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Utilidad práctica de la citogenética hematológica: presente y futuro F. SOLÉ Laboratorio de Citogenética y Biología Molecular. Servicio de Patología. Hospital del Mar. Barcelona.



Utilidad de la citogenética en el estudio de las neoplasias hematológicas En los últimos 30 años los análisis citogenéticos han ido adquiriendo mayor importancia en el estudio de las neoplasias, y sobre todo en el más concreto de las hemopatías malignas. Los avances registrados en este campo, entre los que destacan la calidad de las bandas cromosómicas, han permitido identificar subgrupos clínicos asociados a cambios cromosómicos específicos. Actualmente, cuando se quiere realizar el diagnóstico de una sospecha de neoplasia hematológica se debe coordinar la realización del estudio citológico, inmunológico y el citogenético. Se tiene que destacar que la interpretación de los resultados citogenéticos se deberá realizar teniendo en cuenta tanto la historia clínica del paciente, como los hallazgos de laboratorio. Por ello, es necesario una estrecha colaboración entre los citogenetistas y los hematólogos, colaboración que permitirá interpretar el significado y el valor del cambio cromosómico hallado en un paciente determinado. Hoy en día, el diagnóstico de una neoplasia hematológica, se debe realizar integrando la información que nos da la historia clínica con la citología, inmunología y la citogenética (diagnóstico integrado). Es asimismo importante tener en cuenta el tipo de material que debe utilizarse para la realización de un estudio citogenético, que necesariamente corresponderá a las células implicadas en la enfermedad. Así, en el caso de las leucemias agudas, la valoración se debe realizar en la médula ósea, aunque exista infiltración en sangre periférica, ya que por motivos desconocidos el rendimiento en este tejido es más bajo. En los linfomas, hay que analizar los ganglios linfáticos o los tejidos también implicados; en la leucemia linfática crónica B (LLC-B) y en otras enfermedades, puede efectuarse en sangre periférica al hallarse en ella una gran proporción de células leucémicas. No obstante, en general, y a pesar de la invasión periférica, tanto para los síndromes mieloproliferativos crónicos como para síndromes mielodisplásicos y leucemias agudas se requiere el estudio de médula ósea para obtener la debida información citogenética. En aquellos casos en que debe descartarse que la alteración cromosómica hallada en médula ósea es constitucional, se requerirá asimismo un estudio de sangre periférica estimulada con fitohemaglutinina o de otro tejido no hematológico. 00



Por lo demás, los resultados citogenéticos además de ser importantes para la precisa caracterización de las neoplasias hematológicas, también aportan información de valor pronóstico. Así, por ejemplo, existen alteraciones que implican un pronóstico favorable, tales como la t(8;21)(q22;q22) en la leucemia aguda no linfoblástica (LANL) M2 o la inv(16)(p13q22) en la LANL M4 con eosinofilia medular (M4Eo), mientras que la monosomía del cromosoma 7 (–7) o la detección de cariotipos complejos (cariotipo con más de tres alteraciones cromosómicas) se relacionan con un pronóstico desfavorable. En éstos y en otros casos concretos, son los cambios cromosómicos los que por sí solos tienen valor pronóstico. Los recientes avances en el campo de la genética molecular constituyen un complemento importante para los citogenetistas, ya que enriquecen la información que aporta el estudio citogenético. Por otro lado, la caracterización y el mapado de los genes localizados en los puntos de rotura implicados en alteraciones cromosómicas, está permitiendo conocer el mecanismo por el cual se origina una neoplasia, y diseñar terapias más específicas en función del cambio genético.



Valor pronóstico de los hallazgos citogenéticos Seguidamente se detallan los cambios cromosómicos que tienen un valor pronóstico, por orden de importancia: Cambio cromosómico primario. Se acepta que es el que está relacionado con el proceso de transformación maligna y está estrechamente asociado a mecanismos moleculares, los cuales serían los responsables de la neoplasia. Este cambio es detectable por citogenética convencional, y también por hibridación in situ de fluorescencia (FISH) y reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Cambio cromosómico secundario. Cuando ocurren cambios cromosómicos secundarios, la enfermedad sigue un curso más agresivo, haciéndose más resistente a la terapia y siendo más difícil obtener una remisión completa o de larga duración. Estos cambios cromosómicos sólo son detectables por citogenética convencional ya que es la técnica que permite analizar todos los cromosomas; por ello siempre es recomendable en haematologica/edición española | 2006;91(Supl 1) | 17 |
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Tabla 1. Ventajas y limitaciones de la técnica de citogenética convencional y de hibridación in situ



