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Gracias a Dios, por existir

a mis padres, por la vida

a los que me rodean por su presencia.
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{. Resumen:

Objetivo:
Describir las alteracionaes citogenéticas en el estudio inicial de portadoes de un
sindrome mielodisplasico (SMD).

Material y Métodos:
A toados jos pacientes con el diagndstico de sindrome mrelodnsplésuco de primera
CMN Siglo XXIi, se

vez en el servicio de hematologia, H ! de Especi.
tomo frotis de sangre periférica, aspirado de médula ésea. bvops:a de hueso y

estudio de citogenética por cultivo de células tiempo acortado

Resuitados:
De marzo de 1981 a junio de 1993, se analizaron un total de 41 enfermos (17
varones y 24 mujeres; limites de edad de 20 a 85 afios [media 57 afos]) con
diagndstico de SMD y estudios citogenético positivo. Los SMD se clasificaron
segun los critenos establecidos por el grupo Franco Amernco Britdnico
(FAB).comespondieron a: anemia refractaria simple (AR), 22: anemia refractaria
con sideroblastos anillados (ARS), 7. anemia refractaria con exceso de blastos
(AREB), 7: anemia refractaria con exceso de blastos en transformacién (AREB-T),
3, y leucemia mielomonocitica crénica (LMMC), 2. en 9/41 el estudio citogenético
fue normal, y en 32 se encontraron diferentes anormalidades, entre elias:
numéricas en 7, estructurales simples en 10 y estructurales complejas en 15, las
alteraciones simples fueron -5, del (8), +6, -7, 8q-, 12q+ y 1(4.17), y las complejas
comprendieron a los cromosomas 2.6 7,8, 18 y 17, como delecciones o
transiocaciones con hiperdi e hipodiploidia, un 50% de los casos con
alteraciones simples comespondié al grupo de pacientes de menos de 80 arnos de
edad con SMD tipo AR y ARS. Los cromosomas afectados con mayor frecuencia
fueron el 2, S, 8 y 7. Se concluye que el estudio de citogenética debe utilizarse
como un método de diagndstico en los enfermos de menos de 60 affos con
citopenias refractanas. Se requieren estudios posteriores para determinar su valor

como factor pronésﬁcd independiente en la poblacién mexicana




Il. Antecedentes:

Los Sindromes m-elodnsp|asncos {SMD), representan un grupo heterogéneo
de enfenr hery de origen desconocido, caracterizado por
hematopoyesis ineficaz e inhibicién de la hematopoyesis residual normal, que se
manifiestan clinicamente como sindrome de insuficiencia de ta médula ¢ésea de
grado variable (1 y 2).

Su presentacidn es mas frecuente en el séptimo decenio de la vida, se
identifican citopenias periféricas unilinealeales o trilineales, y la médula dsea
muesra hiperplasia celular, con displasia trilineal. Su maoarbi-mortalidad es temprana
y consecutiva a anemia, infeccién o hemorragia, y suele evolucionar a leucemia
aguda (2).

A partir de 1982, como producto de la Reunidn Franco Americo Britanica
(FAB), se clacificaron en: Anemia refractana simple (AR)., Anemia refractana con
siderocitos (ARS). Anemia refractaria con exceso de blastos (AREB), Anemia
refractaria con exceso de blastos en transformacién (AREBT) y leucemia
mielomonocitica crénica (LMMC) (1 y 2).

Su frecuencia es seis veces mayor que la de leucemia mieloide aguda
(LMA); se estima una incidencia de 0.75 por 1,000/afo en sujetos mayores de 60
afios de edad (4 y 5).

Los SMD se originan a partir de un defecto clonal adquindo en el acido
desoxiribonucleico (ADN) o por alteraciones cromosémicas en las ceélulas tallo
hematopoyéticas (3). Por analisis de inactivacién del cromosoma X en cultivo de
células se ha documentado que las alteraciones son a nivel de las propias células
tallo hematopoyéticas, aunque también pueden incluir las series mielode/eritroide
megacariocitica y linfoide (7.8 y 9). Otros astudios incluyen deteccion de la proteina
M 270 en estados heterocigotos para la Glucosa-8-fosfato deshidrogenasa y la
r ion de ampli ién por cadena polimerasa (8 y 7).

Aunque de origen desconocido, los datos epidemioldgicos han revelado
mayor frecuencia en sujetos con exposicidn a factores mielotdxicos, en especial
radiaciones idnisantes y quimioterapia; cuando asi aparecen se les ha denominado
SMD secundarios (8, 9, 10).

£n la anemia de Fanconi, se encuentra una alteraciéon a nivel del ADN, y se
acompafia de alto riesgo de presentar SMD y leucemia aguda secundaria, como
una prueba de inestabilidad cromosdmica (11).

