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RESUMEN

Este trabajo recopila informacion reciente sobre las técnicas de diagndstico citogenético y
molecular en las Leucemias; mediante el analisis de bibliografia cientifica para demostrar
la importancia de un diagnéstico integral en pacientes con Leucemia y la relacién de este
en la eleccion del tratamiento adecuado, ademas presenta informacion sobre las
alteraciones cromosomicas halladas recientemente en este tipo de pacientes que permitan

la actualizacion de estos temas.

Las leucemias son un grupo de neoplasias hematooncolégicas que se caracteriza por un
crecimiento autbnomo y desmedido de formas inmaduras de leucocitos (blastos)
provenientes de una clona maligna, que terminan por volverse la estirpe predominante en
la médula 6sea, con la consecuente disminucién del resto de series hematopoyéticas. La
etiologia de las leucemias esta principalmente relacionada a las mutaciones genéticas que
originan fallas en el ciclo celular y es posible conocerlas de manera puntual a través de las
técnicas de diagnéstico citogenético y molecular, mismo que tienen relevancia en el
pronéstico y la eleccion del tratamiento adecuado para los pacientes. El protocolo general
para el diagnéstico de la Leucemia incluye biometria hemética, aspirado de medula 6sea,
tinciones citoquimicas, citogenética clasica, citogenética molecular y biologia molecular, en

conjunto estas técnicas fortalecen el diagnéstico inicial y el seguimiento del paciente.

La citogenética clasica utiliza técnicas de bandeo cromosomico para el diagndstico, siendo
la técnica de bandeo G la mas utilizada en pacientes con Leucemia. La técnica de bandeo
G permite tefiir ciertas regiones de los cromosomas en metafase, es decir, cuando estan
condensados. El resultado de la tincion es una coloracion oscura en determinadas zonas
de cada cromosoma, lo que da un patron de bandas caracteristico y repetible para cada
cromosoma y cada brazo dentro de cada cromosoma. Las bandas surgen de la tincién
desigual de las proteinas acompafantes del 4cido desoxirribonucleico. De esta forma se
hacen evidentes las alteraciones cromosémicas de los pacientes, que pueden ser

inversiones, deleciones, translocaciones o duplicaciones.

Por otra parte la hibridacion fluorescente in situ (FISH), permite la deteccién y localizacion
de secuencias especificas de DNA sobre cromosomas y suele ser la mas efectiva ya que

genera menos falsos positivos y negativos y no requiere células en division. La técnica se
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basa en hibridar los cromosomas a una pequefa secuencia de DNA llamado sonda que
tiene una molécula fluorescente pegada a ella. La secuencia de la sonda se une a su
secuencia correspondiente en el cromosoma, para luego visualizarse a través de un
microscopio de fluorescencia. Esta técnica utiliza paneles de sondas especificas de genes
para pérdida, ganancia y translocaciones soméaticas recurrentes. Lo cual la hace una
técnica efectiva para el diagnostico de Leucemia pues son conocidas algunas sondas

especificas para esta patologia.

Por ultimo la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) han permitido identificar mas de
50 translocaciones cromosémicas, muchas de las cuales han demostrado ser especificas
para distintos subtipos de leucemias. Una de las técnicas mas usadas, es la PCR con
transcripcién reversa (RT-PCR), mediante la cual a partir de secuencias del RNA mensajero
es posible detectar transcriptos de fusién, por ejemplo, del gen BCR-ABL e identificar
diferentes reordenamientos segun el punto de ruptura dentro del gen BCR con una mayor
sensibilidad y especificidad que con el estudio citogenético. De este modo, el uso de la
técnica de RT-PCR entrega mayor informaciéon para el diagndstico y pronéstico de las
leucemias, como también es de gran utilidad en la deteccién de la enfermedad residual

minima (ERM) durante la remision clinica.
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1. Justificacion

Se eligio el tema del diagnostico citogenético y molecular de las leucemias, ya que integra
3 areas importantes de estudio de la carrera de Bioquimica Diagndstica y genera un
enfoque completo en el diagndstico de las leucemias, ademas proporciona datos y
bibliografia actualizada que sirven como referencia para futuros estudios hematolégicos,
citogenéticos y moleculares en el diagnostico de esta patologia, asi como informacion de
los hallazgos mas recientes de alteraciones cromosémicas encontradas en pacientes con

leucemia.

Este trabajo propone que los estudios hematol6gicos, citogenéticos y moleculares deben
formar parte de un diagndstico integral (no excluyente uno del otro), que genere datos
precisos para la clasificacion de la leucemia del paciente, su pronéstico y eleccion del
tratamiento adecuado. Esto solo es posible conociendo y profundizando en las técnicas de
diagndstico citogenético clasico, citogenético molecular y de biologia molecular para las

leucemias, mismos que se abordan en este trabajo.
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2. Introduccioén

La investigacidn en el &rea de la genética orientada al estudio de las neoplasias ha permitido
importantes avances en el entendimiento del fenomeno de la transformacion maligna al
descubrir alteraciones cromosoémicas utiles en el diagndstico y prondstico de la entidades
neoplasicas, y con el conocimiento acerca de los oncogenes, los genes supresores de
tumor, y su funcionamiento, ha abierto alentadoras perspectivas para la prevencion y el

tratamiento del cancer.”

Las leucemias son neoplasias de las células hematopoyéticas que proliferan en la médula
Gseay se diseminan a la sangre periférica e incluso a otros tejidos. Estas células muestran
defectos de maduracién y su acumulacion en la médula 6sea determina un frenado de la
hematopoyesis natural, la que acaban sustituyendo, llegando a ser inmaduros la mayor

parte de los elementos sanguineos.*

Las leucemias conforman un grupo de enfermedades en las que la manifestacion comuin
es una proliferacion no regulada y maligna de células endégenas de la médula ésea. La
leucemia puede involucrar cualquiera de las células formadoras de la sangre o0 sus
precursores y encontrarse en lesiones metastasicas en todo el organismo, como el cerebro,
higado, bazo y ganglios linfaticos. Si bien cada tipo de leucemia progresa de manera
diferente, las células que proliferan de manera no regulada; por lo general reemplazan la
médula normal, interfieren por dltimo con la funcién de la médula normal, pueden invadir

otros érganos y si no se tratan terminan por causar la muerte.®

Las leucemias se observaron por primera vez en 1845. Las leucemias cronicas fueron las
primeras en detallarse, se notaron un aumento del tamafo de los bazos y “sangre blanca”
en la autopsia de pacientes que habian fallecido por una enfermedad crénica no descrita
de 1 a 2 anos de duracion. La descripcion “sangre blanca” se tradujo con posteridad a la
palabra griega leucemia. La leucemia aguda se describi6 cerca de 25 afios después,
cuando se notd que los pacientes con “sangre blanca” fallecian con rapidez, después de
una enfermedad debilitante prolongada. Fue recién en 1877 cuando se desarroll6 una
técnica de coloracién que permitié la evaluacion microscoépica de los leucocitos y establecio
que la “sangre blanca” era consecuencia de cantidades aumentadas de corpusculos

blancos. Después en 1900 se estableci6é que las leucemias agudas y cronicas involucraban
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diferentes tipos de leucocitos. En las leucemias cronicas, la “sangre blanca” esta formada

por células maduras; las leucemias agudas involucraban células inmaduras o blastos.®

Desde la década de 1900 las leucemias se estudiaron por microscopia, coloraciones
citoquimicas, microscopia electronica, marcadores inmunes nucleares y de superficie y
técnicas citogenéticas. Mediante la subclasificaion de reordenamientos y mutaciones
génicas especificas y tratamientos especificos para estos cambios, es de esperar que se

desarrollen tratamientos mas eficaces y curativos para las leucemias agudas y cronicas.’

Con relacion a las leucemias, las alteraciones citogenéticas pueden corresponder a
cambios en el nUmero o estructura cromosomica. Para el estudio de estos cambios es Uutil
tener en cuenta que una clona es una poblacion celular que se deriva de una simple célula
progenitora. Se infiere este origen clonal cuando las células tienen la misma o muy similar
anormalidad cromosOmica. En general, se acepta que exista una clona cuando dos o0 mas
células tienen la misma aberracion estructural o presentan el mismo cromosoma
supernumerario. Cuando la aberracién implica pérdida de un cromosoma, este cambio debe

estar presente por lo menos en tres metafases.’

Es caracteristico encontrar en las células de las leucemias: aumento (hiperploidia) o
disminucién (hipoploidia) en el nimero de los cromosomas; células pseudodiploides, que
son aquellas que contienen un ndmero cromosémico aparentemente normal pero tienen
aberraciones estructurales; rompimiento con fracturas, fragmentos acéntricos, cromosomas
diminutos, dicéntricos o en anillo. Uno de los aportes mas significativos de la citogenética,
lo constituye el haber demostrado alteraciones cromosémicas especificas en las

leucemias.”

Los avances moleculares y citogenéticos de las leucemias han tenido un papel muy
importante en el pronéstico, seguimiento y caracterizacion de la enfermedad, sin embargo
en México el diagndstico de las Leucemias, asi como su clasificacion, eleccion del
tratamiento y el seguimiento del padecimiento se fundamentan principalmente en hallazgos
clinico-patolégicos y pruebas béasicas de laboratorio como biometria hematica,
inmunofenotipo y aspirado de medula ésea, que son fundamentales en el estudio de estas
patologias, sin embargo deben ser complementados con las técnicas citogenéticas y de
biologia molecular que proporcionan informacion adicional para la caracterizacion completa

y prondstico de las Leucemias; es por eso que en este trabajo se profundiza sobre dichas

17




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM

técnicas y se proporciona informacion actualizada de ellas, ademas se propone generar

siempre un diagndstico integral y completo para los pacientes con leucemia. 88

En este trabajo, ademas se podran observar las alteraciones cromosomicas encontradas
recientemente. La caracterizacion molecular y citogenética de las aberraciones
cromosdmicas que ocurren con frecuencia en pacientes con leucemias presentan analisis
moleculares nuevos que permiten el diagndstico preciso de los subtipos de leucemias, la
medicion de la respuesta terapéutica y la determinacion de la enfermedad residual

minima.1t 24
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3. Objetivo

Recopilar informacion reciente sobre las técnicas de diagndstico citogenético y molecular
en las Leucemias; mediante el analisis de bibliografia cientifica para demostrar la
importancia de un diagnéstico integral en pacientes con Leucemia y la relacion de este en
la eleccion del tratamiento adecuado, asi como presentar informacion sobre las alteraciones
cromosOmicas halladas recientemente en este tipo de pacientes que permitan la

actualizacion de estos temas.
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4. Generalidades

4.1 Ciclo celular y su regulacion

El control adecuado de la divisién celular es vital para todos los organismos, en los
organismos multicelulares en desarrollo, la replicacion de cada célula debe de estar
controlada y cronometrada de forma precisa para completar de manera fiel y reproducible
el programa de desarrollo de cada individuo. Cada tipo de célula en todos los tejidos debe
controlar su replicacion precisamente para el desarrollo normal de érganos complejos,
como el cerebro o los rifiones, por ejemplo. En un adulto normal, las células se dividen solo
cuando y donde son necesarias, sin embargo, la pérdida de los controles normales de la

replicacion celular es el defecto fundamental del cancer. 5

El término del ciclo celular hace referencia a la serie de eventos ordenados que llevan a la
division celular y a la produccién de dos células hijas, cada una de las cuales contiene
cromosomas idénticos de la célula parental. Durante el ciclo celular, ocurren dos procesos
moleculares importantes, con intervalos de reposo entre uno y otro: durante la fase S del
ciclo cada cromosoma parental se duplica para formar dos cromatidas hermanas idénticas;
en la mitosis (fase M), las croméatidas resultantes se distribuyen en cada célula hija. La
replicacion y segregacion de los cromosomas en las células hijas debe ocurrir en el orden
adecuado en cada division celular. Se requiere mucha precision y fidelidad para asegurarse
de que la replicaciéon del DNA se lleva acabo de manera correcta y de que cada célula hija
hereda la cantidad correcta de cromosomas. Para lograr esto la division celular esta
controlada por mecanismos de vigilancia, que previenen el inicio de cada paso de la division
celular hasta que se hayan completado los pasos previos de los que depende y se hayan
corregido los errores que ocurrieron durante el proceso. Las mutaciones que inactivan o
alteran la operacion normal de estas vias del punto de control contribuyen a la generacion
de células cancerosas dado que resultan en reordenamientos cromosémicos y en
cantidades de cromosomas anormales, que llevan mas mutaciones y cambios en el nivel

de expresion genética que causan el crecimiento celular descontrolado.5!

Los grandes controladores del ciclo celular son un pequefio nUmero de proteincinasas
heterodiméricas que contienen una subunidad reguladora (ciclina) y una subunidad

catalitica (cinasa dependiente de ciclina o CDK). Regulan las actividades de mudltiples
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proteinas involucradas en la entrada del ciclo celular, la replicacion del DNA y la mitosis al
fosforilarlas en sitios de regulacién especificos, activando algunas e inhibiendo otras para
coordinar sus actividades. La degradacion regulada de proteinas también juega un papel
esencial en las transiciones importantes del ciclo celular. Dado que la degradacion de las
proteinas es irreversible, esto asegura que los procesos solo se mueven en una direccion
a través del ciclo celular. Ademas la division celular también es necesaria en el cuerpo para
reemplazar las células perdidas por desgaste, mal funcionamiento o por muerte celular

programada. 6% 9

Debido a todo lo anterior se dice que el ciclo celular se puede definir como un conjunto de
eventos ordenados y regulados que aseguran el crecimiento de una célula y su divisién en

dos células hijas idénticas.

El ciclo celular se divide en cuatro etapas principales, y/o en dos fases generales: interfase
y mitosis (figura 1). Las células somaticas de mamifero en el ciclo celular (replicacion)
crecen en tamafio y sintetizan RNA y proteinas requeridas para la sintesis de DNA durante
la fase G1. Cuando las células han alcanzado el tamafio apropiado y han sintetizado las
proteinas requeridas, entran en el ciclo atravesando un punto en G1, que se conoce como
start. Una vez que se ha cruzado este punto, la célula se dedica a la division celular. El
primer paso hacia la division celular exitosa es la entrada en la fase S (replicacion del
material genético), el periodo en el cual las células replican activamente sus cromosomas.
Después de progresar a una segunda fase de intervalo, la fase G2, las células comienzan
el complicado procesos de la mitosis, también llamada fase M (mitética), que a su vez esta
dividida en varias etapas. Entonces se puede decir que la Fase G1 y G2 implican una
actividad metabdlica para el crecimiento en masa de la célula. Cada cromosoma esta
compuesto por dos moléculas de DNA idénticas que resultan de la replicacion del DNA,
mas las histonas y otras proteinas asociadas a los cromosomas. Las dos moléculas de DNA
idénticas y proteinas asociadas a los cromosomas que forman un cromosoma se llaman
cromatidas hermanas, las cuales estan unidas unas a otras por entrecruzamiento de

proteinas a lo largo de su longitud. 6% 7
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Cell growth

MITOSIS

INTERFASE

Figura 1. Fases del ciclo celular de una célula somatica eucariota. Interfase es la etapa previa a
la mitosis donde la célula se prepara para dividirse. Mitosis es la fase del ciclo celular que da lugar a
la division del nucleo, en la que se conserva intacta la informacion genética contenida en los
cromosomas. 108

4.1.1 Interfase
En la interfase, la célula se encuentra en estado basal de funcionamiento. Es cuando se
lleva a cabo la replicacion del ADN y la duplicacién de los organulos para tener un duplicado
de todo antes de dividirse. Es la etapa previa a la mitosis donde la célula se prepara para
dividirse, en ésta, los centriolos y la cromatina se duplican, se hacen visibles los
cromosomas los cuales se observan dobles. La interfase, también se define como aquel
momento de la vida celular en que ésta no se esta dividiendo. Tras la replicacién tendremos
dos juegos de cadenas de ADN, por lo gue la mitosis consistira en separar esas cadenas y

llevarlas a las células hijas.®*

Fase G1. Lafase G1 es la primera fase del ciclo celular, en la que existe crecimiento celular
con sintesis de proteinas y de RNA. Comprende el periodo que transcurre entre el fin de
una mitosis y el inicio de la sintesis de DNA. Durante esta fase la célula duplica su tamafio
y masa debido a la continua sintesis de todos sus componentes, como resultado de la
expresion de los genes que codifican las proteinas responsables de su fenotipo particular.

Este es un punto importante de revision, ya que si las células presentan DNA dafiado deben
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ser arrestadas en esta fase para que no se sintetice DNA dafiado. La carga genética en

humanos es diploide.% 7©

Fase S. La fase S (sintesis) es la segunda fase del ciclo celular; en esta se produce la
replicacion o sintesis del DNA, permitiendo la formacion de las crométidas hermanas. Con
la duplicacion del DNA, el nacleo contiene el doble de proteinas nucleares y de DNA que al
principio. Esta fase ocupa alrededor de la mitad del tiempo que dura el ciclo celular en una
célula de mamifero. La célula adquiere el tamafio suficiente, las proteinas y energia (ATP),
se generan dos copias de DNA idénticos, en esta fase la cromatina se encuentra
desenrrollada en hebras, es decir, dos cadenas de DNA (cromatinas hermanas).®® ©

Fase G2. Durante la fase G2 ocurre la preparacion para la mitosis en la cual se producira
reparticion equitativa del material genético; todos los organelos y la maquinaria necesaria
esencial para la division de la célula progenitora en dos células hijas idénticas en contenido,
aungue de menor tamafo, se adquieren en esta etapa. La cromatina recién duplicada, que
esta dispersa en el nucleo en forma de cordones filamentosos, comienza a enroscarse
lentamente y a condensarse en una forma compacta llamada cromosoma; ademas, la célula
realiza una confirmacion completa del DNA duplicado anteriormente. Durante este periodo
la célula empieza a ensamblar las estructuras especiales requeridas para asignar un
conjunto completo y equitativo de cromosomas a cada célula hija lo cual se desarrollara

durante la mitosis.®°

4.1.2 Mitosis

La fase M. Es la divisidn celular en la que una célula progenitora se divide en dos células
idénticas. Esta fase se subdivide en profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis
(figura 2). El punto conocido como G2/M ocurre antes de la division celular. En este punto
se debe evitar el inicio de la mitosis, cuando el DNA ha sufrido algun dafio previo durante
Gl,SoenG2.7
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Citocinesis

Profase

Telofase

Metafase

Anafase

Figura 2. Fase M (mitosis) del ciclo celular. Division del ntcleo en dos nucleos hijos (cariocinesis)
y division del citoplasma (citocinesis). Este tipo de division ocurre en las células somaticas.®!

Profase. Al final del periodo G2, empieza la mitosis, y la cromatina sufre una
progresiva condensacion debido al superempaguetamiento y
superenrrollamiento de los cromosomas. Esto es el principio de la profase
mitotica. Segun avanza la profase, los cromosomas van individualizandose y van
apareciendo como estructuras perfectamente diferenciadas dentro del nucleo
celular. El proceso es mas sencillo si todo esta condensado, individualizado, y
las dos partes a separar (en este caso las cromatides) perfectamente
diferenciadas. Mientras los cromosomas continlan condensandose Yy
haciéndose visible su estructura de dos cromatides, en el citoplasma y mas
concretamente en dos polos opuestas del mismo, se van organizando unos
centros emisores de microtibulos. El nucleolo desaparece y la membrana
nuclear se rompe y disgrega. De esta forma esos microtubulos puenden entrar
en contacto con las regiones centroméricas de los cromosomas y unirse a los

cinetocoros. Este haz de microtibulos es lo que se denomina huso mitético.”
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= Metafase. Cada uno de los cinetocoros de cada cromatide empieza a captar
estos microtubulos, como consecuencia de ello el cromosoma se mueve por el
citoplasma en movimientos de polarizacién u orientacion (cada cromatidio se
orienta hacia un polo celular) y de congresién: cada cinetocoro capta micrtubulos
de un polo, su hermano del polo contrario, por fuerzas de tensién el cromosoma
se mueve hacia uno u otro polo, cuando el nimero de microtibulos captado por
cada cinetocoro hermano es aproximadamente igual, las fuerzas de tension se
equilibran y el cromosoma tiende a quedarse en el centro de la célula, al ocurrir
este fendbmeno en todos los cromosomas, decimos que se produce una
congresion de los cromosomas en el centro de la célula, en la zona del ecuador
de la misma. Esta agrupacion de todos los cromosmas en la placa ecuatorial de
la célula es lo que denominamos metafase, los cromosomas ademas de estar
en el centro, estan orientados anfitélicamente, esto es, las dos cromatides
orientados hacia polos opuestos de la célula.”

= Anafase. Cuando todos los cromosomas estan dispuestos en la placa
ecuatorial, se produce una nueva sefial en la célula, que produce que cada
cinetocoro hermano sea arrastrado hacia un polo distinto de la célula. Esta
separacion de cinetocoros conlleva la separaciéon de las cromatides hermanos,
con lo cual el cromosoma se escinde en sus dos cromatides y cada uno de ellos
migra hacia un polo celular distinto. Como cada cromatide es genéticamente
igual a su hermano a cada polo celular se dirige una idéntica informacién
genética.”?

= Telofase. Se tienen dos ndcleos opuestos e idénticos. La cromatina empieza a
descondensarse, el nucleolo y la membrana nuclear vuelven a recontruirse, se

forman dos ntcleos hijos.”
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Figura 3. Mitosis de una célula eucariota por estapas, vista con microscopia de contraste. a.)
Célula eucariota en Interfase. b.) Célula en Profase los cromosomas van individualizandose y van
apareciendo como estructuras perfectamente diferenciadas dentro del nacleo celular., c.) Célula en
Metafase cuando todos los cromosomas estan dispuestos en la placa ecuatorial, d.) Célula en
Anafase separacion de cinetocoros que conlleva la separacién de los cromatides hermanos, €.)
Célula en Telofase se forman dos nucleos hijos.”?

Como ocurre en muchos otros procesos celulares para que el ciclo celular se ponga en
marcha es necesaria la presencia de un estimulo que la célula sea capaz de interpretar a
través de sus receptores para asi poder encender la maquinaria molecular del ciclo. A este
proceso se le conoce como transduccion de sefiales y es mediado por complejos proteicos
de funciones especificas denominados transducisomas. Aquellas proteinas que constituyen
el estimulo o sefial extracelular que le indica a una célula que entre en proliferacion, se
conocen como factores de crecimiento. Estos factores (llamados también citocinas) son
producidos naturalmente por el organismo y en ocasiones su actividad no solo se limita a
inducir la proliferacion sino también la diferenciacion celular. Una vez que el ligando (factor
de crecimiento) se une a su receptor de membrana le produce a este un cambio
conformacional que se traduce comunmente en una actividad enzimética sobre otras
proteinas que forman parte de la via de sefalizacibn en la célula (acopladores,
amplificadores, etc.). En las vias de sefializacién para factores de crecimiento se ha

encontrado que las reacciones predominantes son las fosforilaciones. *
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La progresion del ciclo celular es activada directamente por una serie de heterodimeros
formados por las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclina (CDKSs). La decision de una
célula para entrar en fase S, por ejemplo, esta estrechamente controlada por el complejo
ciclina D/CDK4/6 y los complejos ciclina E/CDK2, seguido del complejo ciclina A/ICDK2 a lo

largo de la fase S.”

Las concentraciones de las subunidades cataliticas, la cinasas dependientes de ciclina
(CDK), son constantes a través de todo el ciclo celular. Sin embargo, no tienen actividad
cinasa a menos que estén asociadas con una subunidad reguladora de ciclina. Cada CDK
puede asociarse con un pequefio nimero de diferentes ciclinas que determinan la
especificidad del sustrato del complejo, es decir, que proteinas fosforila. Cada ciclina solo
esta presente y activa durante la etapa del ciclo celular que promueve vy, por lo tanto,
restringe la actividad cinasa de la CDK que une a esa etapa Unicamente. Los complejos
ciclina-CDK activan o inhiben cientos de proteinas involucradas en la progresion del ciclo
celular al fosforilarlas a sitios reguladores especificos. Asi, la progresion adecuada a lo largo
del ciclo celular esa gobernada por la activaciéon de los complejos de ciclina-CDK
apropiados en el momento adecuado. El objetivo de cada division celular es generar dos
células hijas de composicién genética idéntica. Para lograr esto, los eventos del ciclo celular
deben ocurrir en el orden adecuado. La replicacion del DNA siempre debe ocurrir antes de
la segregacion de los cromosomas. La actividad de las proteinas clave que promueven la
progresion del ciclo celular, las CDK cambian durante el ciclo celular. Por ejemplo, la CDK
gue promueven la Fase S estan activas durante la Fase S, pero inactivas durante la Mitosis.
La CDK que promueven la mitosis solo estan activas durante la mitosis. Estos cambios en
la actividad de las CDK son un aspecto fundamental del control del ciclo celular en los
eucariontes. Los cambios se generan por mecanismos de retroalimentacién positivos, en
los que CDK especificas promueven su propia activacion. Estos bucles de retroalimentacion
positivos estan acoplados con mecanismos de retroalimentacion negativos subsiguientes
en los que, indirectamente o con un retraso programado, las CDK promueven su propia

inactivacion. 61

En resumen el ciclo celular es la secuencia de eventos que se producen cuando se estimula
una célula para crecer y dividirse. Inicia con células en reposo (fase GO0), las cuales tienen
que ser estimuladas por factores de crecimiento con el fin de entrar en el ciclo celular, lo
gue comienza con el primer periodo de crecimiento (fase G1) en el que se prepara para un

periodo de sintesis de DNA (fase S). Hacia el final de G1, hay un punto de restriccion (R),
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en que se repara el DNA en caso de estar dafiado. De no ser asi, sigue adelante el ciclo.
Una vez que se han duplicado sus cromosomas, la célula entra a un segundo periodo de
crecimiento (fase G2), cuando se prepara para dividirse en dos células hijas durante el
periodo de la mitosis (fase M). Esta fase M se divide en una serie de pasos discretos que
comienzan con la profase y luego pasan a través de la metafase, anafase, telofase vy,

finalmente, el proceso de la citocinesis, que divide la célula en dos iguales.”

Cell Cycle Progression and DNA Repair

There are three major regulatory cell cycle checkpoints - G,/S, intra-S phase and G/M phase. A cell

can only pass through these checkpoints in the presence of stimulatory signals and in the absence of

DNA damage. The cell cycle checkpoints are controlled by tumor suppressors and cyclin-dependent i p o

kinases (cdks). Cdks act in concert with their regulatory subunits cyclins, to control cell cycle Cyclin D +— QLEENLEY — CE) —
progression. Cdks are constitutively expressed and are regulated by several kinases and phosphatases, 1
including Wee1 kinase and Cdc25 phosphatase. I

Proteasome

At specific points in the cell cycle, DNA damage is detected and repaired. This process is initiated

by the DNA damage sensors, ATM and ATR kinase. Checkpoint Kinases Chk1 and Chk2 initiate

signaling cascades that activate DNA damage checkpoints in G, and G,. The spindle assembly : DNA damage
checkpoint (SAC) delays anaphase of mitosis until all chromosomes are properly aligned on the Cyclm D

spindle, preventing aneuploidy. Kinases including aurora kinase B (Aur B), PLK1 and Mps1 are p21 p53 }
implicated at various control points in the cell cycle. @ l
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Figura 4. Progresion del ciclo celular y su regulacion. En puntos especificos en el ciclo celular, el
dafio del DNA se detecta y repara. El proceso es iniciado por los sensores de dafio de DNA, ATM y
ATR kinasa. Las quinasas de punto de control Chkl y Chk2 inician cascadas de sefializacién que
activan los puntos de control de dafio al DNA en G1 y G2. El punto de control del ensamblaje del eje
(SAC) retrasa la anafase de la mitosis hasta que todos los cromosomas estén correctamente
alineados en el gje, evitando la aneuploidia. Las quinasas incluyendo aurora quinasa B (Aur B), PLK1
y Mps1 estan implicadas en varios puntos de control en el ciclo celular.4
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4.2 Cancer

El cancer es una enfermedad conocida desde la antigiedad, pero que ha comenzado a
tener importancia a partir del siglo XX debido a la magnitud de las cifras de mortalidad que
ocasiona. El cancer es la Unica enfermedad cronica curable en el 50% de los casos, si es

diagnosticado a tiempo. 32

El diagnostico de cancer es determinado por el estudio que el patélogo realiza de las
muestras del tumor provenientes de la cirugia o de una biopsia. El grado y otros factores
pronosticos celulares permanecen desconocidos hasta el diagndstico anatomopatolégico,
clinico y molecular. La clasificacién del cancer esta determinado por el érgano donde se
origina, el tipo de célula del que deriva, asi como del aspecto de las células tumorales. La

metastasis es del mismo estirpe celular que el del tumor primario.
Atendiendo al origen de las células cancerosas existen 5 tipos principales de cancer:

a. Carcinomas: derivados de las células que recubren la superficie interna o externa
de los 6rganos (tejido epitelial). Se incluyen en los carcinomas: adenocarcinomas

los derivados de células de origen glandular.33

b. Sarcomas: derivados del tejido conectivo: huesos, tendones, cartilago, vasos,

grasa y musculo.®

c. Linfomas: originados en los ganglios linfaticos, lugar de maduracion del sistema

inmune.33

d. Leucemias: originadas en las células de la médula 6sea que producen las células

sanguineas.*?
e. Mieloma: Se presenta en las células plasmaticas de la médula ésea.*?

