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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El céncer es una forma de crecimjento celular maligno e
incontrolable que ocurre a través de generaciones continuas de
células, es por ello que se requiere del conocimiento de 1los
principios citolégicos Qque rigen 1a divisién celular. Las
investigaciones sobra 1la naturaleza genética de las células
neoplasicas permitieron determinar cusles eran las anormalidades
cromosdémicas y los cazbios celulares que causaban la transicion
de proliferacién normal a maligna. Actualmente ha quedado bien
establecido que los fenotipos conplejos observados en céncer son
el resultado de una multitud de cambios genéticos. KEstos oe
originan por accion de diversos agentes carcinogénicos sobre
sitios en el genoma que son potencialmente susceptibles a ellos.
La aparicién de alteraciones cromosoémicas esta condicionada por
la acclén de estos sgentes mobre las células cancerosas, lo que
ha dado 1la pauts para splicar teécnicas citogenéticas en el
astudio del céncer. Con esta metodologia se describié la primera
anorsalidad cromosémica consistente en céncer humano: el
cromosoma Filadelfia {Ph'} en pacientes con Leucesia
granulocitics Crénics.

Posteriormente, con el advenimiento y ls aplicacién sistemética
de técnices de bandeo, en la dltima década se han descrito
alteraciones cromosémicas en la mayoria de las neor'asias
humanas. El estudioc de las leucemias agudas con esta metodologia
ha sido particularsente fértil, va que se ha demostrado que 1la
mayoria presentan rearreglos cromosdmicos espacificos. Tal es el
cano de la t{8;14) en LAL-L3; las t(1;19), t(4;11) y t (9;22) en
LAL-L1 o L2; le t(15;17) en LAM-M3; la inv(16) en LAM-M4L y la
t{(8;21) en LAM-M2 principalmente. Estos rearreglos tienen
importancis diagnostica y prondstica; ademss, provean de claves
significativas en cusnto a la asociacion de sitios eupecificos
del genoma con el mecanismo de la leucemogénesis en particular o
de la carcinogénesis en general. Con esto, el panorama de las
leucemfias agudes se ha smpliado y en ls actualidad su e=xtudioc
debe inclufr aspectos sorfolégicos, inpunclégicos v
citogenéticos.



En = este trabajo se hace una revizitn de los paranetros
citogenéticos mAs importantes relacionados con las leucemias
agudas. Asi sismo, se valora la utilidad de estos estudios en el
diagnoéstico y evolucién de estos padecimientos.

Se presentan los resultados del anAlisis cromostémico que se
realizd a 24 paclentes con leucemia aguds linfoblastica o
mieloblastica en el Servicio de Genética del Hospital General de
HWéxico SSa y se discute su 1importancia en relacion a 1la
confirmacién del disgnéstico y por lo tanto a la eleccién del
tratamiento mas adecuado, lo que repercute directamente en la
sobravida del paciente. Ks proposito de esta tesis contribuir al
establecimiento de una wmejor caracterizacion de las leucemias en
nuestra poblacién, ya que constituyen un problema importante de
morbi-mortalidad.



CAPITULO 2.
CLASIFICACION DX LRUCKMIAS AGUDAS

El céAncer es una forma de crecimiento celular naligno e
incontrolable. Existen tres tipos: carcinomas, sarcomas Y
leucesmias, que se clasifican principalmente por el organo en que
se han originado y por la clame de ceélulas interesadas (1), La
leucenis aguda es una enfermedad maligna v progresiva de los
tejidos hematopoyéticos que se caracteriza por la presencia de
leucocitos 1linfoides y nieloides, inmaduros y anormales en 1la
sangre y en la médula ésea (2,3),

Probablexmente el primero en establecer una clasificacién para las
leucenian fue Virchow en 1957; quién se basd en la distribucion
patoldgica, distinguiendo la forma esplénica de la foraa
linfAatica {ganglionar} {4). En los afics siguientes, se
propusieron numerosos sistemas de clasificacién que relacionan el
tipo wmorfolégico aespecifico con los hallaggos clinicos bajo
wétodos reproducibles y nomenclatura coman. No fue aino hasta
1976 cuando 1la clasificacion Franco-Asericana-BritAnica (FAB),
fué introducida como sistema estandarizado de clasificacién
norfolégica y citoquimica de leucemias (4,5,6).

Segun el curso clinico de la enfermedad se distinguieron dos
srupos principales de leucemias: agpudas y cronicas. Por
diferencias nmorfolégicas dentro de las agudas se distinguen dos
grandes grupos las linfoblésticas y lam mieloblasticas (7). En la
tabla 1 se  enumeran las caracteristicas morfologicas,
citoquimicas e inmunclogicas de las leucemias agudas.

2.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA (LLA).

La leucemia linfobléstica aguda (LLA) es un padeciniento que
tiene una proliferacion celular anoramal asociada al tejido
linfoide (ganglios linfaticos, bazo, higado y méduls 6sea)(9). Se
caracteriza por presentsr cantidades anormales de aelementos
linfoides {linfocitos T, B, células plasmaticas v sus
precursores), principalmente en 1la sangre y en cédula oOsea
{(9,10). Figura 1.



TABLA I. METODOS PARA CARACTERIZAR CELULAS BLASTICAS UTILES EN
LA CLASIFICACION DE LEUCEMIAS AGUDAS (2,4,6.8,

Morfologia

Citoquimica

mica
Uitraon tructurnl

!n-unologu
nrc; ores
supertficie)

Biloquimica
Marcadores

moleculares

Citogénetica

Relacién nucleo/citoplasma, nucléolos,
nucleos, contorno de ia membrana nuclear
y celular, tnlno de las células, cuerpos
de Auer, etc

Peroxidasa sudan _negrg, _tincion de
esterasas (NASDA y ASD), fcshnu Aclda.
cido per-lédlco de  Schiff S),
sozina, tincion on e asa
cloronaftol acetato (ASD‘_ tincmn con
elte.rua naftil acetato,(FAB).

Peroxidasas y fosfatasa &cida.

Rosetas-E, insunoglobulinas da mambrana,

de suerog anti-~ eucclia foblastica
{CALLA) aguda e cé { nulas,
receptore de c, an icuerpos
monoclonales.

Enzimas lisosomales, an:i-n- implicadas

ne de tidos Td
(gesoxtnucleoc dicl) tranlgernn torlxn-

Rearreglos ~ genéticos en el locus de
inmunoglobulinas en el locum
roceptgr de celulaly

Aberraciones cromosdmicas.




Pigure 1. Diferentes estadios de la diferenciacidn de loa linfocitos de
1a linea-B, Je indican laa neogplasias que corresponden a ceda
nivel de muduracién (10},
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ig ?
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Macroglfbulineafs
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2.1.1 Clasificacion del FAB.

Rl grugo del FAB propuso un sistema de clasificacién morfologica
de blastos de estirpe linfoide basados en los siguientes
paremetros: a) relacién nucleo/citoplasns, b) presencis,
dimensiones y frecuencia de nucleolos; <¢) regularidad del
contorno de la membrana nuclear y d) tamafio celular (6). Las tres
categorias de leucemia linfoblaatica se describen a continuacion:

Leuceaia Prolinfocitica Aguda (L1). En este subtipo las ceélulas
tienan dos veces el didmctro de log linfocitos pequefios, 1la
cromatina nuclesr es homogénea, fins y de distribucién noraal, la
asmbrana nuclear es regular; los nucleolos son pequefios © estén
ausentes y al citoplasma es escasc con poca o nula basofilia
(6,6,7).

Leuceaia Prolinfobléstica Aguda (L2). Las células son grandes vy
heturogéneas, el tamafio v forma de ls membrana nuclear varia de
célula a célula. El nicleo es irregular y presenta unc o més
micleolos grandes. E1 citoplasma es abundante con una gran
cantidad de ribosomas (4,6,7).

Leucemia de 8urkitt (L3). Presenta células grand y h é .
el nicleo es regular de forma oval s redonda, los nucleolos
proainentes, citoplasnra moderad te bund e, con
vacuolizacién extensa y cromatina densa (4,6,7).

2.1.2 Clasmificacion Inmunoloégica.

La wsubdivisién del TFAB esta basada dOnicamente en criterios
morfoléogicos, més no hay que olvidar que los linfocitos son
elementos celulares del gesistesa inmune y como tales cumplen
funciones especificas en la respuesta inaunoloégica. Se distinguen
dos categorias principales: los linfocitos de la linea-B que 8son
responsables de la inmunidad mediada por inmunoglobulinas (Ig) vy
los linfocitos-T que completan su maduracion en el timo y juegan
un papel vital en la respuesta insune celular, ya que reconocen
al antigeno extrafio y lo presentan & otras célulass como Woléculas
de superficie. Este r imento ests inti relecionado
con la regulacién de la respuesta de las células B y la
produccion de inmunoglobulinas. Por este razén, e8¢ isportante
establecer el tipo de las célulss linfoides {implicado en el

6



Proceso leucésico. Para ello se usan msrcedores de mesbrana
especificos pars ls lines B o la linea T y enzimas de las células
blésticas leucémicas. E1 estudic se realiza por técnicas de
inmunocanslisis o con el usc de anticuerpos monoclonales
(11,12,13).

Dado el inaunofenotipo de las células, inmunolégicamente se
datectan 4 tipos de leucemias: leucemias de células pre-B, nulas,
T y B (4,11-13). La tabla II presents las principales
caracteristicss en que se basa esta clasificacién. Cada tipo
inmunolégico de lsucemia ests estrechamente asociado con sus
caracteristicas clinicas y subclases definidas por el FAB (7). La
mayoria de los de L1 corresponde al tipo més comin de
leucesia en nifics, no expresa sntigenos de células T o B (LLA
pre-8), pero expresa el antigeno comin de LLA (CALLA); en cambio
las L2 (LLA pre-B) CALLA ¢+ son més comunes en adultos (4,6,10).
Ambas morfologias L1 y L2 son compatibles con diferenciacién de
células T (LLA-T). La L3 ocurre sélo en aproximadamente 2% de
todas las LLA y s0lo implica diferenciacién de células B (LLA-B),
(10)}.

A nivel molecular el principal cambio que ocurre en la maduracién
de linfocitos B es el rearreglo del DNA de la linea germinal en
los genes de 1Ig. Estos 1loci se localizan en tres crom as
diferentes: el Jocus de cadenas pesadss en 14932; el Jocus de
cadenas ligeras fkappa en 2pi2 y el Jgcup de cadenas ligeras
iAambda en 22q11 (14,15). Estos genes que codifican para cada
clase de inaunoglobulinas estén formados por un nimero variable
de exones separados por regiones no codificantes a lo large de
los croamcsoass. Los genes de cadena pesads incluyen los de las
ragiones variables (V), de diversidad (D), de unién ((J) y
constantes (C), (11,12,14,15).

81 evento primaric en la expresién de estos genes e la
recoabinacion sosstica de los elesentos de la linea germinal como
primer paso en la diferenciacion hacis ceélulas-B. Cuando 1las
moléculas son enssmbladas se presentan primaro en el citoplasma y
después de la maduracidn de las células-B, las moléculas de Ig se
expresan en la superficie celulsr y son detectables por
reacciones inmunologicas (14,15).



TABLA II. PARAMETROS EN LOS QUE SE BASA LA CLASIFICACION
) INMUNOLOGICA DE LAS LLA (9). .

Ti b4 REC Anticuerpos Ag’ TdT
Ll Supcrflcie anti-T cgﬁu :{

LLA-comun - - - PS . *
LLA-nula - - - - /= +
LLA-T - */- . - - *

" LLA-B . - - - - -
REC Roset con Eritrocitos de ro. -
e Ant;:l. .o o carnero
T4T Desoxinucleotidil transferasa terminal.



Bn neoplasias de celulss-B hay rearreglcs cromosémicos que
afectan estos loci produciendo eventos recombinantes anormales
que contribuyen al fenotipo maligno de las células.
Principalmente, existen translocaciones que involucran la banda
14932 donde se localiza el Jogys de cadenas pesadas de Ig (16-
18). Eato se explicars con detalle en el capitulo correspondiente
a anormalidades cromosémicas en leucemias agudas.

La organizacién y rearreglos en los genes para el receptor de
c#lulas-T (TCR) durante la diferenciascién de ceélules-T son
andlogos a los cambios observados en los genes de 1Ig de los
precursores de células-B. Se han clonado 4 clases da DNA
especifico para TCR: plfp, bets. gama v delta (19). Los genes que
codifican para las cadenas plfa ¥ delta de¢ TCR han sido mapeados
en el CroRoSoRa 14Q11-qi2; este locus eeté inespecificamente
implicado en translocaciones e inversionas en necplasias de
colulas-T humanas (12,20). E1 locus de) gen beta de TCR ha eido
anignado a la regién 7q32-q36 del cromosoma 7 (20). Recientemente
Brito-Babapulle y cols., observaron una correlacién entre la
presencia de la anormalidad 7q- y la expresion de un receptor
para el factor de crecimiento de celulas-T (TAC) en leucesias de
células-T en sdultos, sugiriendo que el defecto crososémico es
direc P ble de 1la activacién del! gan TAC (20}).
Finaleente. en 7piS se localiza el gen para la cadens gaARRA de
TCR; este 8aitio es el lugar de ruptura cromostémica en Ataxia-
Telangiectasia, un desorden de células-T, (19-21).

2.1.3 Clasificacién MWorfologica, Inmunologica y Citogenética
(MIC).

En los Gltimos afios se hs incrementado el interéas por lon
aspectos funcionales de la maduracién y diferenciacién celular,
1o que hs originsdo una nueva propuesta para los criterios de
clasificacion que refleje las caracteristicas patobiolégicas de
los diferentes subtipos de LLA. Las ancrsalidades citogendticas
se han asociado con varios subgrupos del MIC (22-24). E1 sistema
del MIC define inmunolégicamente cuatro subclases mayores de LLA
de célulae-B :

La LLA de células precursoras-B que cubre & los subtipos previos
de LLA de células nulas por el tipo de inmunorreactividad y 1la
pressancia de rearreglos en el logup de Ig que indican que las
células se dirigen a una diferenciacién de ceélulas-B. La



morfologia corresponde a una maduracién B y puede ser L1 o L2,
ambas son compatibles con este inmunofenotipo (22-24).

LLA-comun. Lan célulss leucéaicas que expresan CALLA son
consideradas con una maduracién adicicnal de las de LLA-
precursores B, La 1l ia es ent clasificada como LLA~

comin; que @s el subtipo de LLA cuantitativamente mds importante
en nifics. Las amorfologias L1 y L2 son compatibles con este
inmuncfenotipo (22-24).

LLA~preB. Cuando las celulas expresan ig (generalsente cadenas
pesadas mu) en el citoplasma, la leucemia se denomina LLA-preB.
Corresponde & una morfologia L: por los criterios del FAB,
(22,23).

LLA-8. % 1a leucemia aguda de linea B mss madura. s
diagnosticada cuando las células leucéaicas expressn Ig en 1la
superficie celular. Estas célules leucésmices son invariablemsente
de morfologia L3 por FAB (22-24).

Para las LLA de diferenciacién hacia la lMinea T sélo hay dos
categorias en la clasificacion del MIC. Esto por la limitacion de
conocimientos acerca de ls proliferacién neoplésica y anoramal de
las células-T. Por wadio de. una reacciédn citoquimica y
detersinacién de fosfatesa écida combinadss con a=dtodos
inaunclégicos y de gendtica molecular se puasde deterainar cuando
una leucemia se origine en uns célula T. Basados principalmente
en la presencia de marcadores especificos de ceélulas-T en la
menbrana de las células y en la formacién de rosetas
eritrociticas se distinguen dos categoriss de LLA .

La LLA de precursor-T inmaduro (REC(-)] y la LLA-células-T son
de células mas maduras, positivas para el receptor de REC. Ambos
tipos inaunolégicoa pueden tener morfologia dae L1 o L2 (22-24).

Sin embargo, la propuesta de clasificacién del MIC constituye un
ensayc experimental que combins una clasificacion patobiloloégica
con conocimientos genéticos sobre cambios en ls maduracién de los
linfocitos qua los llevan a ser células inaunocompetentes. Estos
cambios se asocian con snormalidades cromcsOmicas Que condicionan
ol proceso leucéaico (23,24).
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2.2 LEUCKMIA MIELOBLASTICA AGUDA (LMA).

La LMA ee caracteriza por una excesiva acumulacién de precursores
nieloides en médula Osea y sangre periférica, que incluyen los
cuatro tipos de diferenciacioén no linfoide: granulocitos maduros
(neutréfilos,ecnindfilos o baséfilos), monocitos, eritrocitos y/o
megacariocitos (10). Figura 2.

Célula del Sist: Pluripotencial

Li L Lioss
Granulocitica ~ Monocitics Eritroide Hegacariocitica

Mo ito
Neutrofilo | Basofile Monocitos Britrocitos Plaguetas
L Eosinofilo j
—~—
aranulocitos

rigurs 2. Esquama de la diferenciacion no linfoide hacia las

lineas granulocitica, aonocitica, eritrocitica .y
megacariocitica (10).

1



2.2.1 Clasificacién del FAB.

£1 grupo del FAB propuso un criterio de clasificacién de LMA
basado en criterios morfolégicos y citoquimicos. En primer lugar,
se evaliua 1la citomorfologis por tinciones convencionales en
aédula dses y posteriormente ésta se corrobora con reacciones
citoquinicas siendo las aés ls mieloperoxidasa, el sudan
negro y las estearasas (4,6,7). E1l FAB reconoce 7 subtipos (M1 -~
M7} dependiendo del tipo y grado de saduracién de las células
leucémicas (4,6). A continuacion se describe cada una de ellas.

Leucemia Mielobléstica Indiferenciada (M1). Las células no
presentan ningan grado de maduracién, los nucleos son regulares
redondos u ovales ; se distinguen uno o =és nucleolos, el
citoplasaa es abundante y contiene pequelias granulaciones (7).
Las celulas blésticas granulociticas se identifican por la
presencis de granulacionas aguréfilas y/o cuerpos o bastones de
Auer. En algunocs casos no hay granulaciones y se identifican por
la actividad de mieloperoxidasa o sudén negro positivo en 3% de
blastos (5).

Leucenia promielobléstica o aleloblastica aguds (M2). Se
diferencia de M1 porque estas células exhiben un gredo de
maduracién sayor, hasta el estado de promielocito. Las célulss
tienen nacleos prominentes y grandes granulaciones en el
citoplassa, se pueden observar cuerpos de Auer (5,7).

Leucesia Promielocitices Aguds (M3 o LPA). Se csracteriza porque
la gran sayoria de lss células son proamjelocitos anorsales vy
Presentan cambios caracteristicos en ls granulacién. Hay ausento
de los grinulos azurcofilicos anoraales O NUBErosCcs cuerpos de
Auer con alteraciones nuclesreas (4,5,7). Existe uns variante
hipergranular y otrs hipo o microgranular (con granulacién sélo
visible por microscopia electrénica) de curso més agudo que la
hipergranuler. Esta Gltiama podria confundirse con M2, de la cual
puede diferenciarse porque presenta cosgulacién intravascular
diseainads (4,5,7).
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Leucenia Mielomonocitica Aguda (M4). Se caracteriza por presentar
pracursores granulociticos vy sonociticom practicsnente
indistinguibles de M1 o M2 por morfologia. Sin embargo, las
reacciones citoquimicas hacen la diferencia, siendo positivas
pars esterasas, mieloperoxidasas y sudan negro en mas de 20% de
blastos (4,5,7).

Leuceais Monobléstica Verdaders (MS). Sus caracteristicas son
sisilares a las observadas en M4, perc con ls presencia de
precursores granulociticos. Existen dos formas de M5: la MSa o©
leuceania monobléatica en 1la cual casi todas las celulas son
blastos y no hay diferenci{acién a monocitos, y la tipoc M5b o
leucenia monocitica bien diferenciada, en donde una alta
proporcion de células en sangre periférica han madurado msss alls
del estado da promonocito. Predoainan los componantea
granulociticos efterasa positivos en 20% de las células
14,5,7,).

-Eritroleuceaia (¥5). Es uns forma rars de LMA caracteriszada por
un exceso de eritroblastos, frecuentesents displésicos en sédula
Osea. K1 diagndéatico de eritroleucemia e» hecho cuando al wmenos
SOX de las células nucleadas de medula ésea son aeritroblastos
poaitivos pars el &cido per-itdico de Schiff y al senos 30% de
las otlulas no eritroides son blastos (232,25).

Leucenis Hegacarioblastica Aguda (N?7). Presenta ceélulas con
diametro de 12 a 120 afcras que se identifican como de la linea
sagaceriocitica por 1la reaccién de peroxidasa plagquetaris al
microscopio electrénico o con  anticuerpos sonoclonale::
espacificos de plaquetas en 89% de las células. La mayoria de lom
pacientes presenta ajelofibrosis.o susento de reticulocitos en
sédula osea (6,26).

2.2.2 Clasificacion Inmunclégica.

En los Ultimos afios el desarrollo de la {nsunologia en el &rea de
la obtencion de eanticuerpos sonoclonalea dirigidos contra
daterainantes antigénicos de las célules leucémicas, he peraltido
aumsntar las posibilidades de un disgnéstico mds precise (27-30).
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Esta clasificacion se basa en ls expresividad antigénice de las
células bléstices detectada por snticuerpos monoclonales
especificos para lss diferentes liness celulares (26,27,28).
Eatos son CD13,CDil para la linea granulomonocitica; CDiS para la
linea granulocitics; CDi4 pars la lines monocitica; CDwil/42 para
plaquetas; antiglicoforina A (JLICOF) para la linea eritroide;
anti HLA-DR y CD% para célulss precursoras. Se establacieron ocho
categorias fenotipicas cuyo patrén de reactividesd se suestrs en
la tadbls IIXI (31-33).

TABLA  III. CLASIFICACION INMUNGLOGICA DE LMA, PATRON DE
REACTIVIDAD FENOTIPICA (26-28). -

l‘notip;: €CD11/13 CD1S CD14 GLICOF CDwé4l/42 HLA-DR CD9
Indiferenciado - - - - - Yy
Hielobléstica . - - - - + +
Proaielocitica . - - - - - -
Mielocitica . . - - - Ce -
Wielomonocitice B . e - - B .
Monocitice . - . - - . 0/;
Sritroide . - - * - - o/~
Megacariocitice . /= of= o/~ . . .

Varios autores hsn tratado de correlacionar los dos wétodos de
clasificacién -FAB vs Inaunclogis- y hen encontrado que dicha
correlacion es sblo parcisl. Todos los fenotipes insunolégicos,
salvo el promielocitico, estén integrados por wés de un subgrupo
FAB, predominantesente uno o dos subgrupos. Tabla 1IV. (27-33).
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TABLA 1V, CORRELACION DE LA CLASIFICACION FAB va INMUNOLCGIA

(24-28) ,
7 Indif. MB HI_ MM ®O PRO KR WK  HIB
[} : - *
"2 - .
"3 .
" . *
HSa +
"Sb + .
L3 -
.14 _ .
Inclasif. + - +

”u‘- lasi é ble acuerdo s criterios del FAB.
angtipo ! diterenciado.

astico.
enotipo miejocitico.
po Bie ‘tlco.
nielocitico.
ritroide.
bléstico.
enotipo hibrido.

v

LR
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La iaportancis de esta correlacién reside en que un granh nameroc
de. casos de LMA sorfologicamente inclasificebles ha podido ser.
admitido en uno u otro grupc de ests clesificacion. Tamdbién es
importsnte sefalar que existen poblaciones blésticas hibridas,

qua por métodos morfolégicos pued pasar d P ibidas y por
astas tecnices son facilmente detectsbles, siendo segregadas del

resto de las LWA. Ratas poblaciones hibridas o bifenotipicas en
leuceniss agudas tienen celulas linfoides y mieloides afectadas,

porque ‘la aslteracién o daho ocurrié en una célula dal sistema

sultipotencial que da origen a la expresién de ambas lineas

celulares (34,35).

En conclusion, estos criterios de clasificacion inmunolégica son
coaplensntarios a los clésicos morfologicos y citoquimicos, por
10 que es necesario hacer una revision de estos parésetros para
crear una nueva clasificacion (26).