Con base en observaciones como ésta, se postula que las alteraciones
cromosoémicas tienen gran importancia en la patogenia de los SMD,.aunque los
diferentes subtipos podrian estar en relacibn a alteraciones citogenéticas
especificas, esto Nno se ha comprobado (12).
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La frecuencia de alteraciones cromosémicas encontradas en los SMD varia
de 38 a 80 %; para AR y ARS es de 20 %; para la AREB y AREB-T es de 60 a 80
%, ¥y en la LMMC de 40 % (11-12). En cuadro morfologhico de tipo AR las
alteraciones estructurales como: -5, 8q+ y 20q- se observarm con mayor frecuencia.
(12).

Las alteraciones descrnitas han sido de tipo numérico, como estructural
predominando las pérdidas del matenal cromosémico: monosomias, deleciones y
translocaciones no balanceadas, entre allas: -5, -5q.,-7. 7q-, 8+, 9q-. 20q- (13).

La alteracion 5q- ha caracterizado a un sindrome de evolucidn cronica, que
predomina en mujeres, con anemia macrocitica, cuenta de plaguetas normal o
aumento de megacariocitos hipertobulados con ARS. que presenta una evolucidon
estable y buen prondstico (13,14 y 15).

En los arreglos del cromosoma 3: inv(3), 1(3.5)(q25.:934). t(3.3)(q21,q26) se
observan alteraciones dispoyéticas importantes de los megacariocitos, con
displasia en 83%, megacanocitos normales o aumentados en 58% y trombocitosis
absoluta de >500x10%/L{15-18).

Alteraciones del cromosoma 7 (-7, 7qQ-, del 7)., se relacionan con cuadros
morfolégicos de AREB-T, con supervivencia breve (13). En niflos se ha identificado
que las alteraciones especificas del cromosma 7, presentan un cuadro clinico con
rapida evolucién hacia leucemia aguda (17-18)

La adquisicidn de otras alteraciones citogenéticas durante la evolucion se
ha implicado en especial con cuadros morfolbégicos compatibles con LMA M4/M5
cor stiva a la trar ion 11(Q23) (19-20).

La identificacion de los oncogenes hibrndos cHas-ras y cEts-1, presentes en
{a inv(11), inv(1:3) (p36.Q22) y t(12), aparecen en cuadros de evolucién temprana
hacia leucemia aguda de comportamiento agresivo, y constituyen un signo indirecto
de enfermedad clonal adguirida (17-20).

Cuadros citogenéticos como los mencionados parecen definir la evolucidn
de 1a enfermedad y ser un factor pronéstico independiente (19, 22 y 23).

La clasificacién de la FAB es Gtil dado que permite identificar enfermos que
podrian evoiucionar hacia leucemia aguda, y los distnbuye en dos grandes grupos:
de riesgo alto (AREB, AREB-T y LMMC) y de riesgo bajo (AR y ARS) (21).

Yunis y colaboradores han intentado definir la supervivencia total (SVT) de
fos enfermos con SMD con base en las alteraciones cromosomicas: 5q- con Mmas
de 2 afos de SVT,; del (7) y complejos multiples con uno a dos afos de SVT, -7, +8
con menos de un afo de SVT; y SVT indeterminada para otras alteraciones (12).

Los SMD se diagnostican por exclusion, una vez excluidas enfermedades
que generan citopenias periféricas y dispoyésis secundaria en los precursores
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hema(opoyéucos de la médula ésea, como se observa en las neoplasias,
ir es y enfern cronicas (1)

Aunque SMD, son mas frecuentes en mayores de 60 afos, no son
exclusivos de este grupo de edad (17-18), se manifiestan en clinica con. anemia
que no comesponde a deficiencia de aporte nutricional de hematinicos ni se cormrige
con la administracidn de estos; infecciones por diversos agentes debido a
leucopenia especifica o defectos de la funcién leucocitana. y sindrome purpdrnco-
hemorraagico grave que pone peligro la vida. En la médula ésea se observan
cuadros morfologicos diversos, desde hiperplasia celular trilineal, bhasta
hipocelularidad que puede confundirse con anemia aplésuca Se acompafan de
displasia de |a maduracién de los precursores hern mani da como
desporporcién en la maduracidn nucleo/citroplasma, cambios megaloblasticos,
disgranulopoyesis y formas de seudo Pelger-Huet (1-2).

Todo elio hace que la metodologia para diagnosticar SMD sea laboriosa,
repetitiva, lenta y tardia en la evolucidon natural de la enfermedad.

Lo anterior oriila a buscar recursos de apoyo diagnostico, para caracterizar
mejor un grupo de enfermedades tan heterogéneas.
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Hasta ahora los SMD, se han definido con base en citopenias refractarias y
a los criterios morfolégicos establecidos por el grupo FAB cuando se han excluido
otras enfermedades.

