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1.- INTRODUCCION.

Desde el inicio de la historia el hombre supo que la sangre es
esencial para la vida tal como lo aprecid Empedocles en el sigle ¥V A.C.
con su fiase la sangre es vida. Por su parte Folibus primc hermano de
Hipdcrates establecid la teoria de que la vasculatura humana contenta
sangre, bilis blanca y amarilla.

Con el perfecciocnamiento del microscoplio, las cédlulas rojas
de la sangre fueron descritas por primera vez por Jan Swamnerdam en
1950 y los eritrocitos humanos fueron descritos por Leeuwenhoek en
1673.

Muchos de Llos conocimientos de la sangre surgieron de
observaciones y aspectos tedricos, pero no fue hasta el siglo XIX gue
la fuente de produccidn de células sanguineas jfue intensamente
explorada.

Houston sugirid que las cdlulas rojas se derivaban de leucocitos
en el sistema linfoide, Zimmerman creyd gue los eritrocitos eran
derivados de las plaguetas, una opintdén compartida por MNayen. FPor
Ultimo en {868 Newmann demostrd gue las células rojas tenian sus
precursores en la médula dsea, asi se iniciaba el entendimiente de

la fisiologia de la hematopoyesis.

HEMATOFOYESIS

En cuanto a la fisiologia de la hematopoyesis en el hombre se sabe
que en el curso del desarrollo embricnarto, las células corporales se
diferencian en tres tipos: el ectodermo gue finalmente cubre al embridn
formando la piel, el pelo, el esmalte de Llos dientes, etic; el
endodermo que tapiza el intestino primitive y el mesodermo gQue se
encuentra entre el ectodermo v el endodermo el cual da origen al
aparato circulatorio, céelulas de la sangre, musculos, huesos,
ligamentos y otlros tejidos conectivos.

En algunas regiones del cuerpo del embridn, el mesodermo estd
representado al principic por el mesenguima del cual se forma el
sistema circulatorio y las cdlulas de la sangre.

En el tercer mes de vida embrionaria, el higado se conuvierte
en el principal formador de células de la  sangre con



contribtuctiones adictonales del bazo, ganglios linfdticeos v del timo.

* la médula dsea llega a ser un sitio hematopoyétice activo en la
mitad de la vida embrionarta y hasta el final de la gestacidn su
funcidn es la hematopoyesis. Este tejido mieloide se considera
espectalizado en la produccidn de eritrocitos, leucoccitos y plaguetas,
pero se sabe mds aiun gque el tejide mieloide preduce cotra clase de
cdlulas hemd ticas como son los linfocitos , los cuales itntervienen de

manera tmportante en las reacciones de defensa.

El espacio relativo de la méddula dsea Cactivad) de un nifio es mucho
mds grande gue la de un adultlto esto debido presumiblemente por los
elevados regquerimientos de produccidn de células por la demanda de vida
neonatal. Durante la vida posnatal la demanda de células rojas se
abate y mucho del espacio medular disminuye Vv progrestvamente se mezcla
con grasa (Figura 1{2. En clertos estados patoldgicos que estdn
usualmente asociados con anemia tales como la metaplasia mieloide, la
hematopoyesis puede retornar y formar nuevos sitios activos en el

higado, bazo, nddulos linfdticos, tejideo adiposo y en los rifones.

El tejido mieloide después del nacimiento, gueda limitado en Llas
cavidades de los huesos de ahi su nombre, mielos-médula. En estado
normal se usan a menudo los términos mieloide y médula dsea. En el
adulto hay dos tipos de meédula, la médula dsea roja la cual debe su
color al gran numero de gldbulos rojos gue contienen en diversas
etapas de su desarrolle y es la que produce activamente células
sanguineas. La médula amarilla esta caracterizada por la gran cantidad
de grasa gue contiene.

En el feto, la médula de la mayor parte de los huesos es roja,
pero durante el periodo de crecimiento en la vida extrauterina gran
cantidad de mddula se torna amarilla de manera gque en el adulto soleo
se halla médula roja en el diploe de los huesos de la &dveda craneal,
en las costillas, en el esterndn, en los cuerpos de las wvertebras,
en el tejido esponjoso de algunos huesos cortos y en Llos extremos
de los huesos largos. En todos los demds lugares es amarilla, pero si
se presenta la necesidad urgente de aumentar la produccidén de células

hemd ticas parte de la médula amarilla se convierte en roja.



FIG.1.- COMPARACION DE LAS AREAS DE MEDULA OSEA ACTIVA (ROJA) EN NIROS Y ADULTOS.
NOTESE LAS VARIACIONES EN PESO Y LA FORMA DE DISTRIBUCION.
( DE: MacFarlane.,R and Robb-Smith.A.(Eds).Functions of the Blood.0xford,

Blackwell Scientific Publications, 1961,p.357.)

ESPACIO TOTAL DE MEDULA-ADULTO(10 Xg)
2600-4000 cc
MEDULA ROJA ACTIVA. 1200-1600 grms.

ESPACIO TOTAL DE MEDULA-NIRO(15 Kg)
1600 cc
MEDULA KOJA ACTIVA. 1000-1400 grms.



Los elementos celulares sanguineos estdn reemplazandose para
mantener wun numero constante de cdlulas rojas, blancas y plaguetas

mediante el mecanismo de hematopoyesis.

Extsten evidencias qQue apoyan los principios bdsicos de este
mecanitsmo los cuales son:

~Una célula madre pluripotencial es capaz de - dar Lugar a

di ferentes células progenitoras, é&stas estdn destinadas a jformar

precursores diferenciados de Lipos espectficos de células sanguineas.

= La célula madre pluripotencial es capaz de renovarse ella misma,
las células progenitoras (célula madre Llinfoide y célula madre
miteloide) estdn limitadas en su potencral proliferative y no son
capaces de rencvarse indefinidamente, ademds de que su potencial

proliferativo puede ser influenciade por timocitos o protimocitos.

- Los progenitores celulares son capaces de responder a los
reguladores humorales producidos en reaccidn debido a los niveles

circulantes de un tipo particular de célula.

- La diferenciacidn hematopoyética reguiere un aproplado
microambiente, en humanos sanos este ambiente es confinado a la médula

dsea.

Dentro de la médula dsea las células madres pluripotenciales son
mor foldgicamente células indiLferenciadas capaces de replicarse ellas
mismas haciendo posible el mantenimiento de las células ancestrales
Que estdn siempre listas para reemplazar ceélulas gue en clerta forma
ce plerden o destruyen en el organismo y gue ademds tienen la capacidad
de Lllevar acabo los procesos de eritropoyesis, trombopoyestis v
leucopoyesis (Diagrama 1J. )

Aproximadamente wun cuarto a un tercio de la poblacidn celular
de la médula dsea, estd dedicada a a eritropoyesis mientras gue el
resto esta relacicnado con la formacidn de Lleucocitos. EL componente
eritroide de la médula consiste en células en varias etapas de

madurac tén.



Diagrama No. 1 Diagrama de la hematopoyesis:Lineas Mieloide, Linfoide,Megacariocitica
y eritrocitica,

TEJIDO HEMATCPOYETICO SANGRE CIRCULANTE.

M.eosinofilo-mmcmmm e rr e c e ————————————— -=Eosinofilo.

MIELOBLASTQ =w=e--== Promielocito ~===M.neutrofilo----- Metamielocito-=Neutrofilo-=e==Neutrofilo,

5 WL 5 T NPT . ... SO S

MONQOBLASTO —wweccee= PromonoCito weecesmcacccccccaaa - e Monocito.

MEGACARIOBLASTQ -=== Promegacariocito-- Megacarioccito---Metamegacariocito==e--vceecce--Trombocito,

ERITROBLASTO -====== Pronormoblasto----Normoblasto===w=== Reticulocito ===mcccccaccco_Eritrocito.

LINFOBLASTO ~=mmmm== Prolinfocito ===em---mem—me—w- e A e Linfocito.

PLASMOBLASTOQ ======= Proplasmocito -eseeeccccecereccaao =====-- Plasmocito.



El proceso de maduracidn tiene wvartas caracteristicas notables. El

precursor mds primitive del eritrocito. el eritroblasto es una célula

que se divide activamente y da origen a la serie completa de
maduracidn, sin embargo, cuando se dividen dos nuevos ertitroblastos,
ambos no pueden madurar pues st le hicteran, la médula guedaria
desprovista de erttroblastos. Esto debe significar que uno de Llos dos
eritroblastos permanece como célula primitiva, capaz de wuna divisidn
ulterior mientras gue la otra experimenta maduracidn. Solamente de éste
modo podria ser una produccidn continua con eritrocitos sin agotamiento
de células precursoras.

La serie de maduracidn es como sigue:
Eritroblasto-——Fronormoblasto-——Normoblasto---Reliculocitec--Eritrocito.

El eritroblasto deriva de una célula primitiva indiferenciada.
tanto el primer eritroblastc come el pronormoblasto son células
grandes nucleadas con citoplasma baséfilo. El normoblasto es la primer
célula con hemoglobina reconocible, tiene tres etapas de desarrollo con
disminucidn progresiva y basofilia ciltoplasmatica v un aumento
de hemoglobina.

La maduracidn del eritrociteo se puede considerar como una pérdida
progresiva y sistemd tica de potencilalidades bioldgicas. A diferencia de
sus precursores, el eritrocito madurc no puede sintetizar proteina y no

puede dividirse.

Las plaguetas proceden de unas células poliploitdes Llamadas
megacariocitos las cuales a su vez derivan de los megacarioblastos. Se
encuentran principalmente en la médula dsea. Las caracteristicas del
megacarioblasto son su enorme tamafio (21 micras de diametre) y gran
nicleo tirregular gque cast lLlena la célula. El nimero de
cromosomas es de 8 a 32 veces el numero haploide Cpoitpldtdia). Un
exdmen mds detallado revela un borde celular irregular v un citoplasma
granulcoso y las plaguetas son fragmentos de é€&ste citoplasma las cuales

se producen por gemacidn.



Menos del O0.17% de las células de la meédula dsea son
megacariocitos. Un megacarictito produce 400 a 800 plaguetas por dia, v
cada dia 35,000 plaguetas por milimetro cubico de sangre.

£l promedio de vida de wuna plagueta es de {0 dias. Como las otras
células de la sangre, las plaguetas tienen un activo metabolismo

glucolitico.

? los leucocitos se distincuen de los eritrocitos porgue tirenen
nidc leos con forma ameboidea.

Existen varios métodos para clasificar los leucocitos, basados en
las reacciones de tincidn, formas nucleares y sitios de origen. Una
clasificacidn comin los divide en dos grupos: los no granulocitos gue
se subdividen en linfocltos y monocitos v Llos granulocitos gue se
subdividen en neutrdfilos, e=csindfilos v basdfilos segun las

propredades de tincidn de sus granulos citoplasmaticos.

Las cédlulas cuyos grdnulos toman el colorante dcido rojo Ceostnal
son los eosindfilos & aciddfilos, aguellos cuyos grdnulos toman el
colorante bdsico azul son los basdfilos y aquellos cuyos grdnulos toman
una mezcla de ambos son neutrdfilos vy todos ellos =se derivan de

mieloblastos.

La clasificacidn mds simple es la que divide a los leucoctitos en
los grupos mononuc leares y polimorfonucleares.