Técnica



Ventajas



Limitaciones



Citogenética convencional



Aporta información de todos los cromosomas Bajo coste económico (5 euros)



Requiere células en división del clon neoplásico Interpretación dificultosa en caso de obtener cromosomas de mala calidad Permite el análisis de pocas células Baja sensibilidad



Hibridación in situ



Aplicable tanto sobre metafases como sobre núcleos en interfase Permite el análisis de un mayor número de células Mayor sensibilidad



Aporta información concreta dependiendo del tipo de sonda utilizada



el momento del diagnóstico aplicar la citogenética convencional. Cuando existen alteraciones secundarias el valor pronóstico parece estar relacionado con el número de anomalías. Por ello, la presencia de muchos cambios cromosómicos (MAKA, major karyotypic abnormalities) conlleva peor pronóstico que la presencia de pocos cambios (MIKA, minor karyotypic abnormalities). Presencia o ausencia de células citogenéticamente normales en médula ósea. Generalmente, los pacientes que sólo presentan células con un cariotipo anormal (AA) tienen un peor pronóstico que los que tienen células normales (AN o NN). Presencia de dobles diminutos (DMS, double minutes) o de regiones de tinción uniforme (HSR, homogeneously staining regions). La presencia en las células neoplásicas con DMS o HSR se asocia a un mal pronóstico. Los DMS y las HSR están relacionados con una amplificación génica, y ésta confiere una mayor resistencia a la terapia. Cambios cromosómicos numéricos (sin anomalías estructurales). Algunas leucemias (particularmente la leucemia linfoblástica aguda) están relacionadas con una alteración cromosómica numérica. Cuando estas anomalías representan el único cambio cromosómico, probablemente tienen el mismo valor pronóstico que los cambios primarios, tales como translocaciones, deleciones, inserciones o inversiones.



Técnicas de estudio de los cambios genéticos Citogenética convencional La citogenética convencional se basa en la visualización de los cromosomas (fase de metafase) para la obtención de un cariotipo (ordenación de los cromosomas). Para su realización es necesario un cultivo celular y obtener células en división. La principal limitación en citogenética hematológica es obtener metafases de las células neoplásicas y otra limitación es que alteraciones genéticas más pequeñas de 10 Mb no se pueden detectar. Por otro lado, su principal ventaja es que permite estudiar todos los cromosomas con un único experimento (tabla 1). | 18 | haematologica/edición española | 2006;91(Supl 1)



Alto coste económico (30-50 euros)



Hibridación in situ (CISH, FISH) La técnica de hibridación in situ (HIS) permite detectar y localizar secuencias específicas de ácidos nucleicos (ADN o ARN) sobre preparaciones cromosómicas, extensiones celulares, cortes de tejido y cortes ultrafinos utilizados para el estudio al microscopio electrónico. La utilización de las técnicas de HIS ha aumentado en los últimos años como complemento de las técnicas de citogenética convencional. La ventaja de la citogenética convencional radica en la visualización de todos los cromosomas, pero presenta varias limitaciones: es necesario que existan células en división y en ocasiones se pueden valorar pocas metafases (< 20). Por otra parte, los cromosomas pueden presentar unas bandas cromosómicas poco definidas siendo imposible determinar el cariotipo. En este caso, no será factible la detección de alteraciones cromosómicas que afecten a regiones genéticas muy pequeñas. Para complementar las técnicas citogenéticas convencionales, actualmente disponemos de las técnicas de HIS (tablas 1-4).