2.2.3 Clasificacion del MIC.

81 segundo grupo de estudio cooperativo del MIC, realizado en
septiembre de 1986, revisot la informacién morfolégics,
inmunologica y citogenética de leucemiss mieloides agudas vy
desdrdenes relacionados sugiriendo nuevos subtipos morfolégicos
de leucemias con anormalidades cromosésicas especifices. La
clasificacion que propone se basa en tres pardmatros principales:
a) Caracterizacién inmunocitoquimica de leucesias; b) Informacion
citogendtica y c) Clasificacién del FAB. Asi se establecieron 10
subtipos de LMA que a continuacion se describen (10,24,36).

M2/t(8;21). La médula osea contiene blastos grandes con
granulaciones anormales y un alto porcentaje de cuerpos de Auer,
Se obaerva cierto grado de mnadurscién granulocitica. Las

translocaciones variantes o complejas se presentan solo en 4% de
los casos , pero los cambios cromosémicos adicionales & 1la
translocacion (8:21) estén presentes en 80X de los casos y la
gran mayoria consiste en peérdida de cromosomas sexuales vy
delecién intersticial del cromosoma 9 (24.36).

M3 o M3v/t(15;17), Eeta translocacién es especifica pars ambas

forsas de M3. S6lo un tercio de 1los pacientes presenta trisomfia
8 como cembio cromosdmico adicional (24,36).
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M5a/t(11q;V). Lam tranelocaciones que implican 11q son
caracteristicas del grupo de LMA con predominio  de los
cosponentes monociticos; aproximadamente 50% de los casos tienen
una morfologis M5a. Se observa con asyor frecuencia en nifics ¥y a
menudo como leucemia congénita (24,26,36).

M4EO/inv (16). Rste subtipo presenta cambios estructurales en el
Cromosoma 16 que pueden ser inversiones (lo més frecuentie);
deleciones Yy translocaciones; con trisomia 8 coro cambio
cromosdmico adicional. En la médula ésea aparecen eosinéfiloes
anormales esterssa positivos con granulaciones PAS (¢). Estos
pacientes tienen una reasision complets en brave tiempo con 1ls
quimioterapis convencional para LMA (24,26,36).

M1/t(9;22). El cromosoma Filadelfia (Ph') es un evento

' relativamente raro en LMA y aparece predcainantesents en M1. Los
casos de LMA Ph (+) tienen un gran nomero de ceélulas
cromosémicamente normales y el cromosoms Ph' desaparece durante
la reaision. La presencia de translocaciones variantes es rara en
este subtipo (23).

M2/t(6;9). Esta translocacién se presenta tanto en M2 como en M&,
paro cuando cursa con basofilis de médula ésea es exclusiva de M2
(24,26,36).

Mi/inv(3). Pacientes con esta anormslidad cromosémica tienen una
relativa o absoluta trombocitosis asociads s6lo a M1 (24,36).

Los tres subtipos siguientes son raros y su descripcliol e
relativasente nueva, por lo que su definicion debe confirmarse en
base al andlisie de mis casos.

MSb/t(6:16). Ksta forma de LMA se reconoce porque las células
leucénicas presentan uns eritrofagocitosis significativa que se
asocia en forsa especifica con 1la snorsalidad citogenética
(24,36).

M2 con Basofilia/t(12p;V). La sayoria de los casos presenta
blastos granulares y las células muestran evidencis de msduracién
hacia basdfilos. Las células blésticas contienen grénulos
basofilicos que son indistinguibles al sicroscopic ordinario;
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8010 se observan por teécnicas de sicroscopis electrénica (ME). Un
pequelilo porcentaje de blastos contiene actividad de peroxidasa.
La naturaleza mieloide de los blastos es confirmada con el uso de
anticuerpos monoclonales (24,36).

Mo/ sk, La trimomia 4 esta asociads especificamente a la
morfologia de M4 (24,36).

gsta nueva propuesta de clasificeacion de LMA ~ muestra 1s
importancia de los hullazgos citogenéticos en este tipo de
naoplasias y su relacion con el mecanismo patogenético y clinico
de la enfernedad.
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CAPITULO 3.

ETIOLOGIA DR LAS LEUCEMIAS AGUDAS

Aunque las causas de la leucemia humana se desconocen, cada vex
es més aevidente que no se trata de un factor causal unico.
Actualmente, se considera a las leucemias como un grupo
heterégeneo de desordenes, producto de diferentes factores de
riesgo. Estos factoras son genéticos y ambientales (fisicos,
quimicos y bioclégicos) que por si sb6los no producen leucemia sino
Que incrementan la suceptibilided del individuc a desarrollar la
neoplasia (1,15,37).

3.1 Factores Gendticos.

Durante los ultimos afios, se ha incresentado la idea de que B8
bien las causas del céncer pueden ser amplias y diversas, todas
actuan sobre un sustrato cosin dentro de las celulas. Existen
varias hipétesis que tratan de explicar el fenémeno leucémico
sobre bases genéticas. Una de ellas P que al cé se puede
deber a la acumulscion de wmutaciones somdticas en sitios
susceptibles, causando una pérdida del control del crecimiento
celular (15,42). La hipotesis de Knudson o© de iniclacion-
promocisén propone que en el caso de tumorer hereditarios debe
ocurrir una primsera sutacioén en células germinales (primer evento
de 1ls carcinogénesis), seguida de una mutacién en células
somdticas (megundo evento) (38-41). Otra hipétesis sostiene que
la mayoria de los canceres se podrisn originar por la insercion
de material genético nuevo, como consecuencia de la infecciél. de,
células norsales por virus tumorales., Aunque ninguna parece
explicar el origen de las leucemias, no se excluyen mutuamente vy
es posible que estos procesos desempefien un importante papel en
la etioclogia de las leucemias, como se explicard m=mis adelante
(15,42).

3.1.1 Origen Monoclonal de la Laucemia.

Se considera que la naturaleza as las leucemias, asi comc la del
céncer en genersl es monoclonal, ya que la célula responsable de
la enfersedad es intrinsecamente anoraal y en consecuencis toda
su progenie sersé anormal (15,43).
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Pars demostrar el origen clonal de las leucemias y otros tipos de
cAoncer wme han usado marcadores genéticos como la enzima glucosa
é6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD). Esta enzima existe en dos
formas Ay B que se distinguen por técnicas electroforéticas.
Kl locys para esta enzima se localiza en el cromosoma X, el cual
estd en forma doble -XX- en la mujer, uno de ellos se inactiva
al azar en cada ceélula y toda su progenie retiene la
inactivacién del mismo cromomoma. Por 1o tanto al analizar
tejidos no hematopoyéticos de pacientes heterocigotas con algun
tipo de leuceamia, éstos exhiben una mezcla de la enzima G-6-FD
comtn (B) y de su isoenzima (A). Sin eabargo, la poblacién
leuceémica de médula 4ses y sangre periférica manifiesta la forma
A 0 la B, pero no ambas, 1o cual apoya el origen monoclonal del
padecimiento (15,43,44).

3.1.2 Factores Hereditsrios.

Dabido a los multiples reportes de casos de leucemia familiar se
ha sugerido que hay factores hereditarios que condicionan el
desarrollo de la enfersedad. Esta agregacion familiar ha sido
reportada pasra ambos tipos de leucemia aguda: linfocitica y
nielocitica (37). El desarrollo de varios subtipos de leucemia en
una fanilia sugiere que el factor desencadenante no es un
canbio tnico, sino que pueden ser exposiciones comunes, factores
predisponentes o alteraciones genétices no detectadas en una
familia (37,45).

En las familias con varios casos de 1 ia, el di éstico
simulténec es excepcional, sin embargo el riesgo de desarrollar
leucesis continua dursnte toda la vida. EZn los individuos
aparentesente norasles, sin manifestaciones de enfermedad en el
nomento del estudio, se pueden demostrar ancmalias en la funcién
inmunolégica o susceptibilidad celular s la transformacion
virica, siuilares a las observadas en los afectados (1).

Estudics en geselos mOnocigotos muestran que cuando uno de los
siesbros desarrolla leucemia aguds, @l otro mostrarsé sintosss de
la enfersedad en un plazo senor de un afic en 20% de los casos.
Esto se podria explicar por la presencia de un factor hereditario
predisponente al desarrollo da las neoplasias y pueda ser
producto de una mutacién durante la gametogénesis por lo que
ambos gemelos comparten ls anomalia (41). Por otra parte los
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geselos monocigoticos comparten el mismo ambiente fotsl, de  tal
maners que si ocurre una transformscién leucémica en utero, por
el intercambio de ceélulas sanguineas se establece una clona
maligna en cada gemeio (46,47). En gemelos no idénticos el riesgo
desciende y es S veces mayor que el de la poblacién general. Sin
embargo, es evidente que en tales casos puaden participar
factores no hereditarios compo, por eajenplo infecciones
intrauterinas, rsdiacién o exporicion farmacolégica (1,37).

A. Aneuploidias que Predisponen al desarrollo de Leucenia.

La observacién de que las células malignas presentan con
frecuencia un numero cromosémico anormal (aneuploidias) sugirio
que estas aberraciones predisponian al desarrollo de neoplasias.
AUn no se ha definido si la sneuploidia represents un evento
primario o secundario para la transformacién maligna; 8in
enbargo, resulta interesanta que individuos con condiciones
sneuploides constitutivas desarrollen neoplasiss con mayor
frecuencia que la poblacion general (48).

Kl primer caso de leucemia aguda en un nific con Sindrome de Doun
fué reportado por Brewster en 1930 (49,51). En la actualidad se
sabe que en 1los pacientes con Sx. de Down el riesgo de
desarroller leucemia aguda se incrementa 10 a 20 veces comparado
con el de nifios norsales de la mismas edad. En estos pacientes se
ha sugerido como consecuencia de la aneuploidia un defecto en el
sistama inmunolégico, por lo que los leucocitos son incapaces de
rasponder antigénicamente a las ceélulawm leucémicas (48,51). Por
otra parte se ha informado la presencia de una sustancia hormonal
que al estimvlar a la médula ¢sea coadyuva a la geneésis de la
leucemia en pacientes con trisomia 21, pero aun no se conoc.: con
certeza su sitio de producciédn ni su mecaniemo deo accién (50,51) .

Otras anoraalidades cromosdmicas asociadas a lcucemia gnon las
alteraciones numéricas que involucran los cromoscmas sexuales,
XYY, XXY vy Sx. Turner (52,54). Los Sindromes de Inestabilidad
Cromosomica como Anenia de Fanconi, Sx, de Bloom Yy Ataxia
Telangiecta , con patron de herencia sutosomico recesivo, se
caracterizan por un incresento de rupturas cromosémicas que
aumsentan el riesgo de desarrollar leucemia aguda. En éatos casos
la leucemis puede ser el resultado de una interaccién entre
aberraciones crososémicas y exposiciones madiocambientales (37).
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3.1.3 Oncogenes.

Desde principios de siglo habia indicios de que ciertos virus
provocaban tumores en anisales. Esta idea se corroboré con el
descubrimiento del virus del Sarcoma de Rous en 1911, que forma
parte de un grupo de virus tumorales de RNA (55). Los retrovirus
son portadores de oncogenes virales (v-onc); capaces de causar
tumores malignos en animales de laboratorio y transformacion
celular in vitro. Estos transfor virales (v-onhc) son
homélogos a los genas celulares normales en virtualmente todas
las especies en las que se han investigado, desde Neuroppora v
Rrosophila hasta el hombre. Cada oncogén se denoamina con tres
letras qua definen al virus del cual fue aislado (55-57).

Proto-oncogenes es el nosbre que recibe la contraparte celular
norsal o la forma inactiva de un oncogén. Istos proto-oncoganes
estsn altamente conservados evolutivamente lo que indica que su
funcién tiene que ser de importancis vital para la economia
celular en condiciones norsales (%8).

La relacién de 1los proto-oncogenes con el desarrollo de
neoplasias se ha podido deterainar a través de las
investigaciones realizadas en cuatro éress diferentes. La primera
abarca los experimentos de transduccioén por retrovirus, de los
cuales se obtienen dos evidenciss: que todos los vertebrados
posean un gen altamente conservado (src celular) relacionado con
@l gen arc viral que es altasante oncogénico; y que el gen src
viral pusdts provenir de la transduccién del! gen arc celular
dentro de un retrovirus (43,57,59).

La wegunda drea de investigacién incluye los mecanismos de
mutagenesis por insercién que refiere el potencial mutagénico
ocasionado por la integracién del DNA viral dentro del genoma del
huesped. (Esto puede ser ocasicnado por dos mecanismos: la
alteracién de una region vitasl en el gencaa del huésped y por
expresion de genhes reguladores poderosos del virus en lugar de
los genes del huésped (43,57,59).

Los ensayos de tranafeccion de DNA constituyen la tercer éres de
investigacién e tdentificacion de genes transforsantes en virus
tumorales de RNA o DNA. Kste proceso se realiza en ceélulas de
maniferos y es el equivalente a la transforascion en bacterias.
En este ensayo genes trasnaformantes (DNA gendmico) obtenidos de

22



tunores humanos © lineas de células tumorales es transfarido a
células receptoras bien caracterizadas. Este “tramsfer™ contienc
oncogenes husanos activados que ocasionan en la célula huésped
alteraciones morfolégicas con propiedades tumorales cono
resultado de 1la incorporaciéon del DNA (15,58,60-62). Esta
metodologia permitid identificar a varios miembros de ls familia
ras. Actualmente un sinumero de genes transformantes se hau
estudiadc , entre ellos se incluyen los oncogenes nau (63), met
(64), trk (65), mas (66), erbB-2 (67), het (67), y k53 (68).

La identificacién de oncogenes potencialas en rearreglos
cromostaicos especificos de neoplasias se ha convertido en otra
de las sreas de investigacion. Por medio de hibridizacioén ipn gity
ha sido posible caracterizar los implicad en el
dasarrollo de linfoma de Burkitt (c-myc); LGC {(bcl-c-abl).
linfomas de células B adultas (bcl-1) ¥ linfoma folicular (bcl-2)
entre otros. Tabla V. (43,56,58,69).

3.1.4 Mecanismos de Activacion de Proto-oncogenes.

Los proto-oncogenas constituyen un grupo haetercgéneo de
secuencias de édcidos nucleicos, que se pueden expresar en todas
las células normples sin causar neoplasias. Para que un proto-
oncogén cause transformacién maligna necesits ser asctivado, Esta
activacién incluye cambios cualitatives que dafan un gen celular
ocasionando alteraciones funcionsles, tal es el caso de las
mutaciones  puntuales y los rearreglos cromosdmicos (57-59). La
transduccién retroviral y la amplificeciéon génica son los cambios
cuantitativos (dosage) que originan una expresiodn excesiva de un
gan noresl que le da a la célula un fenotipo neoplésico (S57-
59,69).

Por 1insersion retroviral hay afeccién también a nivel de
transcripcién aumentando la centidad del producto genico. Esto
ocurre . por el mecanismo de accién de wsecuenciss amplificadoras
virales “"enhancer” (potenciador) que incresentan la wutilizacién
de prosotores de transcripcion. Rste secanismo se observa en la
eritroleucemia en donde por insercion retroviral se activa el c-
arbB produciendo un receptor modificado para el factor de
crecimiento epiderzal (EGFR). Zsta activacién por insercisn
proviral produce eritroblsetos coh un receptor wodificado
responsable de la patogenesis de la enfermedad (56,58,69,70).
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TABLA V. LOCALIZACION CROMOSOMICA DR ONCOGENES (15,58).

Cronmoscma

VO ENNORP O U WNN &

Localizacioén

1p36
1p32
ipit~13
1q22-qter
1932
2p23-24
2p11-12
3p25
5q34
6p21
6q921-~22
6q22~24
6q24~27
?P11-13
Tq31
8q22
8q24
9q34.1
11pi&.1

‘11q13

11923-24
12p12.1
12pter-qils
14q21-31
15Q26.1
17p23
17q12-22
17q21-22
16qQ21.3
20q12-~13
21q2z2
22911
22q13.1

Proto-oncogén

fsr
L-syc
N-ras
oki
trk
N-syc
rel
raf
fus
pim-1
rom
syb
nas
erb-B
-t
[
ayc
abl
H-ran
int-2
atn-1
X-ras
int-1
fos
fos
P53

arb-A

arc
ate-2

ais
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La amplificacion génica se refiers 8 que en una neoplasia puede
haber copiss mUltiples de un oncogén celulsr que se manifiestan
como regiones cromosédeicas de tincién homogénea (HSR) o como
dobles minutos (DMN). En células neoplésicas que no presentan
cambios cromosémicos 1la amplificacién oncogenica ha sido
observada, st¢lo por técnicas de hibridizacién (15,58). El gen c-
ayc fue el primer proto-oncogén en que se observs amplificacion.
En una lines celular de leucemia promielocitica se detectaron de
8 8 30 copias de c-myc por celula. En otros cncogenes incluyendo
c-myb, c-erd, c-neu, c-myc y la familia c-res se ha visto
amplificacion en ciertas neoplasias (15,57,58,69,71).

La presencia de multiples copias de oncogenes en células
neoplasicas ha mido asociada con buen pronéstico. Estudios hechos
en la fanilia de genes ayc demuestran que la amplificacién de
proto- g es fr tesente tumor-especifica. Esto sugiere
que la amplificacién génica es importante en el desarrollo vy
progresién de las neoplasias (58,72).

Las mutacicnhes puntuales provocan cambios de bases lo que origina
una sustitucion de un aminoscido por otro en la proteina
producida. Kl gen c-Hras estudiado en lineas celulares de
carcinomas presenta una sutacién puntual (G-T) que proveca un
cambio en un aminoAcido, glicina por valina, en el 12avo codén de
la proteina P21-ras alterando su funcién normal (58,69).

La activacién de oncogenes por rearreglos cromosémicos ha sido
estudiada en el linfoma de Burkitt, ls lcucemis mieldgena croénica
(LGC} vy algunos subtipos de LMA (56,58,73,74). En el linfoma de
Burkitt se han reportado tres rearreglos cromosdémices, la t(8;14)
&3 la wmis comun y sus variantes las t(2:8) y t(8;22). En todos
@808 rearreglos la ruptura en el cromosoma & ocurre en 8qz4 -onde
se localiza el gen c-syc, homologo del gen transformante del
virus de afelocitoma aviasrio. En estos resrreglos el c-ayc se
transloca a los loci de cadenas pesadas (cromososa 14} o ligeras
(kappa cromosoma 2 y lambdp cromosoma 22) de Ig (56,58,73,74).

-En algunos linfomas de Burkitt con t(8;14) la ruptura en el gen
de Ig estd proxima a la regidén "potenciadora”, lo que incrementa
la expresiéon de c-myc. Cambios similares deben de ocurrir en los
otros genes de inmunoglobulinas produciendo la tranaformacién de
una célula B normal en una célula neoplasica (56,73).

Un mecanismo similar ocurre en las LGC con t(9;22), que
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transfiere al oncogén Abelson (c-abl), localizado normalmente en
9934 y que es translocado al cr 22 a un segmento de DNA
restringido denominado region ber. La translocacién altera la
estructura del gen c-abl originando la expresién de una proteina
quimérica c-abl/ber que tiene una actividad incremantada de
tirosina-cinasa, 10 que le confiere el potencial maligno a las
células (56,58,74,75).

En la leucemia mielomonocitica (M4) con eosinofilis e inversion
del cromosoma 16 el punto de ruptura (q22.1), comprende el logus
pars la metalotionina (MT). Este )ocus se divide durante el
rearreglo, de tal maners que alguncs de los genes pars la NT
pasan al brazo corto del 16 en pl3. Uno de estos genes el, MT-HA,
estd estrechamente ligado a un promotor y podria funcionar como
una eecuencia reguladora para un oncogén aun no identificado en
el segundo punto de rupturs (16p13) (56.76).

La leucemias promielocitica aguda (LPA o M3), presenta en forma
clésica una t(15;17) en la que se hay implicados varios oncogenes
c-arbAl, c-erbB2 y c-neu cuya activacién probablesente ocurre por
yuxtaposicion al producirse la translocacién. Adesmss 30% de las
LPA exhiben trisomia 8 asociada a la t(15;17), lo que origina que
en @stos camos fe active el c-myc, cuyo producto protéico tiene
localizacion nuclear e interactda con oncogenes de la familia c-
ras (56-59,69,73-75). £En la linea celulsr HL-60, muestra uns
amplificacion de 15-30 veces ‘1o que no ocurre en las ceélulas
norsales. Estos niveles disminuyen notablemente en esta linea
celular cuando se induce diferenciacion granulocitica [}
monocitica (77).

Ninguno de estos mecanissos ha sido establecido como fundamental,
habiéndose aceptado que para engandrar un tumor maligno deben
ocurrir dos o mas eventos. Para ello se han sugerido varios
mecanismos: a)la activacién de al menos un oncogén; bila
activacion de varios oncogenss cCelulares o virales; clla
activacién en cascada de varios oncogenes y d)alteraciones
cooperantes de la célula como activacién de un oncogén (57-
59,69).

Cualquiera que sea el mecanisso especifico que convierte un
prot g en gén, éste ejerce su efecto a traves de la
proteina que deteraina. Esas proteinas se clessifican de acuerdo a
su mecanismo de accién en cuatro grupos: (43,55,58,69,78,79)
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i)con actividad asociada a tirosina-cinasa (los productos de c-
src, c-sbl, c-yes, c-fgr, c-fes, c-fas, c-erb, c-neu, c-rosl;
ii)con propiedades de enlace a GTP (la familia c-ras):

iii)con homologia a los factores de crecimiento o a  sus
receptores (c-sis, c-erdB) y

ivicon localizacién nuclear (c-smyc, c-ayb, c-fom, c-ski, P53).

3.1.5 Sitios Frégiles.

Actualmente ya esté bien establecido que los tumores humanocs,
particularasente leucemias y linfomas se caracterizan por
presentar anormalidades cromosomicas especificas. Estas implican
puntos de ruptura donde se localizan proto-oncogenes y genes muy
activos para la diferenciacién celular. Los cusles estin ubicados
en o cerca de sitios hipersensibles o sitios fragiles, donde
pueden actuar entes carcinégenos y ocasionar rupturas y
rearreglos crom micos. Alguncs de estos rearreglos cromosdomicos
pueden proveer a la célula de una ventaja proliferativa. Otros
pusden repetirse preferencialaente y caracterizar una enferaedad
detersinada (76,80).

Kl estudio y clasificacién de los sitios fragiles ha afdo posible
gracias al descubrimientc de que su fragilidad puede ser
expresada solo bajo condiciones de cultivo altamente especifices
y en algunos casos s6lc en ciertos tejidos (76,80). Se observd
Que los factores esenciales son la deficiancia de acido félico vy
timidina en el wedio de cultivo o la inhibicion de la enzira
timidilato sintetass por compuestos espacificos como la
fluorodesoxiuridina (FdU), fluorodesoxicitidina (FdC) vy la
trifluorotimidina. La adicién de otros compuestos al wmedio de
cultivo puede amplificar 1la expresion de gitios fragiles
especificos, dando uns clave para establecer su clasificacién. La

latura citogenética para designar los sitjos fragiles es
colocando el triplete "fra" seguido del numero, el braze y la
banda del cromosoma, ejemplo fra(17)(pi2) (76,80,84,87).

La clasificacién principal de los sitiocs fragiles los agrupa en
dos grupos principales: los sitios fragiles hcreditarios o raros
y los smitios frégiles comunes o constitutivos; ademas algunos
autores manejan otro grupo que incluye los esitics fréigiles
controversiales o inclasificables (80,01).
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A. Sitios Fragiles Raros,

Los sitios fragiles croeosémicos raros o heredables (h-fra}
presentan las siguientes caracteristicas: a) se cbservan en el
cromosoma COmMO UNa ruptura © abertura (gap) no tefilda, de
amplitud variable, generalmente en ambas cromatidas; b) el gap
iaplica el mismoc LloGuUs en un paciente y sus familiares y wson
heredados en forsa Mendelians codominante; c) la fragilidad se
expresa por la produccion de fragmentos acéntricos, cromosomas
delecionados o figuras trirradiales (80,83).

Sa han identificado 24 sitios frégiles heredables en el genoma
huaano: 23 localizados en los autosomas y uno en el cromosoma X.
Los h-fra autosémicos no estén asociados con anormslidades
fenotipicas, perc el h-fra del crowcsoma X es un marcador gque
ewtA asociado & una forma de retrasc mental ligado al X (84,85).

