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RESUMEN

En el presente estudio se analizaron 50 muestras de pacientes con diagndstico de
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) de los subtipos L; y L,, que acudieron al Servicio
de Hematologia del Hospital Juarez de México durante los afios 2002 al 2004, el
estudio citogenético (EC) se realiz6 en muestras de médula 6sea, analizandolas por
medio de bandas G, los cariotipos se reportaron de acuerdo a los criterios del Sistema
Internacional de Nomenclatura Citogenética (ISCN, 1995). En los casos donde el
resultado del EC no se obtuvo, fue incompleto o normal, se aplicé la técnica de
Hibridacién in situ con Fluorescencia (FISH), utilizando las sondas de secuencia Unica
BCR/ABL con sefal extra (ES) para identificar la t(9;22), en pacientes >17 afios 0 con
Ph™ observada previamente por citogenética convencional y la sonda de secuencia
Unica TEL/AML1 con sefal extra (ES) para identificar la t(12;21), la cual se aplicé en

los pacientes <17 afos (Vysis Inc., Downwrs Grove, IL, USA).

Se obtuvo el resultado del EC en el 74% (37/50) de los casos; donde 20/37 fueron
cariotipo normal y 17/37 presentaron un cariotipo alterado. Dentro de los cariotipos
alterados; 7 casos presentaron alteraciones cromosdmicas de tipo numeérico y 10 casos
de tipo estructural, siendo las alteraciones mas frecuentes la tetraploidia (92

cromosomas) y la t(9;22) o cromosoma filadelfia (Ph™).

El analisis con la sonda BCR/ABL (ES) mostré que 8/23 resultaron con alteraciones en
los genes BCR y/o ABL, de los cuales 7/23 presentaron la fusién génica BCR/ABL o
cromosoma Filadelfia (Ph*); 5/7 presentaron ademas de la fusion BCR/ABL deleciones
en los loci BCR y/o0 ABL. En la leucemia granulocitica crénica (LGC) las deleciones en
éstos genes, se han reportado con una frecuencia del 12.5% y asociadas a un
pronéstico favorable sin embargo, en este estudio se observé una frecuencia mayor
(71%) a lo reportado por la literatura mundial, aunque el pronéstico no se sabe con

certeza.

El analisis con la sonda TEL/AML1 (ES) mostré6 4/19 de los casos presentaron
alteraciones en los genes TEL y/o AML1, de los cuales 1/4 fue positivo a la fusion
génica TEL/AML1 o t(12;21) y 3/4 presentaron las ganancias de los loci TEL y/o AML1,

pero sin la fusion.

La FISH es una técnica util para este tipo de padecimientos ya que permitié recuperar
el resultado en el 16% de los casos aunque también mostré limitaciones ya que en
aquellos pacientes que resultaron negativos tanto para la t(9;22) como para la

t(12;21), pudo estar asociada otra alteracion no analizada con este tipo de sondas.
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INTRODUCCION

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es una patologia neoplasica del
sistema hematopoyético, que se caracteriza por la proliferacion no
regulada de las células progenitoras linfoides de estirpe B o T en
diversas etapas de diferenciacion (Lorna et al., 1993; Cortes vy
Kantarjian, 1995; Slavutsky, 1999; McKenzie, 2000).

EPIDEMIOLOGIA

El diagndstico de LLA es mas frecuente en la infancia observandose en el
80% de los pacientes, predominantemente en edades entre los 3y 5
anos. También puede presentarse en el 20% de los casos de pacientes
en edad adulta generalmente menores de los 30 afnos (Ruiz-Arguelles y
San-Miguel, 1996; Slavutsky, 1999).

ETIOLOGIA

El origen de la LLA no estd bien establecido, pero se ha asociado a

factores genéticos, parentales y ambientales.

Dentro de los factores genéticos se ha observado que los familiares de
pacientes con leucemia tienen un riesgo cuatro veces mayor de
presentar la enfermedad comparado con la poblacion en general
(Schmitt y Degos, 1978; Cortes y Kantarjian, 1995). De igual forma
ocurre con algunos sindromes genéticos asociados con leucemia como
en el caso de la trisomia 21 (sindrome de Down), la cual se presenta en
cerca del 2% de los casos de LLA en edad pediatrica (Robinson et al.,
1984; Whitlock et al., 2005).

Deteccion de alteraciones cromosdmicas en pacientes con LLA 2
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En cuanto a los factores parentales se dice que la progenie de madres
mayores de 35 afios, que han tenido previamente pérdidas fetales y/o
hijos que presentaron incremento en el peso tienen mayor riesgo de

desarrollar la enfermedad (Dailing et al., 1984; Kaye et al., 1991).

Finalmente factores ambientales como la exposicion a la radiaciéon y la
exposicion a agentes gquimicos como es el benceno, se han asociado
fuertemente con un riesgo alto de desarrollar leucemia (Stewart y

Kneale, 1970; Rinsky et al., 1987).

CUADRO CLINICO

Los sintomas en la LLA son muy variados, por una parte pueden existir
solo manifestaciones inespecificas como malestar general, astenia
(fatiga fisica), adinamia (debilidad muscular), anorexia (falta de apetito)
y pérdida de peso; ademas pueden estar presentes palidez de
tegumentos (cambios de coloraciéon en la piel), petequias (manchas
pequefias en la piel), purpura, sangrado, fiebre e infeccion, como
consecuencia de la falla en la médula 6sea por la falta de produccion de
elementos eritroides, plaquetarios y granulociticos (Peing et al., 1981;

Henderson, 1990; McKenzie, 2000).

En la LLA también puede haber manifestaciones tardias mas especificas
y severas como la hipertensibn endocraneana (caracterizada por
nausea, vomito, fotofobia, cefalea), la cual es causada por la infiltracion
de células blasticas al sistema nervioso central; dentro de estas
manifestaciones también puede verse agrandamiento e infiltracion de
organos; cuando los pacientes con LLA muestran infiltracibn a otros
6rganos se puede observar linfadenopatia (crecimiento en ganglios
linfaticos) y/o hepatomegalia (crecimiento en higado) y esplenomegalia

(crecimiento del bazo) (Rapaport, 1986; Cortes y Kantarjian, 1995).

Deteccion de alteraciones cromosdmicas en pacientes con LLA 3



Diana Lorena Calderén Pizafia

TRATAMIENTO

El mayor indice de cura en la LLA se ha atribuido en gran medida al
desarrollo efectivo de regimenes de tratamiento multidroga
dependiendo del tipo de paciente (Pui y Evans, 1998), con ello se ha
observado que los nifios con LLA responden de manera mas favorable a
la quimioterapia, siendo en ellos la tasa de cura del 85%, sin embargo;
en los adultos aunque el 75% alcanzan la remision completa, s6lo del 20

al 40% de ellos son “curados” (Cortes y Kantarjian, 1995).

ETAPAS DEL TRATAMIENTO

INnduccion a la Remision

En ésta fase se pretende destruir la mayoria de las células neoplasicas y
recuperar la hematopoyesis normal y como consecuencia el bienestar
del paciente (Remision completa RC) (Ruiz-Arguelles, 1994). El régimen
de induccion tanto en niflos como en adultos incluye la administracion
de un glucocorticoide (prednisona o dexametasona), L-Asparginasa,
vincristina, y daunorrubicina, esta fase dura alrededor de 27 dias. En
ésta etapa el rango de los pacientes que alcanzan la remisién completa
es del 97-99% en nifos y en adultos del 75-90% (Cortes y Kantarjian,
1995; Pui y Evans, 1998; Kosaka et al., 2004; Bruggemann et al.,
2006).

Tratamiento al Sistema Nervioso Central (SNC)

La infiltracion al SNC se presenta s6lo en el 5% de los nifios y adultos.
Estos pacientes requieren de un tratamiento dirigido al SNC por que
pueden presentar infiltracion hacia algunos sitios denominados
santuarios, en donde el tratamiento habitual no es suficiente. En ésta
etapa se suministra metotrexate, hidrocortisona y Arabinosido de

citosina (Ara C) por via intratecal (Ruiz-Arguelles, 1994; Cortes y
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Kantarjian, 1995; Pui y Evans, 1998). El tratamiento al SNC puede
iniciarse en la primera semana de induccién, hasta completar cuatro

ciclos.

Consolidacion

El objetivo en ésta etapa es destruir las células residuales que han
sobrevivido a la etapa previa empleando medicamentos que puedan
destruir las células en reposo o fuera del ciclo (Go) (Ruiz-Arguelles,
1994), para lo cual una vez que se ha alcanzado la RC (% de blastos
menor al 5%) aproximadamente en el dia 28, se procede a aplicar el
tratamiento de consolidacion, el cual consiste en la administracion de
etopoésido y Ara C por un periodo de tres semanas que incluyen la
primera, segunda Yy tercera consolidacion (Pui y Evans, 1998;

Briggemann et al., 2006).

Intensificacion

En esta etapa se administran altas dosis de metotrexate durante tres
semanas. Esta etapa comprende la primera, segunda Yy tercera
intensificaciéon en las cuales las dosis de metotrexate son variadas y
van desde 1000mg hasta 5000mg (Cortes y Kantarjian, 1995; Pui y
Evans, 1998; Kosaka et al., 2004; Briggemann et al., 2006).

Mantenimiento

El objetivo en la etapa de mantenimiento es destruir los ultimos
vestigios de leucemia residual (Ruiz-Arguelles, 1994) y consiste en la
administracion prolongada de la combinaciobn 8 medicamentos como
etopoésido—+citarabina, 6-mercaptopurina+ metotrexate, metotrexate+
Ara C, dexametasona+ vincristina+ L-Asparginasa y altas dosis de
metotrexate. El tratamiento debe durar 3 afos y no menos (Evans et
al., 1986; Kosaka et al., 2004; Bruggemann et al., 2006).
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Transplante

El transplante puede ser de tipo alogénico, en donde la médula ésea es
donada por hermanos histocompatibles, o de tipo autélogo en donde el
donador es el mismo paciente cuando ha alcanzado la etapa de
remision. El transplante es tomado como una alternativa de tratamiento,
en aquellos pacientes que presenten t(9;22) o t(1;19) que son de mal
pronéstico y que predicen recaidas tempranas; en aquellos pacientes
que no responden al tratamiento de induccién y en los pacientes que
tienen una recaida después de una segunda induccion (Pui y Evans,
1998).

CLASIFICACION

CITOMORFOLOGICA

La clasificacion propuesta por el grupo Francés-Americano-Britanico
(FAB) identifica tres subtipos de LLA (L, L2 y L3), con base en la
morfologia y heterogeneidad de los linfoblastos de la médula 6sea (Heim
y Mitelman, 1995; Cortes y Kantarjian, 1995; McKenzie, 2000):

LLA Li: Este subtipo muestra células pequefias con cromatina nuclear
heterogénea, nudcleo regular con o sin nucléolo. Es el mas comun en
ninos y puede verse en el 85% de los casos, mientras que en los adultos

solo se observa en el 30% y parece tener mejor prondstico.

LLA L>: Muestra células grandes con mayor heterogeneidad en cuanto a
tamano y a la distribucion de la cromatina nuclear, la forma del nucléolo
es irregular y puede presentar uno o dos nucléolos. Este subtipo se
encuentra con mayor frecuencia en adultos afectando del 60-70% de
todos los casos, mientras que en nifios solo se observa en menos del

15% vy su prondstico es desfavorable.

Deteccion de alteraciones cromosdmicas en pacientes con LLA 6



Diana Lorena Calderén Pizafia

LLA Ls: Presenta células grandes y homogéneas con cromatina nuclear
finamente punteada, nucléolo regular prominente y citoplasma
vacuolado. Este es el subtipo mas raro de la LLA y se presenta tanto en
nifios como en adultos en menos del 5% de todos los casos y es de muy
mal prondstico (Heim y Mitelman, 1995; Cortes y Kantarjian, 1995;
McKenzie, 2000).

INMUNOFENOTIPICA

Esta clasificacion de la LLA estd basada en la expresion de los antigenos
B o Ty en la maduracion de la célula leucémica, y reconoce cuatro

subtipos inmunitarios:

LLA-B

La estirpe de células B incluye inmunoglobulinas de superficie de
membrana (slg) e inmunoglobulinas citoplasmicas (clg) y se presenta
en el 60 al 70% de los adultos. Las células de estirpe B estan
clasificadas por el estadio de maduraciéon del mas primitivo al mas

aberrante en:

» Pre-pre B
» Pre-B temprana o comun

> Pre-B

> B-madura

En la LLA pre-pre-B, se puede identificar el marcador temprano de la
célula B denominado CDj;g, asi como el rearreglo de los genes de la
inmunoglobulina. La LLA pre-B temprana o comun se identifica por la
presencia del antigeno CALLA (CDio") y el marcador temprano de la
célula B denominado CD,4, este inmunofenotipo es mas frecuente en
ninos y se asocia con un buen pronodstico. La LLA pre-B y la LLA B

madura se identifican con los antigenos de superficie del linfocito B
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Diana Lorena Calderén Pizafia

antes mencionados, ademas del antigeno CD,o que aparece en la célula
B mas diferenciada, también se puede identificar la inmunoglobulina

citoplasmica o de membrana (Secker-Walker, 1997; McKenzie, 2000).