El cancer se desarrolla a partir de la acumulacion y seleccién sucesiva de alteraciones
genéticas y epigenéticas, que permiten a las células sobrevivir, replicarse y evadir
mecanismos reguladores de apoptosis, proliferacion y del ciclo celular. El cancer se debe a
fallas de los mecanismos que por lo general controlan el crecimiento y la proliferacion de
las células. Durante el desarrollo normal y a lo largo de la vida adulta, sistemas de control
genético regulan el equilibrio entre el nacimiento y la muerte celular en respuesta a sefiales
de crecimiento. El cancer ocurre cuando los mecanismos que mantienen estas tasas de

crecimiento normal funcionan mal y causan divisién celular en exceso. %* 5!
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Las principal diferencia entre el cAncer en nifios y adolescentes y el que se presenta en la
edad adulta, es que se estima que aproximadamente 80% de los casos en adultos son
prevenibles (OPS, 2015) y, aproximadamente 30% de las defunciones por esta enfermedad
se deben a cinco factores de riesgo relacionados con estilos de vida y de alimentacion:
elevado indice de masa corporal, falta de actividad fisica, bajo consumo de frutas y
verduras, tabaquismo y alcoholismo. Infecciones como el virus del papiloma humano,
hepatitis B y C, también son precursoras de lesiones celulares que pueden desencadenar
la formacion de tumores malignos (WHO, 2017). Existen otros factores que no estan
relacionados al estilo de vida y que son capaces de generar un dafio en el DNA y que
contribuyen al desarrollo del cancer, como: algunos quimicos (exposicion a benceno, por
ejemplo), radiaciones ionizantes, farmacos, susceptibilidad genética (como pacientes con
Sindrome de Down) o simplemente una mutacién somatica. Ademas con la edad es mas
factible que se presenten alteraciones en los mecanismos celulares que, en combinacién

con otros factores, den lugar al desarrollo de la enfermedad.3 %°

Un factor de riesgo es cualquier factor que aumenta la posibilidad de que una persona
desarrolle cancer. Si bien los factores de riesgo pueden influir en el desarrollo del cancer,
la mayoria no son una causa directa de esta enfermedad. Algunas personas que tienen
varios factores de riesgo nunca desarrollan cancer, mientras que si lo hacen otras personas
sin factores de riesgo conocidos. Sin embargo, el hecho de conocer los factores de riesgo
puede ayudar a tomar decisiones fundamentadas sobre el estilo de vida y el cuidado de la

salud.®®

Las pérdidas en la regulacion celular que originan la mayoria o todos los casos de cancer
se deben a dafio genético, a menudo acompafiado por influencias de los factores de riesgo
antes mencionados. Todavia se estudian como es que estos diferentes factores pueden

interactuar de una manera multifactorial y secuencial para producir tumores malignos. 5% 6

4.2.1 Definicion de Cancer

La palabra cancer se utiliza para nombrar a un grupo de enfermedades en las cuales el
organismo produce un exceso de células malignas y division méas alla de los limites
normales; con rasgos tipicos de comportamiento y crecimiento descontrolado. La célula
cancerosa “olvida” la capacidad para morir y se divide casi sin limite, estas células llegan a

formar unas masas, que en su expansion destruyen y sustituyen a los tejidos normales,
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dando lugar a tumores sélidos o enfermedades hematolégicas y/o linfaticas en funcion de

los tejidos afectados.?®

Normal Cancer

Grandes cantidades de células
de forma irregular dividiéndose

Ndacleos grandes de forma variable

Volumen citoplasmatico pequefo
en relacién a los nicleos

Variacion en el tamafo y forma de
las células

Pérdida de las caracteristicas de
células especializadas normales

Arreglo desorganizado de células

Limites del tumor deficientemente
definidos

Figura 5. Comparacion de caracteristicas morfoldgicas de células normales y cancerosas en las
primeras etapas de la enfermedad.1%”

El cancer puede considerarse como una enfermedad genética porque puede rastrearse
hasta alteraciones dentro de genes especificos, pero en la mayor parte de los casos no es
hereditario. En una enfermedad hereditaria, el defecto genético se halla en los cromosomas
de uno de los padres y se transmite al cigoto. En cambio, las alteraciones genéticas que
conducen a la mayoria de los canceres surgen en el DNA de una célula somética durante
la vida del individuo afectado. A causa de estos cambios genéticos, en las células
cancerosas se liberan muchas de las restricciones a las que se encuentran sujetas las
células sanas. Las células sanas no se dividen a menos que sean estimuladas para hacerlo
a través de la maquinaria homeostatica del cuerpo; tampoco sobreviven cuando incurren
en un dafio irreparable; ni se separan de un tejido para empezar colonias nuevas en otro
sitio del cuerpo. Por el contrario, en la mayor parte de las células cancerosas se
descomponen estas influencias reguladoras que protegen al cuerpo del caos y la
autodestruccion. Lo que es mas importante, proliferan de manera incontrolable y producen

tumores malignos que invaden el tejido sano circundante. Mientras el crecimiento del tumor
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permanezca localizado, la enfermedad casi siempre puede tratarse y curarse mediante la
extirpacion quirdrgica de la neoplasia. Sin embargo, los tumores malignos son propensos a
metastasis, es decir, a diseminar células apdstatas que se separan de la masa original,
ingresan a la circulacion linfatica o sanguinea y se extienden a sitios distantes del cuerpo,
donde establecen tumores secundarios letales (metastasis) que ya no son susceptibles a

extirpacion quirdrgica.?®

Los tumores o ‘neoplasias’ son proliferaciones anormales de los ‘tejidos’ que se inician de
manera aparentemente espontanea, de crecimiento progresivo, sin capacidad de llegar a
un limite definido. Las tres caracteristicas principales de los tumores son: Forman una masa
anormal de células; poseen crecimiento independiente, excesivo y sin control y tienen la
capacidad de sobrevivir incluso después de desaparecer la causa que lo provocé. En las
neoplasias es muy importante tener en cuenta que se pierden las capacidades de respuesta
a los controles normales del crecimiento, ya que las células tumorales contindan
proliferando de forma indiferente e independiente de ellos. Los tumores cancerigenos son
un crecimiento tisular producido por la proliferacion continua de células anormales con
capacidad de invasién y destruccion de otros tejidos, puede originarse a partir de cualquier
tipo de célula en cualquier tejido corporal, no es una enfermedad Unica, sino un conjunto de

enfermedades que se clasifican en funcién del tejido y de la célula de origen.®°

4.2.2 Caracteristicas del Cancer

Hanahan y Weinberg en 2011 definieron las caracteristicas distintivas del cancer como
capacidades funcionales que permiten a las células cancerosas sobrevivir, proliferar y
diseminarse a otros tejidos; estas funciones se adquieren en diferentes tipos de tumor a
través de distintos mecanismos y en diversas etapas de la tumorigénesis. La adquisicién
de ellas por parte de una célula es posible gracias a dos caracteristicas principalmente. La
mas destacada es el desarrollo de la inestabilidad gendmica en las células cancerosas, la
cual genera mutaciones aleatorias incluyendo reordenamientos cromosémicos; entre estos,
son los extrafios cambios genéticos que pueden generar estas caracteristicas especiales.
Una segunda caracteristica involucra el estado inflamatorio de la enfermedad premaligna
y algunas lesiones que son impulsadas por las células del sistema inmunolégico, algunos

de los cuales sirven para promover la progresion tumoral a través de diversos medios.!1°
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Autosuficiencia para las Evasion a sefales
sefiales de crecimiento antiproliferativas

Evasion de la
respuestainmune

Potencial de
replicacion ilimitado

Resistencia a la
muerte celular

Inestabilidad
endémica

Inflamacién y
progresion del
tumor

Angiogenesis Invasion atejidos
y Metastasis

Figura 6. Caracteristicas distintivas en la célula cancerosa.'®

Hanahan y Weinberg han propuesto una lista de 10 marcas distintivas del cancer, como
ellos lo describen en sus articulos, estas son: proliferacion descontrolada, evasion a las
sefiales de crecimiento, un potencial de replicacion limitado, resistencia a la muerte celular,
angiogénesis, invasion a tejidos y metastasis y las descritas mas recientemente;
alteraciones de la energia celular, evasion de la respuesta inmune, inflamacién y progresion
del tumor e inestabilidad gendmica y mutagénica (Imagen 5). Muchas evidencias indican
gue la tumorigénesis en humanos es un proceso que se debe a varios procesos y que estos
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reflejan inestabilidad genética que conducen a la transformacién progresiva de las células

normales en potencialmente malignas.*°: 1%

A continuacién se describirdn brevemente cada una de las caracteristicas especiales de las

células cancerosas propuestas por Hanahan y Weinberg:

Autosuficiencia para las sefiales de crecimiento: La célula normal necesita sefiales de
crecimiento antes de pasar a su estado proliferativo, estas sefales son transmitidas por
receptores transmembranales de la célula y una célula normal no puede proliferar sin estas
sefiales sin embargo muchos de los oncogenes actian imitando estas sefiales de
crecimiento, es decir, la células tumorales producen sus propias sefiales de crecimiento
reduciendo su dependencia al microambiente en el tejido. Esta liberacién de la dependencia
de las sefiales derivadas exogenamente interrumpe un mecanismo homeostatico de
importancia critica que normalmente opera para asegurar un comportamiento adecuado de
los diversos tipos de células dentro de un tejido. Los mecanismos mas complejos de
autonomia adquirida derivan de alteraciones en componentes del circuito citoplasmatico

gue recibe y procesa las sefales emitidas por receptores e integrinas ligandos-activados.1%®

Evasion a sefiales antiproliferativas: Las células cancerosas incipientes deben evadir
sefales antiproliferativas si quieren prosperar. Gran parte de los circuitos que permiten que
las células normales respondan a las sefiales de crecimiento se asocia con el reloj del ciclo
celular, especificamente los componentes que gobiernan el transito de la célula a través de
la fase G1 de su ciclo de crecimiento. Las células monitorean su ambiente externo durante
este periodo y, sobre la base de sefiales detectadas, deciden si proliferan, permanecen
inactivos o entran en un estado postmitotico. A nivel molecular, muchas y quizas todas las
sefiales antiproliferativas se canalizan a través de la proteina retinoblastoma (pRb) y sus
dos familias, p107 y p130. Cuando en un estado hipofosforilado, pRb bloquea la
proliferacién secuestrando y alterando la funcién de los factores de transcripcion E2F que
controlan la expresion de los bancos de genes esenciales para la progresion de G1 en fase
S. La interrupcién de la via pRb libera E2Fs y permite asi la proliferacion celular, haciendo
que las células sean insensibles a los factores de crecimiento que normalmente operan a
lo largo de esta via para bloquear el avance a través de la fase G1 del ciclo celular. El
circuito de sefializacion de pRb, se rige por TGFb y otros factores extrinsecos, y puede ser

interrumpido de una variedad de maneras en diferentes tipos de tumores humanos.'%
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Resistencia a la muerte celular: El concepto de que la muerte celular programada por
apoptosis sirve como una barrera natural para el desarrollo del cancer ha sido establecida
por estudios funcionales convincentes. La maquinaria apoptética esta compuesta por
reguladores que a su vez, se dividen en dos grandes circuitos, uno que recibe y procesa la
muerte extracelular que induce sefales (la via extrinseca, que implica, por ejemplo, el
ligando Fas / receptor Fas), y la otra deteccion e integracion de variedad de sefiales de
origen intracelular (via intrinseca). Cada uno culmina en la activacién de una fase latente
de proteasa (caspasas 8 y 9, respectivamente), que procede a iniciar una cascada de
protedlisis que implica caspasas efectoras responsables de la fase de ejecucion de la
apoptosis, en la que la célula se desmonta progresivamente y luego se consume y también
por células fagociticas profesionales. Actualmente, el programa apoptético intrinseco esta

mas ampliamente implicado como una barrera para la patogénesis del cancer.°

Las células tumorales desarrollan una variedad de estrategias para limitar o eludir
apoptosis. Mas comun es la pérdida de TP53 supresor de tumores, que elimina este sensor
critico de dafios de la via de apoptosis. Alternativamente, los tumores pueden lograr fines
similares al aumentar la expresion de los reguladores antiapoptoticos (Bcl-2, Bcl-xL) o de
sefiales de supervivencia, mediante la regulacion negativa factores proapoptéticos (Bax,
Bim, Puma), o por cortocircuitos la via de muerte inducida por el ligando extrinseco. La
célula cancerosa encuentra diversas formas de evadir la apoptosis durante su evolucion al

estado maligno.1°
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Figura 7. llustracion de una célula normal a través del proceso de apoptosis.t?”

Potencial de replicacion ilimitado: Los primeros trabajos de Hayflick demostraron que las
células en cultivo tienen un potencial replicativo finito. Una vez que estas poblaciones de
células han progresado a través de un cierto nimero de duplicaciones, dejan de crecer, un
proceso denominado senescencia. La senescencia de fibroblastos humanos cultivados
puede ser eludida por la desactivacion de sus proteinas supresoras de tumores pRb y p53,
permitiendo que estas células sigan multiplicAndose por generaciones adicionales hasta
gque entran en un segundo estado denominado crisis. El estado de crisis se caracteriza por
la muerte celular, el desorden cariotipico asociado con la fusion de extremo a extremo de
los cromosomas y la aparicion ocasional de una célula variante que ha adquirido la

capacidad de multiplicarse sin limite, es el rasgo denominado inmortalizacién.*®

Angiogénesis: Una vez que se forma un tejido, el crecimiento de nuevos vasos sanguineos
-el proceso de angiogénesis- es transitorio y cuidadosamente regulado. Debido a esta
dependencia de los capilares cercanos, parece plausible que las células proliferantes dentro

de un tejido tendrian una capacidad intrinseca de estimular el crecimiento de los vasos
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sanguineos. Pero la evidencia es otra. Las células dentro de lesiones proliferativas
aberrantes inicialmente carecen de capacidad angiogénica, restringiendo su capacidad de
expansion. Para progresar a un tamafio mayor, las neoplasias incipientes deben desarrollar
capacidad angiogénica. La capacidad de inducir y sostener la angiogénesis parece ser
adquirida en un paso discreto (0 etapas) durante el tumor, el desarrollo a través de un
"interruptor angiogénico” de la quiescencia vascular. Cuando se analizaron tres modelos de
ratones transgénicos a lo largo de la tumorigénesis en multiples etapas, en cada caso se
encontro que la angiogénesis se activaba en lesiones de etapa media, antes de la aparicion
de tumores avanzados. De manera similar, la angiogénesis puede discernirse en lesiones

premalignas del cuello uterino humano, mama y piel.1%®

x'«Angiogenic
{.%" factors

Small tumor Sprouting capillary Growing tumor

Figura 8. Expansion tumoral inducida por la angiogénesis. A. Tumor pequefio. B. Brotes capilares.
C. Tumor creciente.?8

Invasién a otros tejidos y metastasis: El proceso de multiples etapas de invasion y
metastasis ha sido esquematizado como una secuencia de pasos discretos, a menudo
denominados cascada de invasion-metastasis. Esta descripcion prevé una sucesion de
cambios biolégicos en las células, comenzando con la invasion local, luego la células
cancerosas en vasos sanguineos y linfaticos cercanos, el transito de las células cancerosas
a través de los sistemas linfatico y hematicos, seguido por el escape de las células
cancerosas de la luz de los vasos en tejidos distantes (extravasacion), la formacion de

pequefios nodulos de células cancerosas (micrometastasis), y finalmente el crecimiento de
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las lesiones micrometastasicas tumores macroscopicos, este Ultimo paso se denomina

"colonizacion". 110

Inestabilidad gendmica: La extraordinaria capacidad de los sistemas de mantenimiento
de deteccién y resolucién de defectos en el DNA asegura que las tasas de la mutacion
espontanea suele ser muy baja en cada célula. Esta mutabilidad se logra mediante una
mayor sensibilidad a agentes mutagénicos, a través de una averia en uno o varios
componentes de la maquinaria de mantenimiento gendémico, o ambos. Ademas, la
acumulacién de mutaciones puede acelerarse comprometiendo los sistemas de vigilancia
gue normalmente aseguran la integridad gendmica y obligan a las células genéticamente
dafiadas a senescencia o apoptosis. El papel de TP53 es central aqui, llevandolo a ser
llamado el "guardian del genoma" (Lane, 1992). Una diversidad de defectos que afectan a
varios componentes de la Maquinaria de mantenimiento del DNA a menudo denominados
los "cuidadores" del genoma, han sido documentadas. El catdlogo de defectos en estos
“genes cuidadores” incluye aquellos cuyos productos estan involucrados en (1) detectar
dafio del DNA y activacién de la maquinaria de reparacion, (2) reparar directamente el DNA
dafiado, y (3) inactivar o interceptar moléculas mutagenas antes de que hayan dafiado el
DNA. Desde una perspectiva genética, estos genes cuidadores se comportan mucho como
los genes supresores de tumores, que sus funciones pueden perderse durante el curso de
la progresion tumoral, las pérdidas se logran ya sea mediante la inactivacion de mutaciones

o0 a través de la represion epigenética. 11°

Alteraciones energéticas: La proliferacion celular crénica y a menudo incontrolada, que
representa la esencia de las enfermedades neoplasicas no solo incluye el control irregular
de la proliferacion celular, pero también los ajustes del metabolismo energético con el fin
de impulsar el crecimiento celular y su divisién. Bajo condiciones aerobias, las células
normales procesan glucosa, primero a piruvato a través de la glicdlisis en el citosol y
posteriormente a didxido de carbono en las mitocondrias; bajo condiciones anaerobiaa, la
glucdlisis es favorecida y relativamente poco piruvato es enviado a las mitocondrias que
consumen oxigeno. Otén Warburg observo por primera vez una caracteristica anémala del
metabolismo energético de la célula cancerigena. Incluso en la presencia de oxigeno, las
células cancerosas pueden reprogramar su metabolismo de la glucosa y, por lo tanto, su
produccion, limitando en gran parte su metabolismo energético a la glucdlisis, un estado
gue se ha denominado "glicolisis aerdbica". Tal reprogramacion del metabolismo energético

es aparentemente contraintuitiva, ya que las células del cancer deben compensar la
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eficiencia 18 veces menor de producciéon de ATP producida por la glicdlisis relativa a la
produccion mitocondrial fosforilacion oxidativa. Lo hacen en parte mediante la
transportadores de glucosa, especialmente GLUT1, que aumenta la importacion de glucosa
en el citoplasma. De hecho, el aumento marcado de la captacion y utilizacién de glucosa
han sido documentados en muchos tipos de tumores humanos féacilmente, mediante la
visualizacién no invasiva de la captacién de glucosa utilizando tomografia por emisién
positrones (PET) con un radiomarcado analogo de glucosa (18F-fluorodesoxiglucosa, FDG)

como reportero.1°

Curiosamente, se ha encontrado que algunos tumores contienen dos subpoblaciones de
células cancerosas que difieren en sus vias de generacion de energia. Una subpoblacién
glucosa-dependiente consiste en ("Efecto Warburg") que secretan lactato, mientras que las
células de la segunda subpoblacién importan y utilizan preferentemente el lactato producido
por sus vecinos como su principal fuente de energia, empleando parte del ciclo del acido
citrico para hacerlo. Estas dos poblaciones evidentemente funcionan simbiéticamente: las
células cancerosas hipdxicas dependen de la glucosa para su combustible y secretar el
lactato como residuo, que es importado y preferentemente utilizado como combustible por
sus vecinos mejor oxigenados. Aunque este modo provocativo de simbiosis intratumoral
aun no se ha generalizado, la cooperacion entre las células que utilizan lactato para
alimentar el crecimiento del tumor es de hecho no una invencién de tumores sino que refleja
de nuevo la coadaptacion de un mecanismo fisiol6gico normal, en este caso uno que opera
en el musculo. Ademas, se hace evidente que la oxigenacién, desde la normoxia hasta la
hipoxia, no es necesariamente estatica en tumores, sino que fluctia temporal y
regionalmente, probablemente como resultado de la inestabilidad y la organizacién cattica
de la neovasculatura asociada al tumor. ElI metabolismo alterado de la energia ha sido
demostrando ser comun en las células cancerosas como muchos de los otros rasgos

asociados al cancer que han sido aceptados como signos distintivos del cancer.*°

Evasion de larespuestainmune: Los tumores sélidos que de alguna manera han logrado
evitar la deteccién por los diversos mecanismos del sistema inmune o han sido capaces de
limitar el alcance de la matanza inmunolégica, ha evadido la erradicacion. El papel
deficiente de la monitorizaciéon inmunoldgica de los tumores parece ser validada por los
sorprendentes incrementos de cancer en individuos inmunocomprometidos. Sin embargo,
en la gran mayoria de estos los canceres son inducidos por virus, sugiriendo que gran parte

del esta clase de canceres normalmente depende de la reduccién de la carga viral en
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personas infectadas, en parte mediante la eliminacién de las células infectadas por virus.
Estas observaciones, por lo tanto, parecen arrojar poca luz sobre el posible papel del
sistema inmunitario en la limitacion de la formacion del > 80% de los tumores de etiologia
no viral. En afios recientes, sin embargo, un creciente conjunto de pruebas, tanto genéticas
y de la epidemiologia clinica, sugiere que el sistema inmune funciona como una barrera
significativa para formacion y progresion del tumor, al menos en algunas formas de

cancer.110. 122

Inflamacién y progresion del tumor: Algunos tumores estan densamente infiltrados por
las células del sistema inmunoldgico innato y adaptativo y por lo tanto reflejan condiciones
inflamatorias que surgen en tejidos no neoplasicos. Con el advenimiento de mejores
marcadores para identificar con precision los distintos tipos de células del sistema
inmunolégico, ahora esta claro que practicamente toda lesidn neoplasica contiene células
inmunes presentes en densidades que van desde sutiles infiltraciones detectables sélo con
anticuerpos especificas contra las células hasta inflamaciones graves que son evidentes
incluso mediante técnicas estandar de tincion histoquimica. Histéricamente, se pensaba
que estas respuestas inmunes reflejaban un intento por el sistema inmunitario de erradicar
tumores. Para el afio 2000, ya existian indicios de que el tumor asociado a una respuesta
inflamatoria tuvo el efecto inesperado y paraddjico de aumento de la tumorigénesis y la
progresion, ayudando a neoplasias incipientes para adquirir capacidades importantes. En
la década siguiente, la investigacién sobre las intersecciones entre la inflamacion y la
patogénesis del cancer ha avanzado, haciendo demostraciones abundantes y convincentes
del importante efecto promotor para el tumor que tiene las células del sistema inmune innato
en la progresion neoplasica. La inflamacién puede contribuir a maltiples capacidades por el
suministro de moléculas bioactivas al microambiente tumoral, incluyendo los factores de
crecimiento para sostener la sefalizaciéon proliferativa, factores de supervivencia, factores
proangiogénicos, madificacion de la matriz extracelular, enzimas que facilitan la
angiogénesis, invasion y metastasis, y sefiales inductivas que conducen a la activacion de

EMT, entre otros.110 122

Algunos autores en 2011 propusieron que la inflamacién como marca distintiva del cancer
podia ser contrarrestada. La inflamacién crénica puede ser amortiguada con
antiinflamatorios drogas que, en algunos casos, reducen el riesgo de cancer (sulindac,
aspirina). Sin embargo, una estrategia es reorientar la inflamacion de la promocion del

tumor a una prevencion de la reaccion. Los anticuerpos y vacunas activas protegen
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eficazmente el huésped de inicio del tumor. Sin embargo, un conjunto mucho mayor de
pruebas favorece la inmunizacion activa. La alta eficacia de las vacunas en la prevencion,
de infeccidn por virus carcindgenos y otras infecciones, de los agentes causantes del cancer
esta recibiendo actualmente impacto social. La evidencia muestra que las maniobras
inmunoldgicas pueden controlar el cancer. Esta evidencia aun estéa dispersa, pero una serie
de informes recientes sugieren que la inmunoterapia se esta convirtiendo en una opcion de
tratamiento para pacientes con céancer. Vacunas de diversos tipos, han proporcionado
resultados iguales o mejores que los tratamientos convencionales en un rango de

neoplasias tales como linfomas, melanoma, prostata, y el cancer de pulmon. 122

Como se menciond antes, la pérdida de los controles normales en la replicacion celular es
el defecto fundamental del cancer. En la mayoria de las células eucariontes, la decision
clave de si una célula se dividira o no se hace en el punto en el cual esta entra o no a la
fase S. En la mayoria de los casos, una vez que la célula esta comprometida para ingresar

al ciclo celular debe de completarlo.®*

Los procesos basicos tales como la replicacion del DNA, la mitosis y la citocinesis se ponen
en marcha mediante un sistema de control central del ciclo celular. Este es un dispositivo
bioguimico que actla ciclicamente, compuesto por un conjunto de proteinas interactivas y
dependientes entre si que inducen y coordinan los procesos subordinados basicos
(aquellos procesos que ocupan una posicion inferior en la jerarquia del control del ciclo
celular) que duplican y dividen los contenidos de la célula. Durante un ciclo celular tipico, el
sistema de control esta regulado por unos factores de retraso que pueden parar el ciclo en
unos puntos de control determinados. En ellos existen sefiales de retroalimentacion que
pueden retrasar el propio sistema de control, evitando que se desencadene el proceso

siguiente sin que el anterior haya terminado adecuadamente.5®

Los puntos de control evitan la progresion del ciclo celular en presencia del DNA dafiado,
dando tiempo para que la reparacion se produzca al mismo tiempo y se prevengan
alteraciones genéticas capaces de propagarse en las generaciones posteriores. Los puntos

de control proporcionan una barrera para el desarrollo del cancer.”
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4.2.3 Protooncogenes, oncogenes y genes supresion tumoral

Los protooncogenes y los genes supresores de tumores codifican las proteinas implicadas
en la regulacidn de los receptores de superficie como citocinas, factores de crecimiento,
moléculas de transduccién de sefiales, factores transcripcion, asi como reguladores
epigenéticos, del ciclo celular y la apoptosis. Tipicamente, la mayoria de estos genes estan
involucrados en el desarrollo normal de las células mieloides, cualquier alteracién en su

expresion o pérdida de su funcién normal conduce a la leucemogénesis.**’

La identificacion de oncogenes y genes supresores de tumores tales como los que codifican
la proteina retinoblastoma (RB) involucra una combinacién de clonacion funcional,
clonacion posicional o analisis mutacional de individuos genéticamente predispuestos. La
hibridacion gendémica comparativa reveld varios genes que pueden ser amplificados o
eliminados en el cancer. Los andlisis del genoma en el caso del cancer de mama indican
que hay pocos genes que son frecuentemente mutado pero muchos que son
infrecuentemente mutados, proporcionando una explicaciéon de la heterogeneidad del
cancer. La comparacién de las secuencias del genoma de cancer de mama primario y la
metastasis del cancer muestran mutaciones de novo limitadas en metastasis y ademas
mutaciones significativas compartidas con el tumor primario. En un caso de metastasis de
evolucién a lo largo de 9 afios, se encuentran un gran nimero de mutaciones nuevas
cuando se comparan al tumor primario. Los oncogenes son frecuentes desregulado en el
cancer. Mutaciones en la pérdida de funcién de RB en lineas celulares de cancer de mama

y tumores primarios han sido reportados desde 1988.1%°

La familia Retinoblastoma consta de tres genes, RB, pl07 y Rb2/p130, todos
fundamentales en el control de importantes fendmenos celulares, como el ciclo celular, la
diferenciacion, y apoptosis. El "fundador" y el gen mas investigado de la familia es RB, que
se considera el prototipo de los genes supresores de tumores. La caracterizacion de estas
proteinas identificé p105 como el producto del gen RB. Una caracteristica biolégica comun
compartida por los tres miembros de esta familia es la capacidad de controlar el ciclo celular.
De hecho, modulan negativamente la transicion entre las fases G1 y S, utilizando
mecanismos principalmente relacionados con la inactivacion de factores de transcripcion,
como los de la familia E2F, que promueven la entrada de la célula en la fase S. El papel
crucial de la "via RB" y de las tres proteinas RB en la regulacion del ciclo celular esta
profundamente unida a la transformacién y / o progresion del cancer. Por varias décadas,

el desarrollo del cancer se ha relacionado idealmente con la pérdida de control en el proceso

42




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM

celular que regulan el ciclo celular. RB cumple con todos los requisitos para ser considerado
un gen supresor de tumores. De hecho, sus mutaciones o deleciones son compartidas por
varias neoplasias malignas. Citogenéticamente, Rb2/p130 mapea a la region 16q12.2-13,
un area repetidamente alterada en canceres humanos, mientras que p107 se correlaciona
con la region del cromosoma humano 20qgll1.2, un locus que no se encuentra

frecuentemente involucrado en neoplasias humanas. 124 135

Por otro lado p53 es una proteina supresora de tumores que ejerce su funcién uniéndose
al DNA y regulando la expresion de distintos genes. Es un factor de transcripcion que regula
la transcripcidén de un conjunto de genes que son clave en la generacion de tumores. Ante
determinadas situaciones oncogénicas y genotéxicas, p53 responde produciendo detencién
del ciclo celular o apoptosis. Por lo tanto mutaciones en p53 que bloquean su funcién hacen
que los portadores desarrollen tumores con mas facilidad. El sistema de vigilancia de la
proteina p53, esta constantemente comprobando el rendimiento de todos los procesos del
ciclo celular y, en particular, los relacionados con la sintesis de DNA. El sistema de p53
también es sensible al estrés celular de fuentes externas tales como la radiacion, que a
menudo resulta en dafio al DNA. Si el dafio no es demasiado grave, la detencion del ciclo
celular inducida por p53 se produce, mientras que se repara el dafio. Sin embargo, si el
dafio es grave, la célula es impulsada hacia la senescencia o la apoptosis inducida por
p53, ya que interacciona directamente con la endonucleasa AP y la DNA polimerasa que
estan implicados en la reparacion por escision. Si el dafio se repara correctamente, p53
estimula la sintesis de Mdm2, activando su autodestruccién y la progresion en el ciclo
celular. Si el dafio no puede ser reparado, la célula puede entrar en apoptosis o en

senescencia, ambos inducidos por p53.7% "t

Los protooncogenes desempefian funciones fisiol6gicas que son necesarios para la
homeostasis. En particular, los protooncogenes gobiernan los procesos de crecimiento,
proliferacion, y supervivencia que una célula cancerosa puede explotar como ventajas
competitivas sobre las no neoplasicas. Las células tumorales pueden usar las propiedades

beneficiosas de un oncogén (por ejemplo, proliferacion) sin los efectos negativos.*®’

Hay oncoproteinas que realizan multiples transducciones de sefiales (por ejemplo, BCR-
ABL) que pueden activar la proliferacion celular y la supervivencia celular. Los oncogenes
son identificables por su capacidad transformar una célula en el contexto de la
desregulacion de la expresion o funcion. Los mecanismos de activacion del oncogén son

diversas e incluyen la sobre regulacion de la expresion de un producto génico normal,
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expresion de la proteina mutante con estabilidad o alteracion de la funcionalidad o
reclutamiento alterado o localizacién subcelular de un producto genético normal expresado

aberrantemente o mutante.%’

Los protooncogenes primeros estimulan normalmente la division celular, como hecho
fundamental para mantener la vida. De ellos depende el desarrollo embrionario, la
cicatrizacion de las heridas y la reposicion de las células, que normalmente envejecen y
mueren luego de cumplida su diferenciacion. Pero esos mismos protooncogenes pueden
sufrir alteraciones en su estructura, por cambios en la secuencia de los acidos nucleicos
(mutaciones), por pérdida de algunos segmentos del cromosoma (deleciones) o por

traslado de un sector cromosémico a otro cromosoma (translocaciones).®°

El paso de protooncogén a oncogén se puede producir por diferentes mecanismos: a)
translocacion: cuando una parte de un cromosoma se liga a otro. El resultado es un hibrido
de cromosoma, detectable en el cariotipo. Esto da lugar a una alteracién en la transcripcion
del DNA; b) mutaciones puntuales: sustitucion de un par de bases por otro par en una
secuencia de DNA, por ejemplo G:C por A:T; ¢) amplificacion: las células eucariotas estan
formadas por un genoma diploide, es decir, tienen dos copias de cada gen. En
determinadas circunstancias una de las copias puede multiplicarse miles de veces,
aumentando su tasa de expresion, dando lugar a la amplificacién del gen. Es uno de los
mecanismos mas habitualmente implicados en la carcinogénesis; d) Mutagénesis por

insercion: producida por la insercién del DNA del virus en el genoma del huésped.5°

Los genes que codifican para proteinas que alteran el control de la proliferacion de la célula
misma son llamados oncogenes. Estos genes causantes de cancer son formas mutantes
de genes normales celulares conocidos como protooncogenes, los cuales constituyen solo
una pequefia proporcion del genoma completo de la célula, y son requeridos para la funcion

normal de la misma.”

