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RESUMEN

Las alteraciones cromosomicas de las células de los pacientes con leucemia son de importancia,
ya que se relacionan con la evolucion de la enfermedad; sin embargo, la mala calidad en la
morsfologia de los cromosomas y el bajo indice mitdtico dificutia el estudio citogenético. £l método
de FISH permite el analisis en interfase de cientos de células, identifica alteraciones numéricas
mediante el usc de sondas alfa-satéiite y detecta translocaciones como la 1(9;22) y la t{15;17) por
medio de fa bisqueda de los genes M-bcr/abl y PML/RAR respectivamente. El presente trabajo
tiene como objetivos: a) Detectar alteraciones numéricas y estructurales en pacientes en edad
pediftrica con padecimientos mieloproliferativos, en los que no fué posible realizar e! analisis por
citogenética clésica; b) Combinar los resultados obtenidos por FISH con los del estudio
citogenélico para obtener un diagnéstico final. Se analizaron células de médula Gsea de 4
paciemes con leucemia granulocitica crénica (LGC) con la sonda M-ber/abl, € con leucemia
promielocitica aguda (LPA) con la sonda PMURAR y 4 con otro tipo de padecimientos
mieloproliferativos, 2 de ellas con nimero cromasdmico de 47 y otros dos con 45 cromosomas, en
los cuales se utilizaron las sondas alfa-satélite de los cromosomas 8 y 7 repectivamente, asi como
sondas de fincién compieta para los cromosoma 2,4,5,11. Se analizaron en ciego 200 céiulas para
detectar fusidn génica y 1000 células para detectar eneuploidia por cada individuo. Los valores
basales se obtuviercn en los linfocitos de un individuo con cariotipo normal. Los pacientes con
LGC presentaron fusibn M-bcrfabl en mas del 90% de sus células, tanto al momento del
diagndstico como durante el tratamiento; un paciente con viraje a fase aguda mostrd fusién en el
85% de las células analizadas. Los pacientes con LPA estudiados al diagnostico mostraron fusion
PML/RAR en 66% al 87% de las células y en recaida del 38% al 69%. En los pacientes estudiados
con la sonda del cromosoma 8, el 85% de las células fueron trisémicas y los pacientes analizados
con el cramosoma 7 mostraron monosomia en mas del 80% de las células analizadas. Los valores
basales para fusion génica y aneuploidia encontrados para cada sonda coinciden con los descritos
en la iiteratura. En conclusion, el método de FISH permite confirmar el diagndstico citogenético o
bien, obtener un resultado en aquellos casos en los que el estudio cromasbmico convencional Ro
sea concluyente.



INTRODUCCION

1. Definicion

La teucemia es un lipo de cancer que se presenia cuando ocurren fallas en la proliferacion y en la
diferenciacion dei proceso normal de hematopoyesis, dando como resullado un ¢recimiento sin contro!
de células precursoras inmaduras de ia serie linfoide y mieloide. Las leucemias se originan cuando las
células normales sufren alteraciones en moléculas importantes, que intervienen en la proliferacion y
maduracion, como lo son los factores de crecimiento y sus receptores, los factores de transcripcion o
las proteinas reguladoras del ciclo celular (Hagemeijer,1992).

2. Epidemiologia de las leucemias

El Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas en México de 1996, ha estimado que en el bienio
correspondierde a 1993-1994, la incidencia de leucemia se presentd con un ligero predominio en ef
sexo masculino, el cual alcanzé el §3.1%, en relacién con el sexo femenino que ocupd el 46.8% del
total de los casos. Este tipo de cancer afecta principalmente a personas entre los 0 y 14 afios de
edad, de hecho este grupo representa el 27.9% de todos los pacientes diagnosticados con leucemia.
En tos individuos menores de 15 afos la leucemia que se presenata con mayor frecuencia es fa
leucemia aguda linfoblastica (LAL), que conslituye el 75% de los casos con leucemia y
aproximadamente el 20% presenta feucemia aguda no linfobléstica (LANL), la mayoria de estos
pacientes son niflos de un afio o menores. Se ha descrito recientemenle que entre las LANL, la
leucemia promielocitica aguda (LPA-M3) es el subtipo que se diagnostica con mayor frecuencia en
individuos de origen latino en comparacidn con pacientes de otros grupos étnicos (Douer et al.,1996).
Las leucemias cronicas se presentan con mayor frecuencia en individuos que se encuentran entre los
40 y 60 afos de edad y ocasionalmente en menores de 30 afios. De este tipo de padecimientos, la
leucemia granulocitica crénica (LGC) es la mas frecuente y representa del 2% al 5% def tolal de
casos de leucernia en edad pediatrica (Salas,1988; Spiers,1995; Lampkin et al.,1988).



3. Clasificacion de las leucemias

Las teucemias se dividen en dos grandes grupos:

3.1. Leucemias Agudas: Se caracterizan por preseniar acumulacién de células inmaduras o
blastos en médula dsea, su proliferacion celular es acelerada y son de evolucidn rapida,
Dependiendo de [a estirpe celular involucrada, las leucemias agudas pueden ser:

3.1.1.) Leucemias Agudas Linfoblasticas (LAL): Se deben a fa proliferacién de células inmaduras
de la serie linfoide. Las LAL tienen caracteristicas heterogéneas que han sido reveladas por esludios
citomorfolégicos e inmunoldgicos. Basado en esto, el grupo Francés Americano Brténico (FAB)
distingue tres categorias, conocidas como L1, L2 y L3. Esta clasificacion estd delerminada por
caracteristicas citomorfolégicas como tamaiio y forma del nicleo y de la cromatina, numero de
vacuolas y la relacibn de tamafio enire el nicleo y el citoplasma. Desde el punio de vista
inmunolégico se definen finajes celulares mediante marcadores citoplasmaticos y de superticie, que
permiten identificar células B, T, o células precursoras y ayudan a establecer diversos estades de
diferenciacion en este tipo de leucemia (Andreef,1992; Clare y Hansen,1994).

31.2) Leucerﬁias Agudas No Linfoblasticas (LANL): Se caracterizan por ta acumulacién de blastos
de la serie mielcide en la medula 6sea. De acuerde a criterios cilomorfolégicos que atienden a rasgos
caracteristicos de los tipos celulares de la serie mieloide y a su grado de diferenciacion, fa FAB las
divide en los siguientes subtipos {Clare y Hansen,1994):

= MO M1 Leucemia mieloide aguda sin diferenciacién
« M2 Leucemia mieloide aguda con diferenciacion.
« M3 Leucemia promiefocitica aguda.

« M4 Leucemia Mielomonocitica Aguda

» M5 Leucemia Manocitica Aguda

« M6 Eritroleucemia

+ M7 Leucemia Megacariocilica



3.2, Leucemias Crénicas: Se caracterizan por el aumento de célilas maduras en la sangre
periférica y en la médula 6sea. Las leucemias crénicas a diferencia de las agudas son de evolugién
lenta, ya que el eslado cronico de ia enfermedad puede durar desde 3 hasta 20 afos. El tipo de
leucemia mas comdn deniro de este grupo es la leucemia granulocitica cronoca (LGC) (Salas,1988).

4, Alteraciones cromosémicas en leucemias

Las aberraciones cromosémicas, numéricas o estructurales, que se asocian con algin tipe de
leucemia, no se presentan aleatoriamente y son resultado de una mutacion celular somatica. Dichas
aberraciones unicamente se presentan en ias células leucémicas, lo cual apoya la hipotesis del origen
clonal de las leucemias (Salas,1988; Clare y Hansen,1994),

El estudio cromosdmico con bandas G ha sido utilizado como una herramienta imporiante en la
caracterizacion de las leucemias; proporciona informacién sobre el diagnéstico y el pronéstico del
paciente, asi como para |a evolucién de la enfermedad (Clare y Hansen, 1994; Swiger y Tucker,1986),

Ef analisis citogenético puede carroborar el diagnéslico obtenido a partir de datos citomorfoldgicos y
del inmunafenotipo; ademas puede orientar acerca del prondstico del paciente, que junte con olros
rasgos clinicos como la edad al momento del diagnéstico y 13 cuenta leucocitaria inicial, se pueden
considerar factores importantes con valor prondstico. Cor todos los datos anteriores es pesible
establecer un régimen terapéutico adecuado para el paciente (Salas,1988; Bonilla et al.,1993),

Entre las alteraciones cromosdémicas que se presentan en las leucemias, existen aberraciones
estructurales representadas por translocaciones, deleciones, inserciones y amplificaciones, asi
como alteraciones numéricas que se caraclerizan principalmente por la pérdida o ganancia de
cromosomas completos (Solomon et al,,1991),



En algunas leucemias se han identificado transtocaciones especificas, como la (9,22} de la LGC, a
partir de la cual se han podido localizar genes que se relacionan con los rasgos caracterislicos de esta
leucemia, todo esto como resultade de la descripcién de ios puntos de ruptura involucrados en la

translocacion. Dos clases de genes se han visto implicados en el proceso carcinogénico:

a) Los proto-oncogenes, sus productos génicos actian a diversos niveles como puede ser
enviando informacion de algin receptor localizade en el exterior de la célula, hacia factores de
transcripcién nucleares que determinan los estados del ciclo celular y los grados de diferenciacion
celular. Estos pueden ser activados por inserciones, translocaciones o amplificaciones. A continuacion
se mencionan algunos ejemplos donde se presentan estos mecanismos:

- En muchas tineas celulares tumorales se presentan regiones de amplificacién génica, donde se
localizan encogenes u otros genes relacionados a elios. Un ejemplo de oncogen amplificado es n-myc,
asociado con la presencia de neuroblastoma (Lewin, 1890).