LLA-T

La estirpe de células T se define por la expresion de células leucémicas
de linea T, asociadas a los marcadores CD,, CD; y TdT. Esta estirpe se
identifica en el 25 % de los pacientes adultos y en el 15% de los casos

en ninos. La LLA-T se clasifica en:

» Precursor temprano T
» T-madura

Esta estirpe se ha relacionado con una mala respuesta al tratamiento y
con una supervivencia menor a un afio (Slavutsky, 1999; McKenzie,
2000).

LLA nula

En este caso, las células no expresan antigenos T o0 B y se presentan
solo en el 10% de los pacientes adultos, los cuales alcanzan la remision
completa hasta en el 75% de los casos y su sobrevida es

aproximadamente de un afio (McKenzie, 2000).

LLA bifenotipica

La LLA bifenotipica, coexpresa antigenos asociados a la estirpe linfoide
y mieloide, puede presentarse en el 3% de los casos y es de prondstico

desfavorable (Copelan y McGuire, 1995; McKenzie, 2000).
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FACTORES PRONOSTICO

En la LLA existen factores prondstico o de riesgo que influyen en la
respuesta al tratamiento y en la supervivencia de los pacientes tales
como: la edad, la cuenta de leucocitos (CL), el sexo, el subtipo

citomorfolégico, el inmunofenotipo y el estudio citogenético.

Edad

La edad es un fuerte indicador de prondstico ya que los nifios menores
de un afno tienen un riesgo alto de falla al tratamiento a diferencia de los
nifos entre 1 y 9 afos, los cuales responden de manera mas favorable,
mientras que en los adultos el prondstico es adverso (Smith et al.,
1996; Secker-Walker, 1997).

Cuenta de leucocitos (CL)

Las CL menores de 10X10°/L se encuentran asociadas con un buen
pronéstico, mientras que las CL por arriba de 50X10°/L predicen un
curso desfavorable en ésta enfermedad (Smith et al., 1996; Secker-

Walker, 1997).

Sexo

El prondstico para las mujeres con LLA es significativamente mejor que
el de los varones, ya que los varones suelen estar asociados con
infiltracidon testicular y con recaidas tempranas, asi como con un periodo
de supervivencia mas corto comparado con el de las mujeres (Chessells,

1995; Pui et al., 1999).

Subtipo citomorfoldégico

El subtipo L; caracteristico de la poblacion pediatrica se ha asociado
fuertemente con inmunofenotipo pre-B, con un buen prondstico, una

buena respuesta al tratamiento y la tasa de curacion mas alta, en tanto
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que el subtipo L, es de mal prondstico ya que se encuentra asociado a
pacientes adultos con CL altas e inmunofenotipo de células T.
Finalmente el subtipo Lz se ha asociado a un peor pronéstico (Heim y
Mitelman, 1995; Smith et al., 1996).

Inmunofenotipo

El antigeno CALLA (CD1o") que se expresa en el subtipo pre-B temprana,
se asocia con una buena evolucidn, mientras que los subtipos con CDio
negativo estan asociados con un prondstico adverso (Reaman et al.,
1999).

Estudio citogenético

El estudio citogenético es un factor clave en el entendimiento de la LLA,
ya que permite visualizar las alteraciones cromosdmicas que estan
fuertemente vinculadas con la evolucion de la enfermedad (Slavutsky,

1999).

Finalmente todos los factores antes mencionados, permiten clasificar
adecuadamente a los pacientes con LLA en dos grupos de riesgo:
habitual o alto. Los pacientes de grupo de riesgo alto suelen recibir un
tratamiento mas intensivo, mientras que los pacientes de grupo de
riesgo habitual suelen recibir una quimioterapia mas atenuada, de la
misma eficacia, pero con toxicidad minima. De ésta manera se pueden
establecer esquemas terapéuticos apropiados para mejorar la vida de

los pacientes con este tipo de enfermedad (Westbrook, 1997).
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ALTERACIONES CROMOSOMICAS

El estudio citogenético se considera de gran importancia ya que ha
revelado la presencia de alteraciones cromosOmicas que aportan
informacién valiosa para poder establecer el diagnoéstico y prondstico,
duracién de la remisiéon y supervivencia de los pacientes, logrando
establecer con ello un tratamiento adecuado (Faderl et al., 1998; Heim y

Mitelman, 1995; McKenzie, 2000).

Las alteraciones cromosdmicas en la LLA pueden ser de tipo humérico o
de tipo estructural o bien la combinacion de las dos (Secker-Walker,

1997).

ALTERACIONES NUMERICAS

Las alteraciones de tipo numeérico se refieren al nUmero de cromosomas
(ploidia) que contienen las células de una poblacion leucémica (ISCN,
1995).

En la LLA los pacientes son clasificados de acuerdo al numero de ploidia
que presenten y pueden ser: diploides (46 cromosomas), hipodiploides
(<46 cromosomas), seudodiploides (46 cromosomas con alteraciones
numeéricas y estructurales), con hiperdiploidia alta (=50 cromosomas),
con hiperdiploidia baja (47-50 cromosomas) y los cercanos a la triploidia

y tetraploidia (68-92 cromosomas).

Todos estos cambios en el niUmero cromosémico se han relacionado
fuertemente con el prondstico en los pacientes con LLA (Cuadro 1),

como puede verse a continuacion:
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Cuadro 1. Frecuencia con que se presentan las alteraciones
de tipo numérico en la LLA y su valor prondstico

ADULTOS NINOS
Anormalidad Frecuencia Pronéstico Frecuencia Pronéstico
Ninguna 15-36% Intermedio-Bueno 31-40% Intermedio-Bueno
(cariotipo normal)
Cercano a la Raro Se desconoce <1% Mal prondstico
haploidia
Hipodiploidia 4-9% Mal prondstico 6% Intermedio-Malo
Seudodiploidia 31-50% Mal prondstico 18-26% Intermedio
Hiperdiploidia baja 10-15% Bueno 10-11% Intermedio
Hiperdiploidia alta 2-11% Bueno 23-26% Bueno
Cercano a la 3% Mal prondstico No se tiene la Bueno
triploidia frecuencia
Cercano a la 2% Excelente No se tiene la Adverso
tetraploidia frecuencia

Tomado de Mrozek et al., 2004

Cariotipo normal o diploide (46 cromosomas)

Para considerar que un cariotipo sea normal se deben analizar un
minimo de 20 metafases ya que con esto se tiene el 90% de certeza de
descartar la presencia de una clona alterada; hasta en el 40% de los
pacientes con LLA se han identificado cariotipos normales, los cuales se
han asociado a un pronéstico intermedio en ambos grupos de edad
(Secker-Walker, 1990). Esta incidencia es alta tal vez por que algunos
cariotipos normales pueden tener alteraciones cripticas como la t(12;21)
que no es posible identificar por citogenética convencional, pero que al
ser detectadas por citogenética molecular disminuyen la frecuencia de

los cariotipos normales (Raimondi, 1993; Secker-Walker, 1997).
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Hipodiploidia (<46 cromosomas)

La hipodiploidia se define como la pérdida de uno o mas cromosomas,
ésta alteracion es poco comun ya que so6lo se presenta del 4 al 9% en
los pacientes adultos y les confiere un prondstico intermedio, en tanto
que en nifos su frecuencia va del 6 al 9% y es de buen prondstico (Pui
et al., 1990; Callen et al., 1989).

Seudodiploidia

Los casos con 46 cromosomas asociados a alteraciones numéricas y/o
estructurales son seudodiploides. Cerca del 90% de estas clonas
presentan cambios estructurales, con mayor frecuencia translocaciones
como la t(4;11) 6 la t(9;22) y deleciones. En nifios la seudodiploidia se
puede presentar del 18 al 26% de los casos y en adultos del 31 al 50%;
ésta alteracion se ha asociado a mal prondstico sobre todo en adultos en
donde puede verse la t(4;11) y la t(9;22) (Secker-Walker, 1997).

Hiperdiploidia

Los cariotipos hiperdiploides se caracterizan por la ganancia de uno o
mas cromosomas y se presentan del 16 al 23% de los adultos y en el 23
al 42% en los niflos (Onodera et al., 1992; Secker-Walker, 1997).

Hiperdiploidia baja de 47-50 cromosomas

La incidencia de la hiperdiploidia baja es del 10 al 15% tanto en nifios
como en adultos; en estas clonas las ganancias cromosémicas que
pueden estar presentes son 21, X, 8, y 10, también pueden observarse
cambios estructurales que incluyen a 1q, 6q, 12p y 19p; el prondstico
en nifos es intermedio mientras que en adultos es bueno (Raimondi et
al., 1992; Secker-Walker, 1997).
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Hiperdiploidia alta de 51-68 cromosomas

La hiperdiploidia alta presenta un numero modal de 51 a 68
cromosomas Yy los cromosomas frecuentemente ganados son; 4, 6, 10,
14, 17, 18, 20, 21 y X, pero también pueden observarse con una menor
frecuencia el 1, 2, 3, 12 y 16 (Charrin et al., 2004). Tipicamente los
cromosomas ganados se presentan en tres copias (trisbmicos) no
obstante el cromosoma 21 a diferencia de los anteriores es tetrasdmico
(Onodera et al., 1992). La hiperdiploidia alta (51-68 cromosomas) se
correlaciona fuertemente con factores de buen prondstico, incluyendo
edades entre 3 y 7 afios, cuenta de leucocitos menores a 10X10°/L,
subtipo L;, antigeno CDic" e inmunofenotipo pre-B temprano;
aproximadamente el 85% de los nifios con este tipo de ploidia son
curados (Pui et al., 1988; Onodera et al., 1992; Ito et al., 1999).

Triploidia y tetraploidia (69-92 cromosomas)

Las clonas con mas de 69 cromosomas son raras en la LLA en ambos
grupos de edad. Los casos cercanos a la triploidia (de 69-73
cromosomas) se presentan con una frecuencia muy baja en nifos
(0.03%), pero se ha encontrado en el 3% de los adultos. Los casos
cercanos a la tetraploidia (de 82-94 cromosomas) tienen una incidencia
de alrededor del 1% en nifos y del 2% en adultos. Estos casos suelen
estar asociados a la linea T sin embargo, se les ha asociado a un

excelente pronostico (Pui et al., 1990; Secker-Walker, 1997).

ALTERACIONES ESTRUCTURALES

Las alteraciones de tipo estructural como su nombre lo indica son
alteraciones que afectan a la estructura del cromosoma; estas
alteraciones se producen cuando hay una ruptura de cromosomas y el
proceso de reparacion da como consecuencia una pérdida estructural o

recombinaciones anormales (McKenzie, 2000).
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Dichas alteraciones se han observado tanto en niflos como en adultos
con LLA, las translocaciones recurrentes y con valor prondstico son: la
1(9;22), t(4;11), t(1;19), t(12;21), t(10,14), aunque existen otras
alteraciones con menor frecuencia (Look et al., 1982; Faderl et al.,
1998; Mroézek et al., 2004). También se han identificado alteraciones
secundarias que indican la evolucion de la enfermedad, como deleciones
en el brazo corto de los cromosomas 9 y 12 [del(9p) y del(12p)],
deleciones en el brazo largo de los cromosomas 5, 6 y 7 [del(5q),
del(6q) y del(7q)] y trisomia 8, las cuales también son importantes para

establecer el prondstico de la enfermedad (Mrézek et al., 2004).

En el cuadro 2 se muestra la relacibn de frecuencia con que se
presentan dichas alteraciones cromosomicas, asi como el pronéstico de

cada una de ellas tanto en nifios como en adultos (Mrézek et al., 2004).

Translocacion t(1;19)(g23;p13)

La translocacion t(1;19) tiene una incidencia en nifios del 4-5% y en
adultos del 2-5% (Cortes y Kantarjian, 1995; Slavutsky, 1999; Mrézek
et al., 2004), se asocia con inmunofenotipo pre-B y es de mal
prondstico. A nivel molecular ésta translocacion resulta de la fusion del
gen E2A que se encuentra en 19p13 con el gen PBX localizado en 1923,
lo que determina la formacién de una proteina quimérica que actua en la
transformacioén maligna de las células pre-B o sus progenitoras (Cortes y
Kantarjian, 1995; Slavutsky, 1999).

Translocacion t(4;11)(g21;923)

La t(4;11) es una alteracion asociada a un muy mal prondéstico en
ambos grupos de edad, su frecuencia es del 2% en nifios y del 3-7% en
adultos (Mrézek et al., 2004). Desde el punto de vista molecular

participa el gen MLL ubicado en 11923 y el gen AF4 localizado en 4921,
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generando el gen quimérico MLL/AF4 (Cortes y Kantarjian, 1995;
Slavutsky, 1999).

