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RESUMEN

Introduccion: La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una enfermedad neoplasica que resulta de
una proliferacién clonal no controlada de los precursores inmaduros del linaje linfoide, su
acumulacion conduce a una insuficiencia de la médula dsea y posibles infiltraciones en otros
drganos. Su frecuencia es del 80% en nifios y del 20% en adultos. Los métodos de citogenética
convencional y molecular son una herramienta (til para la deteccion de alteraciones cromosomicas
numéricas y estructurales con valor pronéstico, las cuales son importantes para seleccionar el mejor
tratamiento y dar un seguimiento al paciente. Objetivo: Detectar alteraciones cromosdmicas por
medio de citogenética clasica e hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) en pacientes con
leucemia linfoblastica aguda de novo. Material y método: Las muestras obtenidas fueron aspirados
de médula 0sea. Se realizaron cultivos a 24, 48 y 72 horas sin estimulacion y se analizaron los
cariotipos con bandas G. Para la busqueda de hiperdiploidias (sondas centroméricas 4, 10, 21, X e
Y) y translocaciones [t(12;21) y t(9;22)] se realiz0 la técnica de FISH, esto mediante la
desnaturalizacion de las muestras y las sondas a 75°C y su posterior hibridacion a 37°C. Finalmente
se analizaron los resultados y se reportaron con base en la nomenclatura cromosdmica internacional
(ISCN, 2013). Resultados: Se obtuvieron 17 muestras de médula 6sea de pacientes con LLA'y se
dividieron en 2 grupos (nifios y adultos), obteniendo 4 y 13 muestras respectivamente. Se logrd
obtener el resultado de cariotipo de 5/17 pacientes, observando 3/17 con alteraciones cromosomicas
estructurales, 1/17 con alteraciones cromosomicas numeéricas y 1/17 con cariotipo normal. Los
resultados obtenidos de la técnica de FISH fueron 4/17 pacientes con alteraciones numericas; de los
cuales 3 eran de edad pediatrica (2 con pérdida del cromosoma 4 y 1 con pérdida del cromosoma
10) y 1 de edad adulta, presentando pérdida del loci ABL. Conclusion: La citogenética convencional
y la FISH como técnica complementaria permitieron la deteccion de alteraciones cromosomicas con
importancia prondstica, por lo cual, son métodos importantes para proporcionar un correcto

tratamiento y seguimiento al paciente.



Il. INTRODUCCION

La leucemia es una enfermedad neoplasica que afecta al tejido hematopoyético, la cual resulta de
una proliferacion clonal que se produce de manera no controlada en los precursores inmaduros del
linaje linfoide o mieloide, su acumulacion conduce a una insuficiencia de la médula dsea y a posibles
infiltraciones en otros 6rganos. Esta enfermedad es considerada el tipo de cancer que mas se
presenta en la edad pediatrica (25-35% de los casos) (Zhang y cols., 2015). En México existe una
incidencia de 116,146 casos al afio, de los cuales 58,858 son casos femeninos y 57,288 masculinos
(Globocan, 2012).

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) afecta a las células blasticas de linaje linfoide, se ha
observado que es el tipo de leucemia mas comun en nifios (aproximadamente en un 80% de los
casos), con un pico de incidencia de 3 a 5 afos de edad, siendo este rango de buen prondstico;
mientras que en adultos se presenta en un 20% de los casos y es considerada de mal prondstico
(Sanchez y cols., 2007; Zhang y cols., 2015).

Para la LLA se han identificado distintos tipos de alteraciones cromosdmicas que predominan en la
enfermedad, las cuales pueden ser de tipo numéricas o estructurales. Estas permiten proporcionar
un diagndstico, prondstico y el seguimiento de la enfermedad al paciente (Jiménez, 2008). Para la
deteccion de estas alteraciones cromosomicas se utilizan diferentes técnicas, una de ellas es la
citogenética convencional; es una técnica sencilla en la que se visualiza el genoma de manera
global, pero puede llegar a presentar fallas en el cariotipo; por lo cual se han introducido técnicas
moleculares como la transcriptasa inversa (RT-PCR), y de citogenética molecular como la
hibridacion gendémica comparada (CGH) y la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) para
complementar a la citogenética clasica. La técnica de FISH ha mejorado la deteccion en un 90% de
los casos, ya que puede detectar alteraciones cromosdmicas que no se observan en el cariotipo,

pues es una técnica de alta sensibilidad y especificidad (Dixon, 2015).



. MARCO TEORICO

2.1 LEUCEMIA

La leucemia es el tipo de cancer del tejido hematopoyético caracterizado por una proliferacion de las
células inmaduras no funcionales provenientes de un linaje linfoide o mieloide, la acumulacion de
éstas produce la disminucion de las células sanas en la médula 6sea e incluso puede ocasionar
infiltraciones a otros 6rganos. Se dividen de acuerdo al tipo celular afectado en leucemias linfoides o
mieloides, y segun el grado de evolucién en crénicas y agudas. Las leucemias se originan por una
mutacion en el material genético, provocando alteraciones en las funciones y mecanismos de
sefalizacion normales de la célula, con las cuales se puede producir un blogueo en la diferenciacion

celular, en la apoptosis, y por tanto una proliferacion no controlada (Hernandez, 2009).

2.1.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La leucemia aguda representa un 30% de los casos de cancer, siendo la linfoblastica aguda cinco
veces mas frecuente que la mieloide aguda. La LLA es el tipo de leucemia que avanza de manera
rapida y que provoca la proliferacion de una gran cantidad de células blasticas de tipo linfoide. Es
importante el diagnostico de esta enfermedad, porque se ha observado que se presenta en un 80%
de los pacientes de edad pediatrica, principalmente en un pico de edad de entre tres y cinco afios; el
20% se observa en pacientes adultos. (Zhang y cols., 2015). Ademas muchos de los casos
pediatricos con LLA han tenido buenos resultados, ya que presenta una tasa de supervivencia del
80%, y en adultos del 40% (Moorman, 2012).



2.2 EPIDEMIOLOGIA

La LLA representa el 12% de todas las leucemias diagnosticadas. Se sabe que el 60% de los casos
se presenta en menores de 20 afios de edad. Ademas se ha observado un mayor pico de incidencia
con respecto a la edad, principalmente ente los tres y los cinco afios. También se sabe que este tipo
de leucemia es la mas comUn en pacientes menores de 15 afios de edad (aproximadamente en el
80% de los casos), mientras que en los pacientes adultos, la incidencia es del 20% (1/100,000
habitantes al afio). También es importante mencionar que presenta una frecuencia mayor en
hombres que en mujeres, asi como en pacientes caucasicos. Para el caso de México, la LLA se
encuentra ubicada en el octavo lugar en incidencia y mortalidad (Figura 1). La tasa de incidencia es
de 2/100,000 habitantes, principalmente en la Ciudad de México, Chiapas y Jalisco, en éstos se han
presentado la mayor tasa de mortalidad, especialmente en pacientes mayores de 65 afios de edad
(Sanchez y cols., 2007).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad por leucemia en México

Tomado de GLOBOCAN, 2012.
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2.3 FACTORES DE RIESGO
No se conoce una causa exacta que provoque la LLA, sin embargo, existen factores de riesgo

fisicos, quimicos, bioldgicos y genéticos que pueden predisponer al desarrollo de esta enfermedad:

a)

Factores fisicos: Estos factores estin involucrados con la exposicion a radiaciones
ionizantes. Las consecuencias de éstas dependen muchas veces de otros factores como la
intensidad, el tiempo de exposicion, la dosis recibida y la diferente susceptibilidad.

Factores quimicos: La exposicion a sustancias quimicas también esta asociada a un mayor
riesgo de presentar LLA; principalmente las sustancias alquilantes, metales pesados,
derivados del benceno y otros hidrocarburos policiclicos. Ademas se ha encontrado una
asociacion en el desarrollo de esta enfermedad en el abuso del alcohol y el tabaco durante
el embarazo y la exposicion postnatal a pesticidas (Ferris y cols., 1999).

Factores bioldgicos: Se ha observado también en otros estudios que virus como el HTVL-1y
el Citomegalovirus han tenido un papel en la transformacion celular en algunas leucemias
(Salinas y cols., 2012).

Factores genéticos: También existe una tendencia familiar, por ejemplo, cuando se tienen
hermanos con esta enfermedad puede aumentar el riesgo de desarrollarla. Ademas, hay
una predisposicion geneética en personas que presentan alteraciones como sindrome de
Down, en donde el riesgo es diez veces mayor; o con inestabilidad cromosomica como la
anemia de Fanconi. A pesar de esto, ninguno de los factores por si solo es una causa

suficiente (Colldeforns y cols., 2004).

