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RESUMEN

Con el objeto de identificar 1las alteraciones
cromosémicas y observar los cambios cromosdmicos en el
cariotipo durante el curso de la enfermedad en pacientes con
LLA, y cuya utilidad sirve al médico en el manejo Yy
tratamiento de ésta enfermedad, se estudiaron 15 pacientes,
13 de los cuales fueron LLA-L;, 7 hombres y 6 mujeres (2 a
30 afios); y dos con LLA-Lj, un nino de 9 afos y una nina de
16 afios. El analisis cromosémico se realizé en médula dsea
Y sangre, en el estudic inicial antes de administrarles el
tratamiento y después en etapas subsecuentes a la semana 6,
11, 14, 17, 20, 23 y 26 en el estudio. Las muestras se
procesaron en forma directa y en cultivo de 24, 48 y 72
horas dejando como ultimo recurso los cultivos de 72 horas
estimulados con fitohemaglutinina, las léminas seleccionadas
fueron bandeadas con técnicas de bandas G 6 Q.

De los pacientes estudiados se obtuvieron resultados en
un 84%, los estudios que né se valoraron fueron consecuencia
de material insuficiente o bién, a la pobre calidad de las
metafases obtenidas.

En estudios iniciales previos al tratamiento 3
pacientes presentaron anormalidades citogenéticas
representando el 20%. Pacientes que inicialmente tuvieron
cariotipos normales presentaron cariotipos anormales,
aumentando asi el 50% de alteraciones encontradas en nuestra
poblacién. La alteracidn cromosémica mas frecuentemente
observada fué la hiperdiploidfia tante en el cariotipo
inicial como en estudios subsecuentes, la cual representd el
25.5%, otras de las alteraciones observada fué la t(9:22)
(cromosoma filadelfia) la cual representd el 13.3%

Los pacientes que presentaron otro tipo de alteracidn,
ya sea después de haber tenido un cariotipo normal o una
hiperdiploidia fueron el 21.4%, por ultimo, los pacientes
con un cariotipo normal sin alteraciones estructurales ¢
numéricas fueron el 40%,

A pesar del pequefio nimero de casos estudiados se puede
inferir que los pacientes con LLA por medio del cariotipo
pueden incrementar la oportunidad de hallar una clona
cromosdmicamente anormal, ademas de la identificacién
especifica de alteraciones las cuales son de significancia
prondéstica para el paclente.



INTRODUCCION

La Leucemia Linfoblastica Aguda, es un padecimiento
hematoldgico que se caracteriza por presentar un aumento de

células blancas no diferenciadas por nm3

en la médula dsea y
otros cuerpos hematopoyéticos, asi como en la circulacién.

Para caracterizar ésta enfermedad se toman en cuenta
los siguientes factores: la edad del paciente, el conteo
inicial de 1leucocitos, infiltracidn a otros dérganos
fundamentalmente a sistema nervioso central, mediastino y
testiculos andlisis morfolégico celular, reacclones
citoquimicas, técnicas bioquimicas y estudios inmunoldgicos,
(marcadores de membrana) (17).

Recientemente los estudios cromosémicos han contribuide
en forma importante para la clasificacion e identificacién
de pacientes con leucemia linfoblastica aguda. Rowley vy
Pntteren en 1976 y Secker-Walker en 1978, propusieron que un
cariotipo con alteraciones cromosomicas tiene valor como
diagndstico y prondstico de ésta enfermedad, opinidn
compartida posteriormente por otros investigadores ( 6 ):
asi, la presencia de algunas alteraciones cromosémicas
confieren buena respuesta al tratamiento, tal es el caso de
los pacientes con Leucemia Mielocitica Crénica(LMC) en la
cual, la presencia del cromosoma filadelfia(ph+)tiene wun
mejor pronéstico que aquellos gque nho muestran esta

anormalidad filadelfia(ph-).



Por otro lado en el caso de los pacientes con Leucemia
Linfoblastica Aguda(LLA) sucede lo contrarioc, la presencia
del mismo cromosoma filadelfia no tiene una respuesta
favorable al tratamiento (3,23,28,34 y 35).

A pesar de las ventajas que el cariotipo representa en
el manejo de pacientes con leucemia, este no habia sido
utilizado con frecuencia, debido a la dificultad de obtener
materjial celular de buena calidad. Actualmente con la
aplicacidn de técnicas de bandeo mas simplificadas, y el uso
de metrotexate, asi como bromuro de etidium (los cuales
permiten obtener cromosomas mas largos), es por lo que se
han resuelto en parte los problemas técnicos, y con esto los
estudios citogenéticos han cobrado gran auge en el
diagnéstico, prondstico y respuesta al tratamiento de las

leucemias.



ANTECEDENTES

Definicién de Leucemia.

Las leucemias son trastornos malignos de la médula dsea
con produccién excesiva de formas inmaduras y disminucién de
la produccién de los elementos normales de la sangre,
presentandose una disminucién de eritrocitos, granulocitos y
plaguetas, lo que <conduce a las complicaciones mas
importantes de la enfermadad, como por ejemplo: anemia,
infecciones y hemorragias, siendo caracteristico ° la
proliferacién excesigiva de los glébulos blancos inmaduros
en los drganos leucohematopoyéticos y un aumento de ellos en
la circulacién general (3,5,8 y 17).

De acuerdo a la naturaleza de las células blasticas
presentes, las leucemias se dividen en dos tipos, en
linfoblasticas y mieloblasticas. Las Leucemias de tipo
linfoblasticas se caracterizan por estar constituidas de
linfoblastos, células relativamente pequefas, con alta
relacién nicleo-citoplasma y nucleolo sin granulaciones
citoplasmaticas. Por el contrario, las leucenmias
mieloblasticas estan constituidas por células gue tienden a
la diferenciacién mieloide, las cuales son blastos de mayor
tamafio que los linfoblastos, en los que la relacidén nucleo-
citoplasma es mAs pequera Yy pueden observarse varios

nucleolos.