Cuadro 2. Frecuencia con que se presentan las alteraciones
estructurales en la LLA y su valor prondstico

ADULTOS NINOS
Anormalidad Frecuencia Prondstico Frecuencia Prondstico
1(9;22)(934;q11.2) 11-29% Mal prondstico 2-6% Mal prondstico
t(4;11)(921;923) 3-7%% Mal prondstico 2% Mal prondstico
1(1;19)(923;p13.3) 2-5% Mal prondstico 4-5% Excelente
t(12;21)(p13;922) 0-3% Se desconoce 20-25% Bueno
del(9p) 6-30% Intermedio 7-11% Adverso
del(12p) 4-6% Favorable/ 7-9% Sin pronéstico
desfavorable
del(6q) 3-16% Sin prondstico 6-9% Sin prondstico
del(7p), del(7q) y 6-11% Mal prondstico 4% Adverso
monosomia 7
del(5q) <2% Sin pronéstico 1% Adverso
+8 10-12% Mal prondstico 2% Se desconoce
14911 5-7% Excelente 3-4% Se desconoce
t(10;14)(q24;911) 2-3% Excelente 17-22% Sin pronéstico

Tomado de Mrézek et al., 2004

Translocacion t(10;14)(g24;q11)

Alrededor de un tercio de los pacientes con LLA-T presentan una
translocacion que involucra uno de los receptores de genes de la linea T
(TCR), resultado de la sobre-expresion de un gen yuxtapuesto a un TCR,
el rearreglo TCR méas comun en la LLA es la t(10;14)(g24;911.2),

resultado de la sobreexpresion del gen HOX;; y se presenta con una
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frecuencia del 2-3% en nifios y en adultos del 17-22%, ésta
translocacion parece ser la primera alteracion asociada con un
pronéstico favorable en nifios, aunque en adultos se desconoce su

prondstico (Mrézek et al., 2004).

Translocacion t(12;21)(p13;922)

La t(12;21) es la alteracion mas frecuente del subtipo-B de la LLA, se
observa en el 25% de los pacientes en edad pediatrica y en <3% en los
pacientes adultos (Shurtleff et al., 1995; Cayado et al., 2000; Frost et
al.,2004) y se ha asociado fuertemente a un buen prondstico (Romana
et al., 1995; Seeger et al., 2001; Van der Burg et al., 2004). Esta
alteracion no puede ser detecta por citogenética convencional soélo es
posible diagnosticarla con facilidad por hibridacibn in situ con
fluorescencia (FISH), utilizando los genes TEL (12p13) y AML1 (21922)

marcados con distintos fluorocromos.
Aspectos moleculares de la t(12;21)

TEL

El gen TEL localizado en la region telomérica del cromosoma 12 en la
banda p13, codifica para una proteina de regulacion transcripcional de la
familia ETS (factor de transcripcion) (Cayado et al., 2000; Frost et al.,
2004; Sawinska y Ladon, 2004). La proteina Tel es caracterizada por
dos distintas regiones, un dominio ETS que consta de 70 aminoéacidos el
cual es localizado en la region C-terminal de la proteina y un dominio
HLH (helix-loop-helix) localizado en el extremo N-terminal de la proteina
(Figura 1), el cual puede mediar las interacciones con otras proteinas
(Faderl et al., 1998).
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AML1

El gen AML1 (también Illamado CBFA2 6 RUNX1) localizado en el
cromosoma 21 en la banda 22, codifica para una de las dos
subunidades (una subunidad a y una ) que constituyen el CBF en el
humano (core binding factor) (Miyoshi et al., 1991; Speck et al., 1999;
Roumier et al., 2003).

La proteina AmIl es un heterodimero que contiene un dominio
altamente conservado de 128 aminoacidos denominado “runt” (en
homologia al gen runt de Drosofila), responsable de Ia
heterodimerizaciéon tanto de la subunidad B de CBF como del dominio de
ADN (DB) (Wang et al., 1996).

Figura 1. Estructura de los genes TEL y AML1 y el producto
de fusion que forma la t(12;21)

Cromosoma 12

s \ B
—
pSB

Cromosoma 21

AML1

El gen AML1 es normalmente expresado en todas las lineas celulares
hematopoyéticas, actda regulando la expresion de varios genes
especificos para la hematopoyesis, incluyendo al factor del receptor para

la estimulacion de colonias de macréfagos (M-CSFR), interleucina 3
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(IL3), mieloperoxidasa (MPO) y los genes TCR B (Lutterbach y Hiebert,
2000; Roumier et al., 2003).

TEL/AML1

En la t(12;21) el dominio HLH del gen TEL se fusiona al intron 2 del gen
AML1 (Faderl et al., 1998), como resultado de la translocaciéon se origina
un gen hibrido que da lugar a la sintesis de una proteina también
hibrida, cuyo extremo N-terminal es un segmento del gen TEL y el C-
terminal es un segmento del gen AML1 (Figura 1), ésta proteina hibrida
Tel/AmI1l tiene propiedades anormales y por lo tanto afecta la funciéon
normal del complejo transcripcional ami1l/cbff y por lo tanto la sintesis
de las proteinas que este complejo controla (Liang et al., 1996; Cayado

et al., 2000).

Translocacion t(9;22)(q34;q11.2)

La translocacion t(9;22) o cromosoma Filadelfia (Ph") fue identificada
por primera vez por Nowel y Hungerford en 1960 pero hasta 1973
Rowley la describe, como una translocacion reciproca entre los
cromosomas 9 y 22 que transponen el segmento 3’ del gen ABL en la
banda 9934 al segmento 5’ del gen BCR en la banda 22q11 (Kolomietz
et al., 2001) (Figura 2), ésta alteracion fue asociada primero con la
leucemia granulocitica crénica (LGC) ya que se presentaba hasta en el
90% de los casos con ésta enfermedad, pero también se observé en los
casos con leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia mieloide aguda

(LMA) aunque con una frecuencia menor (Secker-Walker, 1997).

En la LLA la t(9;22) o cromosoma Ph™ se presenta en el 2-6% en los
nifos (Ribeiro et al., 1987; Fletcher et al., 1989), en los pacientes
adultos se ha identificado hasta en el 29% (Preti et al., 1994; Towatari
et al., 2004), la frecuencia de ser portador de cromosoma Ph* aumenta

conforme avanza la edad. Esta alteracidon es asociada a cuentas altas de
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leucocitos y a un subtipo morfoldgico Ly, sobretodo en adultos se asocia
con una frecuencia alta de expresion de antigenos CDipy CD34 (Cortes y

Kantarjian, 1995).

El prondstico para los portadores de la t(9;22) en la LLA es desfavorable
a cualquier edad (Slavutsky, 1999; Secker-Walker, 1997).

Figura 2. Translocacion t(9;22) o6
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Aspectos moleculares de la t(9;22)

Desde el punto de vista molecular el cromosoma Ph™ involucra al proto-
oncogen c-ABL que se encuentra en la banda 9934 y al gen BCR en la
banda 2211 (Heisterkamp et al., 1983; Kurzrock et al., 1988), los
cuales dan origen al producto de fusion BCR/ABL que posteriormente se

describira con mayor detalle.
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c-ABL

Estructuralmente el c-ABL humano es un gen gue presenta secuencias
homodlogas al oncogen v-abl viral (conocido como virus de la leucemia
en murinos Abelson) distribuidas de manera discontinua sobre una
region de aproximadamente 300 Kb (kilobases) y esta constituido por
12 exones y varios intrones (Figura 3) (Abelson y Rabstein, 1970;
Heisterkamp et al., 1985; Kurzrock et al., 1988; Pasternak et al., 1998;
Deininger et al., 2000).

c-ABL codifica para una proteina con actividad de tirosina-cinasa de 145
KDa (p145°“®Y, con dos isoformas (la y Ib) producidas por splicing
alternativo (corte de intrones y empalme de exones) del primer exén, es
en este sitio donde se lleva a cabo la ruptura y la fusibn con BCR
(Deininger et al., 2000) (Figura 3).

Figura 3. Estructura de los genes ABL y BCR, sus puntos de
ruptura y productos de fusion
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Se han atribuido diversas funciones a la proteina Abl normal, entre las
que destacan la regulacion del ciclo celular (Kipreos y Wang, 1990;
Sawyers et al., 1994; Deininger et al., 2000), la respuesta a estrés
genotoxico y la transmision de informacion a través de la cascada de
sefalizacion por integrinas (Yuan et al., 1999). Se ha sugerido que ésta
proteina sirve como complejo de modulacion de sefales intra vy
extracelulares que inducen a la célula a tomar la decision de seguir el

ciclo celular o sufrir apoptosis (Lewis y Schwartz, 1998).

BCR

El gen BCR es relativamente grande ya que consta de alrededor de 130
Kb, esta constituido por 25 exones y codifica para una proteina de 160
KDa (p160°®“") semejante a la proteina Abl. Este gen presenta tres
sitios de ruptura que dan origen a tres proteinas quiméricas de diferente
peso molecular (Figura 3). La funcion de BCR en la hematopoyesis aun
no esta bien establecida (Diekmann et al., 1991; Pasternak et al., 1998;

Deininger et al., 2000).

BCR/ABL

Como resultado de ésta translocacion el gen BCR/ABL es transcrito en
proteinas quiméricas de diferente peso molecular (p190BRABL
p210BCR/ABL y n230B°R/ABLy (Figura 3) dependiendo del punto de ruptura
involucrado en este proceso (Deinninger et al., 2000; Kolomietz et al.,
2001; Towatari et al., 2004).

En cuanto a los puntos de ruptura se ha observado que del 50% al 70%
de los pacientes con LLA involucran el punto de ruptura menor (m-bcr),
donde el gen BCR se rompe entre el exén 1y 2 (el-e2) y el gen ABL en
el exbn 1y 2 (lay a2) y se translocan, produciendo un transcrito ela2,
que genera una proteina de 190 KDa llamada p190°“®**B- (Figura 3)
(Secker-Walker y Craig, 1993; Inokuchi et al., 1997; Bose et al., 1998;
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Goldman, 1998). En el 99% de los pacientes con LMC se presentan el
punto de ruptura mayor (M-bcr), el cual se produce por la translocacion
del ex6n a2 del gen ABL y los exones 13 6 14 (b2 6 b3) del gen BCR,
generando un RNAmM con unién b2a2 o b3a2 que producira una proteina
de 210 KDa llamada p2105“R*8- (Secker-Walker y Craig, 1993; Faderl et
al., 1998) (Figura 3). Finalmente el punto de ruptura p-bcr es raro en la
LMC y la LLA, pero se ha asociado a algunos transtornos como la
leucemia neutrofilica crénica o la trombocitosis (Pane et al., 1996;

Pasternak et al., 1998).

La fusion de los genes BCR/ABL ocurre en las células precursoras del
sistema hematopoyético pluripotencial. Los factores relacionados con el
origen de ésta fusidbn son desconocidos, se ha propuesto que debe
existir inestabilidad cromosdémica que condiciona a que ocurra este
evento, aunque no existen factores hereditarios conocidos (Pasternak et
al., 1998). La proteina quimérica Bcr/Abl confiere a las células
portadoras ventajas sobre las células normales hematopoyéticas (Melo,
1996), ya que presenta incremento en la actividad de tirosina-cinasa,

comparada con p145°#E-

normal, lo que lleva a la célula al descontrol
en el ciclo celular (Sawyers et al., 1991; Guo et al., 1994; Pasternak et

al., 1998).

METODOS ALTERNATIVOS PARA LA DETECCION DE
ALTERACIONES CROMOSOMICAS

El estudio citogenético en LLA a pesar de ser fundamental en la
deteccion de alteraciones cromosdmicas con valor prondstico, también
enfrenta una serie de complicaciones debido a que frecuentemente
resulta ser incompleto. Esto se atribuye a que en la mayoria de los

casos las muestras de médula 6sea tienen un indice mitdtico bajo o no
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se obtiene el material adecuado para llevar a cabo el analisis (Bloomfield
et al., 1989; Secker-Walker, 1990).

Cabe mencionar que los resultados obtenidos por la técnica de bandas G
también se ven limitados por el bajo numero de células que pueden ser
analizadas, debido a la mala calidad de la estructura de los
cromosomas, porque en algunos casos solamente se dividen células
normales y finalmente por que se trate de alguna translocacion criptica
que no pueda ser detectada por citogenética convencional como en el
caso de la t(12;21); por todo esto en el 15 al 30% de los casos
analizados por citogenética convencional no se observan alteraciones
cromosémicas (Moorman et al., 1996). El analisis de 20 metafases
solamente incluye el 11% de las poblaciones que se encuentran
proliferando, lo que hace que el estudio citogenético no siempre sea
representativo de las caracteristicas de las poblaciones celulares
leucémicas ya que se excluyen células que se encuentran en interfase
que pueden ser portadoras alteraciones cromosémicas (Dohner et al.,
1995).

Estas limitaciones han llevado a plantear métodos alternativos para la
identificacion de estas alteraciones, por ello se han desarrollado técnicas
que detectan alteraciones cromosdmicas numeéricas y estructurales,
como la hibridacién in situ con fluorescencia (FISH), la reacciéon en
cadena de la polimerasa de transcripcion reversa (RT-PCR), la
cuantificacion del indice de ADN por citometria de flujo y recientemente
la aplicacion de la hibridacion gendémica comparativa (CGH). En el
presente estudio sélo nos enfocaremos a la FISH como una alternativa

para llevar a cabo el estudio de una manera mas completa.
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HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA

La hibridacion in situ con sondas (secuencias de ADN complementario)
marcadas radioactivamente fue descrita por primera vez por Pardue y
Gall en 1969, usando como blanco de hibridacion cromosomas de las
gldndulas salivales de Drosophila, posteriormente se utilizaron sondas
con marca fluorescente que son de facil manejo, gran estabilidad,
sensibilidad y permiten analizar varias sondas a la vez utilizando

fluorocromos con diferente espectro de emision (Dohner et al., 1995).