- Algunos proto-oncogenes pueden activarse como resultado de algin evento que cambie su
expresion pero no su secuencia cedificadora. Eslo puede producirse como resultado de una
insercién. Un oncogén activado de esta manera es c-myc, en el cual, Se presentan niveles de

expresién incrementados (Lewin,1990).

- Las translocaciones sen otro evento que puede producir la activacion de un proto-oncogen como
resultado de su desregutacion, interfiiendo en fa funcion de secuencias promotoras, principalmente de
inmunoglobutinas (ig) y receptores de células T (TCR). Dichas translocaciones pueden dar como
resultado un gen hibrido donde los excnes de uno de Ios genes se unen a los exones del Olfo gen
{Lewin,1990). Un ejemplo claro es ia 1{15;17) de |la LPA donde el gen PML en el cromosoma 15 se
fusiona con el gen RAR« en el cromosoma 17 y la t(9:22) de la LGC donde se produce |a fusién del
gen c¢-abl en el cromosoma 9 con el gen bor en el cromgsoma 22, ambas resultado de una
translocacién reciproca (Clare y Hansen,1994).

b) Los Genes supresores de tumor, |05 cuales se necesitan para la funcion normal de |a célula y su
ausencia causa ef proceso tumoral. Un mecanismo por ei cual se pueden perder los genes supresores
son las deleciones. La proteina p53 es un ejemplo importanie de un producto codificado por un gen
de este tipo (Lewin,1980).



En cuanto a las aberraciones cromosémicas numéricas, éstas se han visto implicadas en varios

tipos de LAL y en sindromes mielodisplasicos.

Las aberraciones numéricas producen la pérdida de material cromosémico especifico, ya sea por la
falta de un cromosoma cornpleto, como en kas menosomias, o por Ja pérdida de casi un complemento
cromosdmico comp sucede en ciertos tipos de LAL, que dan como resultado cariotipos hipodiploides.
Las aiteraciones numéricas pueden producirse también por la ganancia de material cromosdomico y
pueden ir desde trisomias presenies en las LANL y en sindromes mietodisplasicos, hasta la presencia
de hiperdiploidias con cuentas cromosdémicas con mas de 50 cromosomas que se presentan en los
pacientes con LAL.(Clare y Hansen,1994; Solomon et al.,1991).

Algunas de las alteraciones cromosémicas mencionadas anteriormente lienen vator prondstico dentro
de la evolucidn de la enfermedad. En el caso de la LGC, |a presencia de alteraciones secundarias
como una doble t(9;22), trisomia 8 y el isocromosoma 17q, anticipan la aparicién de una crisis
blastica de la leucemia donde {os pacientes generalmente tienen una mala respuesta al tratamiento,
En los sindromes mielodisplasices, los pacientes con aberraciones clonales como trisomias y

menosomias como {a del cromesoma 7, tienen un mal prondstico (Clare y Hansen,1994).

El analisis citogenético ha mostrado ser una heramienta importante para establecer el diagnéstico y
el prondstico del paciente, sin embargo la citogenética clasica tiene algunas limitaciones que pueden
resolverse mediante el uso del método de hibridacién in situ con fluorescencia (FISH), Con el uso de
sondas de DNA que detectan alteraciones tanto numéricas como estructurales, se pueden
complementar los resultados obtenidos por citogenélica convencional, sirviendo de apoyo para
establecer un diagnéstico definitivo. Al poder aumentar el nimero de céiulas analizables con respecto
a la citogenética clasica, se puede tener un seguimiento duranle la remisién y recaida de la
enfermedad (Swiger y Tucker,1996; Anastasi,1993).

Con el objeto de demostrar los beneficios que pueden obtenerse al utilizar la metodologia de FISH y
complementar los resultados del estudio citogenético en pacientes en los que el estudio cromosémico
no fue concluyente, en el presente trabajo, se concentrara la atencién en el estudio de la LPA y LGC,
de las cuales se tienen dispenibles sondas de DNA para realizar FISH y poder identificar las
translocaciones caracteristicas de estos tipos de leucemia, asi como de ofros padecimientos
mieloproliferativos caracterizados por monosomias y trisomias, las cuales pueden ser detectadas con
sondas centroméricas especificas. La combinacidn de los métodos de citogenética convencional y
FISH pedrian proporcionar un diagnostico preciso de 10s pacientes estudiados, asi como un marcador
de la neopiasia que pudiera utilizarse en el seguimiento de eslos tipos de leucemia.
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Por otro lado, et estudio de estas enfermedades mieloprotiferativas, resulta ser imporiante porque se
presentan con baja frecuencia en edad pedialrica (Salas,1988).

5. Caracteristicas de la LPA

5.1. Caracteristicas Clinicas y de Laboratorio

Este tipo de leucemia presenta rasgos bioldgicos y clinicos muy particulases. El tipo celutar
predominante en les pacientes con LPA, son los promielocitos hipergranulares, caracterizados por
presentar “bastones de Auer® en su ciloplasma, los cuales son una fusidn anormal de granulos
azuréfilos. Los bastones son un rasgo distintivo de cierlas variantes de LANL y varian en cantidad y
tamafio conforme al grado de diferenciacion celular. Segun la clasificacion de la FAB se distinguen
dos formas de LPA: 1) La forma hipergranular (LPA FAB M3), y 2) la forma hipogranular (LPA M3
variante) (Salas,1988; Schoch et al.,1996).

En este grupo de pacientes las caracteristicas clinicas son, [a presencia de coagulacién intravascutar
diseminada, hipofibrinogenemia (reduccidn de fibrinbgeno, factor indispensable en el proceso de la
coagutacidn), deficiencia del factor V de la coagulacidn y trombocitopenia (Lampkin et al.,1988).

Actualmente los pacientes son tratados con acido trans-retingico (ATRA), que es un agente que
permite [a restauracion de ia hematopoyesis mediante la induccién de una diferenciacion terminal y
apoptosis; induce la represion de factores que son producidos por las células leucémicas y que
influyen negativamente sobre el proceso hematopoyético normal, preduciendo la remisidn completa en
un 80% a un 80% de los casos y una sobrevida que puede ir de un mes a dos afios. Se refiere que el
fratamiento con ATRA seguido de quimioterapia, incrementa e! nimerc de pacientes que alcanzan la
remision y reduce las recaidas (Clare y Hansen,1994; Rohini et al, 1996; Grignani et al., 1994).



§.2. Caracteristicas Citogenéticas y Moleculares

El estudio citogenético ha sido muy importanie en la evaluacidn clinica de los pacientes con astos
tipos de leucemia; ya que se ha demostrado que tiene valor en ef diagndstico, prondstico y en el
asesoramiento terapéutico del paciente (Clare y Hansen,1994). Algunas leucemias presentan
translocaciones especificas que las caracterizan, por ejemplo la LANL-M2 que citogenéticamente
presenta la t(8;21) (Mitelman,1991).

Las dos variedades de LPA mencicnadas anteriormente, se asocian citogenéticamente con la
t(15:17){q22,q12) que se ha encontrado en el $0% al 100% de los casos con esla enfermedad (Clare y
Hansen,1994). Se considera que los pacientes que presentan este reameglo tienen un pronéstico
considerado como intenmedio o favorable, si se le compara con otras categorias de alteraciones
citogenéticas como las hipodiploidias (Schoch et al., 1996 ; Bernécer et al., 1985).

A nive! molecular, la transiocacion produce una fusién entre el gen de la leucemia promielocitica
(PML) y el gen receplor del &cido retinoico (RARa), localizados en los cromosomas 15 y 17
respectivamente. La proteina RARa silvestre, pertenece a la familia de receptores hormonales que
participan en procesos de desarrolio y diferenciacion. Al gen PML, originalmente se le flamé gen MYL,
¥ actda como factor de transcripcion. El punto de ruptura sobre el gen PML puede encontrarse en tres
regiones diferentes; del 90% a! 95% de los casos se distribuyen entre el intr6n & {ber?) y el intrén 3
(berd); el 5% a 10% restante, se localiza detro del ex6n 6 (ber2). En las formas ber? y ber3, |a
regidn 5° de los intrones 6 & 3 dentro del gen PML, se fusionan con la region 3’ del intrén 2 del gen
RARa, de esta manera se forma el producto PML/RARa localizado en e! cromosoma 15 derivativo,
que produce la aparicién de los dos rasgos mas importantes de la LPA, el bloqueo en el proceso de
diferenciacion y la alta sensibilidad al &cido retinoico, lo cual se relaciona con la evelucion de la
enfermedad (Douer et al.,1996; Grignani et al.,1994; Frankel, 1993) ( Fig.1).



