1. Representación esquemática de la función de MSI1. MSI1 interactúa con 

el 3´UTR de su ARNm blanco y PABP. Posteriormente, inhibe el inicio de la traducción 
al competir con eIF4G por PABP. Estos eventos secuenciales inhiben la formación 

del complejo ribosómico 80S. Adaptado de  Horisawa et al. 2010 (37). 
 
 

Debido a esto, las proteínas MSI pueden desempeñar un papel central en la 

regulación génica postranscripcional. MSI1 está asociado y se expresa 

principalmente en el sistema nervioso, más específicamente en células madre 

neuronales y precursoras indiferenciadas influyendo en el desarrollo neuronal (38). 

En tumores sólidos también se ha visto una alta expresión de esta proteína. Por otro 

lado, MSI2 se expresa primeramente en el sistema hematopoyético, influyendo en la 

proliferación y el destino celular de las células madre hematopoyéticas y neoplasias 

malignas hematopoyéticas (39,40). Su vinculación con el cáncer se describió 

inicialmente al identificarla como una proteína de fusión de la proteína homeobox 

HOX-A9 en leucemia mieloide crónica (LMC). Estudios más recientes, sugieren 

intensamente que MSI2 interviene en la proliferación tumoral, migración, invasión, 
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autofagia, entre otros (41). Curiosamente, MSI2 se expresa altamente en diversos 

tipos de cáncer como el glioma, cáncer de mama, páncreas, colon, pulmón, ovario, 

próstata y vejiga (40,42–46). Estos niveles de expresión de MSI2 en tumores son más 

altos que en los tejidos sanos correspondientes y están relacionados tanto con el 

origen de la neoplasia, como el nivel de diferenciación tumoral y el mal pronóstico de 

los pacientes. Además, se han descrito altos niveles de MSI2 no solo en tumores 

sólidos, sino también en distintos tipos de leucemias ((39,47–50), como LMC (51), 

leucemia mieloide aguda (LMA) (47), leucemia linfoblástica aguda de células B (LLA-

B) (49), así como la leucemia linfoide crónica (LLC) (48–53).  

Particularmente en LLC, nuestro grupo describió que al comparar la expresión génica 

global de células de LLC recientemente divididas con la de células previamente 

divididas, hay niveles más altos de genes involucrados en la regulación de la 

expresión génica, y uno de ellos fue el oncogén MSI2. Se reportó por primera vez en 

experimentos ex vivo e in vitro que los niveles de proteína MSI2 son más altos en 

células leucémicas en división y recientemente divididas. Y, por otro lado, también se 

reportó que bajar la expresión de MSI2 o bloquear su función elimina las células de 

pacientes con LLC en humanos y modelos murinos. Llamativamente, las células T 

maduras y las células madre y progenitoras hematopoyéticas no se ven afectadas. 

También confirmaron que los niveles más altos de MSI2 se correlacionan con 

marcadores de resultados deficientes, tiempo más corto hasta el primer tratamiento y 

supervivencia general. Por lo tanto, estos datos destacan un papel importante para 

MSI2 en la supervivencia y proliferación de células de LLC y asocian a MSI2 con un 

mal pronóstico en pacientes con LLC (53). Por esta razón y debido a que MSI2 regula 

varios procesos biológicos asociados con el cáncer, esta proteína representa un 
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blanco terapéutico prometedor no sólo para las neoplasias linfoides como lo es la 

LLC, sino también para tumores sólidos. 

 

Interesantemente MSI2 tiene cuatro isoformas de splicing (MSI2a, MSI2b, MSI2c y 

MSI2d) que no han sido previamente estudiadas en LLC. Todas las cuales contienen 

dos motivos de reconocimiento de ARN (RRM) conservados para unirse a los ARNm 

objetivo, pero difieren en el extremo amino (N) o carboxilo (C) terminal (54). 

 

Figura 2. Esquema gráfico de las 4 isoformas MSI2. Adaptado de Li et al. 2020 

(55). 

 

Curiosamente a pesar de todas presentan ambos sitios de unión al ARNm se ha 

descrito que las diferentes isoformas de splicing alternativo de MSI2 tienen funciones 

específicas. Se informó que la isoforma MSI2a activa la traducción del ARNm blanco 

durante la maduración de los ovocitos de Xenopus durante la diferenciación de células 

de mamíferos en cultivo a través de la fosforilación de dos residuos de serina 

conservados, mientras que la isoforma MSI2b truncada que carece de los dos sitios 
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no logró promover la traducción del ARNm blanco y no fue permisivo para la 

maduración de los ovocitos de Xenopus (54).  

En cáncer de mama se ha descrito que la isoforma MSI2a parece estar asociada a la 

progresión del tumor (55). En dicho trabajo, Li et al., investigaron la expresión y las 

funciones fenotípicas de dos de las isoformas de splicing alternativo de MSI2 (MSI2a 

y MSI2b) y los posibles mecanismos moleculares implicados en la progresión del 

cáncer de mama triple negativo (CMTN). El estudio demostró que MSI2a es la 

isoforma funcional predominante de las proteínas MSI2 en CMTN, que su regulación 

negativa está asociada con la progresión del cáncer y el mal pronóstico de los 

pacientes. Y también describieron que la expresión de MSI2a inhibió la invasión de 

CMTN al estabilizar el ARNm de TP53, proteína supresora de tumores fundamental 

en el ciclo celular.  

Es por esto que nos preguntamos si efectivamente hay una expresión diferencial de 

las isoformas de MSI2 en muestras de pacientes de LLC y si las mismas se 

encuentran asociadas a la progresión de la enfermedad. 
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Objetivos 

 

Objetivo general 

Contribuir al conocimiento del rol de la oncoproteína MSI2 en la progresión de la 

Leucemia Linfocítica Crónica. 

 

Objetivo específico  

Evaluación de la distribución de las variantes de isoformas de splicing de MSI2 en 

donantes sanos y pacientes con LLC. Por PCR en tiempo real nos proponemos 

determinar la distribución de las variantes de isoformas de MSI2 en una cohorte de 

pacientes de LLC y compararlo con donantes sanos. A su vez determinar si existe 

alguna diferencia en dicha distribución comparando muestras de pacientes de mal 

pronóstico, progresores con los de buen pronóstico indolentes. 
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Materiales  

 

Muestras de pacientes con LLC  

 

Las muestras utilizadas en el presente trabajo final de carrera provienen de pacientes 

atendidos en el servicio de Hematología del Hospital Maciel en Montevideo, contando 

con la aprobación del comité de ética de investigación del Hospital Maciel. Todos los 

pacientes proporcionaron un consentimiento informado, de acuerdo con las 

regulaciones éticas de Uruguay y de la Declaración de Helsinki. El diagnóstico de LLC 

se basó en características celulares e inmunofenotípicas, de acuerdo con las guías 

de diagnóstico vigentes. Las características clínicas específicas de cada paciente se 

encuentran en el ANEXO 1.  

Dichas células se encuentran en el biobanco de LLC del Institut Pasteur de 

Montevideo.  

 

Métodos 

 

Extracción y cuantificación de ARN  

 

La extracción de ARN a partir de las células se realiza con el reactivo Trizol. Dicha 

técnica debe realizarse en campana de gases. Se llevó a cabo a partir del pellet de 

células seco luego de reiterados lavados con PBS y posterior centrifugación por 5 min 

a 400 g y 4ºC de forma de eliminar por completo el medio de cultivo. 
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A dicho pellet se le añade Trizol en una relación de 1 mL para 5 millones de células y 

homogeneizando vigorosamente mediante el uso de vortex. Luego se añaden 200μL 

de cloroformo, se vortexea la muestra y se la incuba 10 minutos a temperatura 

ambiente. Se centrifuga a 12.000 g por 15 minutos a 4ºC. La fase acuosa obtenida se 

pasa a un tubo limpio y se precipita el ARN añadiendo 0,5mL de isopropanol, 

mezclando por inversión e incubando por 10 minutos a temperatura ambiente. 