Para intentar un método diagndsti pecifi y temprano nos
proponemos caacterizar las alteraciones citogenéticas presentes en los enfermos
con el diagnéstico de SMD en la poblacidén mexicana.




IV. Objetivo:

Conocer las alteraciones citogenéticas en los pacientes con citopenias
periféricas y cuadros morfolégicos de SMD primarios, en la poblacibn mestiza
mexicana.
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V Material y métodos:
a) Procedimientos

Se incluyernn en el estudio a todos los enferrmos con citopenias periféricas
refractarias (unilineal, bilineal o trilineal) en quienes se haya excluido otras
patologias responsables de éstas y estableciéndose el diagndstico de SMD
primano.

Se realizaron estudios de citogenética por cultivo de ceélulas de sangre
periférica, aspirado de médula ésea, o ambos a todos los pacientes de cuadro
clinico, citopenias periféncas y anormalidades de maduracién en la médula ésea
compatibles con SMD (Anexo 1). Por técnica modificada de cultivo de tiempo corto
de Hozier y Linquist, por bandas G y bandas Q (Anexo 3).

Los pacientes contaron con estudio clinico, de laboratorio y gabinete
completos, para excluir enfermedades o factores causales de alteraciones
dispoyéticas secundarias, en las células precursoras hematopoyéticas de la médula
osea, ios cuales consistieron en biometria hematca completa, quimica sanguinea,
pruebas de funcionamiento hepatico completa, electrélitos séricos, depuracién de
creatinina, cuantificacion de inmunoglobulinas, electroforesis de proteinas hierro,
sérico, capacidad de captacion de transferrina y saturacion de transferrina,
cuantificacién de acido fdélico y vitamina B12, pruebas de coagulacidn, estudio
serolégico para hepatitis B, C, y en caso necesano, perfil virai (CMV, EBV, HV
toxoplasmosis), alfa-fetoproteina y antigeno carcigenoembrionario, tele de torax,
placa simple de abdomen, ultrasonografia abdominal y pélvica, y estudio
contrastado de tubo digestivo y estudio citologico de Papanicolau.

Los estudios morfolégicos de aspirado de médula ésea se realizaron con
tincién de Wrigth y de Peerls (Anexos 4-5)

Las laminillas fueron revisadas por dos especialistas en hematologia y se
interpretaron segun los critenos de la FAB, con correlacién de sus observaciones
(Anexo 1).

Se correlacionaron los cuadros clinicos, 10s subtipos de la FAB y las
alteraciones citog i identi en cada caso.

Los resultados se interpretaron segun los criterios establecidos y vigentes
del grupo FAB(2) para los subtipos de SMD: los cariotipos se interpretaron segun la
nomenclatura del Comité Intemacional de Citogenética Humana, 1978 (25).

Los datos se compilaron en hojas de coleccidon de datos (Anexo 8), y se
realizé analisis estadistico del tipo descriptivo.



b). Universo:

Pacientes del Servicio de Herr ia, t pital de Especialidad Centro
Médico Nacional Siglo XX1, IMSS.

Los enfermos son referidos det Sur de la Ciudad de A ico o de los
de Chiapas, Guerrero y Morelos.

c€). Disefio:

Se realizé un estudio de casos.

d). Criterios de seleccién:

= Criterios de inclusion:
Adultos > 16 afos.
Ambos sexos.
Pacientes con cuadros clinicos y morfolégicos de sindrome mielodisplasico que
cumpla con los criterios de la FAB (anexo 1).
Pacientes con estudio de citogenética positivo.

« Criterios de no inclusién:
Pacientes con cuadros de Sindromes mi i A si 7 ionados a
enfermedad sistémica (enfermedades de !a colagena, enfermedades
degenerativas, neoplasias e infecciones).

= Pacientes con diagnéstico de SMD pero sin estudio de citogenética o sin
crecirmiento en el cultivo de células.

@). Descripcién de variables:

Sindrome mielodisplasico:

Sindrome clinico caracterizado por anemia, purpura con o sin infeccién de
origen primario, acompafiado de citopenias de sangre periférica en numero e
intensidad variables y dispoyesis de la maduracion de Ilos precursores
hematopoyéticos en la médula dsea (1).

En el anexo 1 se presenta la clasificacion del grupo FAB.