5.3. Metodologias para el diagnéstico de la t{15;17}

El estudio cilogenético convencional permile detectar la t{15;17) en el 70% al 80% de los casos,
debido a que existen limitaciones metodoiGgicas en el andlisis de cromosomas, como son el bajo
indice mitdtico y la mala calidad en la morfologia de los cromosomas (Mancini et al.,1995).

El uso del método de FISH ofrece la posibilidad de incrementar fa sensibifidad del estudio
citogenético, mediante la identificacién de los genes involucrados en la translocacion, tanto en células
en metafase como en interfase, aumentando asi el nimero de célutas anatizables. €1 analisis de 1a
LPA por el método de FISH, se ha llevado a cabo con el uso de sondas de secuencia tinica para los
genes PML y RARu y ha sido util en |a deteccién de la fusidn génica {(Mancini et al.,1995),

6. Caracteristicas de la LGC

6.1. Caracteristicas Clinicas y de Laboratorio

Los pacientes con LGC se caracterizan por presentar leucocitosis causada por la proliferacion de
formas mieloides maduras, incluyendo neutréfilos y monocitos, A nivel clinico, los rasgos
caracteristicos son la presencia de esplenomegalia y anemia (Spiers,1995).

En cuanto a ta evolucion de la enfermedad, la LGC se divide en dos fases una crénica y una agﬁda.
La fase cronica se caracteriza por presentar células maduras mieloides con morfologia y funcién
normales, las cuales pueden ser tratadas facilmente con quimioterapia. La duracién media de esta
fase es de aproximadamente 3 afios, después de los cuales la biologia de esta enfermedad se toma
mas agresiva y avanza a la fase aguda o crisis blastica. En esta etapa las células progenitoras de la
médula 6sea pierden su habilidad para diferenciarse, 1o que resulta en la acumulacién de blastos
indiferenciados y resistentes al tratamiento, por lo que su duracién es de dos a tres meses con el
posterior fallecimiento del paciente (Salas;'iQBB).



El tratamiento administrado a los pacientes estudiados en el presente trabajo fue con busulfan. Otro
método terapéutico utilizado es el transplante de médula ésea, que parece ser efectivo para el contro!
de la enfermedad a largo plazo (Giralt et al.,1995).

6.2. Caracteristicas Citogenéticas y Moleculares

A nivel cilogenético, el 95% de los pacientes con este tipo de leucemia presentan la 1(9;22)(q34:q11).
Al cromosoma 22, producic de este rearreglo, se le conoce como cromosoma Filadelfia (Ph+).
Aproximadamente en el 5% de los pacientes se pueden presentar translocaciones complejas que
involucran tres 0 mas cromosomas, ademas del 9y el 22. Se ha observado que del 10% al 15% de
los casos, pueden presentar translocaciones submicroscépicas que no son evidentes con el anilisis
citogenético convencional (Dewald y Wright,1995 ; Heim y Mitelman,1987).

La 1(9;22) produce a nivel molecular la fusidn de los genes abl y M-bor, que se localizan en los
cromosomas 9 y 22, respectivamente. £l gen ab/ en su forma normal, codifica para una proleina de
145 KD, la cual puede expresarse en una gran variedad de lineas celulares, entre ellas, células
derivadas de médula 6sea o de timo. El gen bor en su forma normal esta constituido por 20 exones,
cuando se presenta la lranstocacion, el punto de ruptura dentro del gen ocurse en un segmento que
contiene los exones del 1 al 10 u 11; fos exones 10y 11 estén localizados dentro de una regién de 5.8
Kb. El segmento producido como resultado de la ruptura se une al extreme 3° del gen c-abi, que
contiene los exones 1a 6 2 hasta el exdn 11, lo que da como resultado la formacion de un gen hibrido
ber/abt que produce un RNAm que mide 8.5 Kb y que codifica para una proteina de 210 kD con una
actividad tirosina-cinasa alterada y que es caracteristica de la LGC (Cannistra,1990) { Fig.2).

Durante la crisis bldstica de la enfermedad aparecen alteraciones cromosémicas secundarias como
la trisomia 8, el isocromosoma 17q y doble cromosoma Ph+; en menor proporcién se presenta

trisomia 19 y 21, que se relacionan con el curso agresivo de la leucemia {Clare y Hansen,1994,
Bemstein,1988).
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6.3. Metodologias para el diagnéstico de 1a t(9;22)

£1 método de FISH permite la deteccidn de la fusidn de los genes abl y M-bor, mediante el uso de
sondas alfa satélile y de tincién completa, es posible identificar cromosomas involucrados en
reamegios complejos y en alteraciones secundarias relacionadas con la evolucién de ta enfermedad.
Por medio de esta técnica, se pueden analizar alteraciones q'ue no son detectadas con los métodos
citogenéticos convencionales, por ejemplo en et caso de la presencia de translocaciones cripticas que
pueden dar como resultado un cromosoma Ph+ o doble cromosoma Ph+, que no son evidentes con
fos métodos de citogenética clasica (Sullivan et al.,1995).

7. Desérdenes mieloproliferativos asociados con alteraciones numéricas.

Las alteraciones numéricas encontradas con mayor frecuencia en los pacientes con enfermedades
migloproliferativas son la trisomia 8 y la monosomia 7. La trisomia 8 se presenta en la médula dsea
de los pacientes con sindromes mielodisplsicos o con LANL; se ha encontrado que no es exclusiva
de este tipo de enfermedades, ya que estd presente en el 10.2% de los individuos con desérdenes
hematolégicos malignos como afteracion primaria y en LGC como alteracion secundaria (Dewald y
Wright, 1995; Jenkins et al.,1992; Daghistani et al.,1990).

Mediante la metodologia de FISH con sondas alfa satélite, se ha podido detectar al cromosoma 8,
que con la citogenética clasica, en ocasiones, no se podia identificar debido a la dificultad de poder
encontrar un nimero adeciado de metafases para el anélisis cromosdmico (Jenkins et al.,1992).

La monosomia 7 se encuentra frecuentemente en estados preleucémicos y en LANL, se presenta
generaimente en individuos entre 5 meses y 8 afios de edad, y puede anticipar 1a aparicién de una
leucemia aguda. Generalmente se asocia con un mal prondstico y muerte temprana. Al igual que con
las alteraciones cromosémicas mencionadas anteriormente, e! FISH puede ser utilizado en el
diagnéstico citogenético de este tipo de pacientes (Dewald y Wright, 1995; Daghistani et al.,1990).



8. Hibridacion in situ con Fluorescencia {FISH)

El método de FISH ha demostrado ser una herramienta muy importante dentro del anélisis
citogenético. Se basa en el apareamiente de una sonda de DNA que liene una secuencia de bases
complementaria, con secuencias de DNA “problema” que se encuentra en 1as células que presenilan
una alteracion. Para que esto se pueda levar a cabo, se requiere que tanto {a sonda como el DNA
problema sean tratados con un proceso de desnaturalizacion, durante el cual se desestabilizen los
puentes de hidrégeno que se encuentran entre los pares de bases dando como resultado la separacion
de |a doble hebra de DNA. Posteriormente se continia con un proceso de hibridacién, que permite !a
formacidn de moléculas hibridas estables entre las hebras sencilias de la sonda y del DNA problema
{Swiger y Tucker,1996).

La deteccidn de ta sonda que ha hibridado con el DNA btanco es por medio de haptenos incorporados
en la sonda de DNA como la biotina y la digoxigenina. Estas moléculas se detectan con et uso de
anticuerpos, los cuales se encuentran conjugados con un fluorocromo que puede ser fluoresceina,
rodamina o rojo texas. Por dltimo, se utiliza una contratincién para 1a observacion e identificacién de
cromosomas en metafase o nicleos en interfase. El andlisis se realiza con un microscopio equipado
con fluorescencia y la presencia de hibridacién positiva con una sonda de DNA sobre una muestra
problema, aparecera como una sefial fluorescente {Swiger y Tucker,1996; Dfhner et al.,1995) (Fig. 3).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

£t andlisis cromosomico convencional de las células de patientes leucémicos, se utiliza como un

" método de apoyo en el diagnéstico y el sequimiento de Ia enfermedad. Sin embargo este estudio se
encuentra limitado por una serie de dificultades como las que se describen a continuacion: a) se
requiere de células en division, lo cual disminuye el numero de células que pueden ser analizadas ya
que excluye a las que se encuentran en interfase; b) el indice mitético es bajo, debido a que no se
utilizan agenies mitogénicos con el fin de evitar la proliferacidn de las células normmales de la médula
Osea; ¢) las metafases que se obtienen presentan cromosemas de mala calidad, lo que dificulta su
andlisis (Anastasi,1993).