Los linfocitos y monocitos son productdos en los tejidos
reticulares de los ganglios linfdticos y del bazo (debido a esto se les
nombra células linforeticulares) y los granulocitos se producen en la
médula C(por ello se les denominan células mieloides).

Sin embarge, existe la teoria de gue los linfocitos son producidos
en realidad en el tejido mieloide, podria concluirse entonces gue
todos los tipos de células hemd ticas se derivan de un ancestro comin
qgue seria una célula libre y ésta es la Unidad formadora de colontas
CUFCO.

Los neutrdfilos normalmente leucocitos circulantes mds numeroscs,
muestran las siguientes caracteristicas cuandeo se tratan con el
coleorante de Wright: didmetro de 10 a 12 micras, cltoplasma rosado,

grdnulos azulados y nicleo segmentado.



La maduracidn de un neutrdfilo implica las siguientes elapas
caracteristicas: I
Mieloblasto--Promielocito-——Mielocito--MetamielocL to--Banda--Neutrdfilo.

Los linfocitos son células que se encuentran en los interespacios
de los drganos linfoides. Su citoplasma no contiene grdnulos y su

maduracidén es mds sencilla gue la de los granulocitos.
Linfoblasto———-- Prolinfocito————-— Linfoctto

El linfoblasto es muy semejante al mieloblasto, su cromatina
madura progresivamente y aumenta paralelamente su capacidad para
tefiirse, su estructura se vuelve mds compleja y tanto la célula como su
nicleo reducen su tamafio. El prolinfocito es la forma intermedia entre
el linfoblasto y el linfocito.

La maduracidn del linfocito es funcidn de los ganglios Llinfdticos
y tejidos linfoides diseminados en el cuerpo. Algunos hacen camino
hacia el interior de la médula y la funcidn de los Llinfocitos es la

sintesis de anticuerpos.

Por otra parte Llos monocitos gque son guizd la contraparte
circulante de los macrdfagos fijos de los tejidos, son mayores que un .
neutrdfilo y tipicamente tiene un nicleo en forma de rifidn. Su
citoplasma no contiene grdnulos y la secuencia de maduracidn del

monocito es la sigulente:
Monoblasto=-=-—= Promonocito—-——=—= Monocito

Los monociteos maduros son fagociticos maduros Y ac tian

defendiendo al organismo contra una infeccidn.C1, 2. 32

Por otra parte algunas células madres e inmaduras en Llos tejidos
hematopoyéticos permanecen indiferenciadas y bajo divisiones mitdticas
producen células progenitoras de linaje linfoide y mieloide.

Otras cédlulas después de la primer mitosis se diferencia antes de
que vuelvan a dividirse otra vez. Estas células en crecimiento,

desarrolleo y diferenciacidn pasan por un cicleo celular. Este cicleo



celular se define como el intervalo de tiempo gQue transcurre de una
mitosis a la sigutente. El tiempo del ciclo de la mayoria de las lineas

celulares en cultiveo se encuentra entre 10 y 30 horas.

Los eventos ¢ fases gue se producen en el ciclo celular son la fase

GO, Gt, S, G2 y el termino de ésta Ultima es sefalado por el inicio de

la mitosis CFigura 22 C4, 5, 6, 7.

CARCINDGENESIS.

la notable regularidad del proceso de divisidn celular garantiza
que cada célula hija reciba exactamente el mismo ndmerc vy tipo de
cromosomas que la célula progenitora. pero cuando el mecanismo de
regulacidn gque controla el metabolismo vy la reproduccién celular es
alterado esto puede provocar alteraciones permanentes é mutacidnes en
los genes, ésto provocard gue la célula presente notables anormal idades
que cuando éstas son muy graves pueden adguirir un cardctler letal
sucunbiendo la célula y si la alteracidn implica un incremento

permanente de la actividad mitdtica el resultado serd un cdncer.

El cdncer es un transtorno en el crecimiento Yy proltiferacidn
celular. Los factores de crecimiento de origen autdcrino y pardcrino se
fijan en la superficie de una célula blanco estimulando su
proliferacidn. La fijacidn de éstos factores puede ser mediada por

receptores de factor de crecimiento, una vez fijo, la interaccidn del

factor-receptor debe transducirse de la superficie celular a través del

citoplasma de la célula al niucleo, donde Llos genes reguladores del
crecimiento se activan & se tnacvtivan para realizar Llos procesos de
replicacidn y de divisidn de la célula en el cdncer y uno & mds de
éstos pasos estimuladores del crecimiento se desarrollan de manera

errdtica (B).

Los genes estdn implicados en la carcinogénesis al menos de dos
formas; varios genes adguiridos durante la concepcidn pueden afectar la
probabilidad de desarrollar cdncer en la vida del individuo.St estos
genes de susceptibilidad para el cdncer estdn presentes en la linea
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germinal, pueden actuar a diversos niveles, como afectar el metabolismo
de compuestos polencialmente carcinogénicos,la capacidad para reparar
el dafic genédtico, la regulacidn del crecimiento de tipos celulares
especificos & la capacidad del sistema inmune en la tdenttficacidn vy

erradicacidn de tumores incipientes.

La segunda clase de genes gue pueden i(nvolucrarse én el desarrollo
del cdncer actidan por medioc de mecanismos mutacionales somdticos que
dafian los genes portados en las células del drgano diana. Estos genes
al terados desde el punto de vista somdtico pueden conferir propiledades
ventajosas de crecimiento a las células portadoras al permitirles una
capacidad de proliferacidn mds rdpida Qque sus contrapartidas
genéticamente normales.

En conjunto con los alelos de las lineas germinales, é&stos genes
de mutacidn somdtica actuan como Llos determinantes centrales Que
desencadenan &l cdncer.

Sabemos gue los onceogenes gue son los genes causales del cdncer se
encuentran presentes en el genoma de clertos virus tumorales, pero se
ha descubierto gue existen genes homdlogos dentro del DNA humano normal
éstos son los protooncogenes Llos cuales afectan el crecimiento y
funcionan en diversos puntos a lo largo de édsta via.

Por ejemplo el protooncogen c-sws fué itdentificade inicialmente en
su forma viral como un gen de transformacidn aguda del virus de sarcoma
de simio, se ha encontradeo édste mismo oncogen como parte del sistema
gendtico que produce el factor de crecimiento dertvade de las plaguetas
CFCDPO.

De modo similar el gen c-ims el cual codifica una proteina en el
DNA normal la cual es recepltor del factor estimulante de colonias (FECD.
Por su parte los protooncogenes de la familia myc actuan estimulande J&

inhibiendo el proceso de regulacidn, replicacidn y sintesis de DNA.

En el genoma de las células malignas se producen Llos diferentes
cambios genédticos que activan a Llos oncogenes, ya sea mnutacidnes
puntuales & rearreglos cromosdmicos en gran escala; no ast en el genoma

de células de tejido normal adyacente.



Es evidente que édstas lesiones convierten a una célula normal como

precursora de toda la poblacidn celular del tumor.

Estas mutaciones somdticas no tienen ningiun efecto sobre las
células germinales yv no se transmiten gendticamente a la progenie de un
organismo afectado.

Los oncogenes no son transmitidos en la linea de células
germinales por lo gque no contribuyen en los factores hereditarios

conoctidos gue influyen en la susceptidbilidad al cdncer & tumor €9, 10D.

En cuanto a la clasificacidn de los tunores, Llos gue se
caracterizan por una proliferacidn excesiva de sus células con el
constguiente crecimiento expansive, sin presentar malignidad son
llamados tumores benignos, v los gque se caracterizan por una
proliferacidn invasiva, con formacidn de metdstasis local v a distancia
destruyendo al hudsped son llamados tumores mallgnos.

Existe otra clasificacidn gue toma en cuenta el tejido originario
y el caracter benigno 6 maligno del twnor, asi{ tenemos los Ltumores
malignos de origen epitelial gue se denominan carcinomas Yy Llos del

tejido conectivo denominados sarcomas (CTabla 1J.

Los carcimomas y sarcomas pueden aparecer en cualguier regidn
del organisme donde existe epitelio d tejido conjuntivo. Otros tumores
se hayan confinados a un drgano & aparato, dentro de édste tipo de tumor
tenemos a los del tejido hematopoyético, éste grupo tncluye los Llumores
del tejido linfoide y de la médula dsea. Los miembros principales de
éste grupo son el linfosarcoma, el sarcoma de células reticulares, la
enfermedad de Modgkin, el mieloma miltiple y de gran importancia la

leucemia.
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TABLA NO.1.—- CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LOS TUMORES

TEJIDO ORDINARIO

TEJIDOS EPITELIALES
Epitelio de revestimiento

Epitelio glandular

TEJIDOS CONJUNTIVOS
Fibroso
Cartilaginosoc

Oseo

Adiposo

TEJIDO MUSCULAR
Musculo liso

Misculo estriado
TEJIDO VASCULAR
Vasos sanguineos

Vasos linfdticos

TEJIDO LINFOIDE Y
HEMATOPOYETICO
Linfocitos

Células mieloides
TEJIDO NERVIODSO

MNeuroglia

Meduloegitelic

TEJIDO PIGMENTARIO

Melanoblasto

EPITELIO CORIAL
Trofoblasto

TEJIDOS EMBRIONARIOS

TUMOR BENIGNO

Papt loma

Adenoma

Fibroma
Condroma
Osteoma
Lipoma

Letomioma

Eabdomtoma

Hemangioma

Linfangtioma

Astroctitoma

Melanoma benigno

Mola hidatiforme

CBOYD.W, 1965} .
TUMOR MALIGNO

Carcinoma pavimentosc

Adenccarcinoma

Fibrosarcoma
Condrosarcoma
Sarcoma Osteogénico

Liposarcoma
Letomiosarcoma
Rabdomiocsarcoma

Hemangiosarcoma

Linfangiosarcoma
Linfosarcoma
Leucemiraz linfoide

Mieloma muiltiple

Leucemia mieloide

Glioblastoma

Meduloblastoma

Melanoma maligno

Cortiocarcinoma

Teratoma



II.— CLASIFICACION DE LAS LEUCEMIAS (FAB) Y (MIC).

El rasgo primordial de la leucemia es la proliferacidn neopldsica
de los tejidos leucobldsticos, a consecuencia de lo cual suele haber un
gran aumento de glddbulos blancos en la sangre. La leucemia es una
‘de las neopldsias mds conocidas y comunes gque tiene una alta
incidencia en la podblacidn infantil y se presenta come una alteracidn
del tejide hematopoyético en el cual se reemplazan Llos elementos
normales por células bldsticas gue itnvaden vy se acwnulan en sangre
periférica, nddulos linfdticos, higado, testiculos, ovarios, pulmdn y
tejido subcutdneo €8, 11, 122

Es importante tener en cuenta gue a pesar de su nombre, la
leucemia es una enfermedad de la médula dsea y no de Lla sangre.
El padecimiento puede afectar a tres Ltipos de células: mielocitos,

linfocitos y monocitos.

A partir de ésto se establecid una clasificacidn morfoldgica que
divide a las leucemias en: Leucemia linfobldstica aguda CLLA> gue es
la forma mds comin y constituye el 80% de las leucemias, las leucemias
no linfobldsticas agudas (LNLA> son las siguientes mds comunes vy
representan cerca del 17%2 y el resto lo constituye la Lleucemia
mieldgena crdnica tipo adulto C(LMCO y la leucemia mieldgena crdénica

Juventl (13D,

Desde 1971 Mathé suguirid en su estudio gue la morfologia de Llos
linfoblastos estaba relacionada con la respuesta al tratamiento. Su
clasificacidn morfoldgica en LLA comprendia 4 grupos, los cuales fueron
asignados en base al tamafio celular y a ciertos criterios subjetivos de
diferenciacidn celular. Esta clastificacidén no fue muy prdctica de ahi

Que otlros investigadores propusieran nUevos esguemas.