...10...



2.4 CLASIFICACION

De manera general las leucemias se clasifican de acuerdo con su evolucion en el tiempo y con la
célula blastica de la cual se originan. En el caso de la LLA proliferan las células blésticas de linaje
linfoide de forma répida.

Ademas, se establecio una clasificacion de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
el grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) con base en tres criterios: la morfologia celular, el
inmunofenotipo y su perfil citogenético. La FAB inicialmente se basd en la morfologia y la
citoquimica, pero estos dos criterios no fueron suficientes (Bain, 2014).

2.4.1 CLASIFICACION MORFOLOGICA

Para determinar la morfologia celular de las LLA se toman en cuenta algunas caracteristicas, como
son el tamafio, morfologia y grado de maduracion de los nucleos, el tamafio celular, la cantidad de
citoplasma y la presencia de nucléolos y vacuolas (Jaime, 2012). De acuerdo con estas

caracteristicas se pueden definir tres variantes morfologicas que se muestran en el cuadro 1.

CUADRO 1 CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS

AGUDAS
Clasificacion Descripcion

L, LLA Tamafio celular pequefio a mediano, blastos

regulares, con alta proporcion
nucleocitoplasmatica

L, LLA Tamafio celular grande, nucléolos posiblemente
visibles, abundante citoplasma

L; LLA Blastos con citoplasma fuertemente basdfilo,

prominentes vacuolas

Tomado de Bain, 2014.

~11 ~



2.4.2 CLASIFICACION INMUNOFENOTIPICA

Para el caso del inmunofenotipo, se tienen descritos seis tipos: Pre-pre B, comun, pre-B, B, pre-Ty
T. Este criterio de clasificacion se da de acuerdo a las caracteristicas inmunofenotipicas de los
linfoblastos y su grado de maduracion, con base en la presencia de marcadores celulares de tipo B o
T. A diferencia de las células linfoides normales, los blastos leucémicos tienen una expresion
genética descontrolada, por lo cual se produce una variacion en el inmunofenotipo, como se observa

en el cuadro 2 (Colldeforns y cols., 2004).

CUADRO 2 CLASIFICACION INMUNOLOGICA DE LAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS

AGUDAS

Linea celular B Marcador
Pre-pre B HLA-DR+, TdT+, CD19+
Comun HLA-DR+, TdT+, CD19+, CD10+
Pre-B HLA-DR+, TdT+, CD104, Ig citoplasmatica +
B HLA-DR+, CD10+, CD19+, Ig+

Linea celular T
Pre-T TdT+, CD3 citoplasmatico+, CD7+
T TdT+, CD3 citoplasmatico+, CD1a/2/3+

Tomado de Colldeforns y cols., 2004.
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2.5. CUADRO CLINICO

El desarrollo de la LLA varia de acuerdo con el cuadro clinico que se manifiesta, estas
manifestaciones expresan el grado de insuficiencia de la médula 6sea, el grado de agudeza y las
infiltraciones a otros 6rganos (Sénchez y cols., 2007).

Los pacientes acuden al médico por infecciones, fiebre de origen infecciosa, hemorragias por causa
de trombocitopenia o dolor dseo debido a infiltraciones. Los sintomas que mas se suelen presentar
son la fatiga, dolor 6seo o articular, fiebre, masas anormales y pérdida de peso. Cuando hay
infiltracion, el higado, los ganglios linfaticos y el bazo son los 6rganos més afectados; la
esplenomegalia, hepatomegalia y palidez son los signos mas comunes, los cuales pueden explicarse
por la trombocitopenia y el aumento de blastos en la médula 6sea y sangre. Debido a la

manifestacion de estos signos y sintomas, es posible detectar la LLA en un examen rutinario.

El diagnostico diferencial no es dificil, ya que son pocas las veces que se confunde con otro tipo de
tumores que llegan a invadir la médula dsea, como el neuroblastoma y el linfoma de Hodkin. El
aspecto técnico mas complejo en cuanto al diagndstico es la clasificacion por marcadores

inmunoldgicos y citogenéticos (Jaime, 2012; Sanchez y cols., 2007).

2.6. TRATAMIENTO
El tratamiento de la LLA esta basado en los resultados de los estudios de estratificacion de riesgo. El
objetivo es eliminar las células leucémicas de manera gradual para conseguir la remision completa,

ésta se puede lograr en un 80% de los nifios y en un 40% de los adultos.

De manera general, un adulto se debe tratar con esquemas mas intensos de quimioterapia que los
utilizados en nifios. La quimioterapia es el uso de farmacos que sirven para eliminar las células
malignas e inhibir su capacidad de proliferacion y division, estos farmacos se administran via oral 0
intravenosa. La radioterapia es utilizada cuando se presentan infiltraciones a otros 6rganos y en

pacientes con leucemia de células T. El tratamiento se divide en cuatro etapas:

v’ Etapa I: Induccion a la remision. Consiste en quimioterapia multiple combinada durante el

primer mes de tratamiento.
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v' Etapa II: profilaxis del SNC. Su objetivo es eliminar las células que puedan introducirse en el
sistema nervioso central.

v’ Etapa lll: Intensificacion posinduccion. La finalidad es eliminar por completo las células
leucémicas residuales cuando el paciente se encuentra en remision.

v' Etapa IV: mantenimiento o tratamiento continuo de erradicacion. Se eliminan las células
residuales durante dos o tres afios y se establece una vigilancia durante toda la vida del
paciente (Grupo Berlin-Francfort-Minster, (s.f.); Jaime, 2012).

3.7.  METODOS DE DETECCION
El diagnostico de la LLA se define con base en las caracteristicas clinicas, en la biometria hematica
y en los estudios que se obtienen del aspirado de médula dsea (Sanchez y cols., 2007).

Para establecer este diagnostico es importante que la cuenta de blastos linfoides sea mayor al 25%
en médula 6sea (Colli y cols., 2015). Teniendo este porcentaje, se puede realizar un estudio para

detectar las alteraciones cromosémicas.

Para esto se utilizan diferentes técnicas, la principal y la mas utilizada es la citogenética clasica. Este
método consta basicamente en la visualizacion de los cromosomas en un cariotipo, para esto se
realiza un cultivo celular y la obtencion de células en division. La citogenética clasica permite
detectar las alteraciones cromosomicas superiores a 10Mb mediante la visualizacion de este

cariotipo (Hernandez y cols., 2011).

Ademas de la citogenética, también se utilizan métodos de biologia molecular como la técnica de la
transcriptasa reversa (RT-PCR), la cual detecta los transcriptos formados por las translocaciones
que se presentan en las leucemias, un ejemplo de estos son los puntos de ruptura en las regiones
de los genes BCR y ABL (Jiménez y cols., 2008).

Por otro lado, estan las técnicas de citogenética molecular, como la hibridacion gendmica
comparada (CGH), que permite detectar las ganancias o pérdidas de material genético, como las
duplicaciones y deleciones, éstas pueden ser de regiones pequefias ocromosomas completos; sin

embargo, no es posible detectar alteraciones balanceadas como las translocaciones (Clavijo, 2013).
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3.7.1. HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA
Una de las técnicas mas utilizadas en la citogenética molecular es la hibridacién in situ con
fluorescencia (FISH), ya que puede detectar secuencias especificas incluso cuando los nlcleos
estan en interfase; y es capaz de detectar alteraciones numéricas y estructurales, como las

translocaciones y las deleciones.

La técnica de FISH es una técnica sencilla que consiste en la hibridacién de una sonda de ADN
marcada con un fluoréforo, complementaria a una secuencia especifica de interés en muestras
fjadas en portaobjetos. Su sensibilidad varia entre 1072 a 10~* Mb dependiendo del tipo vy
cantidad de sonda utilizada, el tamafio de la sonda puede variar desde Kb hasta 1 Mb. Los
diferentes tipos de sondas que se pueden utilizar son:

v Centroméricas o de ADN satélite: son sondas a o B satélite que hibridan en secuencias
repetitivas de la region centromérica del cromosoma. Son Uutiles para detectar alteraciones
cromosomicas numericas.

v De secuencia Unica o locus especifico: hibridan con secuencias cromosémicas especificas
que corresponden a una banda cromosomica 0 a un gen. Con este tipo de sondas se
pueden detectar tanto alteraciones cromosomicas estructurales como numeéricas.

v De pintado cromosémico: hibridan con secuencias de cromatina en determinados brazos o
en cromosomas completos. Con éstas también es posible detectar alteraciones
cromosémicas numéricas y estructurales pero solo en células en metafase. Estas son utiles

cuando los cromosomas son de mala calidad (Acevedo, 2000; Martinez, 2014).

