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l. Introducciéon

La leucemia es una enfermedad hematoncolégica que se caracteriza por la
proliferacion descontrolada de células provenientes de una clona maligna ya sea de
origen mieloide o linfoide que se acumulan en sangre periférica, médula 6éseay otros
organos. Los factores de riesgo mas comunes son la exposicidn a benceno, a
radiaciones ionizantes, agentes quimicos, inhibidores de topoisomerasa u otras
enfermedades como sindrome de Down, anemia de Fanconi. Dependiendo del tipo
de leucemia esta puede ser mas frecuente en adultos o nifios, por ejemplo, la LMA
es frecuente en adultos con un 80% mientras que en nifios es del 15-20% de los
casos, la LMC aparece entre los 45 y 55 afios y su incidencia aumenta con la edad,
la LLA es mas comun en la nifiez y la LLC aparece a partir de los 40 afios
aumentando la incidencia con la edad. Las leucemias se pueden diagnosticar con
ayuda de un aspirado de médula 6sea, al cual se le puede hacer el conteo
leucocitario, frotis sanguineo para ver la morfologia celular, inmunofenotipo, pero es
de gran importancia hacer también el estudio citogenético ya que gracias a este
podemos ver las alteraciones cromosémicas tanto numéricas como estructurales
que pueden estar presentes, cabe mencionar que algunas son de mejor pronéstico
qgue otras, en la actualidad existen blancos terapéuticos para ciertos tipos de
mutaciones, por lo que el saber con exactitud el tipo de alteracién ayuda a brindar

al paciente un tratamiento especifico.

En el presente trabajo se estandariz6 la técnica de cariotipo con el fin de detectar
las alteraciones cromosémicas de los pacientes diagnosticados con enfermedades
hematoldgicas, pero también se les realizaron técnicas de citogenética molecular
como FISH y PCR para detectar dichas alteraciones, asi como correlacionar los

resultados con los datos de la literatura.



Il. Marco teoérico

1. Generalidades de la Leucemia
La sangre de los mamiferos, entre ellos el ser humano, contiene diferentes tipos de
células que resultan esenciales para garantizar la supervivencia en un medio

adverso (Gomez A., y Jaime P., 2012).

La hematopoyesis es un proceso enérgico de produccidon y maduracion de las
células de la sangre que ocurre sobre todo en la médula 6sea. El proceso comienza
con la célula madre pluripotencial, la cual es capaz de proliferar, replicarse y
diferenciarse. En respuesta a citocinas (factores de crecimiento), la célula madre
pluripotencial se diferenciara en una célula madre mieloide o linfoide. La célula
madre linfoide se diferencia en una célula madre preB o preT programada. La célula
madre mieloide produce una célula madre intermedia, CFU-GEMM (unidad
formadora de colonias-granulocito, eritrocito, monocito, megacariocito), que en
respuesta a citocinas especificas se diferencia en el linaje eritroide, megacariocitico,

mieloide, monocitico, eosindfilo o basofilo (Carr J., y Rodak F., 2010). (Figura 1).



‘>—I@ jo

i

"9 ig ® -jo-|@
o—|@-|0-li0-|ic-1ie-10

is. Tomado de Carr J; y Rodak F.,

©—|@-|o-lle-flo-fo-lo -
\ @@ lo-l® -

® 5_1 Ho-o—tle
m?@lm o m oflefle-lo _



La carcinogénesis es un progreso gradual desde el tejido normal hacia un estado
preneoplasico asintomatico y, eventualmente, una malignidad clinicamente
manifiesta. La adquisicion en serie de alteraciones genéticas como las variaciones
en el nimero de copias, los reordenamientos cromosomicos y las mutaciones
genéticas, asi como los cambios epigenéticos tempranos, conducen la evolucion de
las células somaticas a los clones neoplasicos que alcanzan los rasgos distintivos
conocidos del cancer, incluida la proliferacion celular alterada, la diferenciacion
bloqueada, la apoptosis y las estrategias de escape de la inmunidad (Hartmann, L.
y Metzeler 2019).

Los tumores de origen hematopoyético se asocian a menudo con mutaciones que
bloguean la maduracién de la célula progenitora o que anulan su dependencia de
los factores de crecimiento. El proceso de transformacién leucémica o
leucemogénesis es un proceso complejo en multiples pasos, resultante de la
acumulacion de mutaciones que modifican en algdn punto su sistema de
sefalizacion celular (receptor, segundo mensajero, proteina efectora o factor de
transcripcion). El efecto neto de estas perturbaciones es una expansion clonal no
regulada y alteraciones de los procesos de muerte celular y diferenciaciéon, de tal
manera que la célula germinativa hematopoyética (CGH) se transforma en lo que
se ha denominado como célula madre leucémica (Lagunas R., 2016).

La leucemia se caracteriza por tener una proliferacion clonal, autbnoma y anormal
de las células que dan origen al resto de las células normales de la sangre
(comportamiento tumoral en general). Lo anterior implica que una célula temprana
sufre un cambio genético que hara que se produzca sin control una clona (colonia)
anormal de si misma. Esta produccion anormal es desordenada porque las células
anormales se multiplican en imagen y semejanza de ellas mismas, por lo que
ocupan paulatinamente el espacio de la médula 6sea normal y provocan anemia
progresiva, sangrado anormal y predisposicion a las infecciones (Hurtado M.,
Solano E., et al. 2012).



Leucemia Mieloide Aguda

La Leucemia Mieloide Aguda (LMA) se ha reportado como la leucemia aguda mas
comun en adultos, es una neoplasia caracterizada por proliferacion anormal de
células mieloides de origen clonal que infiltran la médula 6sea, la sangre periférica
y otros tejidos. La acumulacion de estas células que se encuentran en distintos
estados de maduracion incompleta debido a fallas en la diferenciacion desplaza a
los elementos hematopoyéticos sanos, lo que causa insuficiencia medular e
infiltracion extramedular en el bazo, el higado, la piel, las encias y el sistema

nervioso central (Cruz F., 2018).

Leucemia Mieloide Crénica

La Leucemia Mieloide Cronica (LMC) es una neoplasia hematologica que se
caracteriza por la presencia de la translocacion t(9;22)(q34;911) o el cromosoma
Filadelfia (Ph+), que codifica una proteina con actividad de tirosina quinasa anormal
gue causa una actividad celular no controlada, divisién e inhibicion de la apoptosis,

resultando en leucemogénesis (Morales K., Bourlon C; et al 2019).

El cromosoma Ph es un cromosoma 22 acortado, que resulta de la translocacion
reciproca entre los brazos largos de los cromosomas 9 y 22. Dicho rearreglo
involucra la adicion del segmento 3’ del gen ABL (ubicado en la region del
cromosoma 9q34) a segmentos 5 del gen BCR (ubicado en la region del
cromosoma 22qg11), creando un gen hibrido BCR-ABL que es transcrito a un ARN

mensajero quimeérico BCR-ABL.

El punto de ruptura del gen ABL puede ocurrir en cualquier sitio a lo largo de un
area de 300 kb en su extremo 5'. En contraste el gen BCR puede romperse en tres
diferentes regiones: el primer sitio se ubica en un area de 5.8 kb entre los exones
12 y 16, referido como regiéon de ruptura mayor (M-bcr), la cual codifica a una
proteina de 210 kDa (p210Bcr-Abl), caracteristica de los pacientes con LMC y de
una tercera parte de los pacientes con LLA. El segundo sitio de ruptura se ubica en
el exén 2 en un area de 54.4 kb conocida como regién de ruptura menor (m-bcr) y

codifica a una proteina de 190 kDa (p190 Bcr-Abl), presente en pacientes con LLA.

5



Finalmente, el sitio de ruptura conocido como p-bcr se ubica en el exén 19 de Bery

codifica a una proteina de 230 kDa (p230Bcr-Abl), caracteristica de leucemia

neutrofilica crénica. (Figura 2).

Cromosoma 22 Cromosoma 9
-3 3 5 | 3
— ™ 1a a2 |3 4|5 E?H|91E1‘i:
Y ]
mBCR M-BCR 1=BCR

|  p190 BCR-ABL LLA

p2l0 BCR-ABL  LMC

| p230 BCR-ABL LNC

Figura 2. Puntos de ruptura y translocacién de BCR-ABL. Se observa la estructura de
los genes BCR y ABL, indicando con flechas los sitios de ruptura del gel BCR. En la parte
inferior de indican las proteinas producto de cada sitio de ruptura y translocacién: m-BCR
generando p190 (caracteristico de LLA), M-BCR generando p210 (caracteristico de LMC)

y mBCR generando p230 (caracteristico de LNC). Tomado Chavez G., Anaya S., et al
20009.

Leucemia Linfoide Aguda

La Leucemia Linfoide Aguda (LLA), es un trastorno maligno que se origina en una
célula hematopoyética Unica progenitora de linfocitos B o T y se caracteriza por una
pérdida de diferenciaciébn de progenitores linfoides produciendo un aumento en

células linfoblasticas inmaduras (Melo A., y Artiagas A., 2013).
Leucemia Linfoide Crdnica

La leucemia linfoide crénica (LLC) es un sindrome linfoproliferativo crénico que se
manifiesta por la acumulacién progresiva en sangre periférica, médula 6ésea,

ganglios linfaticos, bazo y otros tejidos, de linfocitos morfolégicamente maduros,




pero con caracteristicas inmunologicas y moleculares diferentes a las de los

linfocitos normales (Hernandez R., 2003).

2. Clasificacion OMS, FAB: Linfoide y Mieloides
En los dltimos 50 afios se propusieron muchas clasificaciones de leucemias y
linfomas. El Sistema Franco Americano Britdnico (FAB) proporciond un sistema
paralelo, aunque distinto para la clasificacion de leucemias linfoides y mieloides y la

mielodisplasia basado en la tincion de sus especimenes.

La introduccion de técnicas inmunofenotipicas y de biologia molecular demostraron
que las categorias individuales eran, de hecho, heterogéneas. Los estudios
citogenéticos revelan la importancia de las translocaciones cromosémicas con
desregulacion de genes individuales en la patogénesis y el comportamiento clinico
de varios tipos de leucemias y linfomas. La clasificacién de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) de las afecciones hematoldgicas malignas tiene un enfoque de
subclasificacién de la leucemia mieloide aguda (LMA), reconoce la importancia
central de las anormalidades citogenéticas y la distincion entre la LMA de Novo y la
LMA con mielodisplasia asociada (Fritz A., Percy C., et al 2003).

Leucemia Mieloide Aguda

Los dos sistemas mas utilizados para la clasificacion de subtipos de la LMA son el
sistema de la OMS y la clasificacion de la FAB. La clasificacion FAB fue creada en
1976, se fundamenta en diferenciar entre ocho subtipos de leucemia mieloide aguda
de acuerdo con las caracteristicas morfolégicas del tipo de células de las que se ha
generado la leucemia y la madurez de las mismas. Esta determinacion se realiza
mediante la observacion morfolégica de las células al microscopio luego de una
tincion rutinaria (Cuadro 1). En la cuarta edicién de la OMS se incorporan diversos
elementos a la biologia de la LMA como informacion genética, morfoldgica,
citometria de flujo y caracteristicas clinicas, definiendo seis grupos principales
(Cuadro 2) (Cruz F., 2018).



Cuadro 1. Clasificaciéon de la Asociacion Franco- Américo- Britanica (FAB) de
LMA. Tomado y modificado de Cruz F., 2018.

Subtipo
MO Leucemia mieloide aguda indiferenciada
M1 Leucemia mieloide aguda con maduracién minima
M2 Leucemia mieloide aguda con maduracion
M3 Leucemia promielocitica aguda
M4 Leucemia mielomonocitica aguda

M4eos Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia

M5 Leucemia monocitica aguda
M6 Leucemia eritroide aguda
M7 Leucemia megacarioblastica aguda

Cuadro 2. Clasificacion de la Organizaciéon mundial de la Salud (OMS) de LMA.
Tomado y modificado de Lagunas R., 2016.

Leucemia mieloide aguda con anormalidades genéticas recurrentes
Leucemia mieloide aguda con t(8:21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1
Leucemia mieloide aguda con inv(16)(p13.1;922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
Leucemia Promielocitica aguda con t(15;17)(g22;922); PML-RARA
Leucemia mieloide aguda con t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
Leucemia mieloide aguda con t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214
Leucemia mieloide aguda con inv(3)(g21926.2) o t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1
Leucemia mieloide aguda (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1
Leucemia mieloide aguda con mutaciones en NPM1
Leucemia mieloide aguda con mutaciones en CEBPA
Leucemia mieloide aguda relacionada con cambios mielodisplasicos



Leucemia Linfocitica Aguda

Por su morfologia, la LLA se clasifica segun la FAB, en tres subtipos (Cuadro 3y 4):
1) LLA tipica o LLA-L1: en 75% de los casos con células B.

2) LLA atipica o LLA-L2: en 20%, y puede estar representada por células T.

3) LLA parecida al linfoma de Burkitt o LLA-L3: con células B en 95% y células
similares al linfoma de Burkitt (Ortega S., Osaya O., et al 2007).

Cuadro 3. Clasificacién inmunoldgica de LLA. Tomado y modificado de Coronel

M., 2005.
Tipo celular Antigeno de expresion
Linaje B CD22+ o CD79a+ Citoplasmatico
Pre-B temprana CD19+, CD22+, clGp-, sIG-
Pre-B clGu+
Pre-B transicional  clGu+, sIGk-, sIGA-
Celulas B clG+, sIGk+, sIGA+
Linaje T Citoplasmatico CD3+
ProT CD7+
Pre-T CD7+, CD2+, y/o CD5+
Cortical-T CDla+
Madura-T CD3+

Abreviaturas y simbolos: clG, inmunoglobulina citoplasmatica; sIG, Inmunoglobulina de superficie; y,
proteina de cadena pesada mu; Kk, Proteina de cadena ligera kappa; A, proteina de cadena ligera
lambda.

Cuadro 4. Clasificacién citomorfologica de LLA de acuerdo a la Asociacion Franco
Americano Britanico (FAB). Tomado y modificado de Coronel M., 2005.

Rasgos citolégicos L1 L2 L3
Tamario celular Pequeiio Grande heterogeneo Grande homogeneo
Cromatina nuclear Homogénea Variable heterogénea Finamente homogénea
Forma nuclear Regular Irregular Regular redondo u oval
Nucledlos Invisibles o pequefios | Visibles grandes uno o mas Prominentes uno o mas
Cantidad de citoplasma Escaso Variable Moderada
Basofilia del citoplasma Claro poco intenso Variable, algunos intensos  Muy intenso
Vacuolizacion del citoplasma Variable Variable Prominente



Leucemia Linfocitica Crénica

En fechas recientes, la clasificacion de las neoplasias hematopoyéticas de la
Organizacion Mundial de la Salud siempre la menciona como una enfermedad
neoplasica de las células B, mientras que la entidad antes descrita LLC de linfocitos
T ahora es llamada leucemia prolinfocitica de células T. A partir del afio 2001 la
OMS incluyé a la LLC y al linfoma linfocitico de células pequefias (LLP) en una sola
entidad en funcion de que éstas son indistinguibles una de otra en su morfologia,
fenotipo, genotipo e histopatologia. La LLC afecta principalmente a la sangre

periférica, mientras que el LLP a los ganglios linfaticos (Arias S., y Valero G., 2013).

3. Epidemiologiay factores de riego

Leucemia Mieloide Aguda

Las LMA han sido reportadas por varios autores como mas frecuentes en pacientes
de sexo masculino, con una razén hombre:mujer entre 1.3:1 (Mejia A., Nufez E., et
al 2016)

La LMA representa del 15 al 20% de las leucemias agudas en nifios y el 80% en
adultos. La LMA es la forma predominante de leucemia en el periodo neonatal y
adulto, pero representa una pequefia proporcion de casos durante la infancia y la
adolescencia.

Esta leucemia surge como resultado de la transformacién de precursores
hematopoyéticos a través de la adquisicion de rearreglos cromosomicos y multiples
mutaciones genéticas que bloquean la diferenciacion celular y confieren ventajas
proliferativas y de supervivencia (Lagunas R., 2016).

La base de la leucemogénesis subyace en el dafio genético no letal, y en el caso de
LMA existen una gran variedad de factores que contribuyen a su desarrollo; sin
embargo, los mas importantes son la exposicion a radiaciones ionizantes, altas
concentraciones de benceno, agentes quimioterapéuticos e inhalacion cronica de
humo de cigarro. Estos agentes exégenos tienen la capacidad de producir dafios en

el ADN por diferentes mecanismos, pero principalmente mediante dafio oxidativo.
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Por otro lado, la LMA puede desarrollarse como progresion de otro trastorno clonal
de las CGH, resultado de la inestabilidad gendmica y la adquisicion de mutaciones
adicionales. Los principales ejemplos subyacen en las neoplasias
mieloproliferativas (NMP), en las cuales aumenta la produccion de uno o mas tipos
de células sanguineas, y los sindromes mielodisplasicos (SMD), que se destacan
por presentar defectos en la maduracion que se asocian a una hematopoyesis
ineficaz. Los SMD muestran defectos en factores de transcripcion claves para la
diferenciacion hematopoyética normal y en moduladores de la apoptosis, que
asemejan mutaciones de clase 1. De esta manera, ambas patologias presentan un
primer hit, lo que las hace susceptibles de desarrollar LMA si son sometidas a una
segunda mutacion (Lagunas R., 2016).

Los trastornos genéticos, tales como la anemia de Fanconi, el sindrome de
Shwachman, el sindrome de Diamond-Blackfan y el sindrome de Down, se asocian
con un aumento del riesgo de presentar AML. La AML puede presentarse como
resultado de la progresion de otros tipos de cancer, por ejemplo, la policitemia vera,
la mielofibrosis primaria, la trombocitemia esencial y los sindromes mielodisplasicos
(Karp J., 2011).

Leucemia Mieloide Crénica

La LMC es responsable del 15 % de los casos de leucemia en el mundo. Aparece
con mayor frecuencia en la poblacién masculina y en las edades comprendidas
entre 45 y 55 afios, aunque se ha demostrado que la incidencia aumenta con la
edad.

El cromosoma Philadelphia (Ph), marcador citogenético de esta enfermedad.
(Figura 3). El gen hibrido BCR-ABL, resultado de esta translocacion, tiene una
funcion primordial en la patogenia de la enfermedad pues la proteina que codifica,
una verdadera oncoproteina, es condicidon necesaria para que se desarrolle esta

neoplasia.
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Cromosoma 9 Cromosoma 22 t(9;22) (q34;q11)
- =)

BCR qll BCR-ABL

Q34

Figura 3. Translocacion reciproca entre cromosomas 9 y 22. Tomada y modificada de
Quesada D., y Bello A., 2011.

El cromosoma Ph esté presente en 95 % de los pacientes desde el comienzo de la
enfermedad y se mantiene en las fases més avanzadas (Quesada D., y Bello A.,
2011).