JUSTIFICACION

La metodologia de FISH permite el estudio de muestras de células tanio en metafase como en
interfase, fo cual incrementa el nimero de células analizadas y proporciona un dato més real, acerca
de la propercién de las clonas con alteraciones cromosémicas’ presentes en los pacientes en los que
el estudio cromosémico no sea concluyente. También permite identificar especificamente
cromosomas, centrémeros 0 genes sin que influyan la catidad del material cromosémico ni el indice
mitotico,

El estudio de FISH es una herramienta de apoyo al estudio citogenético convencional, que permile
caraclerizar mas facilmente aneuploidias, rearreglos estructurates complejos, asi como marcadores
cromosomicos. La combinacién de ambos estudios aporta mayor nimero de datos desde el punto de
vista citogenético, que pueden ser dtiles en la evaluacion de los pacientes con enfermedades
mieloproliferativas y en ef diagndstico preciso de fa enfermedad, o que marcara el seguimiento que
debe tener cada paciente (Swiger y Tucker, 1996; Anastasi,1993; Sullivan et al..1995).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El analisis cromosomico convencignal de las células de pacientes leucémicos, se uliliza como un
" método de apoyo en el diagndstico y el seguimiento de la enfermedad, Sin embargo este astudio se
encuentra limitado por una serie de dificultades como las que se describen a continuacion: a) se
requiere de célutas en division, lo cual disminuye el namero de células que pueden ser analizadas ya
que excluye a las que se encuentran en inferfase; b) el indice mitdtico es bajo, debido a que no se
utilizan agentes mitogénicos con el fin de evitar la proliferacidn de las células normales de la méduta
dsea; c) las metafases que se obtienen presentan cromosomas de mala calidad, lo que dificulta su

analisis (Anastasi,1993).

JUSTIFICACION

La metodologia de FISH permite el estudio de muestras de células tanto en metafase come en
interfase, lo cual incrementa el nimero de células analizadas y proporciona un dato més real, acerca
de la proporcion de las clonas con alteraciones cromosdmicas’ presentes en los pacientes en los que
el estudio cromosdmico no sea concluyente. También permite identificar especificamente
cromaosomas, centrémeros o genes sin que influyan la calidad del material cromosémico ni el indice
mitotico.

El estudio de FISH es una herramienta de apoyo al estudio cilogenélico convencional, que permite
caraclerizar mas facilmente aneuploidias, reamreglos estructurales complejos, asi como marcadores
cromosémicos. La combinacidn de ambos estudios aporta mayor ndmero de dates desde el punto de
visla citogenélico, que pueden ser udtiles en la evaluacién de los pacientes con enfermedades
mieloproliferativas y en el diagndstico precise de la enfermedad, lo que marcara el seguimiento gue
debe tener cada paciente (Swiger y Tucker,1996; Anastasi,1993; Sullivan et al..1995).



OBJETIVOS

» Detectar alteraciones numeéricas y eslructurales en pacientes pedidtricos con padecimientas
mieloproliferativos, en los que el analisis por citogenética clasica no fue concluyente,

+ Combinar los resultados obtenidos por FISH con los del estudio citogenético para obtener un
diagndéstico final.

HIPOTESIS

+ Con la metodologia de FISH se pueden analizar alteraciones numéricas y estructurales, ya que
identifica con precision dichas alteraciones en un mayor nimerc de células ya sea en metafase o
en interfase. Por lo tanto, en combinacién con el estudio cromosdmico, permite obtener un
diagnostico final. .



OBJETIVOS

« Detectar alteraciones numéricas y estructurales en pacientes pedidlicos con padecimientos
mieloproliferativos, en los que el andlisis por citogenética clisica no fue concluyente.

« Combinar los resultados obtenidos por FISH con ios del estudio citogenélico para oblener un
diagndstico final.

HIPOTESIS

« Con la metodologia de FISH se pueden analizar alteraciones numéricas y estructurales, ya que
identifica con precisién dichas alleracicnes en un mayor numero de células ya sea en metafase o

en interfase. Por {o tanto, en combinacién con el estudio cromosdmico, permite obtener un
diagnéstico final.



METODOLOGIA

1. POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron 14 pacientes con el objeto de ofrecerdes un diagnbstico final por medio de la
combinacidn del estudio citogenético con ef de FISH. Los pacientes fueron captados entre 1995 y
1896, de los cuales 6 presentaron LPA, los pacientes LPA1, LPA2, LPA3 y LPAA4, fueron estudiados al
diagnostico, el paciente LPA5 se estudit durante |a recaida y el paciente LPA6 durante la remision; 4
pacientes se diagnosticaron como LGC, de ellos, los pacientes LGC1 y LGC2 se estudiaron at
momento del diagnéstico, LGC1 en fase crénica y LGC2 en crisis blastica con un diagnostico
diferencial entre meteptasia mieloide y LGC; los pacientes LGC3 y LGC4 restantes, se encontraban en
tratamiente, uno en fase crénica y el ultimo presentaba un viraje a LANL-M2. Los aitimos 4 pacientes
presentaban otros desGrdenes mieloproliferativos, el paciente PM1 presenté sindrome mielodisplasico
(SMD), e! paciente PM2 no tenia diagndstico preciso por lo que el diagndstico diferencial se hizo entre
sindrorme mielodisplasico y LGC variedad juvenil; el paciente PM3 fue diagnosticado con LANL-MS,
que ademds presentaba sindrome de Down y el paciente PM4 como LANL-M7. Todos los pacientes
se encontraban en edad pedidtrica y se alendian en los servicios de Oncologia o Hematologia del
Institute Nacional de Pediatria { Cuadros 1y 2).

Los estudios cromosomicos y de FISH se realizaron en células de meédula dsea obtenidas por
aspiracion, las muestras se procesaron por técnica directa para obtener metafases y posteriormente
se llevd a cabo el estudio con FISH. Las metodologias utilizadas se describen a continuacion:



2. TECNICA DIRECTA PARA EL ESTUDIO CITOGENETICO EN MEDULA OSEA

En 7ml de medio RPMI 16840 (GIBCO) suplementado con suerc fetal de bovino al 20% (MHyctone),se
agregaron 0.5ml de médula 6sea heparinizada y 0.2ml de colcemida (GIBCO) [10ug/ml}, se incub6 a
a7°C durante 30min y se centrifugd durante 10min a 1500 RPM; se retiré el sobrenadante y se
resuspendid el paquete celular. La muestra se resuspendid en solucidn hipotdnica de KCL 0.075M a
37°C durante 60min. Se agregaron 0.5ml de fijador (metanol-acide acétice 3;1) y se resuspendid, Se
centrifugd durante 10min para quitar el sobrenadante y obtener el paquete celular. Posteriormente se
hicieron varios lavados con fijador hasta que las células quedaran completamente fimpias. Se hicieron
preparaciones y se procesaron para obiener bandas G (BG) con los métodos habituales. £ andlisis
cromosémico se lfevé a cabo de acuerdo con los criterios del ISCN de 1995.

3. METODOLOGIA DE FISH

La metodologia se basé en las especificaciones recomendadas por la casa comercial que provee las
sondas {ONCOR,1598),

PRETRATAMIENTO Y DESNATURALIZACION

Se hicieron preparaciones por goteo y se dejaron secar al aire, posteriormente se trataron en solucion
salina de citralo de sodio (2xSSC) (ONCOR) a 37°C durante 30min. Se deshidrataron por 2min en
etanol (MERCK) al 70%, 80% y 95%, se dejaron secar al aire. Las preparaciones se desnaturalizaron
en una solucién de formamida/2xSSC (ONCOR) at 70% durante 2min a 72°C. Se deshidrataron
durante 2min en etanol frio al 70%, 80% y 95% y se dejaron secar al aire,

HIBRIDACION

En este trabajo se utilizé un juego de sondas de secuencia dnica para 1a 1(15;17) y la t(9:22), asi como
las sondas alfa-satélite para los cromosomas 7 y 8 y sendas de tincidn completa para los cromosomas
2,4, 5y 11. Para las sondas de secuencia unica se agregaron directamente 10wl de la sonda sobre ta
preparacién con la muestra._Para_las sondas w-satélite se mezclaron 1.5yt de Ja sonda con 30l de
una solucion de Hybrisol VI ( formamida/2xSSC al 50%) (ONCOR), se desnaturalizaron durante Smin

16



a 72°C y se colocaron a 4°C hasta su uso. Se agregé un volumen final de 31.5,t de ia sonda sobre la

preparacion.

Para_las sondas de tincién complela, se tomaron 10ut de sonda, se desnaturalizaron a 72°C durante

10min y postericrmente se colocaron a 37°C por 1o menos durante media hora para su prealineacion.

En todos los casos se colocd un cubreobjetos sobre cada preparacion y se sellé con goma para
incubarla en una camara humeda durante 24 ha 37°C.

DETECCION Y AMPLIFICACION

Se quitd e! cubreobjetos y las laminas se lavaron a 72°C durante Smin en 2xSSC, para sondas de
secuencia dnica y tincidn completa, y ena 0.25xSSC para sondas u-satélite. Se dejaron en un
detergente 1xPBD (ONCOR) hasta su deteccion.

En las sondas de secuencia unica para {a t(15;17) y 1(9;22}, los puntos de ruptura 15922 y 22911 se
encontraban marcados con biotina y el 17q12 y 9934 con digoxigenina. Las sondas a-satélite y de

tincibn completa estaban marcadas con digoxigenina.

Las sondas de secuencia tnica se detectaron siguiendo la metodolegia para doble color, para la cual

se agregaron 60ul del fluorocromo rejo texas conjugado con avidina, para amplificar [a sefial se

agregaron 60ul del anticuerpo antiavidina y el posterior marcaje con el fluorocromo.

Tanto el fluorocromo como el anticuerpo, se incubaron a 37°C durante 30min y en cada cambio las
laminas se lavaron en 1xPBD 3/2min.