Hibridación in situ (HIS) “convencional” La HIS “convencional” de aplicación más generalizada en el estudio de las neoplasias hematológicas, se basa en la utilización de tres tipos principales de sondas: sondas centroméricas, sondas de pintado cromosómico y sondas de secuencia única o también llamadas de locus específico. La HIS con el uso de fluorocromos se denomina FISH, mientras que si el marcaje es cromogénico se denomina CISH. Las sondas centroméricas están formadas por una secuencia repetitiva de ADN que hibrida con el ADN de la región centromérica del cromosoma. Éstas permiten detectar alteraciones cromosómicas numéricas tanto sobre metafases como sobre núcleos en interfase (citogenética interfásica). Mediante esta técnica se puede valorar la presencia o ausencia de alteraciones numéricas (monosomías o trisomías) sin la necesidad de tener células en división. Las sondas de pintado cromosómico están formadas por una batería de sondas que en su conjunto hibridan con todo el cromosoma. Dichas sondas permiten vi00
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Tabla 2. Sondas de HIS “convencional” utilizadas en el estudio de neoplasias hematológicas



Sondas centroméricas



Tipo de patología LANL



M1 M2 M3 M4eo M4/M5



t(9;22) BCR/ABL t(8;21) AML/ETO t(15;17) PML/RARA 16p13/inv(16) CBPB/MYH11 11q23 MLL — 5, — 7, + 8



SMD SMPC



LMC



LLA



Hiperdiploidías



L3 + 12



LLC LM LF LB LEZM LMN y LMALT LACG MM



5q31 t(9;22) BCR/ABL



L1,L2



SLPC



Sondas de secuencia única



t(9;22) BCR/ABL 11q23 MLL t(12;21) TEL/AML MYC/IgH 11q23 ATM 13q14 D13S319, D13S25 17p13 p53 t(11;14) IgH/BCL-1 t(14;18) IgH/BCL-2 t(8;14) IgH/c-MYC 7q32; BCL6



+3 +3 + 6, + 9, —13, + 17



ALK (2p23) 14q32, 11q, 13q, 1q



HIS: hibridación in situ; LANL: leucemia aguda no linfoblástica; SMD: síndrome mielodisplásico; SMPC: síndrome mieloproliferativo crónico; LMC: leucemia mieloide crónica; LLA: leucemia linfoblástica aguda; SLPC: síndrome linfoproliferativo crónico.



sualizar alteraciones citogenéticas numéricas y estructurales sobre metafases y confirmar de forma inequívoca cariotipos con translocaciones complejas o con cromosomas marcadores. El pintado cromosómico es de gran utilidad cuando los cromosomas son de mala calidad y la citogenética convencional, por sí sola, no puede resolver el cariotipo. Las sondas de secuencia única o locus específico hibridan con el ADN de una región genómica concreta, correspondiente a un gen o a una banda cromosómica. Con ellas es posible detectar alteraciones numéricas y estructurales tanto en metafases como en núcleos interfásicos. Estas sondas son de gran utilidad para descartar alteraciones cromosómicas difíciles de identificar con las técnicas de bandeo convencionales. La principal ventaja de estas sondas es que pueden aportar información de células fijadas, por ejemplo, tejido parafinado.



Nuevas técnicas de FISH Las técnicas de FISH multicolor-FISH (M-FISH), spectral karyotyping (SKY), multibanding-FISH (Rx-FISH) e hibridación genómica comparada (HGC) han surgido con la intención de resolver las carencias de la HIS “convencional” y aportar una mayor información en el conocimiento del cariotipo. Las técnicas M-FISH o SKY se basan en la cohibridación de 24 sondas de pintado cromosómico marcadas con fluorescencia sobre metafases. El resultado de la hibridación permite visualizar simultáneamente cada par cromosómico de un color diferente. Estas técnicas



Tabla 3. Ventajas e inconvenientes de las técnicas de hibridación in situ “convencionales” y de las nuevas técnicas de hibridación in situ



Ventajas



Inconvenientes



HIS centromérica



No requiere células en división



Sólo informa de alteraciones numéricas



HIS de locus específico



No requiere células en división



Sólo informa del locus que se estudia



HIS de pintado cromosómico



Muy útil para descifrar cariotipos complejos



Requiere células en división Sólo informa del cromosoma concreto que se analiza



Hibridación genómica comparada



Requiere una pequeña cantidad de ADN No requiere células en división Permite estudiar material archivado (congelado, en parafina) Permite detectar ganancias y pérdidas de ADN en todo el genoma



Sólo se detectan alteraciones citogenéticas que impliquen ganancias y pérdidas de ADN Requiere una infiltración tumoral mínima del 50 % No permite cuantificación de las ganancias o pérdidas No detecta ganancias de ADN menores de 4-5 Mb ni pérdidas de 10-20 Mb