La génesis y el desarrollo tumoral, son el resultado de numerosas alteraciones moleculares
gue se producen en el DNA y donde estan implicados los oncogenes y los genes supresores
tumorales. Los oncogenes son genes dominantes que codifican para proteinas
(oncoproteinas) que regulan el crecimiento y la diferenciacion celular pero que a través de
variaciones en su secuencia de nucledétidos por mutacion, amplificacion o reordenamiento
cromosomico adquieren capacidades tumorigénicas. La transformacion de uno de los dos

alelos de las células sirve para provocar una transformacién neoplésica. Los genes
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supresores tumorales, por su parte son genes "recesivos" que sirven para regular la
proliferacion celular. Es necesario la alteracion en ambos alelos. Mientras que los genes
gue no han sufrido transformacion y realizan una actividad fisiol6gica normal se les
denomina protooncogenes. Existen dos procesos de activacion de los protooncogenes: por
la accién de virus oncogénicos (oncogenes virales) o en tumores no producidos por virus
(oncogenes celulares). Los oncogenes se dividen en grupos en funcion de las propiedades

bioguimicas que presentan sus productos protéicos: *°

1. Factores de crecimiento

2. Receptores

3. Transductores de sefales

4. Activadores de la transcripcion

5. Relacionados con la regulacion del ciclo celular

6. Reguladores de la apoptosis
Los protooncogenes promueven el crecimiento celular, pues bien, los genes supresores
tienen una funcion antagonica a ésta: inhibir el crecimiento y division celular. Una alteracion
monoalélica les vale para convertirse en oncogenes y mostrar su fenotipo trasnformante,
sin embargo, los genes supresores deben perder o variar su capacidad funcional y esto
generalmente ocurre mediante la mutacion en un alelo, asociada a la pérdida del alelo
restante. Su funcion es prevenir o suprimir la tumorigénesis, parando la proliferacion celular
si hay alguna mutacion, ayudando a la reparacién del DNA o conduciendo a la célula a la
muerte celular programada o apoptosis. Por tanto, cuando estos genes quedan inactivados,

la célula prolifera sin detenerse ante mutaciones.>®
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Tabla 1. Oncogenes, funciones y tumores asociados (Modificada de Rubin y Williams,

2003)
Oncogén Funcién Céancer asociado
MET Receptor de factor de crecimiento Renal papilar
hepatico
HER2/NEU/ERBB2 Receptor de hergulina Mama, ovario, vejiga
RET Receptor del factor neurotréfico Medular de tiroides
RAS (H, K, N) GTPasa Pulmon, pancreas, colorrectal
BCR-ABL Tirocinsinasa citoplasmatica Leucemia Mieloide Crénica
MYC (c, L, N) Factor de transcripcion Pulmén, Linfoma,
neuroblastoma
BCL 6 Factor de transcripcion Linfoma de células grandes
BCL2 Antiapoptosis Prostata, linfoma

Tabla 2. Protooncogenes y su funcién biolégica (Modificada de Branda, 2014)

Protooncogen Funcién Biol6gica
ABL Tirosinquinasa de control de la dinamica del citoesqueleto
BCL2 Senescencia y muerte celular
C-erB2 Receptor de membrana para EGF
Sosygrb Moléculas adaptadoras (cascada de sefal)
Raf-serin Treoninquinasa (cascada de sefial mitogénica)

Ras (h y k) GTP- asas (cascada de sefial mitogénica)

RAR Receptor Nuclear para el acido retinoico

Src Tirosinquinasa de moléculas transductoras de sefial
Trk Tirosinquinasa de receptores de membrana

Sis Receptor de PDGF

Las lesiones genéticas pueden afectar a cuatro tipos de genes: protooncogenes promotores
del crecimiento, genes supresores del tumor que inhiben su crecimiento, genes que regulan
la apoptosis y genes que regulan la reparacion del DNA. La carcinogénesis es un proceso
gue consta de varias etapas y recibe el nombre de progresién tumoral. La progresion a nivel
genético es la acumulacién de mutaciones sucesivas, ya que una Unica mutacion somatica
no es suficiente para que se desarrolle un cancer. Para que aparezca un tumor es necesario

gue se pierdan los controles mdultiples ejercidos por las tres categorias de genes:
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oncogenes, genes supresores del cancer y genes reguladores de la apoptosis. La
acumulacion de estas mutaciones es una consecuencia de la inestabilidad genética de las

células anormales.?> 74

Para que una célula normal cambie y se convierta en una célula neoplasica, se requieren
varias mutaciones en varios genes, y eso ocurre a través de mucho tiempo, a veces de
afos, de estar expuesto a un agente carcinogenético. El cancer comienza en una célula, es
decir que es de origen monoclonal. Esa célula alterada escapa a los controles celulares y
se vuelve “anarquica”, iniciando una generacion de mas “células anarquicas”, que, a su vez,
pueden inducir a cambios similares en las células vecinas. Pero no sélo afectan a la célula
las mutaciones inducidas por los carcinégenos sino que, a lo largo de cada divisién celular,
se producen errores espontaneos en cada duplicacién y los mismos se van acumulando
constituyendo un factor intrinseco de riesgo; aqui vale la pena sefalar que los radicales
libres son productos normales del metabolismo celular, pero un exceso de los mismos

puede acarrear efectos genotdxicos.5°

Por ejemplo los estudios demuestran que aproximadamente el 35% de los pacientes con
LMA tienen varias translocaciones que causan proteinas de oncofusion. La transcripcion de
estas proteinas podria dirigirse a mecanismos tales como como transcripcion, epigenética,
estructura celular y receptores nucleares asi como causar proliferacion incontrolada de
células progenitoras. Hay cuatro translocaciones importantes en AML con una frecuencia
de 3-10%, incluyendo PML-RARa, AML1-ETO, CBFb - MYH11, y fusiones MLL, asi como
otros proteinas de oncofusiébn con una menor incidencia. Entonces, tomando como
referencia la t(15; 17) junto con la fusién de RARa (receptor de acido retinoico alpha) con
un gen previamente desconocido designado como PML (leucemia promielocitica) codifica
una proteina de oncofusion eficaz en la regulacion de la apoptosis y la prevencion de
diferenciacion celular. Otra translocacion comin en AML es t(8; 21) (g22; q22), lo que da
lugar a gen 1 (AML1) y ETO (ocho veintiuno). EI gen AML1 codifica un factor de
transcripcion critico que regula una variedad de genes implicados en la proliferacion y
diferenciacion de muchos tipos de células, incluidas las que estan dentro del grupo
hematopoyético. Por otro lado, ETO es una proteina que alberga actividades represoras

transcripcionales. En consecuencia, AML1-ETO funciona como un represor transcripcional.
137

Las mutaciones en protooncogenes conducen a la proliferacién excesiva de las células

mieloides en la leucemia. Algunos oncogenes codifican factores de crecimiento
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hematopoyéticos o receptores del factor de crecimiento FLT3, y algunos otros regulan la
proliferaciébn o diferenciacion celular (por ejemplo, RAS). Mutacion, translocacion y

amplificacién en estos importantes procesos celulares contribuyen a la leucemogénesis.*®’

Por su parte la lesion iniciadora de la CML surge por la translocacion reciproca de c-ABL1
en el cromosoma 9 con el gen BCR en el cromosoma 22 para generar la proteina de fusion
BCR-ABL con cABL-1 quinasa. La adquisicién de este gen fusion BCR-ABL es suficiente
para transformar células madre hematopoyéticas. Los efectos de la actividad BCR-ABL es
pleiotrépica e incluye proliferacion celular mejorada, evasion de apoptosis, y aumento de la
capacidad de auto-renovacion celular. Al mismo tiempo, BCRABL establece la escena para
la adquisicion de nuevos productos oncogénicos mediante la inestabilidad gendémica y la
regulacién negativa de los supresores de tumores. Por lo tanto la expresion desregulada

BCR-ABL proporciona un "suelo fértil" para la devolucién oncogénica adicional.*%

4.3 Hematopoyesis

La hematopoyesis se puede definir como la serie de eventos concatenados que comienzan
a nivel de la célula troncal hematopoyética (CTH) con la autorrenovacién, seguidos de la
diferenciacion y maduracién, culminando con la produccién de elementos formes
sanguineos funcionales. La médula 6sea (BM) es el principal sitio de hematopoyesis en
humanos y, en condiciones normales, sélo un pequefio nimero de células madre y células
progenitoras hematopoyéticas se pueden encontrar en sangre periférica. Se considera
diferenciacion como la secuencia de hechos genéticos que permiten a una célula sintetizar
productos especificos, los cuales le confieren potencialidad para determinada funcién. La
maduracién es la secuencia de fenbmenos bioguimicos y morfoldgicos iniciados por la
diferenciacion y que confieren capacidad funcional a la célula. En el caso de las leucemias,
estas suponen la proliferaciéon desordenada de una clona de células hematopoyéticas. La
falla de los mecanismos de control negativo del crecimiento clonal mutante casi siempre se
debe a cambios en los genes reguladores, lo que conduce a una sobreproduccion sin
sentido de células incapaces de madurar y funcionar como normalmente lo hace. Las
células maligna individuales maduran con lentitud y de manera incompleta; el tiempo de su
ciclo celular es a menudo prolongado y la mayoria de dichas células incompetentes

sobreviven mas que las normales.*
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organizacién de la médula ésea.® hematoxilina del tejido de médula 6sea.’
La hematopoyesis comprende la formacion, el desarrollo y la especializacion de todas las
células sanguineas funcionales, las caracteristicas de maduracion principales en un blasto
(célula sanguinea inmadura) son: cromatina difusa, presencia de nucléolos y citoplasma
basdfilo; mientras que una célula sanguinea madura se caracteriza por tener una cromatina

densa o compacta, ausencia de nucléolos y citoplasma sin basofilia.”

El desarrollo de la hematopoyesis requiere de la expresién de una gran variedad de genes,
entre ellos lo de los factores de transcripcién, receptores para factores de crecimiento,
moléculas de adhesion y otros genes que conducen a la adquisicion del fenotipo de la célula
progenitora. Para llevarse a cabo de forma normal, la hematopoyesis requiere nutrientes
esenciales, incluidos diversas proteinas, vitaminas como el acido félico y minerales como
el hierro. Son necesarias hormonas como la eritropoyetina y la testosterona lo que explica
gue los varones posean mayor masa de eritrocitos que las mujeres; también es necesaria

la presencia de hormonas tiroideas. "¢ 77
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Diagrama 1. Maduracion de las células hematopoyéticas tanto de la serie mieloide como
linfoide. (Diagrama de elaboracion propia)
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Las células maduras de la sangre tienen una vida util finita y deben ser continuamente
reemplazado a lo largo de la vida. En la medula 6sea normal, se encuentran todas las
células de la sangre, maduras e inmaduras. En la sangre periférica se identifica casi siempre
células maduras y, en determinadas circunstancias, que pueden ser fisiologicas o
patolégicas, se observan células inmaduras. Las células progenitoras pluripotenciales de la
medula ésea se autorreplican lentamente y de forma ocasional se diferencian a un estadio
de compromiso linfoide o mieloide. El primer estadio de compromiso mieloide produce una
célula progenitora capaz de autorrenovarse y también de diferenciarse hacia todos los
progenitores de la células sanguineas, con la excepcion de las linfoides. Esta célula se
conoce como la célula madre mieloide, que se autorreplica y evoluciona a un estado de
célula progenitora hacia la eritropoyesis, granulopoyesis, megacariocitopoyesis Yy

fagocitopoyesis.” 77

Las células sanguineas maduras provienen de dos tipos de células troncales: Indiferenciada
y progenitora. Las células troncales indiferenciadas o pluripotenciales (PSC, también
denominadas totipotenciales) son capaces de autorrenovarse y diferenciarse a progenitores
encargados del linaje linfoide o mieloide. Las células progenitoras producen células

precursoras especificas de linaje reconocibles por su morfologia.’®

La célula progenitora pluripotencial se caracteriza por ser capaz de dividirse sin
diferenciarse, de tal manera que se perpetla una capacidad denominada “autorrenovacion”.
Tal propiedad le confiere e esta célula (que se encuentra también en la sangre del cordén
umbilical y en pequefia cantidad en la sangre periférica) la capacidad de repoblar la medula
Gsea en los pacientes sometidos a trasplante de medula 6sea. El megacariocito es la célula
mas grande de la medula 6sea y de su citoplasma maduro se desprenden las plaquetas.
Las células maduras que normalmente circulan son los reticulocitos y eritrocitos;
granulocitos en banda y segmentados, neutréfilos, eosinofilos, baséfilos; monocitos,
linfocitos y plaquetas. Cuando la produccion de un tipo de células aumenta por razones
fisiologicas o patolégicas, es posible que se observen células inmaduras en circulacion; por
ejemplo en un paciente con anemia hemolitica se observa un aumento del porcentaje de
reticulocitos y se pueden identificar eritroblastos ortocromaticos en la sangre periférica; en
un paciente con septicemia bacteriana es posible reconocer el aumento de bandas y
segmentados y, si el proceso infeccioso es suficientemente grave, se pueden también
encontrar en la circulacion algunos metamielocitos e incluso mielocitos. La célula madre

hematopoyética es capaz de reestablecer la hematopoyesis trilineal en un individuo que ha
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sufrido mieloablacion por quimioterapia y radiacién, exposicion a toxicos o idiopética;
también se observa en aquellos que han recibido un transplante autologo o alogenico de
hematoprogenitores y habitualmente dicha célula circula en numeros pequefios en la

sangre periférica. 7 134
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Figura 11. Secuencia de maduracioén de las lineas celulares en la médula 6sea.”®

El microambiente hematopoyetico inductivo en la medula osea cumple un papel importante
en la diferenciacion y la proliferacion de las células hematopoyéticas. Las necesidades
satisfechas por el microambientes son: una atmosfersa con predominio de CO; una
superficie humeda y pegajosa en la cual fijarse (formada por las células de la estroma,
osteoblastos, fibroblastos, adipositos, miocitos, células endoteliales, células dendriticas y

macrofagos); y una poblacién “normal” de células de la médula roja necesaria para
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interaccion celular. Este ambiente proporciona sostén, factores de crecimiento, citocinas y

moléculas de matriz extracelular que ayudan en la regulacién de la hematopoyesis.’®

La hematopoyesis es un proceso complejo regulado por multiples factores. La
hematopoyesis se produce en sitios especializados de tejido ("nichos hematopoyéticos")
gque conducen al mantenimiento y diferenciacion de las células madre y progenitoras. Por
ejemplo, las células madre hematopoyéticas, que son quiescentes y auto-renovables, estan
presentes en el nicho de células madre medulares, que es baja en oxigeno y favorable para
mantener su identidad como células madre. El nicho de células madre medulares se
compone de varias células y sus productos que regulan positivamente y negativamente el
proceso. Las células reguladoras clave incluyen osteoblastos, células reticulares del ligando
12 de quimioquinas CXC (CXCL12) y células del endotelio vascular. Ademas, las sefiales
del sistema nervioso simpatico y los osteoclastos regulan la salida de células madre
hematopoyéticas de la médula ésea a través de la regulacién de un factor de retencion y
retencién de células madre critico llamado CXCL12. El requisito de un nicho especializado
es un factor limitante para hematopoyesis extramedular (EH) en la periferia. Como
consecuencia, EH suele estar limitado en la periferia en momentos especificos y bajo
ciertas condiciones. En el proceso de control fino del nicho de células madre participan una
serie de vias moleculares que incluyen receptores de deteccién de calcio, angiopoietina 1,
Tie-2 y componentes de la matriz extracelular. Aunque se entienden incompletamente,
estas vias se piensa que estan involucrados no sé6lo en el mantenimiento del nicho de
células madre, sino también en la renovacién y diferenciacion de las células madre
hematopoyéticas dentro del nicho. Varias células producen citoquinas hematopoyéticas
tales como el factor de células madre (SCF), proteinas morfogénicas 6seas, factor de
crecimiento transformante [3, trombopoyetina (TPO), factores de crecimiento de fibroblastos
y factor 2 de crecimiento similar a insulina, que mantienen y regulan la proteina
hematopoyética primitiva (G-CSF), interleucina-3 (IL-3), IL-7, eritropoyetina (EPO),
granulocito-macréfago (GM)-CSF y macréfago (M)-CSF, juegan un papel importante en la
diferenciacion de las células progenitoras y hematopoyéticas a los linajes celulares

comprometidos.3

Ademas de las células y factores antes mencionados, la hematopoyesis puede ser regulada
por una serie de moléculas, tales como ligandos del receptor tipo Toll, productos
metabdlicos/fisioldgicos, diversos mediadores inflamatorios y hormonas. Muchas de las

citoquinas producidas en la inflamacion actian como factores mielopoyéticos, ciertos
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ligandos del receptor tipo Toll promueven la mielopoyesis y la hipoxia es un inductor bien
conocido de la eritropoyesis. Ademas, la hormona paratiroidea (PTH) y los factores de
crecimiento similares a la insulina (IGF) controlan el tallo hematopoyético del nicho celular;
La PTH puede aumentar el nimero de células madre y progenitoras de la médula 6seay el
IGF puede regular la supervivencia y expansion de las células progenitoras y del tallo
hematopoyético. Muchos de los tipos celulares producidos en la médula, como los
monocitos y las células B, viajan a la periferia para convertirse en células inmunes
completamente funcionales. Los monocitos migraran a varios sitios de tejido para
convertirse en macrofagos o células dendriticas y las células B deben activarse en la
periferia para convertirse en células de memoria y plasma. Las células T Naive se hacen
en el timo, de progenitores que se originaron en la médula y se someten a una
diferenciacion adicional en respuesta a los antigenos propuestos por las células
presentadoras de antigeno. El término "hematopoyesis extramedular" se refiere a una
amplia gama de actividades hematopoyéticas desde las primeras etapas del compromiso

de linaje hasta las Ultimas etapas de maduracion de células hematopoyéticas.*3* 77

La hematopoyesis extramedular se produce si la médula 6sea ya no es funcional. La
mielofibrosis primaria es una forma de sindrome mieloproliferativo crénico Filadelfia
negativo. En la mielofibrosis primaria se produce el desplazamiento y la movilizacién de las
células madre y progenitoras. Como consecuencia, las células madre y progenitoras
hematopoyéticas ocupan el higado y el bazo como sitios alternativos de hematopoyesis. Al
mismo tiempo, el nicho de células madre de la médula 6sea se altera para que ya no haya
hematopoyesis normal. Asi, en la mielofibrosis primaria, el sitio de la hematopoyesis cambia
de la médula al bazo y al higado. La mielofibrosis primaria y el sindrome mieloproliferativo
cronico relacionado con Filadelfia negativo se asocian con una mutacion puntual en la
tirosina quinasa JAK2 (JAK2V617F). Se cree que esta mutacion hace que las células
progenitoras y del tallo hematopoyético sean mas sensibles a los factores de crecimiento,
altera el tallo de la médula 6sea y hace que las células se movilicen hacia el bazo vy el
higado. Otra caracteristica notable de la mielofibrosis primaria es la alta produccion de
citoquinas inflamatorias tales como SDF-1, HGF, IL-6, IL-8, SCF y VEGF. Asimismo, se
incrementan los factores que promueven la fibrosis y la angiogénesis (bFGF, TGF-3, PF4,
VEGF, etc.). Estas moléculas son producidas principalmente por células hematopoyéticas
y contribuyen a los cambios humorales regulatorios que ocurren en los nichos medulares y
bazo. Ademas de la mutaciébn JAK2, se han encontrado mutaciones activadoras del

receptor de trombopoyetina MPL (MPLW515L y MPLW515K) en un nimero pequefio de
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pacientes con sindrome mieloproliferativo crénico Filadelfia negativo. Sin embargo, la EH
en mielofibrosis, nunca puede reemplazar completamente a la hematopoyesis en la

produccion de células sanguineas necesarias.'3

4.4 Leucemia

La palabra leucemia significa “sangre blanca”, es decir hace referencia a las células de
linaje granulocitico y mononuclear que conforman la sangre. Las leucemias son un grupo
de neoplasias hematooncolégicas que se caracteriza por un crecimiento autbnomo y
desmedido de formas inmaduras de leucocitos (blastos) provenientes de una clona maligna,
gue terminan por volverse la estirpe predominante en la médula 6sea, con la consecuente

disminucién del resto de series hematopoyéticas.*®

Las leucemias pueden afectar a cualquier precursor de las diferentes lineas celulares de la
médula 6sea. Esta neoplasia impide que se produzcan eritrocitos, plaquetas y leucocitos
maduros, saludables. Por lo tanto, algunos pacientes presentan sintomas potencialmente

mortales a medida que disminuyen las células sanguineas normales.

4.4.1 Etiologia de las Leucemias

En al apartado tanto de “definicion del cancer” como en “ciclo celular” se puntualizé sobre
el origen del cancer y como es gue una célula puede llegar a volverse cancerigena. La
leucemia, al igual que otras neoplasias, es el resultado de mutaciones del DNA. Algunas
mutaciones producen la activaciébn de oncogenes o0 la desactivacion de los genes
supresores de tumores, y asi se altera la regulacion de la muerte celular, la diferenciaciéon
o la mitosis. Las mutaciones ocurren espontaneamente o como resultado de la exposicién
a la radiaciéon o a sustancias cancerigenas, ademas de la probable influencia de factores

genéticos o de algunos factores de riesgo.

La causa precisa de las Leucemias Aguda se desconoce. La clonacién por medio de
divisiones sucesivas a partir de una célula progenitora constituye el origen de las leucemias
agudas, tanto linfoblasticas como mieloblasticas. La activacion de oncogenes como MLL,
MYC, BCL-2 y RAS, al igual que la formacion de genes quiméricos o fusion de genes como
BCR/ABL (en leucemia linfoblastica aguda o mielocitica crénica), muy probablemente sea

de origen multifactorial. Se dice, que es posible que la exposicion a derivados del benceno
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desemperfien algun papel en la leucemogénesis, asi como la exposicion a radiaciones
ionizantes. Agentes que dafien el DNA, como alquilantes, pueden causar leucemia;
asimismo, las leucemias agudas secundarias al uso de sustancias quimioterapéuticas para
otras enfermedades pueden llegar a ser muy agresivas. También algunos virus pueden
llegar a generar leucemias; entre ellos es posible mencionar algunos retrovirus como los
virus linfotropicos T humanos (HTLV) I y I, que tienen semejanzas al virus del HIV-1, agente
causal del sida. También algunos padecimientos en los que hay inestabilidad cromosémica,
como el sindrome de Fanconi, pueden culminar en leucemia aguda y la prevalencia de este
tipo de leucemia es mayor en individuos con trisomia del cromosoma 21 (sindrome de

Down) que en la poblacién general.*

Ademas existe una tendencia familiar, ya que los hermanos de un paciente con Leucemia,
sobre todo si se trata de gemelos idénticos, tienen mayor riesgo de ser afectados respecto
de los que no tienen familiares con este problema. Algunos farmacos tales como el
cloranfenicol, o los antineoplasicos alquilantes, como la ciclofosfamida, pueden causar
alteraciones que precipiten la aparicion de la leucemia. Con seguridad, la causa de la

leucemia es multifactorial y no depende de una sola anormalidad.’®

En el caso de las leucemias crénicas se sabe que la frecuencia aumenté en la poblacion
japonesa que estuvo expuesta a la radiacion atdmica en 1945. Existe menos evidencia que
en los casos de leucemia aguda en relacion a farmacos, agentes quimicos o factores
hereditarios como causas directas de la enfermedad, pero se ha demostrado que existen
genes alterados directamente que se vinculan con la presencia y permanencia de la
entidad, los cuales se conocen como oncogenes, sin embargo el por qué aparecen dichos
genes o alteraciones cromosomics de la enfermedad no se tiene claro con certeza. Ademas
en el caso de leucemia linfoblastica crénica, a diferencia de otras variantes de leucemia, la
radiacién no desempefia un papel relevante al igual que los agentes quimicos, en este caso
los retrovirus han sido implicados como causa etiolégica mas probable de la enfermedad y
de hecho se han demostrado particulas virales en células cultivadas de pacientes con
leucemia linfocitica crénica y como en todos los casos de leucemia existe predisposicion

genética y la mayoria de los pacientes presentan alteraciones cromosémicas. *

En el caso de la leucemia que ocurre en la primera infancia, por ejemplo, consiste en una
de los mejores modelos para estudiar las exposiciones gen-medio ambiente debido a la
leucemia asociada a mutaciones somaticas, el corto tiempo transcurrido entre el impacto

ambiental, la exposicion a los factores de riesgo, y el inicio de la enfermedad. El
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conocimiento sobre los patrones de la leucemia ha mejorado, desde que se han identificado
mutaciones soméaticas que ocurren durante la vida en el Utero, como reordenamientos MLL
(MLL-r) y los genes fusién ETV6-RUNXL1. Estas mutaciones somaticas podrian estar
relacionadas con los efectos del error en la diferenciacion durante la vida temprana,
modulada por factores de susceptibilidad heredados. Una variedad de carcindgenos
guimicos como el humo del cigarrillo, hidrocarburos, medicamentos y metilnitrourea; han
demostrado inducir la proteina mitégena-activada cinasa (MAPK) en mutaciones tanto en
humanos y animales. La sefalizacion MAPK desregulada es cominmente encontrada en
células cancerigenas, y es usualmente causada por mutaciones en FLT3, familia RAS,
PTPN11 y BRAF, que resultan en activacion constitutiva de la via. Las mutaciones en los
genes FLT3, KRAS, NRAS y BRAF ha sido observada con prevalencia variable en la LMA
yla LLA. &

Los factores genéticos contribuyen a la susceptibilidad a la leucemia; entre los pacientes
gque estan registrados en un Hospital, el 9% de los pacientes tienen un familiar con CLL.
Ademas, los parientes de primer grado de los pacientes con CLL tienen un riesgo 8,5 veces
mayor de desarrollar esta enfermedad y la concordancia de CLL es mayor entre los gemelos
monocigétos que entre los gemelos dicigotos. Los estudios de asociacién en todo el
genoma han identificado poliformismos que estan asociados con CLL familiar, demostrando
gue la variaciébn genética comun contribuye al riesgo heredable. La alteracién de la
expresion de los genes que se encuentran en o cerca de los SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) asociados a CLL podria contribuir al desarrollo de la enfermedad. Ademas,
se han encontrado SNPs asociados a CLL en BCL2, que codifica una proteina anti-
apoptética que se expresa en niveles elevados en CLL, y en PMAIP1, que codifica una

proteina pro-apoptética.®?

Las alteraciones epigenéticas y genéticas son dos mecanismos importantes en la leucemia.
Varios factores, como las translocaciones cromosdmicas, asi como la genética o las
alteraciones epigenéticas, estan implicados en la leucemogénesis. La metilacion anormal
del DNA y modificaciones en las histonas son importantes mecanismos en el silenciamiento
de supresores de tumor, contribuyendo a la leucemogénesis, junto con alteraciones
genéticas. El rol de las alteraciones epigenéticas en el desarrollo de tumores malignos
hematoldgicos se han identificado en los Gltimos afios. Se informé que muchos mecanismos

gue conducen a la activacion o inactivacion de genes contribuyen a la formacién del tumor.
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Por otra parte; la resistencia a farmacos, incluyendo resistencia al inhibidor de tirosin

cinasas, se ha convertido en un desafio clinico.®

4.4.2 Cuadro Clinico de las Leucemias

Los pacientes que sufren leucemias agudas se presentan con sindromes hemorragicos,
anémico o infiltrativo, aisladamente o en combinacion. La hemorragia puede deberse a
trombocitopenia por invasion leucocémica de medula 6sea o a coagulopatia por consumo
como en casos de leucemia promielocitica (LAM-M3). La anemia se debe también a
invasion tumoral de médula ésea y habitualmente es méas grave en leucemia linfoblastica.
De manera interesante la anemia grave es un dato de buen prondstico en la leucemia
linfoblastica infantil. El sindrome infiltrativo supone crecimiento de ganglios, bazo o higado.
Las leucemias con componentes monoblasticos infiltran las encias con mayor frecuencia
que las leucemias linfoblasticas. La expansion de la cavidad medular por proliferacion
celular monoclonal puede causar dolores 6seos. Las LAL de linfocitos T con frecuencia
generan crecimiento del timo visible en telerradiografias del térax. Solo la mitad de los
enfermos con LA muestra incremento en leucocitos, una cuarta parte tiene cifras de
leucocitos en cifras normales y otra cuarta parte presenta disminucion leucocitaria, por ende
nunca debe descartarse el diagnostico de LA solo porque el recuento de leucocitos sea

normal.*

Las alteraciones genéticas que acompafian a la transformacion leucémica de una célula
suelen ser alteraciones cromosomicas adquiridas. En las LA las células basticas proliferan
en la medula ésea y reemplazan a la celularidad normal de la misma, lo que provoca una
disminucion de las 3 series hematopoyéticas en sangre periférica (anemia, neutropenia y
trombocitopenia). En consecuencia, las LA suelen acompafarse de infeccion y/o
hemorragia. La proliferacion de células blasticas en otros 6rganos se traduce en la

presencia de hepatomegalia y/o esplenomegalia o adenopati’as.0?

El sintoma mas comun de LLA es la fatiga o debilidad, seguido por el dolor 6seo o articular,
fiebre y pérdida de peso; a menudo el paciente busca atenciébn medica por purpura,
hemorragia o infeccion. Los signos mas comunes son: esplenomegalia, adenomegalia,
hepatomegalia, y dolor a la presion esternal. Casi todos los pacientes presentan palidez y
los nifios pequefios (lactantes) manifiestan irritabilidad. Todos los signos clinicos son

explicables por la disminucién de la hemoglobina, y el hematocrito, y por la trombocitopenia
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y la neutropenia acompafiantes, ademas del aumento del porcentaje de blastos en la
medula 6sea, sangre, bazo, higado y ganglios. La LLA, también puede llegar a afectar el
SNC al momento del diagnéstico, los rifiones, los testiculos y casi cualquier 6rgano o
sistema, por lo que en ocasiones el cuadro clinico puede ser confuso o simular otra entidad.
Los nifios menores de dos afios de edad pueden presentarse con crecimiento masivo del
bazo e higado, hiperleucocitosis, cromosomopatia 11923, presencia de linfoblastos en el
LCR y respuesta lenta a la quimioterapia. Las complicaciones mas graves que los pacientes
pueden presentar son la infeccién y la hemorragia, que son las causas mas comunes de
muerte. EI SNC puede infiltrarse hasta en un 70% de los casos de LLA y en menor grado
en la LMA, si no se toman medidas preventivas; si esto ocurre, los pacientes presentan los
sintomas y signos de la hipertensién intracraneal, como nausea, vémito y un fondo de ojo

anormal. 765

En el cuadro clinico de LLA del adulto se halla la presencia de masa en el mediastino,
observada en una radiografia de térax, de adolescentes y adultos jévenes con LLA de
estirpe T. Menos del 10% de los casos tiene invasion del SNC al establecer el diagnostico.
Existe mucha similitud en el cuadro clinico de los pacientes con LMA y aquellos con LLA.
Casi todos los casos se presentan con un curso agudo y en solo unas cuantas semanas
aparece el cuadro clinico tipico que se caracteriza por debilidad, sindrome anémico,
fenbmenos hemorragicos y fiebre. En esta leucemia el dolor 6seo y el crecimiento
ganglionar y visceral son menos comunes que en la LLA. El paciente con LMA se deteriora
en menos tiempo, se infecta con mayor facilidad y si no se detecta de manera oportuna la
enfermedad o con tratamiento adecuado, la mortalidad puede llegar a ser muy alta en las
primeras semanas. Este tipo de leucemia tiende de manera menos comun a infiltar el SNC
que la linfoblastica, pero puede infiltrar sitios infrecuentes, como las encias, senos
paranasales, orbitas o columna vertebral e incluso la piel, algunos de estos pequefios

tumores extra medulares se les conoce como cloromas.”® 8
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Tabla 3. Cuadro clinico de pacientes con leucemias agudas (Modificado de Jaime y
Gomez, 2012)

SIGNOS SINTOMAS EXPLORACION FiSICA
Irritabilidad* Palidez de piel y mucosas* Dolor a la presion esternal
Falta de concentracion* Hemorragias Hepatomegalia
Cefalea Hipotensiéon* Esplenomegalia
Insomnio* Sudoracién* Adenomegalia
Adinamia y astenia* Taquicardia* Crecimiento ganglionar
Dolor 6seo o articular Fiebre
Perdida de peso Infiltracion
Nausea** Hipertension intracraneal**

VOmito** Pdrpura
Fondo de ojo anormal** Infeccion

*Relacionados con Sindrome Anémico
**Relacionados con infiltraciéon del SNC

En el caso de la leucemia cronica en muchas ocasiones el diagnéstico se efectlia cuando
el paciente se encuentra asintomatico. En un estudio rutinario, ya que en las BH por regla
general se hallan mas de 30,000 leucocitos por microlitro y usualmente se encuentran cifras
superiores a 100,000. En algunos casos se han observado mas de 1,000,000 leucocitos
por microlitro. La anemia puede o no existir y cuando se presenta suele ser moderada, las
plaguetas suelen estar aumentadas en la mitad de los casos y la trombocitopenia al
momento del diagnédstico es excepcional. Los sintomas mas frecuentes al momento del
diagndéstico son: debilidad, pérdida de peso, hiporexia y molestias abdominales. La
aparicion de sintomas vagos y que en ocasiones pueden desorientar es lo que lleva al
paciente a su primer visita médica; los mas comunes son fatiga, pérdida de peso, plenitud
abdominal y en ocasiones sangrados o dolor de abdomen. En la exploracion fisica se
encuentran: esplenomegalia y hepatomegalia aunque es comun encontrar adenomagelia
moderada. Se reconoce también purpura o fiebre en menos de la cuarta parte de los

pacientes.*

Los pacientes con LLC se pueden presentar con un amplio espectro de signos y sintomas,

la mayoria de los casos se descubre como hallazgos fortuitos en un BH que muestra
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leucocitosis con linfocitosis en individuos asintomaticos. En otros pacientes el diagnostico
se realizar al estudiar manifestaciones como astenia, y adenopatias y un aumento en la
susceptibilidad a infecciones bacterianas (neumonias) o virales, en las que se incluye el
herpes simple o zooster. Ademas, no es rara la hemorragia mucocutanea. Los datos fisicos
varian desde una exploracion normal hasta la presencia de linfoadenopatia local o
generalizada, asi como hepatomegalia o esplenomegalia que resulta de la infiltracion
progresiva por leucocitos, de manera habitual la LLC se presenta con adenomegalia
cervical, sin embargo como la enfermedad progresa la adenomegalia se generaliza. En
ocasiones se puede hallar infiltracién a érganos no linfoides como la préstata, el rifién o la
pleura. Las complicaciones mas frecuentes en los pacientes con LLC son las infecciones o
fendmenos autoinmunes como anemia hemolitica autoinmune y purpura trombocitopénica
inmunolégica, la transformacién en leucemia prolinfocitica o un linfoma de células grandes

o la aparicion de segundas neoplasias.”®

En el caso de la LGC los pacientes se diagnostican en la fase cronica, ya que los sintomas
iniciales son inespecificos como astenia, hiporexia, pérdida de peso, febricula y diaforesis
nocturna. Puede haber manifestaciones relacionadas con la esplenomegalia, como dolor
en el hipocondrio izquierdo, sensacion de plenitud posprandial o ambas cosas. En algunas
ocasiones hay pacientes que refieren dolor 6seo, hemorragia, gota y litiasis renal. En la

exploracion fisica el dato mas frecuente es la esplenomegalia.”®

Tabla 4. Cuadro clinico de pacientes con leucemias crénicas (Modificado de Jaime y
Gbmez, 2012)

SIGNOS SINTOMAS EXPLORACION

FiSICA

Debilidad* Parpura Esplenomegalia

Pérdida de peso Fiebre Hepatomegalia

Hiporexia Infecciones virales o bacterianas = Linfoadenopatia

Molestias abdominales Hemorragias mucocutaneas

Astenia* Infiltracion

Dolor 6seo

*Anemia moderada

Con mayor frecuencia, los pacientes con CLL son asintomaticos en el momento del
diagnostico y son conscientes de la enfermedad después de la deteccion de linfocitosis en

un recuento sanguineo de rutina. Sin embargo, CLL puede tener una gama de
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presentaciones clinicas; Algunos pacientes se sienten bien y estan plenamente activos,
pero una minoria tiene sintomas relacionados con la enfermedad. Los sintomas habituales
de CLL incluyen fatiga, pérdida involuntaria de peso, sudoracion nocturna excesiva, plenitud
abdominal con saciedad temprana y aumento de la frecuencia de infecciones, que podrian
estar asociadas con hipogammaglobulinemia. Algunos pacientes pueden presentar
sintomas de una citopenia autoinmune (por ejemplo, anemia hemolitica autoinmune o
purpura trombocitopénica inmune). Los pacientes también pueden tener o desarrollar
ganglios linfaticos agrandados, hepatomegalia y esplenomegalia, que son palpables en el
examen fisico. Los ganglios linfaticos agrandados pueden ser facilmente palpables en tres

sitios: las regiones cervical, axilar e inguino-femoral.??