Pentazopoulus y Sinks (19750propusieron un sistema simplificado
basado solamente en el tamaffo celular. Lee y Glidewentl establecieron
una clastificacién basada en Lla presencia y numero de nucleolos,

cantidad de citoplasma y presencia de grdnulos azurdfilos C140.
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En 1976 Bennett y cols. (150 establecieron una clastificacidn
integral de la LLA basada en la citologia de los blastos vista en la
tincidn de Romanowsky en frotis de médula dsea donde tomaron en cuenta
el tamafio de la célula, relacidn citoplasma-nicleo, contorno nuclear,
presenclia de nucleolos y wvacuolas y la presencra de basofilia
cktoplasmdttca. La clasificacidn de Bennett did wun criterio mds
unt forme y relacionado con las caracteristicas clinicas de cada subtipo
de leucemia.

El grupo Franco-Americano-Britdnico C(FABY en 1985 (16> propone un
nueve criterio para modificar la clasificacidn establecida en 1976;
indicando gque las leucemias se dividen en dos grupos: Leucemias
linfobldsticas agudas gQue presenta Llres sublipos; L1 gque es la forma
mds comin y tiene el prondstico mds favorable, el subtipo LZ es menos
comin y presenta un pobre prondstico y la L3 es muy rara y se considera
como una fase hematdgena del Llinfoma de Burkitt (Tabla 22. Las
leucemias no linfobldsticas agudas (LNLAD gue presenta siete variantes:
leucemia mielobldstica sin maduracién CMLD, mielcbldstica con
maduracidn CM2>, promielocitica CM3D, monocitica CM4D, monobldstica
CM50 y erttroleucemia (M6>, gque al tguallque las LLA se diferencian
entre st debido a las caracteristicas citomorfoldgicas de los blastos
de médula dsea anteriormente mencionadas.

La presencia del 30% & mds blastos en frotis de médula dsea es por
definicidn una leucemia aguda. La mayoria de los nifios gue presentan
LLA pueden tener mds del 80% de sus células de médula dsea con
caracteristicas de linfoblastos, Por su parte en la LNLA es comin

observar la presencia del 50% de blastos en médula dsea.

La mayoria de las leucemias agudas infantiles (85%-9070 pueden ser
fdcilmente separadas en los subtipos mieloide y linfoide en base a la
simple morfologia.

Los pequefios mieloblastos algunas veces [Llamados mtérobtastos
puden ser confundidos por linfobldstos. Contrariamente Llos grandes
linfoblastos con wuna baja relacidn citoplasma-niucleo, prominente
nuclecolo y la presencia de grdnulos citoplasmdticos pueden ser
erradamente clasificados comoc células mieloides pero en muchos casos el
diagndstico se basa en la morfologia, El diagndstico final de la LLA

puede ser confirmada con los palrones de las tinciones citoguimicas
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TABLA Z. CLASIFICACION MORFOLDGICA DE LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA

AGUDA LLA.

CARACTERISTICAS

CITOLOGICAS

TAMARD DE LA
CELULA

L1

Prodominan celulas

pequelias.

CROMATINA Homogénea en cual-

NUCLEAR guier de los casos

FORMA Regular, a veces

NUCLEAR dentado & con -~
hendiduras.

NUCLEOLO(S) Invisibles & pe-
Quelios.

CANTIDAD DE Escasa

CITOPLASMA

BASOFILIA Leve a moderada

DEL CITO- Craramente in -

FLASMA tensao.

VACUOLACION Variable

CITOPLASMI -

CA

Grande, tamafio

homogéneo.

Variable—-hete-
rogénea en —-
cualguiera de

los casoes.

Irregular, hen-

didura y den =

tado frecuente.

unc ¢ varios a

menudo grandes.

Variable a me-
nudo moderada-
mente abundan-

te.
Variable; pro-
funda en algu-

nas.

Variable

L3

Grande v homo-

géneo.

Punteado fino.

Prominente;uno
4 varios vesi-

culares.

Moderadamente
abundante.

Muy profunda.

A menudo

importante.



Ctédcnica de Peroxidasa. Acido Periddico Shiff <PAS> y Fosfatasa dcidad
las cuales diferencian con mayor precisidn Llas dos variedadss (Ver
apendice I2.En algunas situaciones se utilizan estudios lnmunoldgicos y

citogenédticos C17J.

Otra clastificacidn para las LLA fué establecida por el grupo
cooperative MIC (Morfoldgico-Inmunoldgico-Ciltogendticol) en 1986 donde
el criterio de clasificacidn estd basadeo principalmente en las
caracteristicas morfoldgicas de los blastos de médula dsea y en la
tipificacidn de los subtipos de leucemia con la ayuda de marcadores
tnmunoldgicos CAnticuerpos monoclonales? Llos cuales son especificos
para cada tipo celular, asti tenemos Que existen anticuerpos
monoclonales CCALLA, CD4, CD6, CD8, etco) Qque van a reaccionar con
antigenos de superficie Clg-s), de membrana Clg-m> vy clitoplasmd ticos
Clg-c2. Esta clasificacidn sirve para establecer wun criterio de
clasificacidn mas preciso, en adicidn con el estudio citogendtico,
completa, apoya y reafirma el diagndstico clinico. Por ejemplo en wuna
LLA donde inmunologicamente se detectan células del tipo pre B tipicas
en L1, citogendticamente se espera encontrar alteracicnes cromosdmicas
tales como t(9;222; t(1;19>, etc. Otro ejemplo lo tenemos con la
leucemia aguda de células tipo B donde existe una reaccidn tnnunoldgica
positiva con la Ig-s donde es comun encontrar la t(8;14> perteneciente
al subtipo L3 C18D.

III.- ETIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA DE LA LEUCEMIA.

Por otra parte la leucemia se diferencia del resto del las
neopldsias porgue ésta se presenta con mayor frecuencia durante las dos
primeras decadas de vida, mencs del 1% de los canceres se presenta en
éste periodo. De todos los tipos de leucemia la LLA es la gue tiene Lla
mayor incidencia en la poblacidn infantil ya qQue representa de un 78 a
89% de cdncer en nifios C19) Ctabla 3. '

La LLA es una enfermedad tanto de nifios como de adultos, tentendo
su punto mdximo inicial de incidencia entre los 3 y 5 aflos de edad,
después de éste intervalo la incidencia declina y vuelve a elevarse

durante el tercer decenio de vida.
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TABLA ND.3.- INCIDENCIA DE CANCER EN NINOS MENORES DE 15 AROS DE EDAD.

ORDEN SITIO NUMEROD % DEL TOTAL FRECUENCIA
DE CASO0S (POR 1,000,000)
1 Leucemia 1724 30.1 37.8
e S.N.C 1095 19.1 24.1
3 Linfoma 706 12.3 15.5
4 S.N.S 467 8.1 10. 4
5 Rifidn 372 6.5 8.2
& Tejidos B. 360 6.3 7.9
7 Hueso g76 4.8 6.1
8 Retinoblastoma 154 2.7 3.4
=] Higado 64 1.1 1.4

De Siverberg E, Lubera J: Cdncer Statistics 1986 Cdncer 36:9-25,1986.



La tmportancia ettoldgica del nivel mdximo tnicial de tncidenctia
de la LLA de la infancia no es clara, aungue se ha especulado que estd
relacionada con eventos gestacionales & en el desarrollo inicial del
sistema inmune. Es importante sefialar gue éste punto mdximo no se
produce untiformemente en todo el mundo, puses en definitiva no existe en

Africa.

La LLA es mds frecuente en varones Que en mujeres, patrén que
persiste a traves de fronteras raciales y geogrd ficas. La incidenca
anual en varones menores de 15 afios es de 22.3/millén y en mujeres de
15.7/millén. En la LLA de células T éste predominio es mucho md s
evidente y los varones superan a las mujeres en cast 4:! y tentendo

las mujeres mayor sobrevida libre de enfermedad.

EL nivel soctoecondmico puede reflejar muchas influenctias de
exposicidn genédtica donde se ha sugerido que la LLA es una enfermedad

predominante de niflos de clase media y media alta.

Otro factor etioldgico se ha considerade a la raza, observandose
qQue la aparicidn de LLA en blancos es del 20-307% mayor gue en personas
de color con una frecuencia menor en Africa y en el Medio Oriente e

indices mds elevados en China, Japdn, E.U, Ingalaterra y Europa

Existen estudios gque han apoyado a la postble 1influencia de
factores ambientales en la determinacidn de Lla expresidn de la
malignidad. Esto se inicia con el periodo de exposicidn potencial el
cual es un perfode de riesgo precedente al momento del nacimiento vy

potencialmente el de la concepcidn.

El periodo prenatal puede ser de interes particular debido a la
diferenciacidén natural de Llas cédlulas primitivas y a la sensidbilidad

potenctial del feto a influencias exteriores durante ésta fase critica

del desarrollo.
Muchos autores han encontrado Que los antecedentes reproductores

maternos estdn asociados con el riesgo de la LLA. En un estudio con

control de casos Van Steensel-Moll (1988> encontrd gue las madres de
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pacientes con LLA tenian un aunento estadisticamente significativo en
la mani festacidn de dos & mds abortos anteritores al nacimiento del

niffo indice.

El riesgo de LLA parecid estar mds asociado con el resultado del
embarazo inmediatamente antertor al del niflo leucémico, se especula gue
éstos eventos en lérminos generales son marcadores ya sea de una
exposicidn anbiental comin, un ambilente intrauterinoe anormal & una
predisposicidn gendtica que pone a éstos niffos en un mayor riesgo de
padecer LLA. Se han comunicado resultados similares gue demuestran un
riesgo hasta de 2.2 veces mayor entre nifios de madres con una historia
de perdida fetal previa.

Se ha observado que otro factor asociado a la LLA es el peso del
producto al nacimiento, en varios estudiocs se ha mostrado un riesgo
doble en los nifos con peso al nacer superior a 4.000 gramos.
Aungue no siempre se ha reproducido éste hallazgo parece ser uniforme a
traués del tiempo y la geografia y en algunos casos se ha asociado con

algunos canceres infantiles (Tumores encefdlicos y neuroblastomal.

Otros estudios han evaluado los riesgos de los anticonceptivos
orales, drogas y medicamentos usados para mantener el embarazo, donde
se sabe de un caso de leucemia gque se origind en el producto de una
madre gue estuvo expuesta al dietiestilbestrel mientras el nific estaba

in utero.

Se ha observado un riesgo mayor del 507 de niflos expuestos a
tabaguismo in utere, asi como una elevada asociacidn entre el uso
alterno de alcohol y la LLA, no obstante éstos hallazgos deberdn ser
confirmados en investigaciones futuras.