Los h-fra se agrupan en tres clases en base » las condiciones de
cultivo necesarias para su expresion. El priser grupo comprende
sitios fragiles folato - sensibles que se expresan en cultivos
con deficiencia de tisina. Estas condiciones se adquieren por
induccién con antifolatos del tipo metrotexate o ametopterina o
por inhibicién especifica de la enzima timidina sintetass con FdU
© FdC (80). K1l segundo grupo comprende los h-fra inducibles con
distamicina-A que 1incluyen el fra(i6)(q922) y el fra{i?)(pi2).
Estos h-fra pueden expresarse espontéineasente, sin esbargo su
expresioén es amplificada por la presencis de distamicina-A,
interferén o BUdr en el medio de cultivo. El tercer grupo son
sitios fragiles que requieren BUdr como el fra(10)(q25) que me
expresa solo si el medio de cultivo contiene BUdr; este h-fra no
es inducido por otros compuestos del grupo 2 (80).

B. Sitios Fragiles Comunes o Constitutivos.

Estos c-fra en el hombre parecen ocurrir en muy alts frecuencia;
son inducidoms por niveles bajos de folato en el medio; pero su
expresién se amplifica por la adiciéon de afidilcolina (un
inhibidor de la alfa-polimerass) vy cafeina {un agente
clastogénico), durante las ultimss 6 horas de cultivo (76).
Actuslsente, se han encontrado 86 sitios frégiles constitutivos
locslizados en cr 8 hom6logos en puntos precisos del genoms
humano y de primates (76,78,80,85,86).




La mayoris de los c-fre parecen estar localizados en la unién de
las bandas Giemsa positivas y Giemsa negativas o cerca de 1a
unién de las bandas Giemsa negativas. fuesto que previamente se
habia encontrado que 1la mayoria de los genes estructurales en el
humano y prisates estdn localizados en las bandas Giensa
negativas, y que las bandas Giemsa positivas son ricas en
secuecias adenina-tiaina (A-T), es posible que la mayoria de los
sitios (fragiles rapresenten una clase de secuencias ricas en
timina, evolutivamente conservadas , que son particularmente
sensibles & 1la carencia de timina (76).

Se ha encontrado que los carcinogencs como la radiacion gamma v
varios tipos de sutégenos quimicos, tales como al busulfan vy la
citarabinosa rompen los cromoscomas en sitios fragiles. Ademas,
cuando las células son axpuestas a FdU, cafeina, afidilcolina u
otros autégencs, y se les ha permitido que llsguen & una segunda
divisién celular, se han observado elgunos defectos estructurales
espacificos, encontrados en céncer. De esta manera, parece que la
via matabblica pera ls sintesis de piriaidines representa  un
punto de convergencia donde ciertos carcinoégencs, oncogenes Yy
alguncs factores de la dieta pueden interactuar (76,83).

El mecanismo preciso de formacion de los sitios fragiles es
desconocido. Sin embargo, se ha sugerido que el origen de los
"sitios fragiles esté a nivel de sintesis de DNA. Estos pueden
producirse por no acoplarse las regicnez ricas en timina y, por
lo tanto, no hay compsctacién del DNA durante la mitosis en estas
regiones. Ademds, los estudios de incorporacién de uracilo, en
ausancia de timina, sugleren que 1los sitios fragiles seon
producto de un defecto en la metilacion del DNA afectando sitios
de incorporaciétn o de unién de proteinas encargadss de la
condensacién. Por otra parte la incorporacién de uracilo puede
provocar 1la formacién de sitios apirimidicos que son sitics de
accion de las endonucleasas responsables del procasc de
reparacion por excisioédn, produciendo asi el sitio fragil. Otra
hipotesis propone que los sitics frégiles se forman por
modificacion virsl del DONA, que afecta la condensacion
cromosémica (80).
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C. Sitics Fragiles y Relrfe|101 Cromosomicos en Leucemias Agudas.

Se han publicado nomerosos reportes que tratan de explicar el
papel de 1los eitios fragiles en la patogenésis de los tumores
husanos. Algunos de esos estudios sugieren que estos sitios
incrementan 1la susceptibilidad a las rupturas y pueden servir
como un factor predisponente a los rearreglos cromosémicos en
neoplasiss (7€). Se hs encontrado una correlaciéon entre los
puntos de ruptura en varics rearreglos cromosomicos en céncer y
la localizacién de citics frégiles comunes o heredables. Hetch y
Sutherland (1984} encontraron una asociacioén significativa entre
21 wsitios fragiles raros y 50 puntos de ruptura especificos en
céncer; Yunis y col.,(1987) encontraron que 67% de los 86 sitios
fragiles constitutivos coinciden con puntos de ruptura
especificos en cancer y que 72% colnciden con la localizacién de
oncogenes (76,82,85-87).

La tabla VI suestra las aberraciones cromosdaicas en leucemias
agudas que implican sitios fragiles; entre ellos se tiene en la
banda p23 del cromosoma 6 un sitio frégil que es el punto de
rupturs en la translocacién (6;11) observada en LMoA y deleciones
o translocaciones en LLA. El cromosoms 10 contiene 2 sitios
frégiles (10923 y 10q2%), pero s6lo uno eatad asociado a t{10;14)
(Q24-25;q11) en LLA de ceélulas T. Hay dos sitios fragiles en el
cromosoma 11 (q13 y q23) cada uno asociado a puntos de ruptura
especificos en varias translocaciones o deleciones en LMA y LLA.
En 16qQ22 hay un sitio fragil que se ve implicado en la inv(16);
del(6q) y t(16;16) encontradas en LMA-M4 que se caracteriza por
preaentar eosinofilia en médula ésea (76,80,83-85).

Con estos primeros estudios se fundamenta la hipotesis de que los
mitios fragiles residen en una regién unica especifica rica en
timina, 1la cual puede inducir ciertos proto-oncogenas Yy genes
activos de la diferenciacién celular. También puede representar
sitios donde el DNA seria fécilmente desenrrollado para efectuar
una répida transcripcién y seria también susceptible de agresiodn
por varios agentes carcintgencs. Debido a ésto, los sitios
fragiles posiblemente tienen una funciédn directa en 1a
desregulacién de un proto-oncogén, como en las translocaciones =
inversiones especificas en cénceres humanos. Alternativamente
pueden servir como sitios de ruptura para deleciones °
recoabinaciones somaticas (76).
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TABLA VI. RELACION ENTRE SITIOS FRAGILES Y REARREGLOS
CROMOSOMICOS EN LEUCEMIAS AGUDAS (80-87).

"Cromosoma Sitio Fragil chrre;lo Enfernedad
1 32 t(x.u)( 23) LLA-LY pre-B
P3e F1151108224983 P
q21.3 t(l.!9)(q2§ 913 3) LLA-L1 pre-8
p13 t(2:8)(p12;924) LLA-L3
4 q21 t(4:11)(q21;923) LLA
6 23 t(6;9) 23 34} LMA-M2 y Ma
gze d..\.lé)i; 9 LLA y
t(6;11}(327;q23) LMA-MS
7 12 t(1;7)(p11; LMAS
qzzpy Q32 a.zlvf(qu 36; LMAS
8 q22 t(8:21)(q22:922) LMA-M2
q24 € a,u.; Q243932 LLA-L3
t(8:22)(q24:q11) LLA-L3
9 p21 t/del (9p) LLA
t(9; u)(g 1-22:q23) LMA-HSa
q32 dell9)(gil1-q32}
q34 t(9;22)(q34; qu) LLA v LMA
10 Q25 t(10;14)(q24-25;911) LLA
11 13 t(131;14)(p13:qLL LLA
&3 :iu-unc?lygszi LLA
t/del(11){q13214 LMA-M4 y MS
q23 t 4-11)(?21 1q23) LLA
t xi;u.g q23iq32)  LLA
t(11;17 iqzangs LMA
€111:19){q23ip13 LMA
12 11-p13 t/del(12) (p11-13) LMAS
* Biz ® g e LiA
16 13 £(8:16) (p11;:p13) LMA-M5
822 inv wi{pmgg ) LMA-
(16;1 )?5\ 1922) LMA-M4
del(i6)(q22) LMA-M4
17 q21 t(15;17)(q22;921-22) LMA-M3 y M3v
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En el caso de una translocacién o inversion, un eitio fragil
puede ser parte o estar proximo 8 un proto-oncogén y el d

sitio fragil ser parte o estar proximo s una secuencia reguladora
de genes celulares especificos que transforman el proto-oncogen
en oncogen activo. En el caso de una delecion, dos genes no
oncogénicos pueden mervir de base para la ruptura y reunién de
segrentos cromosomicos con perdida de una secuencia de
intervencién del DNA, que incluye una secuencia critica (76).

Sin embargo a pesar de toda la evidencis que existe respecto a la
asociacioén entre rearreglos cromosdmicos especificos, oncogenes y
sitios frégiles se requieren mids estudios para determinar si los
sitios fragiles son un factor predisponente en algunos canceres y
para explicar porqué algunos individuos y familias tienen una
mayor incidencia de neoplasias. A este respecto los datos son
controversiales (76).

3.2 Factores Biocloégicos.

Loas factores biolégicos entran dentro del grupo de agentes
medicanbientales responsables de algunos tipos de céncer y
comprenden  agentes infecciosos como virus, bacterias, hongos y
pardsitos. De éstos 1los que muestran una evidencia mayor de
riesgo en necoplasias de vertaedbrados son 108 primeros (43).

3.2.1 Virus.

Los virus son estructuras complejas con paquetes de informacién
genétics, encapsulados en una cubjerta protéica. La informacion
puede estar contenida en RNA o DNA (88). Los estudios de 1los
virus y su relacién con las neoplasias comenzaron a principios
del .siglo XIX con los experimentos de Ellerman y Bang (1908);
quienes demostraron que la leuccosis aviaria era transmitida por
particulas subaicroscopicas filtrables. Poco tiempo después
{1910) Rous describe el virus que induce sarcomas en aves. Fero
la svidencia inequivoca de que una variedad de leucemias animales
estaban intims y etioclogicamente relacionadas con loa virus la
aportan Gross, Friend y otros en 1951 al descubrir el primer
virus que causa leucemis en el ratén. A partir de aqui, se
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reportaron otros virus asociados a leucemias en animzales comno el
virus de la leucesis felina y el virus de la leucesia bovina; vy
no fue wsino hasta veinticinco afios después (1678) cuande se
estudia el priser retrovirue humano asocciado sl desarrollo de
neoplasias (43,86-90).

De todos estos descubrimientos sélo dos son de particular
importancisa en el origen viral del cancer humanc. Uno fue el
descubrimiento de que ciertos virus de DNA, particularmente los
Papovavirus y Adenovirus, transformaban celulas jin yitro e
inducian la formacién de tumcres en roedores. £l segundo fue el
descubrimiento de la transcriptasa reversa y, con ella, de los
retrovirus (15).

Los virus de DNA no se encuentran asociados al desarrollo de
leucesiss agudas, mis sin embargo si{ se asocian con otro tipo de
naoplasias como el virus de ls hepatitis B que ocasiona a largo
plazo hepatomas o céncer de higado; el virus de Epstein-Barr
relacionado c¢on linfoma de Burkitt, carcinomes y mononucleosis;
y SV40 asociado » sarcomas, entre otro? (15,43,55,91-93).

De los virus de RNA, sdlo los Retroviridae estén ascciados como
posibles agentes causales en leucesias, linfomas, sarcomas Yy
ocasionalmente carcinomas en animales. Los retrovirus se
distinguen de otros virus animales porque son los unicos cuyo
genona asumse ambas formas quimicas posibles RNA y DNA; va Que la
sintesis de DNA es dirigida por RNA mediante la enzima viral
transcriptasa reverss. Los genes de los retrovirus se incorporan
al g del huésp y alli wsobreviven unidos al material
genético de la célula hudsped y pueden ser trasmitidos de una
generacién a otra y asi conservarse evolutivamente (15,88,89,94).

La utilidad de 1los retrovirus en el anslisis del desarrollo
tumoral se debe a tres parAmetros principales. En primer lugar,
se han_ encontrado en un numero elevado de espacies de

vertebrados, donde ind h tipos de tunores y constituyen
modelos experimentales para muchas de las formas ass extendidas
de ] h in gundo lugar, results relativamente fécil

identificar y auhr oncoganas de retrovirus y descubrir sus
productos. En tercer lugar, 1los oncogenes de retovirus no
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aparecen comO Componentes propios del genoma virico, sino aés
bien parecen copiados de los genes de los huéspedes vertebrados
en los que el virus se replica (88).

El genoma de 1los retrovirus es diploide con dos moléculas
idénticas de RNA de una sola hélice, unides por enlaces de
hidrogenc en varios puntos. En la replicecion de los retrovirus
participan tres genes: “gag"™ que codifica para proteinas
estructurales localizadas en el interior de la particula virsl;
“pol” que codifica para la transcriptssa inversa y “eav™ que
codifica para las glicoproteinas de la envoltura membranosa que
rodea la particula viral. Adeamss, en cada extremo de la molécula
existe un pequefic segaento de RNA repetitivo y secuencias unicas
no codificantes (US y U3) que contienen elementos reguladores
“potenciadores” {secuencias promotoras y exaltadoras para
transcripcion viral) (26,75,77,78).

Algunos retrovirus pueden contener solamente esos genea y son
virus de leuceais croénica (virus no defectivos),
transforman células {n vitro y requieren periodos
latencia (virus de leucosis aviaria, virus de leucemia felina,
virus de leucemia dbovina y virus de leucemia del mono giboén) y su
accion puede ser por insercién de promotores que llevan a la
activacioén de oncogenes celulares (76,88,89,95,96).

Otros retrovirus, dencainados transformantea agudeos, contienen un
deterainante senetico adicional conocido Como ‘gen
transformante”, " en" o " ia transforsante”, que
codifica para una porcién o 1ls totalidad de una proteina
requerida pars la iniciacitén y aantenimiento del fenotipo
neoplésico de la célula hudsped. Aunque no son necesarios para la
replicacion viral, la adquisicion del oncogén genaralmente ests
asociada con la pérdida de porciones de algunos genes,
conduciendo a un defecto en la replicaciéon del virus. Los
retrovirus que llevan un oncogén son transformadores agudos que-
pueden inducir répidamente tumores en animales Yy transformar
células en cultivo, Los virus de esta clase incluyen todos los
virus de sarcoma aislados y todos los virus de leucemia aguds
(08,89,95,96) .
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Después de la infeccion por retrovirus en las células huespedes,
al gencma de RNA es transcrito por la transcriptasa inversa a una
molécula de DNA lineal de doble cadena, en cuyos extremos quidan
estructuras conocidas como “repeticiones teraminales largas”
(LTR). Aunque no codifican para proteinas, son importantes para
la integracitn de los provirus en el DNA cromosdmico, tal vez al
favorecer 1a formacion de intermediarios circulares, mecanismo
mediante el cual se cree que ocurre la integracion. El DNA viral
puede integrarse al azar en numerosos sitios del genoma huésped,
pero no cambia de una posicién a otra y rara vez es excindido,
excepto por delecion de parte o todo el cromosoma sobre el que
reside. Ademss, la integracién es por recosbinacién no homéloga.
Probablemente serian mutagénicos si se integraran adyacentes 2
algin gen estructural ¢ en general en algin sitio del genoma
transcripcionalmente activo. (43,91).

£l genoma viral se integra a la célula huésped como un "provirus"
estable y somete su expresion al control de los Necanismos
celulares (43,88,91,95). La tranascripcion del provirus retroviral
produce una molécula de RNA que contiene el genoma viral completo
2).

Hasta el momento existen muchos reportes en 108 que se asoclan
virus tipo C (retrovirus) y leucemis humana. Tal es el caso de la
fanilia de virus de leucemia/linfoma de células T humanas (HTLV)
que abarca tres grupos. El HTLV-1 que et el agente etiologice de
la leucenmia de celulas-T adultas (LAT), enfermedad maligna que re
caracteriza por la proliferacién de células T anormales. HTLV-II
aislado de pacientes con leucenia de células peludas-T, una
variante de las células T y qua comparte les mismas propicdades
biologicas de HTLV-I in vitro. El tercer grupo, el HILV-III, e=n
considerado como el agente causal dal sindrome de
insunodeficiencia adquirida (SIDA) caracterizado por deficiencia
e inmuncsupresién de ceélulas T (15,89,90,96).

Inicialmente, HTLV-1 fue aislado de nédulos linfaticos de un
paciente con una variante de linfoma cuténeo de células T (Sx. de
Sezary) y posteriormente fue estudiado y/o identificado en
pacientes jap con 1 ta/linfoma de células-T de adultos
(LLAT o LAT). Actualaente, se sabe que las zonas endémicas para
estos virus son las islas del Caribe, Centro y Sudamérica, Africa
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y regiones del surceste del Japon (89,90,96).

Estos virus pueden transformar células-T normales in vitro, leo
que sugiere que el virus codifica para un gen transformante. El
cual estd codificado en el extremo 3' del genoma viral y es
llamado Px o lor. Codifica para una proteina que funciona como un
factor trans-activants que incrementa la transcripcién viral. El
producto del gen Px sé6lo activa la transcripciéon de genes
celulares especificos que estimulan unicamente células-T (15,90).

A pessr de las evidencias sobre 1la asociacién rexrovirus-
leucemia, los virus se consideran como uno més de los factores
causales de leucemia, por mecanismos moleculares, También podria
ser una via final comun de auchos pr de 1 génasis,
inicisdos primitivamente por otroas agentes (95).

3.3 Factores Fisicos.

Entre los factores fisicon considerados en la etiologia de las N
leucenias estén las radiaciones ionizantes (rayos X, gaBpa,
electrones, protones y particulas pifs) y las no ionizantes
(ondas electromsgneticas) (20).

El efecto leucemogaenico de la radiacién fonizante fue descrito
inicialmente por von Jagic y col., en 1911. Desde entonces han
sido reportados muchos casos individusles y pequefios grupos de
leucemiss atribuidas a exposicion a 1la radiacion (98). Las
radiaciones ionizantes aempleadas como terapéutica exégena an
pacientes con neoplasias hematologicas (Hodgkin, LLC, linfomas no
Hodgkin), tumores sélidos y enfersedades no neoplasicas (cuyo
ejenplo mAs clésico es la espondilitis anquilosante), producen un
incremento en la incidencia de leucemias agudas (principalmente
LMA y en menor proporcién LLA) superior al esperado (37,43).
Tanbié¢n las radiaciones endégenas en forma de terapia con
isétopos radiactivos pueden contribuir etiologicamente al
desarrollo de 1ls leuceais aguds, tal es el caso de 1la
policitesia vera con P32 y del hipertiroifdiesmo con I131 (95,99).
Por otro lado hay estudios en personal militar expuesto durante
pruebas de explosiones nucleares en los que se hs demostrade un
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incremento en la incidencis de LMA (37).

Sin embargo, de todos estos reportes los Qqua muestran la
evidencia mayor son los estudios en los sobrevivientes de -las
bombas  atomicas de Hiroshima y Nagasaki. Estos pacientes
presentan un periodo de latencis relativamente corto S a 21 afhos
entre la exposicién y la apariciéon de la leucenia
€(1,3,37,100,101). La cantidad y calidad de la exposicion a 1la
radiacion ha sido cuidadosamente investigada y se ha demostrado
una relacion lineal entre dosis acumulatives y la incidencia de
leucenia (95,97,100,101).

Tasbién se ha obmervado que 1a radiacion por la bomba atomica
produce aberraciones cromosémicas en uns célula del sistema
hematopoyético multipotencial comin para lineas linfoides vy
mieloides (101). El recie.te accidante de la planta nuclear de
Chearnobyl en la URSS, que originé la 1liberacién de isétopos
radisctivos a la atmésfera, proves de un modelc similar al de las
bosbas atomicas (102).

El mecanismo exacto de accién de las radiaciones ionizantes sobre
las células hematopoyéticas y su trunsforsacién leucémica es
desconocido, pero dado que la radiacién ionizante aporta al
material que 1la absorbe suficiente energia localizads para
fonizar Atomos y moléculss que se encucntran a su paso, origina
mutaciones puntusles en los &cidos nucleicos. Kste mecanismc se
ha cosprobado en perros expuestos a radiscion §{n uterc. que
desarrollsn LMA por activacién de oncogenes de la familia c-ras.
Esta es inducida por uns mutaciodn puntual especifice en 1los
codones 12,13 o 61, que codifican para glicinas y que son
sustituides por &cido aspértico, en la proteina P21 ras
(95,98,102,103) .

También se ha propuesto que la radiacioén causa activacion de
virus endogenos. Sin eabargo, este mecanissc no ha sido
desostrado en husanos, s0lo en roedores (95,104-106).

Entre los dafios cromosémicos que pueden producir las radiaciones
ionizantes estén principslwente los rearreglos estructurales
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(delecicnes, translocacicnes, anillos, dicéntricos, fragsentos
acéntricos, figuras tri y tetra radiadas etc.) y =marcadores
cromosomicos adicionales (99,101-103). Se ha reportado trisomia &
en pacientes con LMA-M4 dessrrollada después de 8 afios de
axposicion a radiacion por céncer de mama; y t(2;12); del(1iq) vy
anillos en LLA bifenotipica secundaria s terspia con rayos X
(107,100).

Los efectos bioldgicos de las radiaciones no ionizantes de baja
ensrgia han originado controversia. Experimentos en snimales
sugieren que las ondas electromagnétices pueden ser
leucemogénicas parsa el hoadre. Sin esbargo, en estudios
epideniolégicos de leucesia en grupos ocupsciocnalmente expuestos
no sea hs encontrado ninguna relacion entre la exposicion y el
riesgo de desarrollar leucemia (100).

3.4 Factores Quimicos.

La produccién de leucemia en animales por la exposicién a clertas
sustancias Quisicas ha sido desostrada y muchos coapuestos han

sido circunstancislwmente amociados con la ésin de la 1 ia
humana. Sin embargo, entre estas sustancias, los dnicos de efecto
1 6 clar d trado son los hidrocarburos

arométicos benceno y tolueno (6,109,110).

Hay numeroscs estudios en trabajadores ocupacionalmente expuestos
a benceno con desarrollc de leucesmia aguda; que reportan una
incidencia 10 a 20 veces mayor que en la poblacién general. En la
mayoria de 108 casos se trata de leuceamia smieloblastica aguda
(LMA) siendo 1a eritroleucesia (LMA-M6) el subtipo predominante
(3,2,37,9%).

%1 clorasfenicol (111), el h lorocicloh (112) vy 1la
fenilbutazona (113) han sido implicados comc sgentes causales de
leucemia aguda (LMA), sin embargo no hay evidencia suficiente que
lo deausstre. También se hen descrito casos de LMA en
trabajadores que manejan Oxido de etileno (114). BRste producto
on forma experimental tiene un alto poder mutagénico en diversos
organismos tales como Drosophils vy MNeurcspora cramssa (95).

Tasbién induce aberraciones cromosémicas excesivas en ratas y
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linfocitos de personas expusstas sccidentalmente ya que se usy en
hospitales y en la industria slimenticis para esterilizacién. Su
efacto mutagénico parece potenclarse en seociscién con metil-
formato (95).

Existe evidencis de que la exposicioén ocupacional s otros agentes
pued ser 1 énica. Hay un reporte donde cosparan adultos
con LMA cuyos emplecs implicaban contacto con varios quimicos
industrisles, insecticidas o derivados del petréleo, con &quellos
ah cuyos emplecs no hubiera tal exposicién. En los paciente
"“expuestos" se encontré mayor frecuencia de aberraciones
cromosémicas que en quienes no estuvieron expuestos (83% vs 24%).
Adenés, se observd una mayor frecuencia de leucenia mieloblastica
(MZ) en los pacientes en contactoc con estos productes, mientras
que 1la leucemia mielomonocitica (M4) fue la més cowmin en los no
expuestos (115). En un estudio subsecuente reslizado en 1356
pacientes con LMA, se encontrd que la exposicién a productos
darivados del petréleoc parece estar asociada con cromosomas
normalas, en contraste a los expuastos & solventes quimicos e
inzecticidas an donde 94X presenté cromosomas anormales aen médula
osea (116).