De acuerdoc a su evelucién, 1las leucemias estdn
divididas en dos grandes categorias: Leucemias crénicas y
Leucemias agudas (17,22 y 33). Las leucemias crénicas son
aquellas gque presentan células hematopoyeticas mas
diferenciadas, e invaden la médula désea mas lentamente. Las
células que se presentan en exceso son linfocitos maduros,
pequefios y grandes, los cuales no estan procesados
inmunolégicamente . En la biometria hem&tica se encuentra,
una leucocitesis (aumento de leucocitos) de 12 a 20000 mm3,
linfocitosis ({(aumento de linfocitos} en un 60 y 90%,
trombocitopenia (disminucién de plaquetas) en un 20 a 30%,
con una infiltracién de blastos a médula ¢sea superior a 40%
(normal de 5 a 10%). Estos pacientes presentan un cuadro
clinico caracteristico: crecimiento del higado, bazo y
gangleos. La leucemia crénica se presenta con mas
frecuencia en adultos de 30 a 60 afos de edad.

Las leucemias agudas difieren de las crénicas porque
presentan células inmaduras llamadas blastos, que al
acumularse progresivamente en la médula &sea produce una
disninucién de los elementos mieloides normales, ocasionande
anemia, hemorragia e infeccidén, las células blasticas que
encontramos pueden ser del tipo de los mieloblastos,
monoblastos, etc (8,22 y 33).

En una biometria se observa una leucocitosis de 10,000 a
100,000/mm3, una leucopenia de  25%, trombocitopenia
deloo,oOO/mmJ, se encuentra una infiltracién de blastos

mayor del 30% en médula d6sea, también se presentan



infiltraciones a testiculos, mediastine y sistema nexvioso
central (SNC). La leucemia aguda se puede presentar en

todas las etapas de la vida (tabla I).

METODOS PARA DIAGNOSTICAR LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Cuando un paciente llega presentando un cuadre clinico
de leucemia aguda se procede a efectuar un frotis en medula
ésea y sangre periférica con tingcion de Whrite ¢ Leisman
Giemsa, si se observa mas del 30% de blastos en médula odsea
Y en sangre periférica una leucocitosis de 10,000 a 25,000
/mma, enseqguida el hematdlogo considera el riesgo del
paciente, el cual se clasifica en: a} riesgo habitual
cuando presenta las siguientes caracteristicas: edad entre 3
¥y 10 aRos, cifra inicial de leucocitos menor de 25.000/mm3,
que no se presente infiltracién a testiculo, sistema
nervioso central y mediastino, b) riesgo alto cuando la edad
sea menor de 2 ¢ mayer de 10 anos, cifra inicial de
leucocitos mayor de 25,000/mm3, y que halla infiltraciones a
testiculo, sistema nervioso central y mediastine (3,11 y
33).
CLASIFICACION DE LA Lla,

La leucemia linfoblastica aguda se clasifica de acuerdo
a sus caracteristicas citomorfoldgicas, citoquimicas,
bioguimicas, inmunclégicas y citegenéticas.
(a) Analisis morfologice. El grupo cooperativo de la FAB

(French~American~Brithis} (6 y 20) ha establecido un sistema



-de -clasificacién morfolégica que ha sido aceptada en el
mundo occidental, en donde se toma en cuenta el tamano de la
célula, cantidad de cromatina, contorno nuclear, nuimero de
nucleolos, cantidad de citoplasma, su basofilia y numero de
vacuolas, de acuerdo a estos parametros las leucemias
linfoblasticas agudas se subdividen en L1l,L2 y L3 (tabla
I1).

(b) Técnicas citoguimicas. La clasificacidén citoquimica ha
sido establecida como auxiliar en la identificacidén de los
diversos tipos celulares. Las técnicas enmpleadas estan
basadas en la demostracién de clertas enzimas ¥y
constituyentes quimicos de la c¢élula, lo gque caracteriza
tendencia y grado de diferenciacién celular. Dentro de las
tinciones se puede mencionar la tincién de PAS-Schiff, el
suddn negro, mieloperoxidasa y estearasa inespecifica. La
importancia de la citoquimica radica en que, si bien es
cierto que la clasificacién morfoldgica permite llegar a un
diagnéstico de <certeza en el B80% de los casos, la
citoquimica incrementa ese valor a 95% (17 y 20).

(c) Técnicas bioquimicas. En relacidén a la caracterizacién
biogquimica la enzima deaxinucletidiltransferasa terminal
(Tdf) permite diferenciar a la leucemia linfobldstica aguda
de la leucemia no linfobldstica aguda, ya que es una enzima
presente en los linfoblastos y no en Jlos linfocitos
normales, ni en la serie mielicde. Esta enzima se produce
normalmente en el timo y se ve aumentada en la leucemia

linfoblastica aguda de células T.



La determinacion de esta enzima también es util para
diagnosticar recaida a nivel testicular o de sistema
nervioso central (22 y 28).

(d) Estudios inmunoldgicos. Desde el punto de vista de
diagnéstico uno de los avances mas importantes de la ultima
década son los estudios inmunoldgicos (33), la aplicacién de
los anticuerpos monoclonales al estudio de las leucemias ha
permitido establecer subgrupos inmunolégicos, que informan
estadios de maduracién y diferenciacién celular, los cuales
tienen implicaciones pronésticas y terapéuticas. La
leucemia linfoblastica aguda puede ser clasificada desde un
punto de vista inmunoldgico en tres grupos fundamentales
LLA~B, LLA-T, LLA no B no T.

las caracteristicas de 1las células tipo B presentan
inmunoglobulinas de superficie y morfoldégicamente son
similares a las células de Burkitt (LLA-L3 dé la FAB), las
células tipo LLA~T tiene la caracteristica de formar rosetas
espontaneas con eritrocitos de carnero y poseen la enzima
deoxinucleotidil transferasa terminal, y por ultimo las
células tipo no B, né T que tienen como caracteristica una
gran cantidad de receptores glucocorticoides en su
citoplasma, cuanto mayof es el nimero de los mismos mas
larga es la duracién de la remisién (desaparicion de los
sintomas clinicos) (13 y 33).