Las sondas centroméricas pueden utilizarse de manera simultanea, esto aumenta la sensibilidad de
la técnica y pueden detectarse clonas hiperdiploides en LLA. Por otro lado, el uso de sondas de
secuencia Unica sirven para observar alguna anomalia caracteristica de la estirpe leucémica, como
la 1(9;22) (Acevedo, 2000; Volpi, 2008).

La técnica de FISH es muy (til como ayuda complementaria al estudio citogenético convencional,
pues se ha observado que muchos de los casos con LLA presentan fallas en el cariotipo. Algunas de
éstas pueden ser un escaso crecimiento celular, bajo indice mitético o la obtencion de metafases de

mala calidad; de tal manera que el uso de FISH ha mejorado la eficiencia del analisis citogenético y
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contribuido a la observacién de nuevas anomalias cromosomicas, pues es una técnica de alta

sensibilidad y especificidad (Wan, 2014).

38.  ALTERACIONES CROMOSOMICAS
El andlisis citogenético de la LLA nos permite identificar las diferentes alteraciones cromosdmicas
que son de gran importancia para el prondstico, el diagnostico y el seguimiento de la enfermedad
para el paciente. Los pacientes con LLA frecuentemente presentan un cariotipo con alteraciones,
éstas pueden ocurrir en el nimero de los cromosomas, 0 en su forma estructural (Ramos y cols.,
2001).

Las alteraciones cromosdmicas ademas pueden ser de dos tipos: balanceadas y no balanceadas.
En la LLA las mas comunes son las balanceadas, en ellas ocurren cambios sin que se pierda o
gane material cromosomico, por ejemplo, las translocaciones o las inversiones. Y las alteraciones no
balanceadas, son aquellas en donde ocurre una pérdida o una ganancia en el material genético,
éstas pueden ser de pequefios segmentos como las deleciones, o grandes, como la pérdida o
ganancia de cromosomas completos. La mayoria de los genes afectados en estas mutaciones

intervienen en los procesos de regulacion de la proliferacion y muerte celular (Salinas y cols., 2012).

3.8.1. ALTERACIONES NUMERICAS
Dentro de las alteraciones cromosémicas numericas se encuentran las poliploidias y las

aneuploidias.

Las poliploidias consisten en la ganancia de dos 0 mas juegos cromosomicos que son multiplos del
numero haploide 23; las triploidias por ejemplo, tienen una dotacion de 69 cromosomas y las
tetraploidias de 92 cromosomas. Por otro lado, las aneuploidias son aquellas en donde se presentan
ganancias o pérdidas de material sin incluir el juego completo cromosoémico; las mas frecuentes son
las trisomias (ganancia de un cromosoma) y las monosomias (pérdida de un cromosoma), y pueden

afectar a uno 0 mas cromosomas autosémicos o sexuales (Alonzo, 2007; Martinez, 2014).
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2.8.1.1 HIPERDIPLOIDIA

En el caso de las hiperdiploidias, se encuentran subdivididas de acuerdo al nimero de cromosomas
ganados en hiperdiploidias altas e hiperdiploidias bajas. Cuando se presentan més de 50
cromosomas se dice que es una hiperdiploidia alta; y cuando el nimero va de 47 a 50 cromosomas
se le conoce como hiperdiploidia baja. Por el contrario, cuando se pierden cromosomas, se conocen

como hipodiploidias (menos de 46 cromosomas) (Nacho, 2003).

En la LLA los pacientes que presentan hiperdiploidia alta (20-30% de los casos) tienen un prondstico
favorable. Aunque la mayoria de los cromosomas estan implicados, los que mas se ven involucrados
son el cromosoma 21, seguido de los cromosomas 6, 4, 8, 10 y 14. Los pacientes que presentan
hiperdiploidia baja (13% de los casos) se asocian con mayor frecuencia a alteraciones estructurales,
sin embargo, cuando estos presentan trisomias 4 y 10 tienen un mejor pronostico, con una
supervivencia libre de enfermedad a los 4 afios del 96%. Mientras que los pacientes con
hipodiploidias con nimero modal menor a 44 cromosomas se encuentran asociados a un pronostico

adverso, con una supervivencia menor a los 11 meses (Martin, 2001; Ramos y cols., 2001).

3.8.2. ALTERACIONES ESTRUCTURALES

En cuanto a las alteraciones cromosomicas estructurales se incluyen diversas anomalias como las
translocaciones, las deleciones, duplicaciones, inversiones, isocromosomas y reordenamientos. En
la LLA las mas comunes son las translocaciones, detectandose en un 60% de los casos con
leucemia, en este tipo de alteraciones se presenta un intercambio del material genético entre
cromosomas no homologos; estas translocaciones pueden ser de tipo reciprocas, cuando el
intercambio es entre cromosomas diferentes, o de tipo robertsonianas, cuando dos cromosomas
acrocéntricos no homdlogos se unen por el centrdmero. En la LLA las alteraciones cromosomicas
estructurales como la translocacion t(9;22) y t(4;11) estan asociadas con un mal pronéstico (Alonzo,
2007; Martin, 2001).
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38.2.1.  TRANSLOCACION t(9;22) BCR-ABL
En la LLA la translocacion t(9;22) se presenta en un 20-30% de los casos en adultos y en un 2-5%
de los casos en nifios. Esta translocacion se produce cuando un fragmento del gen ABL ubicado en
el brazo largo del cromosoma 9 se inserta en el gen BCR del brazo largo del cromosoma 22,
involucrando a las regiones 34 y qll respectivamente, al producto de esta fusion se le ha
denominado cromosoma Filadelfia (Figura 2) (Artigas, 2006; Farias, 2004).

Figura 2. Translocacion BCR-ABLt(9;22)(g34;q11)

Formacidn del cromosoma Filadelfia por el intercambio cromosomico entre los cromosomas 9y 22.
Tomado de Kosior y col., 2016
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La translocacion de estos genes da origen a un punto de rompimiento conocido como punto de
ruptura menor o m-bcr. Se produce una ruptura en el exon el y e2 del gen BCR (Figura 3) y en el
exon aly a2 del gen ABL (Figura 4), dando como resultado el reordenamiento ela2. El origen de
este reordenamiento produce una proteina de fusion de 190kDa (p190BCR-ABLL) con una actividad
tirosina cinasa muy elevada, la cual le confiere propiedades de proliferacién celular alta y
leucemogénesis. Ademas puede presentarse en menor frecuencia el punto de ruptura mayor o M-
bcr, que mayormente se presenta en la leucemia mieloide cronica. Este punto de rompimiento se da
por la ruptura en los exones b2 o b3 del gen BCR y del exon a2 del gen ABL, obteniendo dos
posibles reordenamientos, b2a2 (encontrado en un 25-30%) o h3a2 (encontrado en un 55-60%) y
produciendo una proteina de fusion p210BCR-ABLL de 210kDa con actividad tirosina cinasa. La
presencia del gen de fusion BCR-ABL en la LLA se asocia a un pronostico adverso y los pacientes
comUnmente presentan una remision de corta duracion (Artigas, 2006; Farias, 2004; Pignon, 1998).

El gen BCR-ABL tiene un papel importante en la patogénesis y el curso clinico, y la proteina que se
produce presenta una actividad incontrolada y provoca una falla en la regulacion del ciclo celular, en
la inhibicion de la apoptosis y por tanto, en la proliferacion; ademas se produce una disminucion en
la adhesion de las células leucémicas con las células del estroma en la médula 6sea, provocando

asi la salida de éstas al torrente sanguineo (Bravo, 2009; Kosior, 2016).
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Figura 3. Puntos de rompimiento en BCR

Cuando la ruptura ocurre en la region m-bcr se produce una proteina BCR-ABL de 190 kDa.
Cuando ocurre en M-her incluye a los exones b2 y b3, produciendo una proteina de 210 kDa.
Tomado y modificado de Bravo, 2009.

Figura 4. Puntos de rompimiento en ABL

Para la formacién del gen de fusion BCR-ABL, la ruptura ocurre principalmente entre los
exones lay a2. Tomado de Bravo 2009.
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38.2.2.  TRANSLOCACION t(12;21) TEL-AML

Otra alteracion estructural es la translocacion t(12;21) que se produce entre los genes TEL (ETV6)
ubicado en el cromosoma 12 y AML (CBFA2) del cromosoma 21, produciendo el gen de fusion TEL-
AML (Figura 5). Esta translocacion es la mas frecuente dentro de las alteraciones cromosomicas
estructurales en la LLA de edad peditrica y esta asociada al inmunofenotipo precursor de células B,
observandose en un 20 a 30% de los casos, y en un 3% de los casos de adultos. En los pacientes
con edades de 2 a 5 afios de edad, con un bajo recuento de leucocitos y con inmunofenotipo de
células B se presenta con una mayor frecuencia. Los pacientes con LLA que presentan esta
translocacion tienen una remisién completa, ya que se ha asociado a un buen prondstico (Artigas,
2006; Farias, 2004).