El agente etiol6gico que mas claramente se ha relacionado con el desarrollo de la
LMC es la exposicién a radiaciones ionizantes. También se ha asociado a la
administracion de radioterapia para el tratamiento de la espondilitis anquilosante y
el cancer de cuello uterino. Los leucemdgenos quimicos, como el benceno y
agentes alquilantes, no se han identificado como agente causante de LMC, con
excepcion de los agentes inhibidores de la topoisomerasa Il del ADN, que tienen
propensién a inducir leucemia con t (9;22). No existe asociacion hereditaria, familiar,
geogréfica, étnica o econémica a la aparicion de la LMC (Avila C., y Gonzalez P.,
2014).

Leucemia Linfocitica Aguda

La leucemia es el cancer mas comun en la nifiez y se presenta como una
proliferacion clonal en las células hematopoyéticas transformadas por un cambio

genético (Venegas P., Rivera J. 2004).

Su incidencia en México es 5 casos por 100.000 habitantes (Ramos C., Rozen E.,
et al 2011).
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El pico de incidencia maximo se establece entre los dos y los cinco afios de edad.
En cuanto al sexo, la LLA predomina ligeramente en los varones, sobre todo en la
edad puberal. Las diferencias geograficas son notables en esta enfermedad:
mientras que, en los paises menos desarrollados, como Norte de Africa y Oriente
Medio, predominan los linfomas y las LLA de estirpe T, en los paises
industrializados, la LLA de estirpe B es con diferencia la mas frecuente de las
hemopatias malignas. Este hecho se ha relacionado con la mayor facilidad para la
exposicion a determinados agentes medioambientales “leucemogenos” en los

paises industrializados.

Los factores genéticos tienen un papel cada vez més importante en la etiologia de
las leucemias agudas. Esta afirmacion esta basada en: 1) existe una estrecha
asociacion de las LLA y algunas traslocaciones cromosomicas; 2) la frecuencia de
leucemia aguda es mayor en los familiares de pacientes con LA y 3) determinadas
enfermedades genéticas cursan con mayor incidencia de LA (sindrome de Down,

Klinefelter, neurofibromatosis, Schwachman, Bloom, Fanconi, etc.).

Entre los factores medioambientales que pueden facilitar el desarrollo de leucemia,
destaca la exposicion a las radiaciones ionizantes. Se ha dado mucha importancia
al papel de los virus en el estudio de la etiologia de las leucemias. Esto es debido a
que la mayoria de las LLA se producen en un periodo de la vida en el cual el sistema
inmune esta en desarrollo y podria ser mas susceptible a los efectos oncogénicos
de determinados agentes virales. Hasta el momento, el virus de Epstein-Barr, en la
LLA-L3, y los HTLV 1 y II, en algunos casos de leucemias del adulto, han sido los

anicos con una clara asociacion (Lassaletta A., 2016)
Leucemia Linfocitica Cronica

Su aparicion es excepcional antes de los 40 afios y su frecuencia aumenta
exponencialmente con la edad, de tal manera que la media de presentacion es a los
65 afos. Su frecuencia es mayor en hombres que en mujeres con una relacion de
2:1.
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Los diferentes comportamientos fisiologicos, clinicos y fenotipicos encontrados en
los pacientes con LLC pudieran ser consecuencia de anormalidades genéticas,
como reordenamientos aberrantes de genes para inmunoglobulinas (IgS), asi como

sobreexpresion de la proteina Bcl-2 en las células transformadas.

En el 90% de los casos son los linfocitos B, las células responsables de producir

esta enfermedad, mientras que el 10% restante tiene su origen en los linfocitos T.

De todos los procesos proliferativos de células T esta entidad constituye Unicamente
el 15% de los mismos y se ha relacionado con la exposicion al human T-
lymphotropic virus 1(HTLV-1) el cual es endémico en el suroeste de Japon, Africa
central y el Caribe.

Este tipo de cancer no ha sido posible relacionarlo en su patogénesis con algun tipo
de factor ambiental; no asi con los factores hereditarios ya que es frecuente

encontrar varios casos de esta enfermedad en una sola familia.

Por otro lado, también se han identificado anormalidades genéticas que tienen

importancia clinica y pronostica (Arias S., y Valero G., 2013).

La leucemia linfocitica cronica B es la leucemia que afecta con mas frecuencia a los
adultos occidentales; su principal caracteristica es la acumulacion de linfocitos B
monoclonales que expresan CD5, CD19, CD20 y CD23, mismos que crecen sin
control en la médula 6sea desplazando a las células sanguineas normales y
frecuentemente infiltran a los ganglios linfaticos, el bazo y el higado. La causa de la
leucemia linfocitica cronica B sigue siendo desconocida; sin embargo, diferentes
condiciones se han identificado como factores de riesgo de padecerla, entre ellas el
antecedente familiar de cancer y neoplasias hematoldgicas, de inmunodeficiencias,
la edad avanzada y algunas alteraciones cromosomicas especificas (Valdespino G.,
y Valdespino C., 2015).
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4. Manifestaciones clinicas

Leucemia Mieloide Aguda

La LMA requiere entre uno y tres meses para ser diagnosticada a partir de los
sintomas iniciales, mismos que son consecuencia directa de la sustitucion de los
elementos normales de las lineas celulares de la médula 6sea; en el caso de la serie
roja, como consecuencia de la anemia, habré palidez, cansancio, debilidad, disnea
de esfuerzo; en la serie blanca, infecciones frecuentes y fiebre; en la serie
plaquetaria habra hemorragias mucocutaneas; en las infiltraciones sobreviene

crecimiento visceral e infiltracion a la piel (Cruz F., 2018).
Leucemia Mieloide Crénica

Los sintomas tipicos de la enfermedad son astenia, anorexia, pérdida de peso y
esplenomegalia (que se presenta en alrededor de 50% de los pacientes). Sin
embargo, cerca de 40% de los pacientes son asintomaticos y su diagnéstico se basa
Gnicamente en una cuenta anormal de células sanguineas en la que se presenta

hiperleucocitosis (Chavez G., Anaya S., et al 2009).
Dentro de la evolucion de la LMC se presentan tres estadios caracteristicos:

*Una fase crénica que tiene una duracion variable, con una media entre cuatro y
seis afios y que se caracteriza por una sobreproduccion de células mieloides
inmaduras y granulocitos maduros. Cursa de una manera asintomatica con aumento
en el recuento de leucocitos y plaquetas, y un conteo de células blasticas menores
al 10 %. En su presentacion clinica se encontrard que los pacientes pueden
presentar fatiga y palidez, consultardn cominmente por distension abdominal o
sensaciéon de masa que podria estar explicada por la esplenomegalia y en algunos
casos por hepatomegalia, fiebre, sudoracion nocturna y pérdida de peso sin causa

aparente.

sLa fase acelerada, la cual no todos los pacientes la presentaran, pues pueden
pasar de una fase crénica a una fase blastica, viéndose en cada dos de tres
pacientes. Se presentara con una duracion de 18 meses, aunque puede tener en

algunos casos una rapida progresion hacia la fase blastica de solo seis meses. Esta
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fase acelerada presenta una menor respuesta al tratamiento y sus caracteristicas
son una mayor esplenomegalia, leucocitosis que no responde al tratamiento,
incremento de los blastos del 10 al 30 % en sangre periférica y medula ésea, un
incremento de los baséfilos del 20% en sangre periférica o trombocitopenia no
explicada por el uso de inhibidores de la tirosin kinasa y evolucion clonal. Los

pacientes pueden presentar fatiga, infecciones, lesiones equimaticas o sangrado.

La fase blastica, que tiene una sobrevida de dos a cuatro meses, tiene un curso
fatal y presenta un 30 % o mas de células blasticas en medula 6sea. Estos pacientes
son los mas resistentes al tratamiento y la fase blastica puede presentarse como
una enfermedad mieloide o linfoide. El paciente puede presentar fiebre, diaforesis,
dolor, pérdida de peso y aumento en el tamafio de los nddulos linfaticos, higado o
bazo (Avila C y Gonzalez P., 2014).

Leucemia Linfocitica Aguda

Casi la mitad de los pacientes cursa con fiebre, astenia y adinamia debidas a
anemia. Del 33 al 43% tiene sangrado por trombocitopenia y 25% refiere dolor
articular u 6seo debido a la infiltracion leucémica del periostio, hueso o articulacion.
Los sintomas menos comunes son cefalea, vémito, alteraciones de las funciones

mentales, oliguria y anuria

Los signos que se observan en la piel y las mucosas son petequias y equimosis. El
higado, bazo y los ganglios linfaticos son los sitios extramedulares mas afectados.
Otras manifestaciones clinicas que aparecen en pacientes con leucemia
linfoblastica son: « Masa mediastinica, observada en 7 a 10% de nifios y 15% de
adultos. * Afecciones oculares, como infiltracion leucémica de la érbita, retina,
cérnea, nervio 6ptico o conjuntiva. « Nédulos subcutaneos (leucemia cutis).
Engrosamiento de las glandulas salivales. « Paralisis de los pares craneales (Ortega
S., Osaya O., et al 2007).

Leucemia Linfocitica Crénica

En términos generales, al principio es poco agresiva, pudiendo ir desde asintomatica

0 so6lo con algunos sintomas inespecificos tales como fatiga, hiporexia y pérdida de
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peso. Los signos clinicos que se encuentran con mayor frecuencia son la
linfadenopatia y la hepatoesplenomegalia. Los crecimientos ganglionares suelen
estar presentes en un 80% de los pacientes en el momento del diagndstico, las
cuales son de mayor frecuencia a nivel supraclavicular, cervical y axilar. Puede
haber casos de infiltracibn leucémica al sistema nervioso central, con
manifestaciones tales como cefalea, confusion, pardlisis de pares craneales, y
neuropatias periféricas. Sin embargo, esto es excepcional ya que se ha reportado

en menos del 1% de los casos (Arias S., y Valero G., 2013).

5. Tratamiento

Leucemia Mieloide Aguda

El tratamiento de la LMA incluye la terapia de induccion y la de consolidacién o
posremision. Para los pacientes menores de 60 afios y con enfermedad
recientemente diagnosticada, se recomiendan las dosis estandar de tratamiento de
induccién que incluyen citarabina combinada con una antraciclina (Cruz F., 2018).

Terapia de induccion: En pacientes con diagndstico reciente, el tratamiento de
induccion a la remision es el esquema 7 + 3 (Citarabina, daunorrubicina o
idarubicina). Los pacientes que después del primer ciclo de terapia de induccién adn
tengan rastros citoldgicos de la enfermedad deberan recibir un segundo ciclo del

esquema 7 + 3, dosis altas de citarabina sola o FLAG-IDA.

Leucemia Mieloide Crénica

Dentro de las estrategias generadas para contrarrestar o frenar el avance de la
enfermedad se buscan las que puedan frenar la actividad tirosin-kinasa, lo que llevé
a disefiar medicamentos que lograron inhibir esta actividad catalitica por el bloqueo
de sitio de union del ATP o sustratos, bloqueando su dimerizacion, generando
anticuerpos contra el receptor tirosin-kinasa o contra el ligando e inhibidores de
proteinas de choque térmico. Todas ellas con el fin de disminuir su actividad tirosin-

kinasa.
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Imatinib: Es el primer inhibidor sintético multiple de tirosin-kinasa (ABL, BCR-ABL,
receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas y c-kit). La union de
este farmaco se logra en los sitios de union de ATP, de la conformacién BCR-ABL
kinasa inactivos, logrando una inhibicién del crecimiento e induciendo apoptosis de

las células que expresan esta conformacion

La meta es una remision molecular completa y la curacién. Los resultados con
imatinib han llevado a los médicos a ofrecerlo como terapia de primera linea para
los pacientes con LMC de diagnoéstico reciente. Sin embargo, algunos pacientes
desarrollan resistencia al imatinib y en esos casos se deben ofrecer otros

tratamientos.

El dasatinib es la primera terapia autorizada por la FDA como tratamiento de la LMC
resistente o intolerante a imatinib. Es un inhibidor oral del receptor de tirosin kinasa
de segunda generacion, no relacionado estructuralmente con el imatinib y 325 veces
mas potente que éste. El dasatinib esta indicado como tratamiento para pacientes
con LMC en cualquiera de sus fases o0 en LLA Cromosoma Filadelfia positivo, que

sean resistentes o intolerantes a tratamiento de primera linea

El nilotinib es un inhibidor competitivo por el sitio de unién al ATP similar al imatinib,
aunque 60 veces mas potente que éste. Esta indicado para pacientes en fase

cronica o acelerada resistentes al imatinib (Torres C., Valencia Z., et al 2010).

Trasplante de células hematopoyéticas: Aunque la lista de agentes terapéuticos
para el manejo de la LMC ha aportado grandes beneficios, no debe perderse de
vista que en este padecimiento la Unica opcion curativa hasta el momento ha sido
el trasplante alogénico de células hematopoyéticas que puede inducir una
supervivencia libre de enfermedad entre 50 y 80% de los pacientes trasplantados.
Sin embargo, dicho tratamiento esta limitado a pacientes que tienen un donador
compatible y son clinicamente aptos para tolerar el procedimiento médico (que
puede incluir altas dosis de quimioterapia y radiacion corporal total) (Chavez G.,
Anaya S., et al 2009).
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Leucemia Linfocitica Aguda

El alopurinol, mediante la inhibicion de la sintesis de novo de las purinas en células
blasticas leucémicas, puede reducir la cuenta celular periférica de blastos antes que

se inicie la quimioterapia.

Para el manejo quimioterapéutico de la leucemia linfoblastica aguda de células B se
emplean combinaciones con base en el consorcio BFM (BerlinFrankfurt-Minster)
con ciclofosfamida, altas dosis de metotrexato, etopdsido y citarabina. El tratamiento
eficaz para el sistema nervioso central es un componente importante para el de la
LLA-B, que consiste en administracion de altas dosis de metotrexato y citarabina
por via sistémica e intratecal, ademas de arabinosido-C y corticoesteroides

El tratamiento de las leucemias que afectan a las precursoras de las células By T

consiste en tres fases:

A. Induccién de la remision. En esta fase se pretende destruir la mayor parte de
las células leucémicas y recuperar la hematopoyesis normal. Se prescriben
medicamentos sin efectos mayores a la sintesis de ADN, como vincristina,
prednisona y L-asparginasa, sobre todo en nifios, o antraciclicos como la
daunorrubicina o mitoxantrona para adultos. Con tratamiento adecuado y
cuidado de soporte efectivo, el grado de remision actual es de 70 a 90%.

B. Tratamiento de consolidacibn o postremision. Con la recuperacion de la
hematopoyesis se inicia el tratamiento de consolidacion, que debe iniciarse
pronto, después de la fase previa. En esta fase el objetivo es destruir las células
residuales que han superado la etapa previa; se pueden emplear medicamentos
gue afectan la sintesis de ADN y que pueden destruir las células en reposo o
fuera de la etapa GO del ciclo celular. Aqui se administran altas dosis de
metotrexato, con o sin 6-mercaptopurina, L-asparginasa y citarabina, o bien
combinacion de dexametasona, vincristina, L-asparginasa, doxorrubicina y
tioguanina, con o sin ciclofosfamida.

C. Tratamiento de mantenimiento. Conocido como mantenimiento o continuacion
de la remision, tiene como objetivo destruir las ultimas células residuales

leucémicas. Por razones aun no entendidas debe darse tratamiento a largo
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plazo; quizé por la necesidad de eliminar las células leucémicas o la enfermedad
minima residuales, o detener su crecimiento hasta que suceda su apoptosis
celular. Con la administracion de medicamentos que intervienen en la sintesis
de ADN, como mercaptopurina y metotrexato, se genera la mielosupresion.
Estos farmacos son tolerados adecuadamente y se administran durante dos o

tres afios (Ortega S., Osaya O., et al 2007).
Leucemia Linfocitica Crénica

Los diferentes esquemas terapéuticos contra la LLA-B incluyen agentes alquilantes
del ADN, analogos de las purinas, anticuerpos monoclonales y combinaciones de

ambos grupos.

En pacientes con LLA-B con enfermedad activa, sin comorbilidad y con riesgo
biolégico bajo-medio, la combinacion de rituximab-fludarabina-ciclofosfamida (un
anticuerpo monoclonal anti-CD20, un analogo de purinas y un agente alquilante) es

el esquema de tratamiento recomendado mas eficaz.

En pacientes con LLA-B con enfermedad activa y con comorbilidades moderadas
las opciones recomendadas son las combinaciones de rituximab-bendamustina,

rituximab-clorambucilo o bendamustina en monoterapia

En los pacientes correspondientes con comorbilidades graves se recomienda
tratamiento con clorambucilo, ciclofosfamida o corticoesteroides, junto con
tratamiento sintomatico de soporte (eritropoyetina, factor estimulante de

granulocitos, etc.) (Valdespino G., 2014).

6. Métodos de Diagnostico

Leucemia mieloide aguda

La mejor forma de evitar un diagnaostico erroneo es mediante la revision sistematica
de un frotis de sangre periférica en el momento de la evaluacion inicial de todos los
pacientes con trastornos hematolégicos. Para diagnosticar la leucemia mieloide

aguda es necesario complementar el estudio mediante un aspirado de médula 6sea,
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con la finalidad de realizar los exdmenes de morfologia, citoquimica,

inmunofenotipo, citogenética y genética molecular (Cruz F., 2018).

Leucemia mieloide crénica

Un alto porcentaje de los pacientes con LMC presentan al inicio un recuento total
de leucocitos elevado por encima de 25 x 10° células/L; la mitad de los pacientes
tienen recuentos de leucocitos por encima de 100 x 10° células/L. Por lo general, el

porcentaje inicial de blastos en la sangre periférica es bajo (menos del 3 %).

El recuento de plaquetas esta elevado en el 40 % de los pacientes al momento del
diagnéstico y es normal en el resto; no son inusuales los recuentos de plaquetas
mayores de 1 000 x 10° células/L. Ocasionalmente el recuento de plaquetas puede
estar por debajo de la normalidad en el momento del diagndstico, pero esto
habitualmente indica la progresion inminente a la fase acelerada de la enfermedad
(Avila C., y Gonzalez P., 2014).

La evolucion citogenética constituye en estos momentos uno de los pardmetros mas
importante para el correcto seguimiento de esta enfermedad, y la medicion de la
respuesta citogenética traza las pautas de manejo en cada paciente.

A pesar de la utilidad de las técnicas citogenéticas convencionales, estas tienen
limitaciones, por lo que en la actualidad se utilizan métodos més complejos como el

de hibridacion in situ por flourescencia (FISH) (Pavon M., Hernandez R., et al 2005).
Leucemia linfocitica aguda

Por su comportamiento es indispensable valorar los estudios de laboratorio,
deberan solicitarse biometria hematica, quimica sanguinea, electrélitos séricos
completos y pruebas de la funcion hepatica. Entre los estudios de gabinete son
importantes: ¢ La radiografia de térax (para detectar crecimiento del timo, de
ganglios y masas mediastinicas, o derrame pleural). La mitad de los pacientes
puede manifestar anormalidades &seas, como ostedlisis y osteopenia. <La

ultrasonografia) hepatoesplenomegalia o edema testicular). « La tomografia
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(ganglios retroperitoneales). La puncion lumbar (células blasticas en liquido
cefalorraquideo) es una prueba importante que debe practicarse a todo paciente

con leucemia linfoblastica, en especial la que se origina en estirpe B.