La FISH es un método en el cual una sonda no radiactiva marcada con
biotina, digoxigenina o directamente con un fluorocromo, se hibrida con
un cromosoma completo, o con una regidn cromosémica como los
centromeros, teldbmeros o secuencias de genes especificos (Le Beau,
1993; Pinkel, 1993).

Sondas de ADN

Existen sondas de diferentes tipos para llevar a cabo la citogenética

molecular:

» Sondas que detectan los centrbmeros especificos de cada
cromosoma. Gran parte de estas secuencias son ADN satélite Il

compuestas de monémeros de 5pb.

» Sondas que reconocen un cromosoma completo, las cuales se
componen de una mezcla de sondas que reconocen muchos
elementos a lo largo de un cromosoma determinado,
generalmente se obtienen de bibliotecas gendmicas a partir de
cromosomas aislados, esto permite la hibridacion del cromosoma

completo.
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» Las sondas de secuencia unica o locus especificas, identifican locus
determinados que reconocen secuencias entre 15 y 500 Kb por lo
que son Uutiles en la deteccion de regiones que por citogenética no
pueden ser reconocidas (Le Beau, 1993; Pinkel, 1993; Romana et
al., 1993; Swiger y Tucker, 1996).

La longitud de la sonda varia entre 250 pb y 1Kb dependiendo de la
aplicacion, para las sondas de cromosomas completos o “painting”, la
longitud 6ptima es de 200 a 800 pb (Brenemam et al., 1994). Cuando
una sonda excede de 1Kb resulta en un incremento en la hibridacion
inespecifica. En contraste, las sondas con menos de 200 pb pueden
tener insuficientes enlaces para hibridar con el blanco (Brenemam et al.,
1994).

Actualmente las sondas de ADN estan marcadas directamente con
fluorocromos covalentemente unidos al ADN como la FITC, rodamina y
tintes de ciano. La ventaja de estas sondas es que no requieren de
avidina o anticuerpos para su deteccion. Este tipo de marcaje
proporciona una alta resolucion y aumento de la intensidad de la sefal
(Dohner et al., 1995; Lempert et al., 1998).

Contratincion y colorantes

En la FISH la identificacion de los cromosomas o de la cromatina en
general es muy importante, ya que se debe reconocer la metafase o el
nudcleo sobre el cual hibrida la sonda, esto se consigue usando una
contratincion, entre las mas usadas se encuentran el 4’,6-diamino-2-

fenilindol (DAPI) y el yoduro de propidio.

El DAPI se une con gran afinidad al surco menor del ADN, de 3 a 4 pb en
secuencias A-T, permitiendo la identificacion de cromosomas por bandeo
(Pinkel, 1993; Schad y Dewald, 1995; Swiger y Tucker, 1996).
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Aplicaciones y ventajas de la FISH

En cuanto a las aplicaciones de FISH en el diagndstico y seguimiento de
pacientes con cancer, la metodologia permite: ldentificar marcadores
cromosomicos, monitorear el efecto terapéutico (enfermedad minima
residual), detectar recaidas tempranas, identificar el origen de las
células de médula O0sea después de un transplante, identificar la estirpe
de células neoplasicas por monitoreo de los marcadores identificados
inicialmente, detectar genes especificos o ubicarlos en el mapa genético
humano, caracterizar células somaticas hibridas y detectar secuencias
virales (Poddighe et al., 1991; Heerema et al., 1992; Ddohner et al.,
1995; Moorman et al., 1996; Lempert et al., 1998; Chinnppan et al.,
1998).

Dentro de las ventajas que presenta el método de FISH podemos

encontrar las siguientes:

> ldentifica alteraciones numéricas y estructurales en muestras con
escaso material o de mala calidad, permite analizar células que se

encuentran en cualquier fase del ciclo celular.

> Las sondas son especificas y pueden ser identificadas como

sefales fluorescentes en el nucleo o en la longitud del cromosoma.
» Es un método con alta especificidad y sensibilidad.

» Permite analizar desde cientos a miles de células en muestras que
tienen material escaso (Poddighe et al., 1991; Heerema et al.,
1992; Do6hner et al., 1995; Moorman et al., 1996; Lempert et al.,
1998; Chinnppan et al., 1998).
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JUSTIFICACION

El analisis de las células leucémicas por medio de citogenética
convencional en los pacientes con LLA es muy importante, ya que
revelan la presencia de alteraciones cromosOmicas que aportan
informacién de gran valor para establecer el diagndostico preciso y el
tratamiento adecuado en éstos pacientes. El estudio citogenético
convencional se ha enfrentado a algunas limitaciones para obtener el
resultado del cariotipo en las muestras de médula Osea de éstos
pacientes, es por ello que se ha empleado como un método alternativo
el analisis por medio de citogenética molecular FISH. Este método ha
ayudado en gran medida a detectar alteraciones cripticas que no son
visualizadas por medio de bandas G, como en el caso de la t(12;21). Por
otra parte la FISH también ha permitido realizar el analisis en aquellas
muestras que no cuentan con metafases, ya que este método se puede
aplicar en células en interfase, haciendo el analisis mas facil, en un

menor tiempo y en un mayor numero de células.

Para este estudio se han utilizado ambas técnicas; ya que de ésta

manera tenemos informacién mas precisa y confiable.

HIPOTESIS

Debido a que las alteraciones cromosOmicas se presentan en mas del
70% en células leucémicas de pacientes con LLA, entonces se esperaria
observar alteraciones de tipo numérico y/o estructural, en los distintos
subtipos de LLA, que son marcadores que se evaluan durante la
enfermedad y que confieren valor prondstico.

Algunas alteraciones no son detectadas por citogenética convencional,
por ello aplicando la técnica de FISH se esperaria encontrar la
translocacion t(9;22) y t(12;21) en pacientes con LLA, ya que estas son

las mas frecuentes en adultos y nifios respectivamente.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar en muestras de médula 6sea por medio de citogenética
convencional (con bandas G) y FISH las alteraciones cromosdémicas con

valor prondstico en pacientes con LLA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Reportar las alteraciones cromosdmicas de pacientes con LLA

identificadas por citogenética convencional, asi como su frecuencia.

» ldentificar la presencia de la t(9;22) en pacientes adultos (>17 afios)
por FISH, en donde el cariotipo sea incompleto o normal y en
aquellos que presenten ésta alteracion por citogenética convencional,

para conocer el punto de ruptura.

» ldentificar la presencia de la t(12,21) por medio de FISH en

pacientes pediatricos (<17 afios) con cariotipo incompleto o normal.

» Correlacionar los hallazgos citogenéticos y moleculares con los datos

hematoldgicos.
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POBLACION DE ESTUDIO

» 50 pacientes consecutivos con diagnostico de LLA basado en los
criterios propuestos por el grupo FAB de los subtipos L;, Loy Lg,
que acudieron durante los afios 2002 a 2004 al Servicio de

Hematologia del Hospital Juarez de México, SSA.

CRITERIOS DE INCLUSION

» Con edad y sexo indistinto
» Captados al momento del diagnostico

» Virgenes de tratamiento

CRITERIOS DE EXCLUSION

» Pacientes que no cuenten con una buena muestra de médula 6sea
que sea suficiente para llevar a cabo las metodologias

propuestas.

» Pacientes a los que se diagnostique posteriormente una

enfermedad distinta a la LLA subtipos L;, L, Yy Ls.
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METODOLOGIAS

ESTUDIO CITOGENETICO

Siembra

En todos los casos se obtuvieron muestras de médula 6sea (5ml), las
cuales fueron tomadas con una jeringa heparinizada en condiciones de

esterilidad.

Para la obtencion de cromosomas se realizo el cultivo celular de médula
Osea, para ello se agregaron en un tubo estéril 10 ml de medio McCoy
(Gibco, invitrogene corporation) suplementado con el 20% de suero
fetal de ternera (Sigma Chemical CO., St. Louis) y de 10 a 15 gotas de
la muestra de médula ésea y se incub6é a 37°C durante 24, 48 y 72

horas sin estimulacion. Todas las muestras se procesaron por duplicado.
Cosecha

Pasado el tiempo de incubacion a cada tubo se le adicionaron 0.1 ml de
colchicina (1pg/10 ml, Sigma Chemical CO., St. Louis) y se incubaron
durante 20 minutos, después de este tiempo los tubos se centrifugaron
a 1500 RPM durante 10 minutos y se desechd el sobrenadante,
posteriormente se adicionaron 5 ml de solucion hipoténica (KCI 0.075 M;
Merck, México) y se incubaron a 37°C durante 15 minutos, se
centrifugd nuevamente y se desechd el sobrenadante, las células se
fijaron con solucién de Carnoy (metanol-acido acético, 3:1 Merck,
México) y se hicieron tres lavados con este fijador, el botén celular final
se resuspendié en 1ml de fijador y se goted6 la muestra en las laminillas,
mismas que se deshidrataron a 60°C, durante 48 horas. El paquete

celular restante se almacend a 2°C para su posterior uso.
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Técnica de Bandas G

Las laminillas ya deshidratadas fueron tratadas en una solucion de
Cloruro de sodio (NaCl) al 9% durante 1 minuto, posteriormente se
pasaron a una solucion de tripsina (Sigma Chemical CO., St. Louis) al
0.5%, se enjuagaron en agua para detener la actividad enzimética y
posteriormente se tifieron con colorante de Wrigth y Giemsa (Sigma,

México).
Analisis de las laminillas

Se analizaron como minimo de diez o hasta 30 metafases, segun lo
permitiera el caso y los cariotipos fueron reportados de acuerdo a los
criterios del Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética (ISCN,
1995). Se tomaron microfotografias de las metafases de mejor calidad y

se armaron los cariotipos.

A los pacientes con cariotipo incompleto, a los que no contaron con
metafases para el analisis y a los que presentaron cariotipo normal (20
metafases analizadas), se les realizé la técnica de FISH con las sondas
de secuencia unica BCR/ABL o TEL/AML1, segun los criterios de edad

para la identificacion.
ESTUDIO MOLECULAR

HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA (FISH)

Para la identificacion de la t(9;22) se utilizé la sonda de secuencia Unica
de los genes BCR y ABL con sefal extra (Vysis Inc., Downers Grove IL,
USA), que identifica ambos puntos de ruptura del gen BCR (mayor M-bcr
y menor m-bcr) y se aplicé a todos aquellos pacientes que presentaron
la t(9;22) por citogenética convencional con la finalidad de conocer el

punto de ruptura al igual que en pacientes adultos (=17 afos).

Deteccion de alteraciones cromosdmicas en pacientes con LLA 32



Diana Lorena Calderén Pizafia

En el caso de la t(12;21)(p13;922) se utilizé la secuencia Unica de los
genes TEL y AML1 con sefal extra (Vysis Inc., Downers Grove IL, USA),

en aquellos pacientes pediatricos (<17 afos).
PROCEDIMIENTO
Desnaturalizacion

Se gotearon las preparaciones sobre laminillas y se dejaron secar al
aire, se incubaron en una soluciéon de 2XSSC (pH=7) (Merck, México) a
37°C durante 30 minutos, se deshidrataron en una serie de etanol al
70%, 80% y 100% (durante 2 minutos en cada uno) a temperatura
ambiente, posteriormente se desnaturalizaron en una solucion al 70%
de formamida/2XSSC (pH=7) (Merck, México) a 73+1°C durante 2
minutos, se retiraron y se sumergieron inmediatamente en una serie de

etanol frio al 70%, 80% y 100% (durante 1 minuto en cada uno).
Hibridacion

Se mezcldé 1pl de sonda (de secuencia Unica BCR/ABL o TEL/AML1), 7ul
de buffer de hibridacion (Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA) y 2ul de
agua destilada (para cada determinacion); ésta mezcla (sonda ya
preparada) se desnaturalizé durante 5 minutos a 73°1°C y se agrego
sobre la laminilla en el area seleccionada, se colocdé un cubreobjetos y

los extremos se sellaron con pegamento IRIS, la laminilla se incub6 a

37°C en una camara humeda durante toda la noche, protegida de la luz.
Lavados post hibridacion

Pasado este tiempo se retiré el cubreobjetos en una solucién de lavado
(2XSSC/0.1% NP-40), se sacaron y las laminillas se sumergieron
nuevamente en una solucion de lavado (0.4XSSC/0.3% NP-40) a
73+1°C durante 2 minutos, posteriormente se pasaron a otra solucién

de lavado (2XSSC/0.1% NP-40) a temperatura ambiente durante 1
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minuto y se agitaron por 30 segundos, las laminillas se secaron al aire

en oscuridad.

Contratincion

Enseguida se aplicaron 10ul de soluciéon de contratincion DAPI-II (4°,6-
diamino-2-fenil indol, Vysis Inc., Downers Grove IL, USA), se colocé un
cubreobjetos y se sell6 con pegamento IRIS (en condiciones de
oscuridad), las preparaciones ya listas se observaron en un microscopio
de Epi-fluorescencia (Olympus BH2) utilizando el filtro de cuatro bandas

para los fluorocromos DAPIl/orange/green/aqua.

ANALISIS DE LA FUSION GENICA BCR/ABL
Descripcion de la sonda

La sonda de secuencia unica BCR/ABL con sefial extra a doble color es
una mezcla de la sonda ABL marcada con espectro rojo y la sonda BCR
marcada con espectro verde. ElI tamafio de la sonda ABL es
aproximadamente de 650 Kb, extendiéndose desde el area centromérica
del gen Argininosuccinato sintetasa (ASS) al area telomérica del ultimo
exon de ABL. El espectro verde de la sonda BCR es aproximadamente de
300 Kb iniciando entre los exones 13 y 14 (M-bcr exones 2y 3) y

extendiéndose mas la region de m-bcr (Figura 4).