Los puntos de ruptura de los genes TEL y AML ocurren en el intron 5 del gen TEL y en el intron 1 del
gen AML, dando como resultado la fusion del exon 1 al 5 del gen TEL con el exon 2 al 8 del gen
AML, de tal manera que el gen quimérico contiene las primeras 1033 bases del gen TEL y casi todo
el gen AML. Esta proteina quimérica se ha visto implicada en la proliferacion y supervivencia de las
celulas precursoras B, asi como en la inhibicion de la actividad de estos genes, que normalmente se
encuentran involucrados en funciones de diferenciacion y proliferacion en las células

hematopoyéticas (Morales, 2002; Nacho, 2003).
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Figura 5. Fusion génica TEL-AML

Regiones de ruptura de los genes TEL y AML involucrados en la translocacion
1(12;21) (p13;922) y estructura del transcrito quimérico TEL-AML. Tomado de
Morales 2002.

3.9. FACTORES PRONOSTICO
Con la ayuda de las técnicas antes mencionadas se ha podido conocer la incidencia de las
alteraciones cromosémicas en los pacientes adultos y nifios. Por ejemplo, la translocacion entre el
cromosoma 12 y el 21, y las hiperdiploidias tienen una incidencia mayor en los pacientes de edad
pediatrica, especialmente en nifios de 3 a 5 afios. En el caso de los pacientes adultos, la

translocacion t(9;22) es la que mas se presenta (Diaz, 2007).
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Estas técnicas también han facilitado la eleccion de un tratamiento adecuado para cada caso, ya que
se han establecido tres grupos de riesgo que determinan el pronéstico del paciente: riesgo favorable,
riesgo intermedio y riesgo adverso. Respecto a esto, en el cuadro 3 se observan algunas de las

alteraciones que se presentan en pacientes nifios y adultos:

CUADRO 3 GRUPOS DE RIESGO

Alteraciones cromosomicas y genes Pronostico

involucrados Nifios Adultos

Translocaciones:

o 1(5;14)(935;932) e Desfavorable e Desfavorable
CALM-AFA10

o 1(1;14)(p34;911) e Favorable e No analizado
TAL1

o 1(10;14)(g24;q11) e Favorable e Favorable
TLX1

o 1(9;22)(p24;911.2)

BCR-ABL1 e Desfavorable e No analizado
Deleciones:
e CDKN2A/2B e Favorable e Desfavorable
e BCL11B e Noanalizado e Favorable
e TP53 e Noanalizado e Desfavorable

Amplificaciones:

e NUP214-ABL1 e Desfavorable e No analizado
Deleciones puntuales:

e NOTCH1/FBWX7 e Favorable e Favorable

o DNMT3A e Sinimpacto e Desfavorable

e [DH1/2 e Noanalizado e Desfavorable

o« WTL e Noanalizado e Desfavorable

e RUNX1 e Sinimpacto e Desfavorable

Tomado y modificado de Genescay cols., 2015.
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Ademaés de las alteraciones cromosomicas, existen otros factores que pueden determinar el grupo
de riesgo del paciente, por ejemplo los pacientes que tienen entre uno y nueve afios de edad de
género femenino suelen tener un pronostico favorable, asi como aquellos que presentan un
inmunofenotipo de células pre-B y alteraciones cromosémicas como las hiperdiploidias y trisomias 4
y 10, como se muestra en el cuadro 4:

CUADRO 4 FACTORES PRONOSTICO EN LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE LA

INFANCIA

[ eetorceiesga ] et rvorabie Y [ eromGstico destavaratie ]
_ 1-9 afios <1y >9 afios
_ Femenino Masculino
_ Ausente Masiva
_ <50,000 por pL >50,000 por pL
_ Sin blastos periféricos Con blastos periféricos
_ SNC 1 SNC203
_ Hiperdiploidia, trisomfas 4y 10 Hipodiploidia, t(9;22), t(4;11)
_ TEL-AML1 Reordenamiento del gen MLL

Precursor de células B Precursor de células T, LLA de
_ células B maduras

Tomado y modificado de Pérez, 2012.
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V. ANTECEDENTES

De acuerdo con Pérez y cols., (2001) realizé un estudio en México donde encontré que el 77.1% de
150 pacientes estudiados presentaban cariotipos con alteraciones, de los cuales 20 tuvieron tanto
alteraciones numéricas como estructurales. De los pacientes con alteraciones numéricas, las mas
frecuentes fueron las hiperdiploidias de 51-65 cromosomas y de 47-50 cromosomas, siendo los
cromosomas 4, 6, 18 y 21 los méas implicados; para las hipodiploidias, los mas implicados fueron el
cromosoma 6, 17, 18 y 21. En cuanto a las anomalias estructurales, la mas frecuente fue la t(9;22),
seguido de la t(1;19).

Un estudio realizado en México a 53 pacientes de edad pediatrica por Jiménez y cols., (2008) obtuvo
que el 30% fueron positivos a translocaciones, de éstos el 13.5% fueron positivos a la t(12;21), el
3.8% alat(9;22), el 11.5% a t(1;19) y solo un 1.8% fueron positivos a las ultimas dos.

De acuerdo a Calderon y cols., (2012) realizo un estudio mediante citogenética convencional y FISH,
y observo que el 34.7% de los pacientes fueron portadores de alteraciones en los genes BCR y ABL,
7 de los cuales presentaron fusion entre ambos genes y solo uno de ellos tuvo la ganancia de ambos
loci sin presentar la fusion. EI 21% fueron portadores de alteraciones en los genes TEL y AML1, solo

uno fue positivo a la fusion y el resto presentd ganancias de ambos loci sin presentar la fusion.

Otro estudio realizado por Barbosa y cols., (2015) en 247 pacientes pediatricos con LLA, observo
que el 83% tuvieron al menos una alteracion cromosdmica, de los cuales, 226 presentaron la
1(12;21), 215 con la t(1;19), 229 con la translocacion de los genes BCR/ABL y 155 presentaron
hiperdiploidias.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La LLA es la octava causa de muerte por neoplasias en México. Ademés presenta una frecuencia
del 80% en la edad pediatrica y su incidencia es mas alta en hombres que en mujeres. Siendo un
problema de salud publica.

Los pacientes con LLA comUnmente presentan un cariotipo alterado, pero muchas veces este tipo
de estudio no resulta concluyente, por lo que se requiere adicionar otras metodologias para obtener

el resultado.

VI, JUSTIFICACION
El estudio citogenético permite identificar las alteraciones cromosomicas presentes en los pacientes
con LLA, este tipo de estudio es importante, ya que proporciona datos sobre el diagndstico, el
prondstico al tratamiento y permite elegir con méas certeza los farmacos que deben prescribirse en
cada caso. La técnica de FISH es un método alternativo de la citogenética molecular que permite
localizar las alteraciones aun cuando no hay metafases disponibles, o cuando el cariotipo es de mala
calidad, ya que es una técnica de alta especificidad y sensibilidad. De esta manera, es posible

proporcionar un resultado al paciente.
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VII.  HIPOTESIS

La técnica de FISH es un método sensible y especifico que permite localizar alteraciones
cromosdmicas especificas cuando existen fallas en el cariotipo, por lo tanto se podran detectar
ambas alteraciones, tanto numéricas como estructurales, en los pacientes con hipocelularidad y

material de mala calidad.

Vill.  OBJETIVOS
GENERAL

Detectar alteraciones cromosomicas por medio de citogenética clasica e hibridacion in situ con

fluorescencia (FISH) en pacientes con leucemia linfoblastica aguda de novo.
PARTICULARES

1. Realizar el estudio citogenético a pacientes con LLA de novo.

2. Detectar alteraciones numéricas utilizando sondas centroméricas: 4, 10, 21, X/Y, y
alteraciones estructurales utilizando la sonda t(12;21) por medio de FISH en pacientes
pediatricos (0-14 afios).

3. Detectar alteraciones estructurales utilizando la sonda t(9;22) por medio de FISH en
pacientes adultos (mayores de 15 afos).

4. Correlacionar ambas técnicas de deteccion con los resultados clinicos y hematoldgicos.
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IX. MATERIAL Y METODO

8.1 OBTENCION DE LA MUESTRA
Se obtuvieron muestras de aspirado de médula 6sea de pacientes con diagnostico de LLA en

condiciones estériles.