Multicolor-FISH-SKY



Permite obtener información de todos los cromosomas Muy útil para descifrar cariotipos complejos



Requiere células en división No detecta alteraciones estructurales dentro de un mismo par cromosómico No detecta alteraciones estructurales de ADN menores de 10 Mb



Multibanding-FISH



Permite obtener información de todos los cromosomas Muy útil para descifrar cariotipos complejos Detecta alteraciones estructurales dentro de un mismo par cromosómico



Requiere células en división No detecta alteraciones estructurales de ADN menores de 10 Mb



HIS: hibridación in situ; FISH-SKY: hibridación in situ de fluorescencia-spectral karyotyping. 00
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Tabla 4. Técnicas de FISH



Técnica



Resolución



FISH locus FISH centrómero FISH pintado SKY



10 Mb 10 Mb



M-FISH



10 Mb



Rx-FISH



10 Mb



HGC Array-HGC



10 Mb 0,5-1 Mb



Comentario Sólo aporta información de la región de estudio Sólo aporta información de la sonda que se utiliza Sólo aporta información de la sonda que se utiliza Permite estudiar todos los cromosomas. Útil para detectar translocaciones entre cromosomas no homólogos. Requiere metafases Permite estudiar todos los cromosomas. Útil para detectar translocaciones entre cromosomas no homólogos. Requiere metafases Permite estudiar todos los cromosomas. Útil para detectar translocaciones entre cromosomas no homólogos, deleciones e inversiones. Requiere metafases Permite estudiar todos los cromosomas. No detecta translocaciones o cambios equilibrados Permite estudiar todos los cromosomas. No detecta translocaciones o cambios equilibrados



FISH: hibridación in situ de fluorescencia; SKY: spectral karyotyping; M-FISH: multicolorFISH; Rx-FISH: multibanding-FISH; HGC: hibridación genómica comparada.



son muy útiles para determinar de forma inequívoca cariotipos complejos y cromosomas no identificables con las técnicas de bandeo (cromosomas marcadores). Esta técnica presenta una limitación en aquellas patologías con un índice proliferativo bajo debido a la necesidad de obtener células en división. Así mismo, estas tecnologías no permiten el reconocimiento de algunos puntos de rotura como aquellos asociados con deleciones, inserciones, adiciones y translocaciones de pequeño tamaño (< 10 Mb), para los cuales es necesario utilizar sondas de locus específico. En los últimos años se ha descrito la técnica de multibanding-FISH o cross species color banding (Rx-FISH), técnica similar a las de M-FISH o SKY, que permite la generación de un patrón de bandas de distintos colores para cada cromosoma. Su principal ventaja es que permite detectar inversiones y translocaciones entre cromosomas homólogos, sin embargo, su principal limitación es que un mismo color puede estar en regiones de distintos cromosomas y esto dificulta poder conocer la región cromosómica que está implicada. La HGC, también llamada CGH (del inglés, comparative genomic hybridization), es una técnica citogenética-molecular que permite detectar cambios numéricos de secuencias de ADN (pérdidas, deleciones, ganancias y amplificaciones) en un tejido tumoral. Dicha técnica se basa en la hibridación del ADN tumoral y de un ADN control marcados con fluorocromos de distinto color sobre metafases normales. La HGC tiene particular interés en el análisis de cambios numéricos de secuencias de ADN en tumores sólidos y en neoplasias hematológicas de índice proliferativo bajo ya que para la realización de la técnica no es necesaria la obtención de metafases. Así mismo, es de gran | 20 | haematologica/edición española | 2006;91(Supl 1)



utilidad en aquellos casos que presentan cariotipos complejos con numerosos cromosomas marcadores, dobles diminutos (DM) y regiones de tinción homogénea (HSR). Esta técnica únicamente detecta cambios presentes en una proporción elevada de células tumorales (50 %) y tiene una resolución de 10 Mb. Por otra parte, no permite detectar translocaciones, inversiones y otras alteraciones de tipo equilibrado que no comportan ganancias o pérdidas de material genético. Con el mismo fundamento que la HGC, recientemente ha surgido la técnica denominada array-CGH o matrix CGH, que en lugar de hibridar sobre portaobjetos con metafases, hibrida sobre matrices con BAC u oligos que pueden cubrir todo el genoma, permitiendo detectar cambios genéticos de 0,5 a 1 Mb.