Si se utiliza la morfologia como medio Unico para clasificar las leucemias agudas
puede haber margen de error diagnoéstico por lo que el uso de las clasificaciones
inmunoldgica, citogenética y de biologia molecular, permite establecer un
diagndstico mas certero y el tratamiento adecuado.

Como la LLA carece de hallazgos morfologicos y citoquimicos especificos, para la

evaluacion diagnostica es esencial llevar a cabo el inmunofenotipo.

Por ultimo, se utiliza la clasificacion basada en la citogenética, pues en la mayor
parte de las leucemias se encuentra alteracion cromosOmica. Esto porque la LLA
proviene de una célula madre linfopoyética que ha sufrido dafio genético, y que
origina transformacién maligna y proliferacion no controlada de la misma. La
aparicion de hiperdiploidias (>50% cromosomas) e hipodiploidias ((<45

cromosomas) tiene relevancia clinica (Ortega S., Osaya O., et al 2007).

Leucemia Linfocitica Crénica

En general, se puede diagnosticar LLC cuando hay un aumento del nimero absoluto
de linfocitos en sangre periférica, con caracteristicas citomorfolégicas e
inmunofenotipicas que apoyan ese diagnéstico. El estudio molecular complementa
estas investigaciones y permite confirmar la naturaleza clonal de la enfermedad
(Hernandez R., 2003).

El frotis se caracteriza por linfocitos maduros, pequefios, con escaso citoplasma y
un nucleo denso con cromatina condensada. Los linfocitos en la LLC expresan los
antigenos CD5 y CD23; C D19 y CD20 son coexpresion de los linfocitos B y el CD
5 de las células T; el CD20 y CD79b se encuentran en bajos niveles comparados

con los encontrados en las células B normales (Arias S., y Valero G., 2013).

Las cifras de hemoglobina pueden ser normales, altas o bajas. Lo mismo sucede

con la cuenta plaquetaria. El ultrasonido de abdomen es un estudio util para medir
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el tamafio del bazo y del higado, y la tomografia de abdomen podria recomendarse
en situaciones especiales. Otros estudios que deben llevarse a cabo son: lactato
deshidrogenasa, beta 2 microglobulina, electroforesis de proteinas,
inmunoglobulinas, prueba de la antiglobulina humana (Coombs directo) y
telerradiografia de térax (Hernandez R., 2003).

7. Citogenética
Los primeros pasos en la citogenética humana se dieron a finales del siglo XIX con
la publicacién de Flemming en 1882 de las primeras ilustraciones del cromosoma
humano a partir de observaciones al microscopio; algunos afios mas tarde,

Waldeyer introdujo el término cromosoma, que significa cuerpo coloreado.

El gran desarrollo de la citogenética se dio con la determinacién del numero de
cromosomas en el cariotipo humano por Tjio y Levan en 1956 (Tamar S., Constanza
C., et al 2008).

La citogenética es una disciplina de la biologia que estudia los cromosomas y las
enfermedades relacionadas con ellos, que pueden ser la causa, por ejemplo, de una
estructura disfuncional o de un nimero anormal de cromosomas en nuestras células
(Mota C., Bautista C., et al 2016).

El primer logro para poder diferenciar los cromosomas humanos fue la técnica
de bandeo Q, mediante quinacrina. Posteriormente, Seabright desarrolld, en 1971,
el protocolo para la obtencién de bandas claras y oscuras, tefiidas con Giemsa, de
alli el nombre de bandeo G. En el mismo afio se fijaron, en la Conferencia
realizada en Paris, las primeras normativas de nomenclatura para el cariotipo

humano.

La resolucion de las bandas que se empleaban hasta ese momento no era
superior a 400, hasta que Yunis desarroll6 la técnica de alta resoluciéon (AR), que

permitié obtener cromosomas de mayor longitud.

Sin embargo, el bandeo de AR no era util cuando el tamafio de la delecion era muy

pequefio. Esto se resolvié en la década de 1980 mediante la técnica de hibridacién in
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situ con fluorescencia (fluorescence in situ hybridization, FISH), que marco el

comienzo de la “citogenética molecular”.

7.1 Citogenética clasica

El estudio de la citogenética humana, iniciada desde la década de los 1950, se
realiza mediante las técnicas clasicas de bandeo, primordialmente de las bandas G
que ha sido la mas utlizada para encontrar alteraciones cromosomicas

constitucionales y relacionadas con el cancer (Uranga H., et al 2012).

Basicamente en el analisis cromosomico debemos utilizar tejidos en los que las
células sean susceptibles de crecer y dividirse. La sangre periférica es en la mayoria
de los casos, el medio bioldgico de primera eleccion, pero también se pueden utilizar

medula ésea, piel, vellosidad corial, liquido amniotico y cordén umbilical.

Segun el tipo de material celular se requeriran medios en suspension (linfocitos) o
medios que forman monocapas (vellosidades coriales, liquido amniético y piel)
(Mota C., Bautista C., et al 2016).

Las células empleadas para cultivo cromosémico deben ser capaces de crecer y

dividirse rapidamente, para esto se necesitan algunos agentes. Ver Cuadro 5.

Cuadro 5. Reactivos utilizados en la cosecha de cromosomas. Informacion
tomada y modificada de Mota C., et al., 2016.

Reactivos Funcion
Fitohemaglutinina Agente mitégeno
Colchicina Detiene division celular en metafase
Solucién hipoténica Dispersion de cromosomas
Metanol-acido acético glacial (3:1) Fijador

Desde 1970 se han desarrollado nuevas técnicas que permiten identificar a cada
par de cromosomas por su patrén caracteristico de bandas transversales, que se
ponen de manifiesto con métodos especiales de tincion (Cuadro 6). Las técnicas de
bandeo cromosOmico consisten en exponer a los cromosomas a diferentes
sustancias y colorantes para desnaturalizar porciones de proteinas del esqueleto

cromosomico (histonas y no histonas) o evidenciar secuencias de ADN con mayor
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o menor cantidad de enlaces bi o trivalentes entre las bases nitrogenadas
constitutivas de ADN (guanina, citosina, adenina o timina). Estas posibilidades
permitieron un gran impacto a nivel clinico ya que permitieron diferenciar y
caracterizar genéticamente un elevado numero de sindromes (Lopez C., y Paz M.,
2014).

Cuadro 6. Tipos de bandeo cromosoémico. Informacion tomada y modificada de
Mota C., et al., 2016.

Tipo de
bandas Tratamiento Patron de bandas
Enzimas proteoliticas como la tripsina, colorante Bandas claras (GC) y
G Giemsa oscuras (AT)
Regiones
C Hidroxido de sodio, colorante Giemsa heterocromaticas
Altas temperaturas en buffer fosfato, colorante Giemsa Patrén inverso a bandas
R 0 naranja de acridina G
Regiones ricas en AT
Q Quinacrina (fluorescencia)
Regiones organizadoras
NOR  Tincién de plata nucleorales

Aungque muy Uutil, la citogenética clasica o convencional tiene varias limitantes:

a) Se requieren células vivas en division para obtener cromosomas analizables.

b) EIl andlisis cromosémico es complejo y consumible de tiempo por lo que se
estudian unas cuantas decenas de células

c) La resolucion de las técnicas clasicas de bandeo aun con cromosomas en
prometafase es de 5 a 10Mb, por lo que la identificacion de muchos
rearreglos complejos, de los cromosomas marcadores o de las alteraciones

muy pequefias quedan fuera de la resolucion de la citogenética convencional.

7.2 Citogenética molecular
Hoy en dia, las herramientas en Citogenética Molecular permiten detectar
alteraciones cromosomicas de un tamafio menor a 3 Mb o rearreglos muy

complejos, imposibles de detectar con Citogenética convencional, esto ha permitido
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la deteccion e identificacion de muchas anomalias cromosomicas imperceptibles al

0jo humano (Lopez C., y Paz M., 2014).

Para resolver las limitaciones de la citogenética convencional, surgio la citogenética
molecular que combina técnicas de biologia molecular y citogenética; las técnicas
de hibridacién in situ con fluorescencia o FISH por su sencillez y sensibilidad han
sido las mas utilizadas desde su implementacién en la década de los 1980 y han
sido una excelente herramienta complementaria a la citogenética convencional. Se
basan en el marcaje en colores de segmentos conocidos de DNA de 100-300pb, ya
sea de forma directa con nucleétidos unidos a fluorocromos o de forma indirecta por
incorporacion de nucledtidos unidos a grupos como biotina o digoxigenina, los
cuales se detectan mediante anticuerpos acoplados a un fluorocromo que emite un
color especifico. A estos segmentos de DNA se les llama sondas. La sonda se
desnaturaliza junto con el DNA de la muestra en estudio y luego se les permite
hibridar entre si, de manera que las sondas detectan los sitios complementarios en

el genoma blanco.
Los tipos de sondas mas utilizadas incluyen:

a) Sondas centroméricas que pueden identificar centromeros de todos los

cromosomas (pancentroméricas) o centromeros de cromosomas especificos.

b) Sondas de secuencia especifica de locus o LSI (Locus Specific Identifier), que

identifican una region Unica del genoma.
c)Sondas teloméricas, que identifican regiones repetitivas de los telémeros.

d) Sondas subteloméricas, que marcan las regiones de los subtelémeros tanto de

brazos cortos como largos de los cromosomas.

e) Sondas de pintado cromosomico, que marcan un cromosoma completo de un

color especifico.

Los tipos de DNA blanco que se pueden estudiar son variados, pueden ser de
células en metafase o en interfase, en cualquier fase del ciclo celular, células de

cualquier tejido somatico o germinal, células fetales o individuos nacidos, células de
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cadaver recién colectadas. Con estas técnicas se pueden identificar alteraciones
cromosomicas como translocaciones, microdeleciones, microduplicaciones,
cromosomas marcadores, cromosomas derivativos, aneuploidias de diagndstico
prenatal, rearreglos génicos y amplificaciones en tumores y otras anomalias con la

gran ventaja de incrementar la resolucién por debajo de los 5Mb.

Para seleccionar cualquiera de las sondas que se han mencionado, es necesario
saber que sitio del genoma se esta buscando, sin embargo, aun en los casos en los
que se desconoce la ubicacion de la regién alterada o en estudio, el FISH sigue
siento util. Existen técnicas para el estudio del genoma completo, las mas utilizadas
son: M-FISH (FISH multicolor), o SKY (Spectral Karyotype), basadas en una
combinacion de sondas de pintado cromosémico que identifican de manera
simultdnea cada par de cromosomas humanos, es decir 24 colores, uno para cada
par cromosémico. Se utilizan en la identificacion de rearreglos cromosdémicos
complejos, cancer y estudios de genotoxicidad inducida por agentes clastogénicos,
sin embargo, no permite distinguir alteraciones intracromosémicas como

inversiones o microdeleciones y microduplicaciones.

Una de las metodologias mas ingeniosas para el estudio de genoma completo
mediante FISH ha sido la de CGH (Comparative Genomic Hybridization), en la cual
se utiliza el genoma completo como sonda; se realiza una hibridacion simultanea de
2 genomas en igualdad de proporciones y marcados con diferentes fluorocromos;
en general la muestra problema se marca en verde y un genoma normal se marca

en rojo, las 2 sondas se ponen a competir por un DNA blanco que pude ser:

a) Una laminilla con metafases normales (CGH)

b) Con microarreglos que pueden contener secuencias de oligonucledtidos o
bien de BACs (cromosomas bacterianos artificiales) con lo cual se genera un
arreglo CGH o aCGH (array CGH) aqui la competencia de genomas produce
un color amarillo si existen proporciones equitativas de material genémico, sin
embargo, en aquellos casos en donde existe una delecion en la muestra
problema, se observara la region en color rojo y si existe una duplicacion se

observara en verde (Uranga H., et al 2012).
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La introduccién de métodos sin la utilizacion de células para multiplicar fragmentos
de DNA de origen definido a partir de una mezcla compleja facilito en gran medida
el andlisis molecular de genes. La Reaccion en cadena de polimerasa (PCR) es un
procedimiento in vitro que permite amplificar secuencias de DNA definidas a partir
de pequefias cantidades de DNA de diferentes origenes (Passarge E., 2007).

El avance de las técnicas moleculares ubica a la citogenética convencional como
un prerrequisito esencial en el manejo del paciente leucémico. El analisis de los
cromosomas en metafase de la médula 6sea permite visualizar en forma global el
genoma entero, detectar las aberraciones cromosOmicas y ubicar los genes

involucrados en el proceso leucémico.

Los criterios citogenéticos para definir la presencia de un clon leucémico en médula
0sea son los siguientes: un clon debe tener al menos 2 metafases con la misma
aberracibn ya sea ganancia cromosOmica o reordenamiento estructural y 3
metafases con la pérdida del mismo cromosoma (ISCN; 2016). El cariotipo provee
valiosa informacién, aunque muchas veces es dificil definir la aberracién presente
por multiples razones, como la presencia de una anormalidad compleja, presencia
de diferentes clones leucémicos, bajo indice mitdético o pobre morfologia que

acompafia a los cromosomas en el momento del analisis.

sLos cromosomas estan formados por dos cromatides unidas en el centrémero
(constriccion primaria), regiones terminales o teldbmeros y en ocasiones algunos
presentan pueden presentar satélites, separados del cromosoma por una
constriccién secundaria. El centrémero divide al cromosoma en dos brazos: uno

corto (p) y uno largo (q).

El complemento cromosomico de cada célula organizado sistematicamente se
denomina cariotipo. Este término se utliza para describir la constitucion
cromosdmica de una especie. La identificacién morfolégica de los cromosomas esta
basada en los tamafos relativos de los mismos y de sus brazos (Figura 4). Un

ideograma es la representacion esquematica de la morfologia cromosémica que se
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usa como diagndéstico genético en humanos, y también para la comparacion de los

cariotipos de diferentes especies y variedades (Lépez C., y Paz M., 2014).

Morfol6égicamente, los cromosomas se clasifican segun la posicion del centromero.
Si este se localiza centralmente, el cromosoma es metaceéntrico; si su localizacion
es terminal, es acrocéntrico, y si se sitla en una posicidn intermedia es

submetacéntrico (Turnpenny P., Ellard S., 2009)
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Figura 4. Clasificacion de los cromosomas por la posicion del centrémero. Tomada de
Lépez C., y Paz M., 2014.

Los cromosomas individuales difieren no solamente en la posicion del centromero
si no también en su longitud global. Basandose en los 3 paradmetros de longitud,
posicion del centrémero y presencia 0 ausencia de satélites, los primeros
investigadores en citogenética pudieron identificar a la mayoria de los cromosomas
individuales o, al menos, subdividirlos en grupos denominados A-G basandose en
la morfologia global. (A: 1-3; B: 4-5; C: 6-12 + X; D: 13-15; E: 16-18; F: 19-20; G:21-
22 + Y) en los seres humanos en nucleo de una célula normal contiene 46
cromosomas, compuestos por 22 pares de autosomas y un par de cromosomas

sexuales: XX en la mujer y XY en el hombre (Turnpenny P., Ellard S., 2009).

29



Las alteraciones cromosdmicas consisten en el exceso o en la deficiencia en la
cantidad de material genético, ya sea por cambios en el nUumero de cromosomas o

en su estructura. Las anomalias cromosomicas se agrupan de 2 categorias:

8. Alteraciones numéricas
Las alteraciones numéricas pueden ser por exceso o por defecto, y afectar a toda

la serie haploide (euploidias) o a pares cromosémicos aislados (aneuploidias).

Las alteraciones euploides son multiplo exacto del numero haploide n (triploidias
3n=69 cromosomas, tetraploidias 4n=92 cromosomas, etc). Si el numero de veces
gue se repite la serie haploide es muy elevado se denominan poliploidias; su origen
suele residir en una dispermia (fecundacion de un 6vulo por 2 espermatozoides) o
por un error meiotico (no expulsion del cuerpo polar). Son causa de abortos y no
suelen ser compatibles con la vida postnatal. Las aneuploidias son en aumento o
perdida de cromosomas aislados; pueden afectar a cualquier par cromosomico y a
mas de uno (trisomia: 46+1, tetrasomia: 46+2, pentasomia: 46+3, monosomia:45)
su origen suele estar en la no disyuncién o en una anafase lenta (Oliva R., Ballesta
F., et al 2004).

9. Alteraciones estructurales

Las anomalias estructurales provocan cambios en la estructura de uno o varios
cromosomas (Figura 5). Pueden ser muy complejas, pero una de las consecuencias
mas importantes es la pérdida o la ganancia de genes. Estas casi siempre se
presentan con patologias graves para el portador y se denominan anomalias
desequilibradas. En otros casos no hay perdida o ganancia de genes y, por tanto,
los individuos fenotipicamente son normales (anomalias estructurales equilibradas)
aungue pueden tener problemas en la reproduccion o en la descendencia (Mota C.,
Bautista C., et al 2016).

Heterocromatina (h): No suele tener repercusiones patolégicas por lo que su

presencia debe de interpretarse como un polimorfismo no patogénico. Para
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designar un aumento o disminucion se utiliza h+, h-. indicando el brazo donde se

encuentra (gh+, gh-, ph+, ph-).

Microdelecion: Pérdida de material cromosémico que no se visualiza con las
técnicas citogenéticas habituales debiéndose aplicar las de alta resolucion o

citogenética molecular para su deteccion.

Material adicional de origen desconocido (add): Se puede poner p+ o0 g+, pero es
mejor especificar. Ejemplo: 46,XX, add(19)(p13).

Cromosomas derivativos (der): Proceden de reordenamientos intra e
intercromosomicos (suelen ser fruto de translocaciones e inversiones) El
cromosoma derivativo se pone entre paréntesis seguido por el tipo de anomalia si

Se conoce.

Cromosoma dicéntrico o isodicéntrico (dic): Cromosoma dicéntrico es el que

contiene 2 centromeros.

Cromosoma en anillo (r): Hay rotura de los 2 extremos del cromosoma, separacion
con pérdida de los fragmentos distales y unién posterior de los extremos libres

formando un anillo.

Isocromosoma (i): Se origina por division transversal del centromero en lugar de
longitudinal. Como consecuencia las crométides son asimétricas, una formada por

2 brazos largos y otra por 2 cortos.

Cromosoma marcador (mar): Cromosoma que no puede ser identificado o incluido

en un par cromosomico (Oliva R., Ballesta F., et al 2004).

Delecion (del): Perdida de material genético de un solo cromosoma. Las deleciones
pierden ser de 2 tipos: si se pierde un segmento terminal (telomero) se denominan
deleciones terminales o deficiencias. Si la perdida es de un segmento interno del

cromosoma se les denomina delecién intersticial.

Duplicacion (dup): Anomalia estructural que conlleva a la repeticion de una seccién

de un cromosoma. La duplicacién puede darse en tandem, cuando los 2 segmentos,
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el original y el duplicado se encuentran adyacentes. En otros casos cuando los

segmentos no son contiguos, se trata de una duplicacion desplazada.