8.1.2 SIEMBRA Y COSECHA

Se realizd una técnica de cultivo celular por duplicado, agregando 5mL de medio marrowmax
suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina) y se
incubaron a 37°C durante 48hrs.

A cada tubo se le agregaron 2 gotas de colchicina y se incubaron por 20 minutos. Se adicionaron
8mL de solucion hipotonica y se incubaron a 37°C por 40 min. Pasado este tiempo se centrifugaron
y se obtuvo el boton celular, el cual se fijo con solucion carnoy 3:1 y posteriormente se realizaron
cuatro lavados con esta misma solucion. Se obtuvieron las laminillas para la realizacion del cariotipo

y se almacenaron 4 por cada caso a -70°C para la realizacion del FISH.

8.2 OBTENCION DEL CARIOTIPO

Para la obtencion de bandas de los cromosomas se realizé la técnica de bandeo G, que consistio en
hacer pasar cada laminilla por un tren de bandeo con las siguientes soluciones: buffer pH 7 con 200
WL de tripsina, agua, buffer pH 7, buffer pH 6.8 con 5mL de colorante Wright y buffer pH 6.8 con 5mL
de colorante giemsa. Con un intervalo de tiempo de 8 a 20 segundos, el tiempo vario de acuerdo con

los resultados obtenidos.

8.2.1 ANALISIS

Se analizaron hasta 20 metafases, utilizando un microscopio Zeiss y el software IKAROS de
MetasystemZeiss y los resultados se reportaron de acuerdo a la nomenclatura cromosémica
internacional (ISCN, 2013).Un criterio importante para reportar las alteraciones cromosdmicas €s
que deben encontrarse al menos tres células alteradas en el caso de las alteraciones numéricas y

dos en el caso de las alteraciones estructurales.
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8.3 HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA

8.3.1 SONDAS

Para las alteraciones numéricas se utilizaron las sondas centroméricas de los cromosomas 4, 10, 21,
X e Y. Para las alteraciones estructurales, las sondas para las translocaciones t(9;22)y t(12;21),
correspondientes a los genes BCR-ABL y TEL-AML1 respectivamente. Las sondas se aplicaron a las

muestras de la siguiente manera:

v' Pacientes <14 afios: sondas centroméricas, t(12;21) y t(9;22).
v' Pacientes 215 afios: 1(9;22).

Ademas las sondas centroméricas se aplicaron de manera simultanea para los cromosomas 4 y 21,

y para los cromosomas 10, X e Y.

8.3.2 HIBRIDACION DE SONDAS CENTROMERICAS (VYSIS)

Se maduraron las laminillas en una solucion de 2xSSC a 37°C durante 30 minutos. Después se
deshidrataron en una serie de etanol al 70, 80 y 100%. Para la desnaturalizacion se colocaron las
laminillas en una solucion de formamida al 70%/2xSSc durante 2 minutos a 72°C. Se deshidrataron

nuevamente en series de etanol al 70, 80 y 100%.

Posteriormente se realizd la mezcla de la sonda (1L soda, 3uL buffer de hibridacion y 1uL H,0) y
se desnaturalizo a 72°C por 5 minutos. Después se aplicaron 5uL en cada area a analizar; se aplico
un cubreobjetos y se sello. Para la hibridacion, se colocaron las laminillas en una caja himeda

protegida de la luz a 37°C durante la noche.

Después de esto se retiraron los cubreobjetos de las laminillas y se lavaron en una solucién de 0.3%
tween80/0.4xSSC a 72+1°C durante 2 minutos, seguido por una solucién de 0.1% tween80/2xSSC
durante un minuto a temperatura ambiente. Finalmente se aplicaron 5uL de DAPI en cada area y se

colocd un cubreobjetos.
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8.3.3 HIBRIDACION DE SONDAS DE LOCUS ESPECIFICO (CYTOCELL)

Se maduraron las laminillas en una solucion de 2xSSC a 37°C durante 30 minutos y luego se
deshidrataron en una serie de etanol al 70, 85y 100% durante 1 minuto en cada uno. Después se
precalentaron las laminillas a 37°C durante 5 minutos. Se aplicaron 5L de sonda en cada laminilla,
se aplicd un cubreobjetos y se selld. Se desnaturalizé la muestra y la sonda simultineamente a
75°C durante 5 minutos. Posteriormente se hicieron hibridar en una caja himeda protegida de la luz
a 37°C durante la noche.

Después se retiraron los cubreobjetos de las laminillas y se lavaron en una solucién de 0.3%
tween80/0.4xSSC a 72+1°C durante 2 minutos, seguido por una solucién de 0.05% tween80/2xSSC
durante un minuto a temperatura ambiente. Finalmente se aplicaron 5uL de DAPI en cada area y se

colocd un cubreobjetos.

8.3.4 ANALISIS

Para analizar las alteraciones cromosomicas se utilizo un control por cada tres casos y se analizaron
hasta 200 nlcleos por sonda para las alteraciones numéricas y hasta 200 ndcleos por cada muestra
para las alteraciones estructurales. El analisis fue de manera simultdnea para los cromosomas 4 y
21, y los cromosomas 10 y X/Y, y de manera independiente para las translocaciones t(9;22) y
t(12;21); utilizando el software ISIS (MetasystemZeiss). Finalmente se calcul6 el valor promedio de
las celulas anormales de los controles y se les sumo tres veces la desviacion estandar (valor de

corte).

Las sondas para las alteraciones cromosémicas numéricas se encuentran marcadas de la siguiente

manera.

v' BCR-ABL: La sonda se extiende 169Kb centromérica a BCR e incluye los genes GNAZ y
RAB36. Una segunda sonda cubre una region de 148Kb, que se ubica a 261Kb telomérica a
BCR. Ambas marcadas en verde. Para ABL1, la sonda cubre 346Kb desde la mitad del gen
FUBP3 hasta un punto de64Kb telomérico al ABL1. Una sonda adicional cubre una region de
173Kb que se extiende por todo el gen ASS1. La sonda ASS1 se sitla a 212Kbdel extremo
centromérico del gen ABL1. Ambas marcadas en rojo (Figura 6).

v' TEL-AML1: La sonda para TEL1 cubre una regién de 180Kb entre los marcadores D12S845 y
D12S89, y una segunda sonda centromérica al gen TEL1 (ETV6), que se extiende 168Kb desde
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el marcador D12S1898. Ambas marcadas en rojo. Para AML1, existen dos sondas marcadas en
verde, una cubre una region de 148Kbcentromérica al gen AML1 (RUNX1), que incluye el gen

CLIC6, y la segunda cubre una regién de 167Kb, que incluye los marcadores D21S1895 y
D21S1921 (Figura 7).

De tal manera que para ambas alteraciones los nlcleos se pueden observar como se muestra
en la figura 8.

Figura 6. Marcaje de sonda para BCR-ABL1

ABL1 marcado en rojo y BCR marcado en verde.
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Figura 7. Marcaje de sonda para TEL-AML1

TEL marcado en rojo y AML marcado en verde.

Figura 8. FISH en nucleos interfasicos

A) Nucleo normal: dos sefiales verdes y dos sefiales rojas. B)
Nucleo con translocacion: dos sefales fusionadas, una sefal verde
y una sefial roja.
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8.3.4.1 CRITERIOS DE ANALISIS

Para el andlisis de la FISH se aplicaron los criterios siguientes:

v" Nucleos definidos, no sobrelapados, rotos ni dafiados.

v' Los nicleos analizados se encontraban en un area donde el 90% presentaba sefiales de
hibridacion.

v’ Las sefiales de hibridacion se encontraban dentro del nicleo.

v’ Las sefiales presentaron la misma intensidad y estaban separadas por el diametro de una

sefial.
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X. RESULTADOS Y DISCUSION

Se incluyeron 17 pacientes con LLA. La proporcion de género observada fue de 9/17 del género
femenino y del 8/17 del género masculino. Las muestras de los pacientes se dividieron por grupos
de edad en nifios (<15 afios) y adultos (=16 afios), obteniendo 4 y 13 muestras respectivamente. En
el grupo de nifios se obtuvo un rango de edad entre 1y 14 afios, con una media de 8.5 afios y la
edad mas frecuente fue de 14 afios; mientras que en el grupo de adultos, el rango de edad fue de 16
a 56 afios, con una media de 30.7 afios, siendo la edad méas frecuente 18 afios. En cuanto a la
clasificacion morfologica e inmunofenotipica de la LLA se presentaron con la misma frecuencia la
morfologia L, y el inmunofenotipo pre-B en 16 de 17 casos y la morfologia L, y el inmunofenotipo B
en 1 de 17 casos, estos datos se muestran en el cuadro 5.