(e) Estudios cromosémicos. Los estudios citogenéticos de
la LLA se han visto frenades durante mds de 20 afios debido a

la mala calidad de las metafases y a 1la peculiar morfologia



de los cromosomas (aspecto deshilachado), recientemente 1la
utilizacién de técnicas de bandeo mas simplificadas aunadas
al uso de metrotexate y bromuro de etidium (los cuales
alargan los cromosomas) el estudio del cariotipo se ha
empleado con mayor frecuencia, observandose anormalidades
cromosémicas en un 66% de los pacientes con LLA ( 4 ¥ 5 ).
El analisis cromosdmico ha demostrado ser de gran utilidad
clinica, tanto en el diagnéstico como en el pronéstico de
las leucemias en general y en particular de la LLA; por tal
motivo los hematélogos actualmente utilizan el cariotipo
para seleccionar el manejo y tratamiento adecuado a cada
paciente (5,17 y 20). Los cambios cromosémicos mas
frecuentemente detectados en este tipo de leucemias son :
a) Hiperdiploidia de 47 a 57 cromosomas y de 51 a 60
cromosomas., La hiperdiploidia fué descrita por primera
vez por Secker y Walker en 1982, caracterizadndose por la
ganancia de un nimero variable de cromosomas.
Frecuentemente se ven imvolucrados los cromosomas 4, 6, 10,
14, 17, 18, 20, 21 Yy X. Del 11 al 20% de los nifios con
hiperdiploida presentan cariotipo con 51 a 60 cromosomas y
11 al 16% con 47 a 50 cromosomas. La edad promedio en dque
se manifiesta la enfermedad es a los 6 afhos (4,5,6 y 25)
{(foto 1).

b) Cercano a 1lo Haploide. Rowley y Testa en 1982,
encontraron clonas leucémicas con esta alteracién, donde el

rango varié de 26 a 36 cromosomas. Esta alteracién



comprende el 1% de los pacientes y se presenta en cualquier
edad (11 y 17).

c) Cariotipo normal 46,XX, 6 46,XY. Se presenta en 6 a 22%
de pacientes cuya edad en el momento del diagndstico es de
14 ahos en promedio (18 y 20) (foto 2).

d) La delecidén 6g-. Recientemente identificada por Herper
1983, no es muy frecuente, pero también se presenta en
pacientes con este padecimiento, encontrandose el oncogen c~
myb en el cromosoma 6 banda q22 a q24 ( 2 ), la frecuencia
de esta alteracién es de un 2% y se manifiesta en una edad
promedio de 6 afios.

e) La translocacidn t(8:14)(q24:;q32). La cual tiene una
frecuencia aproximada del 5% y se manifiesta a cualquier
edad (14 y 26).

£) La translocacién t(9;22)(q34;qll). Se reportd por
primera vez en 1975, tiene una incidencia del 12% y edad
promedio de aparicién de 9 afios, se observan en trastornos
hematopoyéticos malignos (9,16 y 19) {(foto 3).

g) La translocaclén t(4:11){g21;q23). Se presenta con uha
frecuencia aproximada del 5% con una edad promedio de 16
meses al iniciar su aparicién (5).

h) La translocacidén t(1;19)(q23;p13.3). Recientemente fué
identificada con una frecuencla aproximada del 4 al 7% y con
una edad promedio de aparicién de 11 afos. Aparentemente eés
una recombinacién cromosémica critica, la cual puede estar
representada como t(lq*;19p”) o bien (1g-:19p+). (8,34 y

35).
A



i) La translocacidn t(11:;14)(p13;g13). Ha sido observada
con una frecuencia aproximada del 5% y se manifiesta en
cualquier edad (5 y 26).

i) Otras translocaciones reportadas en LILIA son la
t(V:12)(V;pl2) en donde el sequndo cromosoma involucrado en
el rearreglo puede ser cualquiera del complemento
cromosémico , las translocaciones en donde se ve involucrado
constantemente el cromosoma 8, t(2:8)(pl2 6 pl3; q24),
t(8;22)(g24;911), t(X:;8)(p23;q924) la frecuencia aproximada
de este rearreglo es el 2% con una edad promedio al inicio
del padecimiento de 5 anos (14 y 26).

k) Finalmente esta anormalidad 14g+ que Monlov y Monlova
reportan en 1972 con la presencia de una banda extra al
final de los brazos largos de este par cromosémico, y cuya

frecuencia es muy baja (tabla III). (34).

ETIOLOGIA DE LAS LEUCEMIAS.

La causa que origina esta enfermedad es desconocida, al
parecer se presenta en individuos expuestos a radiaciones
excesivas, productos quimicos, pacientes con alteraciones
del ADN, como sindrome de DOWN, sindrome de BLOOM, anemia de
FANCONI y ATAXIA TALANGECTASIA, situaciones en las que son
frecuentes los rompimientos cromosdmicos y rara vez
infecciones con retrovirus (5).

Recientemente el descubrimiento de que células normales
presentan protooncogenes, genes con funciones normales que

en clertas condiciones mutan y se transforman en oncogenhes



produciendo malignidad, ha abierto un nuevo panorama en el
estudio del origen del cancer. Existen cinco mecanismos que
explican la transformacién de un protooncogen a un oncogen,
los cuales son:
a) _Transduccién

Es el proceso nmediante el cual un virus transfiere
material genético de una célula donadora hacia otra
receptora, ocasionando que el oncogen celular sea colocado
bajo el control de elementos reguladores virales, y asi el
gen no responda mas a las sefales celulares, o bién
produciendo alteraciones celulares en las secuencias
codificadoras del onhcogen celular.
b) _Actjvacién por insercién.

El retrovirus en éste caso es integrado a un gen
celular particular como lo es el c-myc y como consecuencia
este gen es desplazado y puesto bajo el control de
secuencias virales regulatorias.

c) _Amplificacidn del gen

En éste caso la expresion del gen se encuentra amplificada
debido a que hay en la célula numerosas copias activas,
cuando esto sucede se fabrica excesiva cantidad de proteinas
que son codificadas por el gen.

d) _Mutaciones puntuales

El cambio de una base por otra en el protooncogen hace
que éste se active y se altere un pequefio segmento del gen

al recibir radiacién o mediante la accién de un carcindgeno

quimico.



e) _Alteraciones cromosémicas

Deleciones. Es la pérdida de un segmento de ADN, han
sido bién documentadas por lo menos en dos enfermedades
, (tumor de Willms y retinoblastoma). Aqui las secuencias de
codificacién de un gen podrian ligarse a las secuencias de
control de un segundo gen que es activado (5 y 8).

slo S. Son rearreglos entre dos cromosomas

en donde uno de ellos cede su material a otro. las
translocaciones mas frecuentemente observadas en las
leucemias, son: la t(15;17) en la leucemia promielocitica
aguda, ¢ la t(8;21) en la leucemia aguda no linfobldstica.
El primer ejemplc de activacidén oncogénica en asociacion a
una reordganizacion cromosdémica lo constituyé el linfoma de
Burkitt, donde se observa una t(8/14). En este tipo de
neoplasia el oncogen c-myc que se encuentra localizado en la
banda g24 del cromosoma 8, se transloca generalmente al
cromosoma 14¢32 Y en ocasiones al 2pll.1 ¢ 22pll.2,
colocandose adyacente o en los genes que codifican para las
cadenas de las inmunoglobulinas.