4.4.3 Clasificacion de Leucemias

A pesar de que las leucemias inicialmente se clasificaron en agudas y cronicas por su
tiempo de aparicion, en la actualidad, gracias al conocimiento de la biologia molecular de
cada una de ellas, sabemos que son entidades distintas derivadas cada una de una célula

hematopoyética tumoral. Y esta clasificacion se debe a la gravedad de la patologia:
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Figura 12. Diferenciacion mieloide y linfoide de las células sanguineas.!1®
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Aguda: se da un aumento muy rapido de las células sanguineas inmaduras. Estas

células no realizan las funciones sanguineas necesarias. La progresion celular y la
dispersion de las células malignas puede conducir a que la leucemia llegue a otros 6rganos.
Esta es la leucemia que es mas comun en nifios. Las leucemias agudas (LA) constituyen
un grupo heterogéneo de hemopatias con diferente etiologia, patogenia, historia natural y
prondstico. Con su clasificacion se ha intentado reducir dicha heterogeneidad e identificar
subgrupos biol6gicamente diferentes y con distintas opciones terapéuticas, lo que ha

permitido mejorar el prondéstico de los pacientes con esta enfermedad.!°?

Crénica: se producen demasiados leucocitos maduros pero anormales. Progresa

durante meses o0 afios y aunque pueden ocurrir en cualquier grupo de edad, la leucemia

cronica ocurre mas a menudo en personas mayores.

Diagrama 2. Clasificacién general de las leucemias (Diagrama de elaboracién propia).

Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA 6 LAL)

AGUDAS
Leucemia Mieloblastica
Aguda (LAM 6 LMA)
LEUCEMIAS
Leucemia Linfocitica
Cronica (LLC)
CRONICAS

Leucemia Granulocitica
Cronica (LGC)

4.4.3.1 Agudas

Las leucemias agudas (LA) son el resultado de una mutacion somatica en una Unica célula

madre hematopoyética, que desencadena una proliferacién clonal de células leucémicas
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inmaduras. La célula en la que se produce la transformacion leucémica es un precursor que
pierde la capacidad de seguir su proceso normal de maduracién. Las leucemias agudas
son un grupo heterogeno de padecimientos que suponen la proliferacion desordenada de
una clona de células hematopoyeticas. La falla de los mecanismos de control negativo del
crecimiento clonal mutante casi siempre se debe a los cambios en los genes reguladores,
lo que conduce a una sobreproduccion sin sentido de células incapaces de madurar y
funcionar normalmente. Las células malignas individuales maduran con lentitud y de
manera incompleta; el tiempo de su ciclo celular a menudo es prolongado y la mayoria de

dichas células incompetentes sobreviven mas que las normales.* 103

La leucemia se clasifica de acuerdo con la célula de la cual se origina y que se denomina
blasto. Se reconocen dos grandes familia de leucemia aguda: linfoblastica (LAL) y
mieloblastica (LAM)."®

4.4.3.1.1 Leucemia Linfoblastica Aguda (LAL)

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una transformacién maligna y proliferacion de
células progenitoras linfoides en la médula ésea, sangre y sitios extramedulares. Mientras
que el 80% de ALL ocurre en nifios, representa una enfermedad devastadora cuando ocurre
en adultos. Es grupo de enfermedades heterogéneo y variable en presentacién, morfologia,
inmunologia, citogenética, bioquimica, etc. Las caracteristicas iniciales del enfermo con
LAL, permiten predecir con cierta seguridad la respuesta a la terapia y las probabilidades
de supervivencia prolongada o curacion. Ademas en el pronéstico del paciente influyen
también: edad, sexo, estado nutricional y raza. Se acepta que la edad, sexo, estado
nutricional y el recuento leucocitario son datos muy importantes, seguidos de la estirpe T o
B de la leucemia y los cambios cromosémicos en un cariotipo de medula 6sea. Conocer el
inmunofenotipo del tipo de blasto permite separar a las leucemias tipo T y B. La leucemia
tipo T tiene un tratamiento menos agresivo y las LAL con antigenos mieloides son de mal
pronostico. La presencia del BCR/ABL en las LAL supone un peor pronéstico y un
tratamiento diferente. La LAL es la enfermedad mas importante en la hematooncologia
pediatrica, dado que es la neoplasia mas comun en menores de 15 afios, grupo que
constituye el 30% de todos los canceres. Este padecimiento afecta de modo predominante

al género masculino.* 7682
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Las LAL se presentan en tres variantes morfoldgicas definidas: L-1, L-2 y L-3. La diferencia
entre un grupo y otro se basa en el tamafio, el grado de maduracion del nicleo y la

presencia de nucléolos y vacuolas.”®

Tabla 5. Clasificacion morfologicas de las leucemias agudas linfoblasticas (Modificada de
Ruiz, 2009)

LA-L1 (LAL-L1) Linfoblastica tipica. La mas uniforme de todas y menos

indiferenciada. Células pequefias y escaso citoplasma.

LA-L2 (LAL-L2) Linfoblastica atipica. Linfoblastos de tamafio variable, nucléolos

mas evidentes y menos diferenciados.

LA-L3 (LAL-L3) Parecidas al linfoma de Burkit. Células grandes, indiferenciadas,

nucléolos notorios y numerosas vacuolas.

Esta fue la clasificacion propuesta por la FAB, sin embargo la morfologia ofrece poca
objetividad y numerosas variantes en la interpretacién; no revela con claridad las
caracteristicas bioldgicas de la célula y es poco util para poder predecir con certeza el
pronostico de la enfermedad; por ello se ha clasificado a las LAL en subtipos, no solo de
acuerdo con criterios morfolégicos, sino también su origen inmunolégico y las caracteristica

genéticas de la diferenciacion del linfoblasto.®

La patogénesis de LAL implica la proliferacion anormal y diferenciacién de una poblacion
clonal de células linfoides. Estudios en la poblacién pediatrica ha identificado sindromes
genéticos que predisponen a una minoria de casos de LAL, como el sindrome de Down,
Anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, ataxia telangiectasia y Sindrome de
descomposicibn de Nijmegen. Otros factores predisponentes son la exposicion a
radiaciones ionizantes, plaguicidas, ciertos disolventes o virus tales como el virus de
Epstein-Barr y la inmunodeficiencia humana, sin embargo, en la mayoria de los casos,
aparece como de novo en individuos previamente sanos. Las aberraciones cromosomicas
son el sello distintivo de LAL, pero no son suficientes para que se desarrolle la leucemia.
Las translocaciones caracteristicas incluyen t(12;21) [ETV6-RUNX1], t (1; 19) [TCF3-PBX1],
t(9;22) [BCR-ABL1] y reordenamiento de MLL.%

La primer clasificacién de LLA fueron de acuerdo con los criterios morfolégicos de la FAB
gue dividieron todos en 3 subtipos (L1, L2 y L3) basados en el tamafio de la célula,

citoplasma, nucléolos, vacuolacion y basofilia. En 1997, la Organizacion Mundial de la Salud
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propuso una clasificacién compuesta para intentar explicar la morfologia y perfil citogenético
de las rafagas leucémicas e identificaron tres tipos de LLA: B linfoblastico, T linfoblastico y
Leucemia de células de Burkit. Posteriormente en 2008, la leucemia de células de Burkit
fue eliminado ya que ya no se ve como una entidad separada del linfoma de Burkitt y la
leucemia linfoblastica B se dividieron en dos subtipos: B-ALL con anomalias genéticas
recurrentes y B-ALL no se especifica de otra manera. B-ALL con anomalias genéticas
recurrentes se delimita més en base a los rearreglos cromosomico especificos. En 2016,
dos nuevas entidades provisionales se agregaron a la lista de anomalias genéticas
recurrentes y la hipodiploidia se redefini6 como baja hipodiploidia o hipodiploidia con
mutaciones TP53. En adultos, las leucemias de células B representan el ~ 75% de todos
los casos mientras que la LLA de células T comprende el nimero de casos restantes.®®

Tabla 6. Clasificacion de la leucemia linfoblastica aguda de acuerdo con las anomalias
genéticas recurrentes (Modificada de Terwilliger y Abdul-Hay, 2017).

Linfoma/Leucemia linfoblastica de células B, no especificado de otra forma
Linfoma/Leucemia linfoblastica de células B, con anomalias genéticas recurrentes
Linfoma/Leucemia linfoblastica de células B, con hiperdiploidia

Linfoma/Leucemia linfoblastica de células B, con t(9;22)(g34;911.2)(BCR-ABL1)
Linfoma/Leucemia linfoblastica de células B, con t(v;11923)(MLL rearreglo)
Linfoma/Leucemia linfoblastica de células B, con t(12;21)(g23;p13.3)(TCF3-PBX1)
Linfoma/Leucemia linfoblastica de células B, con t(5;14)(g31:932)(IL-IGH)

Linfoma/Leucemia linfoblastica de células B, con amplificacion intracromosomal del
cromosoma 21 (IAMP21)

Linfoma/Leucemia linfoblastica de células B, con translocacion que involucra tirosin-
cinasa o receptores de citocinas (BCR-ABL1-como ALL)
Linfoma/Leucemia linfoblastica de células T

Linfoma/ Leucemia de precursores de células T tempranas

4.4.3.1.2 Leucemia Mieloblastica Aguda (LAM)

La AML es un trastorno hematol6gico caracterizado por una proliferacion de células
mieloides indiferenciadas en la médula 6sea que se infiltran en el higado, el bazo, los
ganglios y sangre periférica. Este tipo de cancer progresa rapidamente y es relativamente
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mortal debido a la genética y/o aberraciones citogenéticas. La recaida es la principal razon

para una supervivencia deficiente y ocurre hasta en un 80% de los pacientes con LMA.%®

En 1976, fueron propuestos por un grupo internacional de investigadores (francés,
estadounidenses y britanicos) los criterios para realizar la clasificacion morfologica de las
leucemias agudas, que las dividid en 9 tipos, tres de estirpe linfoide y seis de estirpe
mieloide. El desarrollo de esta clasificacion franco-americana-britanica (FAB) fue
estimulada por la necesidad de un esquema que unificara los criterios morfolégicos y
sirviera para correlacionarlos con el pronéstico de la enfermedad, Algunos afios mas tarde
y ante el cumulo de informacién generada por el uso de inmunorreactivos para estudiar y
clasificar a las células leucémicas, los miembros del FAB agregaron a esta clasificacion
inicial dos variedades mas de leucemia mieloblastica (MO y M7), las cuales estrictamente
no pueden ser diagnosticadas solo con bases puramente morfolégicas, ya que requieren

estudios adicionales para ser definidas.*

Cuando el precursor hematopoyetico es de origen mieloide, se desarrolla una leucemia
aguda mieloide (LAM). La clasificacion de las LA mas ampliamente utilizada ha sido la del
Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB). El grupo cooperativo FAB diferencio
las siguientes variedades morfolégicas de LAM:%3
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Diagrama 3. Clasificacion general de las leucemias agudas mieloblasticas (Diagrama de
elaboracion propia).
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LAM-MO. La LAM minimamente diferenciada o LAMO tiene una gran dificultad diagnostica

— LAMS5 (monocitica)

— LAMBG (eritroide)

= LAM7 (megacarioblastica)

desde el punto de vista morfolégico, dado que los blastos presentan rasgos morfolégicos
linfoides y mieloides12. Constituye Unicamente el 5% de las LAM en el adulto y tiene un mal
prondstico. Miembros del grupo FAB, utilizando citoquimica ultraestructural y anticuerpos
monoclonales, demostraron que algunos casos con una cifra inferior al 3% de blastos
mieloperoxidasa (MPO) positivos clasificados como leucemias agudas linfoides (LAL) eran
en realidad LAM con signos minimos de maduracion. En el estudio inmunofenotipico al
menos un marcador mieloide (MPO citoplasmatica, CD13 o CD33) es positivo en los

blastos. Los marcadores linfoides son negativos (CD3,CD22, CD79a). 13

LAM-M1: La leucemia aguda mieloide sin maduracién suele observarse un monomorfismo
celular, con presencia en sangre periférica (SP) de blastos mieloides (43%) en ausencia de
otras células en estadios posteriores al mieloblasto. Los blastos son de tamafio mediano,

con elevada relacion nucleo-citoplasma (N/C), contorno nuclear redondeado, nucleo de
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cromatina laxa e inmadura con presencia de uno o varios nucléolos prominentes. Los
blastos pueden presentar una fina granulacion azurofila, o algun bastén de Auer visible en
el citoplasma, y una cifra superior al 3% de las células blasticas son MPO positivas. En el
estudio inmunofenotipico se demuestra que los blastos expresan antigenos mieloides

(CD33y CD13) y pueden expresar tambien el antigeno CD34.,103

LAM-M2. Constituye alrededor del 30% de todos los casos de LAM y muestra células en
estadios madurativos posteriores al mieloblasto (promielocitos, mielocitos y neutréfilos) en
un porcentaje superior al 10%. El tamafio de los blastos en la LAM2 es de pequefio a
mediano, con una elevada relacion N/C y un perfil nuclear redondeado, que a veces adopta
una posicién cuadrangular respecto al citoplasma. El nlcleo muestra una cromatina laxa e
inmadura, con uno o varios nucléolos visibles. El citoplasma es baséfilo y puede contener
ocasionalmente algun bastén de Auer. Los blastos de la LAM2 son positivos para la MPO
y el Negro sudan B, y expresan los antigenos CD34, HLA-DR, CD13 y CD15. Una tercera
parte de las LAM2 se asocian at (8;21). Los casos de LAM2 con esta alteracion citogenética
presentan una supervivencia mas prolongada y constituyen un subtipo de LAM con
anomalias citogenéticas recurrentes segun la clasificacion de la OMS. Otras alteraciones
son deleciones o translocaciones a nivel del cromosoma 12, y la t(6;9). Una asociacion
menos frecuente es la t(8;16)(p11;p13) y la alteracién citogenético mas comun en este tipo
de leucemia es la t(8:21) (q22.1;922.3).41%3

LAM-M3. Las células que proliferan muestran una morfologia muy caracteristica y se
denominan promielocitos atipicos (hipergranulares). Puede cursar con accidentes
hemorragicos muy graves por coagulacién intravascular diseminada. El nicleo suele ser de
aspecto monocitoide (reniforme) y con un perfil bilobulado con la presencia de una
hendidura amplia, o bien de perfil irregular. El citoplasma es poco basdfilo debido al elevado
contenido de granulacién azurofila. Algunos de los promielocitos atipicos contienen ademas
inclusiones citoplasmaticas cristalinas alargadas o astillas, especificas de este tipo de
leucemia. La alteracioén citogenética caracteristica en este tipo de LAM es T(15;17)
(922;911.2) que provoca la fusién del oncogen PML (promyelocytic leukemic gen) con el
gen del receptor del &cido retinoico (RARa), con el resultado de la formacién del transcrito
PML-RARa. Para detectar la t(15;17) se utilizan técnicas citogenéticas, de hibridacion in
situ y de biologia molecular. Estas ultimas identifican especificamente el transcrito PML-

RARa en todos los casos de LAM3 que responden al tratamiento con ATRA (&cido trans-
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retinoico). EI ATRA induce la maduracion de las células leucémicas (a promielocitos,

mielocitos y neutréfilos). 4103

LAM-M4. Tiene un componente granulocitico y otro monocitico, en proporciones variables
y con diversos grados de maduracion. Los blastos monociticos son de gran tamafio,
moderada relacién N/C y basofilia variable. El nicleo puede ser redondeado, arrifionado o
de forma irregular. Los nucléolos acostumbran a ser prominentes. De las alteraciones
Unicas en LAM-M4, pueden sefialarse la t(4:11) (q21;q23).* 103

LAM-M5. Constituye alrededor de un 15% del total de LAM. Las células leucémicas son de

estirpe monocitica (monoblastos y promonocitos). La LAMS5 incluye 2 subtipos:
1. LAM5a o leucemia aguda monoblastica, en la que predominan los monoblastos.

2. LAM5b o leucemia aguda monocitica, en la que junto a los monoblastos se

observa una elevada proporcién de promonocitos y monocitos.

El subtipo LAM5a constituye alrededor de un 5-8% de las LAM. Los elementos blasticos
son de gran tamafio, con un nucleo de perfil redondeado de cromatina laxa e inmadura (1-
3 nucleolos), y un citoplasma moderadamente amplio e intensamente basdfilo. En el

citoplasma es posible observar algiin bastén de Auer y/o prolongaciones o mamelones.'%

En la LAM5b (3—6% de las LAM) los promonocitos presentan un nucleo de perfil redondeado
o arrifionado, y un citoplasma menos basofilo, con mayor contenido de granulacion que los
monoblastos y con la presencia de alguna vacuola. La observacion de eritrofagocitosis junto

a blastos monociticos sugiere la existencia de una t(8;16).1%

La forma monoblastica suele asociarse a la t(9;11), la t(6;11) o la t(8;16) y también es
frecuente el reordenamiento 11923 (LAM con anomalias genéticas recurrentes segun la

OMS), la trisomia 8 y la monosomia 7.1%

LAM-M6. Ha sido definida por la clasificacion FAB como una proliferacion de elementos

eritroides displasicos, junto a una proliferacion de elementos blasticos de origen mieloide.
Se ha categorizado en dos subtipos:

1. La eritroleucemia (LAM6a), con una proliferacion blastica mixta mieloide y

eritroide.
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2. La LAMG6 variante o leucemia eritroide pura (LAM6b) segun la clasificacién de la
OMS. Y Las anomalias cromosémicas se sitllan frecuentemente en los cromosomas
5y7.

LAM-M7. Representa un 3-5% de las LAM. Los blastos muestran un aspecto morfologico
muy inmaduro, y son muy polimérficos. El nlcleo es excéntrico, de cromatina laxa y
reticulada y con 1-3 nucléolos prominentes. El citoplasma es baséfilo, agranular y muestra
un aspecto muy similar a las plaguetas circulantes. Y la t(1;22)(p13;q13) es frecuente en

nifios menores de 1 afio.1%3

La respuesta al tratamiento en las LAM es mejor en pacientes que no presentan
alteraciones cromosomicas; entre estas, las de mayor significado pronostico son: la
translocacion (15;17)(g22;q11.2) de la LAM-M3 (promielocitica), que produce el gen
quimérico PML/RAR-a (promyelocytic leukemia/retinoid acid receptor alpha); la
translocacion (8:21) de la LAM-M2 que da lugar al gen quimérico AML1/ETO; y la inversion
del cromosoma 16 (inv16) de la leucemia mielomonoblastica con eosinofilia (LAM-M4EO0).
La presencia de cualquiera de estas tres alteraciones genéticas en la LAM se asocia con
un pronostico menos sombrio, con mayor probabilidad de lograr la remisién y con
supervivencia mas prolongada. En las LAM, otros marcadores moleculares de valor
pronostico favorable y de respuesta al tratamiento son los biomarcadores CBF-AML, NP-1
y CEBPA, entre otros. Por otro lado, los biomarcadores FLT3-ITD (identificado en el 20%
de los pacientes con LAM), WT1, RUNX1y TET2 se asocia con un valor pronostico pobre

y de poca respuesta al tratamiento.*

Segun la organizacion mundial de la salud, la clasificacion introduce algunos cambios que
tienen en cuenta nuevos conceptos en la biologia de las LAM, especialmente a nivel

citogenético, inmunolégico y molecular;1% 8

[) LAM con anomalias genéticas recurrentes:
a) 1(8;21), t(15;17), inv (16), t(9;11), t(6;9), inv(3),1(1;22).
b) mutaciones NPM1, FLT3, CEBPA.

II) LAM con DISPLASIA.

) LAM relacionadas con tratamientos previos (agentes alquilantes o inhibidores de la

topoisomerasa lIl).
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IV) LAM no categorizadas previamente, que incluyen:
a) Subtipos de la clasificacion FAB.
b) Leucemia aguda basofilica.
¢) Panmielosis aguda con mielofibfrosis.
V) Sarcoma mieloide.
VI) Proliferaciones mieloides en relaciéon con el sindrome de Down.

VII) Neoplasias de células blasticas dendriticas plasmocitoides.

Diagrama 4. Clasificacion morfoldgica de las Leucemias Agudas (FAB).
(Diagrama de elaboracion propia)
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4.4.3.2 Cronicas

Sindromes Mielodisplasicos

Las neoplasias mieloproliferativas crénicas o sindromes mielodisplasicos son
enfermedades clénales, es decir, que provienen de una célula progenitora hematopoyética
pluripotencial. Esta célula es la responsable de la proliferacién, autorrenovacion y
diferenciacion de tres lineas celulares que provienen de la medula 6sea en un individuo

normal: eritroide, mieloide y megacariocitica. Estas enfermedades se caracterizan por la

72




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM

proliferacién celular excesiva y desordenada, que da lugar a un nidmero aumentado de
eritrocitos, granulocitos y plaquetas, respectivamente. La clasificacion de los sindromes
mielodisplasicos se da de acuerdo a la presencia o ausencia del CrPh1, origen genético de
la LGC. Los sindromes mielodisplasicos clasicos que no presentan esta alteracion
cromosodmica son: policitemia vera, trombocitosis esencial y mielofibrosis primaria. Aunque
difieren en la estirpe celular predominante, estas neoplasias comparten algunas
caracteristicas, como la proliferacibn aumentada de células maduras, un curso

frecuentemente indolente y un potencial variable de progresion y transformaciéon maligna.*
4.4.3.2.1 Leucemia granulocitica crénica (LGC)

La LGC consiste en una proliferacion neoplasica predominante de la serie granulocitica; sin
embargo, se observan alteraciones en la serie roja y en las plaguetas, lo cual indica que el
origen de la entidad parte de la célula troncal o pluripotencial (stem cell). Esta enfermedad
se ha relacionado con una anormalidad cromos6mica (translocacién del cromosoma 22 al
9; t:9g+: 220-) que se denomina cromosoma Philadelphia (CrPhl), la cual se observa en
mas del 90% de los pacientes. La célula proliferante no es una en especial, como en el caso
de las leucemias agudas, sino practicamente todas las células hematopoyéticas, si bien
predomina la serie granulocitica. La medula 6sea de hecho es de poca utilidad para el
diagndstico, ya que solo se observa hiperplasia granulocitica, la cual es inespecifica en
ausencia de un cuadro clinico y de laboratorio caracteristico. El hallazgo mas consistente
es la presencia de CrPhl. Esta translocacién condiciona la aparicion de un gen quimérico
BCR-ABL, el cual se asocia a una tirosin-cinasa que otorga ventajas proliferativas a la célula
leucémica. Esta proteina de fusién o gen quimérico puede ser detectado mediante técnicas
de biologia molecular como la PCR. Encontrar este gen equivale a encontrar al CrPhl. En
el 90% de los pacientes se halla el cromosoma Philadelphia, mientras que en otro 5% solo
se encuentra el gen quimérico sin detectar la translocacion cromosémica, y en el 5%

restante simplemente la enfermedad no es LGC, aunque lo parezca. *
4.4.3.2.2 Leucemia linfocitica crénica (LLC)

La LLC es una neoplasia hematica que se caracteriza por la proliferacion y acumulacién de
linfocitos de aspecto relativamente maduro o normal. Esta leucemia se origina en el 90%
de los casos en linfocitos de tipo B. La LLC es la leucemia mas comun en Estados Unidos
mientras que en México es muy escasa, aunque si se observa ocupa el penultimo lugar en

casos de leucemias, ya que la Ultima es la tricoleucemia. La LLC aparece de manera tipica
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en individuos mayores de 50 afios, es muy poco frecuente en menores de 35 afios e
inexistente en nifios. En México el diagnostico casi siempre se efectia de manera tardia y
en muchos casos es posible que el paciente fallezca sin que se le haya el diagnostico, ya
gue la enfermedad es de curso indolente y menos notoria, que, por ejemplo el mieloma
multiple. En la LLC proliferan linfocitos morfolégicamente indistinguibles de los normales;
se han descrito algunas variantes del padecimiento y en esos casos se observan linfocitos
anormales con grandes nucléolos, como en la llamada leucemia prolinfocitica. En los casos
de LLC los 6rganos afectados casi de forma exclusiva son aquellos en los que normalmente
se encuentra tejido linfoide, como sangre, médula 6sea, ganglios linfaticos y bazo. Existe
supervivencia prolongada de linfocitos y en consecuencia acumulacion de linfocitos en los
6rganos sefialados. Es una enfermedad poco agresiva e indolente, por lo gue los sintomas
que presentan los pacientes son inespecificos. En muchas ocasiones el diagnostico se
efectla por hallazgos de laboratorio y sin haber sospechado de la entidad, por lo que la
linfocitosis en un BH de un paciente asintomatico con frecuencia constituye el dato inicial

que lleva al diagnéstico.*

4.4.4 Epidemiologia de las Leucemias

El perfil de mortalidad por Cancer en las naciones menos desarrolladas presenta todavia
un claro patrén ascendente. México no es la excepcion y las tasas de mortalidad por Cancer
muestran una marcada tendencia creciente en las Ultimas décadas, lo cual constituye un

enorme reto para las instituciones de salud. 3

Una de las enfermedades de mayor incidencia en la poblacion mundial es el cancer. Este
padecimiento se da a raiz del crecimiento descontrolado de las células al alterarse los
mecanismos de division y muerte celular, lo que genera el desarrollo de tumores 0 masas
anormales, las cuales se pueden presentar en cualquier parte del organismo, dando lugar
a mas de 100 tipos de cancer gue se denominan segun la zona de desarrollo. En 2012, la
OMS sefala que los tipos de cancer diagnosticados con mayor frecuencia a nivel mundial
son los de pulmon, higado, estbmago, colon y recto, mama y eso6fago. Por sexo, los cinco
principales en las mujeres son el de mama, colon y recto, pulmén, cuello uterino y
estdbmago, mientras que en los varones son el de pulmon, préstata, colon y recto, estbmago
e higado (WHO, 2015). %
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Tabla 7. Tasa de morbilidad Hospitalaria por principales tumores malignos de la poblacién
de 20 afios y mas, estadisticas establecidas por el INEGI. (Modificada de INEGI, 2017)

Por cada 100 mil habitantes en cada grupo de edad

Tumor maligno

20-29
HOMBRES
Células germinales 28
(Testiculos)
Organos 17
hematopoyeticos
Sistema linfatico y 11
) tejidos afines
Organos digestivos 4

Organos respiratorios 2
e intratoracicos

Organos genitales  0.63

masculinos
Mama 0.41
MUJERES
Organos genitales 13
femeninos
Organos 11
hematopoyéticos
Mama 7
Sistema linfatico y 7
tejidos afines
Células germinales 5
(ovario)
Organos digestivos 4

Organos respiratorios | 0.76
e intratoracicos

30-39

18

13

12

13

0.57

39

10

40

10
2

40-49

17

16

36

67

16

125
11

25

32

Grupo de edad

50-59

22

28

80
21

23

90

22

203
22

40

69

12

60-64

3

26

44

141
46

65

105

26

218
32

41

106

17

65-74

40

51

195
82

148

100

32

209
43

41

134

28

75-79

49

57

200
105

206

85

27

156
48

28

150

42

80y mas

3

37

47

149
76

155

80

25

95
35

18

118

24

En los varones se observa que el cancer de érganos digestivos es el que tienen mayor

porcentaje de morbilidad hospitalaria en la poblacion de 20 afios y mas de edad con cancer,

mientras que en las mujeres, el de mama es el tipo de cancer cuyas tasas de morbilidad

hospitalaria muestran los mayores incrementos con la edad.*®

La leucemia es la segunda enfermedad hematol6gica mas frecuente en el mundo, sélo

después del Linfoma de Hodgkin; ocupa el 11 lugar entre las neoplasias de mayor incidencia

a nivel mundial y representan un el 3.09% del total de los casos de cancer.?
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A nivel mundial, las leucemias son el cancer de mayor frecuencia en la poblaciéon de 0 a 14
afos. Aunque esta condicién puede ser potencialmente mortal por la alteraciéon en los
componentes sanguineos y la generacion de hemorragias, en los ultimos 30 afios los
avances tanto en su deteccion temprana como en su tratamiento oportuno han logrado que

90% de los casos tengan curacion.3

En los dltimos afios, México ha tenido un incremento significativo de las enfermedades
cronico degenerativas. En la actualidad la leucemia linfoblastica aguda es el cancer mas
comun de la infancia y en México se ha reportado una de las mayores tasas de incidencia
de Ameérica Latina. Cabe recordar que la edad es una de las variables clinicas que afecta
por si sola al pronostico. Tomando en cuenta los datos de morbilidad hospitalaria por
tumores malignos (egresos hospitalarios) se observa que durante 2014, el cancer en
6rganos hematopoyéticos es el de mayor presencia en hombres (59.2%) y mujeres (61.1%)
que tienen menos de 20 afios de edad. En los varones, el segundo lugar lo ocupan los
tumores malignos del sistema linfatico y tejidos afines (8.6%), seguido del de hueso y
cartilagos articulares (6.8 por ciento), el cual ocupa el segundo lugar entre las mujeres (6%),
mientras que en tercer lugar para ellas estan las neoplasias del sistema linfatico y tejidos
afines, y las del encéfalo y otras partes del sistema nervioso central (ambos con 5.9 por

ciento). %
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Tabla 8. Tasa de morbilidad Hospitalaria por principales tumores malignos de la poblacién
menos de 20 afios, estadisticas establecidas por el INEGI (Modificada de INEGI, 2017)