3.4.1 Farsacos Antineoplasicos.

Actualmente, los diversos tratamientos a base de radiscién o
quimioterapia en muchos desérdenes wmalignos, contribuyen &
prolongar la sobrevida y en muchos casos a sanar al paclente. Sin
emnbargo, esta terspéutica intensiva puede originar una nenplasia
secundaria afiocs después de que se recibid el tratamiantos;
frect te 1 ia mieloblastica aguds (LMA) (10,37).

K1 tratamiento con gran variedsad de agentes alquilantes del tipo
de la procarbszins usada en el tratamiento de la enfermedad de
Hodgkin (117-119), melfalan usado en un gran nomero de cénceres
(120), clorsmbucil (121), ciclofosfamida (122) y otros agentes
(122) produce en la mayoria de los Ma daris. Sin
embargo, sus efectos han derivedo de estudios en animales y no
ests enterapente probado que sean los responsables de 1s
neoplasia secundaria (37). .
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Hay numerosos estudios en los que se ha demostrado que & largo
plazo los férmacos antineoplasicos producen cambios
citogenéticos, tales como monosomia 7, trisomia 8, del(7)(q22),
del(11)(q23), t(4;11), wonosomia S, hipodiploidia y aberraciones
estructurales multiples (123,124,125). Estos datos estén apoyados
por report de rupturas cromosémicas inducides §n yitre con
cospuestos del tipo melfalan en los cromoscmas 5,7,11,17 y
significstivamente en 9q1. La especificidad de 1los sitios de
ruptura puede ser al resultado de una metilacién preferencial, ya
que estas zonas son ricas en nucledtidos G-C. (126).

En general los carcinégenos quimicos pueden ser de dos tipos,
complatos e incompletos. Los primeros pueden producir neoplasias
por i mismos; mientras que los segundos requieren adenén
exposicion subsecuente de las células tratadas (iniciadoras) a
agentes promotores, 1os cuales por si mismos son carcindgenocs.
Estos agentes promotores también pueden conducir al desarrollo de
neoplasias cuando se asplican a tejidos previamente tratados con
dosis bajas de un carcinogeno completo, acciétn que por si misza
no produciria neoplasis (43). !

Los agentes iniciedores y carcinégenos completos casi siempre
dafian al DNA (genotoxicos), el aevento iniciador implica
interaccién carcinogeno-DNA, con la aubsecuente produccién de
dafio, Esto ocurre con los agentes alquilantes al formar etil o
metil derivados con las bases nitrogenadas del DNA. Las ceélulas
iniciadoras persisten en el tejido por largo tiampo después de
que el agente iniciador ha desaparecido y la lesién producida as
estable y hereditaria. Sin embargo, se ignora cusles podrian wser
sustancias promotoras para la leucemogénesis (37,95).
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CAPITULO 4.

REARREGLOS CROMOSOMICOS EN LEUCENIAS AGUDAS.

4.1 Antecedentes Historicos.

En los ultimos 100 afics se han incrementado los estudios sobre la
funcion de los cambios cromosémicos en la tranafcrmacién de una
célula normal a neoplésica. Estos estudios se iniciaron en 1890
cuando se asocié por vez primera anormslidades nucleares y
nitoticas con el crecimiento neoplésico (127). Bamado en estos
hallazgos, en 1914 Boveri, presentd la teoria de 1la mutacion
somética en céncer, en la que postulabs que las anoraalidades
cromosémicas eran los cambios celulares que causaben la
transicién de proliferacion normal a maligna (128).

8in esbargo, como no habian evidencias que las apoyaran, las
ideas de Boveri quedaron olvidadas durante mucho tiempo, va que
las técnicas citogenseticas empleadas en e2os afios no eran
adecuadas. No fue sino hasta los afios S0°'s cuando se realizaron
descubrimientos vitales para la metodologia citogenética. Tales
como el. efecto de la colchicina sobre la formacion del huso
acroastico y ademAs el tratamiento con solucién hipoténica que
permite la distensiodn celular y la separacién individual de los
cromosomas (10,129).

Se d dend an un periodo de expansién de la
citogenética de memiferos destacando la descripcién del namero
correcto de cromoscmas en el hoabre por Tjio y Levan en 15S6
(130). Nowell (1960) descubrié que la fitohemaglutinina (PHA)
tiene un efecto mitogénico en linfocitos in vitrg (121). Al mismo
tiempo Moorhead y cols, desarrollan un método da cultivo de
sangre periférica rapido y eficiente (132).

Estos adelantos técnicos permitieron ampliar las investigacicnes
sobre 1la citogenética y el céncer. Nowell y Hungerford (196U!,
dolcrtbloron la primera anormalidad crosmosdmice consistente en

& : el er a Filadelfia (Ph') en pacientes con
Leucenia Granulocitica Crénica (LGC) (133). Este descubrimiento
verifica la hipotesie de Boveri y da por hecho que una
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anormalidad cromosémica adquirida es la causs directa del estado
neoplésico (10).

La introduccién de los metodos de bandeo cromosomice  por
Casperson y cols (1975), revolucionan los estudios citogeneéticos
en céncer (134), al descubrirse que aberraciones cromosémicas
conatantes ®e asocian con diversos tipos de tumores; ademés, se
desuestra que las anomalias cromosémicas se relacionan con el
desarrolle y progrecion neoplésica (43,135), La aplicacion de
técnicss de alta resclucioén peramitid una definicién mes precisa
de 1los rearreglos cromosémicos. Usando astas técnicas se han
demostrado anomalias cromosdmicas en aproximadamente 95% de los
pacientes con leucesia aguda (43,76,136).

Con el advanimiento de las técnicas de genética molecular y su
combinacioén con 1los progresos en otras Areas de 1la biologia
celular y tumcral se ha logrado elucidar, en muchos casos, el
mecanismo molecular implicade en la iniclacion y progreaién
neoplésica (137), aunque aun queda mucho por estudiar vy
descubrir.

4.2 Metodologia Citogendtica.

Il estudio citogenético de las leucemias se realiza en un
aspirado de médula Sses que se procesa directasante o s¥e cultiva
por 24-~72 horas (43,138). En pacientes con un conteo de ceélulas
blancas mayor de 15,000 con aproximadamente 10R de célulss
mieloides inmaduras, puede cultivarse una muestra de sangre
periferica durante 48-72 horas sin adicionar PHA. Kl cariotipo de
las células an division sersd similar al obtenido de 1la meédula
omen (137).

La actividad mitotica natural de la médula ¢ses es usada para el
anblisis cromosémico directo. El estudio de estas células es
representativo de las poblaciones que se estén dividiendo {p vivo
~ en el momento en que se hizo el aspirado; mientras que .en un
cultivo la division celular se efectus in vitro (139). Por allo,
ha surgido la duds acerca del origen leucémico © no de las
células granulopoyéticas obtenidas mediante cultivo. Ests ha sidc
en gran parte aclarada, por varios autores, con la observacion de
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clonas leucémicas con cromosomas marcadores (140-143).

Lss aberraciones cromosémicas han aido usadas como Rarcadoreg
celulares en el estudio de la interrelacién de 1las distintss
poblaciones celulsres en lss leucesiss, Se hsn encontrado varias
ventajas del cultivo de células sobre el metodo directo,
independientanente de que sean estisuladas o no (144,145). Bn los
cultivos hay un incresento en el numero de metafases producidas &
favor de las células cromosdémicamente anorsales con respecto a
las células normales, al parecer las células leucémicas elercen
una inhibicién de 1las células normales o estas célulan con
alteraciones cromosémicas estan en ventaja proliferativa
{99,139,144,145) ,

La morfologia de los cromosomas se mejora con las preparaciones
cultivadas lo que se reflejs en el numero de bandas obtenidas en
los cultivos. Ademss, es mAR probable obtener un resultado
positivo de preparacionas cultivadas que de las directas, Lla
ventajs més significativa del cultivo de médula Ssea y sangre
periférica es que se detectan lineas celulares cromosomicamente
anormales, las cuales no son evidentes en preparaciones directas.
Sin embargo. tiene una desventaja y es la estimulacion de clonas
noraales desarrolladas {n vitro (99,144,145). Esté claro que al
resultado citogenético de un paciente difiere si se basa en
preparaciones de mséduls Osea directa o cultivada y esto se
relacions directamente con el prondéstico del paciente, por ello
es importante comparar las snormalidades cromosémicas encontradas
por ambos aétodos en cada poblacion.

Los cromosomas obtenidos ya ses por cultivo o por método directo
se identifican por medio de técnicas de tincién que producen una
serie de bandas caracteristicas a lo largo de 1los croscsormas.
Entre las técnicas de band cr omico se tran las bandas
@, G, R, T, C y NOR principaimente. Las més usadas en leucenias
son las bandas G y G que dan bésicamente el mismo patrén
(43,99,146-148) .

Las bandas Q@ se prod por tratamiento de los cromosomse con
colorantes fluorescentes del tipo mostagza de quinacrina y otros
derivados de acridina. Tienen la desventaja de que las
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preparaciones deben ser observadss en un microscopio de
fluorescencia y adeass ésta se pierde con el tiempo (149). Un
aétodo para producir bandas G es el tratasiento de los cromosomss
con una solucién de tripsins y posteriormente tincién con Giemsa;
de esta forma se pone de sanifiesto la estructura cromomérica
bésica de 1los cromoscmas en metasfsse. Las preparaciones son
analizadas con un microscopio de luz convencional (150).

Las bandas R o bandas reversas son producidas por cromomicina y
naranja de acridina, dan un patrén inverso al de las bandas Q/G
{(151). Una varisnte de éstas son las bandas T que se usan para
delinear los segmentos terminales de los cromosomas (telémercs)
pars  poder identificer los puntos de ruptura en algunas
translocaciones (152).

La técnica de bandas C fue introducida por Sumner y cols, en 1977
'\(‘153) y @9 usada para identificar las regiones pericentroméricas
y heterocromsticas de 1los cromosomss. Estas Ultisas eastan
localizsdas en el hombre en los cromosomas 1, 9, 16 y brazos
largos del Y. Se ha demostrado, en diferentes grupos étnicos, que
estos CroROSONAS 8SON altamente polimérficos (154,155). La
importancia de tas regiones en las leucemias radica en 1la
asociacién de heterocromatina y cancer (156-160). Parece ser que
un incremento de este =material facilita el intercambio de
Cromosomsas por un entrecruzamianto desigual; produciendo homo o
hemicigocidad de genes importantes para el desarrollo de la
neoplasia (161).

Las técnicas estandar directas o las de cultivos de corto tiempo
producen preparaciones con un indice mitético bajo y cromosomas
pobremente bandeados (150 a 320 bandes por grupo haploide). Las
nueves técnicas de alta resolucién y sincronizacién de celulas
con metrotexate hacen posible obtener una mayor calidad en las
preparaciones cromosémicas, ys que incresentsn el indice mitético
y proveén de células con cr elongad que dan un nOomero
mayor de bandas (hasta 1,200 por grupc haploide) (43,139,146-
148) .

4.3 Nomenclatura.

Cominmente se usa la Nomenclaturas de Paris para la descripcion de
cariotipos (147,162,163). Esta sefiala que en primer lugsr ne
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indica el numerc total de cromosomss, seguido por los cromnoscmas
sexusles Yy después 108 rearregios de 108 autosomas. Lss letras
“p" y "qQ" se refieren a los brazos cortos y largos del cromoscaa
respectivamenta. Un signo més (+) o un signo menos (-} antes de
un nusero indica ganancia o pérdida de un cromoscma y despues del
cronosoma y brazo indica genancia o pérdida de un segmento. Las
translocaciones son identificadas por la letra "t seguida de los
cromosomas isplicados en el primer paréntesis, las basndas del
Cromososa en las que ocurrieron las rupturas son indicadas en el
segundo paréntesis. Se indica brazo "p" o "Q", niumero de regioén,
banda y subsnda. La incertidusbre respecto al cr 2 © banda
implicados es denotada por un signo de interrogacién (?). Otras
anomalias estructurales se designan con "i" isocromosoma, "r"
cromosoms en anillo, "mer" marcador, "del" delecién, "ins"
insercion, “inv" inversidn, "dup” duplicacion, “der” derivado,
(147,162,163).

La observacién de al menos dos ceélulas ‘“pseudodiploides™ o
hiperdiploides, o de tres células hipodiploides con la wmisna
alteracion, pone de manifiesto la presencia de una clona anormal.
Los pacientes cuyas células no muestran altaraciones o en quienes
las slteraciones no son constantes son considerados norsales. Lor
cambios aislados pueden deberse a artefactos técnicos o a errores
mitoticos al azar (146).

Innumerables estudios ee han pudblicaio sobre los cambios
CromosoOmicos an las células cancerosas (10);: el mayor problema de
estos estudios es distinguir los eventos primsrios de los
secundarios. Esto es importante ya que a través de los canmbios
er émicos  se puede diferenciar el crecimiento de las clonas
tumorales (164).

Heim y Mitelsan (165), sugieren que las aberraciones cromoasdmicas
en desordenss neoplésicos son de tres tipos: a) anormalidades
primarias que se ran fr te como anormalidad unica
en cancer y 86 asocisn especificsamente con un tipo de tumor en
particular. Kstes son el paso esencisl en el establecimiento de
la neoplasia. b) Anormslidades secundarias qus hunca se
encuentran coao cambios uUnicos, a msenudo son adicionales a las
snhormalidedes primsrias y son isportantes en 1la progresion
tusorsl. c¢) Ruido Citogenetico constituido por casbios
cromosésicos qQue son el Ultimo nivel de abderraciones no
consecutivas. que no ejercen un papel trascendental en la
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progresién tumoral (10,164,165).

4.4 Resrreglos Cromosémicos aen Leucemia Linfoblastics Aguds
{LLA).

Los estudios citogenéticos en leucesia linfoblastica aguds (LLA)
no han sido tan amplios como en LMA, Con las primeras técnicas de
bandec easpleadas sdlo se encontraban anorsslidades cromoséaicas
clonales en SO0% de los casos estudiados (99,166,167), Con el
. perfeccionaniento de las técnicas de cultivo este porcentaje se
ha incrementadc y shors aproximadasente 75% de los casos tienen
casbios cromosésicos demostrables. Por ejesplo, en la revision
del Tercer Taller Internacionsl de Cr en L ia Aguda
(168,169), se revisaron 330 pacientes con LLA y se encontrarcn
aberraciones crososdémicas clonales en 66% y no clonales en 17% de
éates. Otros estudiocs similares reportan casbios cromoséamicos
clonsles en 76% y 94X de los casos de LLA (171,172). Del snalisis
de astos resultados queda bien establecido que la mayoria perc no
todos, 108 pacientes con LLA tienen anormalidades crososdmicas en
sus células leucémicas de médula ésea al momento del disgnéstico.

4.4.1 Anormalidades Numericas.
A. Hiperdiploidia.

Varios grupos han reportado que los cambios cromosdmicos
nuséricos (ploidia) ejercen una influencia significativa en el
diagnoéstico, clasificacién y comso guis para establecer el
prondstico en pacientes con LLA (17,76,169,173-175). La
hiperdiploidia masiva se ha visto que es sucho més frecuente en
LLA que en LMA. De 1,200 casos de LLA reportados en la literatura
con cambios citogenéticos identificados por técnicas de bandas
ués del 30% presentan hiperdiploidia (20% tienén entre 47 y 49
cromososas y 132% tienen més de 50) (169,176,177).

Estas variaciones nuséricas ese restringen a leucemias con
insunofenotipo de 1a 1linea-B8 y pre-B y morfologia Li o L2 de
células nulas (17,76,177). Las L2 tienen solo soderada
hiperdiploidia y en el sudgrupo L1 20% de los casos tiene marcads
hiperdiploidia con més de 50 cr . Los cr extras
ieplicados con  amayor frecuancis son 4,6,10,18 vy 21
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(76,146,168,169,178) .

Algunos parametros clinicos son caracteristicos del subgrupo de
LLA con hiperdiploidia. Esta restringids a la poblacién masculins
con uns edad promedio de 5 afios (rango entre 2-10 afios); los
pacientes tienen una cuenta leucocitaria baja y niveles bajos de
deshidrogenasa léctica (17,169,173,175). Pacientes con wés de 50O
cromosomas tienen un pronéstice favorable, presentan una reaision
cospleta més larga (>40 meses) y una sobrevida mayor después de
la quimioterapia (més de 36 meses enh nifios y méa de 21 en
sdultos) (76,169,171,173). Paclentes conh 47 a 49 croaosomas
tienen un prondetico intermedio (sobrevida de 15 meses en nifios)
(76,189).

La hiperdiploidia puede detectarse por medicion del contenido
celular de DNA (citometria de flujo), en cuslquier etapa de 1la
proliferacién celular. Esto ha peraitido relacionar la cantidad
de DNA con los subtipos morfolégicos e inmunolégicos de leuceala.
Asi, en un estudio de 98 nifios, la hiperdiploidia en LLA se
asocié con la expresion del marcedor de superficie LLAc, tri o
tetrasoaias del cromosoms 21, wmenor conteo de leucocitos
periféricos que en los pacientes diploides, mayor sobrevida vy
buen pronéstico (179).

B. Hipodiploidia y casi haploidis en LLA.

La hipodiploidia en LLA es un evento relativesente raro que
afecta sdlo de 3-10% de los pacientes y su significado prondstico
o8 controversisl (169,173,174). Se relacions sdlo con los
subtipos morfolégicos L1 y L2, siendo més frecuente en L2 con
inmunofenotipo de LLA coman. Los casos de hipodiploidis estan
restringidos a nifios entre 2 y 10 afios; con niveles de
deshidrogenasa léctica asltos y fr te se fian o mon
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secundarios & un rearreglo cromotdé@ico estructursl (10,174).

La presencia en LLA de células leucémicas con un numero
cromosoaico casi haploide es raro; sdélo se han reportado 9 casos
en la literaturs (168,169,180-185). Ests alteracién citogenética
no ha eido descrita en LMA, por 1o que sugiere una avolucion
clonal no azaross del csriotipo (183). Este subgrupo presenta un
nomero asodal de cromosomas sntre 26-28 y frecuentesente hay
cromosomas adicionales a la haploidia {(crososomas 31,10,14,18,Y
y/0 16 ) (166,107).
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TABLA VII.

ANORMALIDADES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES PRIMARIAS EN

LLA (10).

PUNTO DE
RUPTURA

1p32
1q23

2p12

Q21

6q

10q24

11p33
11q23

12p

14911
14932

17q11

REARREGLO
t(1;11)(p32;q23)
€{1;19)(q23;p13)
t(2;8)(p12;q24)

t(4;11)(q21;q23)

del(6q) (qvariable)}
t(8:14)(q24;q11)
t(8;14)(q24;932)
€(8;22)(q24:q11)

t/del (9p)

£(9;22)(Q34;q11)

t{10;14)(q24;q11)

t(11;14)(p23;qil)
t(11;14)(q23;:932)

t/del(12p)

t/del(14) (q11)
t/del(14) (q32)

€(17;19)(q11;p13)
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' MORFOLOGIA
MAS FRECUENTE.

L1
L1

L3

Lr,L2

L1,L2

L3

L3

Li,L2

L1,L2

L1,L2

L1,L2

L1,L2

L,L2

L1

INMUNOFENOTIPC
ASOCIADO.

LLA pre-B
LLA pre-B8

LLA-B

LLA precursor-8
temprano
Fenotipo mixto

LLA-comun

LLA-T
LLA-B
LLA-B

LLA precursor-T
tempranc

LLA-T

LLA precursor-8
temprano

LLA-comun

LLA-pre-B

LLA-T

LLA-T

LLA-coadn

LLA-T
LLA-T

LLA-B



A. t(1;19)(q23:p23).

Este rearreglo fue descrito en 1984 por tras grupos de
investigadores indspandientes (190-192). Inicislmente no se sabia
84 era el brago corto o largo del cromosoma 19 el que estaba
implicado en la translocacion; este problesa se soluciondé con el
sndlisis de cromosomss profésicos obtenidos medisnte técnices de
alta resolucién. Se deteraind que el punto de ruptura estaba en
el brazo corto, banda 19p13.3 (193).

£1 rearreglo puede ocurrir en dos formas: Como una translocacion
balanceada donde 188 célules tienen un cCromosoma 1q- y el 19p+; y
Como una translocacién no bal da donde los dos cr i's
son norsales y hay material cromosdmico adicional derivado del 1
on 19p+¢; apsrentemente ls segunda forms es la sbs comun (194).

La t{1;19) sae asocis espacificamente con el fenotipo de LLA pre-B
Yy las ceélulas generslsente tienen morfolégia de Li por FAB
(190,192). Ls incidencis de LLA pre-B con t(1;18) se desconoce,
aunque parece sar bajs su frecuencia. No se ha podido establecer
@l prondstico pars los pacientes con asts anormslidad, perc se
consideran dentro del grupo de slto riesgo (173,190-194).

No se conoce aun el mecanismo exacto por medio del cual 1la
t(1:19)(q923;p13) particips en 1la 1 génesia. Un ¢
celular c-ski ha sido mapeado en 1q23. También la secuencis d-l
gon para el receptor de insulina hs sido mapeads en 19p13 (195).
Este es estructurslmente homélogo al receptor pars el factor de
creciaiento epidersal (erd-8) y al productc de los oncogenes de
1a fasilias erc. Un rearreglo de estos Joci puede ser el evento
patogenético asocisdo a la LLA con t(1:19), pero aun no estéd
comprobado,

B. t(4;11)(q21:q23).

Este rearreglo fue reportado como una anorsalidad consistente en

LLA por Van Den Berghe en 1979 (196). En la actualided se ha

obsarvade en pacientes de todas lss edades, pero méds

frecuentesente en nifics (la mayoris femaninos) (197). La t(4;11)

o8 asocia a LLA en nifics de edad tesprana (menores de un afio}) vy
{a d génita) (146,108).
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de las técnicas de bandeo (207). Cuasndo se pudo analizsr
Cromosonras leucémicos bandeados, 8e observdo que el FPh' en
leucesias agudss era morfologicasente indistinguible de la
t(9;22)(q34;q11) especifica de LGC. A partir de aqui, surge la
interrogante de si 1la LLA Ph+ verdaderamente representa una
leucemia aguda de novo © es un estado blastico de LGC. no
diagnosticado previamente. Esta confusién se ha atribuideo a que
anbos padecimientos tienen caracteristicas clinicas compartidss y
alteraciones citogendticas similare: tales como un segundo
cromogoma Ph', trisoamia 8 y monos s total o parcial del 7
(75,208,209,211,216,217).

8in embar
entidades,

se han reportado algunas diferencias entre estas dos
las que se enumseran a continuacién:

1) Citogenéticamente hay otros rearreglos cromosémicos como
del(10q), t(1;4), +4, -20, +19, {nv(3) que han asido reportadas
tanto en pacientes con LLA Phe como Ph- y que estan ausentes o no
se han reportado en la crisis blastica de LGC, ni en las LMA Phe
(75,216,217).

2) En la crisis blastica de LGC el cromosoma Ph' esté presente en
practicasente todas las lineas celulares; en cambio en las LLA
Ph+ se ha visto que ests ausente en colonias nc linfoblésticas,
como las eritroides y mononuclearas entre otras (211).

3) La existencia de células cromoatémicamente normales con células
ancraales en cualquier fase de la enferasdad, se manifiesta como
factor exclusivo de las LLA Phe+ (218).

4) En las LGC se presentan translocaciones variantes del
cromosoma Ph' que pueden involucrar tres o m&s cromosomas. Ratos
rearreglos frecuentesente implican un segmento delecionado de 22q
translocado a otro cromosoma diferente del 9, principalmente al
2. EIn la mayoria de astos rearreglos citogeneticamente no parece
participar el cromosoma 9 perc, molecularmente si se detecta su
presencia en el rearreglo (218).

S5) Hay casos de LGC en los que el Ph' no se reconoce en los
intercambios complejos, que corresponderia a un Ph' enmascarado,
pero por técnices moleculares se ve que si esté implicado el
cromosoma 22. Estc no se presenta en las LLA Phe (219},
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€) La LLA Phe es a8 comin en adultos, con ung incidencia de 15-
208 y dea SR en nifios (168,169). Se caracteriza por una
proliferacion extrema y rspide crecisiento de blastos que
presentan diferenciacisn hacia ls lines B y muy ocesionaisente
exhiban factores de ls lines T. El inmunofenctipo de los blastas
@8 compstible con ceélulas B inmsduras por ejemplo de LLA de
precursores-8, LLA coman o LLA pre-8, estc no se ocbserva en las
LGC (208,210-212).