Una translocacidén . aparentemente idéntica, se ha
observado en pacientes con LLA-tipo L3 cuyas células tienen
marcadores del tipo B en donde se piensa que probablemente

sean manifestaciones diferentes de la misma enfermedad (8).

FRECUENCIA DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS (LA).
Las leucemias representan un 10% de todos los céanceres.

En Estados Unidos se presentan 6.7 casos nuevos anualmente



por - cada 100,000 habitantes(3), de estos el 1.1%
corresponden a la leucemia linfoblastica aguda. Es la forma
mas comin de cdncer en la infancia y se estima gue en los
paises sajones uno de cada 2,880 nifos la presentan. En
general se presenta a cualquier ed'ad en el grupo pedidtrico,
pero se ha observado un pico mdximo entre los 2 y 6 afos de
edad y ataca con mayor frecuencia el sexo masculino.

En México, de acuerdo al registro nacional de cancer,
de la Secretaria de Salud de 1983 (3), se reporta que las
leucemias y los linfomas son la neoplasia mas frecuente.

En la poblacioén infantil con algun tipo de neoplasia
las LA representan un 51%; en los hombres también ocupan el
primer lugar y en las mujeres ocupan el tercero, precedido

por el cancer cervicouterino y de mama (5,8 y 33).

SOBREVIDA EN LAS LIA.
Los paradmetros que con mayor frecuencia son utilizados
para valorar prondstico y sobrevida de los pacientes con LLA

son: estudios morfoldgicos, inmunoldgocos y citogenéticos.

Estudios morfolégicos. Keleti en 1978, reporta que LLA
Ll (predominante en nifos) tiene un indice de sobrevivencia

del 85%, la LLA L2 el 14.1% y LLA L3 el 0.8% (6}.

Tomando en cuenta 1lo0s patrones inmunolégicos se tiene
lo siguiente: La LLA-B, representa el 2% de los casos de LLA

norfolégicamente es similar a las células Burkit(LLA-L3 de
1



la FAB). Este tipo de patrén inmunolégico tiene una pobre
respuesta al tratamiento. La LLA-T, se observa
aproximadamente en el 20% de los pacientes, presentando
cifras elevadas de leucocitos y afeccidén precéz al sistema
nervioso central. El pronéstico de estos pacientes es
pobre.

El tipo LA no T y LLA no B, se presentan con mas
frecuencia en menores de edad representando el 70% de los
casos y suele tener una buena respuesta al tratamiento en un
30%.

Se ha reportado que pacientes diagnosticados como LLA
Ll y con fenotipo no T, No B, representan un 85% de todos
los pacientes con LLA, log cuales tienen un mejor pronéstico
que aquellos clasificados morfolégicamente como L2 ¢ L3 con

fenotipo células B ¢ células T (24,27 y 28).

Analisis Cromosémico.

a) Hiperdiploidia con 47 a 57 cromosomas y de 51 a 60
cromosomas, este grupo constituye el 30% de los niflos
presentando un buen prondéstico en donde se logra hasta un
87% de remisién completa y una sobrevida media mayor de
1.5-3 anos.

b) Cercano a lo Haploide, esta alteracién manifiesta un
pobre pronéstico con una sobrevida media de 6 meses,

c) Cariotipo 46XX 6 46XY; estos pacientes presentan una

sobrevida media mayor de 1 afo.



d) Aberraciones estructurales tales como: Translocaciones,

Deleciones, Inversiones, presentan pobre pronéstico, siendo

la sobrevida en general de menos de un aho, con excepcién de

los pacientes con t(1:;19)(g23;p13.3) cuya sobrevida es de

uno a dos afies (17 y 25).



OBJETIVOS:

1. Identificar las alteraciones cromosdmicas en
pacientes con Leucemia Linfobléastica Aguda.

2. Observar los cambios cromosémicos en el cariotipo
durante el curso de la enfermedad.

JUSTIFICACION:

Debido a dque en los ultimos aRos los estudios
citogenéticos han adquirido gran importancia en el manejo de
los pacientes con leucemias, se decidié realizar el presente
trabajo conjuntamente con el departamento de Hematologia del
Centro Hospitalario 20 de Noviembre con el fin de
identificar las alteraciones cromosdricas en la poblacidn
bajo estudio, permitiendo una mejor caracterizacién de la
enfermedad y en consecuencia ayudar al médico a normar su
conducta en el manejo y tratamiento del paciente, Por otro
lado no existen reportes en la literatura de cambios
cromosémicos en el transcurso de la enfermedad, este estudio
permitirad valorar si existen cambios en el cariotipo y si

estas influencian en la evolucién del mismo.



MATERIAL Y METODCS

En el periodo de Abril de 1987 a Mayo de 1988, se
estudiaron 15 pacientes con diagnéstico de Leucemia
Linfoblastica Aguda, que fueron enviados del servicio de
hematologia del Hospital Regional 20 de Noviembre. De los
cuales 9 correspondieron al sexo Masculino y 6 al sexo
Femenino, cuyo rango de edad fluctd entre 2-10, 11-15 y de
16 a 32 anos. Trece pacientes tuvieron tipo citomorfoldgico
de Li, dos pacientes fueron Lz y no se recibieron pacientes

con Ly (tabla IV).

A cada uno de los pacientes se les practicéd un estudio
cromosémico (cariotipo) en Médula Osea (MO) y en algunos de
ellos en sangre periférica(sp), tanto en directo como en
cultive, cuando hubo material suficiente se cultivé una
muestra con estimulacién por fitohemaglutinina con el fin de
pernitir una mejor observacién del material y detectar con
mads presicién las alteraciones cromosémicas esto se realizé
en las siguientes etapas:

(a) 1Inicial (previo al inicio de la quimioterapia)

(b) Al conseguirse la remisién

(c) Al finalizar la consolidacién {6 semanas)

(d) Al finalizar la profilaxis al SNC. (11 semanas)

(e} Antes de sostén (14 semanas), y apartir de entonces,

cada 3 meses en el curso del tratamiento.