Por cada 100 mil habitantes en cada grupo quiquenal de edad

Tumor maligno Grupo de edad
0-4 5-9 10-14 15-19
HOMBRES
Organos hematopoyéticos 59 79 63 42
Encéfalo y otras partes de SNC 6 7 7 4
Vias urinarias 5 2 0.84 0.43
Sistema linfético y tejidos afines 5 11 11 8
Células germinales (testiculos) 2 0.33 1 13
Huesos y de los cartilagos 1 6 10 10
articulares
MUJERES
Organos hematopoyéticos 45 80 50 25
Vias urinarias 5 3 1 0.23
Encéfalo y otras partes de SNC 5 7 5 2
Sistema linfatico y tejidos afines 4 4 5 6
Huesos y de los cartilagos 0.83 3 9 6
articulares
Células germinales (ovario) 0.57 1 2 4

Con datos de 2014 se tiene que la tasa de mortalidad por principales tumores malignos mas
alta en la poblacién con menos de 20 afios, es la que corresponde al tumor maligno de
organos hematopoyéticos (tres defunciones por cada 100 mil habitantes). Por sexo, los
hombres superan ligeramente a las mujeres (tres contra dos defunciones por cada 100 mil
habitantes para cada sexo). El resto de las neoplasias malignas analizadas presentan tasas

de mortalidad menores.®

Gracias a los grandes registros poblacionales de cancer, conocemos el patron
epidemioldgico de las LLA que suelen afectar principalmente a los varones, con picos de
incidencia durante las etapas tempranas de la infancia y la adolescencia, mientras que las
leucemias mieloides agudas y las leucemias crénicas, en general, se esperan en pacientes

de edad avanzada, principalmente en los mayores de 70 afios.%®

Este patrén se basa mayormente en datos provenientes de paises desarrollados. México,

al no contar con un registro poblacional hasta el dia de hoy, importa los datos
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epidemiolégicos de la Organizacion Mundial para la Salud (OMS), o, en el mejor de los
casos, provienen de reportes sobre la experiencia y lo observado en una institucion, en su

mayoria hospitales de concentracion ubicados en la Ciudad de México.% 3
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Gréfico 1. Rango de edad entre los diferentes subtipos de Leucemia (INEGI, 2017)

50 -

LLAT LAA2 LLA3 LMAT LMAZ2 LMA3 LMA4 LMAS LMAS LMC LLC
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Gréfico 2. Frecuencia en porcentaje de los principales subtipos morfolégicos de Leucemia
(INEGI, 2017)
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Segun un estudio publicado en la Gaceta Médica realizado en Febrero de 2015, la leucemia
que se atendié con mayor frecuencia en el Hospital General de México y en el Hospital de
Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia, perteneciente al ISSSTE fue la LLA y
la variedad morfologica FABL2 fue la mas frecuente. La variedad de leucemia mieloide mas

frecuente fue la variante M4 (leucemia mielomonocitica).®®

La LGC en México es menos comun que la LA, pero mas frecuentes que la LLC; esto es
muy diferente de lo que ocurre en los paises anglosajones, donde la LLC es mucho més
frecuente. Se puede observar a cualquier edad, pero en los nifios constituye un 3% de las
leucemias en general. Su frecuencia aumenta gradualmente y predomina en adultos entre

los 40 y 60 afios y es mas frecuente en hombres que en mujeres con una relacion de 3:2.2

Internacionalmente se reporta la edad de presentacion de las leucemias mieloides durante
la séptima década de la vida: 69 afios para las agudas y 64 para las crénicas. En cuanto a
la variedad linfocitica crénica, el género masculino se mostro principalmente afectado (60%
de los casos). Estos datos son constantes en la mayoria de los registros de pacientes con
leucemia linfocitica crénica, y esto es de gran relevancia, ya que, acorde a diversos estudios
poblacionales, tanto la respuesta como la severidad de la enfermedad son menores en

pacientes del género femenino que en pacientes del género masculino (83 vs. 71%).5" 58

Tabla 9. Tasa de morbilidad por principales tumores malignos de la poblacion de 20 afios
y mas segun sexo, estadisticas establecida por el INEGI (Modificada de INEGI, 2017)

Por cada 100 mil habitantes en cada grupo quiquenal de edad

Tumores Malignos Total Hombres Mujeres
Organos digestivos 33 35 31
Encéfalo y otras partes de SNC 10 14 7
Organos respiratorios e 16 18 13

intratoracicos
Organos genitales 8 0.15 15
masculinos/femeninos
Mama 8 0.15 16
Sistema linfatico y tejidos afines 4 5 3
Células germinales (testiculos u 4 1 6
ovarios)
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De acuerdo a lo anterior las leucemias se posicionan como la tercer causa de muerte por

cancer en México en 2017.

5. Diagnéstico y Tratamiento de las Leucemias

Las malignidades hematoldgicas se generan por alteraciones hematopoyéticas e incluyen
leucemias, linfomas, mielomas, anemia aplasica (AA), sindromes mielodisplasico (MDS) y
trastornos mieloproliferativos crénicos (CMPD). En general, los linfomas se clasifican tipo
de célula de origen, mientras que las leucemias mieloides (AML/ ML) o linfoides (AML/CLL)
en agudas o cronicas. Los sindromes mielodisplasicos (MDS) son un grupo de trastornos
caracterizado por una 0 mas citopenias de sangre periférica, secundaria a la disfuncion de
la médula 6sea. Generalmente, los CMPDs presentan una mayor cantidad de células
mieloides maduras en sangre e incluyen sindromes que comparten caracteristicas de
MDS/CMPD y leucemia mieloide crénica atipica (CML). Estos ultimos son enfermedades
de adultos con un pico frecuente en la quinta y sexta década de la vida. A nivel mundial, las
leucemias y linfomas son las neoplasias hematolégicas mas frecuentes, representando el
2,8% de los nuevos casos de cancer. En Mexico, el Registro de Cancer basado en la
poblacion coloca las malignidades hematolégicas en los primeros cinco lugares. Los
estudios citogenéticos en hematopatias malignas y benignas son importantes para la
caracterizacién de la enfermedad, ya que contribuye al diagndstico y es un factor prondstico
bien definido. En mas del 50% de las neoplasias malignas hematolégicas, las alteraciones
cromosomicas clonales se han caracterizado basadas en el nUmero de cromosomas
(hiperdiploidia, trisomias o monosomias) o la estructura de los cromosomas
(translocaciones, inversiones, deleciones). El primer reordenamiento cromosomico descrito
en el cancer, y actualmente mejor caracterizada en pacientes con LMC, es 1(9;22) (q34;
g11), también conocido como el cromosoma de Filadelfia (Ph +). En pacientes con AML-
M3 o leucemia promielocitica aguda (APL), el &cido trans retinoico (ATRA) es otro objetivo
de terapia dirigido contra un gen de fusion, PML/ RARa, causado por la t(15;17) (q22; q21).
La presencia de t(15;17) en pacientes con sospecha clinica de M3/APL es un criterio de
diagnéstico e indica un candidato para el tratamiento con ATRA. En ALL, las alteraciones
citogenéticas que presentan una alta el riesgo es (9;22) (g34; q11), t(4; 11) (q21; g23) e
hipodiploidia con 30-39 cromosomas (baja hipodiploidia). Los cariotipos complejo son un
factor de riesgo independiente de la edad y recuento de células sanguineas. Alteraciones

con mejor pronéstico en ALL son t(12;21) (p13;g22) translocacién, 9p deleciones y

80




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM

hiperdiploidia con mas de 50 cromosomas. Se presenta cariotipo normal en 15-45% de
todas las malignidades hematoldgicas y se considera de riesgo intermedio. En AML, las
alteraciones de bajo riesgo son: t (8; 21) (q22; q22), t (15; 17) (q22; q21), inv (16) (p13q13),
rearr (11923) y alto Las alteraciones de riesgo son: reordenamientos 3¢, monosomia 7 y
t(1; 22) (q10; p10). Por todo ello es importante que ademas de las técnicas clasicas de
laboratorio se implementen siempre técnicas de diagndstico citogenéticas y moleculares,
las cuales proporcionan datos adicionales muy importantes para el seguimiento del

paciente.t’

La leucemia es un tipo comun de cancer, sin embargo hoy en dia todavia requiere una
mejora en el ambito del diagnéstico y clasificacion. Actualmente, las modernas técnicas de
biologia molecular estan siendo evaluadas para su adecuacion en la deteccién y distincion
entre los subtipos de leucemia. En 1980 el analisis de DNA y RNA por citometria de flujo se
ha utilizado para identificar los subtipos de leucemia linfoblastica aguda. Junto con la
creacion de tecnologias de microarrays surgieron nuevas oportunidades para poder
caracterizar la leucemia linfoblastica aguda y leucemia mieloide aguda (ALL, AML),
utilizando datos de expresion. Ademas, el perfil de expresion génica se utilizé para clasificar

los subtipos pediatricos de leucemia linfoblastica aguda. 8!

La deteccién y tratamiento del cancer requiere una correcta coordinacion de distintas
especialidades, aportando una vision integral de la enfermedad para abordar con mayor
garantia todos los aspectos del proceso oncoldgico. Es decir, requiere la actuacién de un
equipo multidisciplinar donde se incluyan todos los especialistas que actien tanto en el
tratamiento curativo de los pacientes, como en el diagnéstico acertado: cirujanos, oncélogos
médicos, radioterapeutas, quimicos clinicos, enfermeras especializadas, unidad del dolor
asi como en los cuidados paliativos de los pacientes incluyendo la fase cercana a la muerte

o el duelo.®

En el paciente oncohematolégico, su enfermedad invade médula 6sea o tejido linfatico, por
lo tanto, esta enfermedad esta dispersa en todo el organismo. En ellos, ya por la
enfermedad de base hay alteracién de toda la produccién de células de las distintas series;
como consecuencia habra: anemia, leucopenia, plaquetopenia. Por ende, es probable que
durante todo el tratamiento requieran terapia transfusional. La infeccion es uno de los
riesgos a tener en cuenta en este paciente, y la neutropenia febril es una de las urgencias
mas importantes a las que se enfrenta el paciente tras recibir tratamiento oncolégico,

también cursan con astenia y adinamia.®°
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El diagnostico suele ser sencillo ya que se sospecha en una biometria hemética (BH) al
encontrar los cambios sefialados y se confirma cuando se observa leucocitosis (60% de los
casos) con un alto porcentaje de blastos, anemia, y trombocitopenia. Algunas infecciones
virales, como las de citomegalovirus 0 mononucleosis infecciosa, pueden dar lugar a
confusién; un estudio de medula 6sea es casi siempre suficiente para disipar la duda. Se
requiere un minimo de 25% de linfoblastos en la medula ésea para establecer el
diagnostico. En algunos casos de pancitopenia notoria puede haber confusién, en algunos
casos puede sospecharse de anemia aplasica. Por lo regular la revisién de sangre y medula
Osea permite determinar con éxito el diagnostico. El aspecto mas dificil del diagndstico
desde el punto de vista técnico es la clasificacion con marcadores citoquimicos,
citogenéticos e inmunoldgicos, esto tiene en la actualidad gran importancia dado que el

prondstico y el tratamiento optimo dependen de ellos. 7®

Cuando se emplea la morfologia convencional como medio Gnico para efectuar la
clasificacion de las leucemias agudas, se pueden cometer errores diagnosticos y, en
consecuencia, terapéuticos en aproximadamente el 20% de los casos de LA. El empleo de
tinciones citoquimicas de las clasificacion inmunoldgica de las leucemias, de la citogenética,
de la biologia molecular y, en algunos casos, de la microscopia electrénica, permite
establecer con certeza la naturaleza de las células malignas y, por lo tanto, efectda un

diagnostico preciso y tratamiento adecuado.?

Por ejemplo, con la conjuncién de los datos clinicos, la edad, resultados de la BH, la
clasificacion exacta de leucemia, el cariotipo y el subtipo inmunolégico se pueden dividir a
los pacientes en grupo de riegos diferente. Los casos de mejor prondstico son aquellos de
nifias de 3-7 afios de edad, con menos de 50,000 leucocitos/ul, sin megalias ni infiltracion
al SNC, con morfologia L1 e hiperdiploidia, con trisomias 4, 10, 17 o 21 y la traslocacion
12;21 (TEL-AML1), con subtipo pre B temprano. Los pacientes que carecen de alguno de
los datos anteriores deben tratarse de manera diferente, ya que se consideran de riesgo
alto en especial si son menores de 1 afio 0 mayores de 10, si el recuento de leucocitos al
momento del diagnéstico fue mayor de 50,000 por microlitro, y cuando se identifica
adenomegalia u organomegalia masiva, crecimiento testicular, morfologia L2, hipodiploidia
o traslocacion 9;22(BCR-ABL).”®

En el caso del tratamiento, los pacientes con LLC, por ejemplo, puede incluir quimioterapia,
una combinacion de quimioterapia e inmunoterapia, o farmacos que se dirigen a las vias de

sefializacion que promueven el crecimiento y/o la supervivencia de las células LLC (por
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ejemplo, sefializacion BCR y BCL-2). Se han evaluado tres clases principales de farmacos
gue pueden inhibir la sefializacién de BCR en pacientes con inhibidores de CLL: BTK,
inhibidores de PI3K e inhibidores de tirosina cinasa de bazo (SYK). Las células LLC con
IGHV no mutado parecen ser méas sensibles a los inhibidores de la sefializacion BCR que
las células LLC con IGHV mutado, pero si los inhibidores, como el ibrutinib, son mas
eficaces en pacientes con LLC y IGHV no mutado, queda por validarse en ensayos

clinicos.®

5.1 Diagndstico Hematoldgico de las Leucemias

5.1.1 Leucemia Linfoblastica Aguda

El diagnostico suele ser sencillo ya que se sospecha en una BH al encontrar leucocitosis,
con un alto porcentaje de blastos, anemia y trombocitopenia y un estudio de medula 6sea
es casi siempre suficiente para disipar la duda, se requiere un minimo de 25% de

linfoblastos en médula 6sea para establecer el diagnostico.”

El diagnostico de LAL se establece por la presencia de un 20% o mas linfoblastos en la
médula 6sea o sangre periférica. La evaluacion morfoldgica, citometria de flujo,
inmunofenotipificacion y la prueba citogenética es valiosa tanto para confirmar el
diagndstico como la estratificacion del riesgo. La puncion lumbar con analisis de LCR es
estandar en el momento del diagnéstico para evaluar el SNC. Si el SNC esta involucrado,
se debe realizar una resonancia magnética. Otras evaluaciones incluyen hemograma
completo, diferencial y frotis para evaluar la otra linea celular hematopoyética, perfiles de
coagulacion y quimica sérica. En la BH los pacientes suelen presentar anemia y plaquetas

disminuidas. &
5.1.2 Leucemia Mieloblastica Aguda

Las leucemias mieloides agudas (LMA) son el resultado de la malignizacién de un precursor
hematopoyético precoz, que provoca que esta célula de lugar a una progenie que no es
capaz de diferenciarse pero continua proliferando de forma incontrolada, lo que trae como
consecuencia la rapida acumulacion de células mieloides inmaduras en la médula 6sea.
Estas células, llamadas blastos, progresivamente reemplazan al tejido hematopoyético
normal, provocando una reduccién en la produccion de leucocitos, hematies y plaquetas, y
con el tiempo pasan al torrente circulatorio infiltrando el bazo, los ganglios, el higado y otros

6rganos vitales. El diagnéstico de una leucemia mieloide aguda se basa en los resultados
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del medulograma y la biopsia de médula 6sea que generalmente son hipercelulares, con la

presencia de 20 a 100 % de células blasticas.®®

Al igual que la LAL, el diagnostico se sospecha por alteraciones notorias en una Bh. En
ocasiones el diagnostico es sencillo por la presencia de blastos con granulacion
citoplasméticas y cuerpo de Auer, caracteristicos de la LAM, en especial de la M3. Con
frecuencia el blasto mieloide carece de granulaciones. Resulta ademas de gran importancia
las tinciones citoquimicas de mieloperoxidasa, ensima presente en los granulos, del
citoplasma de la mayoria de las variedades de LAM. El diagnostico en las LA se efectla
con el estudio de extendidos de sangre periférica o aspirados de medula 6sea, empleando
tinciones tipo May-Grunwald-Giemsa, Wright o0 Romanowsky. Cuando las invasion blastica
de la sangre periférica es muy grave, no hay dificultad para establecer un diagnéstico de
LA; sobre todo en casos de LAL. Y la presencia de cuerpos o bastones de Auer en las
células leucémicas de SP o0 MO, es suficiente para establecer un diagndstico inequivoco de
LAM. La identificacion de las proteinas de fusion PML/RAR, AML1/ETO, BCR/ABL u otras
por medio de la biologia molecular permiten establecer tanto el diagnéstico como la

variedad de la leucemia, y es también (til en el seguimiento de los pacientes. * ¢

Ante la sospecha de una LAM se realizara un mielograma, un estudio citoquimico, un

analisis inmunofenotipico y un andlisis citogenético para obtener informacién pronostica.%

Tabla 10. Valores de analitos en una BH para las Leucemias Agudas
(Modificada de Yang dai, et. Al, 2017)

ANALITO RESULTADO
Hemoglobina !
Hematocrito !
VCM Normal
HCM Normal
CHCM Normal
Plaguetas* !
Leucocitos* | 6 1 6 normales
Linfocitos )

*Bicitopenia
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5.1.3 Leucemia Granulocitica Cronica

Durante la fase cronica, el recuento de leucocitos es variable, desde cifras inferiores a loes
50,000/ul hasta algunas tan elevados como 200,000/ul. Las células mieloides en SP
muestran todas las fases de maduracién pero se observa un predominio de mielocitos;
también existe un aumento de eosinofilos y basdfilos, este Ultimo mas constante. En casi la
mitad de los pacientes puede haber una cifra mayor de 1,000,000 de plaquetas/ul y a pesar
de ellos¢, son raras las crisis tromboticas; ademas, es comun encontrar un grado moderado

de anemia.”®

El diagnostico se basa principalmente en los hallazgos de un BH. Cuando la leucocitosis de
causa no explicada, la proliferacién de formas jovenes de la serie mieloide, el aumento de
plaguetas, etc, se asocian con esplenomegalia, las posibilidades diagnosticas diferenciales
son escasas. La vigilancia adecuada y el estudio integral del individuo suele ser suficientes
para aclarar el diagnostico, en casos de dudas se puede recurrir a la determinacion del
CrPh1l, y los niveles de fosfatasa alcalina leucocitaria. La investigacion del gen quimérico
BCR/ABL empleando la técnica de laboratorio conocida como hibridacion fluorescente in
situ (FISH) o bien una PCR, tienen mayor sensibilidad que la investigacion del CrPh1 por

medio de la citogenética. 4
5.1.4 Leucemia Linfocitica Crénica

Las caracteristicas de laboratorio para una leucemia linfoblastica cronica (CLL o LLC)
incluye un recuento completo de células sanguineas y citometria de flujo. La anomalia de
laboratorio mas consistente observada es un aumento en el numero absoluto de linfocitos
sanguineos por encima del limite superior normal de adultos de ~ 3.500 células por pl,
detectado por un hemograma. La mayoria de los pacientes presentan con = 10.000 células
por ul, pero algunos podrian tener menos numeros de linfocitos en la sangre después de la
terapia. El diagndstico inicial requiere la deteccién de 25.000 células por ul de células LLC
B clonales107, que tipicamente expresan bajos niveles de inmunoglobulina superficial con
cadenas ligeras de k-inmunoglobulina o A-inmunoglobulina. Morfol6gicamente, las células
LLC son pequefios linfocitos de apariencia madura con cromatina densa, un nucleo que
practicamente llena la célula con s6lo un borde de citoplasma visible y sin presencia de
nucleolos (o en ocasiones pequefios). En LLC, la presencia de células manchadas en el
frotis de sangre es comun y representa linfocitos que se trituraron en el proceso de

fabricacion. Las células LLC también pueden aparecer como prolinfocitos, que son mas
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grandes que las células LLC tipicas, tienen nlicleos menos condensados y un Unico
nucléolo prominente. Sin embargo, si> 55% de las células del frotis de sangre son

prolinfocitos, el diagndstico de leucemia prolinfocitica debe ser considerado.®

En el aspirado de medula 6sea se reconoce una infiltraciébn por linfocitos de aspecto
maduro, pequefios y con nlcleo redondo y cromatina condensada. Aungue no se requiere
para establecer un diagnostico de LLC, una biopsia de médula se realiza a menudo; esto
generalmente muestra hipercelularidad debido a un mayor porcentaje de linfocitos de
aparicion madura. Se han descrito cuatro patrones de infiltracién linfocitica en la médula:
nodular, intersticial, mixta (nodular e intersticial) o difusa; El patrén difuso esta tipicamente
asociado con enfermedad avanzada. Ademas, la médula suele mostrar un nidmero reducido
de células mieloides y eritroides, que de otro modo tienen maduracién normal. El curso
clinico de LLC recién diagnosticada es extremadamente variable; Algunos pacientes
permanecen libres de sintomas y estan plenamente activos durante décadas, mientras que
otros se vuelven rapidamente sintomaticos o desarrollan una enfermedad de alto riesgo,
gue requiere tratamiento poco después del diagndstico y puede resultar en muerte debido
a complicaciones relacionadas con la terapia y / o enfermedades. Sin embargo, la mayoria

de los pacientes tienen un curso clinico que se encuentra entre estos dos extremos. s 82

Tabla 11. Valores de analitos en una BH para las Leucemias Cronicas
(Modificada de Jaime y Gomez, 2012)
ANALITO RESULTADO
Hemoglobina Normal
VCM Normal
HCM Normal
CHCM Normal
Leucocitos* 1
Linfocitos LLC: linfocitosis
Plaquetas 1
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5.2 Diagndstico Citogenético Clasico de las Leucemias

El analisis citogenético, junto a la citologia, los marcadores celulares y la biologia molecular,
constituyen el conjunto de las pruebas diagnésticas esenciales en la leucemia. Por ejemplo,
se presentan cariotipos alterados entre un 64 y un 85% de casos de LLA del adulto, y
constituyen un factor prondstico independiente de primer orden. El diagnostico citogenético
clasico hace referencia al diagnéstico mediante la realizacién de un cariotipo, para ello es

precios ademas conocer qué se espera observar en uno.?’

Cada célula humana contiene 46 cromosomas, y cada cromosoma esta formado por una
hebra de DNA asociado a proteinas. El conjunto de los 46 cromosomas situados en el
interior del nucleo se denomina cromatina. Los cromosomas eucariontes son entidades
dinAmicas cuya apariencia varia a lo largo del ciclo celular. El nimero de cromosomas y
contenido de DNA en un organismo eucariota es el mismo en todas sus células somaticas
(diploides) y se reduce a la mitad en sus gametos (espermatozoides y 6vulos) (haploides).
Las células diploides son aquellas que contienen 2n cromosomas, cada uno de los
cromosomas de cada pareja se denomina cromosoma homologo y proceden cada uno de
uno de los progenitores (cromosoma paterno y cromosoma materno). En los humanos, el
genoma nuclear se encuentra distribuido en 23 pares de cromosomas. Por otro lado, las
células haploides so6lo poseen una serie de cromosomas, todos diferentes entre si. En la
serie haploide hay un solo gen para cada caracter. Los gametos (6vulos y espermatozoides)
son células haploides. Los gametos masculinos pueden tener un cromosoma X o Y, pero

los gametos femeninos siempre tendran un cromosoma X. 141

Al microscopio 6ptico los cromosomas metafasicos en el hombre se observan como
cuerpos compactos y alargados en forma de bastoncillos. Se pueden distinguir en ellos las
siguientes partes: a.) brazo del cromosoma Consisten en dos brazos separados por un

estrechamiento denominado centrémero. Al brazo largo se le designa como brazo “q” y al
brazo corto como “p”. Los cromosomas metafasicos presentan dos cromatides hermanas
unidas por el centromero. b.) Centromero. Es una region estrecha del cromosoma que lo
divide en brazo corto y brazo largo. En ella se unen las cromatides hermanas (cada una de
las hebras de DNA duplicadas). Durante fia division celular, al centromero se adhiera una
estructura proteica en forma de disco llamada cinetocoro, a la que se unen los filamentos

del huso acroméatico durante la divisibn celular. C.) Telébmeros: Son estructuras
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especializadas que cubren los extremos de cromosomas eucariotas a modo de
“capuchones”, Estan formados por DNA y proteinas. EI DNA de los Telémeros presenta
secuencias moderadamente largas de repeticiones en tAndem de una secuencia simple del
hexanucleotido. El telémero tiene la funcién de conservar la integridad estructural de los
cromosomas. Cuando se pierde el telémero el extremo resultante del cromosoma es
inestable, tiene tendencia a fusionarse con los extremos de otros cromosomas rotos o bien
puede sufrir proceso de degradacion. Ademas asegura la replicacion completa del DNA
gracias a la accién de la telémero y permite situar al cromosoma en el nicleo. D.) Satélites.
Se trata de zonas redondeadas unidas al resto del cromosoma por una constriccion
secundaria de longitud variable. Solo estan presentes en un determinado tipo de
cromosomas (acrocéntricos), aunque no todos los cromosomas acrocéntricos muestran
satélites. E.) Origen de replicacion. En mamiferos, el inicio de la replicacién del DNA esta
controlado por secuencias de decenas de kilobases de largo en multiples sitios en todo el
DNA. 14

METACENTRICO SUBMETACENTRICO ACROCENTRICO

Sateélite '
Centromero

(p) = p= {p), '

\'allo

del
(q) | Satélite

Figura 13. Clasificacion de los cromosomas de acuerdo a la posicién del centromero.1?°

La morfologia de los cromosomas se observa mejor durante el estado de metafase y
anafase, ya que en estos estados la condensacion de los cromosomas es maxima. Todos
los cromosomas tienen unos componentes comunes, pero segun la posicién de centrémero
y el tamaiio relativo de los brazos (p y q) se pueden distinguir varios tipos de cromosomas
(Figura 17). 141.24
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Metaceéntricos: Aquellos cromosomas en los que el centrébmero esta situado en una
posicion central, en ellos los brazos p y q son del mismo tamafio. Son cromosomas
metacéntricos: 1, 3, 16, 19 y 20.14

Submetacéntrico: Cromosomas que tienen el centrdbmero en una posicion ligeramente
fuera del centro; el brazo p es de mucha menor longitud que el brazo q. Son cromosomas
submetacéntricos: 2, 4-12, 17-18 y el X.*!

Acrocéntrico: Cromosomas cuyo centrbmero se halla casi en la parte superior del
cromosoma. No tiene brazos cortos o son muy pequefios. Son acrocéntricos: 13, 14, 15,

21, 22 y el cromosoma Y.

Los cromosomas presentan diferente tamafio y morfologia; para su estudio, en 1978 el
Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana establecié clasificar los
cromosomas tefiidos y no bandeados en 7 grupos, nombrandolos de la A-G y como se

indica acontinuacion:4

Tabla 12. Clasificacién por grupo de los cromsomas.

E— R e —
~ () S 1as 7 1 -
Grupos | Cromosoma l Morfologia Tamaiio
/ ot s > % B —

El analisis citogenético consiste en la visualizacion de los cromosomas. Es decir, la
obtencion del cariotipo de una persona con el fin de detectar la presencia de alteraciones
en el numero o en la estructura de los cromosomas. En las técnicas de obtencion de
cromosomas hay que distinguir entre el cariotipo constitucional y el hematolégico. En ambos

casos se siguen con pautas generales comunes, si bien varian en algunos aspectos. El
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cariotipo constitucional es el que esta presente en todas las células del individuo, excepto
en las células sexuales y se mantiene variable a lo largo de toda la vida del individuo. En
los procesos oncohematologicos la dotacion cromosémica de algunos tipos de células
puede variar dependiendo de la evolucidon del proceso, se habla entonces de cariotipo
hematolégico. Para la visualizacion de los cromosomas resulta esencial que estos se
encuentren en su estado de maxima condensacion, es decir, en metafase. La visualizacion
directa de las metafases solo es posible en tejidos que dividen espontdneamente, es decir,
aquellos que tienen una proliferacion répida, tales como gdénadas, médula Osea y
trofoblasto, o en los tejidos con tumores. Para el resto de las células es necesario realizar
un cultivo celular. Una vez realizado el cultivo y obtenidos los cromosomas metafasicos,
para la visualizacion de los cromosomas al microscopio hay que extender los cromosomas
en u portaobjetos y aplicar técnicas de tinciébn y bandeado que permitan su contaje e

identificacion.14% 23 24

Por lo general, el andlisis citogenético se ha centrado en la identificacion de alteraciones
cromosomicas clonales (CCA), especificamente aquellos relacionados con enfermedades
especificas. Dichas alteraciones cromosomicas clonales se definen como una aberracion
cromosdmica dada, que puede ser detectada examinado aleatoriamente al menos dos
veces dentro de 20 a 40 figuras mitéticas (rango de ocurrencia mayor del 30%). CCAs son
caracterizadas por la presencia de una poblacion de células, derivada de una Unica célula
anormal, que generalmente tiende a expandir y alterar (suprimir o reemplazar) el
crecimiento y desarrollo de las células normales. El cariotipo que muestra aberraciones
genéticas recurrentes (CCAs) se han encontrado en muchos tipos de tumores y han surgido
como marcadores prondsticos y predictivos en ambos canceres hematol6gicos y en algunos
tipos de tumores sélidos. Ademas, la identificacién de tales anomalias citogenéticas
aumentan nuestro conocimiento sobre los mecanismos que conducen al desarrollo de
tumores vy, lo mas importante, ha llevado al desarrollo de terapias dirigidas a una CCA
especifica. Por ejemplo, PTEN, ERBB2 y ESR1 son algunos de los objetivos mas

especificos de farmacos utilizados en el tratamiento del cancer.*?