Posterior a esto se centrifuga nuevamente en las mismas condiciones por 10 minutos 

y se descarta el sobrenadante de manera de quedarse solo con el ARN que se 

encuentra en el pellet. Para lavar el pellet, se añade 1mL de etanol 75% y se 

centrifuga a 7.500g por 5 minutos a 4ºC. Se descarta el etanol y se deja secar el pellet. 

Como último paso se resuspende el pellet en H2O libre de ARNasas y se incuba por 

10 min a 60ºC. 

Una vez realizada la extracción se debe mantener en hielo o se guarda a -20ºC. 

 

Para la cuantificación y evaluación del ARN de calidad, se mide la absorbancia a 

260nm y la relación 260/280 para la pureza del mismo. En este caso se utilizó el 

equipo de cuantificación de ARN Nanodrop. 

 

Síntesis de ADNc 

 

Luego de la extracción de ARN se procede a la obtención de ADNc a partir del mismo. 

Para dicha síntesis se realizan dos mix. El mix 1 consta de entre 200 - 500 ng de ARN, 

2μL de dNTPs 10 mM (Sigma Aldrich, D7295), 2μL de Oligo dTs y 10μL de H₂ O libre 

de ARNasas. Dicho mix se incuba a 65ºC por 5 minutos y posteriormente se deja en 
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hielo. El mix 2 consta de 8μL de 5X First Strand Buffer (Invitrogen), 4μL de DTT 0,1M 

(Invitrogen), 2μL de H2O libre de ARNasas. Se mezcla el mix 1 con el mix 2 e incuba 

a 37ºC por 2 minutos. Posteriormente, se agrega 1μL de enzima M-MLV (NZYTECH) 

y se realizan dos incubaciones. La primera de 50 minutos a 37ºC y la segunda 15 

minutos a 70ºC. El ADNc obtenido se guarda a -20ºC para su posterior uso en los 

estudios de PCR semicuantitativa y en tiempo real. 

 

Reacción en cadena de la polimerasa semicuantitativa y en tiempo real  

 

Las diferentes PCR se realizaron a partir del ADNc obtenido en el paso 

anteriormente mencionado. Para ello, en el caso de la semicuantitativa se realiza el 

ciclado que se detalla en la siguiente tabla. 

 

Tabla 4. Condiciones de reacción para PCR semicuantitativa 

Etapas Temperatura Tiempo Ciclos 

Inicial 95ºC 5 minutos  

 

Desnaturalización 94ºC 30 segundos 30 ciclos 

Annealing 59ºC 30 segundos 

Extensión 72ºC 1 minutos 
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Extensión final 72ºC 10 minutos  

 

En cuanto a la mix de PCR se realizó de manera de tener una reacción de volumen 
final de 25 μL. La enzima utilizada fue la Taq DNA Polymerase (NZYTECH). 

 

Tabla 5. Máster Mix de la reacción de PCR semicuantitativa 

Reactivos Volúmenes 

Buffer 10X 2.5 μL 

MgCl2 50mM 1.25 μL 

dNTPS 10mM 0.75 μL 

Primer FOR 10 μM 1.25 μL 

Primer REV 10 μM 1.25 μL 

Taq DNA polimerasa NZYTECH 0.25 μL 

ADNc 1.00 μL 

H2O libre de DNasas 16.75 μL 

Volumen final 25 μL 

 

Los cebadores utilizados para las distintas amplificaciones de las proteínas son los 

siguientes. 
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Tabla 6: Cebadores específicos para la amplificación de las diferentes isoformas de 

MSI2 

Cebador Tipo Secuencia 5'-->3' Tamaño del 
producto 

MSI2 Total 

 

Forward GGTCATGAGAGATCCCACTACG  
 

75 pb 
 

Reverse TCTACACTTGCTGGGTCTGC 

MSI2 a 

 

Forward TTCATGCTTGGCATGGGGAT  
174 pb 

 
Reverse CGGGTTGGAGCCTGATCCT 

MSI2 b 

 

Forward TGACATCGGTGCTCACTTCT  
191 pb 

 
Reverse GTCTGCGAACGTGACGAAAC 

MSI2 c 

 

Forward AGGAGCGCCAGGGTTAAAAT  
160 pb 

 Reverse CGAACGTGACGAAACCGAAG 

MSI2 a-d 

 

Forward TATGGAGGCAAATGGGAGCC  
109 pb Reverse GCTATCTGGTGAGGTCTGCC 

β-actina 

 

Forward AGTCATTCCAAATATGAGATGCGTT  
123 pb 

 Reverse TGCTATCACCTCCCCTGTGT 

 

A continuación, se muestra donde se unen los pares de cebadores mencionados 

anteriormente en cada una de las secuencias nucleotídicas. 
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Homo sapiens musashi RNA-binding protein 2 (MSI2), transcript variant 1, mRNA 

(isoforma a) 

  
CTCGCCGCTGCCCCGGCTCCGCCGCTCGCAGAGAGATTCGGAGGAGCCCGGGCGGGGGGGAGGAGGAGGGG

GAGGAGGGAGCGGAGATCTCGGGGCTCGGAGCCGGCCGCCGCTCCGCTCCGATCGCTGTGGGGCTTGGTTT

TTTGGGGGTGGGGGGGCGGGGGGGCTCAGATATGGAGGCAAATGGGAGCCAAGGCACCTCGGGCAGCGCCA

ACGACTCCCAGCACGACCCCGGTAAAATGTTTATCGGTGGACTGAGCTGGCAGACCTCACCAGATAGCCTT

AGAGACTATTTTAGCAAATTTGGAGAAATTAGAGAATGTATGGTCATGAGAGATCCCACTACGAAACGCTC

CAGAGGCTTCGGTTTCGTCACGTTCGCAGACCCAGCAAGTGTAGATAAAGTATTAGGTCAGCCCCACCATG

AGTTAGATTCCAAGACGATTGACCCCAAAGTTGCATTTCCTCGTCGAGCGCAACCCAAGATGGTCACAAGA

ACAAAGAAAATATTTGTAGGCGGGTTATCTGCGAACACAGTAGTGGAAGATGTAAAGCAATATTTCGAGCA

GTTTGGCAAGGTGGAAGATGCAATGCTGATGTTTGATAAAACTACCAACAGGCACAGAGGGTTTGGCTTTG

TCACTTTTGAGAATGAAGATGTTGTGGAGAAAGTCTGTGAGATTCATTTCCATGAAATCAATAATAAAATG

GTAGAATGTAAGAAAGCTCAGCCGAAAGAAGTCATGTTCCCACCTGGGACAAGAGGCCGGGCCCGGGGACT

GCCTTACACCATGGACGCGTTCATGCTTGGCATGGGGATGCTGGGATATCCCAACTTCGTGGCGACCTATG

GCCGTGGCTACCCCGGATTTGCTCCAAGCTATGGCTATCAGTTCCCAGGCTTCCCAGCAGCGGCTTATGGA

CCAGTGGCAGCAGCGGCGGTGGCGGCAGCAAGAGGATCAGGCTCCAACCCGGCGCGGCCCGGAGGCTTCCC

GGGGGCCAACAGCCCAGGACCTGTCGCCGATCTCTACGGCCCTGCCAGCCAGGACTCCGGAGTGGGGAATT

ACATAAGTGCGGCCAGCCCACAGCCGGGCTCGGGCTTCGGCCACGGCATAGCTGGACCTTTGATTGCAACG

GCCTTTACAAATGGATACCATTGAGCAGGTGCTTTCGTTGCCATCTCACTCTGAGAGCATACCTGGATGTC

CAGGCAAGACTGGGCGAAGTTTCTGAGTGGCCCTTTGTTTAGGTGATGTCCTCAGACCTGGACCCCCACCA

GCCTCACTCCCCATCCCAACCAGAGATGGCTCACTTCGGATCGAGGGTTGACTACATCTCATCATCTCACG

AATCTGCTGTAATATAAGACAACAGCTTTTAAATGTGTATATAACCCATGATTTCGGTTTTGTTTTGTTTT

GTTTTTCTTGATGGTTTCCCTCTCCCTCCCTCTCTTCCCATTCTCCTTTTAAATCTCTTTGAATCACATTT

GGTAGTGATTTTGACTTAGTCCAGTAGTCACATAGCTTTAATATCTAGTTCAAAGCTAACCATAGTATAAT

TGTTATATTAAGGAGTTAT 
 

Homo sapiens musashi RNA-binding protein 2 (MSI2), transcript variant 2, mRNA 

(isoforma b) 