7 Se han observado grandes granulaciones rosasdss en el
citoplasss de 1os blastos de médula Ssea de pacientes con LLA
Phe, que son UuUtiles comc un auxilisr wmorfolégico para
distinguirlas de la LLA Ph- y de la LGC (213).

8) Clinicamente la diferencia mnis significativa entre losm
pacientes con LGC en crisis blastica y los pacientes con LLA Phe,
@8 que estos Gltimos responden pobresente a la terapis vy sélo 54%
alcanza la remision completa (con duracion de 8-12 meses). Esto
indica que el santenimiento con 1la quimioterapia no es
satisfactorio por lo que se deban practicar terapias slternativas
comso el transplante de s&dula 4sea durante la primera remision.
Paro s pesar de todos los regimenes terapedticos la sobrevida de
los pacientes es corta, 12 meses (168,169,173,214,215).

Se han do dos en los cr isplicados en 1la
translocacidn Ph'. E1 proto-oncogén c-abl (9934.1) que en el
homélogo celular normsl del gen transformsnte del virua de 1la
leucenia surina de Abeleson, que causa leucemia de célulss pre-8
en el raton. Bl oncogén c-sis (22q12.3-13.1) que es @l homdliogo
celular normsl del gen transforsante del virus de sarcoma simianc
qQue Causa sercosas en prisates no-humanos (15,75,209,221-224).

Bl proto-oncogén c-sis se hs relacionsdo con el gen que codifica
para la cadens beta de un derivado del factor de crecimiento
plaquetario, una proteina que estimuls la sintesis de colégena en
los fibroblastos. Ambos oncogenes se intercsmbian reciprocamente
en la t(9:22), pero el c-sis no participa activasente en el
resrreglo y por lo tanto en la patogénesis de las LGC, aunque se
desconoce sSu papel en los casos de leucemia asociada a
sielofibrosis (15,75,221-225).

Bl gen c-abl tiene una longitud de 230 kpb y comprende 11 exonss
de los cuales el primerc en el extresoc 5°' es alternative {(Ia ¢
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Ib) y los restantes son constantes (15,75,221-224). El1 primer
exén estd separado de los otros por una secuencia intronica large
de 175 kb, Los intrones inmedistos carecen de secuencias tales
como TATA y CAAT, en cambio son regiones ricas en GC y contienen
saltiples secuencias repetitivas de GGGCAUC. EKeta secuencia
repetitiva se ha asociado con l1a regulacién de la transcripcion
in vitre. La ruptura en el cromosoma 9 ocurre en un sitio
variable en el extremo S° de c-abl (15,75,222).

La ruptura en el cromosoma 22 ocurre en una regién de 16 kpb
llamada "breackpoint cluster region” (becr). E1 gen bor esta
coapuesto por aproxinadamente 13 exones que codifican para 1271
aminoécidos. E1 segmento de DNA que clerrs la lectura en 3'
contiens sis de 80% de GC y dos segmentos repetitivos (posiciones
113 a 130 y 376 a 393) que regulan su transcripcion. El punto de
‘uptura cae en los 6 exones intermsedics denominsndose region
mayor ber (mbor) (15,75,222).

En todas las células analizadas norsales o no, los genes c-abl vy
bor son transcritos a RNAs poliadenilados que originan RNAa de
4.5 y 7 kb respactivamente. En células con la t(9;22) el nuevo
RNAR transcrito de c-abl es de 8.5 kb y contiene las secuencias
del extreamo S' de ber (3.3 kb). El c-adl normal y la secuencis
quimérica c-sbl/ber son idénticos en el extremo 3°, pero
diferentes en S°. La ruptura en bor puede ocurrir después de 1los
exones 1, 32 6 3 de la region sber pero nunca en 4, $ 6 6. i&sta
ruptura debe ser especifica ya que ciertas regiones criticas de
los polipéptidos beor y c-abl tiehen que ser incluidas en la
proteina fusionada pars conferir la actividad biolégica de 1la
proteina quimeérics (15,75,209,220-224).

Los aexones varisbles del c-abl Ia e Ib son excluidos del RNA
quisérico bor/c-abl. Esto puede ocurrir porque la ruptura
cromosdmica ocurra en cualquier exén constante del extremo 3' y
entonces el exon variadble per en el cr 9. Por otro
lado @8 mAs coatn la ruptura en la, por 1o que eate exdén puede
estar incluido en el transcrito prisario, pero debido s Qque no
tiens un sitic de unién al extremo S' de ber es delecionado del
transcrito primario (15,.7%,220-224).




De la secuencia del DNA se suglere que el RNAm de ber codifica
para uns proteina de 142 kd (1271 aa). Esta secuencia contiene
un sitio de unién s ATP, que sugiere que la proteina ber puede
ser una cinasa. La proteina tiene un porcentaje relativamente
alto de serina 9%. Estes serinas estdn algunas veces agrupadas en
pares y algunas son precedidas por aminoacidos con carga (-), que
son sitios potenciales de fosforilacién. La proteina no tiene un
dominio transmseabrana Yy no tiene glicinas en su extremo amino
terainal, lo que indica que la proteina ber no esté unida a2
membrana. La funcién del producto del gen ber es deeconocida
(15,75,209,220-224) .

El1 RNAa normal de c-abl se traduce s dos proteinas de 145 kd
designadas cowmo P145, que difieren en su extremo samino terminal
dependiendo de la inclusién de los exones alternativos Ia e 1Ib.
P145 es altamente homéloga al producto del gen v-abl murine
normal de 150 kd y presenta homologia substanciai con la regién
cinasa de una familia de oncogenes virales (15,75,222).

El transcrito quimérico ber/c-abl de 8.5 kpb se traduce a una
proteina quiméricsa de 210 kd en las células de Ins LGC. La
proteina quimérica contiene 1104 aminoacidos del c-abl y 927 0
902 aminoAcidos de ber, dependiendo de la inclusion del exén 3°'.
En contraste con la P14S, 1ls P210 tiene una actividad
incrementada de tirosina-cinasa, que estds relacionada con la
substitucién. En P210 aproximadamente 25 am'noécidos, normalmente
presentes en el extreamo amino de c-abl, s3on reemplarados por 600
8 700 residuos (15,75,222).

Aproximadsmante 15% de las LLA tienen Phe, Sin embargo, n6lo 1la
mitad tienen un defecto molecular similar al de las iGC, la otra
mitad tiene otros resrreglos de la regién ber y expresién de una
proteina anormal la P190 que tambieén tiene una actividad
incrementada de tirosina-cinasa (220).

La rupturs en ber en las LGC ocurre entre los excones 2 y 5 de la
region mayor de ber. BEn lom casos de LLA Ph+, que presentan
rearreglos diferentes, la ruptura ocurre en el primer exén del
extremo S' de la region mber. En algunos casos no se han
detectado los puntos de ruptura, pero son diferentes a los de las
LGC. Se hs establecido uns correlacién entre las edades de los
pacientes y los puntos de ruptura. Los que tienen rearreglcs no
detectables estsn entre las edades de 4-8 afios, mientras que los
otros sob en su mayoris pacientes sdultos. Isto es indicativo de
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que las LLA Ph+ en nifios tienen bases uoleculares diferentes
(75,220-224) .

Por todas estas diferenciss y semejanzas se ha propuestc que las
LLA Phe con rearreglos en ber pueden representar un estade final
de LGC frucuentemente asintométicos que escaparon a la deteccién
tesprana. Comprende pacientes con resrreglos en ber que pueden
predisponer al desarrolloc de una leucesia aguda ge novg. Ests
situacion puede ser ansloga a 1a descrita para el linfoma de
Burkitt con t(8;14) en donde los puntos de ruptura producen
alteraciones moleculares del c-myc que se asocian con variantes
fenotipicas de la enfermedad: linfoma de Burkitt aesporidico vs
andémico (226).

D. t(8;14)(q24;932), t(8;22)(q24;q11) y t(2;8)(p12;q24).

Tatas translocaciones se han asociado especificamente [
necplasias de célulau-B, tanto leucemias como linfomas. Debido a
que se detectaron inicislmente en linfomas de Burkitt, africanos
o no, Bpstein - Barr positivos o negativos, se propone Qque el
linfoma de Burkitt y la mayoria de las LLA de células-B tipo L3
correspondsn a diferentes manifestaciones de la misma aenfersedad
(4,6,76) .

Inicialmente Manolov y cols, en 1973 observaron an pacientes con
linfoma de Burkitt wuna banda adicional en el cromosoma 14 (323).
Otros autores confirmasron estos hallazgos y se establecit el
asrcador 14g+ como anorsalidad cromosomica consistente en
nacplasias de células-B (4,6,13). La naturaleza del rearreglo sme
establecid por técnicas de alta resolucion como una
t(8;14)(qQ24;:932) y posteriorsente los puntos de ruptura se
identificaron en las sub-bandas 8q924.13 y 14q32,33 (324,325).

La t(8;14) se presenta en 75-85% de los casos y el resto presenta
una translocacién variante que implica a 6324; y puede ser
t(8;22)(q24;q11) o t(2;0)(p12:;924) (10,13,76). Sin embargo, se
hen reportedo cambdios cromosdmicos adicicnales & estas
translocaciones en 70% de los casos (326). Los resrreglos
eatructurales en el cromosoma 1 son las snorsalidades secundarias
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abs frecuentes, en particular la trisomia parcial de iq presente
en 30% de los pacientas (4,6,10,13),

El wmecanismo patogenético propuesto para estos rearreglos es el
movimiento del oncogén c-myc localizado en la parte distal del
cromosoma 8 (8924}, que es translocado 2 los cromcsomas 14, 2 6
22. Esto produce un rearreglo entre c-myc y el locus de cad=nas
pesadas de Ig en 1432, de cadenas ligeras kappg en 2pi2 o
lambds en 22q1t (10,14,17,76),

El oncogén c-myc consta de tres exones interruspidos por dos
intrones. K1 primerc en el extremo 5' tiene un codon da
terminacion y por lo tanto no se traduce » proteina. El segundo y
tercer exones me transcriben a mRNA y se traducen a una proteina
con propiedades de unién a DNA (10,15,72,73,76,78,79). En la
t(68;14) el punto de ruptura en 8qQ24 ocurre siempre en el extremo
$', proximal al segundo exén de c-myc, éstc ocasiona que la
regiéon codificante de c-myc se transloque al cromosoma 14q32
(10,76) .

El punto de rupturs en 14932 ocurre en el Jocys de cadenas
pesadas de Ig, en la mayoria de los casoy an el segmento que
codifica para la regién constante (C) (15,76}. En las
translocaciones variantes el rearreglo ocurre en 1los loci de
cadenas kappp © lambda de Ig. En ambas translocaciones el gen c-
wmyc permanece en el cromosoma 8 y se le unc la secuencia que
codifica 1la produccién de anticuarpos. Cuelquiera de astos dos
rearraeglos puede activar el oncogén haciéndolo insensible a los
macanismos que normalmente controlan su expresion. EKsto indica
Que el c-myc pierde la regulacioén como resultado de su proximidad
a genes que codifican anticuerpos, porque tales regiones
cromosdmicas contienen un tipo de secuencia gus2rica
"potenciadora” que incresanta los niveles de transcripcioén de los
genes adyacentes (10,15,76,78,79).

Cualquiera que sea el wsescanismo molecular implicado en el
rearreglo, éste afecta la produccién de Ig por las células-B y se
restringe al subtipo L3 de LLA del FAB. Estos pacientes tienen
una remision muy corta (4 meses) con la terapia convencional por
lo que se encuentran dentro del grupo de alto riesgo (sobrevida
de 5 meses en promedio) (10,76).
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R. del (€q).

La delecién del brazo largo del cromosoma € (del (6q)) es un
casbio cromosomico relstivamente comon en LLA, apsrece en 5-10%
da los casos como anormalidad clonal (168,169), Emta alteracioén
también se¢ ha observado en 25% de los linfomazs no-Hodgkin's vy
desordenas linfoproliferativos crénicos, perc nunca se ha
encontrado en LMA. La razon de esta especificidad celular se
desconoce (185).

Ls LLA con del(6q) predomina en nifios y adolecentes y se asocia
con morfologia L1 o L2 e inmunofenotipo de células-B. Sélo
ocssicnalnante se presenta en L3 y algunos casos de LLA de 1la
lines T, En la mayoria de los casos se trata del subgrupo de LLA-
comun (10,226). Kl pronoéstico de este subtipo es bueno, tienen
una sobrevida de 29 meseay, 75% de los casos sntra en remisién
completa ¥ parsanecen en ella aproximadamente 25 meses
(168,169,173) .

Los puntos de ruptura varian considerablemente y hay
incertidumbre acerca de si es {(ntersticial o terminal. Por
analogia con la delecidédn adquirida del(Sq) en neoplasias
mieloides, se han tratado de aclarar los puntos de ruptura. En la
mayoria se han localizado en 6915 y 6qQ21-q25 (76,166,227).

£l oncogén celular c-myb se ha mapeado en 6q22, por lo que varios
autores han estudiado en pacientes con la del(6q) la expresion de
este oncogén. Por tecnicas de hibridizacién ip situ se ha
deterainado que el Jocus c-syb no estds implicado directamente,
pero se han encoentrado niveles elevados de RNAm da c-ayb en las
células melignas con la del(6q) (228). Ademss, en 6q21 y 6926 se
localizan sitios frégiles comunes; que expresan en cultivos
que contienen afidilcolina (228). Rstos hallazgos sugieren que
hay sitios susceptibles de sufrir alteracicnes que afectan la
expresion de c-myb. Istos se relacionan con la pérdida de un
segmento cromosdmico con actividad antioncogénica que podria ser
el elesento responsable de la leucemogénesis en LLA con
del(6)(q21) (10).




F. t{9;V}(p21;V}) o del(9)(p21).

Kowalczyk y Sandberg en 1983 describieron siete nifios con LLA vy
varios rearreglos cromosdmicos que afectan el brazo corte del
cromosoma 9. El comun denominador en esas deleciones,
translocaciones y monosomias es la pérdida del segmanto
coaprendido entre gp2i-pter. Estos pacientes se caracterizan por
un innunofenotipo compatible con células-T, marcada leucocitosis,
esplenomegalia y nodulos linféticom agrandados y <¢on Rrayor
incidencia entre la poblacién adolecente. Los autores propanen
que Be trate de un nuevo subtipc de LLA con t (9p) o del (9p)
. (229).

Qtros autores apoyan 1los datos de Kowalczyk y Sandberg, al
reportar puntos de ruptura en 9p21-22 y factores linfomatomos no
comunes en LLA de células-T (230,231). Lo que demuestra un nuevo
subgrupo de LLA con t o del (9p). El mecanisuo por el <cual el
material cromosdomico ae pierde em muy variado e incluye
deleciones, translocaciones no balanceadar y pérdida completa del
cromotona 9 (10).

Al establecar similitudes con retinoblastoma y tumor de Wilm's;
sa sugiere que hay una pérdida de genes regulatorios
(antioncogenes) localizados en 9p21-22. Esto aunado a la pérdida
de la actividad aenzimética de fosforilaua (metil-adenosin~
fosforilasa) en las células leucémicas con 9p~-; constituirian los
eventos primarios en sl proceso leucémico (10,229-23%}).

G. t(12,v)(pi2,v) o del(12)(p12).

Las aberraciones estructurales de 12p, principoalmente,
deleciones, han sido asociadas generalaente a LMA secundaria vy
861c a algunos casos de LLA. Raimondi y cols. (1966), reportan

rearreglos no especificos en 12p en 23 de 241 caeos de LLA
infantil (232). Todos tenian morfologia de L1 por FAB ¥y excepto
uno inmunofenotipoc de LLA comun. Los camzbios estructurales en la
sayoria de los casos se localizan en 12p12 = incluyen deleciones
terainales y translocacionas balanceadaa y no balanceadas con
s variables (10,232).
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Fatich y cols. (1989) reportan 11 pacientes con anormalidades
estructurales que afectan 12p1i-13 (16) y comparan sus resultados
con los anteriores, encontrando varias similitudes importantes:
a} la frecuencia de aberraciones estructurales en 12p11-13 es
alta (10.5% y 9.5% respectivamente); b) en ambos reportes las
translocaciones implican 12pi1-13 y cromosomas variables y ¢) la
mayoria de los pacientes tienen inmunofenotipo de LLA comin de la
linea-8 CALLA«. De lo anterior es evidente que hay suficiente
material para clasificar a las LLA con t o del (i2p) como un
nuevo gaubtipo citogenetico (10,16,232). E1 mecanismo molecular
propuesto para este resrreglo implica al oncogén celular c-K-ras2
localizado en 12pi12.1, pero aun se desconoce su participacién en
la proliferacién celular maligna (10,58).

H. t (7,V) o del (7q).

Las anormalidades numéricas y estructurales del cromosoma 7 son
comunes an los desérdenes hematolégicos principalmente LMA. Sin
enbargo, se han reportedo 18 casos de nifios con LLA que presentan
resrreglos en 7q (20). Los puntos de ruptura en los rearraglos
estructurales de 7q son variables, pero especificos para un
inmuncfenotipo determinado (10,20).

En los casos de LLA de células-T los puntos de ruptura se
restringen a 1s region terminal de 7q (7932 y 7q36); cuando el
precursor implicado es de células-B la ruptura ocurre en la
regiétn proximal de 7q (7q11 y 7q922) (20). Con estos estudios sa
crea otro subgrupo de LLA con anormalidades en 7qter e
inmunofenotipo especifico.

El mecanismo molecular establecido para estos rearregloa, implica
la activacion de genes del Jocus de TCR (cadena Letas del receptor
de células-T) localizado en 7q32-q936. También participa el
oncogén c-met localizado en 7q31 y los mitios fragiles conunes
7931.2 : 7q932.3 y 736 (20,58). Estos ultimos son nAs
susceptibles a 1a accion de agentes carcinogenicos originando el
rearreglo cromosésico que establece el fenotipo maligno .
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I. t(8;14)(q24:q911), t(10;14)(q24;q11) ¥y t(11;14)(p13;qll).

Estas tres aberraciones fueron asociadas con neoplasias d=
células-T por varios autores (233-235). Las enfermedades
hematologicae implicadas en la smayoria de los cascs son LLA,
algunos casos de leucemia de células-T crénica o la fase
leucéaics de los linfomas de células-T (234).

Apsrte de la amociacion con ls linea-T, no hay factores clinicos
que distingan & estos pacientes de otros subgrupos de LLA. La
morfologia de las ceélulas de addula 6sea es de L1 o L2,
Molecularsente estas anormalidades astan bien definidas: las tres
implican una ruptura proximal en el brazo largo del cromosoma 14
y en la mayoria de los casos, en la banda 14qli. Ocasionalmente
tiene 1lugar en una banda més distal (14q32). Por técnicas ae
alta-resclucién en neoplasias da ceélulas-T con inv(14) y
€(10;14), tentativamente se ha mapeado el punto de rupturas en la
subanda 14q11.2 (10,236).

Los genes para las cadenas glfa y delta del receptor de ceélulas-T
(TCR) se 1localizan en 14(Qll) (234), que es ls» banda donde
ocurre la ruptura en estas translocaciones. Erikson y Lewis
(237,238) independient te d traron que el gen alfs de TCR
esta relacionado con 1a t(11;14)(q13;qQ11) aspecifica de la linea-
T. EKste Jocup presenta homolégia secumncial con los genes de
inmuncglobulinas. Es decir tiene regiones variable (V), constante
{C) y de unioén (J), delimitadas por secuencias repetitivas (234~
238). Estudiando el punto de ruptura en el locyug sa obmervé que
ocurre entre las regiones V y C; por 1o que las regiones J y C =&
translocan al derivado 1ip+ y la regién \ pernensce en el
marcador 14q-. Estos resultados han permitido determinar la
orientacion de estas regiones la cual es: centromero - regiétn V -
reagién J - regién C - teldémero. La importancia del rearreglo en
11p13 a8 la separacién de regiones que produce (14-16,18,21,234-
238).

El oncogén Hras-1 se ha mapsade en 11pl3-14 y parece sar que su
expresién se incrementa o se modifics cuande se comdbina con el
docus de cadenas alfs de TCR. El mecanismo del rearregle entre
estos genes se desconoce pero Erikson y cols, lo han dencuinado
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tcl-2 (237). Esta hipotesis se origind al compararlo con el
rearreglo qus ocurre en neoplasias de células-B con
t(8;14)(qQ24;932). En este caso hay un rearreglo entre el locus de
cadenas pesadas de 1g (14Q32) y el c-myc (8q24) (14,18,234,237).

Ese misso modelo de recombinacion mclacular se ha propueste para
la t(8i14){(q24;:q11) en celulas-T. Kl mismo wsistema enzimatico
responsable de la unién Y-J participa en la recombinacion c-myc ¥y
TICR (239). Esta relacién muestra como los rearreglos
citogenéticos participan en el crecimiento neoplawsico, y las
similitudes que existen entre dos tipos de moléculan de
raconocimiento (Ig y TCR) vy las células que lss producen (10).

Dubé y cols, (1986) describieron 1la asociacién entre la
t{10;14)(q24:q11) vy naoplasias de ceélulas-T. Sugirieron que el
locus de la desoxinucleotidil transferasa terminal (7dT), mapeado
en 10924, era el responsable de la patogendsie de la enfermedad
(233). Actuslmente por estudios de hibridizacién y clonacion
molecular se ha encontrado que en realidad lo Que ocurre es una
divisién del Jocum de cadenas delts de TCR. En el derivado 10q+
permanece el gen TdT completo y las regiones D y J de TCR,
mientrass que la regién V queda en el marcador 14q-. El punto de
ruptura abarca una regiétn de aproximadamente 263 pb en el
cromosoma 10 donde se localizan sitios fragiles raros (10q23.3 y
10q24.2) y comunes (10922.1) que pueden ser los responsabies del
rearreglo (19,240).

Da los pacientes con alteraciones cromosémicas de cualquiera de
estos tres tipos Yy eus variantes, 60% alcanza la reaisién
completa con duracién de 4 memes. En general tienen uns
sobrevida corta (4 meses) cuando se presentan como snormalidad
primaria unica. Pero el prondstico se modifica alargando 1la
sodbrevida cuando el paciente desarrolla como ancrmalidad
secundaria, hiperdiploidia (mas de 50 cromcsomas). Sin embargo
cuando se trata de LLA en nifios estas anorsalidades son
consideradas de alto ries De hacho, son candidatos primarios
para exparimsentar nuevas posibilidades de tratamiento
(10,168,169,173) .
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4.5 Rearreglos Cromosémicos en Leuceaia Mialoblestica Aguda
(LMA) .

Inicialmente se detectaron anormalidades cromosomicas con métodou
estandar en SOX de los pacientes con LMA (36). Con 1a
introduccion de nuevas técnicas de cultivo y de bandeo
cromosdmico este porcentaje se ha incresentado. En la actualidad
se considera que mis de 2/3 (70-80%) de los pacientes con LMA
tienen anoraslidades cr omicas al di ticarse (241-245).

En el primero, segundo Yy cuartc talleres de Cromosomas en
Leucemia (1978,1980,1984), se establecio una correlacién entre
ciertas anoraslidades cr icas y la morfologia de las células
blésticas y/0 el curso clinico de la LMA (245-247). Esta
concoordancia entre las caracteristicas citogenéticas y
morfolégicas indica que ambos parémetros reflejan rearreglos
celulares fundamentales para la patogenasis y diferenciacién
celulasr (36). ’

Una lista de las ancrmalidades cromosdmicas primarias reconocidas
en LMA se presenta en la tables VIII. En SS5% de lom casos de LMA
uno de estos rearreglos es encontrado como aberracién primaris vy
dnico cambio citogenstico detectable. Pero en 4&5% de los
pacientes, estss anoraalidades se scompafian Je uno o mas cambios
secundarios. Dos subgrupos del FAB, M3 y M6, tienen porcentajes
diferentes a este respecto: en la M3, B80% tienen un soélo
rearreglo cromosdémico y en la M6, solo 25X tienen un cambio
simple (10,244,245).