Para detectar la sonda marcada con digoxigenina, se agregaron 60yl de fluoresceina conjugada con
anti-digoxigenina; para su amplificacion, se agregaron 60ul det anticuerpo “rabbit anti-sheep” y 60yl
del fluorocromo fluoresceina “anti rabbit® a 37°C durante 30min cada uno, las laminas se lavaron enire
cada cambio en 1xPBD 3/2min.

Las sondas a-satélite y de tincién compieta marcadas con digoxigenina, se detectaron siguiendo los
pasos para un solo color que se describieron anteriormente para la deteccion de sondas de secuencia
unica .

Las preparaciones se tifieron con 10pl de cloruro de dizminofenilindol (DAPI) para sondas a doble

color y con yoduro de propidic para las sondas marcadas con un solo color,



Las células se analizaron en un microscopio de fluorescencia (Olympus BH-2) con filiro de triple banda
(DAPI-fluoresceina-rojo texas) con un objetivo de 100x.

Todas las muestras se analizaron en forma ciega en ldminas codificadas por un sujeto ajeno ai
estudin, E! niumero de células analizadas por paciente fue de 200 nicleos cuando se analizaron las
translocaciones y de 1,000 nidcleos para las sondas «-5atélite. Para las sondas de tincion completa, el
numero de metafases que se estudid, fue variable dependiendo del indice mitdtico que presentara la

muesira.

4. ANALISIS DE RESULTADOS

En la identificacién de 1a t{15;17) y de fa 1(9;22), los genes se detectaron con un sistema de doble
color con el que se obtuvieron tres diferentes colores: rojo para los locus 17912 y 22911, verde para
los locus 1522 y 9934 y contratincién azul.

Se considera que una seilal es positiva cuando se observa un dominio fluorescente, ya sea en un
nicleo en interfase ¢ en ambas cromatidas de un cromosoma. Una célula norma! en interfase,
muestra cuatro sefiales visiblemente separadas: dos sefales rojas y dos sefales verdes distribuidas
al azar dentro del nicleo.

Una célula con la translocacion muestra fres sefiales visiblemente separadas: una sefial verde, una
foja y una sefial amarilla, representando dicha translocacion (ONCOR Cat.,1896) ( Figs. 4 y 5).

Para los cromosomas 7 y 8, se utilizaron sondas que hibridan con regiones allamente repetidas de
DNA alfcide que estan localizadas en el centromero. En una célula normal, se observan dos sefales
visiblemente separadas; en una célula monosdmica se observa sélo una sefial y en una célula
trisdbmica se observan tres sefiales (Anastasi,1993; ONCOR Cat.,1996) ( Fig. 6).

Los cromosomas analizados con sondas para tincién completa fueron el 2, 4, 5 y 11. En una célula
normal se observan dos sefales separadas cubriendo el cromosoma completo, en una céluta con
una translocacién se observa un cromosoma totalmente teftido y un cromosoma parcialmente tefido;
puede observarse una lercera sefial si la translocacién es balanceadsa (ONCOR Cat.,1996).

Para tos estudios de fusién génica y de aneuploidias se obtuvieron valores basales para cada sonda
utitizada en el estudio, los cuales representan el valor a partic del cual una poblacién celular puede
considerarse como anormal. Los valores basales se obtuvieron de linfocitos de un individuo sano con
cariolipo normal, mediante la siguiente fdrmula:



VALOR BASAL DE FUSION = * PROMEDIO+3(DESVIACION ESTANDAR)=X13(DE)

GENICA O ANEUPLOIDIA

Donde el " promedio se obtiene de los valores observados en células control (Schad y Dewald, 1995).

RESULTADOS

PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON LPA

En los pacientes LPA2, 1LPA3, LPAS y LPAS se realizo el estudio por citogenética convencional y en
los pacientes LPA1 y LPA4 1o se obtuvieron cromosomas para el anafisis; en los pacientes LPAZ y
LPAS se buscé corroborar la presencia de ta t(15;17) ya que el estudio con bandas G mostré un
cromosoma 15q+. En los pacientes LPA3 y LPAB, dnicamente se habia encontrado una linea celutar
normal. El estudio con FISH reveld en los 6 pacientes la t{15;17), en los casos LPA1 al LPAS, el
porcentaje de células con fusidn que representa la transiocacién, va del 69.5% al 87.5%,; en ei
paciente LPAG se observa un porcentaje de células con fusidn del 38%, que es bajo en comparacién
con los otros pacientes, debido a que se encontraba en remisién. Por medio de una prueba
estadistica de 5’ de Pearson, se observd que los porcentajes de fusién génica de los pacientes son
significativamente mayores que e valor basal de fusién obtenido de 3 ensayos en células control, que
fue del 4.5%.,

Al combinar los resultados de ambos estudios, se obtuvo que los pacientes LPA1 y LPA4, no
analizables por cilogenética, presentaron con FISH la $(15;17); en 105 casos LPAZ y LPAS se
corrobord 13 presencia de la translocacién y en los pacientes que Unicamente mosiraron una linea
noermal, el estudic con FISH revelé la translocacién. En el paciente LPAS se sospechd por
citogenética clasica de la participacion de los cromosomas 2 y 4 dentro de dos translocaciones
balanceadas diferentes, debido a esto, se realizé el estudio de FISH con sondas de tincion completa
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VALOR BASAL DE FUSION = * PROMEDIO3{DESVIACION ESTANDAR)=X+3(DE)

GENICA O ANEUPLOIDIA

Donde el * promedio se obtiene de los valores observados en células control (Schad y Dewald,1995).

RESULTADOS

PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON LPA

En los pacientes LPA2, LPA3, LPA5 y LPAG se realizé el estudio por citogenética convencional y en
los pacientes LPA1 y LPA4 no se obtuvieron cromosomas para el andlisis; en los pacientes LPA2 y
LPAS se busct corroborar la presencia de la 1{15;17) ya que el ‘estudio con bandas G mostré un
cromosoma 15q+. En los pacientes LPA3 y LPAB, (nicamente se habia encontrado una linea cetular
normal. El estudio con FISH reveld en los 6 pacientes la t{15;17), en los casos LPA1 ai LPAS, el
porcentaje de células con fusidn que represenia la translocacion, va del €9.5% al 87.5%; en el
paciente LPAG se observa un porcentaje de células con fusién del 38%, que es bajo en comparacion
con los otros pacientes, debido a que se encontraba en remisidn. Por medio de una prueba
estadistica de y* de Pearson, se observé que los porcentajes de fusién génica de los pacientes son
significativamente mayores que el valor basat de fusién obtenido de 3 ensayos en células control, que
fue del 4.5%.

Al combinar fos resultados de ambos estudios, se obtuvo que los pacientes LPA1 y LPA4, no
analizables por cilogenética, presentaron con FISH la t(15,17); en los casos LPA2Z y LPAS se
corrobord la presencia de la transtocacion y en los pacientes que dnicamente mostraron una linea
nommal, el estudio con FISH reveld la transtocacion. En el paciente LPAS se sospechd por
citogenética cldsica de la participacién de los cromosomas 2 y 4 dentro de dos translocaciones
balanceadas diferentes, debido a esto, se realizo el estudio de FISH con sondas de tincién completa
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para dichos cromosomas; mediante este método se confirmé que estaban involucrados ya que se
encontraron 3 seiiales positivas para ambos cromosomas (Cuadro 3 ).

PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON LGC

Ef paciente LGC1 mostrd con el estudio por citegenética convencional una probable translocacion
compleja en la que Se involucraban 3 cromosomas, con el estudio de FISH se confirmd la
participacion de los cromosomas 9 y 22 con 10s puntos de ruptura caracteristicos sobre os genes M-
berfabl y ademas se detectd con una sonda de tincidn completa para el cromosoma 11, que éste
también participaba en dicha translocacion (Cuadros 4 y 5).

Ei. los casos LGC2 y LGC4 que se encontraban en la fase blastica, se buscé identificar la presencia
del doble cromosoma Ph+, que es caracteristico de esta etapa de 1a enfermedad. En el paciente
LGC2, se identificaron 3 lineas celulares, una normal, una con un cromosoma Ph+ que se presentd
en el 35.1% y otra donde se identificé doble cromosoma Ph+ en el 57.4% de tas células; en el mismo
paciente se encontraron ademas los crompsomas 8 y 19 extras con el estudio de BG. El paciente
LGC4 ademas mostré una franslocacion que involucraba at cromosoma 11 y a  un cromosoma
semejante a los del grupo B, que no pudo ser identificado con certeza por citogenética clasica, La
sonda utilizada para detectar al cromosoma en cuestién fue de incién completa para el cremosoma 5,
y se pudo observar una sefal positiva, con la cual se identificd la t{(5;11) ademas de ta 1(9;22) y se
descartd la presencia del doble cromosoma Ph+. Este hallazgo contrasta con los datos de la
literatura, que indican que una de las translocaciones observadas en la LANL-M2, hacia la cual vir6 el
paciente, es 1a 1(7;11) y no ta t(5;11), que fue la que se encontrd en este paciente (Mitelman,1991). E}
paciente LGC3 no pudo ser analizado por citogenética clasica, sin embargo, con FISH se obtuvo un
resuflado positivo del estudio, el cromosoma Ph+ se observé en el 97.5% de sus células {Cuadros 4 y
5) (Figs. 7y 8).