 
GCTTTCCTTTTAGCTTTTGTAAGTTACACGTCAAAATGGCCGATCTGACATCGGTGCTCACTTCTGTTATG

TTTTCTCCCTCTAGTAAAATGTTTATCGGTGGACTGAGCTGGCAGACCTCACCAGATAGCCTTAGAGACTA

TTTTAGCAAATTTGGAGAAATTAGAGAATGTATGGTCATGAGAGATCCCACTACGAAACGCTCCAGAGGCT

TCGGTTTCGTCACGTTCGCAGACCCAGCAAGTGTAGATAAAGTATTAGGTCAGCCCCACCATGAGTTAGAT

TCCAAGACGATTGACCCCAAAGTTGCATTTCCTCGTCGAGCGCAACCCAAGATGGTCACAAGAACAAAGAA

AATATTTGTAGGCGGGTTATCTGCGAACACAGTAGTGGAAGATGTAAAGCAATATTTCGAGCAGTTTGGCA

AGGTGGAAGATGCAATGCTGATGTTTGATAAAACTACCAACAGGCACAGAGGGTTTGGCTTTGTCACTTTT

GAGAATGAAGATGTTGTGGAGAAAGTCTGTGAGATTCATTTCCATGAAATCAATAATAAAATGGTAGAATG

TAAGAAAGCTCAGCCGAAAGAAGTCATGTTCCCACCTGGGACAAGAGGCCGGGCCCGGGGACTGCCTTACA

CCATGGACGCGTTCATGCTTGGCATGGGGATGCTGGGATATCCCAACTTCGTGGCGACCTATGGCCGTGGC

TACCCCGGATTTGCTCCAAGCTATGGCTATCAGTTCCCAGACTATTTGCCGGTTTCACAAGACATAATTTT

TATCAACTAGCTCTTAAGAGAGGCATAGCAAAGTGGGGGTTGCTACCATTTCTAGAGAGAGAGGACACAGT

CCCGGCCTGGGCTGCCCCCGCTCCAGTCAATGCTCACTGAAAGTCTGTCTTAGCTGCCTGTTTGAATGACT

GTTCTTTTTCTCATTTTTAATTCTTGGACTCATGTCCTCATTGCTTCACTCAATTAAAAAAAAATTATTCT

CCAGTCCCCTCCCACTTTGCTTCTTGTATGCATTGTGACCGACCCCACTTCCTCAGAATGTAACGGGGCCA

GAGGGAAACTTCTCACAAACTTCGTAGAGCCTCCTCAGGGGAAGCTAGGAAGAAGACATCAAATGTTTTTA

AGTCATGACCAAACAGGCTTGTTGGGGACATATCATGGGGTGAGCTTTGAAGTGCTGGTGGTCCAGAGGGG

TTGCAGATACGTGACTTGGAGCACCCGTGTCTTACGATGGACAGTGATAAAGGTGAACACACAGAGACAGA

CTATTCTCTAAGAATGTGAGAAACCTGATCTGGAAGAGGAGCTATATAAACACTATCTGACTATCTTTGTC
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TTTTGGGGCCAGTGGCTGTTGGCATAATCACAAGCCTGTCTGTCTTCGAGAAGGGACAGTGGAGTCATCCA

GGTGCTGCCACATGACAGGCACGGTGGGCACCGATCCACAGTGGGCCCCGCCTTCCCCAGCTCGCCTCCCT

GCCTGTGCTGGCCTGGCCTTGCCTGCTGGCACCATTGGAGTAGGAGGGGGTGGAACACAGGGGGCCCATCC

TGATCAGGCCCCATCTCAAGGTTGGCACTCCTGCCCATCACCCTTAGAAGGATCTTTTCCCATGGCTTGAC

TTCCTTCATTTCCCTAACTGAAATACACCCACTCTCTTGGAATAATGACGTACCACTCAGTTGGACCCTCA

AGAGTCACTGCTTTGTCTGTGCTGGTAGTTTGTGAGAAGTGACCCGCACGCTTCCATTTGATGCATTTGAT

GTGAGTGAATCCATACATTTGAATGTCATTGTCCTTGAGACCCTACATGTGCAGTTTGGCTCATCTCATTA

AAGATGCTTGATGTAATAATTGGTTAGTTTCCTTTTATTTTCCTGCAGGCTTTTCCATGAGTATTATTTTT

TTCAAAGAACAAATCTGTATGGCTTTTCCCCATCTCCATATTTTGTTTTGCTATGAATTGCTTTGCTTTGG

TGAACTTGTCCTAGTATGCTTGCCTCACAAACGTTTTAGCCATTGTGAATTTTCTTCATCTCTGTAAATAG

TTCATCTGTGCTTCTCCCTGATGACGTTTTATTTTTTTTCCCCTGTAAGCAACCGAGGTAGAAAAATAAAT

TGTTTACCATGGAAAAAAAA 

 

Homo sapiens musashi RNA binding protein 2 (MSI2), transcript variant 3, mRNA 

(isoforma c) 