Atteraciones Citogenéticas:

AnornT de la mor micr O y estructura molecular de los
cromosomas de las ceéiulas humanas. Interpretadas segun !a nomenclatura del
Comité Intemacional de Citogenética Humana ISCN (anexo 2).
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Los estudios citogenéti en los ientes con hem se en
cultio de células con sincronizacién del ciclo celular 10 que aumenta el numero deo
44 y la i de los cromosomas. Se ha utilizado en el presente trabajo
técnico de bandas Q y bandas G, las que brindan cromosomas jargos e integros;
obtienen entre 800 y 1000 bandas por complemento cromosémico haploide. Es

recomendable analizar 30 ¢ de cada iente, pero si ésto no se lograra
se exige un minimo de cinco. Se .acepta como Ia presencaa de una clona anormal,
en el caso de células hiperdi o seud cuando dos o mas céiulas

por {o menos tengan la misma alteracion. En el caso de células hipodiploides se
requiere que al menos se encuentre que en tres células este ausente el (las)
mismo(s) cromosomas (7).

N).Variables:

« Independientes:
Alteraciones citogenéticas.

« Dependientes:
Subtipo de los sindromes mielodisplasicos (ver anexo 1).




V1. Recursos para el Estudio:

Recursos, instalaciones y personal det servicio de Hematologia, Hospital de
Especialidades, CMN Siglo XXt IMSS.

Recursos, instalaciones y personal del Laboratorio de Hematologia
Espaecial, Hospital de Especialidades, CMN Sigilo XXI IMSS.

Recursos, instalaciones y personal del Laboratorio de Genética, Hospital
General de México SS.
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Vil. Resultados:

Se analizaron un total de 41 pacientes, 24 mujeres (58%) y 17 varones
(42%). con limites de edad de 20 a 85 afos, media de 57 Mos, distribuidos en dos
grupos de edad: menores de 80 afos, 23 (56%); y mayores de 80 afos, 18 (44%).

La variedad de los sindromes mielodisplasicos por grupo de edad y riesgo
de evolucibn a leucemia aguda se distribuy® como se muestra a continuaciéon:

TABLA |

SMD POR GRUPOS DE EDAD Y RIESGO

Edad AR/ARS AREB/AREB-T/LMMC
<80 afios 17 (58.6%) 8 (50%)
>80 afos 12 (41.4%) 6 (50%)

Las manifestaciones clinicas por grupo de riesgo se presentan en la Tabla
11, predominan citopenias aisladas en el grupo de bajo riesgo y pancitopenias en el
grupo de atto riesgo.

11
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TABLAN

SMD, MANIFESTACIONES CLINICAS POR GRUPOS DE RIESGO
AR/ARS AREB/ARESB-T/LMMC
Anemia 8 [+]
Leucopenia [+) 1
Trombocitopenia 12 1
Bicitopenia 8 3
Pancitopenia 1 S
Leucocitosis o 2

Los subtipos de SMD y los rearreglos citogenéticos encontrados fueron: en
nueve enferrmos cariotipo normal (21.9%) y 32 con cariotipc anomal (78.1%),
distribuidos como o muestra la Tabia I,

TABLA il
ESTUDIO CITOGENETICO EN SMD
FAB (%) normal alt. com- numaen-
plejas cas
AR 22 53.8 S [=] S5
ARS 7 7.1 p. = e 2
AREB 7 17.1 1 3 Z -
AREB-T 3 7.4 1 - F -
LMMC 2 4.8 - 1 -
TOTAL 41 100 9 10 7

En la Tabla IV se presentan las alteraciones encontradas para los tipos de

SMD y grupos de edad en alteraciones simples y complejas.

12
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TABLAWV

EDAD <80 AROS EDAD > 60 AROS
ALTERACIONES ALTERACIONES
SIMPLES COMPLEJAS SIMPLES COMPLEJAS
7 (&) |-12,del6p +6 (1) Bp+, 2q-, hiperdiploidia
% {1y {22, de5q, det7 hperdipoidia (1) | Bq, hiperdiploidia
deld (1) | #1,48,410, del S, (12:17) 1{2:14), hiperdiploidia
AR del7 n
hiperdiploidia @
hipodiploidia @
218 L{T:1T)
ARS hiperdiploidia (1) | 2p#, 18¢- 1{2:18) hipodiploidia {1} [4{7:11), *8, hiperdiploidia
5 N [124).-15,-18
AREB 120+ 1)} t{2:17), hiperdiploidia td:17) {1} 1t(e.16),-21
AREB-T 4,8 45XY, -6, 46XX, -5
del 7
LMMC Sq-delS,+8, hiperdiploidia

e it e v e




El 50% de los pacientes con alteracions citogenéticas tenia menos de 80
afios de edacd mas a menudo alteraciones simples. Hubo mas alteraciones
miltiples en los mayores de 80 afos, como se resume en la Tabla V.