ANALISIS DE LA FUSION GENICA TEL/AML1
Descripcidon de la sonda

La sonda de secuencia unica TEL/AML1 con sefal extra a doble color es
una mezcla de la sonda TEL marcada con espectro verde y la sonda
AML1 marcada con espectro rojo. La sonda TEL marca desde los exones
3 y 5 y se extiende aproximadamente 350 Kb hacia la region del
teldmero en el cromosoma 12. La sonda AML1 abarca aproximadamente

500 Kb y se extiende en todo el gen (Figura 5).
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Figura 4. Representacion esquematica del marcaje de la
sonda BCR/ABL
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Criterios de analisis

Se analizaron por lo menos 200 nucleos por paciente, para determinar si

las células presentaban la fusion génica BCR/ABL y para conocer el

punto de ruptura involucrado (M-bcr o m-bcr), de igual manera se

procedié para determinar si las células presentaban la fusién génica
TEL/AML1.

Para este analisis se aplicaron los siguientes criterios:

>

Las células que se analizaron se encontraban bien definidas y con

bordes nitidos.
Las sefales estaban dentro de la célula.

Las sefales se encontraron en un area, en donde el 90% de las

células presentaron seflales de hibridaciéon claras.

Las sefales presentaron la misma intensidad, y se encontraban

separadas por un diametro de una sefal y sin hebras.

Fusion génica BCR/ABL

>

En un nucleo normal que carece de la fusion de los genes BCR/ABL se

observaron dos sefnales verdes y dos rojas (2 BCR y 2 ABL).

Se consider6 una sefal positiva con punto de ruptura en M-bcr
cuando se observo que el ndcleo presentaba una sefal verde (BCR),
una roja (ABL), una sefial amarilla (fusion BCR/ABL y una pequeia

sefal extra (ES) de color rojo.

En un nudcleo con la fusién con punto de ruptura menor m-bcr, se
observé una sefial verde, una roja, y dos sefiales amarillas

(fusionadas).
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Fusion génica TEL/AML1

» En un ndcleo normal que carece de la fusion de los genes TEL/AML1

se observaron dos sefales verdes y dos rojas (2 TEL y 2 AML1).

» Se considerdé una sefal positiva con la fusion TEL/AML1 cuando se
observé que el nucleo presentaba una sefial verde (TEL), una roja
(AML1), una pequefia sefal roja (residual AML1) y la fusion de dos
sefales (verde / roja) en amarillo. La sefal verde (TEL) puede estar

ausente en algunos casos en donde exista deleciéon del alelo TEL.

MUESTRAS CONTROL

Se analizaron 10 muestras de sangre periférica de individuos
clinicamente sanos, con edades entre 20 y 30 afios. Se observaron un
total de 1000 nucleos para cada tipo de sonda (BCR/ABL y TEL/AML1) y

se calcul6 el valor basal (VB= Promedio de células alteradas + 3 SD).
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RESULTADOS Y DISCUSION

DATOS CLINICOS Y DE LABORATORIO AL MOMENTO DEL
DIAGNOSTICO.

Se captaron 50 pacientes, los datos en cuanto a sexo, edad y
clasificacion citomorfoldégica de todos los pacientes incluidos en este

estudio se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Datos de los pacientes con LLA al inicio del estudio

No. de Pacientes (%20)
Sexo
Hombres 27 54
Mujeres 23 46
Edad (Afios)
Nifios <17 21 44
0-2 1/21 4.7
3-10 13/21 62
11-17 7/21 33.3
Adultos =17 29 56
10/29 34.5
o2 5/29 17.2
34-41 6/29 20.7
42-49 4/29 13.8
~50 4/29 13.8
Citomorfologia
L, 4 8
L, 46 92
Ls 0 0

La proporcion de sexos mostré6 que el 54% de éstos pacientes
correspondieron al sexo masculino y el 46% al sexo femenino, para este
estudio los pacientes fueron divididos en dos grupos de edad: nifios o

pacientes pediatricos (<17 afios) y adultos (>17 afos).
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Se captaron 21 pacientes pediatricos, el rango de edad fue de 2-17 afos
con una media de 9.23 afos, la edad mas frecuente oscilé en el rango
de 3-10 afos observandose en 13/21 (62%) de los casos. Con respecto
al grupo de los adultos se captaron 29 pacientes, el rango de edad fue
de 18-66 afos, con una media de 33.72 afos, la edad mas frecuente fue

entre 18-25 afos presentandose en 10/29 (34.5%) de los casos.

La edad es un factor muy importante que confiere valor prondstico en
los pacientes con LLA, ya que segun Cortes y Kantarjian (1995) los
nifos menores de 1 afo de edad y mayores de 10 afios se asocian a un
prondstico adverso, mientras que los de 1 a 9 aflos se asocian con un
pronéstico favorable. En otros estudios se ha reportado que los adultos
con LLA, sobre todo en los pacientes de méas de 60 afios tienen un

prondstico desfavorable (Ruiz-Arguelles, 1994).

El subtipo citomorfoldgico en las LLA también es un factor prondstico, se
observé que en ambos grupos de edad el subtipo L, fue el mas
predominante (92%); el subtipo L, se asocia con un prondstico
desfavorable y es mas frecuente en adultos; el subtipo L; es mas comun
en la poblacion pediatrica y confiere un buen prondstico, buena
respuesta al tratamiento y la tasa de curacion mas alta (Heim y
Mitelman, 1995).

Al momento del diagndéstico los datos hematoldgicos de éstos pacientes
mostraron que el intervalo en la cuenta de leucocitos (CL) fue de 0.7 a
259.93 X10°/L con una media de 39.37, misma que indica que la
mayoria de éstos pacientes tienen una CL por arriba de los valores
normales (Cuadro 4). Morrison (1998), establece que en adultos los
valores normales de leucocitos van de 4 a 10 X10°/L, mientras que en

nifos de 2 a 5 afos la cuenta normal de leucocitos es de 5 a 10 X10°%/L.
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Al aumento en la CL por arriba de los valores normales (de 4 a 10
X10°/L) se le denomina leucocitosis, en tanto que a la disminucién en el
numero total de leucocitos por debajo de los valores normales (< 4

X10°/L) se le denomina leucopenia (Morrison, 1998).

Por tanto se observdé que el 24% de los pacientes presentaron
leucopenia (<4 X10°/L), mientras que un porcentaje similar (24%) de
los pacientes presenté leucocitosis (=51 X10°%/L), solo el 14% de los
casos presenté una CL normal (Cuadro 4), tanto la leucocitosis como la
leucopenia confieren a los pacientes con LLA un curso desfavorable

(Chessells, 1982).

En cuanto a la hemoglobina, el intervalo al momento del diagnostico fue
de 2.2 a 13.3 g/dL con una media de 7.50 g/dL, lo cual indica que la
mayoria de los pacientes (96%) presentaron datos que se encuentran
por debajo de los valores normales, siendo ésta una de las
caracteristicas clinicas de la LLA, segun Morrison (1998) los valores
normales de hemoglobina van de 12-16 g/dL, por tanto es importante
mencionar que solo el 4% de los pacientes se encuentran dentro de los

valores de hemoglobina normales.

En las plaquetas el intervalo fue de 1.7 a 279 X10°/L con una media de
54.20 X10°/L, se ha reportado que el valor normal de plaquetas en
adultos va de 250 a 500 X10%/L mientras que el valor normal para los
nifios es de 150 a 450 X10°/L (Morrison, 1998), éstos datos indican que
la cuenta plaquetaria en éstos pacientes se encuentra por debajo de los
valores normales, por lo que tienen predisposicion a sangrados, siendo

ésta una caracteristica clinica de los pacientes con LLA.
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Cuadro 4. Datos de laboratorio de los pacientes con LLA al
momento del diagndstico

Cuenta de leucocitos (X10°/L)

Intervalo 0.7-259.93 X10%L
Media 39.37 X10%L
Valores Normales 5-10 X10%L (Nifios)?

4-10 X10¥L (Adultos)®

Rango No. de pacientes (%0)
<4 12(24%)
4-10 7(14%)
11-25 7(14%)
26-50 12(24%)
>51 12(24%)

Hemoglobina (g/dL)

Intervalo 2.2-13.3 g/dL
Media 7.50 g/dL
Valores Normales 12-16g/dL (Nifios y Adultos)?

Plaquetas (X10°/L)

Intervalo 1.7-279 X10°/L
Media 54.20 X10°%/L
Valores Normales 150-450 X10°%/L (Nifios)2

250-500 X10%/L (Adultos)®

%b de Blastos en Sangre Periférica

Intervalo 0-99 % *
Media 56.2 %
Valores Normales 0% (Nifios y Adultos)®

% de Blastos en Médula Osea

Intervalo 30-100 % **
Media 89.04 %
Valores Normales 0% (Nifios y Adultos)®

*S6lo se obtuvo el dato de 40 pacientes. ** S6lo se obtuvo el dato de 42 pacientes.
“Valores Normales de referencia, tomados de Morrison, 1998.
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Otro dato importante al momento del diagndstico es el porcentaje de
blastos en médula 6sea (MO) y en sangre periférica (SP), ya que un
porcentaje de blastos en MO mayor del 30% confirma un diagnéstico de

leucemia aguda (McKenzie, 2000).

En éstos pacientes el rango de blastos en MO fue del 30 al 100% con
una media del 84.8% y en SP el intervalo fue de 0 al 99% con una
media del 56.2%. Un porcentaje de blastos en MO elevado, se asocia a
infiltraciéon de estas células en torrente sanguineo afectando 6rganos
como son higado, bazo y ganglios linfaticos (Bleyer, 1988; Cortes y
Kantarjian, 1995).

ANALISIS CITOGENETICO

Se realizé el estudio citogenético (EC) en muestras de médula ésea
analizadas por la técnica de bandas G en todos los pacientes,
obteniéndose resultados en el 74% de los casos (37/50 pacientes), el
26% restante (13/50 pacientes) presentaron hipocelularidad o bajo

indice mitotico.

Los resultados del analisis citogenético revelaron que 54% (20/37) de
los pacientes presentaron cariotipo normal y 46% (17/37) cariotipo

alterado.

De los cariotipos alterados 7 casos presentaron alteraciones
cromosOmicas de tipo numérico y 10 casos presentaron alteraciones de

tipo estructural.

Alteraciones numéricas

En el cuadro 5, se muestran los resultados de los cariotipos que
presentaron alteraciones de tipo numérico, donde se observdé que un

paciente (caso 14) presentd un cariotipo con una clona hipodiploide
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(-38 cromosomas) (Figura 4b), asociado a una subclona triploide (~69

cromosomas) (Figura 4c).

Cuadro 5. Alteraciones cromosomicas de tipo numeérico

No. Edad/ Cariotino No. de
de P metafases
Sexo .
caso analizadas
5 25/M 92,XY[8]/46,XY[13] 21
7 15/M 52-53,XY,inc [6]/46,XY[5] 10
12 7/M  ~86,XY[7]/46,XY [10] 17
13 16/F 92,XX [ 5 1/46,XX[7] 12
14 20/F ~38,XX[11]/~69,XX [4]/ 46,XX[5] 20
24 46/F 47,XX+18/[6] 46,XX[15] 21
44 3/F  ~66,XX,-2,-10,-20[3]/46,XX,3dmin[3]/46,XX[23] 29

Se ha reportado que la hipodiploidia de 30-39 cromosomas se presenta
con mayor frecuencia en adultos, sobre todo en edades superiores a los
40 anos (su frecuencia en ninos es menor al 6%) y puede estar asociada
a la presencia de una segunda clona de linea celular hiperdiploide
producto de una endoduplicacion de la linea hipodiploide (Callen et al.,
1989 y Charrin et al., 1996). En todos los pacientes la hipodiploidia (30-
39 cromosomas) se ha asociado fuertemente con una baja cuenta de
leucocitos (8X10° /L), a una morfologia L, y a un imunofenotipo de linea
B (Secker-Walker, 1997; Charrin et al., 2004).

Otro de los pacientes (caso 24), presenté una hiperdiploidia baja (47

cromosomas) con la ganancia del cromosoma 18, esta reportado que las
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clonas hiperdiploides con 47 cromosomas son las mas frecuentes, ya
que Raimondi et al. (1992), en un estudio realizado a 86 pacientes
encontraron que muchos de los casos tenian clonas con 47 cromosomas
(72%) seguidas por clonas con 48 cromosomas (28%), 49 cromosomas
(5%) y 50 cromosomas (3%) donde observaron que los cromosomas
que se ganaban con mayor frecuencia eran; el 21, X, 8 y 10. Moorman
et al (1996), reportaron ademas de los cromosomas ya mencionados la

ganancia de los cromosoma 6 y 16.

No obstante cabe mencionar que en los cariotipos con 47 cromosomas la
ganancia del cromosoma 18 no esta reportada y por tanto no se sabe si
confiere valor prondstico en quienes la presentan, quizas por que se
trata de una alteracibn secundaria que ocurre de manera poco

frecuente.