 
AGAGCCAGAGAGAACTTCCAGCGCAAAAGGAAAATAAAACTTGTGGCTGGTGTTTGTGCAGGAGGGTCTCC

GCCATCCTGAAGCCCCCCGATCCTGGGGCGTCTCGGGGGCCGCCAAAGGAGCGCCAGGGTTAAAATGTTTA

TCGGTGGACTGAGCTGGCAGACCTCACCAGATAGCCTTAGAGACTATTTTAGCAAATTTGGAGAAATTAGA

GAATGTATGGTCATGAGAGATCCCACTACGAAACGCTCCAGAGGCTTCGGTTTCGTCACGTTCGCAGACCC

AGCAAGTGTAGATAAAGTATTAGGTCAGCCCCACCATGAGTTAGATTCCAAGACGATTGACCCCAAAGTTG

CATTTCCTCGTCGAGCGCAACCCAAGATGGTCACAAGAACAAAGAAAATATTTGTAGGCGGGTTATCTGCG

AACACAGTAGTGGAAGATGTAAAGCAATATTTCGAGCAGTTTGGCAAGGTGGAAGATGCAATGCTGATGTT

TGATAAAACTACCAACAGGCACAGAGGGTTTGGCTTTGTCACTTTTGAGAATGAAGATGTTGTGGAGAAAG

TCTGTGAGATTCATTTCCATGAAATCAATAATAAAATGGTAGAATGTAAGAAAGCTCAGCCGAAAGAAGTC

ATGTTCCCACCTGGGACAAGAGGCCGGGCCCGGGGACTGCCTTACACCATGGACGCGTTCATGCTTGGCAT

GGGGATGCTGGGATATCCCAACTTCGTGGCGACCTATGGCCGTGGCTACCCCGGATTTGCTCCAAGCTATG

GCTATCAGTTCCCAGGCTTCCCAGCAGCGGCTTATGGACCAGTGGCAGCAGCGGCGGTGGCGGCAGCAAGA

GGATCAGTCCTGAATAGCTACAGTGCTCAACCGAATTTTGGCGCGCCCGCTTCCCCGGCAGGCTCCAACCC

GGCGCGGCCCGGAGGCTTCCCGGGGGCCAACAGCCCAGGACCTGTCGCCGATCTCTACGGCCCTGCCAGCC

AGGACTCCGGAGTGGGGAATTACATAAGTGCGGCCAGCCCACAGCCGGGCTCGGGCTTCGGCCACGGCATA

GCTGGACCTTTGATTGCAACGGCCTTTACAAATGGATACCATTGAGCAGGTGCTTTCGTTGCCATCTCACT

CTGAGAGCATACCTGGATGTCCAGGCAAGACTGGGCGAAGTTTCTGAGTGGCCCTTTGTTTAGGTGATGTC

CTCAGACCTGGACCCCCACCAGCCTCACTCCCCATCCCAACCAGAGATGGCTCACTTCGGATCGAGGGTTG

ACTACATCTCATCATCTCACGAATCTGCTGTAATATAAGACAACAGCTTTTAAATGTGTATATAACCCATG

ATTTCGGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTTCTTGATGGTTTCCCTCTCCCTCCCTCTCTTCCCATTCTCCTTTT

AAATCTCTTTGAATCACATTTGGTAGTGATTTTGACTTAGTCCAGTAGTCACATAGCTTTAATATCTAGTT

CAAAGCTAACCATAGTATAATTGTTATATTAAGGAGTTATTTTTTCTTAAAACATTTTTTTTTGCTTGTTT

TGGTTCTGTTCTCACTTTTAAAGGATGCTGAGATGGTAATATGACTCTCCATATTTTGGTACCAATTCTGA

GACTGTATGAATTTTCAGGTGGAACTTTAGCACACACTGAAGCAAAGTTGTGAAGTGCAGGGCGGGAGGTG

GGCGTGAGCTTTCTATTTTGCGTTGTAGAAGAAGTGAGATGTAGTAAGCTAATTAACAGACTTTCTAGCAG

TTCTTTTTGTGATGTCTCTTTGTTAATCTGAGTCTATCTATTTTCGGCAATAAGGTAAGGACGACAGTGTT

TTGAGTGTCCTCCTTTTCTATAAGTGCTTTTTTTCTGTTGAAAGAGGTGATATTATAAGGTTTTTTGAAAT

TGTGAATTCTAAAAAAGAAATGTTGTAAATACAATTCCATTAACTACATAGAAACTATTAAGAAAGAGAGA

ATCAAAAATATTTTTGTGAGGGAGTCGGTCCCAGGCAGTTTGATGCTCTGTGGAAGGAGGCGGGAAGGGAA

CGTTGGCCAAGTCAGTTACTGAGATGAAGATCGCCCAGCTGCCAGGACCACCCCAGGACAAGTTAGAGCAC

TGTTTAGCTCCTTTGTCTGTGTGATAGACCTAAGAACTGTATTAGTGTTGTACCAGCCTATTAACCTCTTG

TCTGTGCACAGCTTCAAATGTTACCGTCTAGTTAGATTTTTATTTAAAATATGAAAAACTGCTTTTCCCAA

GATGTTTTTTAAAAACAAAGCTACAATTTTAATATTTAACATATTTAAAGTTTCAAAGCACACCTGTTTGG

CTTGGGTGGGGGTGGGGTGGGGGGGACATTCTTTTTCAGTCTTAATTTTTAAATATTTGATCATTTTCTAT
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TGTCCAATCATTTCAGCACCTCCAAAGGTCCCTAGGACACTTTGCCTCTCTTCTCCCCCTGCCCCCCACCC