Inversion (inv): Anomalia estructural en la que en un cromosoma se dan dos cortes
y el segmento seccionado sufre un giro de 180°, que se une nuevamente en los
extremos seccionados del cromosoma (se invierte) La consecuencia es que el
fragmento invertido tiene la secuencia génica cambiada. Las inversiones pueden
ser paraceéntricas, si las roturas y posterior inversion se dan en el mismo brazo del
cromosoma y pericéntricas, si la rotura se da entre los 2 brazos del cromosoma y

por tanto afecta al centrémero.

Traslocaciones: Se producen intercambios de material cromosomico entre
cromosomas no homélogos. Si el material que se trasloca no lo hace dentro de un
gen, la traslocacion no tendra consecuencias graves, ya que no habra pérdida ni

ganancia de genes. Hay 2 tipos de traslocaciones.

1.- Translocacién reciproca: Se produce con la participacion de 2 fragmentos de

cromosomas no homalogos, que incluyen el telébmero.

2.-Traslocacion robertsoniana: Se produce cuando la traslocacién se da entre 2
cromosomas acrocéntricos y la rotura se da en los brazos cortos de ambos
cromosomas (0 en un punto cercano al centrémero). Como consecuencia de la
fusion hay una pérdida de los 2 brazos cortos y el individio tendra 45 cromosomas
(Mota C.,Bautista C., et al 2016).
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Figura 5. Alteraciones cromosdémicas estructurales. Tomada de Curtis H., Schnek A., et
al 2008.

10.- Alteraciones citogenéticas en leucemias

Leucemia Mieloide Aguda

En méas de 97% de los casos de leucemia mieloide aguda se han identificado
alteraciones cromosoémicas, como t(8:21) en el (CBF-AML) (RUNX1-RUNX1T1) o la
t(15:17) (PML-RAR), cuyas consecuencias son la formacion de proteinas
quiméricas que trastornan el proceso normal de maduracion de los precursores
mieloides, asimismo, la mutacion de genes relacionados con la proliferacion y la
diferenciacion celular (Cruz F., 2018).

Existen otras alteraciones citogenéticas menos frecuentes en la LMA como la
t(9;11)(p22;923), inv(16)(p13.1922), t(16;16)(p13.1;922), inv(3)(q21926.2) o
t(3;3)(q21;926.2). (Lagunas R., 2016)
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Leucemia Mieloide Crénica

La enfermedad hace parte de los desoérdenes mieloproliferativos, que son
enfermedades con un compromiso clonal de las células hematopoyéticas
primordiales y es definida por la presencia constitutiva de una actividad tirosin
kinasa. Esta anomalia se define en LMC por la presencia de una mutacion BCR-
ABL (oncoproteina) conocida también como Cromosoma Filadelfia (denominada asi
debido a que existe una translocacion reciproca entre el gen Abelson Tk “ABL” gen
del cromosoma 9 que se fusiona con la region de ruptura de los conglomerados
(breakpoint cluster region) del gen “Bcer” del cromosoma 22), el 95 % de las

leucemias mieloides cronicas son causadas por esta anormalidad genética.

Con la translocacion reciproca del Cromosoma Filadelfia se crean dos genes: BCR-
ABL del brazo largo del cromosoma 22 (Cromosoma Filadelfia) expresado en todos
los pacientes con LMC, y ABL-BCR del brazo largo del cromosoma 9 que se
encuentra solo en el 70 % de los casos. Esta translocacion codifica una proteina
qgue varia de tamafo dependiendo del sitio de ruptura del gen Bcr. Los tamafios
varian entre 190 Kda (70 %) y 230 Kda (30 %), siendo esta ultima responsable de
la mayoria de las anormalidades fenotipicas en la fase crénica. Esta proteina (230
kda) presenta actividad tirosin kinasa: los pacientes que la expresan tendran una
enfermedad mas indolente, mientras que los pacientes con un gen de 190 Kda seran
mas propensos a desarrollar cancer. Estas proteinas también se pueden encontrar
en pacientes con leucemia linfoide aguda con una menor prevalencia, lo que explica
que no todos los pacientes con Cromosoma Filadelfia desarrollaran LMC (Torres C.,
Valencia Z., et al 2010).

Leucemia Linfoide Aguda

Cuadro 7. Translocaciones cromosémicas mas frecuentes en LLA. Cuadro
tomado y modificado de Lassaletta A., 2016.

Translocacién Genes afectados
t(1;19)(q23;p13) EA2-PBX1
t(9:22)(q34:911) BCR-ABL
t(4;11)(q21;p23) MLL-AF4
t(12;21)(p13;922) TEL-AML
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La anormalidad cromosomica mas frecuente en los pacientes con cancer pediatrico
es la translocacion t(12;21)que se encuentra en el 25% de los menores con LLA
comun; esta alteracion prenatal es el resultado de una fusion del gen TEL (del
cromosoma 12) con el AML1 (del cromosoma 21) y se asocia con un prongstico
favorable. Por otro lado, en mas del 70% de las leucemias diagnosticadas antes del
primer afio de vida se observan translocaciones que afectan al gen MLL (del inglés,

mixed lineage leukemia) (Castro J., Orozco V., et al 2007).

Las alteraciones del cromosoma 11 en la banda 23 son relativamente frecuentes
en nifios con LLA, y pueden involucrar: translocaciones balanceadas vy
desbalanceadas, deleciones y duplicaciones. Aunque generalmente caracterizadas
por hiperleucocitosis, edad muy temprana, falta de expresién CD 10, y una pobre
respuesta al tratamiento, pertenecen a un grupo heterogéneo de leucemias de linea
B o Ty llevan una variedad de translocaciones incluyendo las t(4; 11), t(11; 19) entre
otras (Venegas P., 2001).

Leucemia Linfoide Cronica

La hibridacion fluorescente in situ en interfase detecta alteraciones citogenéticas en
las clonas de LLC-B en un poco mas de 80% de los casos, estas alteraciones son
elementos de diagndstico y prondstico. Las principales anormalidades detectadas
corresponden a eliminaciones parciales de los cromosomas 13 (del 13q), 11 (del
119)y 17 (del 17p) y a trisomia del cromosoma 12q, en porcentajes de 55, 18, 16 y
7%, respectivamente (Valdespino G., 2014).

La eliminacion en la banda 13g14 es la alteracion estructural cromosémica mas
frecuente en los casos con leucemia linfocitica crénica (50-60%) y puede

representar un evento temprano en la enfermedad.

La trisomia 12 ocurre en 15% de los casos y se asocia con otras aberraciones
cromosodmicas gue incluyen trisomia 18 y 19, eliminaciones en 14q, 13q, 11g o0 17p,
translocaciones de IGH y mutaciones en NOTCH1, TP53, FBXW7 y de IGHV.

La del(11)(g22-923) se ha identificado como un factor prondstico adverso de la

evolucion de la leucemia linfocitica crénica.
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La del 17p13 ocurre en 5 a 20% de los casos de LLC, supresentacion de novo se
identifica como el factor prondstico adverso mas elevado en la evolucion de la

leucemia linfocitica cronica (Valdespino G y Valdespino C., 2015).

11. Generalidades del Sindrome mielodisplasico

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son trastornos de células madre
hematopoyéticas clonales que se caracterizan por eritropoyesis inefectiva, displasia
gue involucra uno o mas linajes celulares, citopenia periférica y un mayor riesgo de
transformacién a leucemia mieloide aguda. En la mayoria de los casos, los
pacientes con SMD exhiben una médula 6sea hipercelular, mientras que 10 a 20%
de los casos presentan una disminucion de la celularidad de la médula 6sea (Bono
E., McLornarn D., et al 2019).

En las personas que tienen un sindrome mielodisplésico, la médula 6sea deja de
producir una cantidad suficiente de glébulos rojos, glébulos blancos o plaquetas
sanos. En lugar de eso, produce células poco desarrolladas (inmaduras) que son
de tamafo, forma o apariencia anormal. Estas células se denominan células
“displasicas” (de formacion anormal). También puede producirse una acumulacién
de las células mas inmaduras de la médula 6sea, denominadas “células blasticas”,
las cuales aun no pueden realizar las funciones especificas de las células maduras
(Louis J., 2017).

En pacientes con sindromes mielodisplasicos, las células blasticas pueden
constituir mas del 5% de todas las células de la médula ésea. El principal factor
determinante de la gravedad de un sindrome mielodisplasico es el grado del
aumento de la cantidad de células blasticas en la médula 6sea. Un sindrome
mielodisplasico puede ser leve o grave. Puede presentarse inicialmente como
anemia (una disminucién del nivel de hemoglobina en la sangre) y luego progresar
muy lentamente, o puede ser una enfermedad de progresion rapida. Los casos mas
graves de sindromes mielodisplasicos conllevan un alto riesgo de progresion a una

leucemia mieloide aguda.
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Los sindromes mielodisplasicos pueden ser del tipo primario, también denominado
“‘de novo”, en cuyo caso se desconoce la causa de la enfermedad, o del tipo
secundario, donde la causa esta relacionada con el tratamiento de otra enfermedad

en el pasado.

Sindrome mielodisplasico primario o de novo: En la mayoria de los casos de
sindromes mielodisplasicos, los médicos no pueden identificar una causa
especifica. En la mayor parte de los casos, debido al envejecimiento, se presentan
mutaciones (cambios en el ADN) en forma aleatoria en las células madre, y si estas
mutaciones tienen lugar en genes especificos y en posiciones determinadas, el

resultado es un sindrome mielodisplasico.

Sindrome mielodisplasico secundario: Algunas personas que han recibido
tratamiento para otro tipo de cancer tienen un riesgo pequefio de presentar un
sindrome mielodisplasico relacionado con el tratamiento. Esto sucede solamente en
un pequefio nimero de pacientes que estuvieron expuestos a quimioterapia y/o
radioterapia, y los sindromes mielodisplasicos secundarios son menos frecuentes
qgue los sindromes mielodisplasicos primarios. Algunos pacientes con trastornos
infrecuentes de la médula 6sea que son hereditarios, tales como la anemia de
Fanconi o la disqueratosis congénita, también pueden presentar un sindrome
mielodisplasico secundario, igual que los pacientes con un diagnéstico previo de
otro trastorno de insuficiencia medular denominado anemia aplasica (Bono E.,
McLornarn D., et al 2019).

11.1 Clasificacion
En la clasificacidon del grupo FAB, los sindromes mielodisplasicos se dividen en los
siguientes cinco subtipos segun el porcentaje de blastos presentes en MO y SP, la
cantidad de sideroblastos en anillo (RS) y la intensidad de la monocitosis:

1. Anemia refractaria (RA)
2. Anemia refractaria con sideroblastos en anillo (RARS)
3. Anemia refractaria con exceso de blastos (RAEB)

4. Anemia refractaria con exceso de blastos en transformacién (RAEB-T)
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5. Leucemia mielomonocitica crénica (CMML)

En el 2001, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso una clasificacion
alternativa, modificada a partir de la clasificacién original del grupo FAB, que
incorporo factores moleculares y citogenéticos. Desde entonces, la clasificacion de
la OMS ha sido actualizada dos veces, una vez en el 2008 y nuevamente en el 2016
(Louis J., 2017).

Se eliminaron los términos anemia o citopenia refractaria para emplear inicamente
el termino SMD (Cuadro 8) (San Miguel J., Sanchez G., 2020).

Cuadro 8. Clasificacién de la OMS de los sindromes mielodisplasicos del 2016:
seis subtipos principales. Tomado y modificado de San Miguel J., Sdnchez G.,

2020.
Subtipo Citopenia Cariotipo
SMD con displasia unilineal 1-2
(SMD-SLD) Indiferente
SMD con displasia multilineal 1-3
(SMD-MLD) Indiferente
SMD con sideroblastos en anillo
(SMD-RS):
*Displasia unilineal (MDS-RS-SLD) 1-2 Indiferente
*Displasia multilineal (SMD-RS-MLD) 1-3 Indiferente
SMD con exceso de blastos
(SMD-EB)
Tipo 1 1-3 Indiferente
Tipo 2

Del(5q) aislado o
SMD con del(5q) aislada 1-2 acompaiado de otra
alteracion excluyendo
monosomia 7 o del(q7)
SMD no clasificable (SMD-U):

*Con 1% de blastos en SP 1-3 Indiferente
*Con displasia unilineal y pancitopenia 3 Indiferente
*Con alteraciones citogenéticas *Alteraciones definitorias de
definitorias 1-3 SMD

*Alteraciones citogenéticas definitorias de SMD: -7/del(7q), t(11;16)(g23;p13.3), -5/del(5q),
t(3;21)(g26.2;g22.1), i(179)t(17p), t(1;3)(p36.3;921.1), -13/del(13q), t(2;11)(p21;g23), del(11q),
inv(3)(g21;q26.2), del(12p)/t(12p), t(6;9)(p23;q34), del(9q), idic(X)(ql13).

38



11.2 Signos y sintomas
Las personas con SMD a menudo tienen niveles bajos de uno o mas tipos de células

sanguineas (Louis J., 2017).

Sindrome anémico (por la diseritropoyesis) y/o sindrome infeccioso (por la
disgranulopoyesis) y/o sindrome hemorragico (por la distrombopoyesis) (San Miguel
J., Sdnchez G (2020).

11.3 Dx
WBC, aspiracion y biopsia de MO, estudio citogenético ya que las anomalias
cromosOmicas son factores importantes para la identificacion de subtipos
especificos de SMD, pruebas moleculares porque estas pruebas se usan para

buscar mutaciones en genes que estan asociados con los SMD.

Es comdn que las células cancerosas de un sindrome mielodisplasico tengan
cromosomas anormales. Aproximadamente el 50 por ciento de los pacientes tienen

una o mas anomalias cromosomicas (Louis J., 2017).

11.4 Alteraciones citogenéticas en SMD
Hay diferentes tipos de defectos cromosomicos. Las anomalias citogenéticas mas

comunes que se observan en los sindromes mielodisplasicos conllevan:
La delecion del brazo largo (q) de uno de los dos cromosomas de un par:
del(5q) o 59—, del(7q) o 7g-, del(20q) o 20g—

La pérdida completa de uno de los dos cromosomas de un par:

-5, =7

Trisomia 8: una copia adicional del cromosoma 8, por lo que hay tres copias del

cromosoma 8 (Louis J., 2017).
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lll. Planteamiento del problema
En México, la leucemia es la neoplasia de mayor frecuencia en la poblacién menor
de 20 afios de edad, comun en adultos jovenes y la 42 causa de cancer en la
poblacion de 30 a 59 afios de edad. En este tipo de padecimiento, se asocian al
proceso leucémico, alteraciones cromosoOmicas estructurales (translocaciones,
inversiones, deleciones, etc.) o alteraciones numéricas (como trisomias), estas
alteraciones permiten predecir el riego alto o bajo e incluso la fase de la enfermedad
(LGC), la respuesta al tratamiento y la supervivencia, por lo que es de gran
importancia saber con exactitud, cuales son las alteraciones que presenta cada
paciente al diagndstico. Hay otras alteraciones muy pequefias que el cariotipo no
puede detectar, se recomienda utilizar también técnicas de citogenética molecular
como FISH (Hibridacién fluorescente in situ) y/o PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa), con el fin de tener un diagnostico certero, para que al paciente se le
proporcione un tratamiento adecuado, logrando controlar la enfermedad o llegando

incluso a la remision completa.
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I\VV. Objetivo General y particulares
GENERAL

Estandarizar la técnica de obtencion de cromosomas de calidad en muestras de
médula Osea y sangre periférica para el diagnostico de enfermedades

hematoldgicas, asi como correlacionar los resultados con la citogenética molecular.

PARTICULARES
1. Identificar las alteraciones cromosdmicas de citogenética clasica y
reportarlas de acuerdo al ISCN, 2016.
2. ldentificar las alteraciones cromosomicas de citogenética molecular y
reportarlas de acuerdo al ISCN, 2016.
3. Correlacion de las técnicas empleadas y los datos hematoldgicos.
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V. Metodologia
Poblacion de Estudio

Se realiz6 el estudio citogenético a 132 pacientes del servicio de Hematologia del
HJIM del periodo enero del 2018 a diciembre 2018.
Criterios de inclusion

e Pacientes diagnosticados con enfermedades hematoldgicas.

e Pacientes con edad y sexo indistinto.

Criterios de exclusion

e Pacientes con un diagnostico distinto de enfermedades hematolégicas.

Criterios de eliminacién

e Muestras coaguladas y material insuficiente o de mala calidad.

Métodos

5.1 Cariotipo

Preparacion de la muestra

Dependiendo del tipo de muestra, se debe llevar un proceso preparativo especifico:

tipo de material, conservacion, medio de transporte.

Lo primero que se realiza es la toma de muestra, si es de médula ésea se dan las
especificaciones al médico para que la muestra no esté coagulada, este tipo de
muestras debe tomarse con jeringa heparinizada o transvasarse a un vacutainer
con heparina. En caso de que la muestra sea de sangre periférica, esta debe

tomarse en el laboratorio utilizando también un vacuitainer con heparina.
Cultivo celular y siembra de muestra

Se deben tomar cuidados especificos al momento de realizar el cultivo, para que la

muestra no se contamine y se pueda obtener buen material para analizar.
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Esterilizar el material en la campana de luz UV durante 25 minutos: gasas,
pipeteador, pipetas de 5mL, cajas falcon de 50mL, frascos de desecho, pipetas

pasteur, tubos conicos falcon de 15mL, gradilla y plumon indeleble.

Cultivo de sangre periférica: Rotular 2 tubos de 15mL (# de caso/afio y colocar si es
tubo A o B), poner a cada tubo 5 mL de medio RPMI suplementado con suero bovino
fetal (10%) y antibiotico (penicilina, estreptomicina 10000 U/mL) y afiadir 600 pL de
sangre, asi como 2 gotas de fitohemaglutinina, incubar las cajas a 37°C durante 72
horas, hasta que se realice la cosecha de la muestra.

Cultivo de Médula ésea: Rotular 4 cajas Falcon de 50mL (#de caso/afio y marcar de
la A-D) poner a cada caja 5mL de medio RPMI suplementado con suero bovino fetal
(10%) y antibiotico (penicilina, estreptomicina 10000U/mL) y dependiendo de si la
sangre se ve concentrada o diluida, colocar de 500 pL a 1000uL de sangre, incubar
las cajas a 37°C, es importante mencionar que, dependiendo del diagnéstico, va a
ser el tiempo de incubacién. Ver Cuadro 9.

Cuadro 9. Tiempos de incubacién de la muestra dependiendo del tipo de leucemia

0 SMD.
Diagnostico Tiempo
LGC 24h
LLA 48-72h
LMA 72h
SDM 48-72h

Cosecha

Cosecha de sangre periférica: Afiadir a cada tubo 2 gotas de colchicina (0.01mg/mL)
durante 20 minutos, centrifugar la muestra a 2500rpm durante 5 minutos, eliminar
el sobrenadante y afadir 6mL de solucién hipoténica (KCl 4%), dejar en reposo
dentro de la incubadora durante 12 minutos. Posteriormente centrifugar a
2500rpm/5minutos y eliminar el sobrenadante, fijar la muestra con la Solucion

Carnoy (3:1) hasta el volumen 9mL del tubo falcén, resuspender en vortex y llevar
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nuevamente a centrifugar a 2500rpm/5min, pasado este tiempo, retirar el
sobrenadante y realizar una serie de lavados con la solucion Carnoy (3:1) hasta que
el botdn quede blanco, en el dltimo lavado se tiene que dejar 1mL de sobrenadante

para poder resuspender el botén y poder gotear la laminilla.