TABLA V
ESTUDIO DE CITOGENETICA POR GRUPOS DE EDAD
Edad Normatl Simples Compiejas
< 60 afios 6 (14.6%).| 11 (26.8%) [ (14.6%)
> 60 afos 3 ( 7.3%) s (12.1%) 10 (24.3%)
Cuando se comparan los inforrnes de las anommnali Jes ci 6ti mas

frecuentes descritas en la literatura con las observaciones del presenle trabajo,
encontramos similitud para las anomalidades de mayor frecuencia, ademas
encor anormali de jos cromosomas 2 y 6; transiocaciones para el
primero y deleciones para el segundo, las cuales se han informado muy poco en la
literatura cormo lo muestra la Tabla VI.

14



TABLA VI

ANORMALIDADES CITOGENETICAS MAS FRECUENTE
HE CMN SIGLO XXI Noel, P. et al (32)

(n) (%)

-7 2) 5q- 27)
+8 @) +8 (19)
del 8 1) -7 15)
det 7 2) 11q- (D
12q+ (1) +7 ( 5)
-s 1) 12q- (5
t(2:18) 1) 20q- ()]
(7:11) (1) i(17)q (4
(4:17) [$2] (1.7) (2
hiperdiploidia (<) 13q- (2
hipodiploidia 33 inv3 (G}
normal (9) £(1:3) (1
1(3:3) «n

(8.9) (<1)

ViI. Discusién:
La presencia de un cariotipo normmnal se ha relacionado con larga sobrevida y
baja frecuencia de transformacién leucémica. Se sabe que las aiteraciones del

cariotipo pueden ser precedidas por al jones rr sllares que llevan a la
expansién de una cluona de células hematopoyéticas, en cuyo caso multiples

oncogenes y oncogenes supresores pueden estar implicados (32).

En los SMD, se ha utilizado el estudio citogenético, junto con estudios de
cromosomas por enzimas de restriccion, en un intento por describir el origne clonal
de esta enfermedad, las alteraciones acompaiantes y el comportamiento de una
enfermedad que progresa a leucemia aguda, e incluso presenta alta resistencia a
los tratamientos habituales (11-15, 21 y 29).

L.as alteraciones citogenéticas se encuentran con frecuencias que varian de
40 a BO% (4-8), las alteraciones informadas con mayor frecuencia son las de los
cromosomas S5,7,8, 11, 13y 20 (14-17).

15



La presentacion clinica en este trabajo encontramos que en los grupos de
SMD de bajo riesgo se observaron citopenias en (20/29) o bicitopenias (8/29) como
manifestacién predominante; en cambio, en 10s grupos de alto riesgo la biciponenia
y pancitopenia predominan como dato de insuficiencia medular.

En este informe se encontraron alteraciones citogenéticas con una
frecuencia de 78%. Las pnncipales fueron -7, del 7q-, +8, -5 y del 5q, las cuales
también se sefalan como la mas frecuentes en la literatura (11, 13, 17 y 28).

No obstante, se encontraron alteraciones simples y complejas para el
cromosoma 8 y 2 en seis y siete enfermos respectivamente, deleciones para el
primero y translocaciones para el segundo. lo cual difiere de lo informado puesto
que sélo rara vez se menciona

Liama la atencidén que el 50% de alteraciones cromosémicas se observé en
el grupo de menores de 60 aos, lo que corresponde a la mitad de las alteraciones
encontradas en el total de los casos y lo cual no se habia mencionado en la
literatura. donde los cuadros se presentan principalmente en mayores de 80 afios.

Asi mismo, cabe mencionar que en el grupo de mayores de 80 anos, las
alteraciones cromosémicas compljas o mtltiples ocurrieron con mayor frecuencia
en {os subtipos definidos como de aito nesgo (AREB, AREB-T y LMMC), con el
mismo patrén que el informado en la literatura anglosajona. y que generalmente
cursan con una evolucion desfavorable.

Las alteraciiones de los cromosomas 5, 7 y B, en tres. siete y dos enfermos,
las cuales se acompanan con mal prondstico, probablemente pueden explicar en
estudios posteriores 1a SVT breve de nuestra poblacidn. Por lo anternior, podriamos
concluir que un mayor nuamero de alteraciones citogenéticas se relaciona con
enferrmedad clinica mas agresiva, como la AREB y AREB-T.

Dado que la mitad de las anomalidades ocurrieron en nuestros pacientes
en menores de 60 afos, @s posible que sean formas temparanas de presentacion
de ta enfermedad. El seguimiento de estos casos permitird establecer la evolucién
clinica de estos enfermos.

Concluimos que el estudio de citogenética tiene utilidad en el diagndstico y

la caracterizacién de los SMD en nuestra poblacidon y debera incluirse entre los
auxiliares diagnoé en la identificacion de cuadros de citopenias refractarias

aun en pacientes mencres de 60 ados.