TGCTCCCACATCTGGGGGCCCATGGGCCAGGAGTGGATAAGCCTGCATTAATACAACCTTTCTCCATTCAC

TTTCTATTTACAAATTAGGAAAGCAACCTTTTGGTTTATATATATTTTTTTTAATACCTCAGTGCTGCAAG

TATCACCAGAGAGGCTATGGAAGAATTTTTTTTTAATTTATTGTAGATGTAAACAGAATTTTAAAAATAAA

AAGTATAAACATCACTGCACTGTGACTGGTGGGAAAAACTGACAGTTTCCTCTTTGCACATGTTTAACATT

TGGCTGTTATAATATATGGTCCTCGGTTGGGGAAAGATACTTATGATGAAGGATATTTTTTAATTTAACTT

TTTTTTAAATATTGGTAATAGGTCGGCAACAGCAACTATAGAAGTACAACTCAATAGATGGCATTAAAACA

TATTGTAGTGTGGATATATATTTTTTCTTTTTTAAAATGTGATATTGACGTTTTATTAATATTTTTTAAAT

TGTTACGTTTATAAATTTGGTACTTAAGGCACAGCCAGTATGAGACACTGAATGCGACATTTATTATAAAG

AGCTGCTGCACTCCTATTTTTATAAATTTTACTAACAAAGTAGACTAATGTAGACATTCACAGACATGGTA

GGGCAAAAGCATCTTCAAACTAAAGACTCCAAAATGCTAACTCAGAAAGAAAGAAAAAACCCGTTTTCAAT

TCTAATGAAACAGCAACAACATTTTTTTTAATTAAAAAAAAAATCATGTTCTTTGTTTTTCTAATAAAATG

TTAGGTTGTTTGGTGAGGTTTTTTTGTTGTTTTTTTCCTTTCTTTGTTTCTTTTCTTTTCCCCCAAACAAC

CAGATTAAATGCTGAGCGCTTTTAAAATATCAAAACTTGTTCAAGTCATAAAACAACAAAACATAAGTTTT

ATTTAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAAATAGTAAATTCCCAGAAATTCAGTGTTTAGACGAGGGAATTTAA

TTCCTATTTTGTCCATGTTGGTGATGTACTGTACTTCCCTTCCTTTTCTCTGCATCCCCCATCACCTCATA

GAAGACTCTTTGTTGATCATTGTATGTTAATAATGTATAAAATGGCTATCTTGTAAGCGTGCTGTCCTGGT

ACTAGTGTAGCGACTTTTTTTCTCCTCTTTCTTCTAGTACATATTGATAGGTATAACATAATTAAGGTTTA

AAAAAAATTAGACATAGTTATTCAGATTTAGGACCAGTAAGGATAGAACTTTCTCTTATTTATGAAAAAAA

ATGCTAATAATTTTGGGGCAGTTTTTTCCTTTAATTATTTTTTTCAATTTCAAGTTTAATTTTATTTTAGC

TGATCTGATGTGGTTTCAACTAACCCAAGGTCTCACCATGTTAAAATGCCGGCGGACTCTACGGCGTTTTG

TAGATCCCCCCCCCCCCACCCACTGTGAAGGGGTGCCATACTACCTTAAATGCTAATGCTAGATATGCAAA

ACTGGATTTTTTTAATTTATTTTTTAAAAGAGGGAGGCATGGTATATTAAAATGATTTTACTAAGAGAAAA

AATATTTTTTTAAGAATGCTCAGAAGAAATTGATAATCTGTGTGAATATGTTTTAGATGTTTATATACCTT

TTGAAGAGACCCAGTAGCCCATAGCACAAATCTTGTGGAAATCCGATATGTTTTAATGTGGCTACCTAGGT

TTAAGGTTCACGTTAGTCCCCCCATTCCATCTAGAAGTCCATTTTGAAAGATTTTTGTAAATTCTTTTAAC

ACTGATGTTTCAGCCTCGTCTTTGTTTCAGTTAAGCTCAATGGCGAACATGGGAACCACCTTTCGCCTTCC

CTGGGGGAGAAACCCTCTTGGCTGATGGCTTTTCCCCGGAATTATCAAACAGCCACCGGGTGACTTTCTGG

CTTCCAGATCCATCTGCCTGAGACCCCCGAACTCCTCTCCTCCCAAGCAGAGGCGAGTGAGTGGCATTAGC

TCCCGGACCCATTCCCGGTCCTAGCTGGGCATGGGGCTGACGGAGATGACCAAGCCTTGGTCTGCTCTCTA

GCAGCTTCCACAGACTTGGCTCGTGGCCTTCCTTATATCCACTGGGAACAAACAGCCTCGCGCTCTATACC

AAACAGCCTCGCGCTCTATCCCAGTCGCCCATTAGCTTGATTCAAACAAAGCCCCAGCAGGCCTTTGCGTT

TTTATCCTTCATAACCTTCATCTTAATTTGAACTTGTAGCTTGGACTTTAAGGTAGCATGGCTCTATTGCT

GTCAATTTACTGTTTCACTGCACAGCAATCACAGCCAGTGAATGTTACACACATCTTGCTAGACTAGTATA

AAAATCATTGGGTAATTGTTGGTTCTAATGACCTGAAAGGTGTTCAGTTTTTGTTCTTGGTTTTGTTTTGT

TTTTGATTTCTTGGGGGTGGGTTTTGCTTGTTGTTCCTTTTCATTTGGGGGTTTTTGGGGAAAAAATTTAT

TTTTGGTTCCAAATAGAAAAACAAAACCTATTTTGATCTTTAGTGCAAACGAGGGCTAGGGACTTAGCCTC

CTCCACCACCTCCACACTGCTTCATTCTGCCATTCACTCACTGCAGCATATTCAAGAATAAAGCAATATCG

TTTACTACATTTTTTATTGAAGGTCAGCCATGCTTTCTGTATTATATTGCATATGAAATTGTTTACAAAAG

AAACACTAACTCATACTTCTCTTTATTGGTTGCAAGTGGCACGCAGGAACAGAGGGAGAGTGGGGGGCTGG

TGGGGGAGGGGAGATTTTTTTTTTTTTTTCTTGAATGTGCTTCGCAAGCCAGGCTATCTTCCAAGGAAGGC

AGACAGTGGGAGAGCAGAGGGACTGACTGCAGGCAAGCACATTGAAGAAAGACACTGGCGGGTTTCCCCAC

CCTCACCCCAAAGCAGAAAACTAGCAGACGTCAGCTCAGCCCCGTCCTGGGCACAGACACTACACAAGGAG

ACGCTGGAAGTTAAGCAATACTTTAATACTGTAATATGTTTGTTTTCTTTTTCTTTCTTTTTTTTCTACCA

AAAAAAAGTAAGTAAACTAAAACACAAAAACATATAAATAAAATCCATCCCTCTTGTCGGGGACCTGCAGG

GGGGCAACCTTAATCCAAACACCTGGCTATCAAATAATCAGAATGTATTGTCTCAGACAGGATTTCAGTTC

CGGGAGGCAGGGGCATGATGGGGGAGGGGGCCGGAGGCTGAGAGACAAAAGTTCCAGAGCCTCCCTCGAAG

GTTCTCTACTACTGTATTCTGTACATAATGTACCATCCCATGTGGAATCTGTGAGTGTCCTCTTAAGTAGC

GTGGGCTAGCCAATCTGCCGTTCATGGTGTATTGTAAACTCCGAATTCCATATGTAATAGGATGCAAGTCT

AAGCGTTTCATGTGGACATAAATGTATCTAAATAAAACTTTCCCTAGCACTGTGGCTGACCTCACCCTTAC
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TTTTATACTTTAGTATGAAACTGATGAGAACTTTGGTAGTGAGTATTTTTTTTATATATATACATATATAT

GTACTATCTATATATATATCTCAAGCATCTTTCAGGTCTTTGTGTGTGGCTTTCTTAAAGCCCTGTTGTAA

AAAATTACTATGTGGATGGCAGTCTCTCACATCACAGATGTGGAAAGTATAATTTTATATTTGTATTTTCA

AATAAATAAGTTTGTGAAAGGTTTCCATCCTCTACTGTGGTCCAGAAATCAATGTGTTTGTCTGACAAAAA

AAAAAATAAAATAAAATAAACTGTTTTGAACAGA 

 

Homo sapiens musashi RNA binding protein 2 (MSI2), transcript variant 4, mRNA 
(isoforma a-d) 
 
GTGCGAGGCAGCGGGGCTGAGCTAAGCCGAGCCCACGTGTGACGGCTCTCGCCGCTGCCCCGGCTCCGCC 
GCTCGCAGAGAGATTCGGAGGAGCCCGGGCGGGGGGGAGGAGGAGGGGGAGGAGGGAGCGGAGATCTCGG 
GGCTCGGAGCCGGCCGCCGCTCCGCTCCGATCGCTGTGGGGCTTGGTTTTTTGGGGGTGGGGGGGCGGGG 

GGGCTCAGATATGGAGGCAAATGGGAGCCAAGGCACCTCGGGCAGCGCCAACGACTCCCAGCACGACCCC 

GGTAAAATGTTTATCGGTGGACTGAGCTGGCAGACCTCACCAGATAGCCTTAGAGACTATTTTAGCAAAT 
TTGGAGAAATTAGAGAATGTATGGTCATGAGAGATCCCACTACGAAACGCTCCAGAGGCTTCGGTTTCGT 
CACGTTCGCAGACCCAGCAAGTGTAGATAAAGTATTAGGTCAGCCCCACCATGAGTTAGATTCCAAGACG 

ATTGACCCCAAAGTTGCATTTCCTCGTCGAGCGCAACCCAAGATGGTCACAAGAACAAAGAAAATATTTG 
TAGGCGGGTTATCTGCGAACACAGTAGTGGAAGATGTAAAGCAATATTTCGAGCAGTTTGGCAAGGTGGA 
AGATGCAATGCTGATGTTTGATAAAACTACCAACAGGCACAGAGGGTTTGGCTTTGTCACTTTTGAGAAT 
GAAGATGTTGTGGAGAAAGTCTGTGAGATTCATTTCCATGAAATCAATAATAAAATGGTAGAATGTAAGA 
AAGCTCAGCCGAAAGAAGTCATGTTCCCACCTGGGACAAGAGGCCGGGCCCGGGGACTGCCTTACACCAT 
GGACGCGTTCATGCTTGGCATGGGGATGCTGGGATATCCCAACTTCGTGGCGACCTATGGCCGTGGCTAC 
CCCGGATTTGCTCCAAGCTATGGCTATCAGTTCCCAGACTATTTGCCGGTTTCACAAGACATAATTTTTA 
TCAACTAGCTCTTAAGAGAGGCATAGCAAAGTGGGGGTTGCTACCATTTCTAGAGAGAGAGGACACAGTC 
CCGGCCTGGGCTGCCCCCGCTCCAGTCAATGCTCACTGAAAGTCTGTCTTAGCTGCCTGTTTGAATGACT 
GTTCTTTTTCTCATTTTTAATTCTTGGACTCATGTCCTCATTGCTTCACTCAATTAAAAAAAAATTATTC 
TCCAGTCCCCTCCCACTTTGCTTCTTGTATGCATTGTGACCGACCCCACTTCCTCAGAATGTAACGGGGC 
CAGAGGGAAACTTCTCACAAACTTCGTAGAGCCTCCTCAGGGGAAGCTAGGAAGAAGACATCAAATGTTT 
TTAAGTCATGACCAAACAGGCTTGTTGGGGACATATCATGGGGTGAGCTTTGAAGTGCTGGTGGTCCAGA 
GGGGTTGCAGATACGTGACTTGGAGCACCCGTGTCTTACGATGGACAGTGATAAAGGTGAACACACAGAG 
ACAGACTATTCTCTAAGAATGTGAGAAACCTGATCTGGAAGAGGAGCTATATAAACACTATCTGACTATC 
TTTGTCTTTTGGGGCCAGTGGCTGTTGGCATAATCACAAGCCTGTCTGTCTTCGAGAAGGGACAGTGGAG 
TCATCCAGGTGCTGCCACATGACAGGCACGGTGGGCACCGATCCACAGTGGGCCCCGCCTTCCCCAGCTC 
GCCTCCCTGCCTGTGCTGGCCTGGCCTTGCCTGCTGGCACCATTGGAGTAGGAGGGGGTGGAACACAGGG 
GGCCCATCCTGATCAGGCCCCATCTCAAGGTTGGCACTCCTGCCCATCACCCTTAGAAGGATCTTTTCCC 
ATGGCTTGACTTCCTTCATTTCCCTAACTGAAATACACCCACTCTCTTGGAATAATGACGTACCACTCAG 
TTGGACCCTCAAGAGTCACTGCTTTGTCTGTGCTGGTAGTTTGTGAGAAGTGACCCGCACGCTTCCATTT 
GATGCATTTGATGTGAGTGAATCCATACATTTGAATGTCATTGTCCTTGAGACCCTACATGTGCAGTTTG 
GCTCATCTCATTAAAGATGCTTGATGTAATAATTGGTTAGTTTCCTTTTATTTTCCTGCAGGCTTTTCCA 
TGAGTATTATTTTTTTCAAAGAACAAATCTGTATGGCTTTTCCCCATCTCCATATTTTGTTTTGCTATGA 
ATTGCTTTGCTTTGGTGAACTTGTCCTAGTATGCTTGCCTCACAAACGTTTTAGCCATTGTGAATTTTCT 
TCATCTCTGTAAATAGTTCATCTGTGCTTCTCCCTGATGACGTTTTATTTTTTTTCCCCTGTAAGCAACC 
GAGGTAGAAAAATAAATTGTTTACCATGGA 
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Homo sapiens actin beta (ACTB), mRNA (β-actina)  