Uno de los temas mds estudiados es la exposicidn a la radiacidn
tonizante y a la aparicidn subsecuentes de la LLA en la infancia.
Stewart en 1958 encontrd por primera vez gue la exposicidn prenatal a
la radiacidn tonizante era un factor etioldgico de la LLA. A partir de

entonces muchos olros investigadores han encontrado un efecto similar
con un riesge de 1.5 a 2 wveces mayor gue el de una poblacidn no

expuesta.
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La radiccidn postnatal vya sea con fines diagndsticos 8
terapduticos, por ejemplo para el tratamiento de padecimientos benignos
6 malignos, se ha asociado con un mayor riesgo de LLA en nifos gue han
sido tratados con rayos x por espondilitis anguilosante teniendo wun
riesgo de casi 10 veces mayor de LLA. También se han reportado casos en
niMos gue han sido tratados con radiactiones por enfermedades benignas,
por ejemplo crecimiento de timo asi como los gue han rectibido
radiaciones terapsuticas para el tratamiento de malignidades
hematoldgicas como en el caso de la enfermedad de Hodgkin.

La exposicidn a catdstrofes nucleares C(Miroshima y Nagasaki AV
recientemente Chernobyl>, la precipitacidn radiactiva por pruebas
nuc leares, exposicién ocupacional en las plantas nucleares & la
residencia en dreas con un fondo natural elevado de radiacidn han sido
objeto de muchas (Investigaciones. En los nifiocs expuestos a las
explosiones atdmicas se observd un mayor riesgo de presentar tanto LLA
como LMA.

Las caracteristicas de la leucemia también parecen depender de La
edad ya que los nifos y los adolecentes presentan mayvor probabilidad de
desarrollar LLA y LMC, mientras gue en adultos la tendencia es a
desarrollar LNLA.

También ha sido estudiada la posidble asociacidn entre la
exposicidn a campos electromagnéticos CECED> y la LLA iafantil debido en
parte a la exposicidn de los individuos a é€stos campos y por datos in
vitro Que describen anormalidades cromosdmicas v transformacidn

linfoblastoide de lineas celulares expuestas a éstos campos.

Datos intciales de un estudio con control de casos realizado en
Denver sugieren un aumento de 2 & 3 veces en el riesgo de desarrollar
leucemia y otros cdnceres en los niflos gque viven cerca de circultos de

alta conduccidn.
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Un estudio en Texas demostrd gue Llos padres de nitfics con
neuroblastoma se empleaban mds en ocupactiones con grados elevados de
exposicidn a campos electromagnéticos, y un estudio escandinavo
encontré gue padres de nifios con cdncer estaban empleados en diversas
ocupaciones relacionadas con hidrocarburos.

Esto conyeva a gue los Ahtjos eétén expuestos a materiales
carcinogénicos, sustancias guimicas vy solventes como. resultado del
material acarreado en la ropa y objetos utilizados por los padres en el

trabajo.

Por otra parte se ha observado una elevada mortalidad infantil por
leucemia en los estados agricolas de Estados Unidos donde se ha
evaluado metodoldgicamente las prdcticas de las granjas y la aparicidn
de leucemia y linfomas considerando la exposicidn potencial de los
granjeros a herbicida, pesticidas y virus zoondticos, como el virus de
la leucemia bovina (VLB>, gue ha sido considerado como un leucemdgeno
potencial debido a sus hallazgos en el ganado y en la leche cruda
CTabla 4.

Los virus pueden contridbuir a la transformacidn maligna v a la
etiologia retroviral del cdncer. En los ultimos afios se ha visto gue el
virus de la leucemia felina puede infectar una célula y como parte de
su ciclo wital integrarse en el DNA del hugsped. Cuando ésta
integracidn se produce en proximidad a un protooncogen, su presencla
puede desrregular la expresidén de dste protooncogen. La demostracidn
cldsica de éste fendmenc es la desrregulacidn de c-myc por la

integracidn del virus de leucosis auiarida.

La infeccidn retroviral puede iniciar una enfermedad aguda y a
menudo policlonal,se piensa que ésto sucede cuando el retlrovirus se
separa del DNA del hudsped & es transcrito de manera gue una parte del
genoma del huésped se 1incorpora dentro del material genético C(en
replicacidn autdnoma> del virus.En la actualidad hay miltiples ejemplos
de éste fendmenc causal del cdncer y de hecho fué el estudio de los
genes de virus lo gue definid el término de oncogen (200.
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TABLA NO.4.- FACTORES DE RIESGO PARA LA LLA INFANTIL.

DEMOGRAF ICOS:

Sexo: Vardn.

Edad materna aevanzada. )

Historia reproductiva materna: Pérdida fetal previa.
Aumento del peso corporal.

COrden de nacimiento: Primogénitol.

CEdad paterna avanzadal.

(Clase sociall.

EXPOSICIONES PRENATALES:
Exposicidn a radiacidn diegndstica.
Uso materno de anticonceptives crales.

Infecciones virales in utero.

EXPOSICIONES AMBIENTALES:

Radiacidn terapdutica.

CPrecipitacidn radiactiva de pruebas nucleares).
CExposicidn a campos electromagnéticosy.
CInfeccidn posnatal & falta del.

CHidrocarburos y productos de petrdleo)d.
CZoonosiso.

CExposicidn a pesticidas y herbicidas).

GENETICOS/FAMILIARES:

Gemelo de paciente leucémico.
Hermano de paciente leucémico.
Sindrome de Down.

Anemia de Fancont.

Ataxta Telagiectastia.
Neurofibromatosis.

Sindrome de Klinefelter.
Sindrome de EBloom.

Los factores de riesgo mostrados entre paréntesis han stido

por uno & mds investigadores.

comunicados



La tncidencia familiar de la leucemia a stido otro aspecto
comunicado con frecuencia y resumida recientemente por Lynet gque ha
observado gue las leucemias son parte del grupo de cdnceres Qque
caracterizan al "sindrome de cdncer familiar:. en términos generales el
riesgo de leucemia en hermancs de nifios con LLA es 4 veces mayor gue el

de la poblacidn general.

Entre otros grupos de individuos tidentificados con un elevado
riesgo de presentar LLA estdn Llos casos de sindrome de Doun Qque
constituyen el 27 de los casos diagnosticados con LLA. Se estima gque
los niffos con éste sindrome tienen un riesgeo de 10 a 15 veces mayor de

desarrollar leucemia.(Op. cit.D
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ANTECEDENTES.

Durante los ultimos 30 afios los ciltogenetistas han descrito un
numero stempre creciente de anormalidades cromosdmicas asoctradas
especificamente con las células tumorales de pacientes con diferentes

cdnceres entre ellos la LLA. C21).

Los primeros estudios citogenédticos en individuos con LLA, cuya
finalidad fué la deteccidn y andlisis de los defectos cromosdmicos
fueron limitados en niumero, debidco en gran parte a la pobre calidad de
las metafases de células neopldsicas en contraste con la buena calidad
de las células normales de médula dJbsea y sangre periférica, sin
embargo. los avances en los estudios citogenédticos y citoguimicos
permiten el conocimiento y clasificacidn de la LLA y establecer su

comportamiento bioldgico (22).

Los iniciadores de é&stos estudios fueron Nowell vy Hungerford
19600 guienes identificaron el cromosoma Filadelfia (Phi+> en LMC vy
posteriormente identificada también en LLA, la aberracidn fué definida
por bandeo como 22g- y posteriormente fue demostrado gque era una
translocacidn entre los cromosomas 9 y 22, tC(9;88) (g34;q112.(23D.

El cromosomas Filadelfia inicialmente fue reportado como una
alteracidn exclusiva de la LMC pero las altas incidencias reportadas
por Paterson, Bloomfield, Brunning (19762, indican que el 33% de los
pacientes con LLA pueden presentar ésta alteracidn C24D.

Knudsen y Huang Pen (19800 reportan los siguientes trabajos
Con respecto a otre tipo de alteracidn cromosdmica, en 1972 Manolov
y Manolova, describieron una anormalidad cromosdmica especifica,i4g+ en
el Linfoma de Burkitt. Posteriormente fué demostrado gue la anormalidad
tnvolucraba la tCB;140 (g24;932).

En 1974, Muang et. al. reportaron el primer estudic de bandeo

cromosdmico en LLA. Encontraron una linea celular pseudodiploide en

cultivos de sangre periférica. Las tinciones de Wright revelaron dos
marcadores: un cromosomas submetacéntrico grande y uno peguefioc en el
Q0% de las células analizadas. Los estudios de bandeo revelarcon 4
marcadores con un cartotipo 46,XX,tCdp+;4p-2 y 46, XX, tC11p+;14p-D.
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Alimena et.al (19770 reportaron tres casos de LLA de un total dJde
51 cascos de leucemia estudiadeos antes de suministrar cualguter tipo de
terapta. Estos individuos mostraron hipodiploidias e hiperdiploirdias
pero también mostraron cariotipgos normales en Lla mayoria de sus
células. Los casos con un alto porcentaje de aneuploidias (25%> fueron

los knicos qQue no respondieron a la terapia.

El grupo de Oshimura (19770 reportd el caso de una nifa de !3 aflos
con ditagndstico de LLA. El estudio citlogenetico realizado antes de la
terapia reveld una linea hipodiploide con 27 cromosomas en el 70% de
las células de médula. Los uUnicos pares de cromosmas normales jfueron
los Nos. 10,14,18 y 21, ademds se encontrd una alteracidn estructural,
la 7p+, la cual se presentd antes de la {arapta y esta alteracion fue
reemplazada por un cromosoma normal en la remisidn y en la recatida
subsecuente. Este caso mostrd una linea celular con 54 cromosmas la
cual se considera como resultado de la duplicacidn de la linea con 24
cromosomas. Esta linea estuvo presente en la mayoria de las células de
médula durante el diagndstico, desaparecid en la remisidn y - fue vista

en menor porcentaje en médula dsea 9 meses después.

Secker-Walker y cols.(1978> fueron los primeros en gpresentar la
evidencia de gue el numero cromosdmiceo C(ploidiad de las celulas
leucémicas tienen un gran valor diagndstico y prondstico en LLA. En su
estudio realizdo en 39 nifios demostraron Qque los hal lazgos
citogendticos tienen implicactones diagndsticas y bioldgicas. E! punto
importante de este trabajo fue que los hallazgos citogeneticos fueron
clasificados de acuerdeo a luas caracteritsticas cromescmicos de las
células leucémicas de médula Jsea. Las caracteristicas incluyeron:
Hiperdiploidias, Hipodiploidias y Pseudodiploidias. Usande Lla prueba
estadistica de Log Rank la proporcidén de pacientes en primera remisidn
en cada categoria no fue tigual, la proporcidn de pacientes con
hiperdiploidias fue elevada mientras que aguellos con Pseudo e

hipodopliodias fue consistentemente menor.
En otro estudio, Humbert y cols.C1978> compararon el porcentaje

de metafases anormales en cultivos de méddula dsea y sangre periférica

con y sin estimulacidn con Fitohemaglutinina (PHA>.De 69 pacientes con
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leucemia aguda (de los cuales 55 tuvieron LLAD a solec 3 se les realizd
el evtudioc de bandeo detallado. Los lres presentaron un elevado niumero
de células anormales en sangre con estimulacidn y en médula dsea,
mientras gque en sangre sin estimulacidn el porcentaje de células

alteradas fué mucho menor.

Morse et.al.(1978) reportaron los hallazgos de dos casos de LLA.
En el primer paciente de 8 aflos se observaron dos Llineas celulares
anormales: una con 57 cromosomas en células de sangre periférica sin
estimulacidn y otra con 47 cromosmas en sangre con estimulacidn.
Despuds de la remisidn la Llinea con 57 cromosmas virtualmente
desaparecid, pero la linea con 47 aparecid tanto en sangre sin
estimulacidn como en médula. En el segundo paciente femenino de 5 afios
se encontraron marcadores: una clona 47,XX,M{ en células de médula vy
sangre sin estimulacidn. £En la remisidn aparecid una clona
relacionada,50,-X,-11,=Ml ,+M2, +M3, +M4,+M5,+H6 la cual se observd en

cultivos de sangre con y sin PHA.