CUADRO 5 CARACTERISTICAS INICIALES Y CLASIFICACION DE PACIENTES CON LLA

CARACTERISTICA NUMERO

Geénero
Femenino 9/17
Masculino 8/17

Edad
Nifios <15 4117
Adultos 215 13/17
Clasificacion morfologica
L 1/17
L, 16/17
Clasificacion inmunofenotipica

PRE-B 16/17
B 1/17

La frecuencia de esta enfermedad es ligeramente mayor en el género masculino y edad pediatrica,
con un pico de incidencia entre los 3 y 5 afios, los pacientes que tienen entre 1y 9 afios de edad se

encuentran asociados a un pronostico favorable (Jaime, 2012). De acuerdo a Quero y cols., (2012)
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estudio un grupo de 110 pacientes, de los cuales el 45.5% fueron mujeres y el 54.5% hombres; esta
mayor frecuencia en hombres coincide con otro estudio realizado por Combariza y cols., (2007), en
donde reporta una mayor frecuencia de pacientes masculinos. Por otra parte, Zaliova y cols., (2016)
estudio un total de 22 muestras, de las cuales, 13 pertenecian a pacientes pediatricos y 9 a
pacientes adultos. En este trabajo la proporcion de género y edad no coinciden con lo reportado, lo
cual puede deberse a la poca cantidad de muestras obtenidas y a que en la LLA de células B existe
un ligero predominio de los hombres, con una relacion 1.4 a 1 (Ferris, 1999).

La morfologia L4 y el inmunofenotipo pre-B se asocian a un buen prondstico; y la morfologia L, y el
inmunofenotipo de células B maduras a un pronostico adverso (Jaime, 2012). La morfologia mas
frecuente en las leucemias pediatricas es la L4, presentandose en un 75% de los casos (Sanchez y
cols., 2007), sin embargo en este trabajo se observd con mayor frecuencia la morfologia L, debido a
que se captaron mas pacientes de edad adulta, ya que se ha observado que la morfologia de tipo L,
se presenta mayormente en los pacientes adultos (Heim, 2015). El inmunofenotipo mas
predominante es el linaje de las células B (76% de los casos) (Sanchez, 2007). Un estudio realizado
por Marsan y cols., (2002) obtuvo una mayor frecuencia de pacientes con LLA de estirpe B de un
total de 117 casos estudiados. Estos datos coinciden con este trabajo, pues todos los pacientes

presentaron inmunofenotipo de ceélulas B.

Se realizo el estudio citogenético a todos los pacientes incluidos a partir de muestras de médula
0sea mediante la técnica de bandeo G. De los 17 pacientes incluidos, 5 obtuvieron resultado, 9
presentaron hipocelularidad y 3 presentaron metafases de mala calidad. De los pacientes que
obtuvieron resultado, 4/5 presentaron un cariotipo alterado, de los cuales, 3 presentaron alteraciones
estructurales y solo uno presento alteraciones numericas (cuadro 6 y 10). Se observa que mas de la
mitad de los pacientes no obtuvo un resultado de cariotipo, esto puede deberse a que existe una
posibilidad de fallo en la realizacion del cultivo celular de alrededor del 20% (Castillo, 2014); sin
embargo otros autores mencionan que el rango de cultivos no exitosos oscila entre 6.4% y 34.5% en
muestras de médula 6sea (Vargas, 2011). Esta posibilidad de fallo ocurre debido a varios factores:
una mala obtencion de la muestra o su posible coagulacion, a la obtencién de metafases
insuficientes o inadecuadas, a la presencia de alteraciones complejas y a una sobrepoblacion
mitotica de las células no leucémicas sobre las células leucémicas; lo cual dificulta la deteccion de

células en division para el analisis en médula 6sea (Venegas, 2004).

...35...



En el cuadro 6 se muestra el estudio citogenético de los pacientes de edad pediatrica, de los cuales,
un solo caso obtuvo cariotipo con resultado (caso 4). Este caso presentd una del(10)(p12) que se

puede observar en la figura 9.

CUADRO 6 ESTUDIO CITOGENETICO DE PACIENTES PEDIATRICOS

CASO EDADI/GENERO MATERIAL CARIOTIPO NUMERO DE
CROMOSOMICO METAFASES
ANALIZADAS

1 1M Hipocelularidad Sin resultado 0

2 14/M Hipocelularidad Sin resultado 0

3 14/M Metafases de mala Sin resultado 0

calidad
4 5IF Obtuvo resultado  46,XX,del(10)(:p12—qter)[5]/46,XX[5] 10

*Resultados basados en (ISCN,2013)

p-LCN

Figura 9. Delecion del cromosoma 10 observada en un
paciente pediatrico con LLA

46,XX,del(10)(:p12—gter) (ISCN,2013)
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Esta delecion no se encuentra descrita para la LLA; a pesar de esto, algunos autores han reportado
casos donde la delecion se presenta asociada con otras alteraciones; un estudio realizado por
Binato y cols., (2013) caracterizd 5 pacientes pediatricos con LLA, reportando un caso de
inmunofenotipo B con cariotipo 46,XY,del(10)(p12) asociado a la t(11;22)(q23;q?), asi también
Raimondi y cols.,, (1992) reportd otro caso de LLA pre-B pediatrico con cariotipo
47,XX,+21,del(10)(p12) asociado con una trisomia 21. También se ha relacionado con un
inmunofenotipo de células B y células precursoras T (Mancini, 2002). A pesar de que esta delecion
no esta descrita para la LLA, se sabe que en la regidon 10p12 se ubica el gen MLLT10, el cual
codifica a un factor de transcripcion (Pruitt, 2012). Ademas se ha visto implicada en otras
alteraciones estructurales importantes descritas en algunos tipos de leucemias mieloides, como la
1(10;11)(p12;g23) (Morerio, 2006).

Dado que no se pudo obtener los resultados de cariotipo en todos los casos, se realizo FISH para la
busqueda de alteraciones numericas (hiperdiploidias) y estructurales (translocaciones 12;21
TEL/AML y 9;22 BCR/ABL) en este grupo de pacientes.

Para el analisis de las alteraciones numéricas y estructurales de ambos grupos de pacientes se
obtuvieron los valores de corte [promedio de células alteradas +3(DS)], mediante el analisis de
muestras de sangre periférica de dos y seis donadores sanos respectivamente. Para los valores de
corte de las sondas centroméricas, se analizaron de manera simultanea los cromosomas 4y 21,y
los cromosomas 10, X e Y en un promedio de 229 nucleos. Y para las sondas de locus especifico

TEL/AML y BCR/ABL se analizaron un promedio de 200 nlcleos por sonda.

En el cuadro 7 se muestra el andlisis de las sondas centroméricas correspondientes a los
cromosomas 4, 10, 21, X e Y, y su numero modal en casos pediatricos. Con base en los valores de
corte, se puede observar valores significativos para la pérdida del cromosoma 4 en dos pacientes, y

para la pérdida del cromosoma 10 en un paciente.
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CUADRO 7 ANALISIS DE SONDAS CENTROMERICAS 4, 10, 21, X, Y EN INTERFASE POR FISH
EN PACIENTES PEDIATRICOS

CEP 4 CEP 10 CEP 21 CEP X CEPY

(IR I I R A 1 IO (A N IR A Y IR B

3 97 0 3 97 0 3 97 0 100 O O O 100 81 45XY-4
2 98 0 O 100 0 3 97 0O 100 O O O 100 206 45XY,-4
0O 100 0 O 100 0 3 97 0 100 0 O O 100 144  46XY

0O 100 0 12 8 0 O 100 0 O 100 O 0O O 127 45XX-10
VC: -4=0%, -10=3% -21=6%, -X=0%, -Y=0%, +4=0%, +10=0%, +21=0%, +X=0%

*= Valor significativo, presentaron alteraciones numéricas

De acuerdo con los resultados, no se observaron hiperdiploidias en estos pacientes. A pesar de que
las hiperdiploidias se presentan con mayor frecuencia en pacientes pediatricos (20-30%), solo se
obtuvieron 4 muestras de este grupo de edad, ademas el pico de mayor frecuencia se observa de
los 3 a los 5 afios; lo cual podria explicar los resultados obtenidos, ya que dos de nuestros casos

tenian 14 afios y solo uno se encontraba dentro de este pico de frecuencia (Gibbons, 1999a).

Se observé una monosomia del cromosoma 4 en los casos 1y 2. Esta monosomia no se encuentra
descrita como tal dentro de la LLA. Sin embargo el cromosoma 4 se ha observado como uno de los
méas implicados en las hipodiploidias (Gibbons, 1999b). Los pacientes con hipodiploidia se han
asociado con un pronostico adverso y su supervivencia puede ser menor a los 11 meses (Ramos,
2011).