 

ACCGCCGAGACCGCGTCCGCCCCGCGAGCACAGAGCCTCGCCTTTGCCGATCCGCCGCCCGTCCACACCCG

CCGCCAGCTCACCATGGATGATGATATCGCCGCGCTCGTCGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAGGCCG

GCTTCGCGGGCGACGATGCCCCCCGGGCCGTCTTCCCCTCCATCGTGGGGCGCCCCAGGCACCAGGGCGTG

ATGGTGGGCATGGGTCAGAAGGATTCCTATGTGGGCGACGAGGCCCAGAGCAAGAGAGGCATCCTCACCCT

GAAGTACCCCATCGAGCACGGCATCGTCACCAACTGGGACGACATGGAGAAAATCTGGCACCACACCTTCT

ACAATGAGCTGCGTGTGGCTCCCGAGGAGCACCCCGTGCTGCTGACCGAGGCCCCCCTGAACCCCAAGGCC

AACCGCGAGAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACGTTGCTATCCAGGC

TGTGCTATCCCTGTACGCCTCTGGCCGTACCACTGGCATCGTGATGGACTCCGGTGACGGGGTCACCCACA

CTGTGCCCATCTACGAGGGGTATGCCCTCCCCCATGCCATCCTGCGTCTGGACCTGGCTGGCCGGGACCTG

ACTGACTACCTCATGAAGATCCTCACCGAGCGCGGCTACAGCTTCACCACCACGGCCGAGCGGGAAATCGT

GCGTGACATTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAAGAGATGGCCACGGCTGCTTCCA

GCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCTGACGGCCAGGTCATCACCATTGGCAATGAGCGGTTCCGC

TGCCCTGAGGCACTCTTCCAGCCTTCCTTCCTGGGCATGGAGTCCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAA

CTCCATCATGAAGTGTGACGTGGACATCCGCAAAGACCTGTACGCCAACACAGTGCTGTCTGGCGGCACCA

CCATGTACCCTGGCATTGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACTGCCCTGGCACCCAGCACAATGAAGATC

AAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCAAGTACTCCGTGTGGATCGGCGGCTCCATCCTGGCCTCGCTGTCCAC

CTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTATGACGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCT

TCTAGGCGGACTATGACTTAGTTGCGTTACACCCTTTCTTGACAAAACCTAACTTGCGCAGAAAACAAGAT

GAGATTGGCATGGCTTTATTTGTTTTTTTTGTTTTGTTTTGGTTTTTTTTTTTTTTTTGGCTTGACTCAGG

ATTTAAAAACTGGAACGGTGAAGGTGACAGCAGTCGGTTGGAGCGAGCATCCCCCAAAGTTCACAATGTGG

CCGAGGACTTTGATTGCACATTGTTGTTTTTTTAATAGTCATTCCAAATATGAGATGCGTTGTTACAGGAA

GTCCCTTGCCATCCTAAAAGCCACCCCACTTCTCTCTAAGGAGAATGGCCCAGTCCTCTCCCAAGTCCACA

CAGGGGAGGTGATAGCATTGCTTTCGTGTAAATTATGTAATGCAAAATTTTTTTAATCTTCGCCTTAATAC

TTTTTTATTTTGTTTTATTTTGAATGATGAGCCTTCGTGCCCCCCCTTCCCCCTTTTTTGTCCCCCAACTT

GAGATGTATGAAGGCTTTTGGTCTCCCTGGGAGTGGGTGGAGGCAGCCAGGGCTTACCTGTACACTGACTT

GAGACCAGTTGAATAAAAGTGCACACCTTAAAAATGA 

 

Figura 3. Secuencia nucleotídica de cada variante de MSI2 (ARNm). Se puede 

observar de color cada secuencia en donde son complementarios los oligos 
correspondientes, descritos en la Tabla 6. 
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Figura 4. Alineación de isoformas de la proteína MSI2. El amplicón MSI2a se 
representa en azul, MSI2b en rojo, MSI2c en verde y MSI2a-d en naranja.  

 

Una vez realizada la amplificación, los productos obtenidos se visualizaron en gel de 

agarosa 2% en buffer TAE 1X. Al momento de ser preparado, al gel se le agrega una 

gota de agente intercalante, en este caso Bromuro de etidio. Las muestras de ADN 

se cargan en el gel con buffer de carga Gel Loading Dye Purple (6X) (NEB®, B7024S) 

y un marcador de peso molecular Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNA 

Ladder.  
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Las muestras se corren en cuba electroforética a 100V por aproximadamente 40 

minutos en buffer de electroforesis TAE 1X. La visualización del gel se realiza 

mediante el uso de un transiluminador. 

Para la PCR en tiempo real los primers utilizados son los mismos que para la PCR 

semicuantitativa. Sin embargo, la mix y las condiciones de reacción son diferentes y 

se detallan a continuación. El volumen final es de 20 μL y cada muestra se corre por 

duplicado.  

 

Tabla 8. Máster Mix de reacción de PCR Real Time 

Reactivos Volúmenes 

FastStart Universal SYBR Green Master 

(ROX) (2x) 

10 μL 

Forward Primer (30 µM) 0.2 μL 

Reverse Primer (30 µM) 0.2 μL 

DNAc 1.5 μL 

Water, PCR Grade 8.1 μL 
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Tabla 9. Condiciones de reacción de la PCR real time 

Etapas Temperatura Tiempo  

 
Inicial 50ºC 2 minutos 

Desnaturalización 

y activación de la 

enzima 

95ºC 10 minutos 

Annealing 95ºC 15 segundos 40 ciclos 

 

 

Extensión 59ºC 1 minuto 

 

Una vez finalizada la PCR, los datos del experimento se abren en el software Design 

and Analysis y el mismo software de acuerdo a la corrida marca un “threshold” o punto 

de corte y genera una tabla con los valores de Ct. Los mismos se exportan a Excel 

para su posterior análisis. Aquí se analizan los valores de Ct de cada muestra y se 

realiza un promedio de los duplicados. Luego se calcula el ΔCt, restándole al 

promedio de Ct de la muestra analizada el promedio de Ct de la muestra utilizada 

como gen constitutivo, en este caso β-actina. De modo de comparar entre las distintas 

isoformas con MSI2 total, se calcula el ΔΔCt, donde se resta el ΔCt de la condición 

de la isoforma en particular con la condición del donante sano correspondiente. Por 

último, el 2^ -ΔΔCt nos da idea de la relación que existe entre las condiciones (ANEXO 

2). 

Los datos obtenidos se grafican con el software GraphPad Prism 5. 

https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%94
https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%94
https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%94
https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%94
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Resultados y discusión   

Para el estudio del rol de la oncoproteína MSI2 en muestras de pacientes de LLC, 

progresores y/o indolentes de acuerdo a aspectos clínicos previamente establecidos, 

nos propusimos poner a punto la evaluación de la expresión de las distintas isoformas 

a nivel de ARN mensajero por PCR semicuantitativa y en tiempo real.  