Reacción en cadena de la polimerasa La técnica de la PCR permite amplificar material genético a partir de una pequeña porción de tejido. Ésta representa su principal ventaja y a la vez representa su principal inconveniente, al poder dar una elevada frecuencia de falsos positivos. Su principales ventajas son las de requerir poco tejido de estudio y de ser una técnica de fácil aplicación e interpretación. Entre las principales limitaciones está que sólo aporta información del reordenamiento que se quiere estudiar y que puede dar falsos positivos y falsos negativos.



Arrays de expresión Recientemente, el desarrollo tecnológico junto con la mejora de las herramientas informáticas han permitido la creación de plataformas que realizan el análisis simultáneo de hasta 40.000 genes de una misma muestra. Esta tecnología recibe el nombre de microarrays, biochips o matrices. Se puede aplicar al estudio de los niveles de expresión de genes, analizando el ARN mensajero de la muestra. Los microarrays se están aplicando a la práctica totalidad de las neoplasias hematológicas. Los resultados obtenidos hasta el momento han permitido establecer patrones de expresión génica relacionados con alteraciones moleculares y con el curso clínico. Se ha podido diferenciar patologías en función del patrón de expresión génico, así como establecer subgrupos dentro de una misma patología. La información que están aportando los estudios con arrays de expresión probablemente permitirán mejorar el conocimiento de los mecanismos genéticos implicados en el desarrollo de muchas patologías hematológicas.



Conclusión Los resultados citogenéticos son importantes porque no sólo son indispensables para el diagnóstico de una 00
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Tabla 5. Recomendaciones metodológicas al diagnóstico



Tabla 6. Recomendaciones metodológicas al seguimiento



Enfermedad



Enfermedad



LMC SMPC SMD LANL M2 M3 M4/M5 M4 LLA



Mieloma



MGUS Linfomas Folicular Burkitt Manto LDCG LZME MALT



Alteración t(9;22)(q34;q11) 5q-7/7q+8



Técnica recomendada Citogenética + FISH Citogenética Citogenética Citogenética Citogenética



t(8;21)(q22;q22) t(15;17)(q22;q21) t(11q23) Inv(16)(p13q22) t(9;22)(q34.1;q11.2) t(12;21)(p13;q11) MLL t(8;14)(q24;q32) Hiperdiploidía t(11;14)(q13;q32) t(14;16)(q32;q22) t(4;14)(p15;q32)



Citogenética Citogenética/FISH/PCR Citogenética/FISH Citogenética/FISH Citogenética FISH FISH Citogenética/FISH Citogenética/FISH Citogenética + FISH FISH FISH No procede



t(14;18)(q32;q21) t(8;14)(q24;q32) t(11;14)(q13;q32) t(3;V)(q27;?) del(7q) + 3q t(11;18)(q21;q21) t(14;18)(q32;q21)-IgH/MLT t(3;14)(p14;q32)-IgH/FOXP1



Citogenética, FISH, PCR Citogenética, FISH, PCR Citogenética, FISH, PCR Citogenética, FISH Citogenética, FISH Citogenética, FISH Citogenética, FISH, PCR Citogenética, FISH, PCR Citogenética, FISH, PCR



LMC: leucemia mieloide crónica; FISH: hibridación in situ de fluorescencia; SMPC: síndrome mieloproliferativo crónico; SMD: síndrome mielodisplásico; LANL: leucemia aguda no linfoblástica; PCR: reacción en cadena de la polimerasa; LLA: leucemia linfoblástica aguda; MGUS: monoclonal gammapathy of undetermined significance.



neoplásia hematológica, sino también por su información de cara al valor pronóstico (tablas 5-7). Aún existen muchas alteraciones cromosómicas que no se correlacionan con unas características clínicas determinadas. Por ello, se debe aplicar el estudio citogenético en todos los pacientes con sospecha de neoplasia hematológica y además es indispensable una completa historia clínica con el fin de determinar la correlación entre el cambio cromosómico y el curso de la enfermedad. En los últimos años, la introducción de las técnicas de HIS, ha representado un complemento importante para las técnicas citogenéticas convencionales. En aquellos casos en los que el índice mitótico de la células leucémicas es bajo (p. ej., en la LLC-B), y se quiere descartar una alteración numérica (p. ej., la trisomía 12), mediante una sonda centromérica del cromosoma que se quiere estudiar, se puede determinar, sin tener que realizar un cultivo celular y sin la necesidad de tener células en metafase, las copias que existen de un determinado cromosomas mediante el recuento de las señales de hibridación en los núcleos. En otros casos, si la calidad de los cromosomas y de las bandas 00