Lazarus en el mismo afio, reportd un caso donde los cultivos de
blastos mostraron una linea celular con un cariotipo 45,XX+Mar. con los
estudios de bandec se observd gue la linea establecida mostraba un
cartotipo 46,XX, tC9;120.

Un caso con hipodiploidias fue presentado por FPrieto et.alC1978).
Un nifio de 14 affos de edad presentd una linea celular de 26 cromosomas
en médula dsea durante toda la evolucidn del padecimiento, Lo cual
influyd notablemente en la respuesta a la terapia. No fué posible
realizar el estudio de bandeo cromosdmico pero de acuerdo a la tincidn

Giemsa solo los cromosomas de los grupos Dy G parecieron tener sus

pares completos.

Observando estos casos es dificil determinar st existe relacidn
entre la ploidia y la sobrevivencia, perc resulta de interés que estos
casos recayeron a un afic del diagndstico, ademds de la semejanza de los
cariotipos de los casos de Cimino vy Prieto et al. (1978>donde tres de
los pares de cromosomas eran comunes, lo gque sugiere gQue los cromosomas
10,18 y 21 pueden ser necesarios para la sobrevivencia y proliferacidn

de las células malignas.
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En los estudios de bandeo realizados por Cimino et.alC1979) en (6
pacientes con LLA estudiados durante 4 afios, se observd gue 8 pacientes
tuvieron un cartotipo normal en el estudio basal, sin embarge. 3 de
ellos desarrollaron alguna alteracidn cromosdmica durante la recaida.
Los 8 pacientes restantes presentaron alteraciones numéricas Yy o
‘estructurales en la muestra inicial de médula.

En las aneuploidias de estos pacientes se tnvolucraban a todos los
cromosomas excepto los Nos.3,5,15,16 y Y produciéndose pseudodiploidias
6 hipodiploidias.

Aun cuando se realizaban tnuestigacidnes ciltlogendticas en cdncer,
la informacidn era limitada debido a las deficiencias tédcnicas de los
cultivos y del bandeo cromosdmico en LLA. Por ésta razdén el Grupo
Internacional de Trabajo sobre Cromosomas en Leucemia examind estos
problemas técnicos y propuso nuevas ideas para resolverlos, proveyendo
datos importantes en el drea y los cuales eran 4uUtiles para LNLA
c25,260.

Por su parte Yunis C1981) etablece cambios en Llas tédcnicas de
cultivo de cédlulas de médula dsea y sangre periférica con la finalidad
de obtener metafases con mayor calidad para poder realizar un andlisis
cromosdémico mds detallade uttilizande técnicas de alargamiento de

cromosomas y de alta resolucidn las cuales sirven para obtener

cromosomas de mayor tamafio y asi poder detectar con mayor precisidn las
alteraciones estructurales (27).

A partir de este trabajo, Yunis realizdé otro donde indica que
exitsten mds de Z0 tumores,donde se han encontrado al teraciones
cromosdmicas tndicando que un caso particular son las LLA las cuales
son un subgrupo de leucemias gque estdn bien caracterizadas en cuanteo a
los defectos cromosdmicos los cuales en ocasiones son especificos para
cierto tipo de LLA y esto tendra efecto en el prondstico del
padecimiento (280,

Otro de los estudios importantes fue el realizado por Berger et.
al 19810 guien hace wuna revisidn y un registro general de Llas
alteraciones citogendticas en LLA y otras enfermedades hematoldgicas.

Berger remarca la timportancia de Lla aplicacidn prdctica de la
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citogendtica en hematologia, tndicando que tas alteraciones
citogendticas sirven para el diagndstico clinico, para la aplicacidn
adecuada de la terapia ademds del meonitoreo citogendtico gue en cirertos

casos puede indicar la evolucidn del padecimiento (29).

En relacidn a la importancia prondstica de Llas alteraciones
cromosdmicas en LLA, Brodeur et.alC1981) indican gue los nifios con LLA
que presentan translocaciones, otras Pseudodiploidias e hipodiploidias
tienen una sobrevida libre de enfermedad significativamente corta en
comparacidn a los nifios con hiperdiploidias & aguellos gque tienen un

cariotipo normal y cuya sobrevida es mucho mayor.

Williams et.all19820 en su trabajo sobre la importancia bioldgica
y prondstica del estudio citogenédtico realizd un estudio cltogensgtico

en 136 nifios con LLA los cuales eran virgenes al tratamiento, encontrd

que los casos con un numero cromosdémico hiperdiploide tienen excelonte\
prondstico y los casos con hipo y pseudodiploidia gue ocurren en scolo
el 17 de los individuos, frecuentemente presentan monosomias de
algunos cromosomas excepto los No.10,14.18,21 y X ., muchos de estos
pacientes nunca entraron en remisidén y su sobrevida fué muy

corta COp.citl.

Por otra parte, Andrew el.al(19840 realizaron un and lists
cromosdmico en 60 pacientes pedidtricos con LLA leos cuales
presentabam células de tipo pre B, B, T y células nulas,ésta
clasificacidn se realizéd mediante las técnicas irnnunoldgicas dei
anticuerpos monoclonales.En 4 de 17 pacientes con celulas pre B
se encontrd la t(9;22)(qg23;913> la cual no fud observada en otro tipo
de células. Cada paciente gue presentd dicha alteracidn experimentd un
fracaso temprano al tratamiento por lo gque ésta alteractdn marcd
un subgrupo de pacientes con LLA de células pre-B guienes tienen
un prondstico especialmente pobre (30D.

Dos afios mds tarde, Stass(19860 menciona gue Llos estudios
citogenédtlicos, tnmunoldgicos y de cindtica del ciclo celular son
necesarios para establecer el significado bioldgico de las diferentes
variantes morfoldgicas de la leucemia aguda, ademds indicando que Llos
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pactentes con linfoblastos tipo LZ pueden tener una nce diferenciacidn,
mezcla & Aibridacidn de diferentes tipos celulares(31).

Williams en el mismo afic, indica la relacidn del papel gue jJuegan
las translocacidnes en el prondstico en nifios con LLA. Reporta que
ciproximdmmnte el 40% de los individuos con leucemia presentan una
clona leucémica aneuploide, esto es, una clona conteniendo un numeroc
mayor & menor del nimero cromosdmico diploide.

En su estudio, aproximadamente el 35% de los niflos tuvieron
cédlulas leucemicas con un complemento diploide normal y del 10 al 20%
de los casos las metafases no fueron distinguibles para un and listis
detallado del cariotipo. En el grupo aneuploide.mds del 90% fueron™,
hiperdiploidias y menos del (0% hipodiploidias C(demostrando gue la
ploida cromosdmica es el signo mds importante en el factor prondstico

como determinacidn por medio de and lisis multivariado? (Op.CttD.

Por su parte lLeiper y Chessells (19860 realizaron un trabajo donde
uno de los puntos mds importantes es el determinar la incidencra de la
LLA en individuos menores de 2 afios de edad, observando gque en é&ste
periodo, la frecuencia de la leucemia es mds alla y se mantiene
aproximadamente hasta los 6 aflos v posteriormente desciende. Ademd s
realizaron el estudio citogendtico e hicieron Lla relacidn con los

factores diagndsticos y prondsticos (32J.

Bloomfield.et.al.(19870, en un reporte del comite sobre cambios
cromosdmicos estructurales en neoplasias, indica gue las anormalidades
cromosdmicas espectficas mds comines identificadas en LLA han sido la
t€9;:222Cq34d;9112, tC11,;145Cp13;913>, deleciones itnvolucrando al 12pi2 y
translocaciones & inversiones tnvolucrande al 14g9i!, por ejemplo,
1C8;142Cq2d;q110 vy la tC10;145Cq24d;q110.

Estas alteraciones son especificas tanto para LMA como pa-.ra LLA y
han sido asociadas con caracteristicas distintivas,clinicas (-]
hematoldgicas incluyendo edad, relacidn con sistema nervioso central,
conteo de leucocitos, porcentaje de blastos circulantes vy tipo
mor foldgico CFAB> (33D,
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Estudios mds recientes como el de Miller (988>, mencionan las
caracteri{sticas bioldgicas de la leucemia y el wuso de dichos
conocimientos en la aplicacidn adecuada del tratamiento.Su estudio
contempla una revieidn de los recientes avances en la brologia,
plticlogia y terapia de la LLA infantil, también muestra la relacidn
gque existe entre las caracteristicas clinicas y . bioldgicas, una
discusidn entre los aspectos controversiales del tratamiento y del

mane jo as{ como el establecimiento de futuras perspectivas (34).

Otros tnvestigadores que analizaron los aspectos bioldgicos de la
LLA infantil ademds del citogenédtico fueron Batia y cols.(1988).

Analizaren 30 casos de leucemia aguda de los cuales 24 presentardn LLA.

Tomaron en cuenta caracteristicas clinicas, pruebas citoguimicas,
tnmunoldgicas y citogendticas. La evaluacidn citogendtica efectuada en
10 pacientes con LNLA y en 5 con LLA no fué adecuada debido a la mala

calidad de las metafases, pero se pudieron detectar una serie de

translocacciones: tC11;170, tC4;11>, tC4;72, tC4;19> en 4 recien

nacidos y la t€1;13> y ttC11;14> en niflos de mayer edad. Estas
alteraciones estuvieron asociadas a tipos especificos de LLA, con
ciertas caracteristicas morfoldgicas y con clertos grupos de edad,
ademd s con el curso clinico y el prondstico del padecimiento (35D.

Por su parte Berrospe, Sole, Mirro et. al. (19882 hacen una
importante observacidn diciendo que existen & tipos de alteraciones
cromosdémicas relactionadas con Lla neoplasia: las primartas gue son
anomal{as relacionadas con la etiologia y con la localizacidn vy
activacidn de oncogenes y las alteracidnes secundarias las cuales son
las responsables del comportamiento bioldgico del tumor, capacidad
tnvastva, metastdsica, y resistencia a la terapia y probablemente
responsables de las caracteristicas genotipicas y de heterogereidad de
las células tumorales. Indican gque el objetivo principal de la
citogendtica en cdncer consiste en establecer tanto las alteraciones
cromosémicas primarias y secundarias y relacionadas con los pardmetros
bioldgicos, etioldgicos, de prondstico, clinicos, patoldgicos v
terapduticos. Por +ltimo realiza un registro de Llas alteraciones
cartiotipicas mds comunes en los subtlipos de LLA y su relacidn con las
caracteristicas bioldgicas y de prondstico.CTabla 5> (36J.
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Tabla S.— CAMBIOS CROMOSOMICOS EN LLA.

L1

L2

L3

t{9;22) (q343q11) (Ph-1)
Proximo a haploide
t(1319) (g21-q23;p13.3)
ti14;-) (Q32;-)

t(4311) (g21:q923)
Fh-1

b6q—

+21

+8

i(17q)

7p-

11g-

t(14;-) (q32;-)
t(113-) (g3-)

t(8;14) (g24;q32)

£(8:22) (g24;q911 o 12)

t(2:8) (p12;q24)

t(1;8;14) (g23;q924;q32)

o t(3;85;14) (ql145;9243q32)ép—, 1g+,

o +8/+8,

14q+.