El estudio con FISH mostrd en los pacientes LGC1, LGC3 y LGC4, que el porcentaje de células con
fusion va del 85% al 97.5% y en el paciente LGC2Z es de! 35.1%, esto se debié a que se encontrd
dobte cromosoma Ph+ con un porcentaje de 57.4% de las células. Por medio de 4° estos valores
mostrargn ser significalivamente méas altos que el vator basal de fusién génica, el cual fue del 6%.
{Cuadros 4 y 5).
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PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON OTROS PADECIMIENTOS MIELOPROLIFERATIVOS

Los pacientes PM1 Y PM2 se estudiaron por citogenética convencional y se encontré un cariolipo con
45 cromosomas que mostraba monosomia para un cremoesoma del grupo C, los datos de la literatura
sugirieron que ef cromeosoma faltante pudiera ser el 7, por fo que se realizé FISH con la sonda «-
salélite para dicho cromosoma y se detecté monosomia 7 en ambos pacientes, en el 90.2% y el
91.3% de sus células respectivamente, esios valores, al compararios con la prueba de 'f. mastraron
ser significativamente mayores que e1 valor basal de aneuploidia obtenido que fue del 4.8%. Con el
resultado de ambos estudios, se comobora la linea celular monosémica para el cromosoma 7 (Dewald
y Wright,1995; Daghistani et al., 1990} {Cuadro 6).

€} paciente PM3 con trisomia 21 constitutiva, presentd ademds, una linea celular con 48
cremosomas, donde se observaba un cromosoma supemumerario del grupo C. En el paciente PM4
se encontrd un cariotipe ¢con 47 cromosomas, que al igual que el caso anterior, tenia un cromosoma
supernumerario del grupo C. En la literatura se refiere que el cromosoma que se involucra con mayor
frecuencia en padecimientos mieloproliferativos representados por trisomias, es el cromosoma 8
por lo que se realizé FISH con la sonda «-satélite para este cromosoma. Se encontré gue el
porcentaje de células con 3 sefiales, es decir, con trisomia 8, fue del 95% para el paciente PM3 y dei
95.2% para el paciente PM4. Por medio de la prueba de f, estos valores fueron mayores que el valor
basal para trisomia que fue de 0.60% (Jenkins et al.,1992: Marshall et al,1996) (Cuadro 6).
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DISCUSION

PACIENTES CON LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA

£n los pacientes con LPA, la técnica de FISH permitid corroborar y detectar la 1{15;17). Para los
pacientes LPA1 y LPA4, los cuales no se pudieron analizar por citogenética convencional, el método
de FISH hizo evidente la translocacidn en el 75% y en el 87.5% de las células analizadas. En los
pacientes LPA3 y LPAB, al realizar el estudio citogenético Unicamente se encontré una linea celular
normal, sin embargo, por medio del FISH se detectd una linea celular anermal con la translocacién,
en el paciente LPA3 en el 86% de las células y en el paciente LPAG en el 38%: en este Gltimo caso
(LPAS) la translocacion se observd en un porcentaje mas bajo con respecto a los otros pacientes,
debido a que se encontraba en la etapa de remisidn de la enfermedad, donde se presenta una
repoblacion con células normales; sin embargo este resultado hacia sospechar de una probable
recaida del paciente, la cual ocurrié meses después de haber sido oblenida Ia muestra estudiada.
Este dato es relevante ya que demuestra que el mélodo de FISH en interfase fue mas sensible en la
deteccion de células leucémicas que el estudio citomorfolbgico y el de citogenética convencionat, los
cuales apoyaban que el paciente se encontraba en remision,

Una de las causas por las cuales en algunos casos el estudio citogenético Gnicamente muestra una
linea celutar normal, es la presencia de translocaciones submicroscopicas que no son detectadas por
medic de BG (Bemstein,1988; Clare y Hansen, 1994). Otro aspecto que puede influir en el resultado
citogenético es la falta de proliferacion de las células anormales, ya que pueden presentarse
subpeblaciones que se encuentren en la fase GO del ciclo celular, debido a que los cultivos de
células de los cuales se obtiene el cariotipo no se estimulan con mitégenos y por lo tanto el nimero
de metafases analizadas es muy bajo, del orden de decenas; en contraste, el nimero de interfases
que pueden ser analizadas con el método de FiSH es del orden de cientos (Clare y Hansen, 1994).

En el paciente LPA2 se encontrd citogenéticamente un cromosoma 15q+ y por medio del FISH se
detectd fa participacién del cromosoma 17 en la t{15;17). En el paciente LPAS por medio de FISH
con sondas de secuencia Unica y de tincién completa, se pudo corroborar la presencia de la 11517,
asi como, la participacion de 1os cromosomas 2 y 4 en dos translocaciones independienies. Los
cambios secundarios en el cariotipo de este paciente estdn relacionados con e curso de la
enfermedad, ya que fue analizado durante un evento de recaida. Los rearreglos secundarios se han
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referido en pacientes que presentan recaida yfo falla terapéutica; el caso de este paciente corresponde

a lo descrilo en |a literatura ya que durante su evolucion recayd 2 veces (Bernacer et al, 1985).

En un estudio realizado en 50 pacientes con LPA-M3, de los cuales 47 se estudiaron al momento del
diagndstico y 3 casos durante la recaida, se encontrd que en 17 de los 47 pacientes, asi ¢como en los 3
casos en recaida se presentaron alteraciones cromosomicas secundarias diferentes a la ${15;17). La
alteracion mas comun fue la trisomia 8 y ef isocromosoma de brazos largos def cromosoma 17; se
refiere que las alteraciones cromosdmicas que invelucran los cromosomas 2 y 4 no son frecuentes
dentro del grupo de alteraciones secundarias. Sin embargo, en ninguno de los casos referidos se
enconlréd una influencia negaliva en cuanto al prondstico del paciente como resultado de la presencia
de alleraciones secundarias diferentes a la t(15;17) (Schoch et al_,1996).

En este tipo de estudios es necesario realizar el andlisis en células control de individuos normales,
por la posibilidad que exisle de encontrar 2 sefiales superpuestas dentro del nicleo. Por dalos de la
literatura, se sabe que en células de médula dsea de donadores sanos, la distancia minima entre los
genes ABL y BCR dentro del nicleo es de 0 a 0.5um en el 17% de los nicleos analizados y de 0 a
1um en el 47.5%; esto significa que los genes ABL y BCR estén localizados en una regién de 2pm del
mismo lado dentro del niclee to que podria favorecer el contacto enire elios. Esta proximidad puede
ser causada por la proyeccién que dan los genes situados uno sobre otro dentro del mismo plano
(Lukasova. et al, 1997).

Los valores basales de fusién génica obtenidos de 3 ensayos en un individuo sano con cariotipo
normal, se compararon con los valores oblenidos de los pacientes y permitieron establecer ef limite a
partir def cual un individuo puede considerarse anormal por presentar |a fusidn génica PML/RARq.
Todos los pacientes con LPA presentaon un porcentaje de células con fusién génica
significativamente mayor que el valor basal de fusion obtenido en células control que fue del 4.5%.
Por lo tanto, todos los individuos con valores basales de fusién génica por encima del 4.5% podrian
considerarse como anormales, lo que podria ser ulilizado pasa alertar al médico tratante, para que se
lleve a cabo un seguimiento mas cercano def paciente.

Es importante mencionar que el valor basal de fusion obtenido para los pacientes con algun tipe de
leucemia, debe ser utilizado de manera estricta en ciertas ocasiones, por ejemplo, para detectar
enfermedad minima residual; ya que fa presencia de una pobfacion muy pequeiia de células
leucémicas, puede estar anticipando una probable recalda del paciente, en este caso el analisis, se
lieva a cabo en un mayor nimero de células (2,000 células) y siempre se utiliza un control negativo
que es un individuo sano, y un control posilivo que es un individuo que citogenéticamente presenta la
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1(15:17); tomando en cuenta estas caracteristicas, el paciente con enfermedad minima residual debera
mostrar un porcentaje de células con fusién que rebase el 4.5% (Andreef,1992).

Los valores basales de fusion génica oblenidos en este estudio coinciden con los datos de 13 literatura,
ya que en trabajos realizados por otros autores se muestran valores del 4.6% con un intervalo que va
del 1.0% hasta 7.0%, utilizando scndas de secuencia (nica {Schad et al, 1994).

En este estudio se ulilizo el criterio mas estriclo para la identificacion de fusiones génicas, en el cual
se considera positiva una fusién cuando las 2 seilales, una verde y una roja, estdn completamente
fusionadas y no se considera posiliva cuando las sefiales estan muy cercanas.