4.5.1 Alteraciones Nuséricas.

La ganancia o pardida de crosocsomas completos as frecuente en LMA
como anormalidad unica al to del di 6stico y/o como
aberracién adicicnal en estados posteriores. Lss hiperdiploidias
e hipodiploidias masivas (més de 50 ¥y da 45 cr } son
raras . en LMA v en general se asocian con mal prondstico (4 y 5

reapecti e). WNinguno de 108 cambios numdricos osté
restringido & un subtipo particular del FAB, puede presantarss
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desde M1 hasts M7, El pronéstico de los pacientes depende de que
cromoscsas estén implicados, pero se consideran dentro del grupo
de alto riesgo, axcepto la triscmia 21 que se asocia a buen
pronéstico. Estos rearreglos numéricos se presentan en 12% de
las LMA. Los cromosomas implicados incluyen +4,-5,-7,+8,¢21 y -Y
(10,76,176,248) .

La trisomia 8 es la alteracidén nuasérica més comin , se presenta
como camblo dnico en 7% de los casos con  anormalidades
cromosémicas. En las anormalidades multiples sdlo se ha tomado en
consideracién la frecuencis de tetrasomis 8 (5% de los casos de
+8) (10,36,245).Esta alteracion es especifica de desdrdenes
mieloides, es muy raro encontrarla en laucemias linfoblasticas.
Los pacientes con «+8 genaoralmente passn por una fase preleucémica
sielodisplésica antes del desarrollc de LMA. Esta sltaracién no
asts restringids a un subgrupo dal FAB en particular. Como cambio
primarioc es mds comin en M1, seguida de Mé y M5. Como aberraciom
secundaria se encuentra con mayor frecuencia en M3, seguida de M1
Yy M2 (10,36,245).

La trisomia © es més comun en sdultos (248-251). Sin embargo
también se ha reportado en nifios (252). En éstos, $4% alcanzan

remisién complets, mientras que en poblacion adultas, 60%
antraron en remisién de dos afios (2468-252). En el cuarto Taller
de Cr an | ia reportan que 43% de los casos con

trisomis 6 entraron en remisién compleata con duracion de £ meses.
La sobrevida en estos pacientes va de 6 a 9 seses en adultos
{76,245,249,250). fs interessnte observar comoc una misma
anoraslidad citogenética tiene diferente prondstico de scuerdo a
1a edad del paciente. Esta alteracitén se produce por no
disyuncién, 1o que origina una sobredosis de genes que podris
llevar a la expresitn aumentada de los oncogenes c-myc (8q24) y
c-mos (8qQ22) (146).

La perdida del cromosoma 7 es la segunda anorsalidad nusérics en
frecuencia en LMA. Taabién se encuentra en 5SHD y desordenes
aieloproliferativos cronicos y junto con la monoscmis 5 es el
candbio mbs en } ias darias. Como snoramslidad unica
en LMA se presenta en 4% de los casos, predominsntesente en los
subtipos M2 y M4. La pérdida del cromosoma enterc es procedids
por monosomia parcial (7q-) en la smayoria de los casos
{10,36,245) .
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TABLA VIII. AUIIRN?ALIDADES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES PRIMARIAS EN

PUNTO DE REARREGLO CARAC. HEMATOLOGICAS
RUPTURA
1p36 t(1;3 36921 Dismegacarjocitopoyenis
lgu ti:ﬂgsgu gu; LMAs ;‘)rincxpalnngtz M4
2p2} t{2;11)(p21:q23) = eeeeaea
332%{—35 ;rﬁ 5)( 215.’625 31-%2 Megacariocitos anormales
3326 } é? Segr-a Trombocitosis
3 3 (Q2l Q26)
4 trisomia 4 M2 y Hé
5 monosomia S LHA secundaria
sq del (5q) LMA secundaria
6pa3 t 34 M2 y M4 con basofilia
6(‘1’27 2 ?i 7qq2 ) 5, Vprincipsinants Hoa
? monosomia 7 LMA secundaria
7 del{7q) LMA sucundaria
8 trisoxzia 8 L¥A secundaria
ep1i tia le“pu. 13; MS con fagocitosis
8q22 t(8:21)(q22;q22 M2 con cuerpos de Aver y
eosinolild
9p21-22 t(9;11)(p21-22;11q923) MS principalmente MSa
8 gefizg) > N prijcipale
9934 t(9;22) (q34;:q11) MLy N2
10p14 t{10;11)(plé;ql3-~14) Me y MS
11q13~14 t/de. lzll) qQi3-14)
11923 t/deliy ;2 M4 y NS principalmente MSa
£(11:171¢q23 jQ2s) 7 TalIocl
11:1910q23ip13)  cemees
12p11-13 t/del(12)(p11-13) LMA secundaria
15q22 t(15;17)(q22;q11-12) M3 y Mav
16p13° inv(16) (p13q22 M4 con egsinofilia
16‘,22 y »t(lé &)'(:' g &2) »
e1i6{qB2) "
20q del(20q) M6
21 trisomis 21 LMA socundaria
Y -Y M2 con t(8;21)
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Clinicamente loa pacientes con monosomia 7 son ads susceptibles a
infecciones y fiebre mayor de 39'C, Esto se atribuye a 1la
presencia de neutrofilos con monosoamia 7, Qque tienen defectos
funcionales en los granulocitos, principslmente en la funcion
quimiotéctica. BEs m frecuente en adultos y en general de mal
prondéstico con una sobrevida media de 3 meses. Pocos pacientes
(20%} logran entrar en remision completa con la  tarspia
(76,245,248} .

La trisomia 4 ha sido recientemente descrita como cambio primario
en L¥MA. Hay muy pocos casos descritos pero 1a mayoria
corresponden a1l subtipo M4. Se cree que el rearreglo neoplésico
ocurre en una célula hematopoyétics mieloide muy temprana, porque
se han encontrado liness celulares en sédula Osea con amarcados
factores dishematopoyéticos (253,254).

La pérdida del cromososa Y en células de aédula 6rea as muy comun
en adultos de mas de 65 afios. En la mayoria de los cascs se ha
aceptado como un evento noraal relacionado con la edad y sin
significado patogenéticc aparente (255,256). Sin embargo, la
ausencia del Y se ha descrito como una anoraalidad neoplésica que
desapsrace en la remisién y resparece sn la recaida. Algunas
veces sa detecta como Unica anorsalidad cromosdmica an LMA. La
pardida del cromosoma Y se presenta como cambic secundario
particularsente en pacientes con LMA-M2 y t(8;21) como Trearreglo
primerio (255,256).

De los cambios numsdricos mencionados, la trisomia 8 y la
moncsomia 7 son los Gnicos que verdaderasente se consideran como
eventos primarios. Los otros +4,-5,+21 y -~Y se discute =g
realmente pueden ocurrir como eventos primarios o siempre son
secundarios @ un rearreglo aestructural, algunas veces no
Jdetectado. Bl amecanismo por el cual los caabios numerices
contribuyen al proceso neocplésico se desconcce paro estéd
relacionado con el dosaje génico (10).

4.5.2 Alteraciones Kstructuralaes.



En LMA la identificacién de clonas citogenéticamente anormales
durante el diagndstico 4inicisl y evolucién ha permitido una
correlaciéon con el curso clinico de la enfermedad, respuesta a la
quimioterapia y sobrevida (257).

Los pacientes que sdlo tienen metafases normales (NN} presentan
un porcentaje mAs alto de remisidn completa y mayor tiempo de
vida; comparado con pacientes en quienes solamente se observan
clonas anormales{AA). Los pacientes con una clona anorzal vy
metafases norsales (AN), presentan un curso clinfico intermedio.
Es probable que en pacientes AA el factor desfavorable sea la
pérdida de células citogenéticamente normales y no la resencia
de células aneuploides. Se ha sugerido que las ceélulas
citogenéticansnte normaleas pueden representar ceélulas madre
normales que son requeridss para repoblar la médula después de
que las celulas leucémicas han sido destruidas por quimioterapia
(257,258).

Generalmente en LMA las alteracionem cromostémicas estén presentes
al inicio del padecimiento y desaparecen cuando el paciente entra
en resision. La misma aberracidn reaparece en la recaida, a veces
con cambios cromosomicos adicionales a la clona normal original.
Se cree que la aparicién de estos cambios cromnosémicos
secundarios y la inestabilidad cr ica se incr an con la
edad (76,146,251).

Los rearreglos estructurales aAs frecuentes corresponden a
translocaciones Que pueden presentarse como Unica anomalie o
asociadas a defectos nunéricos. Los crowosonas impl. ~ados
principalmente son 8,16,21,3,11 y 17 (146). A continuscion se
describen por separado los rearreglos cromosémicos predominantes
en LMA,

A. t(8;21)(q11:q22) en Leucemia Mieloblastica (LMA) con
madurscion (M2).

En 1968 Kamada y cols, reconocieron un grupo de pacientes con LHA
caracterizados por una translocacién antre un cromeosnoma del grupo
C y uno del G (259). Rowley lo identifict con la tecnica de
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bandas Q como una translocacién balanceada entre los cromosomas 8
y 21 (t(8;21)(q22;q922)) (260). La aberracién se presenta s6lo en
monocitos y células granulociticas por lo que se restringe al
subgrupo M2 del FAB. Ocasionalmente se asocia con Ml o M4
(244,245) .

La t(8;21) es gas frecuente en pacientes jovenes, €3 Traro
encontrarls en individuos sayores de SO afios. Es el rearreglo
predominante en la poblacion infantil con LMA, observandose con
mayor frecuencia en la poblacion masculina (251). La frecuencia
de t(8:21) en pacientes con M2 varia geogréficamente. Es aais
comun en Japén (30%) y los Estados Unidos (24%) que en Europa(3%)
{248) .E1 Cuarto Taller de Cromosomas an Leucemia reporta una
incidencia de 15% en paciantes con M2, que pueda servir como
estandar (245).

La presencia de clonas con anomalias estructurales en LMA es de
mal pronéstico, sin embargo la t(8;21) tiene un pronéstico
intermsedio. Un alto porcentaje de casos (76%) logra una remision
completa con la quimioterapia convencional con una duracién de 10
meses. In general la sobrevida wedia es de 13 meses. Pero cuando
este rearreglo se asocia con la pérdida de cCromosomas sexusles es
de ual pronéstico y tiens una sobrevida de 5.5 neses
(76,245,248,250) .

Se han reportado translocaciones variantes a la estandar,
snAloges a las raportadas en LGC. Algunas son complejas e
implican tres cromoscmas como la t(2;8;21). Otras aparentesente
afectan uno u otro punto de ruptura (8922;21922) (261-266).
Cambios cromosémicos adicionales se presentan en 80% de los
cesos, la gran mayoria consiste en pérdida de lor cromcsomas
sexusles, seguids de una delecién intersticial en 9q21-q31
(36,245,246) .

El wmecanismo molecular asociado con este rearreglo implica dos
oncogenes c-mos (8922) y c-ets-2 (21922). Se he demostrado que el
proto-oncogén c-mos permanece en el derivado 8q- y recombina con
c-eats-2 que es translocado al cromosoma 8. Se ha especulado que
c~ete-2 s el responsable de la patogenesis de 1s enfersedad,
aunque se desconoce el mecanismo (267-269).
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8. t(15;17) en Leucesia Promielocitica Aguda (M3).

La asociascion de fibrinégeno bajo y hemorragia temprana en
pacientes con LMA fue descrita en 1935 por Risck (270). Hillestad
(1957) lo atribuyé s la infiltracion de promielocitos en la
wédula ¢sea estableciaendo el subtipo de Leucemia Promielocitica
Aguda (LPA o M3) (270). Golomby y cols, (1976) fusaron los
primeros en asociar una anorpalidad cromosomica con este
subgrupo. La dessribieron como una delecidn parcial del cromosoma
17 (270). La nsturaleza exacta de la anormalidad fue determinada
por Rowley y cols,{(1977), quienss la identificaron como una
translocacién reciproca (15q+;17q-)(271,272). Esta snomalia fue
conf irmada por NURETOBOS  Erupos y actualmente la
t(15;17)(q22;qi1) es espacifica de LPA (273).

La incidencia de t(15;17) en las diferentes series de pacientes
con LPA varia considerablementa. ¥sto puade ser reflejo de las
diferentes técnicas citogensticas esmpleadas. Berger y cols,
(1983) han sugerido que en preparaciones directas la division
cslular implics principslmente eritroblastos. mientras que en
los cultivos son mieloblastos (274). La alta frecuencia de este
rearreglo después de un cultivo de corto tiempo es indicativoe de
qQue 1la translocacioén esté presente en celulas mieloides pero no
en celulas eritroides, por ello se prefieren los cultivos en LPA
(274) .

En el Segundc Taller de Cromosomas en Leucemiss 41% de los
paciantes con LPA (80 casos) presentabsn la t(15;17) sola o
combinada con otras alteracicnes. De estos 26% entraron en
remision completa y tuvieron una sobrevida de un mes £n
contraste, de los 50 pacientes con cariotipo ncrmal, 45% lograroa
una resisién completa y tuvieron una sobrevida pedia de 4 mueses
(246)

En el Cuarto Taller efectuado 3 afios después, se encontréd que 70%
de los pacientes con LPA presentaban la translocacién. De éstos,
42% entr6 en remision completa con duracion de 10 meses y una
sobrevids de 13 meses (245). Larson y cols (1984}, encontraron el
resrreglo an el 100% de sus pscientes con LPA independientesente
del tipo de M3 (275). El grupo del MIC reporta que 90% de los
casos de M3 o M3v presentan la trenslocacién (36). En aubos casos
el prondstico de los pacientes es pobre, con una sobrevids de 2-4
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meses (36.275).

Estos datos remarcan 1la especificidad de la t(15;17) y wsu
pronostico en la neoplasia promielocitica. Sin embargo hay un
reporte da LGC en fase blistica que presenta la translocacién
Come aberracién secundaria. Los pacientes presentaban
manifestacionsas clinicas indistinguibles de la LPA. Aparte de
€808 Ccasos excepcionales de LGC ningun otro tipo de laucesia
presenta este rearreglo (276).

La localizaciéon de los puntos de ruptura exactos en la
translocacién hs causado controversias. Diferentes investigadores
propusieron les bandas 922, 924, Q925 y 926 del cromosoma 15 y
qQl2, q24, q25 y 926 del cromosoma 17 (246,273). Esta discrepancia
se dede a que las regiones criticas de los cromosomas 15 y 17
tienen un patron de bandec semejante (claro) y fracuentemente son
de nala calidad morfolégica. Los puntos de rupturs propuestos en
el Cusrto Taller por técnicas de alta resolucién y bandas R, @ y
G son 15q22 y 17q12-21 (245S). Segun Yunis y Mitelman correspondén
a las sub-bandam 15Q22.3 y 17qQ11.2 (76,277). Sin embargo, Kaneke
propone el eitio de rupturs en 17Q21.1, este ultimo fue
confirmado al determinar que no hay cambio en el oncogén c-erb-
B2, por técnicas de hibridizacion en ceélulas sométicas derivadas
de un paciente con M3, En general en todos los reportes los
puntos de ruptura corresponden a regiones pericentroméricas
(245,278).

Las translocsciones variantes son raras en LPA sélo se han
reportado 15 Casos con rearreglos entre 17q y los Cromoscomas 2 Yy
3 principalmente. In escs pacientes se observaréon caracteristicas
hematolégicas indistinguibles de la LPA asociada a t{15;17).
Estas variantes indicén que el punto de ruptura en 17q es el
evento mas importante en el rearreglo. Los cambios cromosdOmicos
adicionsles se presentan en un tercio de los paclentes
predominando 1la trisomia 6 (36,245).

E1 wmecanismo molecular propuesto para este rearreglo implica
oncogenes celulares y sitios fragiles en 17q. K1 oncogén c-erb-A
{17921-Q22) nho se transloca al cromosoma 15 sino que persanece en
el derivado t17q- cerce de un sitio fragil (17qQ21) (279-280).
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c. Rearreglos Estructurales del Cromososa 16 aen Louceaia
Hielomonocitica Aguds (M4) con Rosinofilia de iMéduls Osea.

Ls asociacién entre cembios estructurales del cromosoma 16q vy
eosinofilis en médula ¢pes fue reportads por Arthur y Bloomfield
en 1983 (281). Ellos describieron cinco casos (3 con M2 v 2 con
M4) cuyos ecsindfilos de médula (sea se encontraban
significativamente sumentados (8-54%); todos 1los pacientes
tuvieron una delecién del brazo largo del Cromosoms 16
(del(16)(q22)] (281). Le Beau y cols (1983), no s6lo confirmaron
estos datos 8inc que tanbién asociaron los resrreglos en 16q con
1a presencia dJde eosinéfilos anormalas (2682). Kn su reporte 18
pacientes con diferenciacion mielomonocitica (M4) y eosinofilia,
presantaron una inversion pericéntrica del cromasona 16,
{1nv{16) (p13q22)) (262).

La correlacién entre los eosindfilos anormsles y lom rearrecglos
estructurales del crososoms 16 fue confirmada en el Cuarto Taller
de Cr en 1 s (TICL) al encontrarlos en 40% de 1los
pacientes con M4 con nis de ST de eosindfilos (24S). A partir de
aqui surge un nuevo subgrupo especifico de LMA ya que el punto de
ruptura es el miswo en las deleciones e inversiones (16q22).
Esto sugiera que la existencia de un puntoc critico en los
resrreglos del cromcosoma 16 (281,202).

Recientesente otros asutores han reportado translocaciones
variantes que implican 1la banda 16422 y otros sagsentos del
cromosoms como 16p13 (263). Sin emdbarge la inv{16)(pi3q22) sigue
siendo el rearreglo més comin asociado a ¥M&. Constituye 5% de
todos los casos de LMA citogenéticamente anormales (Z/3). Se
consideran anorsalidades variantes 1la dedile6)(q22), 1s
t(16;16)(p13:q22) y las translocaciones entre 16q22 vy otros
cromozomas. Como cambio cromeosdémico adicional a ostos rearreglos,
80lo me ha reportado trisomia 8 (36,245). La presencia de
rearreglos variantes es paralela s lo que ocurre en la t(9;22),
t(3;22) y t(15;17) (10,76)}.

La especificidad de ls asociacién morfo-citogenetica para LMA-f4
del PFAB ha peramitidc crear un nuevo subgrupo: LHA-M4RO/1nv(16),
que tiene una incidencia de 20% en los casos de M4 (10,36). Zste
subtipo presenta :factores morfolégicos caracteristicosn. Tales
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como un incremsento de eosindfilos inmaduros con granulaciones
citoplésmicas més grandes, més numercsas y mds irregulsren que en
los eocsintfilos inmaduros anormales. En algunas células la
morfologia es més caracteristica de la linea monociticy y da 1la
impresion de que las células representan un hibrido entre
aosintéfilos y monocitos . Algunos de los nucleos son
hiposegmentados. La morfologia anormal de los eosintfilos se
confirme con las reacciones citoquimicas PAS y estearasa y por
aicroscopia electronics (281-283).

Testa y cols sugieren que la transforsacion maligna puede ocurrir
en una céluls madre multipotencisl capez de diferenciar hacia las
liness neutrofilicas, monociticas y swosinofilicas. Por lo que ea
légico el hallazgo de inv(16) en leucemias tipo M2, Ms4 y MSb y
probablesente ésto tasbien explique la eosinofilias (284)

Los pacientes con anosmslias estructurales del crosomoma 16 tienan
una buena respuesta a la terapia, remisién completa en un alto
porcentaje y una sobrevida largs (26-35 meses). Sin embargo, se
ha visto quo estos pecientes tienen una infiltracién en el
Sistema Nervioso Central que les produce un tumor intracraneal,
lo que eapeora su prondetico (36.76).

E1 wmecanismo nolecular relacionado con este rearreglo ha sido
estudiado por LeBeasu y col (198S) (285). Utilizando técnicas de
hibridizaciéon 4n sity, encontraron que la familia de genes para
la metalotionina (MT) se localizaba en 16q22. La funcién de astos
genes es la de proveer a las ceélulas de 2 en cantidades
especificas, segun sea la diferenciscion hacia la linea
granulocitica o monocitica, ya que los eosinofilos y granulocitos
maduros tianen un alto contenido da Zn (285). Cualquiera que ses
el rearreglo en 16922 interfiere con las funciones normales de
los genes de MT desencadenando el proceso leuceémicc (10,285).

Alternativamente se ha propuesto la activacién de un gen ligado a
funciones oncogénicas, para los puntos de ruptura del cromosoma
16. Este podria estar localizado en 16pl13 y regular las funciones
de transcripcion norasl de los genes MT. Hipotéticamente se ha
Propussto que estos genes, en el resrreglo, alteran sus funciones
activando oncogenes que ocasionsn el desarrollo de la leucemia
(10,288).
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D. t(6;9)(p23;:q34) y Basofilis de Médula Osea.

Simultaneamente varios autores describieron una t(6;9) an
pacientes con LMA asociada con un incresentc en el numerc de
baséfilos en médula 6ses (286-289). Posteriormente Pearson y cols
(1985), reportaron 9 casos con este rearreglc y basofilis en
m4duls Ssea (>1%) (200). Estos datos fueron reexaminados y de los
20 pacientes estudiados 19 presentaban ls t(6:9) y unc tenia una
translocacion compleja (6:;6;9) que se consideré como una
variante. La incidencia de basofilia en esos pacientes fue de 2%
por lo que no se considera una asociacién abesoluta entre la
basofilia y el resrreglo cromosémico (286-290). Existen otras
anormalidades citogeneticas en LMA que también se asocian con
basofilia, tal es el casoc de las slteraciones estructurales que
implicen del(12p) (291).

La t{6;9) no estds limitada a un subgrupo del FAB en particular,
pero preferencialsente se presenta en M2 y en menor proporcién en
M4 y M1. Cuando se presents en M2 se detectan NUReroscs <cuerpos
de Auer. Tambien se ha observedo este rearreglo en LGC Ph-, otra
entidad asociada con aumento de baséfilos en médula osen
(36,76,290). Este rearraglo se presenta en pacientes jovenes Je
20-38 afics que no tienen una buena respuests s la terapia, por lo
que su prondstico es malo (sobrevida 6-10 xeses). Aproximadasente
20% de los pacientes pasan por una fase nielodisplésica previa al
desarrolle de ls lauceaia (36,76,257,289).

En todos los reportes de LMA con t(6:9) el punto de ruptur. en el
cromosona 9 ests en q34. El punto de ruptura en el cronosoma 6 ha
sido més dificil de establecer y se han sugerido las bandas
P21,p22 y p23 siendo ests Uultima 1ls ®8s comin (286-290).
Recientemente Heim y cols (1986) por técnices de alta resolucion
deterainaron que el punto de rupturs en 6p esta préximc & 6p24
(en la parte distal de 65p23). Asi tasbien en el croscsoma 9
determinaron la ruptura en ls sub-bands 9q934.3 (292).

2l punto de ruptura en 3q es el mismo que el de la t(9;22) da 1la
LGC que tambien se asocia con dbasofilia , 1o cusl sugiers gio ls
ruptura en 9qQ34 podria alterar la funcién de un gen ciitico
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relacionado con la produccién de basofilos (76). Sin embargo hay
algunca datos que lo descartan . Por tecnicas de alta resolucién
se obeervé que en LGC la ruptura ocurre en 9q34.1, mientras Qque
en la t(6:;9) la ruptura es en 9934.3, Se ha demostrado jue en 1la
t(6:9) el c-abl permanece en el derivado del 9, no se transloca
al cromosoms 6. Ademés en este rearreglo la proteina de c-abl
aparece en cantidades normales y su actividad de cinass de
tirosina, 40 vitrg. no se incresenta comc en las LGC's. BEn
consecuencia el c-abl no particips en la t(6:9) como lo hace en
LGC Phe (293).

Racientemante se ha mapeado el oncogén pis-1 en el brazo corto
del cromcsoma & (6p21) (294). Este oncogén es el homdlogo humano
del oncogén wmurino frecuentesente activado en linfomas de
células-T en raton. La proximidad del punto de rupturs en la
t(6;9) con este oncogén indica que es factible que se transloque
& 9934 ocasionandc la alteracion molecular (294).