(Berrospe y cols.1988).



En nuestros dtas con el establecimiento e tnovacidn de las
técnicas ciltogendticas (y con la ayuda de la biologia molecular), los
tnuestigadores han podideo identificar anormalidades clonales que van
desde alteraciones estructurales muy grandes, mutactiones Qque
tnuelucran cientos de genes y en ocasiones mutaciones puntuales, en el
éaso de la LLA se han detectade cromosomeopatias en el 80% de los
casos diagnosticados tal come lo reportan Williams ét. el. (19900
quienes han identificado anormalidades cromosdmicas especificas en mds
del 90% de los casos de LLA infantil.

Nyla et. al. (19902 en su trabajo sobre anormal tdades
citogendticas y marcadores moleculares de la LLA explican gue las
anormalidades que ocurren en la LLA son contempladas come causas
bloldgicas (leucemogénesis) de ésta esnfermedad. La LLA es
extremadamente heterogénea e indica gue diferentes tipos celulares a
diferentes estados de diferenciacidn pueden llegar a ser cédlulas
neopldsicas ademds de gue las anormalidades cromosdmicas son altamente

especlificas para ciertos tipos celulares (380.

Crist, Carroll et.al.C1990>, realizaron un estudioc sobre el
cromosoma Filadelfia en LLA y analizaron las caracteristicas clinicas y
citogenédticas y la respuesta al tratamiento en wun grupo de estudio
pedidtrico con 3638 nifios (en un protocoleo establecido de junio de 198f
a abril de 1989>. Los estudios citogendticos fueron viables en 4
pactientes C2.3%). Las caracteristicas asoctadas con el Ph positivo
fueron el conteo de leucocitos gque en la mayoria tuveo una media de
33,000/mm3 , edad de 9 afios y con una elevada proporcidn de
células con morfologia L2.

' La LLA con cromosoma Ph+ es una forma agresiva de Lla leucemia
aguda gue frecuentemente se presenta en niflos mayores de 5 afios, con un
elevado conteo de leucocitos, morfologia L2 y con una resistencia

temprana a las drogas (390.

Ching Hon,Carroll y cols. en 1[990, presentaron un estudio
citogendtico en 197! nifios con LLA del Hospital St.Jude for Childrens
de Memphis Tennesse. A éstos pacientes se Lles realizaron estudios

detallados de morfologia de blastos e inmunotipificacidn, determinacidn
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del contenido de DNA mediante la técnica de flujo citomdtrico y el
and lisis cariotipico. De los 1971 pacientes, 26 (1.3%) presentaron una
linea celular leucemica con un cariotipo con mds de 65 cromosomas,
también se encontraron Z grupos con alteraciones cromosdmicas:

El grupo cercano a la tripleidia presentd 6 casos lbs‘ cuales
tenian un intervalo de 66 a 73 cromoscmas por célula de médula dsea, de
éstos 4 presentaron alteraciones estructurales adicionales. En & casos
se encontaron & copias del cromosoma 21 y las tetrasomias mds comunes
fueron de los cromosomas 8, 10, 11, 14, 18 y 21.

El otro grupo fue el cercanc a la tetraploidia el cual tuvo 20
casos donde el numero modal fue de 82 a 94 cromosomas por célula. Las |
tetrasomias presentes fueron las de los cromesomas 5, 8, (0, 11, 12,/
18,19, 20, 21 vy los cromosomas sexuales. De los 10 casos bandeados fué
posible identificar ancormalidades estructurales en 9 pacientes: del(bg>

en 3 casos, del(9p> En dos y la t(4;110 en un caso (40J.

Nuevamente Rowley (19900 realiza una minuctiosa revisidén y enumera
los diferentes cambios cromosdmicos en Lleucemia, linfomas- y otros
gindromes mieloproliferativeos. Realizd la correlacidn entre los grupos
especi{ficos con la alteracidn citogendtica y con é€sto se ha podide
establecer una mejor clasificacidn de la LLA. Mencionandeo tambien que
la mayoria de las metafases de individuos con LLA tienen una muy pobdbre
mor fologia lo cual hace gue el and lisis cromosdmico sea muy dificil y

en ocasiones imposible (410,

Un trabajo mds, realizade por Carroll.Crist;et.alC1990> reporta
los resultados citogenéticos de un grupo de nifios con LLA de células
pre-B que presentaron la alteracidn cromosdmica t(1;192(qe3;p13> en
cédlulas de médula bsea, tomando en cuenta las caracteristicas clinicas
de los tindividuos, las caracteristicas morfoldgicas C(FABS vy la
clasificacidn inmunoldgica, observando gque un elevado niumero de

pacientes tuvieron recaidas tempranas y su prondstico fue pobre. (42).

Suhster, Falleta y Cols.en el mismo afio mencionan que la leucemia
aguda de células T es un tipo leucémico en el cual dependiendo de la
alteracidn cromosdmica que se presente mani festard ciertas

caracteristicas que dardn un valor prondstico especifico t omando
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en cuenta gue los individuos que presentan alteracicones estructurcles
tendrdn wun pobre prondstico en comparacidn con aguellos, con
alteraciones numéricas u otro tipo decgploidias C43).

. Un trabajo similar fue realizado por Pui,Behm.et.al({!1990> donde se
estudiaron 128 niffos con LLA de células T y se observéd una gran
heterogenerdad en las caracteristicas citomorfoldgicas y citogendticas
lo cual tuvo una marcada relacidn con los estudios diagndsticos vy de
respuesta al tratamiento. También realizd un andlisis en individuos con
LLA infantil donde se encontrd con un grupo de pacientes con una clona
celular de médula dsea con un complemento cromosdmico Hipodiploide y-so

Haploide (23-35 cromosomas>, mane)dé la correlacidn clinico-citogenética

de cada caso y analizd los resultados del tratamiento aplicado al grupo

de pacientes (44D,

Por ultime, el trabajo presentado por Berger et.all19907 con wun
grupo de pacientes con leucemia y con el cromosoma Filadel fia
determinado por medio del and lisis citogenético en células de médula
dsea y sangre periférica. En édste estudio se realizd la 1denkif£cac£dn
de los genes involucrades en dicha alteracidén con Lla ayuda de Llas
técnicas de biologla molecular, localizande a los genes ber y abl de
los de cromosomas 9@ y 22, los cuales al unirse producen una proteina

hibrida con un funcionamiento anormal C45>.
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PLANTEAMIENTD Y JUSTIFICACION DEL FROBLEMA.

En México, los laboratorios Ggue realizan los estudios
citogendticos en leucemia linfobldstica aguda son muy escasos debide a
la poca tmportancia que se da a esta informacidn aun cuando la
incidencia de éste padecimiento es muy alta en la pobiacidn infatit,
particularmente en el Hospital General Centro Médico La Raza del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) donde se reciben mds de 200
casos de leucemia aguda al afic. Para su estudio y clasificacidn de los
subtipos de leucemia se cuenta con recursos elementales gue incluven
diagndsticeo clinitco, andlisis citomorfoldgico con microsceopia de luz y
pruebas citoguimicas, sin embargo, no se cuenta con el establecimiento
nt la realizacidn de estudios cltogendticos cuyas técnicas ofrecen
informacidn importante para apoyar el diagndstico clinico ademds de gue
el estudio citogendtico es uUtil en el conocimiento biloldgice de los
camblos genédticos en las células leucemicas y asi establecer los grupos
de anormalidades cromosdmicas (numéricas y estructurales) las cuales
sirven de marcadores gendticos e indicaderes prondsticos utiles para
determinar la evolucidn del padecimiento y en la seleccidn e innovacidn

de los regimenes de tratamiento (46, 47J.
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OBJETIVO GENERAL.

- Realizar el estudio citogendtico y registrar las alteraciones
cromosdmicas presentes en la poblacidn pedidtrica con LLA sin

tratamiento brevio.
OBJETIVOS PARTICULARES.

- Determinar mediante el estudio citoguimico la estirpe celular
alterada y ast establecer el tipo morfoldgico de Lleucemia en cada
individuo.

- Realizar el estudio cltogendtico y mediante las técnicas de bandeo
GIG y CBG identificar las alteraciones numéricas y estructurales de los
cromosomas de células de me€dula dsea y sangre periférica (con y sin
estimulacidn con fitohemaglutininad de individuos con LLA sin

tratamiento previo.

- Correlacionar los estudios citoguimicos, citogendlicos vy datos
clinticos para tratar de establecer una clasificacidn mds precisa del
tipoc de LLA y con ésto apoyar el diagndstico clinico para gue Lla
terapéutica sea la mds adecuada en intensidad vy calidad en relacidn al

tipo de leucemia diagnosticada.
HIFOTESIS ALTERNATIVA.

- Las alteracicnes ctitogendticas detectadas al diagndstice, son
especificas para cada subtipo de LLA y presentan relacidn con los

aspectos clinicos y evolutivos del padecimiento en el individuo.
HIFOTESIS NULA.
- Las alteraciones citlogendtlicas detectadas al diagndstice., no son

especificas para cada subtipo de LLA y no presentan relacidén con Llos

aspectos clinicos vy evolutives del padecimiento en el individuo.



MATERIAL Y METODOS.
PACIENTES Y CARACTERISITCAS CLINICAS.

Este estudio se realizd con 38 pacientes pedid triccs menores de {6
afios de edad de ambos sexos y gue no recibieron ningidn tipo de
tratamiento y con un diagndstico tniciral de LLA segun la clasificacidn
morfoldgica del grupo Franco-Americanc-Britdnico <(FAB> (48 D, que
ingresaron al Servicio de Hematologia Pedidtrica del Hospital General
Centro Médico La Raza en el periodo comprendide de Junioc 15 de 1989 a
Junioc 15 de 1990.

En ésta investigacidn se incluyeron datos clinicos de cada unc de
los individuos como fueron presencia de sindrome anémico, [filebres,
esplenomegalia, hepatomegalia, adenomegalia, ademds del nimero inicial
de leucocitos, hemoglobina y porcentaje de blastos circulantes.

Las células de mddula ddsea normales se caracterizan por ser
semt fluidas durante la vida del individuo y subsecuentemente pueden ser
removidas para su exdmen por medio de la tédcnica de aspiracidn Yo por
la técnica de biopsia.

Existen varias zonas corporales en las cuales se puede realizar la
puncidn y aspiracidn de la médula por ejemplo en el esterndn, en el
segundo espacio intercostal, en la epifisis del femur, costillas,
tidia, etc.

El sitto donde se extrajo la muestra fué de la cresta tliaca donde
la espina anterosuperior de ésta puede ser identificada por palgacidn y
el sitio para aspiracidén se encuentra de 1 a & pulgadas justamente
debajo del borde palpable de la cresta, donde la aguja puede penetrar
dentro del centro de la protuberancia oval (I2D.
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ESTUDIO MORFOLOGICO Y CITOQUIMICO.

La morfologia de los blastos fué examinada con el wuso de la
tincidn de Wright en el aspirado de médula dsea en los 38 individuos
aplicandose el criterioc morfoldgico del FAB.

Las pruebas citoguimicas realizadas en células de médula Jdsea
fueron la técnica de Peroxidasa, Actido Periddico Shiff CPAS> vy

Fosfatasa dcida las cuales sirven para establecer el subtipo de
leucemia presente en los individuos a través de tinciones especlficas
asi como el porcentaje de blastos gue reaccionan a dichas pruebas.