También se obtuvieron valores significativos para una monosomia del cromosoma 10 en el caso 4.
Cabe destacar que este mismo caso presento una delecion del mismo cromosoma en el resultado
de cariotipo, lo cual sugiere la presencia de dos clonas: una clona con la alteracion estructural

del(10)(p12) y otra con la monosomia 10. Estos resultados obtenidos podrian deberse al porcentaje
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Num.
Caso

'

de fallo al obtener células en metafase (6.4-34.5%) (Vargas, 2011), ya que en nuestro caso se
lograron analizar 10 metafases mediante citogenética convencional, encontrando 5 células con la
alteracion estructural (delecion del cromosoma 10); mientras que por la técnica de FISH se
analizaron un total de 127 nucleos, observandose un 12% con la monosomia 10. Ademas, la pérdida
de este cromosoma puede deberse a la misma delecion; ya que cuando un cromosoma presenta
inestabilidad tiende a perderse en las siguientes divisiones mitéticas, puesto que esta inestabilidad
afecta la expresion de diversos genes, responsables de la segregacion cromosémica y control del
ciclo celular (Ramirez, 2008).

El andlisis de las sondas para la fusion génica TEL/AML se observa en el cuadro 8 y para la fusion
de BCR/ABL en el cuadro 9. De acuerdo con los valores de corte, no se encontraron valores
significativos con respecto a las fusiones TEL/AML y BCR/ABL, ni para las pérdidas o ganancias de

sus loci.

CUADRO 8 ANALISIS DE LA FUSION GENICA TEL/AML EN INTERFASE POR FISH EN
PACIENTES PEDIATRICOS

% FUSION % NORMALES %PERDIDAS  %GANANCIAS  %PERDIDAS  %GANANCIAS

TEL/AML (1SENAL) (3 SENALES) (1 SENAL) (3 SENALES)
TEL AML N
0 100 0 0 1 0 100
0 100 0 0 0 0 150
0 100 0 0 0 0 59
0 100 0 0 0 0 67

VC: TEL/AML: 0%, -TEL=1.3%, -AML=1.3%, +TEL=0%, +AML=0%
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CUADRO 9 ANALISIS DE LA FUSION GENICA BCR/ABL EN INTERFASE POR FISH EN
PACIENTES PEDIATRICOS

Nam. % FUSION % NORMALES %PERDIDAS ~ %GANANCIAS ~ %PERDIDAS  %GANANCIAS

Caso  BCRI/ABL (1SENAL) (3 SENALES) (1 SENAL) (3 SENALES)
BCR ABL N
0 100 1 0 0 0 200
0 100 0 0 0 0 102
0 100 1 0 15 0 200
0 100 15 0 25 0 200

VC: BCR/ABL: 0%, -BCR=3.15%, -ABL=4.52%, +BCR=0%, +ABL=0%

No se obtuvieron valores significativos para las alteraciones de TEL/AML y BCR/ABL, lo cual podria
deberse a que se captaron muy pocas muestras de pacientes pediatricos y sélo 2 de ellos con edades
menores a los 10 afios; segun lo reportado por otros autores la frecuencia de estas translocaciones se ha
observado en un 20-30% para TEL/AML y en un 2-5% para BCR/ABL en nifios de 2 a 5 afios de edad.
(Artigas, 2006; Farias, 2004). No obstante, los resultados negativos a estas translocaciones confieren un

prondstico intermedio a los pacientes (Anguita, 1999).

En el cuadro 10 se muestran los resultados del estudio citogenético de los pacientes de edad adulta. De
los 13 casos incluidos, 4 obtuvieron un resultado. De los casos que obtuvieron resultado de cariotipo, se
observd un resultado normal (46,XX), una t(8;14)(q24;q24) y una del(6)(q21). Estas alteraciones se
muestran en la figura 10. Ademas en un solo caso se observo alteraciones de tipo numérico, presentando
hipodiploidia y cariotipo compuesto: 35~45,X[4],-4[3],-9[4],-10[4],-12[5],-14[3],-18[6],-19][6],-20[4][cp12].

Una de las metafases analizadas se puede observar en la figura 11.
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CUADRO 10 ESTUDIO CITOGENETICO DE PACIENTES ADULTOS

CASO  EDAD/GENERO MATERIAL CARIOTIPO NUMERO DE
CROMOSOMICO METAFASES
ANALIZADAS
5 41/F Obtuvo resultado 46,XX,1(8;14)(q24;024)[3]/46,XX[19] 22
6 33M Hipocelularidad Sin resultado 0
7 18/M Hipocelularidad Sin resultado 0
8 34/M Hipocelularidad Sin resultado 0
9 21M Hipocelularidad Sin resultado 0
10 56/F Obtuvo resultado 46,XX [15] 15
11 38/F Hipocelularidad Sin resultado 0
12 26/F Hipocelularidad Sin resultado 0
13 31/F Obtuvo resultado 35~45,X[4],-4[3],-9[4],-10[4],-12[5],-14[3],- 12
18[6],-19[6],-20[4][cp12]
14 18/M Metafases de mala Sin resultado 0
calidad
15 25/F Obtuvo resultado 46,XX,del(6)(pter—q21:)[3]/46,XX[4] 7
16 43/F Hipocelularidad Sin resultado 0
17 16/F Metafases de mala Sin resultado 0
calidad

*Resultados basados en (ISCN,2013)
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A) B)

Figura 10. Alteraciones cromosémicas estructurales de pacientes adultos con LLA

A)  46,XXt(8;14)(q24,024)
B) 46,XX,del(6)(pter—q21.) (ISCN,2013)

Figura 11. Metafase de un paciente adulto hipodiploide con cariotipo compuesto

Cariotipo: 39,XX,-4,-10,-12,-18,-19,-19,-22 (ISCN,2013)
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Los resultados de cariotipo normal (caso 10) han sido reportados por otros autores en un 13-32% de las
LLA de linaje B 'y en un 24-43% en las de linaje T, y de acuerdo a otros autores el resultado de cariotipo
normal se ha asociado con un valor pronéstico intermedio (Font, 2007; Mrozek, 2009).

La t(8;14)(q24;924) (caso 5) se encuentra descrita dentro de las LLA asociada a los linajes By T como
1(8;14)(924;911), sin embargo, el punto de rompimiento en 14q abarca el punto de rompimiento de
nuestro caso. Esta translocacion se presenta con una prevalencia de alrededor del 0.5-1.3% en las LLA'y
del 2% en las leucemias linfoblasticas de tipo T. La t(8;14) ha sido asociada a un mal pronéstico, con una
supervivencia media de 11 meses (Cools, 1999), pero cuando los pacientes presentan inmunofenotipo B
tienen una mejor supervivencia cuando son tratados con esquemas intensivos de quimioterapia (Navid,
1999). A pesar de su baja incidencia, otros estudios han reportado que esta translocacion se ve asociada
comunmente con las leucemias de células B (Cigudosa, 1992; Charrin, 1996), concordando con nuestro
caso, el cual presentd inmunofenotipo pre-B. La region en 8924 se conoce por codificar a la proteina
resultante del oncogen C-MYC, que juega un papel importante en la regulacion del crecimiento y
diferenciacion celular; la desregulacion de este gen causada por la translocacion induce a la

transformacion maligna de las células precursoras B en la LLA (Bilhou, 1999; Inaba, 1990; Navid, 1999).

La del(6)(g21) (caso 15) se encuentra reportada con mayor frecuencia en las leucemias linfoblasticas
principalmente de manera terminal, con una prevalencia del 5-15% mediante analisis citogenético
convencional, segun Guo Yy cols., (2015) reportd esta alteracion en un 10.4% de su poblacion estudiada
mediante citogenética convencional y FISH. También se encuentra asociada al inmunofenotipo de células
B y a pacientes de edad adulta; y estd reportada como alteracion unica en el 30% de los casos
(Brigaudeau y cols., 1999); estas caracteristicas coinciden con nuestro caso, el cual presentd esta
delecion como alteracion Unica y de manera terminal, asi como inmunofenotipo pre-B. Otros autores han
reportado que esta delecion sugiere la pérdida de un gen supresor de tumor situado en la region g21
cuya ausencia puede contribuir al desarrollo y transformacion maligna de las células precursoras By T
(Ferdowsi, 2013; Hayashi, 1990). También se ha descrito que la delecion en 6q confiere un prondstico
intermedio para las leucemias linfoblasticas y un prondstico adverso para las leucemias mieloides
(Ferdowsi, 2013; Mougalian, 2011).