TECNICAS DE CULTIVO

El método directo para médula ésea y sangre ;

0.5 ml de MO & sp fueron diluidas en 10ml de solucidn
salina (0.9%), y posteriormente se centrifugaron por 5 min a
1000 rpm, el sobrenadante fué eliminado repitiendo una vez
mas el paso anterior.

El botén celular se resuspendid nuevamente en 10ml de
solucién salina (0.9% de NaCl) agregando dos gotas de
colchicina a una concentracién de (1 pgr/ml), el cultivo fué
incubado a 37° por 10 min, al término del cual fué
centrifugado nuevamente por 5 min a 1000 rpm eliminandose el
sobrenadante.

El paquete celular obtenido fue resuspendido en 10 ml

de una solucidn hipotdnica de KCl 0.75 M, e incubado a 37°C
por 20 ¢ 30 min; se centrifugé a 1000 rpm para eliminar el
sobrenadante.
El botdén resultante, fué resuspendido cuidadosamente en 10
ml de fijador Carnoy (metanol-acido acético 3:1),
centrifugandose por 5 min a 1000 rpm; el sobrenadante fue
eliminado y resuspendido nuevamente en fijador, paso que se
repitid de 3 a 4 veces hasta obtener limpio el botdn celular
resultante.

Para elaborar las laminillas se resuspendié el botén

obtenido en 0.5 a 2 ml de fijador dependiendo del paguete



celular obtenido, se dejaron caer a una altura de 25 .a 30 cm
una a tres gotas de suspensién sobre un portaobjetos
perfectamente limpio y sin grasa , después se flamearon las
laminilla para lograr la fijacién de 1las células al
portaobjetos.

Método de cultivo a las 24, 48 y 72 hrs y sin
estimulacidn,
Se procesd un frasco de cultivo para cada uno de los tiempos
antes mencionados de la siguiente manera: 0.5 ml de MO o
sp, fueron agregadas a 10 ml de cualquiera de estos medios
de cultivo, TC-199 , MEM Earle ¢ HAM F-~10, suplementados con
20% de suero fetal de ternera y 100 U/ml de penicilina y
estreptomicina. A los cultivos que fueron estimulados se
les agregd 0.5 ml de fitohemaglutinina.

Los cultivos fueron incubados a 37°C por el tiempo
correspondiente, la cosecha se hizo con la técnica descrita

en el método directo, a partir de agregar la colchicina.

BANDEC CROMOSOMICO

Se obtuvieron de 8 a 10 laminillas para cada caso, una
de las cuales fué tehida con giemsa para rutina y el resto
se procest con técnicas de banda G y Q.

Técnica de bandas G; a 100 ml de solucién salina
previamente calentada a 37°C se le adiciond 25 mg de
tripsina (difco). Las laminillas se introdujeron en esta

solucién aproximadamente 1 min para posteriormente ser



lavadas en 3 diferentes soluciones de NaCl al 0.9% por un
tiempo de 10 seg cada una, después fueron tefiidas con Giemsa
durante 5 min se lavaron en agua y se secaren al aire. si
las laminillas no mostraron un patrén de bandas, o la
calidad del mismo no fué la adecuada, entonces esta misma
laminilia se introdujo nuevamente en la tripsina el tiempo
necesario para obtener un bandeo efectivo y se tifé

nuevamente.

Técnica de bandas Q: Las laminillas fueron tehidas en
una solucién de mostaza de quinacrina [5 pg/ml) por 10 a 15
nin, después de lo cual fueron lavadas con una solucién de
buffer de Sorensen por 30 seg, paso que se repitié dos veces
mas. Se colocd un cubreobjeto sobre las laminillas y el
exceso de buffer fué eliminado presionando la laminilla en

papel absorbente (29).

ANALISIS DE LAMINILLAS AL MICROSCOPIO.

Primeramente se analizaron 10 células sin bandear
(tincién simple de Giemsa) de la muestra de MO 6 sp en
dirécto ¥y en cultivo sin estimular, cuando né fué posible la
obtencién del material celular, el andlisis se hizo
utilizando las muestras de 24, 48 y 72 hrs (dejando como
ultimo recurso los cultives de 72 horas estimulados).

En las muestras en las que se obtuvieron bandas G de
buena calidad se valoraron de 10 a 20 células y se

microfotografiaron 3 células para obtener su cariotipo. En



aquellos casos en donde no fué posible obtener bandas G se
practicaron bandas Q utilizando un microscopio FOMI III
ZEISS modelo universal de epifluorescencia, valorandose la
fluorescencia en la longitud de onda (400-~444).
El cariotipo fué ordenado deacuerdo al Sistema
Internacional de Nomenclatura en Citogenética Humana (15).
El material utilizado y la preparacién de los reactivos

se encuentran en el Anexo 1



RESULTADOS

Se estudiaron 15 pacientes de los cuales 13 fueron LLA-
Ly, 7 hombres y 6 mujeres de 1 afio a 32 aiios de edad, y 2
pacientes con LLA-l, un vardn de 9 afios y una nida de 16
afnos de edad. A todos 1los pacientes se les practicd
aspiracién de médula dsea, en el estudio inicial antes de
administrarle el tratamiento y después en etapas
subsecuentes y durante el curso de la enfermedad. Todas las
mitosis Ffueron valoradas en cuanto al numero modal de sus
cromosomas. De la valoracidn micoscépica de las laminillas

de cada paciente derivan los siguientes datos:

CARIOTIPO INICIAL

En esta etapa del estudio se obtuvo un resultado en 11
pacientes y en 4 pacientes no hubo matarial para estudio.
De estos 11 pacientes B presentaron cariotipo normal 46, XX
¢ 46, XY y 3 un cariotipo anormal. En el paciente numero 4,
con LLA-L2 edad 9 afos con sexo masculino, se obtuvo un
cariotipo con el 23% de células hiperdiploides, con un rango
de 46 a 55 cromoscmas predominando los grupos C, Dy F y 77%
de cdlulas normales. En el paciente numero 9, con LLA-L1
sexo masculino y 5 afios de edad mostré el 38% de células
hiperdiploides con un rango de 50-56 cromosomas,
predominando los grupos A, C, D, ¥y F y el 62% de celulas

normales. Por utltimo el paciente numerc 10 el cual presentd



en todas sus células analizaﬁas, uﬁa’r,traﬁslodacién
9;22(g34;q11) ( tabla V).