Por otra parte en el cuadro 5 también se pudo observar un paciente
(caso 7) que cursé con un cariotipo con hiperdiploidia alta (52-53
cromosomas), en este tipo de hiperdiploidias la ganancia cromosémica
parece estar restringida a ciertos cromosomas, los que se han reportado
con mayor frecuencia son; el X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 y 21 (Onodera et
al., 1992; Moorman et al.,, 1996 y Paulsson et al., 2003).
Desafortunadamente en este caso no se pudo determinar que
cromosomas se ganaron, ya que las metafases analizadas fueron de

mala calidad.

La presencia de hiperdiploidia =50 cromosomas se relaciona
fuertemente con un prondstico favorable, incluyendo la edad entre 3y 7
afios (Williams et al., 1986), cuenta de leucocitos menores a 10X10°/L,
subtipo L; y linea celular pre-B temprana; éstos pacientes tienen un
periodo de supervivencia mayor que cualquier otro grupo de ploidia

(Onodera et al., 1992).
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En cuanto a otros grupos de ploidia, se pudo observar un paciente (caso
44) que mostré un cariotipo con una clona cercana a la triploidia (~66
cromosomas) (Figura 4c), en este caso los cromosomas que estan

ausentes son el 2, 10 y 20.

Secker-Walker (1997), ha reportado que los cariotipos cercanos a la
triploidia (66-73 cromosomas) son raros en nifios, pero no asi en

adultos ya que se ha encontrado hasta en el 2%.

Finalmente se observaron tres pacientes con cariotipo tetraploide (casos
5, 12 y 13) (Figura 4d), ésta alteracion es poco frecuente ya que en la
poblaciéon adulta puede verse hasta en el 2% y en nifios alrededor del
1% y se encuentra asociada con inmunofenotipo de células de linea T
(Pui et al., 1990).

Figura 4. Grupos de ploidia con diferente
namero modal cromosdmico en pacientes
con LLA

Células en metafase con nimero modal cromosémico: a) diploide,
b) haploide, c) triploide y d) tetraploide
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En el caso de triploidia y tetraploidia anteriormente se habia establecido
que estaban asociadas a un prondstico adverso, pero recientemente se
reportdé que la tetraploidia especificamente en pacientes adultos se

asocia con un pronodstico excelente (Mrézek et al., 2004).
Alteraciones estructurales

La formula cromosdmica de los pacientes que presentaron cariotipo con
alteraciones de tipo estructural se muestra en el cuadro 6, en donde la
1(9;22) (Figura 5) fue la alteracion mas frecuente, observandose ésta en
4/10 pacientes (casos 18, 22, 36 y 49); la frecuencia de observar la
t1(9;22) en los pacientes con LLA, aumenta conforme avanza la edad,
asociandose a cuentas elevadas de leucocitos y al subtipo
citomorfoloégico L, (Crist et al., 1990a; Preti et al., 1994; Cortes y
Kantarjian, 1995). Se ha reportado que el cromosoma Ph™ confiere un
muy mal prondstico en los pacientes con LLA, ya que se ha asociado a
tasas bajas de remisidén con corta duracidn y supervivencia menor a 15

meses (Cortes y Kantarjian, 1995; Guizar, 2001).

Dentro de este tipo de alteraciones, también se observaron
translocaciones que involucran al cromosoma 1, como la t(1,19) y la
t(1;12) (caso 1 y 48 respectivamente) asi como translocaciones que
involucran al cromosoma 11, tal es el caso de la t(4;11) y la t(9;11)

(caso 9 y 50 respectivamente) (Figura 5).

Se ha reportado que la t(1,19) se presenta con una frecuencia muy baja
tanto en niflos como en adultos (cerca del 5%) y se ha asociado a
inmunofenotipo pre-B (Crist et al., 1990b) con cuentas elevadas de
leucocitos, lo que confiere un prondstico adverso a los pacientes que la
presentan (Raimondi et al., 1990; Slavutsky, 1999; Van der Burg et al.,
2004). En el caso de la t(1;12) se tienen pocos datos, ya que ésta

alteracion esté reportada en la leucemia mieloide aguda de tipo M4 (Van
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der Burg et al., 2004). Los rearreglos de 12p ocurren del 4 al 6% en
adultos con LLA, frecuentemente como parte de un cariotipo complejo
(Mrozek et al., 2004).

Cuadro 6. Alteraciones cromosomicas de tipo estructural

No. de

No. de Edad/ Cariotipo metafases
caso sexo analizadas

1 5/M  46,XY, t(1;19)(q23;p13.3)[3]/46,XY [3] 6

4 21/M  46,XY, del 9922.2[3]/60,XY[3]/46,XY[4] 10

9 66/F 46,XY, t(9;11)(q33;q12)[11] 11

18 45/M  46,XY, 1(9;22)(g34;911)[13]/46,XY[3] 16

22 7/F  46,XX, 1(9;22)(q34;q11)[20] 20

34 34/F 46,XX, del 5(:p14q35.2)[3]/46,XX[13] 16

36 4/M  46,XY, 1(9;22)(q34;911)[9] 9

48 34/F 47,XX, t(1;12)(p36.3;q14.1),+3[8]/46,XX[12] 20

49 41/M  46,XY, 1(9;22)(q34;911)[2]/69,XY[3]/46,XY[19] 24

50 41/F  46,XX,t(4;11)(q21;g23)[5]/ 46,XX[14] 19

En cuanto a las alteraciones que involucran al cromosoma 11, Mrézek et
al., (2004) han reportado que la t(4;11) es una alteracién recurrente en
la LLA y se observa en el 2% de los pacientes pediatricos y del 3 al 7%
en los adultos, esta asociada a un inmunofenotipo de linea T y a una
cuenta de leucocitos elevada (Wetzler et al., 1999). En el caso de la
t(9;11) se ha reportado que se encuentra hasta en el 5% de los
pacientes pediatricos con LLA menores de 6 meses de edad (Secker-
Walker, 1993). Las translocaciones en el cromosoma 11 que involucran
el gen MLL (11923) en la LLA, son asociadas con un mal prondstico

particularmente en nifos (Pui et al., 2003).
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Finalmente se observaron deleciones de los cromosomas 9 y 5 (No. de
caso 4 y 34 respectivamente) (Figura 5). En la LLA no se tienen reportes
de deleciones en el cromosoma 9q (brazo largo), sélo estan reportadas
alteraciones del cromosoma 9p (brazo corto), dentro de las que se
incluyen deleciones, translocaciones no balanceadas y pérdidas
cromosomicas (Mrozek et al., 2004), por tanto la del 99 no es una
alteracion que confiera prondstico. Las deleciones del cromosoma 5q
estan reportadas con una frecuencia del 6 al 11% en adultos con LLA y
no se tiene un valor prondstico establecido para este caso (Dabaja et
al., 1999), en cambio en nifios la frecuencia de ésta alteracion es del
4% vy confiere a éstos pacientes un pronéstico adverso (Rao et al.,
2000).

Figura 5. Alteraciones estructurales que se observaron en los
pacientes con LLA
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ANALISIS DE LA FISH
Fusién génica BCR/ABL

Se realiz6 la técnica de FISH utilizando la sonda de secuencia Unica de
los genes BCR/ABL en pacientes que por citogenética convencional
presentaron la t(9;22) para conocer el punto de ruptura implicado y
corroborar el diagnaostico; de igual manera se procedio en aquellos casos
en donde el cariotipo fue incompleto o normal en pacientes con edad >

17 anos.

Se estudiaron 23 pacientes, de los cuales 7/23 se incluyeron por no
contar con el resultado del estudio citogenético (sin cariotipo), 12/23
por presentar cariotipo normal y 4/23 por ser portadores de la t(9;22)

por citogenética convencional (Cuadro 7).

Cuadro 7. Pacientes estudiados por FISH con sonda BCR/ABL

No. de No. de pacientes con No. de pacientes con
pacientes fusion BCR/ABL ganancia de los loci
estudiados BCR/ABL
Sin Cariotipo 7 2 1
Cariotipo Normal 12 1 -
t(9;22) 4* 4* -
Total 23 7/23 1/23

*NUumero de pacientes con t(9;22) detectada por citoaenética convencional

El valor basal (VB) calculado para la fusién génica BCR/ABL en las
muestras control fue del 0% y para ganancias o pérdidas de los loci
tanto de ABL como de BCR también fue del 0%. Por lo tanto los

porcentajes superiores al VB calculado son significativos.

En el analisis de éstos pacientes se observéo que 8/23 (34.7%)

resultaron portadores de alteraciones en los genes BCR/ABL, de los
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cuales 7/23 (30.4%) presentaron la fusién BCR/ABL o cromosoma Ph* y
solo un paciente present6 la ganancia de ambos loci BCR y ABL, pero sin
la fusion, el resto de los pacientes (15/23) resultaron negativos a la

translocacion, presentando solamente nudcleos con sefiales normales.

En el cuadro 8 se presentan los resultados del analisis de la sonda de
secuencia unica BCR/ABL en los pacientes con LLA que presentaron
alteraciones en éstos genes donde se observa; el numero de caso, el
modelo de sefales, su localizacion, la interpretacion para cada modelo,

el punto de ruptura involucrado y el porcentaje de fusion.

Cabe mencionar que ésta sonda exhibe un patrén de sefiales tipico ya
que en un nucleo que no presenta la fusidon se observan 2 sefales rojas
y dos seflales verdes (Figura 6a), para un nucleo que presenta la fusion
en el punto de ruptura menor (m-bcr) se observan 2 sefales amarillas
(fusionadas), una sefial roja y una verde (Figura 6b) y para un nucleo
que presenta la fusion en punto de ruptura mayor (M-bcr) se observa
una sefial amarilla (fusionada), una seflal roja, una pequefa roja

(residual) y una verde (Figura 6c).

Al andlisis de la FISH en éstos pacientes se observé que el caso 22 fue
el unico que mostré solamente el punto de ruptura m-bcr (Figura 6b),
siendo el porcentaje de fusion para este caso del 52.5%, mientras que
el porcentaje restante correspondié a nucleos interfasicos normales
(Cuadro 8). Para Reid et al., (2002) el punto de ruptura m-bcr se
observa con mayor frecuencia en los pacientes con LLA positivos a la
fusion génica BCR/ABL, sobre todo en nifios en donde llega a estar
presente hasta en el 72% de los casos, este punto de ruptura también
puede encontrarse en los pacientes con leucemia mieloide cronica (LMC)
en una proporcion baja (Berger et al., 1990; Secker-Walker et al.,
1993).

Deteccion de alteraciones cromosdmicas en pacientes con LLA 50



Diana Lorena Calderén Pizafia

Cuadro 8. Analisis e interpretacion de la secuencia unica
BCR/ABL en pacientes con LLA

No. Modelo de Localizacion de sefiales cromosdmicas Interpretacion Punto %
de sefales de de
caso FISH Ruptura  fusién

F R v
3 1F 1R 1r 1V 1F (Ph) 1R(9) 1r(9g+) 1V(22) 1(9;22) M-ber 15.2
2F 1R 1V 1F (Ph):1F(der9g+) 1R(9) 1V(22) 1(9;22) m-ber 3.2
2R 2V - 2R(9) 2V(22) FISH(-) - 81.6
18 2F 1R 1V 1F (Ph):1F(der9q+) 1R(9) 1V(22) (9;22) m-ber 56.3
1F 1R 1V 1F (Ph) 1R(9) 1V(22) t(9;22) m-ber, del 13.6
BCRy
ABL
2R 2V - 2R(9) 2V(22) FISH(-) - 30.1
19 4R 4V - 4R(9) 4V(22) FISH(-) - 6
3R 3V - 3R(9) 3V(22) FISH(-) - 3
2R 2V - 2R(9) 2V(22) FISH(-) - 91
22 2F 1R 1V 1F (Ph):1F(der9g+) 1R(9) 1V(22) t(9;22) m-ber 525
2R 2V - 2R(9) 2V(22) FISH(-) - 475
36 2F IR 1V 1F (Ph):1F(der9q+) 1R(9) 1V(22) 1(9;22) m-bcr 53.6
1F 1R 1V 1F (Ph) 1R(9) 1V(22) 1(9;22) m-ber, del 3.8
BCRy
ABL
2R 2V - 2R(9) 2V(22) FISH(-) - 426
37 1F 1R 1r 1V 1F (Ph) 1R(9) 1r(9g+) 1V(22) 1(9;22) M-ber 23.6
1F 1R 1V 1v 1F (Ph) 1R(9) 1V(22) 1v(22qg+) 1(9;22) m-bcr, del 48.3
ABL
1F 1R 1V 1F (Ph) 1R(9) 1V(22) (9;22) m-ber, del 11.8
BCRy
ABL
2R 2V - 2R(9) 2V(22) FISH(-) - 16.3
46 1F 1R 1V 1v 1F (Ph) 1R(9) 1V(22)1v(22q+) 1(9;22) m-bcr, del 77.3
ABL
2F IR 1V 1F (Ph):1F(der9q+) 1R(9) 1V(22) m-ber 55
1F 1R 1V 1F (Ph) 1R(9) 1V(22) (9;22) m-ber, del 2.7
BCRy
ABL
2F 1V 1v 1F (Ph),+ 1(Ph) - 1V(22)v(22qg+) (9;22) m-ber, 4.6
2Ph+, del
ABL,
pérdida de
ABL
2R 2V - 2R(9) 2V(22) FISH(-) - 9.9
49 1F 1R 1r 1V 1F (Ph) 1R(9) 1r(9g+) 1V(22) (9;22) M-ber 12
2F IR 1V 1F (Ph):1F(der9q+) 1R(9) 1V(22) 1(9;22) m-bcr 49.5
2R 2V - 2R(9) 2V(22) FISH(-) - 385

]
F= fusionada (amarilla), R= roja normal, r= roja residual, V= verde normal, v= verde residual, del=
delecién, der= derivativo, M-bcr= punto de ruptura mayor, m-bcr= punto de ruptura menor, Ph=
Cromosoma Filadelfia.