PACIENTES CON LEUCEMIA GRANULOCITICA CRONICA

En la LGC el método de FISH permilié corroborar ia presencia de la 1(9;22), del doble cromosoma
Ph+ y de alteraciones cromostmicas secundarias. En ! paciente LGC1, se encontrd una translocacion
compleja que no fue resuelta por la citogenética convencional y por medio de FISH se confirmo la
presencia de |3 t(9,22}, asi como la participacién del cromosoma 11 en dicho rearregio complejo.
Alrededor del 5% de los pacientes con LGC presentan translocaciones complejas que involucran 3 6
mas cromosomas. Se ha informado que las translocaciones complejas mas comunes, involucran a los
cromosomas 1, 3 y 10. El pronéstico para los pacientes que portan una translocacion compleja se ha
referido que es el mismo que el que tienen los pacientes con la t{9;22) ciasica (Dewald el al, 1993:
Sullivan et al, 1995).

En el paciente 1.GC2 se sospeché por citogené{ica convencional la presencia de doble cromosoma
Ph+ y de otras alteraciones cromosdmicas como las trisomias 8 y 19. Por medio det método de FISH
se corroborG la presencia de 2Ph+. Las alteraciones cromosémicas secundarias que presentd el
paciente, se refieren en la literatura como caracteristicas de una crisis blastica. El diagndstico de este
paciente no era preciso cuando se le realizé el estudio, los datos clinicos y de laboratario indicaban un
diagnostico diferencial entre metaplasia mieloide y LGC, sin embargo, los datos citogenéticos ofienlan
a que se clasifique como ia crisis blastica de una LGC. Por otro lado, la evolucién clasica de la LGC
comienza con la presencia de una fase crénica, la cual se torna aguda a lo largo de meses o afios de
tratamiento, sin embargo, este paciente mostré desde el momento del diagnostico un cariotipo que
sugeria la presencia de crisis blastica, io cual lo llevd a fatlecer en poco tiempo. Este hallazgo es poco
frecuente en este tipo de Jeucemia y ain mas en un paciente en edad pedistrica (Salas,1988). El
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poder establecer un diagnéstico preciso tiene implicaciones importantes en el tratamiento que se le da
al paciente, lo que se relaciona directaments con la evolucion de 1a enfermedad y el pronéstico.

En pacientes con LGC variedad adulta en la fase cronica, el tratamiente administrado debe ser
busulfan, mientras que para ta crisis blastica, el trastamiento no estd bien establecido: lo mismo
sucede para la metaplasia mieloide donde no se tiene un régimen terapéutico preciso.

El paciente LGC3 no fue analizado citogenéticamente debido a que no se obtuvieron metafases, el
método de FISH hizo evidenle 1a presencia de la 1(9;22). Este pacienie se estudid durante el
tratamiento, sin embargo, al comparar los resultados obtenidos con el método de FISH que muestran
un 90% de positividad para el cromosoma Ph, con datos de Ja literatura para poder conocer el grado
de remision del pacienle, se observa que se encuentra en un nivel de remision minima. (Dewald y
Wright, 1995). '

En el paciente LGC4 se encontrd por medio de citogenélica clasica a 1{9;22) y otra translocacion
donde aparentemente padicipaban los cromosomas 5§ y 11, sin embargo no se precisd por la mala
calidad de los cromosomas. El estudic con FISH corrobord la presencia de la transiocacion
caracteristica y detectd [a t(5;11). Es imporiante mencionar que el paciente presentaba un viraje a
LANL-M2; una de las alteraciones que se han asociado con este subtipo de leucemia es la K7;11), fa
cual en este paciente, no se pudo detectar debido a la mala calidad cromosémica, ya que no fue
posible precisar si el cromosoma 7 estaba involucrado. El estudio de FISH mosiré que el cromosoma
3 era el que participaba en la translocacién. For fo tanto se asume que esle paciente presenta una
variante de dicha translocacién, donde en iugar de participar el cromosoma 7 se encuentra al
cromosaoma 5. Se ha referido que en el punto de ruptura 11p15 se encuentra unc de los genes de la
familia Hox, el gen HOXA9 que esta involucrado en procesos de diferenciacion de células mieloides,
y cormo resultado de su fusidn con el gen NUP38 sobre el ciomosoma 7, se produce una inhibicion de
la diferenciacion terminal en las células sanguineas afecladas (Boncinelli,1997). La {(7;11) se refiere
como poco frecuenie aunque es una alteracién recurrente en esta enfermedad y se presenta
preferentemente en poblacién oriental adulta. Se han encontrado algunas variantes en las que
participan los cromosomas 1 y B, sin embargo §a variante con la participacion del cromosoma 5 gque
presentd el paciente de este estudio no se encuentra referida en {a literatura {Huang et at., 1997;
Mitelman,1991).

En todos los pacientes los valeres basales de fusién génica fueron significativamente mayores que el
valor basal obtenido de 2 ensayos en un individuo normal, ¢! cual fue del 6%. De esta manera, todos
los individugs con valores de fusidén génica por arriba del 6% se consideraron como individuos que
presentaban la transiocacidn. Los valores basales obienidos en este esludio estian dentro de los
valores que se reportan en la literatura (Dewald et af.,1993). En los pacientes estudiados con LGC el
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método de FISH pudo ser utilizado para corroborar el diagndstico y poder dar un seguimiento al
paciente durante la evolucion de la enfermedad.

Es impaortante mencionar que un paciente con diagnéstico de LGC, presenta aproximadamente el 95%
de células con el cromosoma Ph+, debido a esto, y al porcentaje de células con fusion que pueden
presentarse en pacientes con niveles de remisién minima, es importante dar un limite estricto at vaior
de corte a partir def cual un individuo se puede considerar anormal (Dewald y Wright,1995; Herm y
Miteiman, 1987).

PACIENTES CON OTROS PADECIMIENTOS MIELOPROLIFERATIVOS

En los pacientes PM1 y PM2 que se clasificaron dentro dei grupo de padecimientos
mieloproliferativos, se realizd el esludio con FISH para corroborar que la monosomia se debia a la
ausencia del cromosoma 7. El paciente PM1 fue diagnosticado con SMD, estos pacientes tienen una
sobrevida entre 12 y 48 meses y en algunos casos de 10 aflos o mas; el paciente PM2 presenté un
diagnéstico diferencial entre SMD y LGC variedad juvenil. El estudio citogenético y de FISH apoyaron
en el paciente PMZ2, el diagnéstico de LGC variedad juvenil, con un prondstico de sobrevida menor
que los pacienies con SMD. Como se menciond anteriormente, los pacientes con LGC son tratados
con busulfan o con transplante de meédula dsea, mientras que los pacientes que presentan SMD, aan
no tienen un régimen terapéutico bien caracterizado (Mecucci y Van den Berghe, 1992).

En los pacientes PM3 y PM4, el FISH permitio corroborar la presencia de trisomia para el cromosoma
8 (Dewald y Wright,1995).

En los pacientes con monosomia 7, los valores de aneuploidia fueron significativamente mayores que
los valores basales de aneuploidia para mongsomia obtenidos en células control que fue del 4.8%.
Para los pacientes con trisomia 8, los valores basales de aneuploidia fueron mayores que el valor
basal para trisomia obtenido de céiulas contro! que fue del 0.6%. Los valores basales de aneuploidia
obtenidos en nuestro estudio coinciden con los reporiados en la literatura para sondas w-satélite que
van del 1% al 15% y se puede observar que son cercanes a 165 encontrados por los autores que
sugieren utilizar 2 sondas simultaneas con el objelo de disminuir el valer de corte, (Lichter et al.,1996).

En el Instituto Nacional de Pediatriza se han estudiado cilogenéticamente pacientes con diversos
padecimientos mieloproliferativos; el 63% de todos los pacientes, fue resuelto utilizando Gnicamente
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citogenélica convencional con BG. En el 32% de los casos se pudo obtener mayor informacion sobre
ellos con la realizacion de FISH ademas del estudio con BG y en el 5% de los pacientes el FISH se
requirid para diagnosticar al paciente, ya sea per la mala catidad cromosomica o por el bajo indice
mitdtico de la muesira de médula dsea,

Los pacientes estudiados en este trabajo representan: parte del 32% de los casos en los cuales se
obtuvo mayor informacién al realizar el método de FISH y el 5% donde Onicamente con FISH se
obtuvo el diagndstico. Estos resuttados ingdican que el método de FISH es una herramienta importante
en la evaluacién inicial de los diversos padecimientos mieloproliferativos.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos, muesiran que el métode de FISH es una herramienta Utit y de apoyo al
estudio cilogenético, en Ja deteccién de los rearreglos presentes en pacientes con diversos
padecimientos mietoproliferativos, por lo que puede ser utilizado en el monitoreo en las diferentes
etapas de la enfermedad, esto crea la posibilidad de dar 'seguimiemo al paciente durante su
evolucibn, independientemente de que esté bajo tratamiento y de que las células no se encuentren en
proliferacién. Con esto se podra establecer un régimen terapéutico mas adecuado y se podra seguir la
respuesta de los pacientes a los diferentes tratamientos.