En los trastornos hematol6gicos malignos, se detectan anormalidades cromosOmicas
recurrentes, varias de las cuales se correlacionan con subtipos de leucemia que tienen
rasgos clinicos, morfol6gicos e inmunolégicos caracteristicos, tales como la respuesta a la
terapia. Por ejemplo, en la leucemia aguda linfocitica en nifios, el grado de ploidia y la

presencia o ausencia de translocaciones especificas, son considerados como factores
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prondsticos importantes e independientes. El estudio de las anormalidades cromosoémicas
en las leucemias cumple varias funciones. Contribuye a establecer un diagnéstico méas
preciso, proporciona informacién pronostica y permite una seleccion mas racional de la
terapia para un paciente en particular. Ademas hace posible identificar los sitios que
presentan rearreglos consistentes, los cuales pueden ser luego aislados y analizados

molecularmente.® 24

El uso de las caracteristicas genéticas (por ejemplo la ploidia y algunas anormalidades
estructurales especificas de los cromosomas) de las células de leucemia, en conjuncién
con las caracteristicas clinicas ha mejorado el pronéstico de los pacientes con leucemia.
Un ejemplo es que la hiperploidia con mas de 52 cromosomas se ha asociado con un
prondstico excelente usando una quimioterapia basada en antimetabolitos, mientras que en
los pacientes con células hipoploides o tetraploides el prondstico no es tan bueno con este
tipo de quimioterapia. Otro ejemplo es la translocacion t(4;11) que es encontrada
predominantemente en pacientes pediatricos con LAL, y llega a abarcar hasta el 70% de
los casos dependiendo de las serie examinada. Los pacientes que presentan esta
translocacion tienen una respuesta terapéutica muy pobre a la quimioterapia convencional,
de tal manera que su identificacion rapida se requiere actualmente para iniciar el esquema
de tratamiento apropiado. Desafortunadamente el problema con los estudios citogenéticos,
estan relacionado a los costos elevados, ya que no son accesibles para la mayoria de los
pacientes con leucemia comunmente diagnosticados y durante la remision, dificilmente se
puede evidenciar las células residuales de leucemia, sino fuera por la citogenética.
Actualmente la citogenética se utiliza para la identificacion de mas translocaciones, sin
embargo, son técnicas dificiles de realizar. Afortunadamente los genes de las principales
translocaciones en leucemia han sido clonados permitiendo el desarrollo de ensayos de

PCR especificos y mucho mas sensibles para la rapida deteccion de las translocaciones.™
5.2.1 Cariotipo

El cariotipo es caracteristico de cada especie y, el ser humano tiene 46 cromosomas o 23
pares de cromosomas, organizados en 22 pares autosomicos y un par sexual. (Hombre XY)
(Mujer XX). Cada brazo ha sido dividido en zonas y cada zona, a su vez, en bandas e
incluso las bandas en subbandas, gracias a las técnicas de marcado. Mediante el
cariotipado se pueden analizar anomalias numéricas y estructurales. Ademas, el cariotipo

de las células cancerosas sigue siendo escencial para entender la relacion entre la
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evolucién clonal y la progresién de la enfermedad, ya que proporciona un analisis global de

las anomalias en todo el genoma de una sola célula. 2*

En 1970 Casperson publico un descubrimiento importante en la identificacion cromosomica
gue es que cada cromosoma tiene su propia anatomia Unica en virtud de su patrén de
banda. El IV Congreso Internacional de Genética Humana celebrada en Paris en 1971 se
acordo un sistema internacional para describir el patrén de bandas de los cromosomas, por
el cual cada cromosoma homélogo puede ser identificado por puntos especificos, regiones
y bandas. Los cromosomas se disponen en un cariotipo basado en la posicion del
centromero, patrén de la banda y longitud de los brazos del cromosoma. Los numeros de
cromosomas se designan de forma descendiente, excepto para el cromosoma 21 que es
menor que el 22. La ubicacion del centrdbmero es una caracteristica clave descrita en la
morfologia cromosomica. Las regiones y bandas estan numeradas consecutivamente del
centromero hacia afuera a lo largo de cada brazo del cromosoma. Los simbolos p y gq se
utilizan para designar los brazos corto y largo de cada cromosoma respectivamente, como

se mencion6 previamente?*

El cariotipo es ahora obligatorio para las neoplasias hematolégicas recientemente
diagnosticadas, especialmente la leucemia. El cariotipo es también ampliamente aceptado
para el andlisis genético, ya que es el método mas completo para la caracterizacion
cromosémica de hoy en dia. Los cromosomas se analizan en metafase mediante el
reconocimiento de los patrones de bandas. Una banda se define como la parte de un
cromosoma que es claramente distinguible de segmentos adyacentes que se oscurece 0
aclara después de las técnicas de bandeo. Una banda que aparece oscuras con el método
de banda G pueden aclarse con el método de bandeo R. Las técnicas de bandeo pueden
dividirse en dos tipos principales: (1) los que generan bandas distribuidas a lo largo de todo
el cromosoma, como las técnicas de bandeo G y R, y (2) las tinciones especificas de las

estructuras cromosémicas con un nimero limitado de bandas, tales como bandas C.?*

Las bandas G y R son las técnicas de cariotipo mas utilizado para la identificacion del
namero de cromosomas, translocaciones, supresiones, inversiones o amplificaciones de
segmentos cromosOmicos. La técnica de Bandas G implica la tincién de los cromosomas
con Giemsa. Las regiones ricas en AT apareceran oscuras mientras que las regiones ricas
en GC parecen claras. La técnica de bandeo R implica la desnaturalizacién de cromosomas
en solucidn salina acida caliente seguida de tincién con Giemsa. Este método desnaturaliza

preferentemente el DNA rico en AT, por lo tanto, mancha las regiones ricas en GC no
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desnaturalizadas. Las bandas G y las bandas R son en gran parte complementarias. La
técnica de bandeo G es mas ampliamente utilizada hoy en dia, mientras que la técnica de
bandeo R es preferida en algunos paises europeos. Aunque la morfologia cromosémica no
es tan bien visualizada en la técnica de bandeo R, puede identificar anormalidades en los
cromosomas que a menudo estan presentes en la leucemia. El nimero total de bandas o
“resolucion” en el cariotipo humano depende de la condensacion de los cromosomas y de
la etapa de la mitosis. Una resolucién de 350-500 bandas corresponde a cromosomas en
la metafase tardia y de alta resolucion (alrededor de 850 bandas) corresponde a los

cromosomas en la profase media.?* 23

Dado que la morfologia de las metafases obtenidas a partir de células es generalmente
ambigua y compleja, plantea un desafio adicional a los citogenéticos del cancer en el
reconocimiento de los cromosomas, cuando la calidad metafasica es inferior. La morfologia,
longitud y resolucion de las bandas del cromosoma, de las células cancerosas presenta alta
diversidad. Es importante analizar un amplio espectro de células en metafases de distintas
cualidades cromosémicas para evitar la deteccién del clon o subclones anormales asi como

células metafasicas normales con mejor resolucién cromosémica ya que pueden coexistir.24

Los estudios cromosémicos de las neoplasias presentan un desafio técnico particular.
Como los resultados son tan impredecibles, no hay una sola técnica que se puede
garantizar que funcione de manera consistente y confiable. Por lo tanto, cada laboratorio
debe adoptar una ligera variaciéon del protocolo basico. Uno de los factores mas
significativos para obtener un resultado exitoso es el establecimiento de mdltiples cultivos
para maximizar las posibilidades de obtener divisiones 6ptimas de células malignas: 1)
cosecha directa de células de médula 6sea, 2) cultivo nocturno y 3) cultivo nocturno con
sincronizacién (Mediante el bloqueo en la fase S del ciclo celular). La banda de alta
resolucion de cromosomas largos con buena morfologia se puede lograr mediante la
aplicacion de técnicas de sincronizacion. Permite la identificacion de aberraciones
cromosomicas estructurales sutiles que se encuentran comunmente en las células
malignas. LAL es una enfermedad frustrante para la mayoria de los citogenetistas, ya que
tiene varios desafios técnicos, incluyendo la morfologia de los cromosomas pobres
frecuentes, bajo indice mitético y muestras que tienen una marcada tendencia a coagular

durante la cosecha.?®
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Figura 14. Protocolo para la preparacion de una muestra del paciente con Leucemia.®2

La sangre periférica es el tejido mas facil de obtener. Actualmente, el estudio del cariotipo
constitucional de una persona se realiza sobre un cultivo de células blancas de la sangre:
basdfilos, eosinofilos, neutréfilos, monocitos y linfocitos. Se trata de células nucleadas
capaces de sufrir divisién celular cuando se agrega un agente mitdgeno. Se suele utiliza
sangre total en lugar de sélo células blancas, ya que los eritrocitos y los demas
componentes celulares de la sangre no interfieren por lo general en la divisién de los
linfocitos en cultivo. El agente mitégeno de uso comun en el laboratorio de citogenética para
el cultivo de linfocitos T es la fitohemaglutinina; se trata de una mucoproteina que se
encuentra naturalmente en el guisante rojo (Phaseolus vulgaris). Se comporta como un
antigeno extrafio, estimula la divisién de los linfocitos mediantes el aumento de la sintesis
de DNA. Después dela obtencion de la muestra se realiza el cultivo celular y el medio
generalmente utilizado para el cultivo de linfocitos humanos es el RPMI 1640. Se trata de
un medio de pH 7.4 y una concentracion de sales osmoéticamente balanceada que contiene
agua, sales, glucosa, vitaminas y nutrientes. El medio RPMI puede obtenerse con o sin
glutamina. La glutamina es generalmente el factor limitante del crecimiento celular debido

a que es inestable en el medio de cultivo. Por ello el medio comercial debe enriquecerse
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con glutamina cuando se realiza el cultivo celular. Por lo tanto podemos decir que al medio
RPMI se le afiaden complementos como L-glutamina, fitohemaglutinina, antibiéticos, como
penicilina y estreptomicina, HEPES (regulador del pH) o atmosfera de CO2con un indicador
de pH que es el rojo de fenol y suero bovino fetal (FCS) que aporta factores de crecimiento.
Al cabo de 72 horas en cultivo, se alcanza el mayor indice mitético; llegado este momento
es necesario parar la division celular en esta etapa de metafase, antes de que los
cromosomas vuelvan a entrar en estado de interfase, en el que se encuentran de nuevo
descondensados. El proceso de parada de los cultivo se denomina en terminologia
citogenética como “cosecha” o “sacrifico de cultivo”. Para ellos utilizan inhibidores del huso
acromatico, de modo que se bloquee el ciclo celular en la etapa de metafase. Existen carios
productos quimicos que previenen | formacion de las fibras del huso que se insertan en el
centromero de cada cromosoma antes de la divisién mitética y tiran de las cromatides
separandolas en la anafase. Estos productos quimicos incluyen vinblastina, colchicina
(andlogo del colcemid). El colcemid es el nombre comercial de Ciba-Geigy para

deacetilmetilcolchicina.141:105 24

Una vez paradas las células en el estado de metafase, se someten a un tratamiento con
una solucion hipoténica que origina en hinchamiento de los cromosomas. Una solucion
hipotdnica es una disolucion con una concentracion salina menor que en el citoplasma de
las células, por la ley de osmosis habra un movimiento de H20 desde la solucion hipoténica
al interior de la célula a través de la membrana celular. Esto origina que las células se
hinchen y estallen muchos de los eritrocitos (la solucién celular adquiere un tono marrén
debido a la lisis de eritrocitos, la hemoglobina que da el color rojo al cultivo se convierte en
hematina, que es de color marrén oscuro). Tras el tratamiento con el choque hipotoénico las
células deben tratarse suavemente, sin movimientos bruscos que den lugar a metafases
incompletas. Hay que evitar pasar el pellet a través de pipetas con puntas estrechas. Por lo
tanto el tratamiento hipoténico es una etapa critica que requiere un control exacto de su
duracién. Este procedimiento sirve para complementar el tratamiento con colcemid y ayuda
a la dispersion de los cromosomas. Estas células obtenidas deben ser fijadas y esto se
hace habitualmente (Carnoy) para preparaciones de cromosomas y se realiza con una
mezcla recién hecha de 3 partes de alcohol (etanol absoluto o metanol) y una parte de &cido
acético glacial. Este tratamiento precipita &cidos nucleicos, por lo tanto los cromosomas son
fijados al material circundante y ayuda a la eliminacion de citoplasma y restos celulares. Y
para poder estudiar los cromosomas al microscopio el pelle se extiende sobre un

portaobjetos por el método de flameado o el método humedo. 4105
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Las extensiones una vez secas pueden tefirse con una disolucion de Giemsa al 2%en
buffer de fosfatos. Para ello se cubre el porta con la solucion de tincién, se deja 10 minutos,
se lava con agua destilada y se deja secar. Con este proceso se obtienen metafases en las
que todos los cromosomas estéan tefiidos uniformemente. Con esta técnica podemos contar
el numero de cromosomas y la morfologia de cada uno, peor no es (til para identificar cada
cromosoma. Mediante la tinciébn con Giemsa solo es posible detectar alteraciones en el
namero total o por grupos de los cromosomas pero permite saber que cromosoma esté en

exceso o en defecto.*!

Las técnica de bandeo originan una serie de marcas en forma de bandas y subbandas a lo
largo de cada cromosoma (blancas, negras, grises) caracteristicas para cada cromosoma
que permiten su identificacion individual y el estudio de su estructura para determinar la
presencia de anomalia cromosémicas en su estructura. Hay descritas muchas técnicas

opero las mas utilizadas en citogenética son las bandas GTG, CGB y NOR.?®
Bandas GTG

Las bandas G por tripsina (utilizando Giemsa) es la técnica que se utiliza habitualmente
para la obtencién del cariotipo. Consiste en un tratamiento con tripsina antes de la tincion
con Giemsa o Wright. La tripsina digiera las proteinas; en las zonas de mayor condensacién
de los cromosomas la digestion seré peor, se observaran zonas transversales oscuras, que
contienen DN rico en bases A-T que replica tardiamente y son pobres en genes
constitutivos. Las regiones menos condensadas apareceran mas claras; contienen DBNA
rico en G-C, que replica tempranamente y tienen muchos constitutivos. Cada cromosoma
posee bandas claras y oscuras caracteristicas que permiten su identificacion. Dependiendo
del grado de condensacion de los cromosomas, estos pueden aparecer mas largos o mas
cortos. A mayor longitud de los cromosomas, mayo serd el nimero de bandas que se
podran observa por tanto sera mayor la resoluciéon del cariotipo. La resolucién necesaria es
de un minimo de 450-550 bandas (suma de todas las bandas de los 46 cromosomas). A
medida que los cromosomas estan menos condensado, cada banda a su vez se subdivide
en subbandas. El tiempo de tratamiento con tripsina es un punto clave para conseguir
metafases de buena calidad. Un tratamiento escaso de tripsina provoca que no aparezcan
bandas en los cromosomas mientras que un tratamiento excesivo origina una digestion de

todo el cromosoma, apareciendo hinchado.?® 24 141
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Figura 15. Cariograma por la técnica de bandeo G (GTG), mostrando 22 pares de autosomas y los
cromosomas sexuales. 46 XY .82

Bandas R

La técnica de bandeo R, es reverso al bandeo G y previo a la tincion con Giemsa se realiza
un tratamiento con calor. Este método es muy Util si se quieren tefiir los extremos distales
de los cromosomas. Otras técnicas de tincion incluyen bandeo-C y tincion de la zona del

organizador nucleolar (tincion NOR).141: 2
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Figura 16. Cariograma por la técnica de bandeo R, mostrando 22 pares de autosomas y los
cromosomas sexuales. 46 XY.82

Bandas CBG

Las bandas CBG consisten en un tratamiento con acido clorhidrico, hidréxido de bario y
tincion con Giemsa, de ahi su nombre. Se utilizan para observar la heterocromatina
constitutiva de los cromosomas. Esta se encuentra en todos los centrémeros y en la regiéon
subcentromérica de los cromosomas 1, 9, 16 y el extremo final del brazo corto del
cromosoma Y. Para su observaciéon se realiza un tratamiento con HCL y Ba (OH)? que
digiere todo el cromosoma excepto las regiones mas condensadas que corresponden a la

heterocromatina constitutiva. Posteriormente se tifie con Giemsa durante 45 minutos.
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Figura 17. Cariograma con la técnica de bandeo C (CBG), mostrando las regiones
hetorocrométicas constitutivas las regiones de los cromosomas 1, 9, 16 y Y que estan tefiidas de
forma oscura.®?

En México, el Registro de Cancer basado en la poblacion coloca a las enfermedades
hematolégicas malignas en los primeros cinco lugares. Los estudio citogenético en
hematopatias malignas y benignas es importante para la caracterizacion de la enfermedad,
ya que contribuye al diagndstico y es un factor prondéstico bien definido. En més del 50% de
las neoplasias hematologicas malignas, se han caracterizado alteraciones cromosOmicas
clonales basado en el nimero de cromosomas (hiperdiploidia, trisomias 0 monosomias) o
la estructura de los cromosomas (translocaciones, inversiones, deleciones). El primer
reordenamiento cromosémico descrito en el cancer, y actualmente mejor caracterizado en
pacientes con LMC, es t(9;22) (q34:q11), también conocido como el cromosoma de
Filadelfia (Ph +). Los genes implicados en el rearreglo de Ph + son ABL y BCR, que, cuando
se fusionan, causan una oncoproteina BCR/ABL con actividad tirosina quinasa. Esta

99




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM

proteina es el objetivo del tratamiento de la CML utilizando inhibidores de la tirosina quinasa.
El estudio citogenético del marcador Ph + es una forma de evaluar el efecto de los
inhibidores de la tirosina quinasa en la leucemia durante el seguimiento de pacientes con
LMC. En pacientes con AML-M3 o leucemia promielocitica aguda (APL), el acido
transretinoico (ATRA) es otra objetivo en la terapia dirigida contra un gen de fusion,
PML/RARa, causado por lat (15;17) (922; g21). La presencia de t(15; 17) en pacientes con
sospecha clinica de M3 es un diagndstico que indica un candidato para el tratamiento con
ATRA. En LLA, las alteraciones citogenéticas que presentan una alto riesgo es t(9;22)
(934;q11), t (4;11) (g21; g23) e hipodiploidia con 30-39 cromosomas (baja hipodiploidia).
Las alteraciones con mejor pronéstico en LLA son t(12; 1) (p13 gq22) e hiperdiploidia con
mas de 50 cromosomas. En AML, las alteraciones de bajo riesgo son: t(8; 1) (g22; q22), t
(15;17) (g22;921), inv(16)(p139l13), rearr(11g23) por el contrario de alto riesgo son:
reordenamientos 3qg, monosomia 7 y t (1;22) (q10; p10).*4

En diciembre de 2016 el Hospital General de México publico un articulo de un estudio
retrospectivo que afirma que las neoplasias hematolégicas son generadas por alteraciones
en células progenitoras hematopoyéticas y presentan rearreglos cromosémicos en >50%
de los pacientes que son de utilidad como factores de diagnostico y prondstico. En su
estudio incluyeron a los pacientes que se diagnosticaron con algun tipo de leucemia de
2000-2014, con algunos criterios de exclusion. El cariotipo fue normal en 66.7% de las
muestras, el resto 33.3% presentd alteraciones cromosémicas: 65% estructurales y 35%
numéricas. Las alteraciones observadas con mayor frecuencia fueron la t(9;22)(q34;q11)
26%, hiperdploidia y poliploidia 19.3%, translocaciones variadas 8.4%, hipodiploidia 8%;
t(15;17)(g22;912) 7.8%; alteraciones relacionadas con SMD (del5q/-5/-7/+8) 7.7%. En
menor proporcion (<7%) se observaron diferentes deleciones, trisomias, monosomias y/o
cariotipo complejo. El cariotipo sigue siendo de utilidad para confirmar diagndsticos como
en los casos con t(9;22) en LMC o t(15;17) en M3 siendo muy util como auxiliar para

establecer pronosticos y clasificar con base en el riesgo a los pacientes.*!’
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Tabla 13. Pruebas genéticas de diagnéstico a pacientes con leucemia en funcién del
tiempo (Modificada de Raygoza, 2017)

Panel Muestra Observaciones
Cariotipo MO Siempre. SP si aspirado seco
FISH MO Aconsejable. Obligado si cariotipo no adecuado
Diagnédstico RT-nested SP Siempre
RQ-PCR (18) SP Opcional
Mutacidn SP En fase acelerada o blastica

Mes 3, 6 y cada 6 meses hasta la RCgC

Cariotipo MO confirmada en 2 estudios. Luego segun evolucion

FISH MO/SP  Cuando la RQ-bcr-abl no es posible
Seguimiento  “2A BER-ABL SP  Cada 3 meses hasta RMolM. Luego cada 6 m.

Mutacién Sp Si criterios de fallo o respuesta subdptima o

previo a cambio de ITK

Muestra: Cariotipo y FISH en heparina (verde), generalmente MO (2-5 ml). PCR y mutacién en EDTA (malva),
generalmente SP (5-10 ml)

5.3 Alteraciones citogenéticas en pacientes con Leucemia

En las neoplasias, las alteraciones moleculares suelen afectar a genes claves implicados
en el control del ciclo celular, o en los mecanismos de apoptosis. También pueden ser
secundarias a la fusién de genes normales y a la formacion de genes nuevos que dan lugar
a proteinas oncogénicas. El resultado de las alteraciones moleculares es un desequilibrio
del ciclo celular o la abolicibn de los mecanismos de apoptosis, que tiene como

consecuencia la prolongacién de la vida celular.%?

Los parametros cominmente utilizados que se asocian con peores resultados, por ejemplo,
en la LLC son el sexo masculino, = 65 afios de edad, el mal estado de rendimiento debido
a comorbilidades médicas, ciertas caracteristicas de las células CLL, como la expresion de
IGHV1,2 no mutado, ZAP70, CD49d (también conocida como integrina a4) o CD38. La
presencia de del(17p) o del(11q), cariotipo complejo (es decir, la presencia de tres 0 mas
aberraciones cromosémicas observadas en un test cariotipo) o un recuento alto de linfocitos
absolutos (> 50.000 células por ul) y/o enfermedad de etapa tardia en la presentacién inicial.
Del (17p) se asocia a menudo con la inactivacion de mutaciones en TP53 y es un predictor
de mal resultado para el tratamiento con regimenes que implican la quimioterapia
convencional. Para los pacientes que necesitan tratamiento, la presencia de del(17p) o
TP53 mutada son las caracteristicas mas importantes que estan dirigiendo actualmente la
eleccion del tratamiento. A continuacion, la edad avanzada > 65 afos, la presencia de

comorbilidades médicas y los objetivos del tratamiento tienen una influencia sustancial en
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la eleccion de la terapia. Cada vez mas, el estado mutacional de IGHV, por ejemplo, se
considera como un parametro para determinar el tipo de terapia; por ejemplo, los regimenes
basados en quimioterapia se reservan para los pacientes con CLL e IGHV mutado. Por los
ejemplos citados anteriormente, es importante conocer las alteraciones cromosomicas mas
comunes en pacientes con leucemia, ademas de conocer las posibles nuevas alteraciones
halladas en los mismos, pues estas pueden conducir a la eleccidon de un mejor tratamiento
por ejemplo, como a la investigacion de nuevas terapias para los pacientes con leucemia 'y

ademas la caracterizacion completa del tipo de leucemia que se presenta.??

45.1 Cromosoma Filadelfia

El cromosoma de Filadelfia fue la primera anomalia cromosdmica descubierta en el cancer
mediante técnicas citogenéticas en 1960, y se asocié constantemente con la leucemia
mieloide crénica. Los avances técnicos innovadores en el campo de la citogenética del
cancer han ayudado a la deteccién de alteraciones cromosomicas, y han facilitado la
investigacion y el potencial de estudios cromosdmicos en neoplasias. El andlisis
cromosomico de la célula es la forma mas facil de comprender la relacion entre la evolucion
clonal y la progresion de la enfermedad de las células cancerosas. El uso de técnicas
avanzadas de hibridacion in situ (FISH) por ejemplo, permite la identificacion de
alteraciones cromosOmicas que no estan resueltas por el cariotipo. La técnica de FISH
superé muchos de los inconvenientes de evaluar las alteraciones genéticas en las células
cancerosas mediante el cariotipo. Posteriormente, el desarrollo de tecnologias de
microarrays de DNA proporciona una vision de alta resolucién de todo el genoma, que
puede agregar cantidades masivas de nueva informacién y abre el campo del citogenémica
del cancer. Sorprendentemente, la citogenética del cancer no solo proporciona informacién
clave para mejorar el cuidado de los pacientes con neoplasias malignas, sino que también
sirve de guia para identificar los genes responsables del desarrollo de estos estados
neoplésicos y ha conducido a la aparicion de terapias molecularmente dirigidas en el campo

de medicina personalizada.?

El cromosoma de Filadelfia se asocié constantemente con la leucemia mieloide crénica,
inaugurando una nueva era en el campo del diagnéstico genético del cancer. Como

sabemos, la identificacion de las anomalias cromosdmicas es crucial no sélo para el
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diagndstico y el prondstico en diferentes tipos de cancer, sino también para el seguimiento

de enfermedad minima residual y/o recaida.

Las anormalidades moleculares relacionadas con el cromosoma Filadelfia (Ph) han sido
asociadas con la fisiopatologia y el desarrollo de la leucemia. Estas fueron las
anormalidades moleculares descritas por primera vez. En 1960, Nowell y Hungerford
detectaron una anormalidad cromosdmica conocida como cromosoma Filadelfia, en
pacientes con leucemia; la misma fue identificada como 22g-. Mas adelante, en 1973,
Rowley describié que el cromosoma Ph resultaba de la translocacion reciproca que implica
también al cromosoma 9, y la anormalidad fue designada t(9,22)(q34;g11). Hasta hace poco
se consideraba que la adquisicion del cromosoma Ph por las células progenitoras
hematopoyéticas les conferia a estas una ventaja proliferativa del clon leucémico sobre la
hematopoyesis residual normal, la cual era suprimida indefinidamente. Recientemente se
han publicado evidencias clinicas y de laboratorio que han demostrado la persistencia de
la hematopoyesis Ph negativa en numerosos pacientes. Varios marcadores de clonalidad
han sido utilizados para mostrar que al menos algunas células no pertenecen al clon
leucémico y son aparentemente normales. No se conoce exactamente como se forma el
cromosoma Ph ni qué tiempo debe transcurrir para que ocurra la progresion de la
enfermedad. Se sefiala que las deleciones del material cromosémico en el g+ derivado, que
ocurre en el 20 % de los pacientes con LMC, estan relacionadas con una disminucién de la
supervivencia. Se considera que el clon Ph positivo tiene una susceptibilidad aumentada a
los cambios moleculares adicionales en relacion con la progresion de la enfermedad. El
cromosoma Ph esta presente en el 95 % de los pacientes con LMC y cerca de un tercio de
los pacientes que aparentan tener un cariotipo normal lo tienen citogenéticamante oculto,
pues expresan el BCR-ABL que representa la expresién molecular del Ph. La translocacion
t(9,22) existe como Unica anormalidad cromosOmica a través de la fase cronica de la
enfermedad y se mantiene también durante las fases avanzadas, pero entre el 50 y 80 %
de los pacientes adquieren anormalidades cromosémicas adicionales con el avance de la

enfermedad.*

Esta translocacién que da lugar a un gen de fusion, produce un punto de ruptura en alguna
parte de la ABL en la direccion opuesta al exon 2 y simultaneamente en el punto mayor de
ruptura en el gen BCR. Como resultado, la porcion 5 'de la BCR y la porcién 3 'del gen ABL
se yuxtaponen sobre un cromosoma 22 acortado (el cromosoma derivado 22g- o Ph). Ahora

sabemos que este gen es responsable de los mecanismos fisiopatolégicos de la LMC y su
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actividad tirosina quinasa desempefa un papel importante en la transformacion de los
tumores malignos. Al reconocer este papel clave del gen BCR-ABL en el desarrollo de la
LMC, se ha podido concebir inhibidores de la tirosina quinasa (TKI), que bloguean la fijacion
de ATP, inhibiendo asi la actividad de esta enzima. En 1998, el primer TKI introducido en
la practica clinica fue imatinib (IM, Glivec, Novartis Pharmaceuticals) debido a su alta
eficacia y baja toxicidad, esta terapia se convirtié en la primera opcion para los pacientes
con LMC. La introduccion de imatinib cambié sustancialmente el curso del pronéstico en

CML y marcé el comienzo de la era de la terapia molecular en tumores malignos. 8100
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Figura 18. Formacién del cromosoma Filadelfia por translocacién de los cromosomas 9y 22. (NIH,
2017)

Mientras la translocacién es observada en el 100 % de las metafases al diagnéstico, el
porcentaje de las células Ph positivas disminuye con el tratamiento, por lo que la respuesta
a un agente terapéutico determinado puede ser evaluada mediante el seguimiento de las
metafases Ph positivas. Se ha demostrado una estrecha relacion entre la evolucion
citogenética y la progresion de la enfermedad. Este hecho esta dado por la evidencia de
gue los cambios citogenéticos adicionales al cromosoma Ph, acompafian, y en ocasiones

preceden a la transformacion aguda.**
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Tabla 14. Alteraciones citogenéticas y moleculares mas comunes de las Leucemias.

(Informacion recopilada de diferentes fuentes, tabla de elaboracién propia)

ALTERACION TIPO DE .
CROMOSOMICA GEN LEUCEMIA PRONOSTICO
t(9;22)(q34:q11) BCR/ABL LGC, LLA x

del13(q14) LLC v
del17(p13) TP53 LLC x
delllg22 ATM LLC x
t(4;11)(q21;923) AF4-MLL1 LLA
t(1;19)(q23;p13.) E2A-PBX1 LLA x
t(8:14)(q24;q32) MYC-IGH LLA
del(11q23) MLL LLA, LAM x
del6q, 9p y 12p LLA
t(11;14)(q13;q23) IGH/CCND1 LLA
t(12;21)(p13:q22) TEL-AML1 LLA
t(17;19) (q22;p13.3) E2A-HLF LAL x
t(18;21) (q21;q22) RUNX1 LAM-M2 v
£(8;21)(q22.1;q22.3) AML1/ETO LAM-M2 v
t(15;17)(q22;q11.2) PML/RAR LAM-M3 v
t(6;9) (p23;934) DEKI LAM x
AN/NUP214
t(4;11)(q21;923) KMT2A/AFF1 LLA-B
t(9;11), t(6;11

e

T(1,22)(p13;913) LAM Vi
Inv16 LAM
dup(6)(g22-923) MYB LLA

Aproximadamente el 80% de los pacientes con LLC llevan al menos una de cuatro
alteraciones cromosémicas comunes: del(13q), del (11q), del (17p) y trisomia 12. Del (13q)
es la alteracion cromosomica mas frecuente, evidente en> 50% de los pacientes, y se
asocia con pronostico favorable. Dentro de esta region suprimida se encuentra el grupo

DLEU2-mir-15-16, que regula la expresion de proteinas que pueden inhibir la apoptosis o
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que estan implicadas en la progresion del ciclo celular. del(17p) se encuentra en el 7% de
los pacientes y se asocia con la pérdida del gen supresor tumoral TP53, mientras que
del(11q) se encuentra en el 18% de los pacientes y suele asociarse con alteraciones en
ATM (codifica una proteina implicada en la reparacion del ADN); cada una de estas
alteraciones cromosémicas se asocia con resultado clinico adverso, aunque esto ha
mejorado en los ultimos afios. La trisomia 12 se encuentra en el 16% de los pacientes con

LLC y se asocia con un prondstico intermedio.?? 1°

Las anomalias genéticas recurrentes asociadas con un prondstico deficiente en LLA,
incluyen BCR-ABL1 que se genera a partir de lat(9;22) (g34;g11.2), conocida también como
cromosoma Filadelfia (Ph+), reordenamientos de MLL como dell11(g23), y la hipodiploidia.
Los reordenamientos MLL se encuentran en alrededor del 75% de los pacientes con LLA
infantil y predicen un mal prondstico para este grupo de pacientes. Los reordenamientos
del gen MLL estan presentes en la mayoria de los casos de leucemia aguda (LA) infantil y
estan asociados con variables bioldgicas especificas y con pobres resultados clinicos. La
mayoria de los pacientes con LLA hipodiploide tienen 45 cromosomas y su resultado se ha
reportado que es similar a aquellos con ALT no hipodiploide. Por el contrario, los pacientes
con LLA hipodiploide con < 44 cromosomas, incluyendo aquellos con hipodiploidia baja (32-
39 cromosomas) y haploides (24-31 cromosomas), tienen significativamente peor
prondstico de supervivencia. Un estudio reciente encontré que el 91,2% de los pacientes
con hipodiploidia baja tienen mutaciones TP53, muchos de los cuales también mostraron
mutaciones en células no tumorales, lo que indica que todos los pacientes con hipodiploidia
baja pueden tener el sindrome de Li-Fraumeni subyacente. Por lo tanto, la prueba para las
mutaciones TP53 en pacientes con hipodiploidia baja puede permitir el asesoramiento
genético para aquellos con mutaciones en la linea germinal. Los pacientes con E2A-PBX1
generada por t(1;19)(q23;p13.3) se habian considerado anteriormente como de mal
pronéstico. Sin embargo, los pacientes tratados recientemente tuvieron un resultado
favorable, y esta anomalia genética ya no es considerada un factor de riesgo con cierto
tratamiento. Por el contrario, los pacientes con reordenamiento E2A-HLF provocado por

t(17;19) (q22;p13.3) tienen resultados extremadamente pobres.8 %2

Muchos casos de neoplasias mieloides se asocian con aberraciones citogenéticas
recurrentes. El analisis cromosomico puede ayudar en el diagnéstico, predecir el prondstico
y revelar la evolucion clonal subsiguiente. En muchos casos de LMA se han encontrado

anomalias genéticas recurrentes que afectan a las vias de las células mieloides. En 2008,
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la OMS revisé la clasificacion de neoplasias mieloides para proporcionar una version
actualizada, con datos recientes. Los reordenamientos cromosomicos adicionales son la
categoria mas actualizada de LMA con anomalias genéticas recurrentes en la revision de
2016 (Tabla 11) El andlisis citogenético de células de médula 6sea es importante durante
la evaluacion diagnéstico y prediccion del pronéstico. Por ejemplo los pacientes con LMA
que albergan t(15;17) (922; 921), t (8; 21) (922; g22) e inv (16) (p13.1922)/t(16;16) (p13.1;
g22) estdn asociados con resultados favorables, mientras que aquellos con inv(3)
(921926.2)/ t(3; 3)(q21; g26.2), del5q, monosomias del cromosoma 5 y/o 7, o cariotipos

complejo estan asociados con peores prondésticos.?* &

Tabla 15. Clasificacion actualizada de leucemia mieloide aguda con anomalias genéticas
recurrentes (Modificada de WHO, 2016)

LAM con t(8;21)(q22;022.1); RUNX1-RUNX1T1

LAM con inv(16)(p13.1g22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

LAM con PML-RARA

LAM con t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

LAM con t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

LAM con inv(3)(q21.3926.2) o t(3;3)(g21.3;926.2); GATA2, MECOM

LAM (megakaryoblastic) with t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1

LAM con BCR-ABL1 (entidad provisional)

LAM con el gen NPM1 mutado

LAM con mutaciones bialelicas de CEBPA

LAM con el gen RUNX1 mutado (entidad provisional)

Por otro lado la LLA, que es una malignidad de los linfoblastos; puede observarse a
cualquier edad, pero es predominantemente enfermedad infantil. La LLA de linaje de células
B se identifica en aproximadamente el 80-85% de los casos, mientras que el 15% proviene
de precursores de células T. La base genética de LLA es diversa; sin embargo, se han
definido mdaltiples categorias recurrentes de anomalias citogenéticas. Junto con la edad, el
recuento de leucocitos y el inmunofenotipo, la citogenética proporciona un indicador
pronéstico clave en pacientes con LLA. La dificultad de obtener suficientes células
metafasicas de calidad para el andlisis del aspirado de médula 6sea y muestras de sangre
periférica de todos los pacientes es bien conocida. Aunque las técnicas genémicas y

moleculares, tales como microarray, transcripcion reversa-PCR (RT-PCR), y la
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secuenciacién también puede ser herramientas valiosas para la investigacién de estas
muestras, el andlisis citogenético proporciona una vision rapida de la genética de todos los

pacientes, y sigue siendo un componente integral de la elaboracién diagnéstica.?