*** Al andlisis de la sonda VB=O0 para la fusion génica BCR/ABL y VB=0 para ganancias de los loci BCR
y ABL**>*
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Figura 6. Modelo de sefales de la fusion BCR/ABL

m-bcr, delecion
BCR y ABL

m-bcr, delecion ABL m-bcr, 2Ph+, delecion ABL
y pérdida de ABL

Ganancia de Ganancia de
2 ABLYy 2 BCR 1 ABLy 1BCR

m-bcr = punto de ruptura menor, M-bcr = punto de ruptura mayor
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Los casos 3 y 49 presentaron ambos puntos de ruptura (m-bcr y M-bcr)
(Figura 6b y 6¢), en el caso 3 el punto de ruptura M-bcr se observo en el
15.2%, mientras que el punto de ruptura m-bcr sélo en el 3.2%. El

81.6% correspondidé a nucleos normales.

Para el caso 49 el punto de ruptura m-bcr se observé en el 49.5% de los
nudcleos analizados, en tanto que el M-bcr se detecté en el 12%. El

38.5% restante no presento ninguna alteracion (Cuadro 8).

Esta reportado que la frecuencia de encontrar ambos puntos de ruptura
en un mismo paciente es baja; Secker-Walker (1997) al realizar un
estudio en 93 pacientes con cromosoma Ph™*, encontré que el 55% de
los casos presentaron punto de ruptura m-bcr, el 45% presentaron el
punto de ruptura M-bcr y soélo el 4% de los casos presentaron ambos
puntos de ruptura, lo que confirma la presencia de ambos puntos de

ruptura como ocurre en nuestros pacientes analizados.

Por otra parte, Rieder et al., (1998) corroboran la baja frecuencia de
encontrar ambos puntos de ruptura ya que el 65% de los casos que
ellos analizaron presentaron el punto de ruptura m-bcr, el 30% el punto

de ruptura M-bcr y el 5% ambos puntos.

En el presente estudio esto no se cumple, ya que para nosotros la
frecuencia de encontrar ambos puntos de ruptura en los pacientes con

Ph™ fue del 28%, siendo superior a lo reportado por estos autores.

Los casos 18 y 36 presentaron entre ellos un comportamiento muy
similar ya que ambos revelaron dos clonas alteradas, ambas con punto
de ruptura m-bcr, donde una de éstas presentd la delecion de ambos
loci BCR y ABL (m-bcr, del BCR/ABL); el porcentaje de fusion para el
punto de ruptura m-bcr fue del 56.3% en el caso 18 y para el caso 36
del 53.6%. En aquellas clonas que presentaron el punto de ruptura m-

bcr con deleciéon de BCR/ABL, el porcentaje fue del 13.6% para el caso
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18 mientras que para el caso 36 fue del 3.8%, el resto de los nucleos

fueron normales (Cuadro 8).

El patron de sefiales que exhibe el punto de ruptura m-bcr, del BCR/ABL
es atipico para este tipo de sonda, ya que puede verse soélo una sefal
fusionada (amarilla), una roja y una verde (Figura 6d), la seial
fusionada se origina tanto en el derivativo 22 como en el derivativo 9
(Lawce et al., 2002), siendo el transcrito del derivativo 22 el que causa
el fenotipo de la clona maligna en los pacientes con LLA (Melo et al.,

1993), por lo tanto el derivativo perdido en este caso es el 9.

Lawce et al. (2002) han reportado que la delecién de BCR/ABL también
puede observarse en los pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC)
hasta en el 12.5% de los casos, mientras que en los pacientes con LLA

solo se observa en el 1.5% (Reid et al., 2002).

En el presente estudio la deleciobn de BCR/ABL se observdé en un
porcentaje superior a lo reportado, ya que nosotros la observamos en

4/7 (57%) de los pacientes con cromosoma Ph™.

En el caso 37 se observaron 3 clonas alteradas; en donde la clona
principal correspondiente al punto de ruptura m-bcr con delecion del loci
ABL, se presentd en el 48.3% de los nucleos analizados; ésta clona
muestra un modelo de sefales atipico, con una sefal amarilla
(fusionada), una roja, una verde y una pequefia verde (residual) (Figura
6e), la clona subsecuente correspondié al punto de ruptura M-bcr
observandose en el 23% de los casos, seguida por una clona
correspondiente al punto de ruptura m-bcr con delecion de los loci BCR
y ABL en el 11.8%, el 16% restante fueron nucleos normales o sin la

fusion (Cuadro 8).
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En éste caso ocurre algo muy interesante, aparentemente se encuentran
involucrados ambos puntos de ruptura, ya que se observé una clona con
punto de ruptura M-bcr y las otras dos aun que con deleciones de
diferentes loci correspondieron al punto de ruptura m-bcr. Seria l6gico
pensar que si la sonda empleada no detectara ambos puntos de ruptura
simultaneamente lo que estaria sucediendo en este caso es que a partir
de un punto de ruptura en m-bcr, se pudiera estar dando origen a una
clona con delecién del loci ABL, seguida por una clona con deleciéon
ahora del loci BCR (Patron de sefales para M-bcr) y una clona que
finalmente tuviera deletados ambos loci (del, BCR y ABL). Esta hipodtesis
s6lo podria confirmarse empleando otro tipo de sonda donde esté
marcada la region de manera mas amplia (Q-BlIOgene, Cambridge, MA.
USA) o con cuatro fluorocromos (Sonda F-FISH PerkinElmer Life

Science, Boston, MA) para conocer que derivativo pierde.

Efectivamente la deleciéon del loci BCR se encuentra reportada en
pacientes con LLA en el 2.9% de los casos y se debe a la pérdida del
derivativo 22q por delecién. También la delecién del loci ABL se presenta
con una frecuencia muy baja, puede presentarse hasta en el 2.6% de

los casos (Lawce et al., 2002).

Para el caso 46 se observaron 4 clonas alteradas, una en punto de
ruptura m-bcr con la delecion del loci ABL en el 77.3% de los nucleos
analizados, otra clona con el punto de ruptura m-bcr en el 5.5%, otra
clona con m-bcr con la delecion del loci BCR y ABL en el 2.7% y una
clona con punto de ruptura m-bcr con doble cromosoma Ph™ en el 4.6%
de los nucleos analizados, el porcentaje restante correspondié a nucleos
normales (Cuadro 8). Es importante mencionar que el modelo de
sefiales para m-bcr con doble cromosoma Ph™ también es atipico para
este tipo de sonda ya que se observan dos sefiales fusionadas

(amarillas), una sefal verde y una verde pequefia (residual) (Figura 6f).
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En este caso se pensaria que las clonas con deleciones se originaron a
partir de una clona principal en punto de ruptura m-bcr, y que ésta a su
vez estaria originando una clona con delecibn de ABL, posteriormente
una clona con la delecion de BCR/ABL y finalmente la clona con doble
cromosoma Ph™, lo que nos indica probablemente la evolucion de la

enfermedad.

Finalmente el caso 19 (Cuadro 8) aunque no presentd la fusion génica
BCR/ABL, mostr6 dos clonas alteradas una con la ganancia de 2 loci BCR
y 2 ABL, exhibiendo un modelo de sefiales de 4 rojas (cromosoma 9) y 4
verdes (cromosoma 22) (Figura 6g), en el 6% de los nucleos analizados
y otra clona con la ganancia de un loci BCR y un ABL con un modelo de
sefales de 3 rojas (cromosoma 9) y 3 verdes (cromosoma 22) (Figura
6h) en el 3%, el 91% de los nucleos restantes no presentaron alteracion

alguna.

En éstos casos se pudiera pensar que lo que se estuviera observando
correspondiera a clonas triploides y tetraploides, lamentablemente este
hecho no se pudo comprobar ya que no se contaba con material que
tuviera células en metafase que pudieran corroborar si efectivamente se

trataba de la ganancia completa de los cromosomas 9y 22.
Fusion génica TEL/AML1

Se realiz6 la técnica de FISH empleando la sonda de secuencia Unica de los
genes TEL/AML1 para identificar la t(12;21) en pacientes con edad menor

o igual a 17 afos en donde el cariotipo fue incompleto o normal.

Se analizaron 19 pacientes, de los cuales 6/19 se incluyeron por no contar
con resultados del estudio citogenético (sin cariotipo), 8/19 por presentar

cariotipo normal y 5/19 por presentar cariotipo alterado (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Pacientes estudiados por FISH con sonda
TEL/AML1

No. De No. de pacientes No. de pacientes
pacientes con fusion con ganancia de los
estudiados TEL/AML1 loci TEL y AML1
Sin Cariotipo 6 1 2
Cariotipo Normal 8 - -
Cariotipo Alterado 5 - 1
Total 19 1/19 3719

El valor basal (VB) calculado para la fusion génica TEL/AML1 en las
muestras control fue del 0% y para ganancias o pérdidas de los loci
tanto TEL como AML1 también fue del 0%, por lo tanto los porcentajes

superiores al VB calculado son significativos.

Al analizar éstos pacientes se observé que 4/19 (21%) fueron portadores
de alteraciones en los genes TEL/AML1, de los cuales solamente 1/4 fue
positivo a la fusion génica TEL/AML1 o t(12;21) y el resto de los pacientes
presentaron solamente ganancias en los loci TEL y AML1 sin presentar la
fusion, finalmente 15/19 de los pacientes resultaron negativos a la

translocacion presentando nucleos con sefales normales.

El cuadro 10 muestra los resultados del andlisis de los genes TEL/AML1
para los casos que presentaron alguna alteracion, en donde puede
observarse el numero de caso, el modelo de sefales, su localizacién, la

interpretacion para cada modelo de sefiales y el porcentaje de fusion.

Es importante recordar que la sonda TEL/AML1 exhibe un patron de
sefales tipico, ya que en un nucleo que no presenta la fusion se
observan 2 sefiales rojas y dos sefales verdes (Figura 7a) y para un
nudcleo que presenta la fusion TEL/AML1 se observa una sefal amarilla
(fusionada), una sefial roja, una pequefa roja (residual) y una verde

(Figura 7b).
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El caso 23 (1/19) fue el Unico que presentd la fusion génica TEL/AML1
(Figura 7b), siendo el porcentaje de fusion del 66%, mientras que el
34% restante correspondié a nudcleos normales con ausencia de la fusiéon
(Cuadro 10). Segun Van der Burg et al., (2004) la fusiébn génica
TEL/AML1 o t(12,21), es observada en el 25% de los nifios con LLA que
presentan inmunofenotipo pre-B y corresponden al subtipo Li, en
adultos también puede observarse pero su frecuencia es menor del 2%;
en ambos casos ésta translocacion se asocia a un prondstico favorable,
sobretodo en aquellos pacientes que presentan una cuenta de leucocitos

baja y una edad entre 1 y 10 anos (Hubner et al., 2004).

En este estudio la frecuencia con que se presentd la t(12;21) sélo fue
del 5.2% en nifios con LLA, este dato es inferior a lo reportado y quizas
se deba a que la mayoria de los pacientes corresponden al subtipo
citomorfologico L, y a un inmunofenotipo diferente al pre-B (Van der

Burg et al., 2004).

Cuadro 10. Analisis e interpretacion de la secuencia unica
TEL/AML1 en pacientes con LLA

No.de Modelo de Localizacién de sefiales Interpretacién %
caso sefiales cromosomicas de
FISH fusion
F R Y,
13 3R 3V - 3R(21) 3V(12) FISH(-) 1
4R 4V - 4R(21) 4v(12) FISH(-) 15
2R 2V - 2R(21) 2V(12) FISH(-) 97.5
20 3R 2V - 3R(21) 2V(12) FISH(-) 25
2R 2V - 2R(21) 2V(12) FISH(-) 97.5
23 1F 1R 1r 1V 1F 1R(21) 1V(12) t(12;21) 66
(TEL/AML1) 1r(derl2)
2R 2V - 2R(21) 2V(12) FISH(-) 34
35 4R 2V - 4R(21) 2V(12) FISH(-) 64.5
2R 2V - 2R(21) 2V(12) FISH(-) 35.5

F= fusionada (amarilla), R= roja normal, r= roja residual, V= verde. *** Al analisis de la sonda
VB=0 para la fusién TEL/AML1 y VB=0 para ganancias de los loci TEL y AML1 ***

Deteccion de alteraciones cromosdmicas en pacientes con LLA 58



Diana Lorena Calderén Pizafia

Figura 7. Modelo de senales de la fusion TELZAML1

Fusiéon
TELZAML1

Ganancia de Ganancia de
1 TELY 1 AML1 2TELY 2 AML1

Ganancia de Ganancia de
1 AML1 2 AML1
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En este paciente (caso 23) se puede corroborar que la fusidon génica
TEL/AML1 predice un buen prondstico en quienes la presentan, ya que
en este caso se alcanzé la remision completa y el paciente actualmente

sigue en tratamiento (sobrevida de aprox. 2 afios).