En las etapas subsecuentes de tratamiento clinico. que
se les aplicd a los pacientes se presentd lo siguiente:

El paciente numero 1 con LLA-L1, edad 30 afos con sexo
femenino, en etapa de consolidacién y en 1la etapa de
profilaxis a Sistema Nervioso Central (SNC), se obtuvo un
cariotipo normal de 46 cromosomas, en la semana 14 de
sostén, hubo el 59% de células con un cariotipo normal
femenino y el otro 41% presenté células hiperdiploides en un
rango de 50-80 cromosomas por célula donde predominaron los
cromoscomas del par 3 grupo C, D, y pares de 16, 19 y 20. En
la semana 17 de sostén, nuevamente se obtuvo un cariotipo
normal 46, XX. En la semana 20 no pudo ser valorado el
material debido a la pobre calidad del mismo, sin embargo en
la semana 23 nuevamente la paciente presento un cariotipo
normal.

En el paciente numero 2, con LLA-Ll1 edad 3 anos y de
sexo femenino, en la etapa de consolidacién obtuvimos un
cariotipo normal de 46 cromosomas, en tanto que en la etapa
de profilaxis a SNC no se tuvé material para estudio. A la
semana 14 de sostén se observo un 62% de células
hiperdiploides con un rango de 80 a 87 cromosomas donde
predominaron los grupos C, D, F y G; y el 38% de células con
un carjotipo normal femenino, donde predominaron los
cromosomas C, D, F y G: mientras que en la semana 17 de

sostén tuvimos un cariotipo normal 46, XX.



En el paciente numero 3, con LLA-Ll; de 11 afos de edad
y sexo femenino, en la etapa de consolidacidn no se obtuvo
material para estudio, en las etapas siguientes, no se
realizd el cariotipo debido a que la paciente abandond el
tratamiento.

El paciente numero 4, con LLA-L2; de 9 afios de edad,
sexo masculino en la etapa de consolidacidén se observd un
cariotipo con el 31% de células hiperdiploides con un rango
de 47 a 88 cromosomas y el otro 69% de células con un
cariotipo normal masculino, predeminando los grupos B, C, D,
E y F; en la etapa de profilaxis a SNC se mostrd un
cariotipo el cual presenté el 88% de células normales y el
otro 12% fueron células hiperdipleides con un rango de 50 a
83 cromosomas, predominando los grupos A, B, ¢, Dy E. A la
semana 14 de sostén observamos también células
hiperdiploides con el 13% de éstas, con un rangec de 47 a 88
cromosomas predominando los grupes A, C, D y G; en la
semana 17 de sostén también presentéd un cariotipo
hiperdiploide con el 3% de ésta linea con un rango de 46 a
78 cromosomas predominando los grupos A, B, C, D, E y G; ¥
el otro 97% una linea normal de cromosomas el 87% de
células.

El paciente numero S, con LLA-L1, edad % afios con sexo
masculino; en la etapa de consolidacion no se practicd el
cariotipo; en la etapa de profilaxis a SNC se observd un
-cariotipo normal 46,XY, Yy en la semana 14 de sostén se

obtuvo lo mismo, por otro lado en 1la semana 17 se tuvo una



linea con el 31% de células en donderse observo 1a adiclon'

de un cromosoma del grupo c el cual ‘t ico debldor
a la calidad del material, y el otro 69% de células
normales.

El paciente numero 6, con LLA-L1l, edad 9:Gafios con sexo
masculino, en la etapa de consolidacion se observaron dos
lineas celulares, una con el 10% de ceélulas hiperdiploides,
con un rango de 47 a 80 cromosomas, predominando los grupos
A, C y D; y el otro 90% con una linea normal 46,XY, en la
etapa de profilaxis a SNC no se obtuvo material para
estudio. Por otro lado, en la semana 14 de sostén, tuvimos
un cariotipo normal masculino en todas las células
estudiadas, este paciente presentd una recaida en la cual
observamos una linea hiperdiploide con el 30% de células y
el otro 70% de células normales.

El paciente numero 7, con LLA-L2, edad 16 afos con sexo
femenino, en la etapa de consolidacién se observéd un
cariotipo normal, en la etapa de profilaxis a SNC mostrd el
mismo cariotipo, igual que en la semana 14 de sostén, la
paciente tuvo una recaida en donde encontramos el 26% de las
células con 47 cromosomas donde se observé un cromosoma
extra, el cual fué un filadelfia, el 4% con una linea
hiperdiploide y un rango de 46 a 50 cromosomas predominando
los grupos A, C, Dy F y el otro 70% de células normales.

El paciente nuimero 8, con LLA-L1, edad 1 afo 8 meses
con sexo femenino, en la etapa de consolidacién se obtuvo un

cariotipo normal masculino 46,XY, en las siguientes etapas



del ‘estudio no se elaboré el ‘ca
paciénte falleciéd. =

El paciente numero 9, con LLA-Ll, edad . 5'afos con sexo
masculino, en la etapa de consolidacién se mostfé uné linea
hiperdiploide con un 7% de células con un rango de 48 a 87
cromosomas predominando leos grupos A, C, D, E, Fy G; y el
93% de células normales, en la etapa de profilaxis a SNC se
tuvo un cariotipo normal masculino 46,XY.

El paciente numero 10, con LLA-Ll, edad 32 afios sexo
masculino, no se elabord el «cariotipo en las etapas
subsiguientes debido a que fallecid el paciente.

El paciente numero 11, con LLA-L1, edad 5 afios con sexo
masculino, en la etapa de consolidacién se obtuvo un
cariotipo normal masculino 46,XY, en la etapa de profilaxis
a SNC y en las etapas de sostén no se elaboro el carjotipo
debido a que fallecid el paciente.

El paciente numero 12, con LLA-L1, edad 7 afhos con sexo
masculino, en etapa de consolidacién se obtuvo un cariotipo
con 46,XY, en la etapa de profilaxis a SNC no se practico el
cariotipo, por otro lado en la semana 14 de sostén no se
elabord el cariotipo debido a la calidad del material.

El paciente numero 13, con LLA-L1, edad 8 afos con sexo
masculino, en 1la etapa de consolidacién se observé un
cariotipo con el 9% de celulas hiperdiploides, con un rango
de 86 a 87 cromosomas, predominando todos 1los grupos A, B,
C, D, E, F y G; y el 91% de celulas normales 46,XY, en la

etapa de profilaxis a SNC presentéd una linea de 46



cromosomas con una delecién del cromosoma 22 en el 22% de
las células, el 16% de células hiperdiploides con un rango
de 47 a 103 cromoscmas extras predominando todos los grupos
A, B, C, D, E, FyG; yel 62% de células normales.