E. Rearreglos en 3q y Trombocitopdyesis Anorsal.

En pacientes con LMA es rara la presencia de trombocitosis y
cuentas anorsales de plaquetas. Sin enbargo, ha surgido un
subgrupo citogeénetico que tiene alteraciones estructurales en 3q
asociadas con  estos parametros (210,36). Una invereién
paracentrica del brazo largo del cromosoma 3 [inv(3)(Q21q26)) fue
reportada por Bernstein y cols (1982). Todos los pacientes tenian
LMA y presentaron anormalidades megacariociticas y de plaquetas
(298). Sweet Yy cols, reportan un paciente con
megacariocitopoyesis anorkal y t{3:3)(qQ21;926) (296). Reportes
posteriores han confirmado la asociacion entre la i1inv(3)(q21q26)
¥/0 t(3;3)(q21;926) con neoplasias mieloides y produccién anorsal
ds plaquetss. Taabién se han reportado otros rearreglos que
implican 3q como una ins(3:5) y una ins(3;3)(q26;921;926) que
posterioraente se han reinterpretadoc como translocaciones (3:5) y
(3;3) respactivamente (296,297).

Los pacientes con estos rearreglos presentan un nusero slevado de
plaquetas y ancraslidades muy marcadas en la megacariopdyesia. El
numerc de wegacariocitos en sedula ¢sea se incrementa y son
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morfologicamente anorasles (micromagacariocitos} y con ndcleos
hipolobulsdos. La spariencis de la sédula Sees es siatlar o 1»
descrita en el sindrome Sq- (297,319). En otro reporte ds un
paciente con Aneaia Siderodlastica 1ldiopstica Adquirida se
observaron rearreglos simulténecs como una ins(3;3)(q26;9219256)
amociada con trombositosis (298). In este caso la méduls dses se
ve afectads en tres liness: nieloide, eritroide y
segacariocitica, indicando que &l evento patogenstico escencial
ocurrid en una célula del sistema hematopoyé@tico pluripotencial
capas de diferenciarse hacia esss lineas (299).

Los rearreglos en 3q tembién han sido reportados en LMA
secundariss @ idiopSticas, sindromes sielodisplésicos y LGC Ph-.
Sin embargo, en LMA y SHD no se restringe & un subgrupo
especifico, pero en LGC la inv(3)(Q21Q26) sélo se prevsenta en 1la
fase blastica con desarrollc de trombocitosis al igusl que
anorsalidades morfologicas en megacariocitos ¥ Pplaquetass
(299;300). Recientemente se ha reportado una t(1;3)(p36;q921) que
constituye una variente de los resrregios clésicos [inv(d) y
€(3:3)] (301). Los primeros 3 casos reportados con este rezrreglo
eran SMD que evolucionaron & una LMA Otros casos fueron
disgnosticedos coso LMA pero todos presentaron un estado WD
previo (302-304). En estos pacientes se observaron anorsalidades
en tree lineas (megacariocitica, eritroide y granulocitice) vy
sarcasda di {ocitopoyesia. Estos casos con t(1:3), inv{(3) y
€(3;3) hen sido dificiles de clasificar en algun grupo espscifico
del FAB por 10 que se han asocisdo s SMD y LMA por igual
(10,301).

Rl mecanisac molecular iaplicedo en ls inv(3) y €(3;3) ests
relacionado con la presencis de genas aespacificos en o cerca de
los puntos de rupturs en 3q21 y 23q26. En estas bandas se
localizan los genes que codifican para la transferrina y para su
receptor, respectivasante. (305,308). Se observd que los
pacientes con LMA y estos rearreglos presentaban niveles elevados
de trombopoyetina. Por lo que se postuld que en 3Iq se encontraba
un gen Que activa su produccién. Loe niveles alton da
trombopoyetina (TSF) son caussdos por dos secanissos: que las
plaquetas pilerdan su cepacidad da reconocer el sistesa de
sinteais de TSF, ocssionando un control nagativo de ls produccion
© que las células leucéaicas puedan sintetisar TSY perc que esteé
alterads su regulacion por un mecanisso autocrino. Sin eabargo,
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no se ha probado que alguno de estos secanismos sea al
resp ble del pr 1 4mico (307).

¥F. Leucemis Monobléstica Aguda con Rearreglos Estructursales aen
11q.

Las alteraciones estructuralea en 11q son relstivamente comunes
en lat 18 M itice Aguda MS, sobretodo en el tipo “a" o
leuceaia monobléstica, la cusl es sis frecuente en nifios que en
adultos. Su incidencia en M5 tipo “b” o leucesia monocitica bien
diferenciada es baja en nifios y précticamente nula en adultos
(73,146) . Las abarrsciones en 11q son principalmente
translocaciones con diferentes croacsomas, sin eabargo también se
han reportado algunas dJdeleciones. Xl punto de rupturs
principslaente e8 11q23-24 aunque puede presantarse en 11qil-i4
(248).

En el Cuarto TICL se reportaron aberrsaciocnes en 11q
principalmente en pacientes con NS tipo "a". Sin embargo tamdbién
89 encontraroh estas aberraciones en pacientes con Mé y M2 (24S).
Aproxinsdansente 3228 de los pacientes con NS presentan una
aberracion isplicando 11q (24S). También se han registrado casos
de M1, W4 y M6 con uns t(2;11)(p21;933) (3C8) y cascs de M
altasente indiferenciads con una t(4;11)(q21;q23) que previamente
se hadbian diagnosticado como LLA, dedbido a qua dichs
translocacion afecta praobablesente uns célula madre
pluripotencisl (146). Recientemente e reporto uns translocacion
Que isplica sl brazc corto del cromoscas 11, t(7:11)(p15;pi1S)
predoainanteaente en LMA-M2. Ocasionalmente se encuentrs eh otros
aubtipos de LMA y LGC zon o sin cromosoms Ph'. Bs (recuente que
8@ presente como Unica anorsalided. Los pacientes se caracterizan
por baja reaccién de fosfatess alcalina de neutréfilos y
presencis de bastones de Auer en sus células (309). Otras
translocaciones reportadas son t{1:13)(p32:923),
€(11:19)(Q33;p13), €(10;:21)(p11-p13;Q33) ¥ ¢t(11;17)(q23;922-25)
(310).

Da todos los rearreglos en LMA que feplican 113 el que msejor se
ha estudiado, por la cantidad de casos reportados, es la t(9;11)
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en M5 (311). La frecusncia actual del rearreglo es incierta pero
se supone de 1% en los casos de LMA citogenéticazmente anorsales.
Como el fragwanto translocado es muy pequefic y con un patrén de
bandec similer e frecuante que pase desapercibido o mea dificil
determinar los cromosomas implicados (311).

Existe controversia en los puntos de ruptura en el cromosoma 11,
algunos autores, msnejan 11Q23-24 y otros 11q13-14. La
importancia biolégica de una u otra posicién se desconoce, sin
eabargc, el punto de ruptura se asocia con la edad de ios
pacientes. Am{ una ruptura muy distal es =mén frecuante en
pacientes jovenes. [Esto sugiere que la expresion de los ganes
locelizados en estas regiones ss depsndiente de la edad (312).

Los camdios estructurales en 11G no son exclusivos de LMA-MSa.
También se ha observado del(11)(q22q24) en LGC Phe en fase
blastice, como cambio secundario asociado con diferenciacién
monoblastica (313). Las LLA con t(11;14) o t{(4;11) exhiben
factores sieloides y linfoides sugestivos de un fenotipo
bilineal. También en Sarcoma de Ewing se reportan resrreglos en
11q [t(11;22)) (10,76).

Dado que la mayoria de l1os resrreglos en iiq implican 1la bands
Q23 sa hs sugerido la existencia de genes ilmportantes pars la
diferenciacién mielomonocitics en esa zona. Kl oncogén c-ets-1 se
ha sspeado en esta banda. Bn pacientes con LMA-MS y t(1:11), éste
se transloca al derivado del :. En la t(9:11) el oncogén es
translocado a 9p32 en una posicién adyacente a los genes que
codifican paras interferon. Se ha sugerido que la yuxetep.:icién
de estas secuencias es isportante para la patogénesis de la M5
(314,315).

&) prondstico de los pacientes con astas slteraciones es varisble .
y depende de que cromoscmas estén relacionados con el rearreglo.
Se considersn de alto riesgo 10s que presentsn t(9;11), t(11;17)
y t(10;11) ya que no entran en remisién con la terapia
convencional y tienen una sobrevida de un mes en adultos. Los
otros rearreglos de 11q se azocian con un pronéstico intermedio,
la mayoria de ios pacientes entrs en remisién cospleta on corto
tiempo y tienen una sobrevida promedio de 9 meses (249,210).
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G. Otros Rearreglos Estructurales Primarios en LMA.

Se han observado una serie de rearreglos en LMaA Qque noc son
consistentes ni especificos. Se han reportado pocos casos por 1o
que su caracterizacién clinica y biologice no ests bien definida.
Entre estos rearreglos esté 1» t(1:;7) que se presenta en
pacientes con SMD que evolucionan a una LMA, auhque tsmbien =me
presents en LMA de govp (316). Ksta anormalidad se asocis
principslsente con una morfologia Mé y a menude se presenta
scoapahada por otros resrreglos como monosomia total o psrcial de
los cromosomas S, 7 y 12p. La mayoria de estos pacientes han
tenido una exposicion previs a sustanciass téxicas (10,316).

Aproximsdamente 3% de todos los pacientes con LMA presentan
cromosona Ph' como  unico rearreglo, citogenéticamente
indistinguible de 1la t(9;22)(Q34:q11) especifica de LGC. Ksta
translocacién no se restringe a un subtipo de LMA, ein embargo
85% de los casow con Ph' se han clasificado como M1 o M2. En
algunos casos las célulss leucéaicss presentan tanto factores
aieloides como linfoidas, lo que indices que el rearregle ocurre
an una céluls wmuy prismitiva. Las leuceaiss sgudas Phe tanto
linfoblastica como mielobléstica coaparten caracteristicas
sorfologicas y citoquinicas especificas que persiten
diferenciarlas de otras leucemiss sgudas (213,317).

La delecién del brazo largo del cromosoma 20 (20q-) es un evanto
rsro en LMA. 86lc se han reportado 20 casos con esta resrreglo,
de los cusles la mitad fueron diagnésticados como aeritroleucesia
(M6). Esta anormalidad se ha asoclado s otres desérdenes
henatolégicos como SMD y especificesente & policitemia vera (10).

La del(9q) @ 1(17q) son cembios estructurales que se ven con
frecuancis como rearreglos secundarios en varios desdrdenes
hematolégicos. Estos rearreglos sdlo ocasionalsente han sido
encontrados como anoraalided primaris en LMA, sin que presenten
predileccion por un subtipo determinado (10).

La t(8;16)(pll;p13) mse ha presentado en varios subtipos de LMA,
recientesente 8@ reportaron cuatro pacientes con morfologias M5 y
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el resrreglo (318). Eatos pacientes y los reportados con
anterioridad ersn en su sayoria nifios ¢ adolecentes con una
eritrofagocitosis wmuy activa en las ceélulas leucéamicas. De
acuerdo con estas caracteristicss se decidid clasificar este
resrreglo como especifico de MSb y eritrofagocitosis (36,318},

La pr is de cr en snillo es rara en LMA, sin embarjgo,
se han reportado preferencislments en M4 asociadas con mal
pronéstico, con una sobrevida de 5-6 meses. Los casas reportados
presentaban anillos de cromosomas del grupo A (324).

H. Leucemia Mielobléstica Aguds como una Enfermedad Secundaris.

Como ya se mencioné anteriorsente (capitulo I1I),los pacientes
que han recibido radiacién tarapeittica y/o quimioterapia debido a
una enfersedad maligna o transplante de 6rganos, tienen un riesgo
mayor de desarrollar LMA secunderia (LMAs), Esto ccurreen 1 &
2% de estos pacientes quienes desarrollan LMA, 3 & S afios después
del tratasiento. A wmenudo es precedida por un cuadro de
mielodisplasia o preleucemia. Tienen una sobrevida de 6 reses
una ver dque se ha diagnosticado 1la leucesia. Esto a5
particularsente cierto e¢n pacientes con monosomia total o parcial
S 0 7 y trisomia 8 (76,146,115,319).

Recientemente se ha reportado que el cariotipo puede asociarse
con el tipo de cancer original, monosoaiss S ¥y 7 y trisomis» 8 se
asocian con malignidades hematologices previss. Los raarreglos
especificos de LMA vy del(5q) corresponden & tumores sdélidos
previos (320). También es posible relacionar el cariotipo con 1lsa
terapia recibida, asi, -5, -7 y del(7q) se asocian con
quisioterapia y la del (5q), rearreglos eapscificos de LMa, otros
cambios estructurales y cariotipe normal con radioterapia
{319,2320).

| $8 estudio citogenetico wirve comco indicador de ramision
complets. Pacientes con del(5q) y ~5 presentan el porcentaja uAs
bajo de reaisién. Otros rearreglos estructurales incluyendo los
especificos para LMA correspond al pos aje wmayor. Los
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pacientes que desarrollan LMAS suestran una anormalidad
cromosomica clonal detectads en 89-95% de los casos con las
técnicas comunes y en 100% con tecnicas de alta resolucion. Estas
leucenias secundarias no pueden clasificarse por el sistesa del
FAB (76,319,320).

La relacion citogenetica-morfologis hasta aqui presentada,
denvestra que los estudios cromosémicos son Utiles pars
aptablecer un diagnostico y pronéstico mAs certeros. Sin eabargo,
sienpre deben complesentarse con otros estudios en especial 1los
casos de aberraciones cospartidas por leuceami sielcoides y
linfoides. E1 mdtodo primerio actusl para la clasificacion de
leucenias planeado por el FAB, 8610 puede identificar diferenciass
pronésticas generales, perc existe una considerable variacioéon
individual en remisién y sobrevids entre los diferentes subtipos
‘del FAB. Es por ello que una clasificacioén del tipo HMIC que
relaciona 1la citogenetica con la wmorfologia, inmunclogis y
prontstico  seria idesl para las leucenias en generasl
(10,36,73,76) .
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CAPITULD S.

MATERIAL Y BRETODOS.

$.1 Material Biologico.

Para la elaboracién de esta tesis se seleccionaron 24 cazos de
las umuestras de pacientes con Leucemies Aguds recibidas en el
Servicio de Genética del Hospital General de México SSa., entre
1987-1989.

Se trabajé con muestras de médula 4sea y/o sangre periférica de
cada paciente. Las muestras de méduls émea se procesaron mediante
l1a -técnics de Hozier y Linquist (321) wodificada. El cultivo ce
sangre periferica se realizéd por ls técnica habitual (132). Todos
los casos fueron bandeados con la técnica rutinaria de bandas G
(150) y sbdlo algunos casos con técnica de bandam C (153).

Se analizaron de 15 a 50 mitosis, segin lo pereitiers 1a
preparscién o lo ameritara el caso. Las anomalias cromosémicas
fueron descritas de acuerdo a la nomenclatura propuesta en la
confarencia de Paris (147,162,163). Una clona anormal fue
definida por ls presencia de al wmenos dos célulss
“pssudodiploides” o hiperdiploides o de tres células
hipodiploides exhibiendo la wmisma alteracitén. Se considerd
presente una clons normal si se observaba 2l menos una mitosis
norsal. Las mitosis apropiadas para anslisis ss examinarén vy
algunas se fotografiaron con un fotomicroscopio Carl Zeisu Fomi
III con un aumento de 10x1.25x100x.

5.2 Cariotipo en Meéduls Omea (321).

1. Agregar 0.5 a 1.0 sl de aspirado de médula Oses heparinizado a
un frasco de vidrio o tubo cénico, el cual lleve 10 w®m) de la
siguiente solucién: 9 partes de KC1l 0.075 M més uns parte de
solucion de tripsina-EDTA a1l 0.25% wmés colchicina & uns
concentracién final de 0.08 g/ml.
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2. Ests suspensitén de ceélulas se {ncuba a 37°C durante 30 min, se
vacia a tubos coénicos de centrifuga de 15 ml para centrifugar a
3,000 rpm durante S afn,

3. Decantar el sobrenadante y resuspender el botén, fijar en
metancl-acido acatico 3:1 fresco. Dejar reposar 30 min a
temperatura ambiente.

4. Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min y resuspender de nuevo
en fijador. Repetir cuantos cambios sean necesarios (10
aproximadamente) .

5. Las preparaciones se hacen got do la P i46n de células a
una altura de 1.50 m sobre portacbietos, obteniéndose mejores
resultados a la flams. Se tifien con Giessa (3 ml de Giemsa + &7
ul de amortiguador de fosfatos pH 6.8) durante 5-8 min.

6. Se obsarvan sl microscopio y se analizan.

7. Parte de las laminillas se somaten a técnicas de bandas G para
tener un analisis més preciso.

5.3 Cariotipo en Linfocitos de Sangre Periférica (132).

1. Las muestras de sangre se toman en condiciones estériles en
jeringa heparinizada.

2. Colocar 0.5 sl de sangre en 4.5al de sedio de cultivo (McCoy
Sa) suplesentado con sueroc fetal de ternera (0.5ml) y
antibioticos (peniciline 2,000U/al + estreptomicina 275mg/ml).
Las muestras se trabajan por duplicado adicionando s6lo a uno de
los frascos el mitogeno (fitchemaglutinina PHA).

3. Incubar a 37°C durante 70.5 hrs. Adicionar 0.5m1 de solucién
de colchicina al 0.2% (en agua destilada estéril) e incubar a
37°C por 1.5 hrs.

4. Rl cultivo se transfiere a tubom conicos de centrifugas de 1S
ml para centrifugar a 3,000 rpm durante S ain.
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S. Dacantar el sobrenadante y resuspender al botén. Agregar 5 =l
de solucién hipétonice (KCl 0.C7?S M) a 37¢C agitandc en el
vortex. Dejar reposar durante 30 min a 374C.

6. Centrifugar a 3,000 rpa durante 5 min decantar el sobrenadante
y agregar gota a gote y agitando en el vortex S al de fijador
recien preparado (metanol-acido acético 3:1). Dejer reposar 30
ain a temperatura ambiente.

7. Centrifugar a 3,000 rpm durante $ min decantar el sobrenadante
y resuspendar en Sal de fijador. Repetir esta operaciodn cuantas
veces sea necesario para obtener un boton blanco y un
sobrenadante claro (S veces aproximadasente).

8. Para hascer las preparaciones decantar el sobrenadante y
adicionar 10 gotas de fijador para resuspender. Tomar con la
pipeta pasteur y dejar caer 2-3 gotas sobre cada laminilla
porfectanente limpia y desengrassda desde una altura de 10-15 cwm.
Dejar secar al aire.

9. Tefiir con Gieass durante S min (3wl de Gilemsa + 47 wl de
amortiguador de fosfatos pH 6.8). Lavar con agua corriente y
dejsr mecar.

10. Observar al microscopic. Si las metafases astén muy cerrsdas
ae pueden abdbrir haciendo las laminillas desde una altura mayor o
dando mis cambios de fijador. En ocasionus es necesario hacer las
laminillas a la flama (sobre portacbjstos bafiados en alcochol al
70% y pasando por la flama para secar). Si por el contrario las
setafases estén rotas, es posible refrigerar el botén para que se
cierren las aitosis durante tods la noche y posteriormente huzer
las laminillas.

5.4 Bandas G (150).

Las bandas G son consideradas como un tipo de bandeo positivo,
son. aestructuras constituidas por heterocromatina intercalar que
cosprenden cerca de S0% de las cromaAtidas. Se reconocen por sus
cualidades cromofilicas especialmente para la solucién Gieasa,
Whrigt y otros colorantes bésicos. AdemAs 8son relativasente
resistentes al tratamiento con calor y & la digestién con enzimas
proteoliticas, urea y detergentes (322).
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A. Técnica:

Lag preparaciones cromostomicas se secan al asire y ce dejan
envejecer durante una ana. Se colocan las laminillas por
aproximadansnte 10 seg c més, segun cada caso, en una solucién
que contiene 3 al de solucién de tripsina al 1% ¢« 47 al de
amortiguador de fosfatos pH 6.8 en bafic maria a 37°C.

Sa lavan con solucién salina isoténica y posteriormente en agua
corriente. Se tifien durante un ainuto on Giemsa (3 ml de Giemsa +
47 =l de amortiguador de fosfatos pH 6.8). Nuevamente se lavan
con agua corriente y se secan al aire.

Se analixan al amfcroscopio y se saleccicnan metafases bien
bandesdas para fotografia.

B. 3olucidén de tripsina al 1X.

Para su preparacién se disuelve un gramo de tripsina en 100ml de
amortiguador de fosfatos 0.01 M & pH 6.8 libre de calcio ¥y
magnesio {(con RDTA al 0.02%). agitar durante S a 6 hra en
agitador magnético. Piltrar y fraccionar en alicuotas pequefias
(S-10 al) para guardar congelada.

C. Solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.8 (Sorensen).

En un matrez aforado de 1000 ml, se disuslve en agua destilada
6.63g de KH2PO4 mas 2.56 g de Na2HPO4, y se afora.

5.5 Bandas C (153).

Las bandas C identifican heterocromatina constitutiva, localizada
an @l centrémerc y regiones paricentrcomericas de 108 CroRosonas
1,9,16 y Y. £Estas bvandas Bson sumamente resistentes a ls
extraccion con écidos y bases, tiflen intensamente con Giemss y
otras coabinaciones de colorantes (322).
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Técnica:
1. Colocar las laminillas en HWCl 0.2 N por 15 a 30 min.
2. Lavar con agus destiladas.

3. Colocan en Ba(OH)2 (0.065 M) a 376¢C por 15 a 30 min.

4. Lavar con agua destilads a 37°C.

8. Golocar 1as laminillas en 2x5SC (8.82g de citrato de odio mis
17.53 g de NaCl en 1,000 ml de agua destilada) a 60'C durante 2
hrs.

6. Lavar con agus destilada a 60°C y con agua corriente.

7. Tefiir con Gismsa (5 al de Giemsa mér 45 ml de buffer de
fosfatos pH 6.8).

6. Observar y analizar al microscopio.
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clasificsron como LMA-M6. En el caso 23 ocurri¢é 1lo contrario
llegé como LMA-M2 y finalmente se confirm6é como AREB-T. El caso
24 morfologicamente se clasificd como LAL-L2; el resultado de
biopsia de hueso y las reacciones citoquimicas correspondieron a
una LMA-M1, sin eambargo, inmunolégicamente se determiné como del
subtipo M7, considerandose como el diagnéstico definitivo.

De los 24 casos estudiados ninguno fue citogenéticamente normal,
todos presentaron al menos una alteracion cromosédmica. Sin
embargo se detectaron clonas normales en 83% independientemente
del tipo de material analizado (médula oOsea y/0 sangre
periférical.

Los rearreglos estructurales predominan como anorsalidad primaria
sobre 1los numéricos, tanto en LLA como en LMA (75% y 91.6%
respectivamente). S6lo 3 casos (12.5%) no presentaron defectos
secundarios y 6 (25%) tuvieron slteraciones numéricas secundarias
8l rearreglo primario. El resto de los casos {62.5%) presentaban
rearreglos estructurales y numéricos secundarios.

Las aberraciones cromosémicas representativas se muestran en las
fotos 1 - 1S,
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TABLA IX DATOS CLINICOS Y HALLAZGOS CITOGENETICOS DE PACIENTES

CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Diagndstico inicial (D:d) rmwo I/nal : sangre periférica (SP); estimulacidn
con PHA (E); ein estimular (s%) 0) an remisién actualmente (R);
antié en remisién y no regresé (R) n duconoeon log datos (?).

CASO EDAD DijDx®  SOBREVIDA

1 20
M
2 16
F
3 1”7
F
46 0
M
[ 18
M
6 21
M
4 19
F

LLA
UAg

LAL2
UAL2

UAL2
LAL2
UAL2
LAL2

LMA-M5
UAL2

MAT.
TEORICA/REAL ANAL.