Cosecha de médula 6sea: Trasvasar la muestra a un Tubo Falcon de 15mL y afiadir
2 gotas de colchicina (0.01mg/mL) durante 25 minutos, posteriormente centrifugar
la muestra a 1200rpm durante 8 minutos, eliminar el sobrenadante y afadir 6mL de
solucion hipotonica (KCly NasCeHs07 1:1). El tiempo de la solucion hipoténica varia
de acuerdo al diagnéstico, la temperatura, el tamafio del botdn, aproximadamente
esta alrededor de 15 minutos y en todo ese tiempo se debe realizar a la muestra un
burbujeo suave con ayuda de la pipeta Pasteur, pasado este tiempo afadir el fijador
de solucién Carnoy (3:1) hasta el volumen 9mL del tubo falcon y resuspender con
la pipeta Pasteur, llevar nuevamente a centrifugar a 1200rpm/8min, pasado este
tiempo retirar el sobrenadante y realizar una serie de lavados con la solucién Carnoy
(3:1) hasta que el botén quede blanco, en el dltimo lavado se debe dejar 1mL de

sobrenadante para poder resuspender el boton y poder gotear la laminilla.
Goteo

El pellet obtenido en la cosecha se debe resuspender con el sobrenadante con
ayuda de una pipeta pasteur, se toma una laminilla con ayuda de las pinzas de

diseccion y se limpia perfectamente con una gasa.

Se puede gotear la muestra de diferentes maneras con el fin de que la metafase

guede abierta:

*Una vez lista la laminilla se deja caer una gota de la muestra a una altura
aproximadamente de 5cm, sacudir la laminilla con un movimiento firme para que

esta se extienda.

*Agarrar la laminilla en un angulo de 40°, tomar aproximadamente 0.5mL de la
muestra, pegar la pipeta pasteur a la laminilla y expandir la muestra de extremo a

extremo.
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En caso de que las metafases no se vean o bien estén muy cerradas, se puede
optar por calentar las laminillas en una platina, para esto vamos a poner papel

absorbente con agua y colocar las laminillas arriba durante 3 minutos.

Si las metafases se observan muy juntas, se debe diluir la muestra con la solucién

Carnoy.

Nota: Previamente lavar los portaobjetos con jabon neutro y agua y colocarlos en
un frasco con etanol al 96% guardandolos en el refrigerador de 4°C para que al

momento de utilizar las laminillas estén frias.
Maduracién de laminillas

Para poder bandear, es necesario que las laminillas se maduren en una estufa

bacteriol6gica a 60°C durante al menos 8 horas.
Bandeo G

Tefir las laminillas con el método de bandeo G, para esto se colocaron 6 coplins:

Cuadro 10. Tiempo de reactivos en bandeo G.

Coplin Reactivos Tiempo

1 50mL de Buffer Wright + 150 pL de tripsina 12-20 segundos
(1:250) e

2 50mL de Buffer Wright 16 segundos
3 H»O corriente Enjuagar
4 45mL de Buffer Gurr + 5mL colorante Wright 1 minuto (varia)
5 40mL de Buffer Gurr + 10mL colorante Giemsa 1 minuto (varia)
6 H20 corriente Enjuagar

Meter de una laminilla en una, con el fin de comprobar que los tiempos propuestos

de los reactivos sean los adecuados (Cuadro 10).

Meter la laminilla en el coplin 1 donde se debe experimentar con el tiempo de la
tripsina (1:250) (por lo regular empezamos con un tiempo de 12 segundos), pasar

al coplin 2 por 16 segundos, después al coplin 3 donde se debe enjuagar la laminilla
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con agua para posteriormente pasarla al coplin 4 donde también se debe jugar con
los tiempos (por lo regular empezamos con un tiempo de 1 minuto) lo mismo ocurre
con el coplin 5y por ultimo pasar al coplin 5 donde se enjuaga la laminilla. Revisar
la laminilla en el microscopio, para poder ver el color de los nucleos, los cromosomas
y si se observa mucho citoplasma. En caso de que haya citoplasma se debe
aumentar el tiempo de tripsina, en caso de que los cromosomas de las metafases
se vean descompactados se disminuye el tiempo de tripsina, si los nucleos o
cromosomas se ven muy oscuros se debe bajar el tiempo de colorante Giemsa, y si

se ven muy claros se aumentar el tiempo.

Nota: Después de enjuagar la laminilla en el agua se debe secar con una gasa por

la parte de abajo del portaobjetos para que el colorante no se diluya.

Una vez que se tengan los tiempos adecuados de tripsina y colorante Giemsa ya se

podran bandear todas las laminillas con esos tiempos.
Montaje

Una vez bandeadas las laminillas, se deben montar con el fin de poderlas analizar
en el microscopio, para esto primero se debe desengrasar con etanol los

cubreobjetos rectangulares.

Colocar a cada laminilla 3 gotas de resina Entellan® y colocar encima el
cubreobjetos, esperar a que el entellan se disperse para poder quitarle las burbujas
gue se formaron, dejar secando las laminillas 24 horas y al dia siguiente limpiar el

exceso de resina con ayuda de xilol y etanol.

Andlisis

Una vez montadas las laminillas, realizar un analisis de las metafases con ayuda
del microscopio Zeiss automatizado, el cual cuenta con un programa llamado
Metasystem, el cual permite seleccionar las mejores metafases, este ya esta
programado para seleccionar metafases y nucleos, esto lo hace con el objetivo 10X,
manualmente se seleccionan las mejores metafases y las imagenes que no sirven
se eliminan, entonces se le pondra a la laminilla aceite de inmersion y se pondra en
el objetivo 63X, hecho esto, el microscopio manda las metafases a la computadora
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la cual cuenta con el Software IKAROS el cual permite editar las metafases con el
fin de que se vean mejor las bandas de los cromosomas, luego separar uno por uno
los cromosomas y se acomodan en el cariotipo, con el fin de ver posibles

alteraciones ya sean numéricas o estructurales.

Criterios de analisis: Para reportar las alteraciones cromosomicas se deben
encontrar 3 metafases alteradas en caso de alteraciones numeéricas y 2 metafases

alteradas en caso de las estructurales.

Los resultados se reportaran con base en la ISCN 2016 (International System for

Human Cytogenetic Nomenclature, 2016)

5.2 FISH
Cultivar las muestras por citogenética convencional, utilizando las sondas
comerciales BCR/ABL y PML/RARA (Vysis. Inc)

Madurar las laminillas en solucidn salina doble de citratos (2xSSC) a 37°C, durante
30 minutos, deshidratar en una serie de etanoles al 70%, 80% y 100%. Se
desnaturalizan las laminillas en formamida al 70% y se deshidratan de nuevo en
etanol. Colocar la sonda en la laminilla y sellar con el cubreobjetos. (Desnaturalizar
la muestra y la sonda a 72° +/- 1°C). Hibridar en caja humeda a 37°C +/-1°C sin que
le dé luz y dejar 16-24 horas.

Lavar con detergente NP40 para quitar restos de sonda y contratefiir con el
colorante DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol).

Realizar el andlisis con ayuda del microscopio Zeiss automatizado, el cual cuenta
con un programa llamado Metasystem y se utiliza el software ISIS. Se deben

analizar 200 nucleos por caso.

Criterios de analisis: Los nucleos deben estar bien definidos y no deben estar
empalmados, las sefales deben ser redondas, del mismo tamafio y brillantes, los

nucleos se deben encontrar en un area donde el 90% este hibridado, las sefiales de
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hibridacién deben estar dentro del nucleo, las sefiales deben estar separadas por el

diametro de una senial.

Vysis LSI BCR/ABL Dual Color, dual fusion translocation

Estas sondas se hibridan con el cromosoma 9q34 para gen ABL marcado con un
espectro de emision naranja (SpectrumOrange) y el cromosoma 22g11.2 para el

gen BCR marcado con el espectro de emision verde (SpectrumGreen). Ver figura 6.
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Figura 6. Sondas LSI para translocacion BCR/ABL.

En una célula normal se observa un patron de 2 sefiales naranjas y 2 verdes.

En una célula que contiene la t(9;22) se observara una sefial naranja (ABL), una

verde (BCR) y 2 sefiales fusionadas en amarillo. Ver figura 9.
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En algunos casos, las deleciones pueden ocurrir 3 'del punto de ruptura BCRy /o0
5' del punto de ruptura ABL dando como resultado un patron de sefiales (naranja o

verde adicional) o un patrén de fusion unico.

Figura 7. FISH t(9;22)(g34;911)

Sonda Vysis LSI PML/RARA Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe

Estas sondas se hibridan con el cromosoma 15¢22-24 para el gen PML marcado
con un espectro de emision naranja (SpectrumOrange) y el cromosoma 17921 para
el gen RARA marcado con el espectro de emisién verde (SpectrumGreen). Ver

figura 8.
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Figura 8. Sondas LSI para translocacion PML/RARA.

En una célula normal se observa un patrén de 2 sefiales naranjas y 2 verdes.

En una célula que contiene la t(15;17) se observara una sefial naranja (PML), una
verde (RARA) y 2 sefales fusionadas (PML/RARA y RARA/PML). Ver figura 9.

Figura 9. FISH t(15;17)
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VI. Resultados y discusién
Para la obtencion de cromosomas con una calidad suficiente para analizar, se
realizaron distintas técnicas, asi como medios de transporte para evitar que las

muestras no se coagularan al llegar al laboratorio.

En la literatura se mencionan 6 pasos para la obtencion de cromosomas, el primero
consiste en la obtencion de la muestra, el segundo es el cultivo celular, el tercero
es la cosecha de células, el cuarto es el goteo de la muestra, el quinto el bandeo y
por ultimo el andlisis cromosomico. Pero hasta el momento no hay una técnica Unica
para garantizar una adecuada obtencion de cromosomas, debido a que hay distintos
factores que pueden influir en la obtencion de un resultado exitoso. Uno de ellos es
gue la duracién del ciclo celular en células malignas varia entre los diferentes tipos
de células, otro factor importante son los tiempos en que los reactivos van a actuar
o la forma de manejar las muestras, ademas de que cada laboratorio tiene distintas
condiciones como la temperatura, humedad, etc (Thomas S., 2017).

Por esta razén para la estandarizacion del cariotipo en el laboratorio de citogenética
del Hospital Juarez de México se realizaron varias metodologias basadas en la

técnica general.

Cabe mencionar que, al principio, cuando se informaba que una muestra de médula
Osea iba a llegar, se le proporcionaba al médico un vial que contenia 5mL de medio
de transporte (ver anexos) (Shago M., 2016, Chapter 3. Chromosome preparation
for Acute Lymphoblastic Leukemia del libro Cancer Cytogenetics) una vez traida la
muestra, esta se pasaba en condiciones de esterilidad a un tubo, el cual se
centrifugaba a 2500rpm/5 minutos, retirdAbamos el sobrenadante y se sembraba el
pellet en las cajas que contenian el medio de cultivo, a veces se hacia cosecha
directa o se dejaba en la incubadora a 37°C y al otro dia se realizaba la cosecha,
para esta se utilizaba colcemid y como solucién hipoténica KCI, pasando el tiempo
se centrifugaba a 2500rpm/Smin y se hacian la fijacion y los lavados
correspondientes con la solucion Carnoy, cabe mencionar que muchas veces no

obteniamos material o al momento de gotear no se lograban ver metafases, estaban
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muy cerradas o eran muy escasas (ver Figura 10) lo cual no nos permitia llegar a

tener buen material para realizar los siguientes pasos (bandeo).

Debido a que la primera técnica fue fallida se empez6 a experimentar con otros

reactivos, asi como otros tiempos.

La segunda experimentacidn consistié en ya no tener un medio de transporte, solo
se pedia que, si la muestra era de médula ésea, la jeringa con la que se realizaba
la puncién tuviera de 0.2 a 0.5mL de heparina, aun asi, muchas veces la muestras
llegaron coaguladas al laboratorio, una vez en el laboratorio se realizaba la siembra,
ya sin centrifugar, solo se colocaban 5mL del medio ya preparado en una caja
Falcon y si la muestra se veia concentrada, se le afiadia 1mL de muestra a la caja,
si se veia muy diluida se afiadian de 1.5 a 2mL. Esta vez dependiendo del
Diagnostico que tuviera el paciente, era el tiempo que se dejaba incubando la
muestra, en caso de LGC se dejaba la muestra incubada durante 24h, si era LLA
se dejaba entre 48- 72h, si era LMA 72hras y si era SDM de 48-72hras. Para la
cosecha se utilizé colchicina, solucién hipotdnica de citrato de sodio y cloruro de
potasio, el tiempo que duraba la solucién hipotonica, la muestra se resuspendia
cuidadosamente con la pipeta, formando un burbujeo, pasando este tiempo se hacia
la fijacion y los lavados con la solucién Carnoy, se empezo a ver que se tenia mas
material y se encontraban mas metafases, pero no siempre estas salian abiertas,
los cromosomas tenian las croméatides abiertas (ver Figura 10.B), o se hacia lo que
coloquialmente se conoce como “sopa de cromosomas”, esto sucede cuando varias
células explotan y se juntan los cromosomas de varias metafases (ver Figura 10.C),
por lo que se empezo a jugar con los tiempos de la hipotonica, con el fin de que se
hinchara mas la célula y los cromosomas se esparcieran mejor, cabe mencionar
gue notamos que habian factores que influian en el tiempo en que se debia de dejar
la solucion hipotonica, uno era el tamafio de boton, la temperatura, la hora en la que
se cosechaba la muestra, asi que cada muestra tenia diferentes tiempos pero
siempre estaba en un rango de entre 12 y 25 minutos. En esta técnica la
centrifugacion que se hacia era de 1800rpm/8min mientras que en la primera

experimentacion era de 2500rpm/5min. En la figura 10.D se observan varias
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metafases a 10X, estas estan abiertas y los cromosomas son adecuados para su
analisis.

Como ya mencionamos, la metodologia considerada en este trabajo, en uno de los
ensayos para la cosecha de cromosomas, utilizamos colcemid, el cual es un

analogo sintético de la colchicina. Ambos destruyen el huso mitético, inhibiendo la

formacién de los microtubulos, deteniendo a las células en metafase.

Una de las razones por la que probablemente no salié con este reactivo, se puede
deber a que las dosis y el tiempo de exposicidn deben ser pequefas, con el fin de
gue los cromosomas tengan una longitud media o larga, y nosotros lo utilizamos en
mayor cantidad este reactivo. Es por ello que en la segunda metodologia
comenzamos a utilizar la colchicina, que es mas toxica por lo que se retrasa la
velocidad del ciclo celular, permitiendo que los cromosomas sean mas largos
(Arsham M., Barch., et al 2017).

53



Figura 10. Metafases obtenidas durante la experimentacion. A. Metafase cerrada. B.
Metafase con crométides abiertas. C. Cromosomas de varias metafases. D. Metafases
abiertas vistas a 10X. Cortesia de Laboratorio de biologia y genética molecular del HIM.
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Para el bandeo cromosomico se utilizé la técnica de bandeo G que consistia en
poner 7 coplins, donde el primero contenia Solucion salina, el segundo solucién
salina con 1 alicuota de tripsina (2mL), el tercero agua corriente, el cuarto Buffer
Wright y Colorante Wright (1:1), el quinto agua corriente, el sexto Buffer A, Buffer B
(Ver en preparacion de soluciones), colorante Giemsa y agua de la llave, y el ultimo
agua corriente. Aqui se jugaba con los tiempos de tripsina, sin embargo, las
metafases tenian mucho citoplasma, por lo que también cambiamos a otra técnica,
donde se utilizaba Buffer Wright, Buffer Gurr, la tripsina y los colorantes, aqui
observamos que los cromosomas tenian menos citoplasma y quedaban mejor

bandeados. (ver Figura 11)
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Figura 11. Bandeo G. Cortesia de Laboratorio de biologia y genética molecular del HIM.
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La poblacion de estudio fue de 132 pacientes con diagndstico de alguna enfermedad
hematoldgica enviada por los Servicios de Oncopediatria y hematologia del Hospital
Juarez de México, en un periodo de enero del 2018 a diciembre de 2018, 74 de ellos
eran mujeres y 58 hombres, con un rango de edad entre 4 y 80 afios, la edad media
fue de 41.32 afos.

Como se menciona en los criterios de exclusion, de estos 132 pacientes, 52 fueron
descartados ya que las muestras llegaron coaguladas o la muestra era insuficiente
para realizar el cultivo celular. Por lo que solo a los 80 pacientes restantes se les

realizaron las pruebas citogenéticas Cariotipo, FISH y PCR.

28 pacientes tuvieron un resultado negativo en la PCR, 8 pacientes tuvieron un
cariotipo o FISH con resultado normal, 16 pacientes tuvieron LGC, 10 pacientes
LMA, 10 pacientes SMD y 8 pacientes LLA.

Para nuestros datos estadisticos, solamente reportaremos la edad y género de los

pacientes con resultado para alguna enfermedad hematolégica. Ver cuadro 11

Cuadro 11. Numero de casos por edad y género de pacientes con resultado para
LGC, LMA, LLAy SMD.

# total de
Grupo Edad 9 3 casos
Nifios 0-17 3 4 7
Adultos 18-59 12 17 29
Ancianos = 60 en adelante 5 2 7
Indefinido Falta expediente 1 0 1
Total 21 23 44

Pacientes con resultado para LGC, LMA, LLA o SMD. : género femenino, & género masculino.

Como podemos ver en el cuadro 11, 21 de estos pacientes son de género femenino
(47.72%), mientras que 23 son pacientes masculinos (52.27%), lo cual coincide con
la literatura, ya que en un estudio sobre la epidemiologia en leucemias a nivel
mundial publicado por Filho, Ferlay, et al (2018) mencionan que, en promedio es

mayor la incidencia en hombres que en mujeres. (5.6:3.9).

El rango de edad de estos pacientes fue de 5 a 80 afios con edad media de 41.62.
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Leucemia Granulocitica Cronica

16 pacientes mostraron la t(9;22)(q34;911.2),de los cuales 5 fueron del género
femenino y 11 pertenecieron al género masculino con edad entre 17-66 afios con

una media de 41.81 afios y una desviacion estandar de 13.55

En el cuadro 12 se observan las alteraciones obtenidas mediante las pruebas

citogenéticas y biologia molecular en los pacientes con LGC.