Se requieren estudios subsecuentes de tipo longitudinal en nuestra
poblacién, para determinar su significado como factor pronostico de SVT y en un
futuro como factor de decisién terapéutica.
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ANEXO 1.

SINDROMES MIELODISPLASICOS.
CRITERIOS DIAGNOSTICOS DEL GRUPO F.A.B.

sSuBTIPO SANGRE PERIFERICA MEDULA OSEA =

Hemoglobina < 12 gr/dl Blastos < 5%

A.R. Monocitos < 1xT10(9)/L Siderocitos anillados < 15%
Blastos < 1 %
Hemoglobina < _12 gr/dl Blasios < 5%

AR.S. Monocitos < 1x10(9)/L Siderocitos anillados > 15%
Bilastos< 1 %

A.R.E.B Hemoglobina < 12 gr/dl Blastos 5 - 20 %

N Blastos < 5 %

Blastos > 5% Blastos 20 - 30 %

A.R.E.B.T. *Cuerpos de Auer en blastos en
SP.oMO.
Monocitos > Ix10(9)/L Blastos > 20 9%

LMM.C. Hiperplacia de Granulocitos y/o

Promonocitos

Blastos < 5%

* Conteo en 500 células

Cambios morfolégicos caractenzados por
Médula con hiperplasia en 1 6 3 de las series de precursores hematopoyéticos
Dispoyesis anormal en la maduracion en 1 6 3 de las series de precursores
hemotopoyéticos.
Desproporciodn en la maduracién nucleo/citoplasma
Disgranulopoyesis y precursores en mismo estado de maduracidn
Formas seudo-Pelger Huet
£n caso de ausencia de Hb<2gr/l., presenua de citopenias refractanas
persistentes: let lia y tror ia.
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ANEXO 2.

SISTEMA DE NOMENCLATURA DE
CITOGENETICA HUMANA INTERNACIONAL ( ISCN )
(1985)

La descnpcion del canotipo se refiere pnmero el numero de Cromosomas
(autosomas), que en general suman 44; seguidos de coma para mencionar a
continuaciéon los cromaosomas sexuales con dos letras (xx o xy).

Las alteraciones estructurales especificas de los cromosomas se refieren
con abreviacion de una a tres letras siendo principalmente, las primeras letras de la
alteracion a describir. Los cromosomas involucrados se agrupan dentro de un
paréntesis inmediatamente después de la abreviacion y simbolo que defina el tipo
de alteracidn.

Si mas de un cromosoma estan alterados, se utiliza punto y coma para
separar la designacidn. mencionandose siempre en orden numaérico. Si uno de los
cromosomas afectados, es uno sexual éste se menciona en primer término.

Las alteraciones pueden ser simples o complejas, afectando vanas células,
se requiere que por lo menos un 40% de las células presenten una alteracién
especifica para que se considere no fortuita.

Las alteraciones son de dos O6rdenes: estructural, aquellas que son
anomalias intersticiales del cromosoma y pueden ser simples o complejas.
Numéricas, aquellas que presentan ganancia o pérdida de material cromosdmico
en forma integra es decir aumento o disminucidén en el numero total de
cromosomas por célula.

Los puntos de ruptura son dados dentro del paréntesis, en el mismo orden

que los cromosomas afectados. Las abreviaturas para describir las alteraciones
citogenéticas mas frecuentes se mencionan a continuacion :
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Braro corto del cromosoma.

Brazo largo del cromosoma.

P
q
P+ Ganancia de material cromosomico al braazo corto.

q+ Ganancia de matefial cromosomico al brazo largo.
Pérdida de matenal cromosémico al brazo corto.
Pérdida de matenal cromosémico al brazo largo.

q-
del Delecion o pérdida de un segmento del cromosoma.

Denvacion, s un cromosoma anormal derivado de gos 0 mas

der
cromosomas tomando el nimero del cromosoma que contribuye con
el centrémero.

dic Dicéntnco, es un cromosoma con dos centrdmeros.

inv invarsién, es la rotacién de 180 grados de un segmento dentro de un
cromosoma

ins insercion, cuando un segmento de un Cromosoma es remavido a una
nueva posicion, la cual puede ser directa (dir) o_invertida (iny)

iso isocromosoma, es un cromosoma formado por la duplicacion de un

braro cofto o braro largo
mar Marker, es un cromosoma anormal no completamente caracterizado

r Cromosoma anillado
Translocacién, un segmento de un cromosoma ha sido trasladado de

un cromosoma a otro

-> Ganancia de un cromosoma.

- Pérdida de un cromosoma

aneuploidia Célula con un Nnumero anormal de cromosomas, que Ni s mitad ni

diplodia Céluia con numero completo de 48 cromosomas

haploidia Células con 23 cromosomas

pseudoploidia Células con 48 cromosomas pero con anormalidades estructurales
presentes

tetraploidia Células con 92 cromosomas (4 sets)

25)
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ESTA TESIS HG DEBE
SALIR DE LA BIBLIGBTECA

ANEXO 3.