En algunos padecimientos mieloproliferativos se dificulta obtener el diagndstico definitivo, ya que
preseman caracteristicas citomorfolégicas y clinicas en comun. El diagnéstico precise es importante
para poder establecer el manejo y el tratamiento adecuado, asi como para establecer el prondstico

del paciente,

Por fo tanto la metodologia de FISH complementa e! anélisis cromosémico de muestras de pacientes
con diversos padecimientos mieloproliferativos. En todos ios casos estudiados en este trabajo, el
metedo de FISH corrobord los hallazgos obtenidos del estudio citogenético, en algunos casos hizo
evidente una linea celular anormal que no se habia detectado cilogenéticamente y proporciond junto
con el estudio cromosomico convencional un diagndstico final para el paciente.
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. D EXONES

[ ] INTRONES
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FIG.1. Caracteristicas moleculares de la §{15;17)

Los punto de ruptura en el gen RAR esfan entre el exon 1 y 2, ¥ en el gen PML son
puntos de ruptura alternativos (A y B). Como resuitado de la ruptura, se origina un PML
aberrante, resultado de 1a ruptura entre la region Ber3 y Berl y se produce el gen fusionado
PMU/RARw caracteristico de la LPA (C y D).

{Tomado y modificado de Grignani et al.,1994).
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FIG.2. Caracteristicas moleculares de Ja (9;22)

El punto de ruptura en el gen ber ocurre en una region de 5.8kb (A). En el gen ¢-abl, el punto de
ruptura se encuentra enire los exones 1a y 1b (B). Como resultado de |as rupturas, se preduce una
fusién entre el gen ber que contiene los exones del 1 al 11 y ef gen c-abl que tiene los exones 1a hasta
el 11 que produce |a aparicién de! gen fusionado BCR/ABL (C). El producto final es un RNA
mensajero de B.5kb caracteristico de la LGC (D).

{Tomado y modificado de Cannistra,1990).
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FIG.3. Esquema de la metodologia de FISH

A) Desnaturalizacion del DNA problema; B) Desnaturalizacion de |a sonda de DNA; C)
Hibridacion dei DNA problema con la sonda; D) Deteccién de la sefial y tincién; E)
Analisis at microscopio.
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Cuadro 1. Caracteristicas clinicas y de laboratorio de pacientes con
leucemia promielocitica aguda

PACIENTE MOMENTO EN QUE SE | LEUCOCITOS / BLASTOS

REALIZO EL ESTUDIO mm® /%

LPA1 DIAGNOSTICO 2,600/63
LPA2 DIAGNOSTICO 4,800/32
LPA3 DIAGNOSTICO 2,800/6

LPA4 DIAGNOSTICO 8,100/92
LPAS5 RECAIDA 2,100/10
LAP6 REMISION 1,400/8




Cuadro 2.
leucemia granulocitica
mieloproliferativos.

Caracteristicas clinicas
crdnica y co

y de [aboratorio de pacientes con
N otros padecimientos

L

PACIENTE WOMENTO EN QUE SE LEUCOCITOS / BLASTOS
REALIZO EL ESTUDIO mm’ /%
LGC
LGC1 AL DIAGNOSTICO 247 000/ 12
(FASE CRONICA)
LGC2 AL DIAGNOSTICO 320,000/ 65
(CRISIS BLASTICA)
LGC3 EN TRATAMIENTO 97,100/ 0
{FASE CRONICA)
LGC4 EN TRATAMIENTO 27,9007 90
(VIRAJE A LAM-M2)
PADECIMIENTOS
MIELOPROLIFERATIVOS
PM1 DIAGNOSTICO 26,000/ 2
(SMD)
PM2 NO CONCLUYO 230,000/ 11
TRATAMIENTO
(SMD vs.LGC var. JUVENIL)
PM3 DIAGNOSTICO 16,100/ 17
(LAM-M7)
PM4 DIAGNOSTICO 10,400/ 25
(LAM-M6)

Var.=variedad
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FIG.4. Esquema representativo del analisis con FISH paraia sonda
de secuencia tnica M-ber/abl

(Tomado y modificado de ONCOR Appligene. Catalogue, 1996)
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FIG.6. Fotografia representativa de las seflales obtenidas con la
sonda a-satélite.

Ntcleos marcados con la sonda a-satélite: A) Nucleo normal con 2 sefiales separadas:;
B) Nucleo con una sefial representando una monosomia; C) Nucleo con 3 sefales que
representa una cétula trisdmica.
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Cuadro 3. Resultados del estudio con citogenética convencional y FISH con
la sonda PML/RARaen pacientes con leucemia promielocitica aguda.

PACIENTE CITOGENETICA CELULAS CELULAS RESULTADOS DE
CONVENCIONAL SIN FUSION CON FUSION | AMBOS ESTUDIOS
CON FISH CON FiSH
LPA1* NO ANALIZABLE 25.0% 75.0%** t(15;17)
LPA2 46,XX,715q+ 19.0% 81.0%* 46 XX t{15;17)
(5]
LPA3 46,XY 14.0% 86.0%* 46,XY/{15;17)
{11]
LPA4 NO ANALIZABLE 12.5% 87.5%"" t(15;17)
LPAS 46,XX [5] /46,XX, ?t(15;17), 30.5% 69.5%"* 46, XX/46,XX,1(15;17),
t(2q;7?),7t(4q;7)(12) t(2q;7),t{4q;7?)
LPAG 46,XY 62.0% 38.0%"* 46,XY/t{15;17)
[3)

Valor basal de fusién génica obtenido de 3 ensayos en células contro(MEDIAL3I(DE)=4.5%

* Diferencia significativa con respecto al valor basal de fusion génica p<0.001, ;° de Pearson
* Estudio en menos de 200 células
[ ] Total de metafases analizadas por citogenética convencional por linea celular detectada
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Cuadro 4.

M-bcr/abl en pacientes con leucemia granulocitica crénica

Resultados det estudio con citogenética convencional y FISH con |la sonda

(? 2Ph*)

PACIENTE | CITOGENETICA | CELULAS | CELULAS CELULAS RESULTADO DE
CONVENCIONAL | SINPh+ CON Ph+ CON 2Ph+ AMBOS ESTUDIOS
CON FISH CON FISH CON FISH
LGC1 48, XY, ?t(9;11;22) 4.5% 95.0%** 0.5% 46,XY,{9;11;22)
[13]

LGC2® | 46XY[1)/48,XY,+8, |  7-4% 35.1%"* 57.4%™ 46,XY/48 XY, +8,+19.49;22)/
+19,49:22)(1] / 49 XY, +8,+19,1(9,22), +der {22)
49,XY,+8,+19,

1(9;22), 7+der{22)
[22]
NO ANALIZABLE .
LGC3 {cariotipo prev.Ph*) 2.0% 97.5%** 0.5% t(9;22)
LGC4 146 XX,1(9:22)/46,XX, .
1(?75;11),4(9;22)[5] 14.0% 85.0%"* 1.0% 46,XX,1(9:22) /46, XX,

t(?5,11),4(9;22),

Valor basa! de fusion génica de 2 ensayos en células control (MEDIA£3(DE)=6%

*Diferencia significativa con respecto al valor basal de fusitén génica p<0.001 .72 de Pearson
* Estudio en menos de 200 células

[ ]Nomero total de metafases analizadas por cilogenética convencional por linea celular detectada

prev.=previo
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Cuadro 5. Resultados de los estudios con citogenética convencional
y FISH con sondas de tincion completa para los cromosomas 11y §
en pacientes con leucemia granulocitica crénica

CELULAS CON
PACIENTE CITOGENETICA SENAL RESULTADO
CONVENCIONAL CON FISH

Sonda para el
cromosoma 11

LGCA 46,XY,71(9;11;22) 3 sehales en 6* 46.XY.49;11;22)

113} metafases

Sonda para el

cromosoma 5
LGC2 46, XX 1(9;22)/46, XX, 46, XX,1(9,22)/46, XX,
1(9;22),4(?75;11) 3senalesen 5* 1(9;22),1(5;11)
(5] metafases

[ 1 Numero total de metafases analizadas con citogenética convencional por linea celular detectada
* Total de metafases analizadas con FISH
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FIG.8. Metafase con bandas G del paciente LGC4 que muestra las
translocaciones t(9;22) y t(5;11):
A) Derivative 9; B) Derivativo 22; C) Derivativo 5; D) Derivativo 11.
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Cuadro 6. Resultados del estudio con citogenética convencional y FISH
con las sondas a-satélite para los cromosomas 7 y 8 en pacientes con
padecimientos mielorpoliferativos.

CELULAS CON [ CELULAS CON | CELULAS CON
PACIENTES CITOGENETICA 2 SENALES 1 SENAL 3 SENALES RESULTADO DE
CONVENCIONAL CON FISH CON FISH CON FISH AMBOS ESTUDIOS
a-sateélite
cromosoma 7
PM1 45, XY,-C [3] 9.7% 90.2%*" 0.1% 45 XY,-7
PMZ 45XY,-C[3} 8.7% 91.3%*" 0 45 XY,-T
vb"=4.8%
Vb'=3.2%
a-satéfite
cromosoma 8
PM3 47 XY+21c/ 50% 0 95.0%* 47 XY, +21c/48 XY,
48,XY,+C,+21¢[15] +8.+21¢
PM4 48 XX [6)/47 XX +C 4.5% 0.2% 95.2%" 48, XX /147 XX +8
" (6]
Vb =8.3%
Vb'=0.6%

Vo¥= valor basal para monosomia 7y 8
Vb'= valor basal para trisamia 7y 8
**Diferencia significativa con respecto al valor basal de aneuploidia p<0.001. 4* de Pearson

| | Namero total de metafases analizadas por citogenética convencional por linea celular detectada
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