Cuadro 12. Alteraciones obtenidas en pacientes con LGC mediante cariotipo,

FISH o PCR.
n Alteraciones Cariotipo FISH PCR
6 1(9:22)(q34;911.2) X X \
2 46,XY,1(9;22)(q34;q11.2) \ X X
1 46,XX,1(9;22)(9q34;q11.2) \ X X
1 46,XY,1(9;22)(q34;911.2),inv(9)(p12q13) \ X \
1 46,XY,1(1;5)(q42;924),1(9;22)(q34;q11)[12]/
129/18 47,XY,idem,+der(22)[4]/46,XY ,idem,-18[4]/ \ X X

46,XY, idem,+16,i(17)(q10),-21[3]
46,XY,1(9;22)(q34;q11.2)[5]/47 idem,+der(22)[5]/
1 47,idem+(8)[3)/47,idem,+der(22),+der(22),- \ \ X
45/18  18[1]/46,XY[1]

FISH: resultados completos en cuadro 13
nuc ish (ABL,BCR)X3(ABL con BCRx2)[162]
1 (ABL,BCR)X4(ABL con BCRX3)[28](ABLx2, X V \
99/18 BCRX3)(ABL CON BCRx1)[25] /(ABL,BCR)X2 [20]
1 nuc ish (ABL,BCR)x3(ABL con BCRx2)[153]

133/18 (ABL,BCR)x2[47] X \ \
nuc ish (ABL,BCR)X3(ABL con BCRx2)[150]/
1 (ABL,BCR) X2 [50] X \ X
80/18
1 nuc ish (ABL,BCR)x3(ABL con BCRx2)[170]/
53/18 (ABLx2BCRx3)(ABL con BCRx1)[30] X \ X

Pacientes con 1(9;22)(g34;911.2) positiva mediante pruebas citogenéticas convencional o molecular (cariotipo,
PCR, FISH). (\ = prueba realizada, X = prueba no realizada). Nomenclatura basada en ISCN 2016. n=nmero
de casos que presentan la alteracion.

En la tabla anterior se observa que 6 pacientes solo obtuvieron resultado de la PCR,
lo cual nos indica que tienen el Ph+ (cromosoma filadelfia positivo), pero no
sabemos si tienen otras alteraciones adicionales, por lo que no sabemos en qué
fase de la enfermedad estén estos pacientes, por ello es importante también contar

con otros datos de laboratorio como WBC y niumero de blastos.
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En un estudio realizado por Koch, Gebharter., et al (2017) se menciona que en la
fase cronica hay aumento de leucocitos en sangre periférica, en la fase acelerada
hay acumulacion de Alteraciones Cromosémicas Adicionales (ACA) y la etapa

blastica se caracteriza por aumento de blastos.

Greulich, K., Heinze, B. (2012) mencionan que, en la fase cronica, la cual es
asintomatica, hay leucocitosis, y ya en etapas mas avanzadas como en la fase
acelerada estan presentes el 15% o mas de blastos en SP y en la fase blastica hay

30% o0 mas.

En un estudio publicado en Qin, Jiang., et al (2016) mencionan que, hasta la fecha,
pocos estudios han evaluado explicitamente el valor pronéstico de los recuentos de
glébulos blancos en la presentacion en la LGC sobre la respuesta y el resultado del
paciente, aunque la falta de tales evaluaciones podria estar relacionada con los
recuentos altos de WBC que se presentan como una caracteristica comun de la
LGC, lo cual concuerda con los datos obtenidos de nuestros pacientes ya que la

mayoria de ellos tenia un alto recuento de leucocitos, la media fue de 174.24x103.

Cariotipo
De 6 pacientes que se logro obtener el cariotipo, 3 de ellos solo presentaron Ph+
(ver Figura 12), uno tuvo adicionalmente la inversion del cromosoma 9, y los 2

restantes tuvieron cariotipos complejos.

1 W

9 24 9 22

Figura 12. Cariotipo parcial de 1(9;22)(q34;q11.2). Cortesia de Laboratorio de biologia y
genética molecular del HIM.
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Los puntos de rompimiento de nuestro paciente con inversion en el cromosoma 9
(Ver Figura 13) fueron en p12qg13, por lo que es una inversion pericéntrica, en un
estudio retrospectivo realizado por Lee., Park., et al (2010) se menciona que la
inversion pericéntrica del cromosoma 9 ocurre en el 0.8 al 2% de la poblacién
normal, pero se ha relacionado con infertilidad, aborto recurrente, esquizofrenia y
también se ha visto en tumores sdlidos, y también se ha evaluado su participacion
en otros tipos de cancer como en LLA, LMA, MDS, LMC. Lo que este estudio
pretendia era ver si la inv(9) tenia algun efecto en los pacientes con LA, por lo que
se vio el efecto de la quimioterapia en pacientes con y sin la inv(9), y se observé
gue no hubo retraso en la recuperaciéon hematologica. Un estudio mas reciente
realizado por Wang., Ali., et al (2016), menciona que la prevalencia de la inv(9) en
la LMC aldn no est4 muy bien estudiada, en este estudio, como en el anterior se
pretende saber si la inv(9) se relaciona con la respuesta al tratamiento (Tx) y la
supervivencia del paciente por lo que se comparo la supervivencia de los pacientes
con LMC con inv(9) y los pacientes con LMC sin inv(9), observando que no habia
diferencia de supervivencia significativa, ademas se observé que los pacientes con

inv(9) tienen buena respuesta al Tx.

e
e
L3

Figura 13. Cariotipo parcial de inv(9)(p12g13). Cortesia de Laboratorio de biologia y

genética molecular del HIM.

Como ya mencionamos la LMC se define por la t(9;22)(q34;g11), esta es la Unica
anomalia en mas del 90% de los pacientes en la fase cronica, a medida que la
enfermedad va progresando hacia la fase acelerada y fase blastica, la evolucién

clonal ocurre con la aparicion de alteraciones citogenéticas adicionales (ACA).
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Wang., Chen., et al (2016) mencionan que aproximadamente el 30% de los
pacientes en fase acelerada presentan ACA y en la fase blastica el 70-80% de los
pacientes los presentan. Mencionan también que los diferentes ACA tienen
diferente impacto en la respuesta al Tx y la supervivencia, algunos pueden estar
asociados con la progresion de la enfermedad y la resistencia al Tx mientras que
otros pueden reflejar la inestabilidad genética inducida por la activacién continua de
BCR-ABL.

Fabarius., Leitner., et al (2011) mencionan que las aberraciones mas frecuentes
detectadas en la LMC fueron la trisomia 8, un segundo cromosoma Ph y el
isocromosoma 17, a los cuales se les denomina de ruta mayor. Algunos ACA como
t(3;12), t1(4;6), t(2;16) y t(1; 21) se denominaron ACA de ruta menor.

Cabe mencionar que los ACAs se clasifican en “Ruta mayor” y “Ruta menor” de

acuerdo a su frecuencia.

Crisan A., Coriu D., et al (2015) también mencionan que los ACA de la ruta mayor
son la trisomia 8 (34%), segundo cromosoma Ph (30%), el isocromosoma 17 (20%),
la trisomia 19 (13%), mientras que los ACA de la ruta menor son la monosomia 7
(5%), monosomia 17(5%), trisomia 21 (7%), perdida del cromosoma Y (8%).

Los pacientes con anomalias cromosOmicas adicionales muestran tasas de
respuesta citogenética mas bajas con imatinib. Ademas, se ha informado el peor
resultado para los ACA de ruta principal.

En un estudio realizado en la India por Ramachandran., Narayanan., et al (2019) se
observé que la aparicion de ACA se considera distintivo en la progresion de la
enfermedad y se asocia con la disminucién de la respuesta citogenética al Mesilato
de Imatinib. Los sujetos de estudio se dividieron en 4 grupos: los que estaban en
fase cronica, fase acelerada, crisis blastica y resistentes al imatinib. De los 443
pacientes con Ph+, 313 estaban en la fase cronica y 30 de ellos portaban ACA, las
mas frecuentes fueron: +der(22), hiperdiploidia moderada (2n=47-50), cromosomas
adicionales distintos a 9y 22 (+8, +21, +16), ademas se encontraron 5 alteraciones

raras, las cuales fueron una translocacién entre 3 cromosomas. De los 38 pacientes
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en fase acelerada, 13 presentaron ACA, las mas comunes fueron hiperdiploidias
moderadas, tetraploidia, trisomia 8, +der(22), y hubo 2 cariotipos nuevos. 51
pacientes estaban en fase blastica y 26 presentaron ACA, los mas comunes fueron
hiperdiploidia moderada y alta, poliploidia, trisomia (8,9,21),+der(22), perdida de Y,
hipodiploidia, y 3 reordenamientos raros. Y de los 66 pacientes resistentes al
imatinib, 11 mostraron ACA, los mas comunes fueron +der(22), 2 reordenamientos
raros. Cabe mencionar que en los 4 grupos de estudio se observaron en varios

pacientes +der(22).

Nuestros 2 pacientes con cariotipo complejo también presentaron esta alteracion,
ademas de que ambos tuvieron hiperdiploidia moderada, y uno de ellos tuvo un

cromosoma 8 adicional, mientras que el otro tuvo un 16 adicional.
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En la Figura 14 podemos observar el cariotipo del paciente 129/18 que presentd
ademas del cromosoma Ph+, la t(1;5)(q42;924), pérdida del cromosoma 18 y
ganancia del der(22) (doble cromosoma Ph+), ademas en otra metafase (ver Figura
15) se observo la adicion del cromosoma 16, i(17) (i=isocromosoma), pérdida del
cromosoma 21, por lo que comparandolo con el estudio de Ramachandran K.,
Narayanan., et al (2019), Fabarius., Leitner., et al (2011) y Crisan A., Coriu D., et al

(2015) , este paciente presenta ACA, lo cual le confiere prondstico desfavorable.
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Figura 14. Cariotipo de paciente con ACA.
46XY,t(1;5)(g42;924),1(9;22)(q34;q11.2),-18,+der(22)t(9;22)(q34;911.2).
Cariotipo de paciente con LGC (129/18). Mostrando perdida del
cromosoma 18, y translocacion entre cromosoma 1y 5, ademas el
cromosoma Ph. Cortesia de Laboratorio de biologia y genética
molecular del HIM.
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Figura 15. Cariotipo de paciente con ACA. 46,XY,t(9;22)(q34;q11.2),+16,i(17)(q10),-21.
Cariotipo de paciente con LGC (129/18), mostrando copia adicional de cromosoma 16,
perdida de cromosoma 21 y el cromosoma Ph.Cortesia de Laboratorio de biologia y
genética molecular del HIM.

Los puntos de rompimiento de la t(1;5)(g42;q24) no se han reportado en estudios
previos, por lo que se piensa que es un nuevo reodernamiento, sin embargo, en
otros estudios como el de Sarrantonio, Rotoli., et al (1999) menciona que la
leucemia eosinofilica crénica (CEL) es un trastorno hipereosinofilico caracterizado
por anomalias citogenéticas clonales, incluyendo trisomia del cromosoma 8, 10 o
15, monosomia de cromosoma 7, pérdida del cromosoma Y o traslocaciones, siendo
las mas frecuentes aquellas que involucran el brazo largo del cromosoma 5 con una
serie de otros cromosomas como 1, 2, 3,12, 14 y 16, aunque el punto de ruptura en
el cromosoma 5 siempre estuvo en la region q31-g33. Por otro lado, Wilkinson,
(2003) menciona que la eosinofilia es comuan en varios trastornos mieloproliferativos

(MPD), en particular en la LMC, y que una de las causas se asocia con la banda
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cromosomica 5g31-33 que se dirige al gen PDGFRB. En este estudio realizado, de
los MPD con eosinofilia, un subgrupo presento la t(1;5)(g23;933) y se observo que
esta translocacion es poco frecuente ademas de que se puede llegar a una remision

completa con imatinib.

Ademas de las alteraciones ya mencionadas, el paciente 129/18 también presento
i(17)(q10), Sheth, et al (2006) menciona que es la alteracibn mas frecuente
observada en la crisis blastica de la LMC, debido a que se elimina el brazo corto del
cromosoma 17, también se ha centrado la atencién en el gen TP53, ya que debido
a la mutacién y/o eliminaciébn se consideran importantes en el desarrollo de
neoplasias hematoldgicas. Por otro lado, Barbouti., Stankiewicz., et al (2004)
menciona que la frecuencia promedio de i(17q) como anormalidad cromosémica
Unica o adicional en carcinomas y neoplasias hematolégicas malignas es de
aproximadamente el 3%, y que en las neoplasias hematoldgicas se considera con
pronéstico adverso y que aqui se presenta en aproximadamente el 21% de los
casos ademas de la t(9;22)(g34;q11.2).

Wang., Chen., et al (2016) menciona que reordenamientos como i(17)(q10), y -7
pueden desencadenar e impulsar progresion de la enfermedad y la resistencia al
TX.
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El paciente 45/18 con el cariotipo mostrado en la Figura 16 que ademas de

presentar 2 copias adicionales del der(22) o Ph+, también presenta la pérdida del

cromosoma 18. Y en la Figura 17 podemos observar la trisomia del cromosoma 8,

como clona adicional.
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Figura 16. Cariotipo de paciente con ACA. 47,XY,t(9;22)(q34;q11.2),-

18,+der(22)t(9;22)(g34;911.2)x2. Cariotipo de paciente con LGC (45/18). Mostrando la

t(9;22), a copias adicionales del der(22), Perdida de cromosoma 18. Cortesia de

Laboratorio de biologia y genética molecular del HIM.
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Figura 17.Cariotipo parcial de paciente con LGC mostrando trisomia 8. Cariotipo parcial
de paciente (45/18) Cortesia de Laboratorio de biologia y genética molecular del HIM.

Wang., Chen., et al (2016) menciona que en un estudio pasado se mostré que la +8
se produjo en ~ 30% de los pacientes con LMC que desarrollaron ACA 'y, a menudo,
coexistié con otros ACA, al centrarse en pacientes con +8 aislada, es decir, sin otros
ACA, se encontro que los pacientes con la +8 tuvieron un mejor pronostico que los
que tenian otros tipos de ACA, pero con un pronéstico peor que el de los pacientes
que no presentaron ningun ACA. Pero en este estudio no se estratifico que tanto
afectaba la +8 al momento del Dx o si esta alteracion aparecia durante la terapia,
por lo que se realiz6 un estudio a 37 pacientes que presentaron la +8 como Unica
ACA, 6 de ellos tenian +8 al momento del Dx y 31 pacientes desarrollaron +8
durante la terapia. También se probé si el tamafio de los clonas +8, esta asociado
con diferentes respuestas de tratamiento y supervivencia, para esto se dividieron
los casos en 2 grupos, en el grupo A los pacientes tenian < 20% de células con +8,
y el Grupo B con 42% con +8. Y se observo que no hubo diferencias significativas
entre estos dos grupos en la respuesta al tratamiento, su conclusién fue que la
aparicion de +8 en pacientes con LMC puede ser Unicamente un evento secundario
gue refleja la inestabilidad genética general inducida por el BCR-ABL persistente, y
gue el peor prondstico asociado con la trisomia 8 se puede atribuir a la presencia
de otros ACA.

En un estudio realizado por Wang., Cortes., et al (2015) de 610 casos con ACA, 183
tuvieron trisomia 8, 41 de ellos solo presentaron esta alteracién (grupo A) y 142
presentaron otros ACA (grupo B). En el grupo A, la trisomia 8 surgié en la fase

cronica y se asocio a buena respuesta al Tx, mientras que en el grupo B surgioé en
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la fase acelerada ademéas de que tuvieron una respuesta mas baja al Tx. Cabe
mencionar que en ambos estudios solo se contemplaron a los pacientes con el

cromosoma Ph+, de no presentarlo, no se consideraba que tuvieran ACA.

Nuestro paciente (45/18) ademas de mostrar la trisomia 8 también presento
duplicacién der(22), asi como la pérdida del cromosoma 18, pero no se sabe si este
paciente era de novo o habia empezado el Tx con mesilato de imatinib, pero como
lo mencionan los autores, aun con la trisomia 8 se puede tener una buena respuesta
al Tx, aunque como presenta también 2 copias adicionales del der(22), puede no

tener una respuesta satisfactoria.
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FISH

A 8 pacientes se les realizo FISH interfasico con las sondas BCR/ABL (Vysis,USA,
doble fusion), 5 pacientes presentaron el punto de ruptura en la regibn mayor (M-
bcr) (ver Figura 18.B), mientras que en 3 pacientes lo presentaron en la region de
ruptura menor (m-bcr) (Ver Figura 18.C). Es importante recordar que la LMC y la
LLA se caracterizan por la t(9;22)(q34;911), pero en la LMC el punto de ruptura en
el gen BCR se encuentra la regién principal del grupo de puntos de ruptura (Mbcr)
correspondiente a la proteina p210, mientras que en la LLA positiva para BCR-ABL1

los puntos de ruptura se sitian en mbcr. (Balducci, E., Loosveld, M., et al 2017).

Azaad., et al (2018) menciona que el punto de ruptura mayor se observa en un 95%

de los pacientes con LMC.

Figura 18. FISH interfasico de paciente con LMC. (BCR/ABL). A. se observan 2 sefiales
rojas y 2 verdes, lo que indica que no hay ninguna translocacion. B. Se observan 2
sefales fusionadas y 2 sefiales normales; una roja y una verde (M-bcr). C.Se observa 1
sefal fusionada, 1 sefial roja y una sefial verde (m-bcr). ABL:sefal roja, BCR:sefal verde.
(Marca comercial Vysis LSI BCR/ABL Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe)
Cortesia de Laboratorio de biologia y genética molecular del HIM. (sefial fusionada

marcada con flecha)
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En el Cuadro 13 estan los 5 pacientes que muestran M-bcr en la mayoria de los

nucleos.

Cuadro 13. Alteraciones obtenidas en pacientes con LCG mediante FISH.

# caso

45/18

53/18
80/18

99/18

133/18

Alteraciones
nuc ish(ABL,BCR)x3(ABL con BCRx2)[70]/(ABLx2,BCRx3)(ABL
con BCRx1)[37]/(ABLx2,BCRx4)(ABL con BCR)x1[28]/(ABL,
BCR)x2(ABL con BCRx2)[2]/(ABLx3,BCRx4)(ABL con
BCRx1)[2]/(ABLx2, BCRx3)(ABL con BCRx2)[2]/(ABLx3,BCRx4)
(ABL con BCRx2)[2])/(ABL,BCR)x4(ABL con BCRx3)[1])/
(ABL,BCR)x2(ABL con BCRx1)[1]/(ABLx2,BCRx4)(ABL con
BCRx2)[1]/(ABLx1,BCRx4)[1]/(ABL,BCR)x3 [1]/(ABL,BCR)x2[49]

nuc ish(ABL,BCR)X3(ABL con BCRx2)[170]/

(ABLX2BCRXx3)(ABL con BCRx1)[30]

nuc ish(ABL,BCR)X3(ABL con BCRx2)[150]/(ABL,BCR) x2 [50]
nuc ish(ABL,BCR) x3 (ABL con BCRx2)[155] /(ABL,BCR)x4 (ABL
con BCRx3)[28)/(ABLx2, BCRx3)(ABL1 con BCRx1) [25]/
(ABL,BCR)x2 [20]

nuc ish(ABL,BCR)X3(ABL con BCRx2)[153] /(ABL,BCR)x2[47]

*La sonda utilizada BCR/ABL. (Marca comercial Vysis LS| Dual Color, Dual Fusion Translocation

Probe).