TECNICA DE CARIOTIPO MODIFICADA DE HOZIER
Y LINQUIST PARA MO Y S.P.

- Agregar 0.5 a 1.0 m! de méduia ésea heparinizada a un frasco de vidrio o

tubo coénico el cual lleva 10 m! de la siguiente solucidon:
= * 9 partes de KCL 0.075% M mas una parte de solucién de Tripsina-EDTA a!l

0.25% mas Coichicina a una concentracién final de 0.08 gr/mi.

Esta suspensidn se incuba a 37 grados centigrados por 30 minutos y se
basea en tubos conicos de centrifuga de 15 ml, para centrifugaro a 3000 rpm

durane 5 minutos.
botén, fijar en metanol-acido

Decanar e! sobrenadante y resuspender el
acético 3:1 en fresco. Dejar reposar 30 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos y resuspender de nuevo con fijador,
Repetir el procedimiento cuantos cambios sean necesanos, aproximadamente
10.

La preparacién se hace goteando la suspension de células a una altura de 1.5
m sobre portaobjetos, obteniéndose mejores resultados a la flama. Se
procede a tenir con Giemsa mas 47 ml de amortiguador de fosfatos (pH 6.8)

durante 5 a 8 minutos.
Se observan al microscopio de Iuz y se procede al anlisis.

Parte de las laminillas se someten a técnicas de bandas G.
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9.

Cariotipo en Linfocitos de Sangre Periférica

Las muestras de sangre se toman en condiciones estériles en jeringa
Heparinizada, 5 ml aproximadamente.

Colocar 0.5 m! de sangre en 4.5 m! de medio de cultivo { Mc Coy Sa)
suplementado con suero fetal de temera ( 0.5 ml), y antibidticos (penicilina 2000
un/ml + estreptomicina 275 mg/ml). Las muestras se trabajan por duplicado
adicionando sélo a uno de los frascos nitrégeno en forma de fitohemaglutinina,
PHA.

incubar a 37 grados centrigrados durante 70.5 hrs adicionando 0.5 mil de
solucién de coichicina al 0.2 % (en agua destilada esténl) e incubar a 37 grados
centigrados por 1.5 hrs.

El Cultivo se transfiere a tubos conicos de centrifuga de 15 ml para centrifugar
a 3000 rpm durante 5 miniutos.

Decanatar el sobrenadante y resuspender el botdn. Agregar 5 ml de solucién
hipotdnica { KCL 0.075 M ) a 37°C.

Centnfugar a 3000 rpm durante 5 minutos, decantar el sobrenandante y
agregar gota a gota agitando en el vortex 5 m! de fijador recien preparado con
metanél/acido acétcio 3:1, dejar reposar 30 minutos a temperatura ambiente.

Centnfugar a 3000 rpm durante 5 minutos y decantar el sobrenadante,
resuspender en 5 m! de fijador y repetir la operacion 5 veces aproximadamente
© hasta obtener un botdn blanco.

Para hacer las preparaciones decantar el sobrenadante y adicionar 10 gotas de
fijador para suspender. Tomar con la pipeta Pateur y dejar caer 2 a 3 gotas
sobre cada laminilla perfectamente limpia y desengrasada desde una altura de
1.0 a 1.5 cm. Dejar secar al aire.

Tenir con Giemsa durante 5 minutos { 3 m! de Giemsa + 47 m! de amortiguador
de fosfatos pH 6.8).

10. Observar al microscopio.

11. Si las metafases estan muy cerradas se pueden abrir haciendo las laminillas

desde una altura mayor o dando cambics de fijador.
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Bandas G

Las bandas G son consideradas como un tipo de bandeo positivo, son

estructuras constituidas por heterécromatina intercalar que comprende cerca del

S50% de ias cromatides.

Se reconocen por sus cualidades cromofdlicas

especialmente para el colorante de Giemsa, Whrigt y otros.

Relativamente resitente a la digestion con enzimas proteoliticas, urea,

detergente y at catlor.

Las preparaciones cromosémicas se dejan envejecer al aire durante una
semana. Se colocan las laminillas por 10 segundos © mas en una solucion
que contiene 3 mi de solucidn de tripsina al 1 % + 47 ml de amortiguador de
fosfatos pH 6.8 en balo maria a 37°C.

Se lavan con solucién salina isoténica y postenormente en agua comente.

Se tiflen durante un minuto con Giemsa ( Giemsa 3 m! + 47 m! de
amortiguador de fosfatos pH 6.8 ), nuevamente se lavan con agua cofriente y
se secan al aire.