Con el estudio morfoldgico y las pruebas citoguimicas se obtliene
un diagndsticeo definido sobre el subtipo de leucemia y con é&sto la

aplicacidn de un tratamiento adecuade (35)

1.-Téecnica de Peroxidasa. Esta técnica es muv usada en la
deteccidn de una enzima presente en promielocitos y células maduras de
algunas series. Ademds de gue es utilizada en la clasificacidn de
leucemias agudas revelando la presencia de promielocitos con pocos
grdnulos sitendo vistible medriante la utilizacidn del reactiuve de Wright.

La reaccidn positiva indica la presencia de grdnuleos azules (=]
cristales en el ciltoplasma princtpalmente de mireloblastos é
promielociteos, mientras gue Lla reaccidn negativa se gpresenta en
linfocitos vy linfoblastos en alginas ocaciones en mieloblastos.

2. -Técnica de Acido Periddico Shiff. Esta técnice detecta
principalmente glucdgeno intracelular. Las células gue reacctionan
positivamente son Llos megacariocttos, plaguetas Y neutrdfiles
segmentados mientras gue en mieloblastos y granulocitos la capacidad de
reaccidén es negativa. lLor eritroblastos normales y eritrocitos maduros
son completamente negativos, excepto en pacientes con Talasemia & con
mielosis eritrémica.

3. -Técnica de Fosfatasa Acida. lLa fosfalasa dcida estd presente en
linfocitos, células plasmdticas, monocitos vy plaguetas. £En éstas
tincidnes el citoplasma de las células se tifien de color rojo cuando
hay presencia de fosfatasa dcida.

El dcide tartdrico se itnhibe por la actividad de la fosfatasa
dcida cuande se ponen en la mezcla de incubacidn. Sin embargo, la

fosfatasa dcida estd presente en las células peludas de las leucemias
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reticuloendoteliales gue son resistentes al dcide tartdrice v las
tincidnes guimicas son fuertemente positivas aun cuande han sido
adicionadas a las mezcla de itncubacidn. Los linfocitos atipicos de la
mononuc leostis infecciosa y raramente la Leucemia linfobldstféa crénica
Y linfosarcoma pueden presentar menos resistencia al decide tartdrico
dando tinciones falsas positivas (49, 50, 51,).(Apéndiqe 12> (Diag.2D.

ESTUDIO CITOGENETICO.

Las muestras de médula Jdsea y sangre periférica de los 38
paclentes se obtuvieron en Jjeringas estériles de 5 ml.Cheparinizadas).
Para su estudic es necesarico un volumen adecuade del paquete celular,
uti!izandose aproximadamente 3 cc. de médula dsea y & cc de sangre
periférica. En estas muestras se realizaron los estudlios cltogendticos
para determinar los tipos de alteraciones numdricas Vy estructurales
presentes en cada itndividuo, ambas muestras se enviaron del Servicio de
Hematologi{a Pedidtrica para su andlistis.

La muestra de médula dsea fue tratada mediante el métcde directeo
modt ficado (522 v en cultivo de &4 hrs 53>,

La muestra de sangre periférica fue obtenida por medio de la via
intravenosa y se cultivd por 48 hrs. tratandose de la misma manera gue
el método de cultiyo de 24 hrs. para médula dsea, solo que las células

sangulneas fueron tratadas con vy sin estimulacidn con Fitohemagliutinina
CPHA2 (540,

Para el métede de cultivo ambas muestras fueron sembradas en una
campana de flijo laminar y en frascos estériles de 25 ml. contentendo
4.5 ml de medio de cultivo Mc Coy, 0.5 ml. de la muestra con 4
repeticiones para médula y para sangre periférica dos frascos con FHA y
2 sin la adicidn de PHA. El proceso de cosecha tanto para el método
directec de médula dsea y de cultive de ambos tejidos consistid en
los procesos de colchinizacidn, hipgotonizacion y fijacidn tal como se
indica en el diagrama 3.CApéndice 2.
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Para la identificacidn de las alteracicnes cromcsdémicas se
emplearon las sigulentes técnicas de bandeo.

1.-GTG.CBandeo G con tripsina y tincidn Giemsal). En esta técnica
se produce una digestidn de la envoltura gue cubre a los cromosomas, de
las proteinas histdnicas y no histdnicas tifiende la heterocromatina Y
tentendo la caracteristica estas bandas por ser ricas en Adenina y
Timina. El tratamiento incluye enzimas protecliticas, dlcali, alcalino
salina, calor y agentes oxidantes.

Este tipo de técnica de bandeo se considera de rutina, sin
embargo, reguiere experiencia para obtener un buen bandeo de Llos
cromosomas de células leucémicas. Una de las ventajas de lac tdcnica es
Qque se obtienen preparaciones permanentes Yy la utilizacidn de
microscopia no es muy complicada. (Figura 32.(55).

2.-CBG (Bandeo C por Hiddxido de Bario y tincidn Gremsad. Esta
técnica de bandeo es utilizada para tenir heterocromatina constitutiva.
Esta heterocromatina estd localizada en el centrdmerc de todos los
cromosomas, Llos satélites de los cromosomas acrocéntiricos Y
constricciones secundarias de las regiones de los cromeosomas [, 9, 1€
y cromosoma Y. Las regiones heterocromd ticas difieren del resto de la
cromatina (Eucromatina? en gue ésta puede condensarse en  wnterfase
ademd s de gue son utilizadas para la confermacidn de la 1dentidad de
cromosomas adicionales., Normalmente las bandas € son localizadas en el
brazo largo, pero ocasionalmente esto puede cambiar al &razc corto
estando relacionado con una itnversidn pericéntrica parcral ¢ completa
dependiendo de la cantidad de material itnvertido.

Las bandas C estdn predominantemente localizadas en tos cromesomas
1, 9, 16 y existtende una alta frecuencia de heteromorfismo en los
cromosomas &, 12 y 19. (Figura 42(25,56).

De acuerdo a lo anterior se analizaron en promedic 22 metafases de
cada caso (tanto de médula dsea como de sangre periférica’ tomandose
fotografias de los casos mds representativos y realizande el idiograma
correspondiente. La clastficacidn de los cromosomas se hizo de acuerdo
a la nomenclatura de Paris (19810, donde cada cromosoma es dividido
por la constriccidn principal & centrémero en wun brazo large y un

brazo corto, designados como p y g respectivamente.
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Los brazos de los cromoscomas son divididos en regiones definidas
por bandas especificas. En cada cromosoma las reglones y las bandas son
nuneradas secuenclalmente del centrdmero hacia Llos extremeos y a Lo
large de cada brazo.

Una banda en particular se designa con el numero del cromosoma,
simbolo del brazo, nimero de la regidn y nimero de banda, por ejemple,
1432, lo cual indica gue se trata del cromosma 14, brazo largo, regidn
3 banda 2. Para destgnar una sub-banda, un punto decitmal es puesto
después de la designacidn de la banda principal.

Para la composicidn cromosdmica & cariotipo de una célula & un
individuo, primero se indica el numerco total de cromosomas, después se
sefiala con un signo + & — para denotar si hay ganancia ¢ perdida de
algin cromosoma. Un signo + ¢ - puesto después del numerc de cromosoma
indi{ca un tncremento & decremento de un segmento de algun cromosoma.
CFigura 523 (572

Otras abreviaturas gue se emplean para describir dejectos de los
cromosomas en neoplasias son: del d(ddelecidn?, itnv C(inversidn?, t
Ctranslocacidn), ins Cinsercidnl, i (isocromosoma & duplicacidn de un
brazo y r (cromosoma en antlle fusionado en ambos extremos) (582.

En cuante a las alteraciones nunéricas, los cariotipos se
clastficaron en diploides (46 cromosomas’>, Hiperdiploitdes <(cuando el
complemento cromosdmico sea mayor de 462, Hipodiploides <(cuando el
cariotipo presente menos del numero diploide) y Pseudodiploidia (con 46
cromosomas pero con rearreglos estructurales) (592,

Las clonas gue se encontrarcon fueron consideradas de acuerdo al
criterto del cuarte trabajo sobre cremoscomas en Lleucemia donde Llos
estudios cltogendticos son clastificados en tres grupos:

-N7N. - Cuandec todas las metafases analizadas sen completamente
normales.

-N7A. — Cuando se presenten metafases normales y anormales.

-A7A. - Cuande todas las metafases son anormales tanto en muestras de
médula dsea como en sangre pertiférica (60).

Con lo referente a la prueba estadistica uttilizada pgara el

and lisis de los datos se emplec la prueba de distribucidn de Xt
cuadrada de independencia en la cual se utilizaron los valores de
frecuencia de los datos obtenidos y con un nivel de confianza de 0.05
y 0.01. C61D.
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS CLINICAS.

En este estudio se 1incluyeron 38 pacientes pedidtricos con
diagndstico clinico de LLA de acuerdo a los criterios de la
clasificacidn FAB. De los cules 20 fueron del sexc masculino y 8 del
sexo femenino, las edades variaron de 12 dias a 15 affos de edad., con
una media de 6 afios (Grd ficas { y 2J.

En cuanto al numero de los Lleucocitos en sangre periférica se
encontraron vwvalores gue fluctuaron entre 1,900/mnd v de 340,000
leucocitos/mm3 con una media de 53,000 leucos/mm3 gque al compararse
con Llos wvalores normales de acuerde con Llos 3 grupos de edad
establecidos en el H.G.C.M.L.R. se observé gque el 45% de dichos
pacientes presentarcon leuvcocitestis, el 347% tuvo valores normales vy

solo el 217 fueron leucopénicos (Tabla &5.

En relacidn a los blastos en el 8977% (37 pacientes se
encontraron en sangre pertiférica con un intervalo de & a 98% y sclo en
un paciente no se observarcn blastos circulantes.

29 pacientes presentarcon anémia al momente del diagndsticoe con
valores de Hemoglobina entre & y 7 gr¢dl v la mayoria de ellos mostrd
hepato, adeno y-so esplencmegalia con presencia de cuadro febril e
infecciones continuas.

Cuatro pacientes presentaron otras caracteristicas clintcas
adictonales como fuercn: Crecimiento ganglionar en zona de cuello.,axila
e ingle C(paciente Neo.202, tumoracidn retroauricular <(paciente No.37).
tumoracidn en cjo iLzgurerdo (paclente No.62 y un pacrente Cno. 262 con
labio v paladar hendido y Sindrome de Down.(Tabla 72.
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TABLA No.5,-VALORES DEL NUMERO INICIAL DE LEUCOCITOS POR INTERVALO DE EDAD EN NIOS COF LLA (FAB).
(Valores del IMSS).

VALORES NORMALES DE
LEUCOCITOS-mm3,
(Sangre Periférica)

NUNEKO DE HOHMALES

PACLENTES

LEUCOPERLA
{Intervalo)

LEUCOCITOSLS
|intervalo)

TOLAL D PACTENTES

. 0-1
{5,000- 30,000)

3
(78,000-118,000)

EDAD ( AFo0s),

1-10
(4,500~14,000}

11

[
(2,100-13,400)

10
L1ﬂ,5oo;%qo,0001

21

710
(5y000=13,500)

2
(2100=3,800)
mm3

3
(69,500-128,000)

14

16



TABLA No, 7.- REGISTRO DE DATOS CLINICOS DE NIROS CON LLA (FAB).