?/+6m  SPE

15m/? SPE
21m/? SPSE

SPE

12m/(R)" SPE

13m/+17m SPE
R)"

18m/+10m SPE
(R)"
+17M(R) SPE

88

No.CEL.  CARIOTIPO
ANAL

28 a0y
€0.XY 1(17,10)(q11:p13)
48.XY,(179)(p11:q11)
(Foro 1)

2 ::'&'2 Q3%
00,29 +
ey @

4“ “.XX, 9(7
47)008(qh+), +
axmh+).4p+(pw)

mpuu/p:oma 88.92
aomommu) +1,+4,+8,
+11,+18,421)

40Xy
“,XY ((2 90,22)(q34:Q34;
q11),21p-

u,);v,t(z,o :92)(q34,q34;
q17,

(Folo 2)

30 40Xy
47.XY, +16

35 CO,XY s
XY,-1
Hlpom/pbldln 50 -
+8.+10,
Ha #21 +22)

* z’&um( 20:p18)
.X0,1(8;11)(q26,p
o]



TABLA IX. CONTINUACION...

8 68 LLA-L2  21m/+31m SpE 20 £8,X(

F UAL2 (R) 46,XX,1(9,22)(q34,q11)
46,XX,1(9,22)(q34,q11),06/(21)(q22)
47,XK,1(9,22)(q34,q711),
del(7)(q11.2), +mar
Hiperdiploidia (50 ¢ramo-
somas) (+1,+8,+10,+12,+21)
(Foto 4)

e 35 UAL2 18m/+17m MO &4 46 XX
F LLA-L2 R 48,XX,0(4,11)(q21,q23)
47.X,1(4;11)(q21,923),

+mar

40,XX,0(4,11)(q21,923), +
1(0;22)(q34,911),
0I(10)(q26),-3, +8, +10,
+13,421

Hiperdipioid(a (47-84 -
Cromosomes) (+1,+4,+8,+10,
+13,+21)

(Foto &)

10

z8

UAL2 12m/+4m SPSE 86  40.XY,4(1;7)(p13,q33),10Gh+

UALz SPE 48,XY,1(1:7)(p13:q33),
1(9;22)(q34:911),16qh +
47,XY,4(1,7)(p13,q33), 16qh +
1(9;22)(q34;q11), +22.
(Foto 6)

1" UAL2 12mP  SPE 30 46.XYV.igh+

UA-L2 48,XY,/Iqh + (9,22)(q34,q11)
48, XY, Iqh +1(9,22)(q34,q11),
del(6)(q21)

L3

12 13 UAL2 40.XY

o7 B exvesenzeasqze
48.XY.del(0)(a27)
“0.XY.1(3:4(q24-25q20)
wmh (40-45 cro-
mosomas) (-3,-8,-16,-17,-Y)
(Fota 7)
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TABLA X DATOS CLINICOS Y HALLAZGOS CITOGENETICOS DE PACIENTES

CON LEUCEMIAS MIELOBLASTICA AGUDA

CASO EDAD Oxi/Oxf SOBRE-
SEXO VIDA

12 20
M
14 41
F
18 19
F
16 82
~

LAM 3m/4m
o

LAMM2  B-18mM/?

LANMM2 777
LAM-M2

MAT. NO.CEL. CARIOTIPO
ANAL

SPE 31
SPSE

MO 15
MO 42
MO

sP

g0

“®xy
46,XY (9, 220Q24:q11)
46.XY,1(9,22)(q34,q11)4(2;10),

47.XY,0(0;22)(q34:q11),4(2;10),
(q37.g24), +mar

: (43-45 cromoso-
mas) {-18,-19,-20,-X,-Y)
(Foto 8)

P (a2, +22
40X, 00(8)(q24),-8, +8
48, XX, d0H(0)(q24), +5;+ 16
(Foto 8) )

46, X1(10;14)(q24,932)

48,)0(2(10;14)(q24,q32), + mar1

46,02(10;14)(q24,32), + mar1,
+man2

40.00(2(10,14)(q24,932), +/ (17q),
+mart

48.00(1(10;14)(q24,432),
+H17q), + mar2

48, 10;14)(Q26, , 0
,J0CE(10; W (2)

m (-5,8,-10)

a8y
bt
M)ﬂ)ﬂ)



TABLAX CONTINUACION...

17

19

1%

21

24

X3

|

hd 4

ma

|

LAM-MI
LAM-M2

LAM-M4
LAM-M4

16m?

?2/+8m

”?

am/+em

m/+ém

11mrm

?/+em

9

48Xy
48,)0(1(8,21)(q22,q22)
(Fato 12)

@xy
48X, )
“@x g.’)(vﬂ.v? 1),00i(5)(q34)

48.X((8:8)(q25:924)
(Foto 16}

@)X

46,)01(3,11(q27;23)
40.200((3;11)(q27,23),00!(7)(q34)
(Foro 18)

a“nxx
.lX.f :22)(q34/9
'j‘:‘??)(@" 'q17),004(7)(q22)

46,5
40, XX,-7

48,XX,4(9,22)(q34,911)
48,00(1(0,22)(q34,911),08K(7)(q22)
Hiperdiploiia (75-83 cromosomas)

(+2,43,+6,+17,+10,420,+Pn))
{Foto ¢
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CAPITULO 7.

DISCUSION.

En nuestros pacientes encontramos una incidencia mayor de ciertos
subtipos de leucemias agudas. En las LLA predomina el subtipo L2
{9 de los 12 casos), mientras que en las LMA los subtipos M1 y M2
son los mds frecuentes (50% de los casos). Estos datos concuerdan
con lo reportado por Larraza y cole (8).

Se observé una mayor incidencia de LMA entre 1la poblacién
femenina (75%), mientras que en LLA predominan los varones
(66.6%). Sin embargo, es necesario estudiar un numero mayor de
casos para generalizar estad relacién.

La edad en nuestros pacientes se encuentra en un rango muy amplio
(13-68 afios). El promedio considerandc los 24 casos es de 30
afios, observandose predominic de leucemias agudas en adultos
jovenes. En LLA el promedio es de 25 ailos, mientras que en LMA el
promedio es de 30 afios., En estas Ultimas se observé una
incidencia mayor de los subtipos M6 y M2 en pacientes mayocres de
50 afios, aunque se estudiaron muy pocos casos para estsblecer una
relacion significativa.

En todos los casos se procesaron muestras de médula oOsea y/o
sangre periferica, pero sélo en dos casos (16 y 21 )} se logrd
analizar ambos. Estos fueron LMA y presentaron las mismas
anormalidades primarias en médula 6sea y sangre periférica, pero
en diferente proporcion. En sangre periférica predosinaron las
células cromosémicamente normales (NN) y ademas se observs una
linea con una alteracién secundaria que no se presentd en médula
é4sea. En las preparaciones de médula o6sea predominaron las
células anormales sobre las normales, sin embargo, la mayoria de
estas anormalidades no fueron consistentes por lo que pudieran
ser producto de la metodologia o tratarse de lo que se denomina
ruido citogenético.
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En las LLA el saterial anslizado en 91.9% de lom cascs fue sangre
periférica con o sin PHA y en 66X de los casos de LMA fue médula
tsea. Con estos datos se puede establecer que para las
linfoblasticas los mejores resultados se obtienen con cultivos de
sangre periferica de 48 a 72 horas; ya que independientemente de
la adicion de PHA todos lcs casos presentarcn BAlteraciones
cromosémicas. En lam mieloblasticas la correlacidn no es tan
clara, pero siempre es recomedable trabajar con arbas
metodologias y comparar resultados.

EIn el anaAlisis citogenético se encontré en todos los casos la
presencia de clonas anormales. Esto contrasta con los reportes de
1a literatura en donde unicamente 50-70% de los pacientes con
leucemia aguda tienen defectos cromosémicos por tacnicae
estandar. Sin eabargo, el tsmafic de la muestra es relaztivamente
pequeiio. En 20 de 1los casos se presentaron aberraciones
secundarias tanto numéricas como estructurales. De los 4 camos
que tuvieron unicamentes anormalidades primariss s6lo uno presento
una anormalidad nunérics, en los otros la alteracitn primaria fue
estructursl.

7.1 Leucemia Linfoblsstica Aguda (Tabla IX).

La ganancia o pérdida de cromosonas en LLA como unica anormalidad
&8s rara, so6lo s presenta en 4% de los casos. De nueatros
pacientes uno (83%) (caso S) presentd trisomia 16 sislada. Adenis
se ntran iam 15 y 18 (casos 2 y 6} asociadas con
hiperdiploidia. KEstos pacientes entraron en reaisién y ' :vieron
una wsobrevida superior a 1la reportada para una alteracion
numéricas.

La hiperdiploidia se presentdé como anormalidad necundaria
principalmente asociada 2 un rearreglo estructural primaric. De
los S paciente con hiperdiploidia, 4 tenian el subtipo L2, lo que
contrasta con los reportes de la literaturs en donde predomina en
Ll (76.146,168,169,1768). Se sabe que tres de estos paciantes se
encuentran en remision (casos 6,8 y 9) y de los otros dos (casos
3 y 11} se desconocen los datos. Lo cual estaria de acuerdo con
el prondstico fsvorable para la hiperdiploidia independientemente
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de la znormalidad primaria (10,76).

Entre las alteraciones estructurales en LLA se encontré cromosoma
Ph' en 5 pacientes (foto 4). Todos ellos producto de t(9;22) a
excepcion de uno (caso 8) que muestra una translocacidn no usual
(2;9:22)(qQ34;934;qQ11) (foto 2), la cual es rara aun eh LGC (75).
En tres casos se presentd como defecto primario (casos 4, 8 y 12}
y en éstos se presentarcn ademés otras alteraciones numéricas y
estructurales como aefectos secundarios. Dos de ellos (camos 4 y
8) permanecean en remisién completa, contrarismente a lo esperado
para el rearreglo cromosdémico que presentan (75,76).

La t{(9;22)(ql34;q11l} como defecto dario se tra en los
casos 9 y 10 donde el rearregloc primario es una translocacién
(4;131)(q21:q23) y (1;7)(p13;Q33) respectivamente (fotos 5y 6).
Estas tres translocaciones se asocian con suy mal pronéstico
(10,76,168,169,178). Sin eabargo, estos pacientes entraron en
rexisién por mas de 7 meses, lo que podris explicarse, en el caso
$, por la presencia de hiperdiploidia.

Recientemente se ha reportado en LLA una translocacion (17;19) no
usual que implica las regiones 17(qll) y 19(q13) 6 19(p13) en &
pacientes con Li; los cuales tardaron més de 13 meses eh entrar
en remision (323). Por analogia con la t(1:19)(q23;p13) se ha
detarninado que la ruptura ocurre en 19(p13} (10,76). kn el caso
1, con LLA de ceélulas-B se presenta aste rearreglo (foto 1) vy
adenss 1(17q) como cambio secundario a 1la translocacién. La
sobrevida de este paciente se desconoce y Unicamente sabemos que
tardo més de 6 meses en alcanzar la remisién completa.

laplicando al cromosoma 6 se reporta una translocacion
(6;11)(q26-27;p15) (caso 7) no descrita (foto 3). Es interesante
sefialar que los puntos de ruptura de este rearreglo se asoclan
con otras necplasias hematoloégicas como LMA y linfomas (10,76).
Este paciente fue diagnosticado inicialmente como LMA-M5 vy
posteriormente se le asigné el disgnostico de LAL-L2 en base a
los criterios del FASB.

Por otra parte se reporta que la del(6q) como rearreglo
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secundario ocurre con mayor frecuencia en el subtipe L2, en nifios
y adolecentes (10,185,226). Y se encontré en dos pacientes (camsos
11 y 12) como rearreglo secundario a una translocacién, imbos con
morfologia L2 y edad de 13 y 33 afios respectivamente., Se
desconocen los datos de sobrevida de estos pacientes, pero,
podemcs inferir que tienen un pronéstico intermedic ya que la
del{6q) es de buen pronostico (166,169,173), compensando el mal
pronoéatico da las translocaciones primarias.

Como anormalidades primarias se encontraron una t(1;7)(pi3;933)
(caso 10) ¥ una t(3;4)(p13;Q33) (casc 11}, que no habian sido
reportadap en 1la literaturs (fotos 6 y 7). Sin eabargo, los
puntos de ruptura en los cromosomss 3 y 7 coinciden con
resrreglos en LMA, aunque 1las alteraciones secundariac se
restringen a LLA. En el prircerc las alteraciones secundarias son
del(6q) e hipodiploidia que se presenta 86lo en nifis>s entre 2 ¥
10 afics con subtipo L2 (10,174). El segundo caso ademas de la
t(1;7) presenta Ph’' y lineas con un cromosoma 22 adicional. For
el tipo de rearreglos se esperaria un pronéstico desfavorable, no
cbstante el paciente llevaba xis de S meses en remisién completa.

En varios cssos de LLA se obsarvaron polimoriisaos cromosémicos
{caso 12 (1ghe); caso 3 (9qh+); ceso 10 (16gh+) y caso 4 {(21p-)].
Aun cusndo se desconoce la participacion de astas regiones en el
desarrollo de neoplasias pareceris que facilitan el intercambio
cromosotmico por entrecruzamientos desiguales lo que produciria
homo o hemicigocided de genes impliczdos an la aparicion del
cAncer (161).

7.2 Leucemia Mielobléstics Aguds (Tabla X).

La presencia de células citogsnéticamente norsales seé considera
un indicador prondstico favorable an LMA. Se ha propuesto la
necesidad de una clona nornal pars repoblar la meduls oOsea una
vez que las celulas leucénmicas han sido eliminsadas por la
quimioterapia {257,258). Por 1lo anterior esperariszons un
pronéstico desfavorable para los pacientes sin clona normal
(casos 13, la y 24). Sin embargo no es posible establecer una
comparacion adecuada con el resto de los pacientes ya que tencemos
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una sobrevida de 4 mesaes para los cascs 13 y 24 y una de 25 dias
para un paciente con una linea celular normal (caso 19), Esto
podria explicarse si consideramos que todes presentan mas de un
defecto cromomomico, 10 cusl se asocia con muy mal pronéstico vy
corresponde con frecuencia & etapas terminales de la enfermedad
(76}. La mayoria de los pacientes acuden a consulta en estas
etapas, 1o quae explicaria la slta incidencia de abarraciones
secundariss (83%) en contraste con lo reportado (40-45%) (10).

Una eberracién numarica comc defecto primarioc en LMA 86lo se
observdé en un paciente (caso 23}. Este paciente con monosomia 7
fue disgnosticado como M2, motivo por el que se incluyd en este
trabajo, aunque el diagnéstico finsl fue AREBT. La monosomia 7 es
comUn aen todos los wsubtipos de LMA y en los sindromes
dismielopoyéticos (76); en estos Ultimos tiene un prondstico
desfavorable, con desarrolloc de LMA y sobrevida de 11 meses (10},
lz scbreavida de este pacients fue de 7 meses.

En tres pacientes {(casos 13,15,19) se observaron hipodiploidians
asociadas con algunss trisomias secundarias al rearreglo
estructural. La hipodiploidis como defecto aislado tiene una
sobrevida de 5 a 16 weses dependiendo de los esquenas
terapetticos (10,76). es imposible establecer una cosparacién,
debido a que la sobrevida en nuastros pacientes va de 25 dias a
19 mseses, ya que deben considerarse también lss alteraciones
estructurales.

En tres pacientes 1ls t(9;22) constituyé el defecto primario
{12.5%)}, contrastando con lo reportado en 1la 1literatura (3%)
(213,317). K1 caso 13 fue diagnésticado morfolégicamente comc M1
y adenss del Ph' presents una linea con un marcador y una t{2;10)
como alteracion secundaria (foto 8). Esta translocacién no ha
sido descrita en LMA, sin embargo, los puntos de ruptura si se
hsn encontrado en otras alteraciones en LMA (2q37) y en LLA de
células-T (10Q24) (10,76). El segundo (caso 22) corresponde a una
M6 que ademés presents del(7)(q22) (foto 4). El ultimo (casc 24)
inicialmente fue diagnosticado como LAL-L2, posterioraente se
clasificéd como LAM-M1 y finalsente como #7. Ademés del Ph'
presents del(7q) e hiperdiploidia {75-80 cromosomas), por lo que
citogentticamente se clasificaria como LAL bifenctipica (express
células linfoides y mieloides). La t(9;22) en LMA se asocia con
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88l prondstico (76,213,317). La sobrevids de astos pacientes fue
de 19 meses (caso 13) ¥ & (casos 22 y 24). K8 interesante ssflalar
que estos Ultimos comparten una del(7q) como rearreglo
secundaric al Ph'.

Otras translocaciones bslanceadas constituyen los defectos
primarics en los cazos 15,16,17,18,20 y 21. Con excapcion de la
t(8;21) (caso 17) ninguna de ¢stas ha sido descrita en ol subtipo
en qua se ercuentra. La t(10;14)(q24;932) (foto 10) se encuantra
en una M2 (caso 15), los puntos de ruptura corresponden a leos de
rearreglos reportados en LLA (10.19,76,233,240). En este paciente
no se encontré clona normal y por 1la gran cantidad de

aberraciones darias probabl se traba en una atapa
terninsl. Desgracisdasente no regresd a la consulta y no se pudo
Jeterainar la sobrevida. El caso 16 es una M2 con

€(1;18)(q32;p11.2) (foto 1il1l) no reportada en LMA, ademds de
del(%q) comin en LMA secundariss. &1 punto de rupturs en 1q32
interviene en una translocacion nc usual en LMA t(1;7)(q32;q922)
Que sea pr ta fiade por iz totel o parcial del
cromosoma 5 y se considera de mal prondstico (10,316). Sin
esbargo, se desconoce la scbrevida de este paciente.

Uns t(8:;21)(q22;q922) (foto 12) se presentd en el camo 17 que
inicialments sa habis clasificado como M1 y finalmente fue M2. Se
trats de una paciente fesenina de 20 afios, con lo que sa confirms
Que este rearreglo ocurre an pacilentes jovenss y que se vestringe
al subgrupo M2 del TFAB (245,251). Se ignoran los datos de
sobrevida del paciente.

K1 cansc 18 presenta como anormslidad primarias t(2;7)(q22:;922; vy
del(5q) como rearreglo secundario, ademis so otservaron varios
polimorfismos (1qhe, 9qhe+ y 16qhe). Los puntos da ruptura de
estas alteraciones intervienen en otros rearreglos de LMA, LLA V¥
SMD (10,76). En el camo 20 se observd una t(6;8)(q25;q24) (foto
14) cuyos puntos de ruptura taubién intervienen en rearreglos
diferentes en LMA, LLA y linfomas (10,76). Por lo anterior no aes
posible determinar ls sobrevida teorica pars los pacientes.

Bl caso 21 es una M6 que presenta una t(3;11)(q27:q36) (foto 15).
X1 cromosoas 11 participa con frecuencia en rearreglcs presentes
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en M5 (73,245) y el cromosoms 3 en rearreglos de MO que siexpre
evolucionan » LMA (299,300). La sobrevids de este paclente fue
de mAs de 6 meses contra la esperada de 3 (10).

Una deleacion del cromosoma 6(q24) se ancontré6 en una
mielobléstica (M1 & M2) (camo 114}, que ademis presantabas
trisonias Yy monosomias ssociadas (foto 9). La sobrevida de aste
paciente fus semajante a la reportads (10,76). En el caso 19, uns
M4, sdeste de la hipediploidia y dos marcadores se encontré un
snillo del cromscscna 3 (foto 13). La sobrevids fue de sélo 25
diss y la reportada en ia literatura para anillos en M4 es de 5-6
nenes (324).

s isportante seflalar que los trabsjos reportados en la
litaratura se han reslizado en el extranjero y que hay grandes
diferencias geograficas, socio-econdsicas 'y étnicas en relacitn a
nuestrs podblacion. Esto dificults la correlacién entre los
parasetras clinicos y los hallazgos citogendticos en nuestros
pacientes cuando 8se COEDPAran con la literatura, por lo que es

ic incr este tipo de estudios para contar con
nuestros propios parésetros.
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CAPITULO @.

CONCLUSIONKS .

£l rearreglo cromosémico més frecuente en nuastros pacientes fue
el cromosoma Ph' (29.16%)}, seguidc de los rearreglos en los
cromosomaz 7 (25%) y 6 (20.83%). Hay que considerar que en las
LMA con Ph' el subtipo morfolégico del FAE no esta bien
estadblecido. Por lo que citogeneticssente se les podria agrupar
dentro de las LLA Ph+, en las que el rearr2glo ocurrié en una
célula muy primitiva que 1lleva a su expresidén en ceélulas
linfoides y mieloides. De los & casos con del(7q), tres son
secundarios a la t(9;22). [Estos datos concuardan con la
literatura en donde 33% de las leucumias agudas Ph:+ presentan
del(7q} como rearreglo secundario y son conmideradas con un
prondéstico intermedio (10).

Los puntos de ruptura an los rearreglos del cromosoma 7 gon muy
variados, pero todos ocurren en brazo largo. En deleciones de LLA
la rupturs ocurre en bandas intersticiales (q11.2). En las
deleciones de LMA y todas lss transloca:iones 103 puntos de
ruptura se localizen més distalmente (q22 y q33). Cabe sefialar la
presencia de un sitio fragil comin en 7q22 (76) lo que podria
explicar la participacién de eatas bandas en el desarrcllo de 1la
neoplasia. Las leucemias agudas con rearreglos en 7qter =astan
relaciona: con un inaunofenotipo especifico, deterainau> por
los rearreglos en el locus TCR, localirado ¢n esa rueglén (20,58)
Con la determinacién del inmunofenotipo y los datos citogenéticos
ss podria sstablecer el subtipo especifico de leucenia aguda en
low casos 22, 23 y 24 que tienen diferencias en cuanto al
diagnéstico final y presentan rearraglos en 7qter.

En los rearreglos dael cromosoma 6 los puntos de ruptura se
localizan entre las bandas 921 a q27. En las delaciones hay
preferencia por las bandas intersticiales (Q21 y q24}), mientras
que enh las translocaciones la ruptura es en las bandas terminales
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(Q25~q27) . Las rupturas en Q21 y q26 pueden ser condicionadas por
1a presencia de dos sitios fragiles comunes en esas bandas.

Da todo lo anterior podemos sefialar la necesidad de una
clasificacién ce las leucemias iuudal en base a las anomalias
cromoscmicas. El wejor ejemplo son los casos de leucemia aguda
con Ph' y del(7q} presentados en aeste trabajo. Ademés es
necesario establecer una correlacién entre las diferentes 4&reas
implicadas en la clasificacién de estos desdrdenes. Ya que en 1la
mayoria de los ca la discraepancia citomorfolégica entre el
disgnéstico dnicial y final puede ser solucionada por la
citogenstica. Como el caso 24 en el que la anornalidad
cromcsémica confirmé el diagnostico final de AREBT.

Ks importants establecer que el seguinmiento citogenético de cada
paciente daré al clinico la pauta para condicionar la terapia
adecuada segun la evolucion del padecimiento. Ademas de que la
citogenética puede utilizarse como indicador prondstico sin
considerar otros criterios. De tal forma que en los pacientes que
ma& ehcuentran en remisién le presencia de alteraciones
cromondmicas serd indicativa de recaida aun cuando neo se
prasente sintomatologia clinica (10,76}.

Con respacto al pronostico, en algunos de huestros casos, no fue
posible establecer la sobrevida real del paciente. Ksto dabido
principalmente a que los pacientes acudan a consulta en etapas
terainales de la enfermedad, ya que generalmente son de un nivel
socioeconémico Dbajo' y no tienen los recursos para acudir a la
fnetitucién. Sin embargo, en otros casos aungue el paciente Bsea
diegnésticado en etapas teapranas, ls institucién carece de
recursos para proporcionar la quimioterapis adecuada en forms
pariodica. Kksto ocasiona una progresién ass rapida de la
enfersedad y en ie una asobrevida =mis corta, que
citogensticasente se refleja en la cantidad y naturaleza de 1las
alteraciones asecundarias. Ademss dificulta la correlacién
citogendtica-prondstico y su comparacion con la literatura,
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Considerando que hemos encontrado algunas anomsliss cltogensticss
no reportadas y otras que no corresponden al tipo citomorfologico
en 8l que se an, o8 10 estudiar un numero mayor de
pacientes. Ademds hay que considerar que la frecuencis de las
diferentes neoplanias presentan variaciones geograficas y étnices
deterainadas por la respuesta del organisao & carcinogenos
aabientales u ocupacionsles. Por 1o que dedbe detersinarse cusl es
la fr ia de 1 ies agudas en nuestra poblacién, asi como,
tasbién las aderraciones cr ices wnés on sstos
padecimientos, ya que representan un prodblems importante de
sorbi-mortalidad en nuestro msedio.
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