Los pacientes 80/18 y 133/18, solo muestran 2 clonas, la alterada con el

rompimiento M-bcr y la normal, mientras que el paciente 53/18 ademas de presentar

el rompimiento mayor, también presenta una clona donde pierde ABL, el paciente

99/18 presenta la clona con el rompimiento mayor, la clona normal, la clona donde

pierde un ABL y la clona donde gana un ABL y un BCR.
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El paciente 45/18 fue el que tuvo mayor numero de clonas (13 clonas diferentes), lo
cual lo hizo mas complicado el analizar, por lo que se realizé una tabla donde se
pueden observar las distintas clonas obtenidas. (ver Cuadro 14). La clona principal
es la alterada con M-bcr, pero también se observan perdidas o ganancias de ABL y
BCR.

Cuadro 14. Clonas obtenidas del paciente 45/18 mediante FISH.

Clonas de paciente 45/18
nuc ish (ABL,BCR)x3 (ABL con BCRx2)[70]
nuc ish (ABLx2,BCRx3) (ABL con BCRx1)[37]
nuc ish (ABL,BCR)x3 [1]
nuc ish (ABL,BCR)x2 [49]
nuc ish (ABLx2, BCRx4) (ABL con BCRx1)[28]
nuc ish (ABLx1,BCRx4) [1]
nuc ish (ABLx2,BCRx4) (ABL con BCRx2)[1]
nuc ish (ABL, BCR)x2 (ABL con BCRx2)[2]
nuc ish (ABL,BCR)x2 (ABL con BCRx1)[1]
nuc ish (ABLx3, BCRx4) (ABL con BCRx1)[2]
nuc ish (ABL,BCR)x4 (ABL con BCRx3)[1]
nuc ish (ABLx2, BCRx3) (ABL con BCRx2)[2]
nuc ish (ABLx3, BCRx4) (ABL con BCRx2)[2]

70



Figura 19. FISH interfasico de paciente con LMC. (BCR/ABL). A. Se observan 4 sefales
rojas y una sefial verde. B. Se observa 1 sefial roja, 2 sefiales verdes y una sefal
fusionada. C. Se observan 1 una sefial roja, 3 sefiales verdes y una sefial fusionada. D.
Se observa una sefial roja, 3 sefiales verdes y una sefial fusionada. E. Se observa una
sefal roja, 2 sefales verdes y una sefial fusionada. ABL:sefial roja, BCR:sefal verde.
(Marca comercial Vysis LSI BCR/ABL Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe)
Cortesia de Laboratorio de biologia y genética molecular del HIM. (sefal fusionada
marcada con flecha)
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Es importante complementar el analisis con otro tipo de técnicas como: PCR, FISH
y citogenética para dilucidar las alteraciones adicionales, debido a que, como ya se
menciono anteriormente, el cromosoma BCR tiene 3 puntos de ruptura, formando
proteinas de distinto peso que conllevan a distintos tipos de leucemia. Por lo que el
saber mediante el cariotipo que existe el cromosoma Ph+, no basta, se necesita

conocer el punto de ruptura, ya sea mediante FISH o PCR.

Ademas, en un estudio realizado por Balducci., Loosveld., et al (2017) se menciona
gue el 10% de los pacientes con LMC no muestran cromosoma Ph+ en el cariotipo,
pero el reordenamiento de BCR-ABL1 es positivo por FISH debido a una insercién
submicroscoépica de 9934 - ABL1 dentro de 2211 - BCR, lo que se conoce como

LMC negativa.

Farhat.,, Habbal., et al (2016) realizo un estudio a pacientes con la
t(9;22)(q34;911.2), utilizando distintos primers para los puntos de ruptura y encontro
que la transcripcion encontrada con mayor frecuencia fue b2a2, seguida de b3a2,
b3a3 y ela3. Esto porque es importante saber el transcrito BCR-ABL ya que se
puede asociar con el pronéstico de la enfermedad. En algunos estudios encontr
que la transcripcién de b3a2 asociada con un peor prondstico que la transcripciéon
de b2a2.
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Leucemia Mieloide Aguda
En la Leucemia Mieloide Aguda (LMA) existen diversas alteraciones citogenéticas,
unas de las mas comunes son la t(8;21)(922;922), la t(15;17)(g24;921) y la
inv(16)(p13.1922). En este trabajo 10 pacientes presentaron alguna de estas 3

alteraciones.

7 de estos pacientes fueron del género masculino mientras que los 3 restantes
fueron del género femenino, con un rango de edad entre 15-71 afios, con una edad

media de 27.11 y una desviacion estandar de 15.04

En el Cuadro 15 se observa que mediante las pruebas de citogenética molecular y

convencional, 2 pacientes tuvieron la t(8;21), 6 la t(15;17) y 2 la inv(16).

Cuadro 14. Alteraciones obtenidas en pacientes con LMA mediante, cariotipo,

FISHy PCR.
n Alteraciones Cariotipo  FISH PCR
1 inv(16)(p13.1g22) X X \
1 46,XX,inv(16)(p13.1922) [7]/ 46,XX [2] \ X \
1 t(8;21) X X \
1 46,XY,1(8;21)(q22;922) V X X
4 1(15;17) X X \
1 46,XY, t(15;17)(q24:q21)/46,XY V X \
1 nucish (PMLx3,RARAX3)(PML con RARA)[200] X Xl Xl

Pacientes con alteraciones recurrentes en LMA mediante pruebas citogenéticas convencional o molecular
(cariotipo, PCR, FISH). (¥ = prueba realizada, X = prueba no realizada) Nomenclatura basada en ISCN 2016.
n= namero de casos que presentan la alteracion.

Lo reportado por Arroyave., Rothlisberger., et al (2017), menciona que la LMA
citogenéticamente caracterizada por la t(8;21) (ver figura 20) y la inv(16) que
generan los genes de fusion RUNX1-RUNX1T1 y CBFB-MYH11. Se ha encontrado
que t(8;21) esta asociado con el subtipo M2 de LMA, mientras que CBFB-MYH11

se ha relacionado con el subtipo M4Eo de LMA.

Aunque Pulikkan y Castilla (2018) mencionan que en la mayoria de los casos la
inv(16) se clasifica como M4-Eo pero que en raras ocasiones también se clasifica
como MO, M1, M2 y M5 de LMA.
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Estas 2 alteraciones mencionadas representan del 15-20% de los casos de LMA de
novo en adultos, predominantemente en pacientes mas jovenes, aunque la revision
menciona que los que tienen la inv(16) son mayores que los que presentan la
t(8;21), por lo que nuestros datos concuerdan con la literatura debido a que los 2
pacientes que presentaron la inv(16) tienen 49 y 71 afios mientras que los que
presentaron la t(8;21) tienen 32 y 33 afios. También se menciona que los pacientes
que presentan la t(8;21) a menudo tienen un mayor recuento de glébulos blancos y
mayor porcentaje de blastos en MO, los resultados de la Biometria Hemética (BH)

no fueron valorables.

8%  .&-

8 21

Figura 20. Cariotipo parcial de t(8;21)(q22;q22). Cortesia de Laboratorio de biologia y
genética molecular del HIM.

Arroyave, Rothlisberger., et al (2017) mencionan que la translocacion equilibrada
entre el brazo largo del cromosoma 15, con un punto de ruptura en 15924, y el brazo
largo del cromosoma 17, con un punto de rotura en 17921, (ver Figura 21) que lleva
a la formacion del gen quimérico PML-RARa es el sello de la Leucemia
Promielocitica Aguda (APL) y que esta presente en aproximadamente el 98% de los
casos, lo que concuerda con nuestros resultados ya que 6 de nuestros 10 pacientes

tienen esta alteracion citogenética.

La proteina PML-RARa permite una proliferacion celular anormal y bloquea la
diferenciacion de los glébulos blancos en la etapa de promielocito. Como resultado,
el exceso de promielocitos se acumula en la médula 6sea y los glébulos blancos

normales no pueden formarse, lo que lleva a una APL.
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Figura 21. Cariotipo parcial de paciente con LMA mostrando t(15;17)(g24;q21). Cortesia
de Laboratorio de biologia y genética molecular del HIM.

Figura 22. FISH interfasico de paciente con LMA (PML/RARA). Se observan 2 sefiales
fusionadas, una sefial roja y una sefial verde. (Marca comercial Vysis LS| PML/RARA
Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe).

Cruise, (2017) menciona que el Dx de LMA requieren blastos iguales o superiores
al 20%. Por lo que se requieren tinciones inmunohistoquimicas, especialmente
cuando no se puede obtener un aspirado de médula 6ésea o se hemodiluye. Se
menciona que CD117 generalmente se limita a la AML mientras que CD34 puede

verse tanto en la AML como en la ALL, pero en general es una expresion mas
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limitada, ya que solo esta presente en aproximadamente el 50% de los casos de
AML, CD7 puede expresarse en aproximadamente 10 a 20% de la LMA y CD2 a

menudo se expresa en APL.

En el cuadro 16 podemos observar el inmunofenotipo de las 3 alteraciones

encontradas en la experimentacion.

Cuadro 15. Inmunofenotipo en alteraciones genéticas de LMA. Tomado y
modificado de Cruise M., 2017.

LMA con alteraciones genéticas Inmunofenotipo
recurrentes
LMA  con inv(16)(p13.1922),CBFB- a menudo poblacién de explosion mudltiple,
MYH11 CD34, CD117, CD2, CD13, CD33, CD15,
MPO, CD14, CD4, CD68
LMA con t(8;21)(g22;22);RUNX1- CD34, HLA-DR, MPO, CD13, CD33, CD15,
RUNX1T1 Tdt

APL con t(15;17)(g24;921);PML-RARA CD34, CD33, CD13, CD117, HLA-DR

Debido a que como ya se mencion6 antes, no todos los pacientes cuentan con los
datos requeridos como % de blastos, WBC o Inmunofenotipo, es importante saber
gue en la clasificacion de la OMS de neoplasias mieloides y leucemia aguda, se
reconoce una entidad especifica llamada "LMA con anomalias genéticas
recurrentes”, donde podemos encontrar la t(15;17), la t(8;21) y la inv(16), las cuales
son suficientes para el Dx de LMA independientemente del % de blastos en SP o
MO. (Arroyave, J., Rothlisberger., et al 2017)

De los 10 pacientes, solo uno contaba con inmunofenotipo, este tuvo la inv(16) y
expreso CD14, CD13, CD36, CD33 y CD117, que coincide con el inmunofenotipo

expresado para pacientes con inv(16) que se muestra en el cuadro 16.

Arroyave., Rothlisberger., et al (2017) menciona que los pacientes que presentan la
t(8;21), t(15;17), inv(16) y t(16;16) pertenecen a un grupo de riesgo favorable y que
pueden llegar a tener una tasa de remision del mas del 90% y una supervivencia

general del 60%.
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Sindromes mielodisplasicos

Los Sindromes mielodisplasicos (SMD) presentan alteraciones cromosomicas que
pueden aparecer en otro tipo de enfermedades hematoldgicas, pero varios autores
mencionan alteraciones comunes en los SMD, una de ellas es la delecion intersticial
del cromosoma 5 del brazo largo [del(5q)] que se encuentra en aproximadamente
el 15% de los casos, la delecién del cromosoma 7 en el brazo largo [del(7q)] o la
monosomia del cromosoma 7 (-7) que se encuentran en el 10% de los casos, asi
como la trisomia del cromosoma 8. Nybakken y Bagg (2014), mencionan que hay
otras alteraciones como la delecién del cromosoma 13 del brazo largo [del(13q)],
monosomia del cromosoma 13 (-13), delecion del cromosoma 17 del brazo corto
[del(17p)], monosomia del cromosoma 17 (-17), isocromosoma 17 [i(17q)], delecién
del cromosoma 11 del brazo largo [del(11q)], delecién del cromosoma 12 del brazo
corto [del(12p)] y que para considerarlo como SMD se necesita tener menos del 1%
de blastos en sangre periférica y menos del 5% en MO. Es por esta razén que,
debido a que nuestros pacientes no presentaron otra alteraciéon indicativa de LLA,
LMA o LGC y tuvieron poco porcentaje o nada de blastos, los agrupamos dentro de
la categoria de SMD.

De los 10 pacientes a los que se les realizo el cariotipo, 2 tienen una delecion en el
cromosoma 3, 4 de ellos presentaron una delecién en el cromosoma 7, y 2 la perdida
completa de este cromosoma, ademas de que uno tuvo un marcador, asi como la
pérdida del Y, y un paciente tuvo deleciéon en el cromosoma 11 (ver cuadro 17) lo
cual se asocia con el SMD.

Cuadro 16. Alteraciones obtenidas mediante cariotipo en pacientes con MDS
mediante cariotipo.

n Alteraciones Cariotipo
1 46,XY,del(3)(q25) [5]/46,XY \
1 45,X,del(3)(q24) [2]/45,XX,-22[3]/46.XX \
4 46,XX, del(7)(q31g36) \
2 45XX,-7 V
1 45,X[9])/46,X,+mar [7]/46,XY[4] \
1 46,XX,del(11)(q13;g23) V

(V = prueba realizada) Nomenclatura basada en ISCN 2016. n=n(imero de casos que presentaron la alteracion.
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8 de estos pacientes eran de sexo femenino, mientras que solo 2 eran del género
masculino, lo cual no concuerda con la literatura ya que, en todos los estudios
revisados, los autores mencionaban que predominaban los hombres en relacion 2:1.
Carnot U., en su manual de practicas médicas de SMD indica que esto se puede
deber a que como esta enfermedad ocurre frecuentemente en ancianos, la
prolongacion de vida es mas alta en los hombres que en las mujeres. La edad de
nuestros pacientes esta en el rango de 16 a 80 afios de edad, con una media de
57.2 y una desviacion estandar de 17.5, cabe mencionar que solo 1 paciente tenia
16 afios mientras que los otros tenian entre 46 y 80 afios. Nybakken y Bagg (2014)
dicen que el 85% de los casos se diagnostica después de los 60 afios y que la edad
promedio al momento del Dx es de 76 afios, pero que también se reconocen como

causas de insuficiencia de la médula 6sea en el entorno pediatrico.

Shahjahani., Hadad., et al (2019) menciona que el 30% de MDS de novo estan
asociados con cariotipos complejos en el Dx inicial. Estudios revelaron que las
alteraciones cromosomicas mas frecuentes ademéas de las ya mencionadas por
Nybakken y Bagg (2014) en el Sindrome mielodisplasico secundario o por
tratamiento (t-SMD) son derivativo del cromosoma 21 del brazo largo [der(21q)],
derivativo del cromosoma 12 del brazo largo [der(12q)], translocacién entre el
cromosoma 1y 7 [t(1;7)], derivativo del cromosoma 17 del brazo largo [der(17q)],
derivativo del cromosoma 3 del brazo largo [der(3q)] y monosomia del cromosoma
18 (-18), también menciona que cada anomalia cromosémica en SMD esta asociada
con un pronostico diferente; por ejemplo, del (5q) y del(7q) se considera de
prondstico favorable. También se observé que a mayor nimero de alteraciones
independientes en pacientes con SMD tienen peor pronéstico. Esta informacion
gueda corroborada con el cuadro N°18 de Nybakken y Bagg (2014), donde podemos
observar el prondstico de las alteraciones ya mencionadas y la frecuencia con la

que ocurren.
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Cuadro 17. Prondstico de alteraciones citogenéticas en MDS de novo. Tomada y
modificada de Nybakken G., y Bagg A., 2014.

Prondstico Alteracién citogenética Frecuencia Supervivencia media
(%) (afios)
Muy bueno  -Y, del(11q) 4 54
Bueno Normal, del(5q),del(12q), del(7q) 72 4.8
intermedio  +8, +19, i(17q) 13 2.8
Malo -7, inv(3) o t(3g), complex (3 4 15
alteraciones)
Muy malo Complex (>3 alteraciones) 7 0.7

2 pacientes tuvieron del(3q), uno presento el rompimiento en la banda 24 y el otro
en la 25 (ver Figura 23), ningun autor se enfoco en las deleciones del cromosoma 3
en SMD, pero en un estudio publicado por Lawce, Olson., el at (2017) menciona
gue 1 muestra mostro la del(3)(q13g25), mientras que otra mostro la del(3)(q22q25),
este estudio se enfocaba en la inv(3) y la t(3;3)(q13;9g25) asociado con la expresiéon
del regulador de células madre (MECOM o EVI1).

El gen MECOM se encuentra en el brazo largo del cromosoma 3, en la posicion
26.2, y la proteina codificada es un regulador transcripcional y una oncoproteina
gque puede estar involucrada en la hematopoyesis, apoptosis, desarrollo,

diferenciacion y proliferacion celular (NCBI, 2019).

Bellomo, Parlier., et al (1992) vieron que se han notificado defectos de 3q en las
bandas 21 y q26 en mas de 70 casos de leucemia no linfocitica aguda (ANLL),

SMD y trastorno mieloproliferativo (MPD) en crisis de blastos.

. BN

3 3

Figura 23. Cariotipo parcial mostrando del(3)(q24). Cortesia de Laboratorio de biologia y
genética molecular del HIM.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jotterand%20Bellomo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1581880

2 de nuestros pacientes tienen ademas la pérdida de cromosomas sexuales,
Shahrabi, Khodadi., et al (2017) mencionan que la pérdida de los cromosomas
sexuales (SCL) se aplica a la pérdida del cromosoma X (LOX) en mujeres o pérdida
del cromosoma Y (LOY) en hombres, y que ocurre generalmente en personas
mayores. La asociaciéon de SCL se trata como ACA y se ha observado en LMA,
LMC, LLA, LLC y MDS. Cabe mencionar que uno de nuestros pacientes es hombre
y la otra mujer, en este estudio mencionan que LOY es comun en SMD, mientras
que LOX es raro, pero que pueden indicar la pérdida de genes especificos que
pueden contribuir a la patogénesis y que el papel de estos genes regulan el ciclo

celular.

Como ya se menciong, la pérdida completa del cromosoma 7 o la del(7q) (ver Figura
24) es una de las alteraciones citogenéticas mas frecuentes en neoplasias
mieloides, y se pueden presentar simples o complejas. Pezeshki, Podder., et al
(2017) menciona que la monosomia aislada puede reflejar su propio proceso de la
enfermedad en pacientes adultos con SMD, ya que la pérdida de heterocigosidad
para un gen supresor de tumores aumenta la posibilidad de inactivacién del alelo
restante y disminuye la funcion protectora contra el cancer, el autor mencioné otros
ejemplos que actdan asi y por eso cree que la monosomia del cromosoma 7 actla
con un mecanismo similar, ademas de que vio que existe evidencia que muestra
que la haploinsuficiencia de un gen supresor de tumores puede acelerar la
tumorigénesis, otra teoria que propone es la de la regulacién de longitud de los
telomeros, ya que al alcanzar el limite de desgaste del telomero, puede ocurrir
senescencia 0 apoptosis, menciona que se ha demostrado que el desgaste de los
telobmeros junto con la mutaciébn soméatica precede a la monosomia 7 y la
acumulacion de telémeros cortos da lugar a aneuploidia, lo que puede conducir a la
progresion de MDS / AML. Por otro lado, Mourad, Farahat., et al (2018), menciona
que la pérdida recurrente del material del cromosoma 7 sugiere la existencia de uno
0 mas genes supresores de tumores (TSG) en esa region, y que las pérdidas
funcionales de tales genes contribuyen al inicio y/o progresion de la enfermedad,
menciona que se han intentado aislar regiones involucradas en -7 y del(7q) para

identificar TSG pero que como el tamafio de estas regiones eliminadas es muy
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grande y el numero de genes en estos segmentos faltantes hacen que la

enfermedad no se entienda completamente.