Las aberraciones cromosémicas son el sello de LLA, pero no son suficientes para generar
leucemia. Las translocaciones caracteristicas incluyen t(12;21) [ETV6-RUNX1], t(1;19)
[TCF3-PBX1], t (9;22) [BCR-ABL1]. M&s recientemente, una variante con un gen similar al
perfil de expresion al cromosoma Filadelfia, LLA Ph-positivo pero sin haber identificado el
reordenamiento BCR-ABL. En mas del 80% de los casos de esta LLA denominada tipo Ph,
la variante posee deleciones en los principales factores de transcripcion involucrados en el
desarrollo de células B incluyendo IKAROS de la familia de zinc (IKZF1), el factor
transcripcién 3 (E2A), factor de células B temprana 1 (EBF1) y PAX5. De manera similar,
las mutaciones activadoras de quinasa se observan en el 90% de la LLA tipo Ph. Las mas
comunes incluyen reordenamientos involucrando ABL1, JAK2, PDGFRB, CRLF2 y EPOR,
activando mutaciones de IL7R y FLT3 y la delecion de SH2B3, que codifica el regulador
negativo JAK2 LNK. Esto tiene implicaciones significativas en el efecto terapéutico, ya que
sugiere que la LLA tipo Ph, que tiende a peor prondstico, pueda responder a inhibidores de

guinasa.®

En el caso de la leucemia linfocitica cronica (LLC) y otros linfomas no Hodgkin que afectan
principalmente a los pacientes mayores, se definen como un grupo heterogéneo de
neoplasias malignas del sistema linfatico de muchas condiciones diferentes, y pueden
clasificarse por la agresividad o el origen de los linfocitos leucémicos. Recientemente la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) los clasificé en grupos, no solo en tejidos linfoides
y hematopoyéticos sino también por caracteristicas fenotipicas, moleculares o
citogenéticas. Las aberraciones cromosomicas son los factores prondsticos
independientes, que permiten la estratificacion de los pacientes con LLC con respecto al
curso clinico, el tiempo hasta el primer tratamiento (TTT) y la supervivencia global (OS).
Los métodos estandar utilizados para la deteccion de alteraciones cromosomicas implican
citogenética convencional, es decir, analisis de cromsomas por bandeo (CBA) e hibridacion
in situ por fluorescencia (FISH). CBA identifica aneuploidias cromosdmicas, deleciones,
adiciones, asi como translocaciones y cariotipos complejos (=3 alteraciones). Las técnicas
rutinarias de citogenética clasica son ineficaces en pacientes con LLC, debido a la baja

actividad proliferativa de Linfocitos in vitro, incluso en cultivos suplementados. Los

108




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM

cromosomas en metafase son frecuentemente de mala calidad, o las células que se dividen

se encuentran como linfocitos T normales.?

5.4 Diagndstico Citogenético Molecular de la Leucemias

El diagnéstico citogenético molecular consiste en la combinacién de biologia molecular y
citogenética. Por lo general, esto incluye la utilizacion de una serie de técnicas del estilo de
hibridacion por fluorescencia in situ (FISH), en la cual las muestras de DNA estan marcadas
con diferentes colorantes que emiten fluorescencia para asi poder visualizar mejor las
regiones especificas del genoma que se quiera. FISH también puede emplearse para
observar directamente los cromosomas metafasicos o los nicleos interfasicos. A parte, se
puede tomar un método indirecto en el que el genoma completo es evaluado en cuanto a
cambios en el nUmero de copias utilizando un cariotipo virtual. Los cariotipos virtuales se
generan a partir de matrices compuestas de miles de millones de muestras, y se usan
herramientas computacionales con el fin de hacer una “simulacién por ordenador” del
genoma. El ensayo de hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) se basa en la capacidad
del DNA de una sola hebra para hibridarse con otra secuencia de DNA. Es aplicable a los
loci del gen del mapa en cromosomas especificos, y sirve para detectar anomalias
cromosémicas tanto estructurales como numéricas. Ha superado muchos de los
inconvenientes del analisis cromosémico, como la mala calidad de la células en metafases,
bajo indice mitético, muestras de bajo rendimiento y otras dificultades técnicas
impredecibles. FISH es una herramienta indispensable y poderosa en los laboratorios. Es
ampliamente utilizado para la detecciébn de reordenamientos estructurales tales como
translocaciones, inversiones, inserciones y microdeleciones, y para la delineacién de los
cromosomas y las regiones de ruptura de las anomalias cromosomicas. Cabe destacar que
FISH ha mejorado considerablemente la eficacia y exactitud del analisis de cariotipos
complementando las técnicas de cariotipado y genética molecular. La deteccién in situ
provee una visualizacion directa de la localizacion espacial de secuencias especificas que
es crucial para dilucidar la organizacion y funcién génica, por lo que el método de hibridacion
in situ se ha convertido en una técnica importante en diversos campos, incluyendo
diagndstico de rearreglos cromosomales, deteccién de infecciones virales y analisis de la
funcién génica durante el desarrollo embrionario. Este campo relativamente nuevo de la

citogenética, que hace uso de una variedad de secuencias de &cido nucleicos como sondas
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dianas de ADN celular, ayudé a salvar la brecha entre la genética molecular y los analisis

citogenéticos clasicos.?* %

El descubrimiento del cromosoma de Filadelfia en la LMC seguida de la caracterizacion de
la t(9; 22)(q34; q11) con las fusiones de los genes ABL1 / BCR subyacentes son la causa
del estudio de las anomalias cromosOmicas en carcinogénesis y establecen las bases para
la citogenética del cancer. El cancer se considera una enfermedad genética a nivel celular
resultante de un proceso progresivo 0 un evento catastrofico de una sola vez. Las dos
principales vias patogénicas para las caracteristicas del desarrollo del cancer son la
inactivacion del tumor supresor de genes por deleciones, mutaciones, miRNA sobre
regulado, o mecanismos epigenéticos, y la activacion o desregulaciéon de oncogenes como
consecuencia de mutaciones puntuales, amplificacion o anomalias citogenéticas
equilibradas. Se han caracterizado las anomalias cromosdmicas recurrentes que incluyen
translocaciones, deleciones, duplicaciones, y amplificaciones génicas asociadas con
distintas entidades tumorales; los paneles para FISH disefiados de manera especifica han
sido ampliamente utilizados en el diagnéstico y seguimiento de anormalidades

cromosoémicas en tumores hematoldgicos y soélidos. 110 133
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Figura 19. Protocolo para realizar FISH. Incluye el pretratamiento de una muestra,
desnaturalizacion de la sonda y la muestra, hibridacion, lavado post-hibridacién y deteccién de la
sefial fluorescente.?

5.4.1 FISH

La hibridacién in situ por fluorescencia (FISH) es una tecnologia de reconocimiento de
macromoléculas basada en la naturaleza complementaria de las cadenas dobles de DNA
0 RNA. Las cadenas de DNA seleccionadas incorporadas con nucleotidos acoplados con
un fluor6foro pueden usarse como sondas para hibridarse sobre las secuencias
complementarias en células y tejidos y luego visualizarse a través de un microscopio de
fluorescencia o un sistema de formacién de imagenes. Esta tecnologia se desarrolld
inicialmente como una herramienta de mapeo fisico para delinear los genes dentro de los
cromosomas. Su alta resolucion analitica y alta sensibilidad y especificidad permitié una
aplicacion inmediata para el diagnéstico genético de aneuploidias comunes
constitucionales, sindromes de microdelecion microduplicacién y reordenamientos
subteloméricos. Las pruebas de FISH utilizan paneles de sondas especificas de genes para
pérdidas, ganancias y translocaciones somaticas recurrentes y se han aplicado
rutinariamente para tumores hematoldgicos y solidos y son una de las areas de mayor

crecimiento en el diagnéstico de céncer. FISH también se ha utilizado para detectar
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infecciones bacterianas y parasitarias como la malaria en las células sanguineas humanas.
Los recientes avances en la tecnologia FISH implican varios métodos para mejorar la
eficiencia de etiquetado de la sonda y el uso de sistemas de imagenes de sUper resolucion
para la visualizacion directa de la organizacion cromosomica intranuclear y el perfil de la

transcripcion de RNA en células individuales.**?

La citogenética molecular implica el uso de una serie de técnicas denominadas FISH, en
las que las sondas de ADN estdn marcadas con marcadores fluorescentes de diferentes
colores para visualizar una o mas regiones especificas del genoma. Se utiliza como una
prueba rapida y sensible para la deteccion de cambios cromosdmicos cripticos o sutiles. El
protocolo FISH incluye cinco etapas: 1) pretratamiento de la muestra, 2) desnaturalizacion
de la sonda y muestra, 3) hibridacion de la sonda a las células diana o extendidos en
metafase (recocido), 4) Lavado de hibridacion, y 5) detecciéon usando un microscopio de
epifluorescencia simple con conjuntos de filtros apropiados. Cuando se implementa
inicialmente una prueba FISH, las caracteristicas de rendimiento del ensayo evaluadas
deben incluir sensibilidad, precision y especificidad. La nomenclatura estdndar FISH se ha
simplificado y ampliado en la ultima edicién del Sistema Internacional de Nomenclatura
Citogenética Humana, ISCN 2013. Sin embargo, dado que es probable que el uso del ISCN
FISH completo dificulte la comprension de los médicos, no es recomendada por la

European Myeloma Network. 2°

FISH es una técnica de diagnoéstico molecular que utiliza sondas de DNA para detectar o
confirmar genes o anomalias cromosémicas, se utiliza a menudo tanto para la investigacion
como para el diagnéstico de malignidades hematologicas y tumores sélidos. La mayor
ventaja de FISH es que la técnica se puede realizar en células en divisién (metafase) en las
que se pueden distinguir cromosomas individuales o en células que no se dividen
(interfase). Esta caracteristica de FISH permite obtener resultados de manera mas expedita
gue otras como cariotipo. Las sondas FISH se preparan comunmente a partir de clones

artificiales de cromosomas bacterianos (BAC).2*
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Figura 20. FISH patrones atipicos de fusién BCR-ABL en interfase, en el paciente con LMC
(1F1G2R); Hibridacion in situ por fluorescencia, BCR; regién cluster de punto de interrupcion, ABL;
Abelson, SP; Sangre periférica y LMC; Mieloide crénica leucemia.13?

Las translocaciones cromosOmicas recurrentes y especificas pueden ser identificadas en
las células por medio de sondas gendmicas que se derivan de dos puntos de interrupcion
genéticos. Por ejemplo, la sefial de fusion FISH se disefié inicialmente como una técnica
para la identificacion de la t(9; 22), en células de médula 6sea de pacientes con leucemia
mieloide crénica (LMC) para detectar la enfermedad residual minima después del trasplante
de médula 6sea. Una sonda de especificacion de locus para la regién de agrupaciéon de
punto de interrupciéon (BCR) en 22q11.2 marcado con un fluorocromo verde y una sonda
locus-especifico para el oncogén homoélogo viral de la leucemia murina de Abelson 1 (ABL1)
en 9934 marcado con un fluorocromo rojo que aparecera como un punto amarillo brillante
(sefial de fusién Unica, combinacién de fluorocromos verdes y rojos) en el cromosoma
derivado 22 en células leucémicas vistas por microscopia de fluorescencia, indicando la
presencia del gen de fusion BCR-ABL1 como resultado de t (9; 22) (q34; q11,2). FISH en
interfase puede utilizarse para detectar cualquier anomalia cromosémica para la cual esta
disponible una sonda apropiada. La desventaja de la técnica FISH para genes fusion es
una tasa de falsos positivos intrinsecamente alta que se produce como resultado de
colocalizacion de dos sefales, que en realidad consiste de dos sefiales separadas en un
nucleo tridimensional, pero se consideran una Unica sefial colocalizada debido al andlisis

bidimensional de la nucleo.?
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Translocation probe: BCR/ABL 7 dual fusion probe

Normal signal pattern

Fusion probe: Expected abnormal
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Figura 21. llustracion esquematica de la sonda de doble fusiébn BCR-ABL1 de doble color disefiada
para detectar la translocacion del gen ABL1 en el cromosoma 9934 y el gen BCR en el cromosoma
22q11.2 por hibridacién in situ de fluorescencia (FISH). (b) sonda de doble fusién de doble color BCR
- ABL1 hibridada a normal interphase células como se indica por dos naranja y dos sefiales verdes
en cada nucleo. (c) Las células interfasicas con translocacion que afecta ala BCR y ABL1 loci como
se indica por una sefal naranja, una sefial verde, y dos naranja / verde (amarillo) sefiales de fusion
(flechas).8?

Desde su introduccion hace mas de 30 afios y hasta hace poco tiempo, las técnicas
estandar de bandeo cromosomico eran las Unicas con capacidad para examinar cambios a
nivel cromosémico en un solo experimento el genoma entero de células. Aunque FISH con
sondas es hoy en dia una técnica bien establecida que puede ayudar al andlisis
citogenético, la seleccion de sondas requeria una presuncién de lo que la aberracion puede
ser, un enfoque que es propenso a errores y puede requerir multiples experimentos que
consumen mucho tiempo. En los Ultimos afios, hemos sido testigos de la aparicién de
diversas técnicas basadas en FISH capaces de generar imagenes de todo el genoma de

las células neoplasicas.?®
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La larga busqueda de obtener cariotipaje multicolor fue posible gracias a la disponibilidad
de varios fluorocromos espectralmente discretos y el uso de sondas. Para identificar cada
cromosoma humano con un color individual utilizando sondas de colores, son necesarios
24 conjuntos de sondas diferentes (22 pares de autosomas mas los dos cromosomas
sexuales). Multicolor-FISH (m-FISH) es una variente de FISH convencional y es muy Uutil
para detectar y describir reordenamientos cripticos y cromosomas frecuentemente
encontrados en cariotipos complejos, aunque es algo limitado en la identificacion de
cambios intracromosémicos y en la determinacion del breakpoint. Sin embargo, la
combinacion del andlisis de bandas cromosomicas con m-FISH tiene el potencial de
identificar y describir la mayoria de los cambios cariotipicos de las células cancerosas.
Varios métodos parcialmente diferentes para m-FISH ahora han sido descritos.?

Aunque en alrededor del 95% de todos los casos de LMC, el estandar de referencia para el
diagnoéstico es la citogenética convencional, el otro 5%, incluyendo translocaciones
variantes, reordenamientos BCR-ABL o Ph enmascarado, s6lo son detectables por
citogenética molecular. Se utiliza la hibridacion in situ fluorescente (FISH) como una técnica
citogenética molecular rapida y fiable tanto en el diagnostico como en el posterior
seguimiento de LMC. Por otro lado, FISH se aplica a analizar las células de interfase y
metafase. Por lo tanto, cuando no hay metafases adecuadas, FISH es un método confiable

para ser usado.®?
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Figura 22. Ideogramas de hibridacién in situ por fluorescencia (FISH) técnicas de deteccién que son
capaces de analizar todos los cromosomas en el mismo tiempo, proporcionando una vision general
de los cambios cariotipicos de las células cancerosas. Arriba: bandas cromosémicas estandar (G-
bandas); medio: especies cruzadas bandas de color (R FISH); parte inferior: multicolour-FISH (m-
FISH).23

Los estudios citogenéticos convencionales se utilizan ampliamente hoy en dia para
diagnosticar y manejar pacientes con neoplasias hematoldgicas malignas. La aplicacion de
hibridacion fluorescente in situ (FISH) con sondas de DNA especificas de cromosomas
ayuda a definir adicionalmente subclases moleculares y categorias de riesgo citogenético
para pacientes con estos trastornos. Ademas, FISH permite el andlisis de células
proliferantes (células metafasicas) y no proliferantes (nucleos interfasicos), y es util para

establecer el porcentaje de células neoplasicas antes y después del tratamiento
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(enfermedad residual minima). Para los pacientes con mielodisplasia o leucemia mieloide
aguda, estas técnicas cromosomicas son importantes para el diagnéstico preciso y la
clasificacion de la enfermedad y para ayudar a decidir el tratamiento y controlar la respuesta
a la terapia. Los estudios citogenéticos convencionales han sido probleméticos en la
leucemia linfocitica cronica porque las células neoplésicas se dividen con poca frecuencia.
Ademas, los estudios FISH de interfase permiten ahora la deteccion de anomalias
cromosomicas con significado prondstico en la leucemia linfocitica cronica. La Organizacion
Mundial de la Salud reconoce que las anomalias genéticas son uno de los criterios méas

fiables para la clasificacion de los linfomas malignos.*3!

En un estudio realizado en 2014 por la Universidad Ahar Branch, afirmaron que en
comparacion con FISH y las técnicas de cariotipo comun en SP y MO, los resultados fueron
similares, pero en pacientes con la terapia con imatinib, FISH pudo detectar BCR-ABL en
el 30% de las células sanguineas interfasicas, mientras que la técnica de bandeo G, no se
observo ningun cromosoma filadelfia en metafases. Por otra parte, FISH fue capaz de
detectar los patrones atipicos de BCR-ABL en este paciente en el momento del diagndéstico.
Estos hallazgos se ajustan a los resultados de otros estudios, que muestran que FISH podia
detectar la variante o el cromosoma filadelfia enmascarado que no fue detectable por
citogenética convencional. Ademas en su estudio demostraron que los resultados obtenidos
comparando la FISH en interfase (I-FISH) en SP y la citogenética en la MO en cinco
pacientes mostrd que la MO-citogenética es mas confiable que SP-I-FISH en la deteccion
de Ph. Sin embargo, en los estudios de Buno et Alabama, han demostrado una gran
capacidad de aplicacion de FISH para analizar SP con el fin de monitorear la respuesta a
la terapia en pacientes con LMC. También se ha indicado que en los examenes clinicos,
los estudios citogenéticos de la MO deben ser diagndstico inicial para detectar Ph + y otras
anomalias cromosomicas en los pacientes. También mencionan que la fusién dual FISH

(D-FISH) puede ser utilizado en SP, en lugar de MO, para evaluar la eficacia de la terapia.'3?

Los hallazgos de esta investigacion revelaron que FISH es una técnica rapida, fiable y
potente con la que podemos detectar al menos 200 células en un periodo corto de tiempo.
Por otra parte, utilizando esta técnica, los resultados se obtienen en dos dias. En adicion,
se ha demostrado el importante papel de FISH en la deteccion de otras sefiales atipicas de
fusion de BCR-ABL. Sin embargo, estos hallazgos deben ser evaluados con otras sondas
para FISH disponibles. Mientras tanto, FISH es capaz de detectar reordenamientos

cromosomicos submicroscépicos que participan en la LMC y otras leucemias que no son
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detectables por citogenética convencional, y también tienen un papel importante en el
diagnéstico de fase y pronéstico de la enfermedad. Con base en los datos presentados en
ese estudio, las muestras de MO demostraron ser mas sensibles y fiables que las muestras
SP; ademas, el andlisis de FISH en SP no puede ser reemplazado por andlisis convencional
en MO. De hecho, cuando las muestras de MO son evaluados por FISH, esta sensibilidad
aumenta. El uso de FISH para la deteccién de sefales atipicas y tipicas relacionadas con
leucemias y considerando que estas sefiales desempefian un papel especifico en el
pronostico y la gravedad de la enfermedad, provistos de diferentes tipos de sondas
especificas de los genes implicados en las enfermedades hematologicas malignas, la

aplicacion de esta técnica en el laboratorio genético es muy recomendable. 132 131

En general, tanto el cariotipo tradicional y la prueba FISH se utilizan para la diagnéstico y
seguimiento de las anomalias clonales. Los resultados de un panel FISH ofrece una rapida
evaluacién de patrones anémalos y su porcentaje dentro de las células de la médula 6sea
o leucocitos. El analisis cromosomico revelara entonces las anomalias clonales y la
evolucion clonal. Para las leucemias que requieren tratamiento urgente, como la leucemia
promielocitica aguda (APL) causada por la t(15; 17) (g24; g21) con fusiones PML/RARa
subyacentes. El resultado de FISH es obligatorio para la administracion de acido retinoico
(ATRA). Terapia dirigida contra la proteina de fusion ABL1 / BCR por pequefios inhibidores
de la tirosina molécula como imatinib mesilato (Gleevec), dasatinib (Sprycel) y nilotinib
(Tasigna) ha aumentado la supervivencia global a 10 afios de 20 a 80-90%. Para muchos
reordenamientos cripticos indetectables por andlisis rutinario de cromosomas, tales como
t(12; 21) (p13; g22) con fusiones de genes ETV6 / RUNXL, t (4; 14) (p16.3; q32) con
fusiones de genes FGFR3/IGH, deleciones de 12p13 (ETV6), 13q14(RB1),y 17p13 (TP53),
las pruebas FISH se consideran ensayos autonomos de diagnéstico. Ademas el uso
complementario de las sondas FISH para definir anomalias cromosdmicas ambiguas u
ocultas es necesaria para muchos casos. Teniendo en cuenta que algunos tumores
hematoldgicos pueden ser morfolégicamente similares y las anomalias no son detectadas
por cariotipaje de baja resolucion y / o porcentaje de células leucémicas, FISH podria ser

una técnica importante de diagnéstico diferencial entre estas enfermedades.'

Las pruebas FISH son ampliamente utilizadas en varios tipos de tumores sélidos, por
ejemplo, FISH puede definir reordenamientos de genes en el fibrosarcoma congénito con
una nueva translocacion compleja y validar los marcadores subclénicos en biopsias

heterogéneas de melanoma. Ademas los resultados de FISH pueden usarse para guiar el
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tratamiento del cancer. Por ejemplo, la terapia dirigida por Herceptin es eficaz contra HER2
sobre-expresado cancer de mama. También algunos casos de t(15; 17) pueden ser
pasados por alto en los estudios de CC (citogenética convencional), y ser sélo detectado
por FISH (o RT-PCR). Ademas, hay también algunas pruebas que FISH puede tener valor
predictivo en el diagndstico en la LMA. Por ejemplo, las deleciones de TP53 identificados
por FISH dan una mala respuesta a la quimioterapia. En general, FISH en interfase se
correlaciona muy bien con las anomalias detectadas por CC. Hay algunas pruebas de un
gran namero de estudios prospectivo en una serie de pacientes con LMA con algunos
reordenamientos comunes [inv (16), reordenamientos MLL] que se pierden en los estudios

de CC pero que son facilmente identificados por FISH.1%5 133
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Tabla 16. Lista de paneles y sondas usados en FISH para los tumores hematopoyéticos y

(17g21)

linfoides.133
Gene [G-band) Probe Design Myeloid leukemia Lymphocytic leukemia Lymphoma
CML  MDS AML | cuL B-ALL TALL
CKSIE {1g21), CDKN2C | DCE
(1p32)
PEX1 (1q23.3), TOF3 DCOF 119 11;15
(19p13.3)
ALK [2p23) DCBAP ALK
MECOM (3q26) DCBAP (3
BOL6 (3q27) DCEAP BOLG
D421 (dcer), D1OZ1 TCE +4/10017
{10cen), D172Z1 {17cen)
PDGFRA (4312) DCBAP
FGFR3 [4p16.3), IGH DCDF
(14532}
TAS2R1 (Sp15.31), EGR1 | DCE 5q—/—5
(5q31)
PDGFRE (5q33) DCBAP PDGFRB
MYE (6923, DEZ1 oer) | DCE
RELM (7q22), TES {7q31) | DCE 7q—/—7
TCRE {7a34) DCBAF TCRB
FGFR1 {8p11) DCRAP
RUNX1T1 {8g21), RUNX1 | DCDF t821)
(2122)
cMYC {Sg24) DCBAP cMYC
cMYC (5g24), D20S108 DCE +8/20q—
(20912}
PAXS (9p13.2) DCBAP PAXS
COKN2A (9p21), DAZ3 DCE op— Bp—
(2can)
ABL (0g34). BCA (22q11) |  DCDF 1i2,22) 19:22) 12:22)
CCND {1118}, IGH DCOF 111:14)
(14532}
ATH (11g22), TPS3 DCE 11g-17p—
(17p13y
KMT2A (11923) DCBAP KMT24 KMT28 KMT2A
ETVE {12p13), RUNX1 DCOF 1(12;21)
(21922
DLELN (13q14), D13825 | DCE
(1334)
DLELM {13q14), 13825 | TCE 13g—/412
(13q34), D1223 {12cen)
TCRAMD (14q11) DCE TCRA
IGH (14022) DCRAP GH IGH
IGH (14032), BCL2 DCDF 114:18)
(18q21)
SNRPN (15q11.2), TPS3 | DCE
(17p13y
PML (15q24), RARA DCOF 15;17)
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FISH utiliza sondas para pruebas especificas de translocaciones recurrentes en diferentes
tumores sélidos que podrian guiar terapia dirigida. Las pruebas de FISH también se utilizan
para evaluar aneuploidia en los espermatozoides antes y después de la quimioterapia en
pacientes con cancer testicular y linfoma de Hodgkin; se recomienda que el asesoramiento
genético aumente sobre del riesgo de reproduccion debido a la quimioterapia en los

pacientes con cancer.!33
4.9.2 CISH

Desde los afios1990 se vienen realizando ISH con métodos de deteccion cromogénica y la
primera publicacion aparece en el afio 2000 (oncogene HER-2). En los 3 ultimos afios, al
método CISH se le prestd mas atencion, debido a que puede evaluar simultaneamente la
amplificacién génica/delecién, la aneuploidia y translocacion cromosémica, con la
morfologia del tejido, utilizando un microscopio comun. Por lo tanto, una amplia seccion del
tejido puede ser explorada rapidamente debido al contratefiido con hematoxilina y el detalle
morfolégico es faciimente visible utilizando objetivos 10 x, 20 x 0 40 x. Distintos estudios
han demostrado que el CISH es un método seguro, econémico y practico para evaluar el
status del gene HER-2 en muestras archivadas de tumor de mama. El CISH, es de utilidad
para el diagnéstico oncolégico y sobre todo en el pronéstico y tratamiento del paciente. La
hibridacion cromogénica in situ (CISH) es un método alternativo de hibridacién in situ para
analizar la amplificacién de un gen. CISH permite la deteccién de amplificacién de genes y
examinacién histolégica simultaneamente por microscopia de campo brillante. Ademas,
varios estudios han demostrado buena correlacién entre los resultados de CISH y FISH. La
metodologia puede ser utilizada para evaluar amplificacién de genes, deleciéon de genes,
translocaciones cromosémicas y numero de cromosomas. Es muy parecido a la técnica
FISH, concuerda 86%-96% con el FISH, pero en este caso se usa una sonda de color visible

y no fluorescente, como es el caso del FISH. 140138

La hibridizaciébn cromogénica in situ se realiza sobre cortes titulares (4 — 5 um de espesor)
fijados en formalina e infiltrados en parafina (FFPE). Estos cortes tisulares se desparafinan
en xileno, alcohol, agua destilada y luego se calientan a 98° C durante 15 con solucién de
pretratamiento para calor. A continuacion se realiza la digestion enzimética a temperatura
ambiente, se deshidratan en una serie graduada de alcoholes, se secan al aire y se le
agrega la sonda especifica al tejido en estudio, se cubre con cubreobjeto y se desnaturaliza
a 94° C . La hibridizacion se realiza durante toda la noche a 37° C. Se retira el cubreobjetos

y se trata el preparado con solucion tampon SSC. Luego se realiza la inmunodeteccion con
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CAS-block, HRP-estreptovidina, diaminobencidina (DAB) y contratefiido con hematoxilina.
Se examinan los resultados de la hibridizacion utilizando un microscopio de campo

luminoso con objetivo 40 x.14°

5.5 Diagnostico Molecular de las Leucemias

La genética estudia la herencia y todo sobre ella. La genética ha tenido progresos
sustanciales en los ultimos afios. La serie de herramientas moleculares descubiertas han
hecho posible conocer de manera precisa las causas de una gran variedad de
enfermedades, especialmente de origen hereditario. El comienzo de la genética se remonta
a 1865 cuando las leyes de Mendel se publican. En estas leyes, se establecen las reglas
elementales sobre la transmision de rasgos de generaciébn en generacion. En 1900,
comienzan a realizar los primeros estudios en Drosophila. En 1909, Wilhelm Johannsen
acufié el término gen y en 1905 William Bateson la genética. En 1956, Tjio identifica el
numero correcto de cromosomas en la especie humana, siendo 46 en lugar de 48 como en
la propuesta inicial. En 1959, los franceses, Jérébme Lejeune, describio la causa de la
primera enfermedad cromosomica, Sindrome de Down. En la década de 1940, Rosalind
Franklin describe las formas de DNA A y B y recordando los datos de Franklin y las bases
de Chargaff, Watson y Crick describen en 1953 la estructura de doble hélice de DNA. Pero
no es hasta los afios 80 que Kary Mullis desarrolla la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), una técnica para la amplificacion de secuencias de DNA especificas; esta
herramienta revoluciona la metodologia molecular. Para 1986, se describe el primer gen
que causa una enfermedad humana, la enfermedad granulomatosa crénica, y en los
primeros afios de la década de los 90s, comenzo6 el Proyecto Genoma Humano, y en 2003

la secuencia del DNA humano se completa.'®
5.5.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El desarrollo de la tecnologia molecular ha permitido un avance en la medicina para el
diagndstico, pronéstico y tratamiento de algunas enfermedades. Uno de los mas
importantes es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Mediante PCR podemos:
detectar mutaciones de DNA para el diagndstico de las enfermedades hereditarias y los
portadores de estas, diagnostico prenatal de amniocentesis y diagnostico genético de
preimplantacion, genotipo de agentes infecciosos como el VIH o hepatitis, 0 personalizar
terapias en pacientes con ciertas tipos de cancer, entre otras cosas. Derivado de la PCR

tenemos la MLPA (Amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples) que tiene
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una diversidad de aplicaciones como la identificacién de mutaciones o polimorfismos de un
solo nucledtido, estudio de la metilacion del DNA, cuantificacion relativa de ARNm,
caracterizacion de duplicaciones y deleciones de genes, deteccion de predisposicion
genética en cancer humano tal como BRCA1, BRCA2, hMLH1 y hMSH2. La ventaja de esta
técnica es su bajo costo. Recientemente, la secuenciacion de proxima generacion (NGS:
Next Generation Secuencing) se utiliza para el diagndstico molecular en la deteccion de
patégenos, polimorfismos, diagndstico de cancer, etc. En general, a través de NGS, el DNA
puede secuenciarse en horas, superando los métodos tradicionales que tardan dias
(Sanger). NGS se utiliza para el diagndstico de enfermedades genéticas, enfermedades
infecciosas y cancer. Una dificultad es la gran cantidad de informacién generada que tiene
gque ser analizada a través de un software especializado, ademas del costo que representa.
Estas son las técnicas de vanguardia que ofrecen diagnéstico molecular a un gran nimero
de pacientes con diferentes enfermedades hereditarias que ademas permiten establecer el
diagnéstico prenatal dentro de unas pocas semanas del embarazo. La metodologia
molecular avanza y se espera que en pocos afios podemos identificar correctamente las
poblaciones de riesgo, especialmente para las enfermedades que representan un problema

como diabetes, obesidad, hipertension y cancer.®

Durante varias décadas la deteccion y estudio de anormalidades citogenéticas se ha
realizado mediante el analisis 0 mapeo cromosdémico. La reaccion en cadena de la
polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una
secuencia especifica de DNA durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanco
es copiada fielmente. Para ello, la reaccién aprovecha la actividad de la enzima ADN
polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células. En la
reaccién, si usamos como sustrato DNA genémico, entonces tipicamente hablamos de una
PCR, pero si usamos DNA complementario (DNAc) proveniente del RNAm (acido
ribonucleico mensajero) se le conoce como RT-PCR (Reverse Transcription-PCR, por sus

siglas en inglés).11% 120

Actualmente técnicas de biologia molecular basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) han permitido identificar mas de 50 translocaciones cromosémicas,
muchas de las cuales han demostrado ser especificas para distintos subtipos de leucemias.
Una de las técnicas mas usadas, es la PCR con transcripcion reversa (RT-PCR), mediante
la cual a partir de secuencias del RNA mensajero es posible detectar transcriptos de fusion,

por ejemplo, del gen BCR-ABL e identificar diferentes reordenamientos segun el punto de
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ruptura dentro del gen BCR con una mayor sensibilidad y especificidad que con el estudio
citogenético. De este modo, el uso de la técnica de RT-PCR entrega mayor informacion
para el diagnostico y prondéstico de las leucemias, como también es de gran utilidad en la

deteccion de la enfermedad residual minima (ERM) durante la remisién clinica.t?°

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR), es una
variante de la PCR, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)
la cual, como se mencioné antes, fue descrita por primera vez en 1983 por Kary B. Mullis.
Su objetivo y funcién es la de obtener mediante amplificacién in vitro cantidades masivas
de DNA incluso a partir de muestras muy pequefas. Es una técnica que se basa en la
replicacion enzimatica del DNA, que se lleva a cabo por la DNA polimerasa, en este caso
durante un ciclo térmico. Los componentes de un reaccion de PCR son: el templado o molde
de DNA, un par de oligonucleétidos que se utilizan como primers, la tag DNA polimerasa,
desoxinucleotidos (dNTPs), cationes divalentes y el buffer en donde se llevara a cabo la
reaccion. La PCR se desarrolla en tres pasos, el primero es la separacion de las dos
cadenas que forman la molécula de DNA que se quiere amplificar. Cada una de estas
cadenas actia como molde para fabricar sus complementarias. Se baja la temperatura
hasta la temperatura de alineamiento para conseguir que cada primer se una de forma
especifica a su regiobn complementaria dentro de la cadena de DNA. El Gltimo paso consiste
en la generacion de la cadena de DNA complementaria por accion de la DNA polimerasa,

a partir de la extension del extremo 3” de cada primer.1%
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Template DNA