Alteración



LMC SMD



t(9;22) 5q-7/7q+8



LANL M2 M3 M4/M5 M4 LLA



t(8;21)(q22;q22) t(15;17)(q22;q21) t(11q23) Inv(16)(p13q22) t(9;22)(q34;q11) t(12;21)(p13;q11) MLL t(8;14)(q24;q32) Hiperdiploidía t(11;14)(q13;q32) t(14;16)(q32;q22) t(4;14)(p15;q32)



Mieloma



MGUS Linfomas Folicular Burkitt Manto LDCG LZME MALT



t(14;18)(q32;q21) t(8;14)(q24;q32) t(11;14)(q13;q32) t(3;V)(q27;?) del(7q)/+ 3q t(11;18)(q21;q21) t(14;18)(q32;q21)-IgH/MLT



Técnica PCR FISH FISH FISH PCR PCR PCR FISH PCR PCR PCR FISH FISH FISH FISH FISH FISH Nada PCR PCR PCR FISH FISH PCR PCR



*Se aplicará PCR siempe y cuando en el momento del diagnóstico la alteración citogenética se haya detectado por PCR. En el caso que la alteración no se haya detectado por PCR, se aplicará FISH o en caso de no existir sonda, se aplicará la citogenética convencional. En los linfomas se podrá realizar el seguimiento con el estudio de clonalidad (IgH o TCR). LMC: leucemia mieloide crónica; PCR: reacción en cadena de la polimerasa; SMD: síndrome mielodisplásico; FISH: hibridación in situ de fluorescencia; LANL: leucemia aguda no linfoblástica; LLA: leucemia linfoblástica aguda; MGUS: monoclonal gammapathy of undetermined significance.



Tabla 7. Técnica de estudio de los cambios genéticos en el diagnóstico de las neoplasias hematológicas



Técnica



Sensibilidad



Comentarios



Utilidad



Citogenética



5-10 %



Permite estudiar todos los cromosomas Aporta información de la región de estudio* Aporta información de la región de estudio



Diagnóstico



FISH



1%



PCR



1,106



Diagnóstico Seguimiento



*SKY, M-FISH y Rx-FISH aportan información de todos los cromosomas, pero requieren células en división (metafases). FISH: hibridación in situ de fluorescencia; PCR: reacción en cadena de la polimerasa.



no es satisfactoria, se pueden aplicar sondas de secuencia única o un conjunto de sondas para el “pintado” de un cromosoma en concreto, y determinar la existencia de una alteración cromosómica que mediante la citogenética convencional no se puede asegurar. haematologica/edición española | 2006;91(Supl 1) | 21 |
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XLVIII Reunión Nacional de la AEHH y XXII Congreso Nacional de la SETH. Programa educacional



Por otro lado, el desarrollo de técnicas moleculares ha introducido una nueva dimensión en el estudio y comprensión del papel de los cambios cromosómicos en la génesis del tumor, por lo que en un futuro próximo, los citogenetistas y los genetistas moleculares deberán trabajar coordinados para aportar una mayor información sobre el origen y desarrollo del cáncer. El conocimiento de las alteraciones genéticas está siendo de utilidad clínica para diseñar tratamientos dirigidos a compensar el cambio genético, por lo que en un presente o futuro inmediato se tendrán terapias específicas, más efectivas, y sin tantos efectos secundarios. Sin embargo, hoy en día a pesar de existir técnicas muy novedosas para la caracterización genética de las células tumorales, se debe seguir realizando la citogenética convencional porque permite conocer todos los cromosomas implicados en un solo experimento. A su vez, aún quedan muchas patologías por caracterizar y en las cuales la citogenética seguirá siendo clave para definir nuevos marcadores.
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1 Presente y futuro 

superarnos día a día por nuestros proyectos es una motivación para ...... saba los partidos buscando chapitas o cosas en