 

En la siguiente sección se describen los siguientes puntos: 

1. Estandarización de las condiciones de PCR para las isoformas de MSI2. 

2. Evaluación de la expresión de MSI2 a nivel de ARN mensajero (ARNm) en 

células B de pacientes con LLC y donantes sanos. 

3. Evaluación de la distribución de las isoformas de MSI2 en células B de 

pacientes con LLC y donantes sanos. 

 

1. Estandarización de las condiciones de PCR para las isoformas de MSI2 

 

Para estudiar la expresión de las isoformas de MSI2 a nivel de ARNm dos líneas 

celulares fueron utilizadas como controles. MEC1, que expresa altos niveles de MSI2, 

es una línea prolinfocítica derivada de un paciente con LLC (56) y HEK-293, que es 

una línea embrionaria humana de riñón donde, en principio, no está reportada la 

expresión de MSI2. 

Para la estandarización de las condiciones de PCR de las isoformas de MSI2 se 

llevaron a cabo pruebas semicuantitativas utilizando cuatro juegos de 
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oligonucleótidos, previamente descritos en la Tabla 6 (MSI2 a, MSI2b, MSI2 c y MSI2 

a-d) en tres muestras distintas (MEC1, HEK-293 y un paciente con LLC).  

Los productos amplificados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% 

y se compararon con un marcador de peso molecular de 100 pares de bases (pb), 

como se puede ver en la Figura 5. 

 

Figura 5. Evaluación de la expresión de las isoformas de MSI2 por PCR 
semicuantitativa en líneas celulares y células de pacientes con LLC. Gel de 

electroforesis de agarosa 2% con bromuro de etidio, donde se sembraron 20 μL del 
producto de PCR. El producto de PCR generado por el cDNA de MEC1, HEK-293, y 
una muestra de LLC fueron sembrados en los pocillos 1, 2 y 3 respectivamente. En el 
pocillo 4 se sembró el control negativo de la PCR. 

 

La eficiencia de la retrotranscripción de las muestras fue determinada mediante la 

amplificación de un gen constitutivo como es la β-actina en los cDNA de MEC1, HEK-

293 y LLC. Las tres muestras muestran una amplificación de una banda de entre 100 

a 200 pb correspondiente al amplicón esperado (Fig. 5, últimos tres pocillos). Con eso 

en mente evaluamos la expresión de las isoformas de MSI2 en las muestras 

testeadas. 

De izquierda a derecha se sembró el producto de amplificación de cada isoforma 

(MSI2a, b, c, a-d) y β-actina correspondiente de las muestras evaluadas. En 1- se 
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sembró el producto generado de MEC1, en 2- HEK, en 3- LLC y 4- un control negativo 

sin ADN correspondiente a cada par de cebadores. 

Los resultados muestran que MEC1, HEK y LLC expresan la MSI2a y la MSI2 a-d. A 

su vez se determinó que MEC1 y LLC expresan MSI2b, sin embargo, bajos niveles 

de expresión se observan para MSI2b en HEK. No se observa una clara amplificación 

de MSI2c en ninguna de las muestras analizadas. Como era de esperar los controles 

negativos no mostraron amplificación en ninguno de los pares de oligos testeados. 

Dado que todas las bandas observadas presentan un tamaño de pb de acuerdo con 

lo esperado (ver Tabla 6), dichos oligos son los que se utilizaron para los posteriores 

experimentos. 

 

2. Evaluación de la expresión de MSI2 a nivel de ARN mensajero (ARNm) en 

células B de pacientes con LLC y donantes sanos 

 

Para determinar la expresión de MSI2 en muestras de pacientes con LLC de manera 

cuantitativa, primero, los pacientes a estudio fueron seleccionados según criterios de 

edad, sexo, recuento leucocitario, valor absoluto de linfocitos, estado mutacional, etc. 

(ver ANEXO 1); segundo, la expresión de MSI2 fue determinada por PCR en tiempo 

real en dichas muestras.  

La expresión de MSI2 fue determinada mediante el uso de oligos que no discriminan 

entre las isoformas en muestras de pacientes con LLC (n=35) y donantes sanos (n=3) 

(ver Tabla 6). Cada muestra fue amplificada por duplicado, aquellas que presentan 

un desvío estándar menor a 1, fueron consideradas para el análisis (ver ANEXO 2).  
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Como se observa en la gráfica de la Figura 6, hay una mayor expresión de MSI2 en 

pacientes con LLC que en donantes sanos de acuerdo a lo esperado (p=0.0003), 

reproducible al trabajo de Palacios et al. 2021 a nivel de proteínas (53).  

 

 

 

Figura 6. Evaluación de la expresión de ARNm de MSI2 total por PCR en tiempo 
real en pacientes con LLC (círculos rojos) y donantes sanos (DS, círculos 
azules). 

 

Debido a que previamente Palacios et al. (53), describió que los pacientes de mal 

pronóstico con un perfil mutacional de genes VH no mutados (NM-LLC) expresan más 

MSI2 que los de buen pronóstico (M-LLC), fue de interés determinar la expresión de 

MSI2 a nivel de ARNm en estos pacientes (ver ANEXO 1). 
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En la Figura 7 se muestra la distribución de MSI2 total en pacientes de buen y mal 

pronóstico, M-LLC (n=20) y NM-CLL (n=15) respectivamente. Los resultados 

muestran que, de acuerdo a la cohorte seleccionada, hay una tendencia a que los 

pacientes NM-LLC tienen más MSI2 que los M-CLL, aunque dicha diferencia no es 

estadísticamente significativa. En la cohorte previamente estudiada por Palacios et al. 

(53), 110 pacientes fueron evaluados, donde la mitad eran NM-LLC y la otra M-LLC. 

Creemos que posiblemente la razón por la que no hemos determinado la diferencia 

sea por el bajo número de pacientes estudiados. 

 

 

Figura 7. Evaluación de la expresión de ARNm de MSI2 total por PCR en tiempo 
real en pacientes con NM-LLC (círculos rojos), M-LLC (círculos azules) y los 

donantes sanos (círculos amarillos). 



46 
 
 

 

 
 

   

 

 

3. Evaluación de la distribución de las isoformas de MSI2 en células B de 

pacientes con LLC y donantes sanos 

 

Posteriormente determinamos la distribución de las isoformas de MSI2 en los 

pacientes de LLC seleccionados y en los donantes sanos como se muestra en la 

Figura 8. 

Los resultados muestran que tanto los linfocitos B tumorales como los no tumorales 

expresan MSI2a y MSI2b, y MSI2a-d, no así MSI2c. Debido a que no se observaron 

cambios entre MSI2a y MSI2a-d, tanto en las muestras de pacientes como en 

donantes sanos, creemos que MSI2d no se expresa en las células estudiadas. A su 

vez, no se registró amplificación de la isoforma MSI2c en ninguna de las dos 

poblaciones examinadas.  

Interesantemente las muestras de LLC presentan 40% más MSI2a que MSI2b 

(p<0.0001), mientras que esta diferencia es de tan solo 20% más en las muestras de 

DN (p=0.0053, Figura 8). A su vez, los resultados muestran que hay casi 30% más 

MSI2a en LLC que en DN (p=0.0026, Figura 8).  
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Figura 8. Evaluación de la distribución de ARNm por PCR en tiempo real de las 
isoformas de MSI2 en pacientes con LLC y donantes sanos.  

 

Con el propósito de determinar la expresión de MSI2 total y sus isoformas en las 

muestras de pacientes con LLC de manera cuantitativa, se realizó el cálculo de 2^ -

ΔΔCt, tomando como referencia las muestras de los donantes sanos para cada juego 

de cebadores (ver ANEXO 2). Los valores que se muestran en la figura 9 señalan 

cuánto más hay de MSI2 total y cada isoforma respecto al DS.  