Los pacientes que presentan delecion en el cromosoma 7 tienen los puntos de
ruptura en g31q36, Mourad, Farahat., et al (2018), dice que las eliminaciones de 7q

son de longitud variable y que ocurren cominmente entre 7922 y 7936.

Existe un gen localizado en la region 36.1 del brazo largo del cromosoma 7, llamado
EZH2, los cambios relacionados con este gen probablemente impiden el control
normal de la division celular, lo que permite que las células crezcan y se dividan
demasiado r4pido o de manera incontrolada y conduzcan al desarrollo del cancer
(NCBI, 2019).

Cabrero, Wei., et al (2016) menciona que la localizacion de este gen sugiere
fuertemente que la haploinsuficiencia es el mecanismo subyacente de este
fenémeno. De hecho, la haploinsuficiencia de multiples genes se ha identificado
recientemente como contribuyentes a la patogénesis de la MDS y que se cree que

las mutaciones de EZH2 estan relacionadas con un mal prondstico.

§h. | €3
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Figura 24. Cariotipo parcial mostrando del(7)(g31g36). Cortesia de Laboratorio de
biologia y genética molecular del HIM.

Algunas alteraciones citogenéticas en los SMD ocurren con una frecuencia de
menos del 2%, estas incluyen deleciones en el brazo largo del cromosoma 11, las
cuales se observan con una frecuencia del 0.6 al 1.1%, de todos los pacientes
analizados, solo uno mostro esta alteracion (Figura 25). Stengel, Kern., et al (2017)
menciona que pacientes con SMD y del(11g) como Unica anomalia muestran un

pronéstico muy bueno.
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El punto de rompimiento de este paciente fue en q13923, Dambruso, Boni., et al
(2017) menciona que la extension de la eliminacién de 11q es bastante variable, y
qgue en la RT-PCR pueden revelarse amplificaciones de la banda 11923-24 que
involucran otros genes potencialmente oncogénicos en lugar del gen KMT2A, este
gen se encuentra en ¢23.3 del cromosoma 11 y codifica un coactivador
transcripcional que desempefa un papel esencial en la regulacion de la expresion

génica durante el desarrollo temprano y la hematopoyesis.

Y

Figura 25. Cariotipo parcial mostrando del(11)(q13g23). Cortesia de Laboratorio de
biologia y genética molecular del HIM.
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Leucemia Linfoide Aguda

La Leucemia Linfoide Aguda (LLA) puede ser de células precursoras B (pre-B) o
células precursoras T (pre-T), los 8 sujetos de estudio que se categorizaron en LLA
fueron pre-B. Los subgrupos citogenéticos de esta enfermedad son de importancia
pronostica. Shago, (2016) menciona que la hiperdiploidia y la translocacion entre la
region 13 del brazo corto del cromosoma 12 con la region q22 del brazo largo del
cromosoma 21, [t(12;21)(p13;q22)] tienen un prondstico favorable, mientras que la
hipodiploidia, la t(9;22) y los reordenamientos del gen KMT2A(MLL) y iAMP21 tienen

un prondstico adverso.

La LLA afecta tanto a nifios como a adultos, de los 8 pacientes, la mitad eran del
género femenino y la otra mitad eran del género masculino, el rango de edad estaba
entre los 5y 73 afios con una media de 30.12 y una desviacion estandar de 25.79.
Cao, Yu., et al (2018) menciona que hay una prevalencia maxima entre los 2 a 5

afos de edad y nuevamente después de los 50 afos.

En el cuadro 19 observamos que de los 8 pacientes con LLA, 1 paciente presento
la t(12;21)(p12;922), 1 paciente la t(1;15)(q10;925), 3 pacientes presentaron la
t(1;19)(q23;p13) y 3 pacientes presentaron el cromosoma Ph+.
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Cuadro 18. Alteraciones obtenidas en pacientes con LLA mediante, cariotipo,

FISHy PCR.

n Alteraciones Cariotipo FISH PC
1 t(12;21)(p12;922) X X \
1 47,XX,1(1;15)(q10;925),+der(15),t(1;15)(q10;925)[2]/

91/18 46,XX[18] < X X
1 t(1;19)(g23;p13) X X \
1

198/18 46,XX,1(1;19)(q23;p13)[11]/46,XX[15] \ X \
1

93/18  46,XX,+der(19)t(1;19)(q23;p13)/46,XX \ X X
1 nuc ish(ABL,BCR)x2(ABL con BCRx1)[6]/ (ABLx2,

134/18 BCRX2)[194] /(ABLX3,BCRx2) [30] X \ X
1 nuc ish(ABLx3,BCRX2)(ABL con BCRx1)[2]/

214/18 (ABLx2,BCRX2)(ABL con BCRx1)[12]/ X \ X

(ABL,BCR)X2[186]
1 nuc ish(ABL,BCR) X2 (ABL con BCRx1)[110]/
222/18 (ABL1X3,BCR X2)(ABL con BCRx1)[13]/ (ABL, X \ X
BCR)x 2 [77]

Pacientes con alteraciones recurrentes en LLA mediante pruebas citogenéticas convencional o molecular
(cariotipo, PCR, FISH). (¥ = prueba realizada, X = prueba no realizada) Nomenclatura basada en ISCN 2016.
n= nimero de casos que presentaron la alteracion.

En la LLA existen algunas alteraciones citogenéticas que no se pueden ver a través
de la citogenética convencional, estas alteraciones reciben el nombre de
reordenamientos cripticos y son muy pequefios, para ello, el diagndstico se realiza
por medio de la citogenética molecular, ya sea PCR, FISH, o Microarray. Un ejemplo
de este tipo de alteraciones es la t(12;21)(p12;922) que involucra a los genes ETV6
(TEL) y RUNX1 (AML1), Wang, Tang., et al (2015) menciona que el patron de
ruptura principal implica la ruptura dentro del intrén 5 de ETV6 y el intron 1 de
RUNX1 o los patrones de ruptura menor se encuentran en aproximadamente el 10%
de ETV6-RUNX1 y se rompe dentro del intrén 5 de ETV6 y el intron 2 0 3 de RUNX1.
Cao Yu., et al (2018) menciona que ETV6 es un importante regulador en el
desarrollo de células hematopoyéticas y el gen RUNX1 desempefia un papel
importante en la hematopoyesis embrionaria definitiva, por lo tanto, la presencia de
la proteina de fusién ETV6-RUNXL1 en los progenitores de células B parece ser un
sello distintivo de los linfoblastos leucémicos, y conduce a un desorden temprano

en el desarrollo de linfocitos del linaje B, ademas en su estudio realizado la
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frecuencia de esta fusion fue mayor en nifios que en adultos. Nuestro Unico paciente
con esta translocacion tenia 5 afos, lo cual concuerda con Cao, Yu, et al (2018) y
con Shago, (2016) ya que mencionan que es la translocacion mas comun en la LLA
pre-B pediatrica. La t(12;21)(p12;922) de nuestro paciente fue detectada mediante
PCR, pero es importante que también se le hagan otro tipo de estudios citogenéticos
ya que Kjeldsen., (2016) menciona que a pesar de que esta translocacion tiene un
pronéstico favorable, si se tienen alteraciones secundarias, como copia adicional de
der(21)t(12;21) o ganancia de uno o 2 alelos de RUNX1, o eliminacion del segundo
alelo de ETV6, se tiene un pronostico adverso.

La t(1;15)(910;g25) fue detectada en un paciente mediante cariotipo, ademas
podemos observar un der(15),t(1;15)(q10;925), (ver Figura N°26), en la literatura no
encontramos casos reportados con estos puntos de rompimiento, sin embargo
algunos autores encontraron esta translocacién con otros puntos de rompimiento.
Park., et al (2007) menciona las translocaciones de brazos completos (WAT) no son
comunes en tumores malignos hematolégicos, una de estas WAT es la
translocacion desequilibrada de los brazos largos entre los cromosomas 1y 15y
gue dan como resultado una trisomia 1g completa, en este estudio se observaron 2
casos en LLA, pero también se han reportado en LMA, MDS y anemia aplasica. En
un estudio reportado por Misuk, Mina., et al (2016) se mencion6 sobre los ACA en
la LMC, donde un paciente en fase blastica mostro la t(1;15)(q32;p13), pero también
el cromosoma Ph+, debido a que la t(1;15) se informd previamente como posible
alteracion constitucional, el autor pens6 que quiza podria considerarse primero,
pero para descartar que fuera una alteracion constitucional, se le administré al
paciente durante 3 meses inhibidores de tirosina quinasa, desapareciendo el Ph+y
la t(1;15), el autor menciona otros ejemplos observados en la literatura de casos
donde se obtuvo la t(1;15), todos con puntos de ruptura distintos, ya sea en el brazo
corto o largo de ambos cromosomas, pero ninguno de ellos concuerda con los
puntos de ruptura obtenidos en este trabajo, ademas de que todos tienen la
t(9;22)(q34;911), asi como otro tipo de ACAs. Por ultimo, en el articulo publicado
por Kjeldsen., (2016) se encontré que, en un paciente positivo para la t(12;21), al

momento de hacer el cariotipo se encontré del(1)(p22p13) y del(15)(g1l5) y en un
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andlisis de aCGH basado en oligo se revelaron reordenamientos que involucran a
los cromosomas 1 y 15 describiéndose como
der(1),del(1)(p13.1p31.1)t(1;15)(g42;915), este autor busco en las bases de datos
como Mitelman y PubMed méas casos parecidos pero no encontré alteraciones
similares en la t(12;21), sin embargo pudo encontrar 1 caso con la t(1;15)(q42;915).
Como ya mencionamos antes, no se encontraron los mismos puntos de ruptura que
tuvo nuestro paciente con los de la literatura, descartamos que sea LMC porque

ninguna metafase presenté el cromosoma Ph+.
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Figura 26. Cariotipo parcial mostrando +der(15)t(1;15)(q10;g25). Cortesia de Laboratorio
de biologia y genética molecular del HIM.

La t(1;19)(g23;p13) [ver Figura N°27] da como resultado la fusién del gen PBX1 en
1923 con el gen EA2 en 19p13.3. El gen PBX1 codifica una proteina nuclear que
pertenece a la familia homeobox de PBX de factores transcripcionales, el gen EA2
(TCF3) codifica un miembro de la familia de proteinas E (clase 1) de factores de
transcripcion hélice-bucle-hélice. Las proteinas E desempefian un papel critico en
la linfopoyesis y la proteina codificada es necesaria para el desarrollo de linfocitos
By T. La eliminacion de este gen o la actividad disminuida de la proteina codificada

puede jugar un papel en las neoplasias malignas linfoides (NCBI,2019).

Shabsovich, Tirado., et al (2015) menciona que se observa en poblaciones adultas
y pediatricas con una frecuencia general del 6%, 2 de nuestros pacientes eran
adultos, mientras que 1 era nifio. Shago (2016) menciona que, en aproximadamente

un tercio de los pacientes, la translocacion aparece en forma equilibrada, mientras
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que 2 tercios de los pacientes tienen la forma desequilibrada con el cromosoma
derivado 19 y dos cromosomas normales 1. En nuestro trabajo 3 pacientes
presentaron esta translocacion, el resultado de uno de ellos fue solo por PCR, por
lo que no sabemos si presenta la translocacion equilibrada o desequilibrada, los
otros 2 pacientes si tienen cariotipo, donde podemos observar que uno de ellos
presenta la equilibrada y el otro la desequilibrada, también menciona que esta
translocacion puede estar acompafiada por del(6q), del(9p), i(9q) y del(13q), pero
ninguno de nuestros pacientes present6 otra alteracion adicional, y que algunos
casos, ademas de presentar la t(1;19/(q23;p13) / der(19)t(1;19)(g23;p13) también
presentan hiperdiploidia, pero que estos casos deberan evaluarse mediante
métodos moleculares para determinar la presencia del reordenamiento del gen EA2-
PBX1 ya que Shabsovich, Tirado., et al (2015) menciona que la t(1;19)(q23;p13) /
der(19)t(1;19)(g23;p13) generalmente se encuentra como alteracion Unica y que
generalmente se asocia con un prondstico intermedio, sin embargo, cuando esta
translocacion se presenta con cariotipo hiperdiploide se asocia a un mal prondstico,
en otros articulos publicados observo que el 95% con la translocacion ya sea
equilibrada o desequilibrada con cromosomas <50 expresaban la transcripcion de
la fusion EA2-PBX1, mientras que solo el 25% de los casos con >50 cromosomas
lo presentaron, por lo que las variantes positivas y negativas de TCF3-PBX1 de
t(1;19) / LLA hiperdiploide B representan subtipos distintos de la enfermedad, es por
esta razén que es de gran importancia utilizar FISH y PCR para una correcta

clasificacion citogenética y molecular de la enfermedad.
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Figura 27.Cariotipo parcial de t(1;19)(g23;p12). Cortesia de Laboratorio de biologia y
genética molecular del HIM.
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Como ya mencionamos en el apartado de LGC, la t(9;22)(q34;911.2) involucra a los
genes BCR y ABR formando un gen quimérico BCR-ABL, el gen BCR tiene 3 puntos
de rompimiento, el M-BCR que se presenta en la LGC, el uy-bcr en la LMC
neutrofilica y el m-bcr que se presenta en la LLA. Los 3 pacientes que presentaron
esta translocacion tenian 5, 23 y 56 afios, Shago., (2016) menciona que
aproximadamente el 3% de pacientes pediatricos con B-ALL presentan esta
translocacion y que es un indicador de prondéstico adverso en la LLA, mientras que
Chang., et al (2017) que menciona que el cromosoma Ph+ se observa en el 50% de
pacientes con LLA entre los 40 y 50 aflos. Cabe mencionar que los resultados
obtenidos en estos 3 pacientes fueron obtenidos mediante FISH (ver Figura N°28),
lo cual debié corroborarse con el cariotipo ya que Shago., (2016) menciona que hay
alteraciones secundarias en aproximadamente 2 tercios de los pacientes con la
1(9;22)(q34;911.2) las cuales tienen un impacto negativo en el resultado, estas
alteraciones incluyen la ganancia de una copia adicional del cromosoma 22, perdida
del cromosoma 7, del(7p), del(9p), trisomia 8 e hiperdiploidia y Chang., et al (2017)
menciona que los ACA se observan con frecuencia en pacientes con LLA con Ph+,
en estudios revisados por €él, la frecuencia de ACA en adultos fue de 42-71%, y
observo que en algunos estudios los pacientes que tenian ACAs, no mostraron peor
pronéstico en comparacion con los que solo tenian la t(9;22)(q34;911.2) pero en
otros estudios si hubo peor prondstico, por lo que realizé un estudio a 122 pacientes
diagnosticados con Ph+ para LLA, la edad media fue de 49.5 afos y los ACA
estuvieron presentes en el 73% de los pacientes, los ACA encontrados fueron
hipodiploidia, hiperdiploidia, Ph extra, pérdida del cromosoma 9 o delecién de su
brazo corto (-9/[del(9p)], pérdida del cromosoma 7 o delecién de su brazo corto (-
7/[del(7p)], trisomia 8 o ganancia de X.

88



Figura 28. FISH interfasico de paciente con LLA.(BCR/ABL). Se observan 1 sefial verde,
1 sefial roja y una fusionada lo cual indica el punto de rompimiento menor (m-bcr).
(ABL:sefal roja, BCR:sefial verde). Marca comercial Vysis LS| BCR/ABL Dual Color, dual
fusién translocation) Cortesia de Laboratorio de biologia y genética molecular del HIM.
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VII. Conclusiones
Se logré con éxito la estandarizacion mediante la combinacién de técnicas
observadas en la literatura, debido a que algunas veces era dificil obtener el
cariotipo ya sea porque la cantidad de la muestra era muy pequefia, estaba muy
diluida o no habia buen crecimiento celular, se le realizaba FISH o PCR, ademas de
que en ocasiones se realizaban adicionalmente estas técnicas de citogenética

molecular a las muestras con el fin de corroborar resultados.

Se logro identificar las alteraciones cromosomicas de los pacientes mediante las
técnicas de citogenética clasica y molecular, las cuales reportamos basandonos en
la nomenclatura ISCN (2016).

Se logré correlacionar los resultados de nuestras técnicas empleadas, ya que estas
se complementaban unas con otras, y también se correlacionaron los resultados
con los datos hematoldgicos obtenidos de algunos pacientes, como WBC, % de
blastos en SP y MO y el inmunofenotipo, pero al momento de analizar los datos y
revisar la literatura se observo que también es de gran importancia contar con el

namero de plaquetas.

En este trabajo podemos concluir que el analisis citogenético tanto convencional
como molecular (combinado) es de gran importancia para la deteccién de
alteraciones citogenéticas, pero es de gran ayuda contar con otros andlisis clinicos
para direccionar la busqueda de dichas alteraciones y asi obtener un correcto

diagndstico para que se le pueda ofrecer al paciente un tratamiento dirigido.
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IX. Anexos

Preparaciéon de Soluciones
*Medio de transporte

500mL medio RPMI + 60mL suero fetal bovino + 6mL (penicilina, estreptomicina
10000 U/mL) + 6mL L-glutamina + 6mL MEM Non-Essential Amino Acids Solution +
2mL heparina (1000UI/ml).

*Siembra

Medio RPMI: 1 sobre de medio RPMI + 1000mL de agua destilada + 2g bicarbonato
+ 100mL de suero bovino fetal (10%) + 13mL Antibiético (penicilina, estreptomicina
10000 U/mL).

*Cosecha

*Colchicina:

1.- Stock: 0.01g colchicina en 10mL de agua destilada
2.- 1ImL de Stock en 99mL de agua destilada
*Solucion hipotonica:

1.- 4g de Cloruro de potasio en 1L de agua estilada
2.- 4g de Citrato de sodio en 1L de agua destilada

*Solucién Carnoy: Metanol- Acido acético (3:1)

*Bandeo
*Buffer A: 45.369g de Fosfato de potasio en 1L de agua destilada
*Buffer B: 59.32¢g de Fosfato de sodio en 1L de agua destilada

*Buffer de Wright: 1.28g de Fosfato de sodio + 3.31g de Fosfato de potasio + 500mL
de agua destilada

*Buffer Gurr; 1 tableta en 1L de agua destilada.
*Solucion salina: 99 de cloruro de sodio en 1L de agua destilada

*Tripsina: 2g Tripsina en 40mL de agua destilada. Formar alicuotas de 2mL en tubos
eppendorf.
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