 








Pasado, presente y futuro 

18 dic. 2013 - COLEGIO OFICIAL DE ARQUITECTOS DE MADRID. D. Giampaolo Zambeletti. Vicepresidente. UNIDAD EDITORIAL*. Dña










 








Presente y Futuro de la Seguridad Social en la 

7 nov. 2017 - Comisión de Seguridad Social de la FACA. Dr. Daniel A. Elias. Abogado. ... Alicia Andreotti. Programa de R










 








Psicología y Neuropsicología: Pasado, Presente y Futuro * 

Psicología de la época, Psicología fuertemente ligada a la Filosofía. ..... de la inteligencia artificial, de la ciberné










 








presente y futuro de la biotecnología - Real Academia de Ciencias ... 
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Presente y futuro de la plataforma tecnológica CEIDEN - Consejo de ... 

cada vez mayor por el riesgo que supone para los ..... por dotar a la sonda de dos generadores termoeléctricos ...... ra










 








presente y futuro de la biotecnología - Real Academia de Ciencias ... 

dencia en el arte o la literatura, la biología molecular es- tricta, al cabo de .... Estados Unidos, se creó en la Natio










 








¿futuro o presente? 

o el desierto de Wadi Rum. Como experiencia, mi visita a la favela de A Rosinha, en Río de. Janeiro; fue una decisión im










 








Seminario Lectura: pasado, presente y futuro 

¿Le importaban más los libros que el billar? En su bio- grafía casi no existen huellas de que haya sido un gran lector.










 








Utilidad de la Hipótesis 

Y como señala Kerlinger (1979, p. 35):. “Las hipótesis constituyen ... grupo favorito“. “va a ganar tai equipo en el pró










 








Desarrollo sustentable: pasado, presente y futuro 

Medio Ambiente Humano de 1972, en Estocolmo,. Suecia ... sobre Medio Ambiente y Desarrollo, se elaboró el .... mayor imp










 








Presente y futuro para un deportista diferente 

años, sólo Jimmy Arias (y por ahora Del. Potro) no alcanzaron ... que Guillermo Vilas logró en su gran 1977 sobre la arc










 








Utilidad de la Hipótesis 

[PDF]Utilidad de la Hipótesisecaths1.s3.amazonaws.com/.../18-Utilidad%20de%20la%20Hipotesis.pdfEn cachéCuando varias hip










 








Presente y futuro de los Estudios de Inteligencia en España 

1 may. 2015 - Public Affairs; Keohane Robert O. y Nye Joseph (1977): Power and ...... (1964), Foreign Intelligence and t










 








Presente y futuro de los alimentos humanos de origen transgénico 

a más 400 millones de personas que sufren de deficiencia en vitamina A es el caso de arroz dorado (Golden Rice) en sus d










 








Construyendo presente de cara al futuro 

hace 5 minutos - mueve la mÃºsica y el canto entre los habitantes del departamento. Los invita a vivir la experiencia de










 








Global Soft Network GSN. Presente y futuro de las Operaciones ... 

1 dic. 2014 - sin que reflejen, necesariamente, el pensamiento del IEEE o del Ministerio de Defensa. Documento de Opinió










 








2009 asies partidos politicos de guatemala presente y futuro 












 








EL PLAN DE DIOS: PASADO, PRESENTE Y FUTURO 

El Plan de Dios: Pasado, Presente y Futuro fue publicado originalmente en inglés bajo el título God's Plan: Past, Presen










 








NIETZSCHE Friedrich_Sobre la utilidad y el perjuicio de la 

seo Carthaginem esse delendam (Â«por otra parte, soy de opiniÃ³n de que. Cartago debe ... nera de practicarla y una apre










 








Declaran de necesidad y utilidad, la participación de 

Artículo 2.- La Universidad participará en las tareas de erradicación del analfabetismo, desarrollando, entre otras, acc










 








utilidad general 

3 jun. 2018 - UNIVISION, la cadena de habla hispana de mayor crecimiento está buscando, persona para Mantenimiento / Uti










 








La utilidad de la poesía - Ciudad CCS 

4 jun. 2017 - crónicas, como en su novela ¿Dónde estabas, Adán?, na- rra el absurdo, la estupidez, la soledad del paisaj
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