La hipodiploidia (caso 13), se presenta en un 2-9% en la LLA del adulto, y la hipodiploidia de 30-39
cromosomas se presenta principalmente en adultos jovenes. Las monosomias mas frecuentes son las de

los cromosomas 1, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 18, 19, 21, 22 y los cromosomas sexuales (Font, 2007; Gibbons,
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1999Db). Estos datos reportados coinciden con nuestro caso con cariotipo compuesto, presentando un
rango en el nimero modal de 35 a 45 cromosomas, Y los cromosomas implicados en la hipodiploidia se
encuentran dentro de los reportados como mas frecuentes. De acuerdo con Puiy cols., (1990) obtuvo un
grupo de pacientes con 30-39 cromosomas, donde predominé el género masculino y edades mayores a
40 afios, esto coincide con otro estudio realizado por Yamamoto y cols., (2015) donde reporta un caso
masculino de edad adulta con hipodiploidia; sin embargo, en nuestro caso fue femenino y menor de 40
afios. El prondstico que se ha asociado a las hipodiploidias es de tipo adverso, con una supervivencia
media de 11 meses (Martin, 2001; Ramos, 2011), ademas, los pacientes pueden presentar una duracion
corta de remision completa (Gibbons, 1999b).

Dado que no se logré obtener el resultado del cariotipo en todos los casos de los pacientes adultos se
realizo la busqueda de la translocacion 9;22 mediante FISH. En el cuadro 11 se muestra el andlisis de la
fusion génica de BCR/ABL en los casos de pacientes adultos. Con base en los valores de corte, no se
observaron valores significativos para la fusion de BCR/ABL en ninguno de los casos; sin embargo, se

observa un valor significativo para la pérdida del loci ABL en el caso 7.
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CUADRO 11 ANALISIS DE LA FUSION GENICA BCR/ABL EN INTERFASE POR FISH EN
PACIENTES ADULTOS

Nam. % FUSION % NORMALES %PERDIDAS ~ %GANANCIAS ~ %PERDIDAS  %GANANCIAS

Caso  BCRI/ABL (1SENAL) (3 SENALES) (1 SENAL) (3 SENALES)
BCR ABL N
0 100 0 0 0 2 100
0 100 2 0 2 0 190
0 100 2 0 6* 0 204

0 100 0 0 4 0 183

8
0 100 3 0 3 0 198
10 0 100 0 0 0 0 100
- 0 100 0 0 47 0 190
- 0 100 0 0 0 0 100
- 100 0 0 0 0 85
- 0 100 0 0 0 0 100
s |

[EEN
[EEN

[EEN
N

[
w
o

[EEN
SN

15 0 100 0 0 0 0 67
0 100 0 0 0 0 9%
0 100 3 0 2 0 183

VC: BCR/ABL: 0%, -BCR=3.15%, -ABL=4.52%, +BCR=0%, +ABL=0%

*= Valor significativo, presentd pérdida del loci ABL

No se observd la translocacion 9;22 a pesar de que es una de las alteraciones mayormente encontrada
en este grupo de edad, lo cual podria deberse a que la frecuencia de esta alteracion es del 20-30% en
estos pacientes (Artigas, 2006) y las muestras estudiadas en este trabajo son pocas con respecto a estos
porcentajes. Sin embargo, la ausencia de esta translocacion confiere al paciente un valor prondstico
intermedio (Anguita, 1999). Ademés se puede observar la pérdida de uno de los loci ABL en el caso 7;
este gen se ha descrito de manera normal como un agente regulador del ciclo celular, ya que tiene

funciones proapoptéticas en respuesta a los agentes de dafio y estrés genotoxico (Chavez, 2009).

Un estudio realizado por Quintana y cols., (2011) report6 2 pacientes leucémicos (uno con LLA) con una

delecion en la region del gen ABL, la cual asociaron con un mal pronéstico y una sobrevida de 36 meses.
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En el cuadro 12 se muestran las caracteristicas hematoldgicas iniciales de los pacientes estudiados.
Estas caracteristicas son importantes, ya que también confieren un pronostico al paciente (Sanchez,
2007). En el momento del diagndstico se obtuvo un rango de 0-86% de blastos en sangre periférica con
una media del 25% y un rango de 64-100% de blastos en médula dsea con una media de 86%. El rango
de la cuenta de leucocitos (WBC) fue de 96-43,200 por L con una media de 9,583 por L, este rango se
encuentra por debajo de 50,000 por pL, que de acuerdo con Pérez (2012) se asocia a un prondstico
favorable. En cuanto a la deshidrogenasa lactica (LDH) se obtuvo un rango de 120-700 U/L con una
media de 274.5 UIL; la deteccidn de esta enzima es importante porque se encuentra clasificada dentro de
los marcadores tumorales més utilizados y ha sido considerada de valor prondstico en pacientes con
tumores en células germinales (Martinez y cols., 2000). Aunque la media se encuentra dentro de los
valores normales, algunos casos presentaron cifras elevadas, las cuales se encuentran asociadas a un

prondstico adverso (Torrelio, 2015).

CUADRO 12 CARACTERISTICAS HEMATOLOGICAS INICIALES DE PACIENTES CON LLA

Caracteristica Media Rango
% Blastos 25.07 0-86
Sangre periférica 86.06 64-100
Médula 6sea
WBC 9,583.05 96-43,200
LDH 274.53 120-700
% Remision
Remision parcial 353
Remision completa 35.3
Sin datos 29.4

Valores normales: Blastos (sangre periférica): 0%, blastos (médula dsea): <5%, WBC: 4,500-
10,000 por pL, LDH: 105-333 U/L

Después del primer mes de tratamiento (induccion a la remision), se observé que 6/17 pacientes
alcanzaron la remision parcial, 6/17 alcanzaron la remision completa y en 5/17 no se especificaron

estos datos, ya que a veces los pacientes abandonan el tratamiento o fallecen antes de este tiempo.
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El nimero de muestras incluidas en este estudio fueron pocas debido a que el Hospital Juarez de México
no es un hospital de concentracion pediatrica y la LLA “per sé” es poco frecuente en pacientes de edad
adulta. Ademas, en el laboratorio de citogenética y biologia molecular se estudian también otro tipo de
padecimientos oncohematoldgicos.

La causa principal de falla al obtener material para el anlisis citogenético se debe principalmente a que
la mayoria de las muestras se presentaban hipocelulares (poco material), esto se debe principalmente a
la mala toma del aspirado de médula 6sea por un arrastre de células sanguineas, a pesar de que en el
laboratorio se realizaron cultivos de 24, 48 y 72 horas para obtener material para el analisis. Ademas,
cabe mencionar que hubo casos en los que se analizaron menos de 20 metafases y segun los criterios de

la nomenclatura internacional (ISCN, 2013), éstos resultaron no concluyentes.

Una de las preocupaciones en el laboratorio es tratar de reportar un resultado que al hematologo le
permita tomar una decision terapéutica, por ello es importante la busqueda por medio de FISH de
translocaciones con valor pronostico como la t(9;22) y la t(12;21), las cuales son especificas para este
tipo de leucemia, asi como la busqueda de hiperdiploidias, ya que no requieren células en division, lo que

facilita su andlisis.

Las 17 muestras estudiadas (incluyendo las hipocelulares) presentaron material suficiente para la
busqueda de estas alteraciones mediante la técnica de FISH. A pesar de que no se encontraron
resultados positivos para estas alteraciones, los resultados negativos tanto para las translocaciones como
para las hiperdiploidias también son importantes, ya que confieren un valor prondstico y son de gran

utilidad para que el médico seleccione el tratamiento adecuado para el paciente.
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Xl CONCLUSIONES

Se realiz6 el estudio citogenético convencional en los dos grupos de pacientes con LLA de
novo.

La técnica de FISH permitio la deteccion de alteraciones cromosomicas numéricas en
pacientes pediatricos, pero no se encontrd la hiperdiploidia como lo reportado en la
literatura, sino la pérdida de cromosomas (hipodiploidia), correlacionada con mal pronéstico.
No se detectaron las alteraciones estructurales t(12;21) y t(9;22) mediante la técnica de
FISH en ambos grupos, sin embargo, se logro identificar pérdidas del loci ABL.

No se pudo correlacionar los datos hematoldgicos y clinicos con las alteraciones numéricas

y estructurales por el nimero limitado de pacientes.
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XII. PERSPECTIVAS

v Realizar una estrategia para la correcta toma de muestra en estos pacientes, ya que se
presentaron dificultades para obtener el resultado, debido a la hipocelularidad.

v Incrementar el nimero de muestras para observar las frecuencias de las alteraciones
numéricas y estructurales en estos pacientes.

v' Utilizar métodos de hiologia molecular para detectar mas alteraciones estructurales

importantes para el valor pronéstico.
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