Para el caso 13 se observaron dos clonas alteradas, en donde la primera
de ellas correspondié a un modelo de sefales de 3 rojas (cromosoma
21) y 3 verdes (cromosoma 12) (Figura 7c) (ganancia de un loci TEL y
un AML1) en el 1% de los nucleos y otra con un modelo de sefales de 4
rojas (tetrasomia del cromosoma 21 6 ganancia de 2 loci TEL) y 4
verdes (tetrasomia del cromosoma 12 6 ganancia de 2 loci AML1)
(Figura 7d) en el 1.5% de los nucleos analizados. El 97.5% de los
nucleos analizados no presentd ninguna alteracion, el porcentaje de
células con ganancias es muy bajo, pero cabe mencionar que como el
VB para ganancias de los loci aplicando ésta sonda es cero, éste valor es

considerable.

En el caso 20 s6lo se observo una clona alterada con la ganancia del loci
AML1, ya que el patron de sefiales que se encontré para este caso fue
de 3 sefales rojas (trisomia del cromosoma 21 6 ganancia de un AML1)
y 2 verdes (cromosoma 12) (Figura 7e), éste modelo de sefales se

observo en el 2.55% de los nucleos analizados.

Finalmente el caso 35 mostré una clona alterada, en la cual se observo
un modelo de sefiales de 4 rojas y 2 verdes, correspondientes al
cromosoma 21 y 12 respectivamente (Figura 7 f). En este caso la
tetrasomia del cromosoma 21 (4 sefiales rojas) se presentdé en 64.55%
de los nudcleos analizados, mientras que el 35.45% restante

correspondio a nudcleos normales.

Las ganancias de los loci principalmente la del AML1, pueden estar

relacionadas con células que presentan hiperdiploidia alta, ya que dentro
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de ésta alteracion los cromosomas que se encuentran con mayor
frecuencia son el 4, 6, 10, 14, 17, 18, 20, 21, y X. Frecuentemente los
cromosomas ganados estan presentes en tres copias (trisbmicos), no
obstante el cromosoma 21 es tetrasdmico, como se observa en el caso

35 (Onodera et al., 1992).

CORRELACION DE LOS DATOS HEMATOLOGICOS CON LOS
HALLAZGOS CITOGENETICOS Y MOLECULARES EN PACIENTES
CON LLA

Los datos hematoldgicos iniciales en los pacientes con LLA son de valor
prondstico ya que se pueden asociar con alteraciones citogenéticas que
son importantes para confirmar un diagndéstico, para dar el tratamiento

adecuado y el seguimiento del curso de la enfermedad.

Dentro de los datos hematoldgicos; la cuenta de leucocitos (CL) es
importante, ya que los valores altos de CL se encuentran fuertemente
relacionados con cariotipos alterados que involucran frecuentemente
alteraciones citogenéticas como la t(9;22) que es de curso desfavorable

a cualquier edad (Cortes y Kantarjian, 1995).

En este estudio se comparo la CL en pacientes que presentaron cariotipo
normal, cariotipo alterado (por ambas metodologias) y en aquellos
pacientes en los que no se obtuvo resultado del estudio citogenético,
esperando que entre ellos existieran diferencias significativas como se

observa en la literatura.

En el caso de pacientes con cariotipo normal, la CL en promedio fue de
20.65 X10°/L, este valor se comparé con el promedio de CL de los
pacientes que presentaron cariotipo alterado por ambas metodologias el
cual fue de 39.75 X10°%/L, por tanto al aplicar la prueba estadistica de
ANOVA (Analisis de Varianza) con p<0.05 seguida por la prueba de

Tukey a ambos grupos de pacientes, se observd que entre ellos no hay
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diferencias estadisticamente significativas; sin embargo no ocurre asi en
aquellos pacientes sin cariotipo, debido a que el promedio en la cuenta
de CL fue 88.86 X10%/L; es evidente que este valor comparado con el de
cariotipo normal y alterado es muy elevado, siendo estadisticamente
significativo por la prueba de ANOVA al compararse con ambos. El hecho
de que la CL sea tan elevada en los pacientes sin cariotipo, quiere decir
que éstos pacientes cursan con alteraciones citogenéticas que no
pudieron ser detectadas por ambas metodologias debido a la calidad de

la muestra.

Dentro de los datos hematoldgicos, los valores de hemoglobina (Hb) y
plaquetas (Pt), también fueron comparados en pacientes con cariotipo

normal, con cariotipo alterado y en aquellos casos sin cariotipo.

Para el caso de la Hb no hubo diferencias significativas al aplicar la
prueba estadistica de ANOVA con una p<0.05, ya que el valor promedio
de Hb en los pacientes con cariotipo normal, alterado y sin cariotipo fue
muy homogéneo (7.4, 7.8 y 6.4 g/dL respectivamente). En los pacientes
con LLA es muy frecuente encontrar valores de Hb bajos como en éstos
casos, ya que es un indicador de anemia de rapida evolucion (Morrison,
1998). En el caso de las plaquetas (Pt), tampoco hubo diferencias
significativas al comparar el valor promedio en los pacientes con
cariotipo normal, alterado y sin cariotipo ya que dicho valor fue muy

homogéneo (56.2, 55.6 y 43.5 X10°/L respectivamente) para cada
grupo.

Analisis de los pacientes que presentaron la t(9;22) y su

correlacion con los datos hematoldgicos iniciales y supervivencia

De acuerdo con Cortes y Kantarjian (1995), la t(9;22) es una alteracion
de mal prondstico que se asocia fuertemente a CL altas y a una

supervivencia corta. En este estudio lo anterior no se pudo corroborar
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en todos los pacientes portadores de la t(9;22), pues la CL fue muy
heterogénea y la supervivencia en la mayoria de los pacientes se
desconocid, debido a que algunos pacientes cambiaron de instituciéon o
abandonaron el tratamiento. Aunque en la mayoria de los pacientes no
se supo que ocurrid lo mas probable es que hayan fallecido, sin embargo

no se pudo confirmar.

Dentro de éstos pacientes cabe destacar que el caso 36 tiene reportado
el periodo de supervivencia mas largo (12 meses), este paciente de 4
anos de edad correspondiente al sexo masculino, se encuentra dentro
del pico de edad de buen prondstico el cual es de 2 a 5 afios (Smith et
al., 1996; Secker-Walker, 1997) y presenta una CL baja, la cual es de
13.765 X10%/L, este paciente a pesar de ser positivo a la t(9;22) en
punto de ruptura menor (m-bcr), se encuentra asociado a la delecion de
los loci BCR y ABL (Cuadro 11), en éste caso es muy probable que las
deleciones asociadas a la t(9;22) sean las que le confieran a éste
paciente una evolucibn mas favorable, como ocurre en los casos

reportados de LGC (Lawce et al., 2002).

En los casos 22 y 46 pudo observarse una asociacion con lo reportado
por Secker-Walker (1997), ya que en ambos casos la CL es superior a
50X10°%/L y esta fuertemente relacionada con una supervivencia muy
corta, la cual fue de 3 meses para el caso 22 y de 1 mes para el caso 46
(Cuadro 11) ademas de que éstos casos presentaron el punto de ruptura
menor (m-bcr) el caso 46 presenté doble cromosoma Ph™ el cual es de
muy mal prondéstico en éstos pacientes, ya que indica que los pacientes

que lo presentan se encuentra en una etapa terminal.
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Cuadro 11. Andlisis de la t(9;22), su correlacién con los datos
hematoldgicos iniciales y supervivencia en pacientes con LLA

No.de Edad/ Fusién BCR/ABL, CL Pt Hb Supervivencia Estado

caso alteraciones actual
Sexo  janancia de | e loci | (X10°L)  (X10°L) (g/dL)  (meses)
3 31/M M-bcr y m-bcer 29.35 77 9.3 1 ?
18 45/M m-bcr, delecién de 33.24 72 12.3 ? ?
ABL y BCR
19 28/F Gancial ABLy 1BCR 15 175 9.4 1 ?
Gananciade 2 ABLy
2 BCR
22 7/F m-bcr 56 20 7 3 Fallecié
36 4/M m-bcr , deleciéon de 13.7 26 7.2 12 ?
ABL y BCR
37 42/M M-bcr, delecion de 40.59 1.7 8.1 ? ?
ABL y delecion de ABL
y BCR
46 55/M m-bcr ,delecién de 52 15 5.9 1 Fallecié
ABL, delecién de ABL
y BCR, 2Ph
49 41/M M-bcr y m-ber 96.6 78 8.3 6 ?

CL= cuenta de leucocitos, Pt= plaguetas, Hb= hemoglobina, ?= No se sabe que paso
con esos nacientes

Andlisis de los pacientes que presentaron la t(12;21) y su
correlacion con los datos hematoldgicos iniciales y supervivencia

De acuerdo con lo reportado por Cayado et al (2000), la t(12;21) sélo
puede ser analizada por FISH y es una alteracion con valor prondstico
en edad pediatrica, que confiere un buen prondstico y que se encuentra
asociada CL bajas, al subtipo L; y a un periodo de supervivencia amplio
(Shurtleff et al., 1995; Cayado et al., 2000).

En este estudio se observd, que el paciente portador de la t(12;21) se
asocié con un pronéstico favorable ya que en él pudo observarse que

tienia todos los factores de buen pronostico a su favor; paciente
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masculino de 3 afios de edad, con la fusion génica TEL/AML1 y una CL
de 23.9 X10%L, lo que concuerda con lo reportado por Cayado et al
(2000), ya gue este paciente ha tenido una supervivencia de dos afos y

actualmente sigue en tratamiento (Cuadro 12).

Cuadro 12. Andlisis de la t(12;21), su correlacion con los datos
hematoldgicos iniciales y supervivencia en pacientes con LLA

No. Edad Fusiéon TEL/AML1 6 ganancia de los CL Pt Hb Supervivencia  Estado
de y loci y No. modal cromosémico (X107L) (X10%L) (g/dL) (meses) actual
caso Sexo

13 16/F +12, +21 (48) 2.7 279 10.3 33 Vive
+12,+12; +21,+21(50)

20 9/F +21 (47) 2.35 42 8.6 1 ?
23 3/M Fusion TEL/AML1 (46) 23.9 13 4.5 23 vive
35 7IM +21,+21 (48) 36 17 7.5 15 vive

CL= cuenta de leucocitos, Pt= plaquetas, Hb= hemoglobina

En los casos 13 y 35 se observé que las ganancias de los loci,
particularmente del AML1 son de buen pronéstico, se encuentran
asociadas con una CL baja y una supervivencia superior a 15 meses; en
éstos dos casos los pacientes siguen actualmente bajo tratamiento;
éstas ganancias predicen un curso favorable de la enfermedad ya que
pueden estar fuertemente relacionadas con un cariotipo hiperdiploide en

éstos pacientes el cual es de muy buen pronéstico (Mrézek et al., 2004).

Solo en el caso 20 se desconoce el curso de la enfermedad, debido a
que este paciente abandonoé el tratamiento después del primer mes; es
muy probable que si el paciente cambio de institucion para ser atendido
tenga la misma supervivencia que los pacientes anteriores, ya que de

igual manera presenta factores de buen prondstico.
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RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y SUPERVIVENCIA

Al final de este estudio observamos que de los 50 pacientes analizados,
el 12% alcanzaron la remision parcial, el 24% alcanzaron la remisiéon
completa, el 34% abandonaron el tratamiento y el 30% fallece durante
el tratamiento; lo anterior demostré que se pierde el 64% de la
poblacion estudiada (entre los que abandonan y los que fallecen al inicio
del estudio) (Cuadro 13).

No obstante los pacientes fallecen durante el tratamiento porque acuden
a ésta institucion en un estado critico (etapa final de la enfermedad),
por lo cual es imposible poder hacer una correlacion detallada de las
alteraciones citogenéticas de valor prondstico con la supervivencia en la

mayoria de los pacientes.

Cuadro 13. Respuesta al tratamiento y supervivencia de los
pacientes con LLA durante el estudio

Respuesta al tratamiento No. de pacientes Porcentaje
Remision parcial 6/50 12%
Remisién completa 12/50 24%
Abandonan tratamiento 17/50 34%
Fallecen durante el tratamiento 15/50 30%
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CONCLUSIONES

1. El estudio citogenético convencional permitid identificar alteraciones
con valor prondstico de tipo numérico y estructural en los pacientes
con LLA, aunque presentd limitaciones debido a la calidad de las

muestras.

2. La FISH permitié observar alteraciones como la t(12;21) en éstos
pacientes, la cual no se observa por citogenética convencional;
también fue posible identificar los puntos de ruptura involucrados en
la t(9;22) en los pacientes que resultaron positivos por citogenética

convencional.

3. Por medio de la FISH fue posible identificar ganancias y pérdidas de

los loci BCR y/o ABL, asi como TEL y AML1.

4. El empleo de la FISH no debe descartar la aplicacion del estudio
citogenético convencional, ya que éste ultimo permite reconocer un

mayor niumero de alteraciones presentes a la vez.

5. No se pudo hacer una correlacion en todos los pacientes ya que
abandonan el tratamiento, cambian de institucion o fallecen por

llegar en un estado critico.
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