 

Los resultados muestran que la isoforma a (MSI2a) es la predominante para los 

pacientes con LLC. Observamos que los pacientes con LLC tienen 4.6 veces más 

MSI2a que MSI2b (Figura 9). 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%94
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Figura 9. Evaluación de la distribución de ARNm por PCR en tiempo real de la 
distribución de las isoformas de MSI2 en pacientes con LLC (MSI2 total círculos 

grises, MSI2a círculos rojos, MSI2b círculos azules y MSI2a-d círculos amarillos). 
 

Por último, evaluamos la distribución de las isoformas de MSI2 en pacientes con LLC 

con el perfil de VH mutado y no mutados (Figura 10). 
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Figura 10. Evaluación de la distribución de ARNm por PCR en tiempo real de la 
de la expresión de las isoformas de MSI2 en pacientes con LLC con respecto al 
perfil mutacional de los genes VH (MSI2a círculos rojos, MSI2b círculos azules y 
MSI2a-d círculos amarillos). 
 

Lo que podemos observar en este caso, es que no hay diferencia en la expresión de 

MSI2b en ambos grupos. Sin embargo, MSI2a se expresa 4.3 veces más en los 

pacientes de mal pronóstico (NM-LLC) comparado con los de buen pronóstico (M-

LLC) (p=0.0478, Figura 10), sugiriendo un posible rol de MSI2a en la progresión de la 

LLC. 

 

Este trabajo permitió determinar que a pesar de que, en la cohorte estudiada, no se 

ven diferencias en la expresión de MSI2 total (todas las isoformas), entre los pacientes 
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de buen y mal pronóstico, sí observamos que la isoforma a (MSI2a) es la que más se 

expresa en los pacientes de peor pronóstico, señalando la importancia de estudiar el 

rol de las isoformas de MSI2 en la progresión de esta leucemia. 
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Conclusiones 

El proyecto desarrollado en este trabajo integrador generó información respecto a la 

distribución de las isoformas de MSI2 en pacientes con LLC con respecto a donantes 

sanos. Para las isoformas de MSI2 se ajustaron las condiciones a modo de evaluar 

dichas proteínas a nivel de ARNm por PCR tiempo final y en tiempo real. 

 

En cuanto a la evaluación de los niveles de MSI2, los resultados obtenidos indican 

que los pacientes con LLC expresan mayores cantidades de MSI2 en comparación 

con los donantes sanos analizados.  

 

En cuanto a la distribución de las diferentes isoformas de MSI2, observamos que tanto 

los linfocitos B tumorales como los no tumorales expresan MSI2a y MSI2b, no así 

MSI2c. 

 

Debido a la dificultad experimental para identificar la expresión de MSI2d sola, la 

misma fue estudiada en conjunto con la isoforma a (MSI2a-d). Dado que no se 

observaron diferencias entre MSI2a con MSI2a-d, creemos que no hay expresión de 

MSI2d en las muestras estudiadas. 

 

Al estudiar a los pacientes según su perfil mutacional de genes VH pudimos ver que 

no hay diferencia en la expresión de MSI2b en ambos grupos. Sin embargo, MSI2a 
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se expresa 4.3 veces más en los pacientes de mal pronóstico comparado con los de 

buen pronóstico.  

 

En suma, los resultados obtenidos indican que hay una mayor expresión de MSI2a 

en los pacientes con perfil mutacional VH no mutado, que casualmente son los 

pacientes con peor pronóstico, aunque más pacientes deben ser evaluados para 

confirmar la hipótesis. 

  



53 
 
 

 

 
 

   

 

ANEXO 1 

Tabla 10. Características de los pacientes con LLC utilizados en este trabajo. 

N° de 

paciente 

Edad Sexo Recuento 

leucocitario 

Linfocitos AID Perfil 

mutacion

al 

de genes 

VH 

 

 

Evolución 

clínica 

LLC 201 

66 M 47000  

- 

(+/-) Mutado Indolente 

LLC 206 65 F 60300 51700 (-) Mutado Indolente 

LLC 217 67 M 22000 15600 (-) Mutado Indolente  

LLC 225 64 M 5900 3400 (-) Mutado Indolente  

LLC 237 

64 M  

- 

12600 (-) Mutado - 

LLC 245 

73 F  

- 

7000 (-) Mutado - 

LLC 249 

60 M  

- 

27800 (-) Mutado Progresor 

LLC 250 

57 M  

- 

 

- 

(+/-) No 

mutado 

Progresor 

LLC 253 

77 M  

- 

15600 (+/-) No 

mutado 

Progresor 

LLC 254 

49 F  

- 

11000 (-) Mutado Indolente  

LLC 261 pp 

77 M  

- 

 

- 

(+/-) No 

mutado 

- 

LLC 278 

53 M  

- 

 

- 

 

(+) 

No 

mutado 

Progresor 

LLC 290 53 M 16600 12300 (-) Mutado - 
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LLC 292 

 

- 

F 18000  

- 

(-) Mutado - 

LLC 293 71 M 20800 18960 (-) Mutado - 

LLC 294 66 F 12900 8800 (-) Mutado - 

LLC 313 

49 M 161000  

- 

(+) No 

mutado 

- 

LLC 356 77 M 95710 92050 (-) Mutado - 

LLC 360 t3 

52 M 167000 138940 (-) No 

mutado 

- 

LLC 366 

68 M 120000  

- 

(-) Mutado - 

LLC 393 

64 M  

- 

64740 (+/-) No 

mutado 

- 

LLC 402 

40 M 36470 23810 (-) 

 

Mutado - 

LLC 425 

64 M  

- 

6000 (-) No 

mutado 

- 

LLC 428 

71 M 42000 35900 (-) 

 

No 

mutado 

- 

LLC 430 

67 M 43300 41500 (-) 

 

Mutado - 

LLC 432 ts 

48 M  

- 

 

- 

(+) 

 

No 

mutado 

- 

LLC 434 

63 F 15700 14600 (+) 

 

Mutado - 

LLC 438 

79 M  

- 

 

- 

(-) 

 

Mutado - 

LLC 448 

71 M 24920 18800 (+) 

 

No 

mutado 

- 

LLC 451 

87 M 111000 102800 (+) 

 

No 

mutado 

- 
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LLC 455 

 

- 

F  

- 

 

- 

 

(-) 

Mutado - 

LLC 457 t1 

52 M  

- 

421000  

(+) 

No 

mutado 

- 

LLC 460 

69 M  

- 

12490  

(+) 

No 

mutado 

- 

LLC 484 

79 F  

- 

22520  

(-) 

Mutado - 

LLC 497 

 

- 

F  

- 

 

- 

 

(+) 

No 

mutado 

- 
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ANEXO 2  

Tabla 11. Determinación de la expresión relativa de MSI2 y sus isoformas. 

 

Se pueden observar en la Tabla 11, los valores de Ct de cada paciente en particular, 

los cuales realizamos por duplicado. Evaluamos el desvío entre las muestras para 

evaluar la reproducibilidad del experimento, este valor nunca supera el 1, por lo tanto, 

los resultados son reproducibles. Se calcula el ΔCt restándole al promedio de Ct de 

la muestra analizada el promedio de Ct de la muestra utilizada como housekeeping, 

en este caso β-actina. El valor obtenido de ΔCt lo promediamos para poder así 

obtener un único valor de ΔCt.  

Para poder ver cuánto hay de cada isoforma con respecto a MSI2 total es qué 

hacemos ΔCT menos el CT de MSI2 total, y luego el cálculo de 2^-DΔCt.  

2^-DΔCt nos da la información de cuántas veces hay de menos o de más del analito 

a determinar con respecto al que usamos para comparar, en este caso cuánto hay de 

cada isoforma con respecto a MSI2 total y DS. 

De esta manera se realizaron los cálculos para cada paciente usado en este trabajo.  

Los datos obtenidos se grafican con el software GraphPad Prism 5 para su posterior 

interpretación.  
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