El paciente numero 14, con LLA-L1l, edad 24 afos con
sexo femenino, ya no se realizaron estudios subsecuentes
debido a que fallecidé la paciente.

El paciente numero 15, con LLA-Ll, edad 14 afios sexo
femenino, né se realizd cariotipc en las etapas
subsecuentes, debido a dque 1la paciente abandonéd el

estudio. (tabla V)



DIBCUSION

En nuestro estudio se obtuvieron resultados en el
cariotipo en un 84%; otros autores reportan un 70 a 80%
(34). Los estudios 'no valorables son consecuencia de
material insuficiente o bién, a la pobre calidad de las
metafases obtenidas, y que a pesar de haber utilizado
cultivos en directo, 24 , 48 y 72 horas y bandas G ¢ Q
alteraciones estructurales o numéricas no pudieron ser
descartadas. Problemas similares son reportados por otros
investigadores quienes también encontraron gque es muy
dificil obtener material de buena calidad en este tipo de
leucemias (17 y 34).

En estudios iniciales previos al <tratamiento 3
pacientes presentaron anormalidades citogenéticas (pacientes
4, 9 y 10) representando 20% del total, otros autores
reportan alteracidn en el 65 al 94% de los pacientes (4, 18,
24 y 34). El bajo porcentaje observado en huestra poblacién
se debi¢ quiza al nﬁmefo de pacientes estudiados, sin
embargo en estudios subsecuentes pacientes que inicialmente
tuvieron cariotipos normales presentaron cariotipos
anormales; aumentando asi el 50% de alteraciones encontradas
en nuestra poblacién. La alteracion cromosémica mas
frecuentemente observada fué la hiperdiploidia tanto en el

cariotipo inicial como en estudios subsecuentes, la cual



representd el 26.5% mids de lo reportado por otros autores
(18 y 34). La aparicién de las hiperdiploidias en estudios
subsecuentes no se ha demostrado gue sea consecuencia de la
quimioterapia (27), en donde s5e sabe que se producen
rearreglos de otra indole, como translocaciones,
inversiones, deleciones etc. Por otra parte al igual que en
otras revisiones, cuando el numero cromosémico sobrepasa de
los 50 cromoscmas, es de esperar una sobrevida mayor a 236
meses en nifos y 21 meses en adultos (28). En nuestra
poblacién los pacientes 1, 2, 4, 6, 9 y 13 guienes en alguna
etapa del estudio (tabla VI) presentaron un carlotipo
hiperdiploide estdn aun con vida confirmando asto 1los
hallasgos por otros autores {2, 8, 34 y 35).

De los 15 pacientes estudiados predomind el grupo gque

tenta

de 2 a 10 ados, siendo estos B8 casos (pacientes 2, 4, 5, 6,
9, 11, 12 y 13) y con respecto al tipo citomorfolégico el
mas frecuente fué la LLA-Ly (pacientes 2, 5, 6, 8, 9, 11,
12, y 13), de acuerdo a estos parametros hematoldgicos este
grupo presentd buen prondstico lo cual confirmé el estudio
citogenético.

Existen pocos reportes en la literatura acerca de la
evolucién clonal de la enfermedad, Billstrom ha encontrado
de un 41 a 94% de alteraciones (35). Nuestros hallasgos
sugieren que la aparicién de hiperdiploidias o trisomias,
durante la evolucién de la enfermedad son de buen prondstico

para el paciente aungue inicialmente no hayan tenido dicho



‘ pronéstico como el paciente numero 4 con riesgo habitual
desde el punto de vista hematolégico.
En la literatura se ha reportado que el 25% de los
pacientes
con LLA presentan cromosoma filadelfia, en nuestra
poblacién se presenté en un 13.3%. La presencia de dicho
cromosoma se ha visto que confiere un mal pronéstico (4, 17
y 35), lo cual fué confirmado en nuestros resultados pues
los dos pacientes gque lo presentaron, paciente mimero 10 al
inicio del tratamiento y el paciente numero 7 a la 26 semana
de evolucion fallecieron en un lapso corte posterior a la
aparicion de este cromosoma. Lo que llama nuestra atencién
es el segundo paciente pues éste presentd un cariotipo
normal en la etapa inicial, esto indica la importancia de
realizar estudios citogenéticos durante la evolucién de la
enfermedad del paciente y no nada mas en el estudio inicial
como se efectué en la mayoria de 1los casos. En los
pacientes numero 3, 8, 11, 14 y 15 ndé se les pudo hacer una
correlacién entre el estudio citogenético y el hematolégico

debido a que abandonaron el ‘tratamiento o a que fallecieron.



CONCLUSIONES

De estas investigacliones se puede concluir que:

- La aplicacién de las técnicas de bandec cromosdémico
para el estudio de las leucemias, ha producido resultados
significativos con respecto a los patrones citogenéticos y
correlaciones clinicas.

- Los estudios cromosémicos en leucemia aseguran un
diagnéstico y un pronéstico, favoreciendo una mejor
seleccion del tratamiento para un paciente en particular.

- La determinacién del numero moda; de cromosomas y la
identificacidén especifica de alteraciones estructurales, son
de significancia prondstica para el paciente.

- Varios estudios citogenéticos durante la evolucién
del padecimiento incrementan la oportunidad de hallar una
clona cromosdémicamente anormal.

- En algunos casos, las clonas anormales pueden

desaparecer posiblemente por el efecto del tratamiento.
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ANEXO

MATERIAL EMPLEADO.

I REACTIVOS

1.~ Cloruro de Sodio

2.- Cloruro de Potasio

3.~ Alcohol Metilico

4.~ Acido Acético Glacial

5.- Fosfato de Potasio Moncbasico(KH,P04)
6.- Fosfato de Sodio Dibasico(NapHPO4)

7.~ Tipsina(Difco)

8.- Colcemid & Colchicina(colcemid 10mgr/ml)
9.- Mostaza de Quinacrina(5 pg/ml)

10.-Agua Destilada

11 SOLUCIONES

1.- Solucidn Isoténica de NaCl al 0.9%%

2.- Solucidén Hipoténica de KC1 0.75 M.