Se analizan al microscopio de luz y se seleccionan las metafases bien
bandeadas para fotografia.
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Bandas C:

Las Bandas C identifican heterocromatina constitutiva localizada en e!
centromero y regiones pericentroméricas de los cromosomas 1,9, 16 y Y.

Estas bandas son sumamente resistentes a la extraccién corn acidos y
bases, tifen intensamente con Giemsa .

1. - Colocar las laminillas en HCI 0.2 N por 15 a 30 minutos.

2. - Lavar con agua destilada.

3. - Colocar en Ba(OH)2 (0.085 M) por 37°C por 15 a 30 minutos.
4. - Lavar con agua destilada a 37°C.

5.

- Colocar las taminillas en 2 SSC (8.82 g clitrato de sodio + 17.53 g Na Cl en
1000 m! de agua destilada) a 60°C durante 2 horas.

6. - Lavar con agua destilada a 80°C y agua comiente.
7. - Tedir con Giemsa.

8. - Observary analizar al microscopio.

22




ANEXO 4.

Tincién de Whrigt.

Material:

Solucion de Whrigt 0.5 g. + Alcohol Metilico absoluto 100m).
Solucién Butfer (pH 6.4) : KH2P0O4 8.63 g,
NaHPO4 2.58 g,

Agua destilada esteril 1000 ml.

Extendidos de sangre periférica por la técnica pluma de ave o extensiones
deigadas de aspirado de médula ésea.

Método:

Dejar secar las laminillas al aire.
Agregar Solucién de Whrngt a la laminilla cubriéndola en su totalidad por
espacio de 4 minutos.

Agregar a la laminilla sin desechar la solucién de Whrigt, la solucién Buffer
cubriéndola en su totalidad y homogeneizando la mezcla suavemente con aire

soplando con ayuda de una pipeta.

Dejar reposar por 9 minutos.
Lavar al chorro del agua y dejar secar al aire.

Obervar al microscopio de fuz.
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ANEXO §.

Tincién de Peeris para hierro modificada

Material:

Solucién de azul de Prusia: pesar 20 g de Ferrocianato de potasio y disolver
perfactamente en 100 ml de agua destilada. Agregar 40 ml de Aacido
clorhidrico concentrado hasta formar un precipitado blanco lechoso. Filtrar a
través de papel filtro de Wathman 40. Este filtrado sera la solucidn de trabajo
y se prepara antes de usarse, dado sus caracteristicas de inestabilidad.

Solucién de Contratinsién: En una probeta colocar 50 ml de agua destilada o
desmineralizada agregar con un gotero 15 gotas de safranina, mezclar por
inversion y filtrar con papel filtro corriente .

Método:

1. Dejar secar al aire las preparaciones de extendidos de Médula ésea.

2. Fijar las preparaciones de extendidos de médula dsea con alcodhol maetilico por
4 minutos y lavar con agua desmineralizada.

3. Dejar secar al aire y sumergirlas posteriormente en la solucién de trabajo
(solucién azul de Prusia) recién preparada, dejando en incubacién por 30
minutos.

4. Lavar las preparaciones con agua desmineralizada, teniendo cuidado de no
tomar las laminillas con pinzas metalicas ya que el reactivo reacciona con el
metal y contaminara la preparacién, dando falsas positividad.

S. Secar las laminillas y sumergirias postenomente en la solucién de
contratinsién, dejando en incubacién por 15 minutos.

6. Lavar las preparaciones con agua cosmiente. Y secar al aire .

. Montar ias preparaciones con resina y cubrirflas con portaobjeto

8. Observar al microscopio de luz .
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FE DE ERRATAS
£l rubro (a) procedimientos. debe ser gesdués

1.- V Material v métodos.
de las variaples (f).

2.- Tatla Iv. Se imprimio en el Gltimo rengldn.

T iaec | T ael 7a

{ : i I 53. del 5.+8 niperdiploidia _
geba do:x:

[ | i agel 7a 5a., el 5,.3. niserdiploidia

3.~ Tabla VI. Se imprimio en la columna Hospiial de Especialidades C.M.N.

Siglo xx!.
-7 (2]
-6 (2}
del 6 (1
cel 7 {2}
12a. 1
-5 ()
t (2::18) (83
Tt (7:11) (n
t (3:12) [§3]
Hiperaiploidgia (3}
Hipcdiploidia {3}
normai (9}
gasa ser
Hospital ge Especisligages C.M.N. Siglo xxi
-7 (21
. 6 (22
cel 6 {1}
ael 7 {2)
12q+ (1)
-5 (1) -
t(3:17) (1)
Hiperaiplosdia (%)
Hipodiploldia (3
normal {9)
(15}

Complejas
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