&‘7 %&j 94°C - 98°C

Extension Denaturation

Figura 23. llustracién de los principales pasos en PCR. Desnaturalizacion, alineacién, extension -
para amplificar la secuencia objetivo de una plantilla de DNA.113

Es una técnica de laboratorio cominmente usada en biologia molecular para generar una
gran cantidad de copias de DNA proceso llamado "amplificacién". En la RT-PCR, se
retrotranscribe una hebra de RNA en DNA complementario (DNAc) usando una enzima
llamada transcriptasa inversa o transcriptasa reversa, y el resultado se amplifica mediante
una PCR tradicional. La amplificacion exponencial mediante PCR en transcripcion reversa
supone una técnica altamente sensible, que puede detectar un nimero de copias de RNA
muy bajo. Los principales usos de la RT-PCR estan relacionados con la cuantificacion de
la expresion génica, mediante la combinacion de esta técnica con el andlisis de Northern
blot, por ejemplo. Una de las caracteristicas mas importantes es que en el proceso de RT-
PCR, el ADNc generado ya no lleva los intrones que si tendria el ADN original. De este
modo, al expresar el ADNc producto de la RT-PCR, se generard un ARNm formado

exclusivamente por exones, que son los fragmentos codificantes.®
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El diagndstico de las leucemias se basa generalmente en repetidos conteos sanguineos
completos y un examen de médula Osea tras los sintomas observados. Una vez
diagnosticada la enfermedad, una quimica sanguinea puede utilizarse para determinar el
grado de dafio al higado y a los rifiones o los efectos de la quimioterapia en el paciente.
Para observar los posibles dafios visibles debidos a la leucemia, se pueden utilizar
radiografias (en huesos), resonancia magnética (cerebro) o ultrasonidos (rifién, bazo e
higado). Ademas se deben realizar estudios de PCR para los marcadores moleculares mas
conocidos en las Leucemias, tales como BCR/ABL rompimiento menor en leucemia
linfoblastica aguda (LAL), BCR/ABL rompimiento mayor en leucemia mieloide crénica
(LMC) y PML/RAR en leucemia mieloide aguda (LAM), los cuales fortalecen el diagndstico
y prondstico para la terapia y el seguimiento de estos padecimientos.’

Un marcador genético o marcador molecular es un segmento de DNA con una ubicacion
fisica identificable (locus) en un cromosoma y cuya herencia genética se puede rastrear.
Un marcador puede ser un gen, o puede ser alguna seccion del DNA sin funcién conocida.
Dado que los segmentos del DNA que se encuentran contiguos en un cromosoma tienden
a heredarse juntos, los marcadores se utilizan a menudo como formas indirectas de rastrear
el patrén hereditario de un gen que todavia no ha sido identificado, pero cuya ubicacion
aproximada se conoce. Se ha demostrado que los genes de fusion BCR/ABL mayor y

menor, asi como PML/RAR, estan asociados a un mal pronéstico en las leucemias.'®

En todos los organismos el contenido del DNA de todas sus células es idéntico. Esto quiere
decir que contienen toda la informacién necesaria para la sintesis de todas las proteinas.
Pero no todos los genes se expresan al mismo tiempo ni en todas las células. Exceptuando
a los genes constitutivos (genes que se expresan en todas las células del organismo y
codifican proteinas que son esenciales para su funcionamiento general) todos los demas
genes se expresan o no dependiendo de la funcion de la célula en un tejido particular. Por
ejemplo, genes que codifican proteinas responsables del transporte axonal se expresan en
neuronas pero no en linfocitos en donde se expresan genes responsables de la respuesta
inmune. También existe especificidad temporal, esto quiere decir que los diferentes genes
en una célula se encienden o se apagan en diferentes momentos de la vida de un
organismo. Ademas, la regulacion de los genes varia segun las funciones de estos. El gen
en si mismo es tipicamente un largo tramo de ADN y no realiza un papel activo. Sin embargo
el MRNA es encargado de la transferencia de este c4digo genético, éste determina el orden

en que se uniran los aminoacidos de una proteina y actia como plantilla o patrén para la
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sintesis de dicha proteina. Existen alteraciones moleculares especificas en las leucemias,
que se detectan por medio de RT-PCR a nivel de expresion génica. Es necesario recurrir a
la deteccidn de los productos de transcripcion provenientes del punto de fusion de los dos
brazos cromosomicos y copiar primero el mMRNA en cDNA antes de amplificarlo. La
caracterizacion molecular de las aberraciones cromosémicas que ocurren con frecuencia
en los pacientes con leucemias permite el diagnostico preciso de los subtipos de leucemias,
la medicion de la respuesta terapéutica y la determinacion de la enfermedad residual

minima.8 4939
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Figura 24. llustracién de la técnica de Reacciéon en cadena de la polimerasa, PCR.116

Un DNA complementario (cCDNA) puede ser sintetizado in vitro a partir de mMRNA o de RNA
total utilizando la enzima transcriptasa reversa (RT), la cual es una DNA polimerasa
dependiente de RNA, que utiliza como partidor un oligonucleotido poly(dT). Luego de
desnaturalizar el RNA, mediante calor, el oligonucleotido poly(dT) es alineado con el
extremo poly(dA) de éste y actia como partidor para la sintesis 5°-3° de una molécula
complementaria al RNA, la cual es un cDNA de hebra simple. EI cDNA obtenido
corresponde a la totalidad de la poblacion de RNA presente al inicio de la sintesis. El cDNA

se amplifica mediante una PCR tradicional.®
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Dado que el RNA usualmente es de una sola hebra y es sensible al calor, es necesario
hacer una transcripcion reversa (RT) antes de iniciar la amplificacion por PCR. La
transcripcién reversa genera una copia de la hebra de RNA, pero esta copia es DNA
complementario (cCDNA) el cual es estable al calor y puede resistir la metodologia PCR. Los
pasos de la RT-PCR son: (1) Transcripcion reversa: Union del primer a la secuencia de
RNA objetivo. (2) Transcripcion reversa: La polimerasa rTth cataliza la extension del primer
mediante la incorporacion de nucleétidos complementarios. (3) Fin de transcripcion reversa,
se obtiene la hebra del cDNA complementario al RNA. (4) PCR. El mRNA es copiado a
cDNA por la transcriptasa reversa usando un primer dT (los primers al azar se pueden
también utilizar).54

@m El primer oligo dT se
une al mRNA

@-‘ AAAAA La transcriptasa
T reversa copia la primer
cadena de cDNA

s @ La transcriptasa
reversa digiere y
remueve el mMRNA y
copia la segunda
cadena de cDNA

LU R iy T T T

cDNA de doble cadena

Figura 25. Conversion de mRNA a cDNA por accién de la transcriptasa reversa.t?!

Posterior a la sintesis de cDNA se lleva a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa,
conocida como PCR, su objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de
ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir de una Unica copia de ese
fragmento original, o molde. Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN; se
fundamenta en la propiedad natural de los ADN polimerasas para replicar hebras de ADN,
para lo cual se emplean ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas para separar las
hebras de ADN recién formadas entre si tras cada fase de replicacion y, a continuacion,
dejar que las hebras de ADN vuelvan a unirse para poder duplicarlas nuevamente. Todo el
proceso de la PCR est4 automatizado mediante un aparato llamado termociclador, que
permite calentar y enfriar los tubos de reaccion para controlar la temperatura necesaria para

cada etapa de la reaccion. Los tubos usados para PCR tienen una pared muy fina, lo que
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favorece una buena conductividad térmica, permitiendo que se alcance rapidamente el
equilibrio térmico. Casi todos los termocicladores tienen un sistema que calienta la tapa de
cierre con el fin de evitar la condensacion sobre los tubos de reaccion. Por lo general, la
PCR es una técnica comun y normalmente indispensable en laboratorios de investigacion
médica y bioldgica para una gran variedad de aplicaciones. El hecho de que las moléculas
de ADN obtenidas al finalizar la reaccion en cadena correspondan efectivamente al
fragmento de interés queda asegurado por la intervencion de los primers que definen los
extremos (primer forward y primer reverse) de ese fragmento. Asi, una vez que la reaccion
ha finalizado, el tamafio del fragmento multiplicado puede determinarse sometiendo los
productos de la reaccion a una electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida, es decir,
a un proceso de separacion por difusién bajo la accién de un campo eléctrico.*

El gen de la LMC es el resultado de la fusién de partes de 2 genes normales: el ABL en el
cromosoma 9 y el BCR en el cromosoma 22. Ambos genes son expresados en los tejidos
normales. En la translocacién que da lugar al gen de fusion, la ruptura ocurre en alguna
parte del ABL en sentido contrario al exon 2 y simultaneamente en el punto de ruptura
mayor del BCR. Como resultado, la porcién 5 del BCR y la porcién 3’ del ABL estan
yuxtapuestas en un cromosoma 22 acortado (el derivado 22g- o cromosoma Ph). El reciente
desarrollo de las técnicas moleculares ha permitido reconocer que la translocacion entre
los cromosomas 22 y 9 es reciproca, ya que el cromosoma 9 transfiere a su vez una
pequefia porcién de sus brazos largos al cromosoma 22. Este material constituye el
protooncogen ABL, que al unirse a la region BCR (breakpoint cluster region) del cromosoma
22, da origen al oncogen BCR-ABL. Dependiendo del sitio de ruptura en el gen BCR, se
pueden formar 3 tipos de BCR-ABL; el gen hibrido predominante en la LMC clasica es
derivado de la disrupcion en el punto de ruptura mayor (M-BCR). El producto final de este
gen es una proteina de fusién citoplasmatica de 210 kd, la cual es responsable de la
mayoria de las anormalidades fenotipicas de la fase crénica; puede ser b3a2, en el 55 %
de los casos 6 b2a2 en el 40 %. Esta proteina es la que se observa en mas del 95 % de los
pacientes con LMC y en el 20 % de los pacientes con leucemia linfoide aguda (LLA). Mucho
menos frecuente, la LMC puede resultar del gen hibrido derivado del punto de ruptura
menor (m BCR) transcripciones (ela2); el resultado es la proteina de 190kd que se observa

en el 10 % de las LLA del adulto y en el 5 % de las LLA pediatricas.* 2 64

En la proteina hibrida BCR-ABL se mantienen los dominios que corresponden a los

fragmentos de las proteinas BCR y ABL que los conforman. En la mitad ABL se encuentra
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la regidn con actividad tirosincinasa que contiene un sitio de auto fosforilacion y en la BCR
existe una tirosina en la posicion. A diferencia de lo que ocurre en la proteina ABL normal,
en la BCR ABL la funciéon se ejerce de una forma constantemente descontrolada. La
produccion continua de esta enzima induce mdltiples interacciones proteicas que intervinen
en diferentes vias de transmisién de sefales intracelulares, cuyas activaciones conducen a
la transformacion maligna celular, le confieren a las células de la LMC ventajas de
crecimiento e interfieren con los procesos celulares béasicos como el control de la
proliferacién, la adherencia y la apoptosis. La enzima BCR ABL estimula la transmision de
sefiales mediante la liberacién de ATP de un grupo fosfato que se une con las diferentes
proteinas que le sirven de sustrato. Debido al proceso de autofosforilacién, existe un gran
aumento de fosfotirosina en la proteina BCR ABL, que crea sitios de union para otras
proteinas. La llegada de un ligando a la membrana citoplasmatica permite, al nivel de esta,
la creacién de un dimero que a su vez transmite sefiales hacia el interior del citoplasma, y
como consecuencia hay una cascada de sefales. La activacion de ese sistema de sefiales
permite llevar el mensaje a los factores de transcripcién dentro del nucleo, los que a su vez
lo llevan a la regién promotora del gen y determinan la sintesis del RNA con la informacion
de la proteina a sintetizar, segun la sefial recibida. El gen hibrido codifica una proteina con
actividad constitutiva, es decir, que tiene la caracteristica de que siempre esta activada y
no necesita de la presencia del ligando para la formacion de dimeros y la transmisién de
sefiales. De modo que esto es lo que ocurre en el caso del BCR-ABL: la formacion de
dimeros y la fosforilacion de sustratos ocurre constantemente y esto a su vez, activa los

sistemas de sefiales que llegan al ntcleo y activan los sistemas de trascripcion.®*

Una de las mas notables diferencias entre la proteina ABL normal y el BCR- ABL esta dada
por sus contrastantes localizaciones en la célula. La proteina ABL aparece tanto en el
nacleo como en el citoplasma y puede ir de un lado a otro entre esos 2 compartimentos
bajo la influencia de las sefiales de localizacion nuclear y los dominios de sefiales de salida
del ndcleo, mientras que el BCR-ABL es exclusivamente citoplasmatico. El ABL nuclear es
esencialmente una proteina proapoptotica, que tiene una funcion clave en la respuesta
celular al estrés genotoxico. EIl BCR-ABL, en contraste, es intensamente antiapoptético, a
pesar de que retiene la zona de localizacién del ABL nuclear y las secuencias de salida del
nucleo estan incapacitadas para entrar al mismo. La principal razén por la cual el BCR-ABL
es retenido en el citoplasma es su actividad tirosincinasa activada constitutivamente. Se
cree que la LMC se desarrolla cuando una Unica célula progenitora hematopoyética

adquiere el cromosoma Ph que lleva consigo el gen de fusion BCR-ABL, el cual confiere
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una ventaja proliferativa sobre los elementos hematopoyéticos normales. El fundamento de
esta ventaja proliferativa no esta bien definido, pero puede estar relacionada en parte con
la expresién constitutiva de los progenitores leucémicos y de los factores estimulantes de
crecimiento, fundamentalmente la interleucina 3 y el factor estimulante de colonias
granulociticas. Numerosos sustratos han sido encontrados unidos al BCR-ABL y que son

fosforilados por él.%4 2 30

Durante la remision hematolégica hay una cantidad de células leucémicas que no son
detectables por microscopia optica. Su interpretacion define el término de enfermedad
minima residual. En el momento del diagnostico, los pacientes con LMC en fase crénica
tienen un estimado minimo de 1x1012 células leucémicas. En remision citogenética
completa este nimero desciende a 1x1010 células leucémicas o menos. Si una PCR
extraordinariamente sensitiva puede detectar una simple célula leucémica en 20 mL de una
muestra de sangre de un paciente con un conteo de leucocitos normal, el muestreo seria
aun el limite de la deteccién de la carga residual aproximadamente de 1x104 a 1x105
células leucémicas. La transcripcion del BCR-ABL es la clave de la monitorizacion
molecular, porque el crecimiento de las células leucémicas es usualmente dependiente de
la expresién del BCR-ABL. La sensibilidad de cualquier método de PCR esta limitado por
el nimero de células analizadas. Normalmente solo es evaluada una porcion del DNA
complementario, pero el analisis de multiples porciones de DNA en reacciones replicadas
incrementa la sensibilidad. Actualmente el método de reaccién en cadena de la polimerasa
con transcripcion inversa (RT-PCR) es el mas sensible para la deteccion de bajos numeros
de transcriptos del BCR ABL. En la préctica, estos resultados pueden ser dificiles de
interpretar porque aln si la prueba es negativa, puede haber todavia un millén o mas de
células residuales Ph positivas en el organismo. En otros casos, la prueba puede ser
persistentemente positiva a un bajo nivel por muchos afios. El método cualitativo es util para
determinar el punto de ruptura del BCR-ABL y para el monitoreo de la enfermedad minima
residual, sobre todo cuando los otros métodos indican la ausencia del BCR-ABL. Este
método tiene el inconveniente de que aunque detecta niveles muy bajos de transcritos de
BCR ABL, no detecta otras translocaciones que pueden aparecer en fases avanzadas de
la enfermedad y ademas, no puede cuantificar los niveles de transcritos, lo que constituye
una limitacién para la evaluacion de la respuesta una vez lograda la respuesta citogenética
completa. Tiene una sensibilidad de 1:105-1: 106 y es muy util después de lograda la
remision molecular. Es el método mas sensible para detectar un pequefio nimero de

transcriptos BCRABL en un paciente después de un trasplante aparentemente exitoso. El
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método cuantitativo en tiempo real tiene una sensibilidad de una célula BCR-ABL positiva
en 104-105 células, y es muy importante para el seguimiento evolutivo, ya que permite
trazar estrategias de tratamiento por la posibilidad de realizar un monitoreo cuantitativo.
Este método de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativo en tiempo real, se ha
convertido en el método estandar del monitoreo molecular de la enfermedad minima
residual en las hemopatias malignas, y especificamente en la LMC. Los estudios recientes
realizados después de la introduccion del imatinib han demostrado que es necesaria la
monitorizacion molecular por estudios cuantitativos una vez alcanzada la remision
citogenética completa, para poder estratificar la respuesta al tratamiento y detectar una
pérdida temprana de la respuesta lograda. Los métodos cuantitativos han traido

discusiones sobre como establecer la relaciéon entre la clinica y el monitoreo molecular. 3 54
62

A pesar de la utilidad de las técnicas citogenéticas convencionales, estas tiene limitaciones,
por lo que en la actualidad se utilizan métodos més complejos como el de hibridacion in situ
por flourescencia (FISH), método capaz de detectar las alteraciones cromosémicas al nivel
del DNA, aun cuando las células estén en interfase, y que es parte de lo que hoy se conoce
como citogenética molecular. El método del FISH ha adquirido gran importancia en el
monitoreo molecular por las ventajas que ofrece. Tiene la ventaja de detectar el BCR-ABL
en el 95 % de los casos de LMC y aproximadamente en la mitad de los casos que se
concluyen como Ph negativos mediante la citogenética convencional. Puede detectar una
célula leucémica entre 200 a 500 células normales, lo cual lo hace una herramienta mas
sensible que los métodos citogenéticos convencionales para evaluar la enfermedad minima
residual. Tiene la desventaja de no identificar otras translocaciones que pueden aparecer
en fases avanzadas de la enfermedad. Los avances en el campo de la biologia molecular
y la citogenética de la LMC, asi como el desarrollo de nuevos métodos diagndsticos para
su correcta evaluacién, permiten un conocimiento mas profundo de la enfermedad vy la
posibilidad de proporcionar un manejo mas adecuado al paciente en cualquier momento de
su evolucién. Asimismo, constituyen un modelo para profundizar en el conocimiento de
estas alteraciones y para el desarrollo de métodos de diagnéstico de estas en otros tipos

de leucemia y enfermedades malignas no hematolégicas.®

Por otro lado actualmente las guias clinicas para el manejo de pacientes con leucemia
mieloide crénica incluyen el monitoreo molecular de BCR-ABL1 por PCR cuantitativa en

tiempo real; esta metodologia permite definir la respuesta molecular. La PCR cuantitativa
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en tiempo real (QRT-PCR) es una variante de la PCR que tiene el objetivo de medir, con
una sensibilidad superior (hasta 10 000 veces mas sensible), los niveles de transcripto
guimérico BCR-ABL1 en leucocitos de sangre periférica, de aquellos pacientes que
alcanzaban la RCC. Es interesante destacar que tanto la guia Americana para el cancer
(NCCN, National Comprehensive Cancer Network), como la Europea (ELN, European
Leukemia Net), consideran al monitoreo molecular por qRT-PCR la mejor opcién para
definir respuesta terapéutica y el seguimiento del paciente. La NCCN recomienda hacerlo
al diagndstico y luego cada 3 meses (o0 cada 6 una vez alcanzada la RCC) durante 3 afios.
Lo importante es entender que un monitoreo molecular frecuente posibilita al médico: 1)
determinar con precision y rapidez qué nivel de repuesta alcanz6 su paciente y si puede
mantenerla en el tiempo; esto permite identificar rapidamente los casos con menor
probabilidad de una respuesta 6ptima; 2) detectar tempranamente aumentos en los niveles
de BCR-ABL1, posibilitando tomar rapidamente decisiones que pueden tener impacto en la
evolucién a largo plazo. Hay evidencias que indican que un aumento significativo en los
niveles de BCR-ABL1 (>1 Log) durante el tratamiento anticipa con cierta precision la posible
recaida. 3) La disponibilidad de estudios moleculares seriados y a intervalos regulares
permite conocer que, a pesar de la remisiébn molecular alcanzada, la batalla contra el clon
leucémico esta todavia en curso, y que cualquier reduccion prematura en la “intensidad” del
tratamiento podria favorecer el crecimiento del clon leucémico, con el consecuente aumento
de los niveles de BCR-ABL1. A pesar de que la suspension temporaria del tratamiento a
veces responde a una decision clinica (p.ej. toxicidad de la dosis utilizada) muchas veces
es el resultado de una baja adherencia del paciente. Por lo tanto, realizar tests regularmente
facilita identificar los periodos de baja adherencia. 4) El incremento en los niveles del BCR-
ABL1 podria también representar una sefial de seleccion de algun clon mutado que confiera
resistencia a los inhibidores; sin embargo, cabe aclarar que las mutaciones explican en
promedio solo un 50% de los casos resistentes, con un porcentaje muy variable (entre 19y
91%), que depende del método de deteccion, la poblacién en estudio y el estadio de la
enfermedad. Por lo tanto otras causas de resistencia, tanto dependientes como
independientes del BCR-ABL1 pueden estar dificultando una buena respuesta al

tratamiento.?!

Como herramienta de investigacion, la principal aplicacion de la RT-PCR es la rdpida y
precisa valoracion de cambios en la expresién de genes como resultado de la fisiologia, la
fisiopatologia o la evolucion de una patologia. En el campo del diagnéstico clinico de tipo

molecular, la RT-PCR puede ser usada para medir cargas virales o bacterianas, o en
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evaluacion del estado de enfermedades como el cancer. La principal meta del RT-PCR es
distinguir y cuantificar de manera especifica una secuencia de &cido nucleico en una
muestra incluso cuando ésta se presenta en pequefias cantidades. Durante la amplificacion,
la velocidad en que se llega a un nivel determinado de fluorescencia (umbral) correlaciona

con la cantidad de DNA que tenemos al inicio.**
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Figura 26. Representacién esquematica de un ensayo de RT-PCR usando el método de
Tagman.130

La qRT-PCR es una metodologia particularmente poderosa pero al mismo tiempo muy
compleja; involucra muchos pasos y su éxito depende fundamentalmente de la cantidad y
calidad del RNA total que se obtiene a partir de la muestra biolégica. Una baja cantidad de
RNA total reducird la sensibilidad del ensayo, perjudicando la posibilidad de detectar una
respuesta molecular profunda, mientras que una baja calidad afectara ademas la
comparabilidad de los resultados con estudios anteriores, generando posiblemente toma
de conductas terapéuticas sub-Optimas. La qPCR se realiza en un termociclador con
capacidad de hacer incidir sobre cada muestra un haz de luz de una longitud de onda

determinada y de detectar la fluorescencia emitida por el fluorocromo excitado. El
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termociclador tiene la capacidad de calentar y enfriar rpidamente las muestras, de modo
gue se aprovechen las cualidades fisicoquimicas de los &cidos nucleicos y las enzimaticas
de la DNA polimerasa. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en una serie
de cambios de temperatura que se repiten, llamados ciclos, donde cada uno posee un
minimo de tres etapas: la primero, en torno a los 95 °C, permite la separacion de los acidos
nucleicos de doble cadena; el segundo, a una temperatura entre los 50-60 °C, que permite
el alineamiento de los cebadores al DNA molde; el tercero, va de 68-72 °C, y facilita la
polimerizacion por parte de la DNA polimerasa. Algunos termocicladores afiaden a cada
ciclo unos segundos a otra temperatura, por ejemplo 80 °C, a fin de reducir el ruido por la
presencia de dimeros de cebadores cuando se emplea un colorante inespecifico. Las
temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo dependen de gran variedad de
parametros, como: la enzima usada para la sintesis de DNA, la concentracién de iones
divalentes y dNTPs en la reaccién y la temperatura de unién de los cebadores. La gRT-
PCR tiene ventajas significativas: (i) utilizan moléculas fluorescentes para monitorear los
productos de amplificacion durante cada ciclo de la PCR y la combinacién de pasos de
amplificacién y deteccién de DNA en un ensayo homogéneo elimina el requisito para el
procesamiento posterior a la PCR; (ii) hay poca variacion entre ensayos, lo que ayuda a
generar resultados reproducibles; y (iii) la gRTPCR con fluorescencia tiene la capacidad

cuantitativa, lo que lo diferencia de un ensayo cualitativo convencional de RT-PCR.?-2.126

Mediante la técnica de PCR es posible amplificar un segmento de DNA de manera
exponencial, ya que después de cada ciclo se duplica la cantidad de DNA que existe si la
reaccion ocurre con maxima eficiencia. La realidad es que las reacciones de PCR alcanzan
un plateau o meseta debido al agotamiento de los reactantes luego de numerosos ciclos.
Ademas, la autohibridacién de los productos cada vez mas numerosos contribuye al efecto
de meseta, por lo que se hace imposible calcular la cantidad de DNA de partida midiendo
la cantidad de producto final. Es esta caracteristica de la PCR convencional la que impone
la necesidad del PCR en tiempo real. Dado que la reaccién de PCR en sus inicios amplifica
el DNA de manera eficiente, y existe una correlacién entre el DNA de partida y el DNA
formado durante la fase exponencial, es posible cuantificar la cantidad de DNA de partida.
Otra de las ventajas importantes de la técnica de PCR en tiempo real es la cuantificacion
de RNA. Esto es posible gracias al uso de las transcriptasas reversas, enzimas que generan
DNA complementario (cDNA) a partir de un templado de RNA. Bajo condiciones
apropiadas, la cantidad de cDNA generado por reversotranscripcion es proporcional al

namero de moléculas de RNA presente en una muestra dada. Entonces este DNAc puede
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ser el templado para una reaccion de PCR en tiempo real, utilizando su sensibilidad y
precision para determinar cambios en la expresion de genes. Esta técnica se ha convertido
en el método mas popular para la cuantificacion de los niveles de RNA mensajero. Todo
esto demuestra que la técnica de PCR en tiempo real permite cuantificar con alta precision

tanto los niveles de DNA como los de RNA.130
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6. Conclusiones

Este trabajo presenta informacién actualizada sobre las técnicas existentes de diagndstico
citogenético y molecular en las Leucemias, y muestra datos sobre las alteraciones
cromosomicas observadas con mas frecuencia en pacientes con Leucemias y los hallazgos

mas recientes.

Se confirmo que las técnicas de citogenética y biologia molecular permiten el diagndstico
preciso del tipo de leucemia y generan datos importantes para clasificar los subtipos vy el
probable resultado clinico que tendra el paciente, ademas la deteccion de genes
especificamente involucrados en la leucemogénesis podrian considerarse como
biomarcadores pronésticos en la clasificacion de la enfermedad generando un nuevo

protocolo terapéutico en la leucemia.

Se realiz6 la recopilacion de la informacibn méas actualizada sobre los métodos de
diagndstico de las Leucemias y esto permitié observar como ha avanzado el campo de la
biologia molecular y como es qué se han relacionado las técnicas de diagnostico para
brindar mejores resultados en los pacientes, sin dejar atras los métodos de diagndstico
clasico, ya que arrojan datos iniciales que dan la pauta para los demas, como lo es, por
ejemplo, una biometria hematica, pero las técnicas mas actualizadas ofrecen esperanza
para obtener mejores resultados en los pacientes. Ademas abre la brecha al estudio de
posibles paneles de marcadores moleculares preestablecidos para el diagndstico,

prondstico y evaluacion del tratamiento en pacientes con Leucemia.

No hubo hallazgos sobre técnicas de diagnéstico emergentes para el diagnéstico de la
Leucemia sin embargo se muestra que las técnicas ya existentes generan resultados

confiables y precisos que fortalecen el diagnéstico.
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