3.- Solucidén Buffer de Fosfatos(buffer de Sorensen pH 6.4)
4.- Solucién Colorante de Giemsa

5.~ Solucidén de Colchicina(l gr/ml)



III

l.-

por

MATERIAL BIOLOGICO

Médula Osea obtenida por aspiracidén y sangre obtenida

intravenosa,de 15 pacientes que presentan LIA.

IV PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucion isotdnica de NaCl; se disuelven 9 gr de NaCl en
1 litro de agua destilada aforando. :
Solucién hipotsénica de KCl; se disuelven 5.582 gr de KCl
en 1 litro de agua destilada aforando.

Fijador Carnoy; 3 partes de metanol por una de acido
acético

Solucioén trabajo de Giemsa: se prepara diluyendo 2.5 ml
de buffer A,2.5 ml de buffer B y 42.5 de agua destilada.
Solucidn A(KHpPO4) iSe pesan 113.4 gr. y se disuelven en
2.5 litros de agua destilada.

Solucidn B (NajHPO4); se pesan 148.3 gr. en 2.5 litros
de agqua destilada.

Solucidm de Mostaza de Quinacrina; Quinacrina Mustard 5
mgr., buffer A 5 ml, buffer B 7 ml y 108 ml de agua

destilada.



Conteo de céhdas blancas
X 10*3 en sangre

Conteo de células rojas
X 10*6ml en sangre

‘Hemoglobina
a100ml en sangre

Volumen del paquete de
RBC m/100m| en sangre

Volumen corpuscular
medio m*celulas rojas

Hemogiobina corpuscular
media pyicéiutas rofas

4 ¥
meda conc.g/t (ml RBC

Comeo de plaquetas
X 1031 de sangge

7.25(39-10.6)

6.11{3.4-5.9)

15.5(13.3-17.79

46.0(39.8-52.2)

90.1(80.5-99.7)

30.2(26.6-33.9)

33.9(11.5-36.3)

295(150-940)

7.20(3.5-11.0)

451(3.8-5.2)
13.7(11.7-17.7)
40.9(34.9-46.9)
90.4(80.8-100.0)
30.2(26.4-34.0)
33 6(31.2-35.0)

295(150-440)

*RBC- Contro de Célutas rojas en Sangre




Tabta #.

CLASIFICACION DE LA L.L.A. DE ACUERDO A LAS

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

CARACTERIBTICAR L i 2 L3
}
P‘amaﬁndeh Pequeiio hasta 2veces Grande heterog de y H géneo
: céluta et §nfocito Ien tamafo
|
"Cmmal'l\a Homogénea IHetorogénea ,Finamem'e punmteada
; ' y homogenea
1
ll‘ Regutar, Ndentificacion Reguiar oval
ocacionales ireguiar a redondo
Croplasma Escaso Variable a veces Modermdamente abundame
: moderadamente con mubipies vacuolis
i jabundante que se SURerpPoNen
nchsso al pdcleo
Basofla Ligera 0 mod Muy intensa
Ciropk da ntensa
Vacuolas Varables Variables A menurdo prominentes
Cooka
'




Tabla 1

HALLAZGOS CITOGENICOS EN PACIENTES CON LA L.L.A.

Y SU CORRELACION CON EL PRONOSTICO

FREC. Fnﬂmr_i» il FENOTIPO CCAROTIPO
APROX,| L . INMUNGLOGICO Rt
S L1,12 MIELOMOCITICO Y H4,11) 16 MESES 1 ARD
PRECURSOR CELULAS B (921;423)
12 L1,12 PRECURSOR CELULAS B ¥8;22) 9 AROS 1 ARD
(q24,q17)
s L3 CELULAS B YB;14) RANGO ADIERTO 1 A0
(924,432) B
5 Li-12 CELULAS T $11;13) POCOS CASOS 1 ARO
(P13q11.29)
-7 L2 PRE-B Hi;19) 11 AROS 1-2 AROS
(CITOPLASMATICO) (923;p13.3)
2 L2 B-PRE-B (V;12DEL 5 AROS POBRE
(CITOPLASMATICO) 12p
1 L2 PRECURSOR CELULAS B | CERCANO ALO | RANGO ABIERTO | 16 MESES
HAPLOIDE .

2 L2 PRECURSOR CELULAS B DEL6q 6 ARDS 1 ARO
11-16 | Li12 PRECURSOR CELULAS B a7-50 6 ANOS 1.5 ANDS
1120 | L1,L2 PRECURSORA CELELAS 8 51-60 3 ANOS 2-3 AROS
6-22 | 1112 PAECURSOR CELULAS B NORMAL 14 AROS 1 ARO




Tabta V.

DISTRIBUCION POR EDAD Y SEXO

T

MoSCULING

TOTAL 6




Tabla V.
HALLAZGOS CITOGENETICOS INICIALES Y SUBSECUENTES PARA LOS PACIENTES CON L.L.A.

Normal (a) B i No valorable | Normal (a)
2% 3 L1 Novalorable | Nomal(h) |--—-----moev Hiperdhploide Normal
(a) (b) 6206 @)

IF n Ln Naormal (a) No valorable
am o9 L2 | thperdipioide | Hiperdipioide | Hiperdiploide | Hiperdiploide | Hiperdiploide

@2W | (2)31% (a) 12% (a) T (a) %
B 9 L Normat(a) |-——s-=m—ume Normat (a) Nomat 46X Y47 XY

(3)(b) +c(@3%
(3] 9 L Normal (a) i No valorable Normal (a)
{(a) 10% (a) 3006
m 16 12 Normal (a) Narmal (a) Nomal (a) Normal (a} Heperdiploide
(3)26%ph, 3%

aF 18 L1 No valorable Nomal (a)

o | s L1 Hiperdiploide | Hiperdiploide | Normal (a) (b)

(a) 39% (a) ™

1om | 32 u Translocacibn

(a) (h) 100%
1™ 5 1 Normal Normal (a)

@) {c)
12/ 7 L No vatorabte Normat {a) No valorable
13M 8 L1 No valomble | Hiperdiploide | A6XY/46,X Y(a) | Hipedploide
(a) (b) 3% 22/47-103 (a) 109 X B
229% 1604 BB s B

1aF | 24 8] Normal (a) ) ; ’
18F 14 u Normatl (a)

Vive

Fallecio

Fallecid

Vive

Falleci

£ "

Vive

a - Médula Osea en duecta

b.- Méduta Osea de 24 Hrs.

c.- Médula Osea de 48 hrs.
—————— Cariotipo no practicado
% F je de céhdas
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