PACIENTE SEXC/EDAD DX. (FAB) No,LBUCOCITOS % BLASTOS Hb., (G/d1) CARACTERISTICAS CLINICAS Y -

NO. (milesy mm3) { 5.P) ANTECEDENTES.

1 M/6 11 8,500 91 7.5 5x.Anémico/Fiebre.

2 F/10 L1 76,800 15 6 Sx.Anémico/Contacto con Mielotoxicos

3 M1 9/12 L1 8,600 ® 10 [ Sx.Anémico/Infecciones.

L M/2 10/12 L1 1,900 b 7.b Hiporexia/Hepatoadenomegalia.

5 F/5 11 2,100 17 6.3 Sx.Anémico/Adenomegalia.

6 F/12 L1 128,000 50 3.0 Tumoracién en ojo izquierdo.

7 M/9 L1 13,400 22 2.5 Sx. Anémico.

8 F/8 4| 92,500 96 5.0 8x. Anémico.

9 F/3 3/12 L1 9,000 95 6.0 Sx.Anfmico/Hemorrdgias.

10 F/5 7y | 4, Boo 3 5.8 Sx.Andmico/Hemorrdgias.

11 M/ L1 340,000 95 16.7 Fiebre/ Infecciones/Hepatomegalias

12 F/9/12 L1 83,500 90 5.2 Sx.Anémico Febril.

13 M/2 3/12 11 8,000 gh 3.5 Sx.Anémico.

14 F/3 L1 25,000 82 5,0 Sx.Anémico/Dolor beeo/Fiebre.

15 F/3 L1 164,000 94 6.0 FiebreIHepntoadeﬁouﬂgalia.

16 F/15 L1 69,500 98 4,3 Sx.Anémico/Fiebre/Adenomegalia.

17 F}15 1 9,000 23 | 3.6 Sx.Anénicn!Fatigaft}ebrﬂfﬂepafoadeng
megalia.

18 M/2 I 2,700 2 7.0 Fiebre/Esplencadenomegalia.



TABLA No.7. (Continuacibn).

PACIENTE SEXO/EDAD DX. (FAB)

No.

19
20

21
22
23
24
25
26
27

28
29

30
31
32
33
34
35

M/12
M/

M/9
F/3
F/1 5/12
F/5
Pfﬁ 3/12
M/12/30
H/3

M/5
F/7

VL
F/11
M/11
M/12
M/6
M/3

L1

L1

L1

L2

L2
L2

L2

No.LEUCOCITOS
(miles/mm3)

99,900
282,500

2,000
8,700
k5,500
L 600
3,600
118,500
200,000

6,200

51,500

11,800
2,100
11,700
8,800
18,500
3,800

% BLASTOS
(§5.P,)

98
92

62
92
90
27
32
90
8o

72

93

87

0
B4
88
55
89

Hb.(G/d1)

15.4
5.8

5.8
6.7
1.9
5.8
73
18.5

L.7

6.2

5.0

6.3
k.o
59
1243
3.0

5.1

CARACTERISTICAS CLINICAS ¥ -
ANTECEDENTES.

" Fiebre/Dolor bsec.

Crecimiento ganglionar en cuello,axila
¢ ingle/Sx.Anémico.

Sx.Anémico/Pérdida de peso/Astenia.
Sx.Anémico/Hepatoadenomegalia.

Neoplasia no especificada en Bisabuelos.
Sx.Anémico/Ulceracibn mucomasal.
SX.Anémico/Fiebre /Organomegalia.

Fiebre/Hepatoesplenomegalia.

Sx.Anémico/Cuadro infacciouofﬂeputoadong

megalia,
Sx.Anémico/Fiebre /Hepatoadenomegalia.

Sx.Anémico/Pérdida de peso/Adencesplenc-

megalia,

Sx.Anémico/Fiebre/Pérdida de peso.
Sx.Anémico/Pancitopenia/Hemmorrfgias,
Sx,Anémico/Infecciones.
Sx.Anémico/Fiebre /Pérdida de peso.
Astenia/Sx.Anémico/Infecciones,

Sx.Anémico/Anorexia.



TABLA No..7. (Continuacién).

PACIENTE SEXO/EDAD DX.(FAB)

NOe

36 M/12/30 L2
37 M/6 L3
38 F/13 L3

No,LEUCOCITOS
(miles/mm3)

78,000

54 500

3,800

% BLASTOS
(s.P.)

90

83

Hb.(G/d1)

18

6.2

5-8

CARACTERISTICAS CLINICAS

Perdida de peso/Fiebre/infecciones,

Tumoracién retroauricular/Sx.Anémico’ -

¥ esplenomegalia.

Sx.Anémico/Fiebre /Infiltracibn de
blastos.

L]



RESULTADOS MORFOLOGICOS Y CITOQUIMICOS.

De acuerdo al criterio de la clasiricacidn FAB se encontrd gus de
los 38 pacientes, 17 se clasificaron en el subtipo L1.,15 per su
morfologta se tincluyercn en el subtipo LZ y dos en el subtipo
L3. (Figura 6J.

Cuatro pacientes presentaron una morfologia L1-/L2 ,con mayor
tendencia al subtipo L! lo cudl se corroboré posterrormente mediarte
las reacciones de PAS vy Fosfatasa acida. En total se registrarcn en

el subtipo LI 21 nifos.

W

El criterto gue se wutilizd para dividir a lta LLA en sus
diferentes subtipos fue en base a los porcentajes de reaccidn de Llos

blastos de médula dsea en las técnicas citoguimicas de Peroxidasea. la

Wi

cudl fue negativa en el 100% de los casos, Acido perhiddico Shiff ¢ FAS.

A

Ll

gque ce realizd en 32 pacrentes obser. ndose gue en LI de los 18 caso
anal izados el 50% tuvieron una reaccicn posttiva, en LE de I3 pacientes
a quienes se les realizd la pruebg !0 presentaron una reaccion negatiua
lo cudl representa el 77% y solo 3 pacientes presentaron una reaccidn

positiva. los resultados de Fosfatasa dcida (realizada en 33 pacientes)

indicaron que en 16 pacientes del subtipo L1 tuvieron una reacc.odn
negativa (6370, y © wuna reaccion posttiva C307% . la LLA Lz 10
pacirentes (6670 tuvieron una reaccicn postitiva mientras gue en S 7 =470

fue negativa, y en L3 los 2 individucs tuvieron una reaccidn posttiva.

CTabla 8 y 22.

RESUL TADOS CITOGENETICOS.

£ri cuanto a los cultivos de medula Jdsea, el 63% (24 r.fos2
mostraron metafases analizables. mientras gue en el restc no se
observaron metafases. En los cultivos de 48 horas de sangre feriférica
sin estimulacidn solo un individuo presentd metafases (caso 3D.

En los cultivos de sangre periférica con estimulacidn se
obtuvieron metafases en 2! itndividuos. 9 no desarrcllaron y en 7 nc se
envic la muestra. En resumen 17 pacirentes presentaron metajases en
ambas muestras lo gue representa el 457% del total, y el resto.presentd
metafases ya sea sclo en médula dsea & en sangre periférica tal como se

observa en la tabla 10.
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Tabla 8.-Intervalos de las reacclones citoquimicas para
los subtipos de LLA (FAB).

SUBTIPO PEROXIDASA PAS FOSFATASA ACIDA
L1 (=) (+) 16-100% (+) 10-20%
L2 (-) (+) 15- 30% (+) 20-100%

L3 (=) 0 o



TABLA 9.— REGISTRO DE LOS DATOS DE LAS PREUEBAS CITORQUIMICAS DE NINOS

CON LLA.
FRUEBAS CITOQUIMICAS.

NO.DE FACIENTE. PERDXIDASA FOSFATASA ACIDA F.A.S.
Y= Negativa Negativa Negativa
2.— Negativa Fositiva Negativa
Se = Negativa Negativa Negativa
4,.- Negativa Negativa Negativa
e Py Negativa Necativa Fositiva
6. - Negativa Negativa MNegativa
T Negativa Negativa Fositiva
8.- Negativa Negativa Negativa
e Negativa = Fositiva
10.- Negativa — 2
13— Negativa Fositiva Fositiva
12. - Negativa Fositiva it
13.- Negativa Negativa ——
14. - Negativa Fositiva Fositiva
19.— Negativa b ey
16.- Negativa Negativa Fositiva
17w Negativa Negativa Negativa
18. Negativa Fozi1tiva Fositiva
19.- Negativa - =

20.- Negativa Positiva Negativa



TABLA 9.-REGISTRO DE LOS DATOS DE LAS PRUEBAS CITOQUIMICAS DE NINOS CON
LLA (Continuacidn). '

FRUEBAS CITOQUIMICAS.

NO.DE FPACIENTE. FEROX1DASA FOSFATASA ACIDA F.A.5.
21 .~ Negativa Negativa Negativa
22.— Negativa Positiva Negativa
23.- Negativa Positiva Negativa
24, - Negativa Fositiva Negativa
2o Negativa Fositiva Negativa
25— Negativa = -
Pl Negativa Fositiva Negativa
2B.- Negativa Negativa Positiva
LF = Negativa e Negativa
30. - Negativa Fositiva Negativa
e Negativa Fositiva Fositiva
B2 Negativa Fositiva Negativa
I35~ Negativa Negativa Negativa
34, - Negativa Fositiva Negativa
ID. - Negativa Negativa Negativa
36.- Negativa e =

X7 .- Negativa Fositiwva Negat 1va

38. - Negativa Fositiva FPositiva



Tabla 10.- Resultados del desarrollo de metafases
en cultivos de medula osea y sangre periferica.

TEJIDO C/METAFASES S/METAFASES S/MUESTRA
Médula 24 14 =
6sea
C/PHA S/PHA
Sangre
periférica 21 1 9 7

Total 46 23 7



Los estudios citogendticos se clasificaron dependiendo del tipo de
clonas celulares presentes en médula Jdsea y sangre periférica tal come
se indica en las grdficas 3 y 4, donde se observa gue la mayoria de los
pacientes presentaron clonas N/A tantc en médula dsea como en sangre

periférica seguidas por las clonas A- A y N/N.

Los hallazgos citogendticos se muestran en la tabla 11, donde
se tuvo gque &2 nifios presentaron alteracidnes nunéricas, 7 con
alteracidnes estructurales y 4 presentaron ambas alteraciones. Soleoc 6

niffos presentaron metafases normales en sangre periférica.

En las grdficas 5 y 6 se muestran Llos resultados de las
frecuencias de las anormalidades cromosdmicas tantc en células de
médula dsea como en sangre periférica, observandose gque en médula Lla
LLA L? fue la gque presentd la mayor frecuencia de alteraciones
numéricas y estructurales siendo la hipodiploidia la que tuveo el mavor
porcentaje de incidencia (6170, seguida de la hiperdiploidia (770 Yy
la pseudodiploidia con un 117 En la LZ la frecuencia fue del. 407 para
la hipodiploidia, de 33% para la hiperdiploidia, 20% para ta
pseudodiploidia vy el resto (770 lo constituyd la diploidia. Por ltimo
solo se presentd un casc en L3 con hipodiploidia.

Por su parte en sangre pertjférica se observd gue la L1 tuve come
alterccien mds comin a la hipodiploidic con una frecuencia del S50% vy en
menor proporcidn la hiperdiploidia con un €%, la pseudodigpicidia
mostre un 1874 y el 25% fueron diploidias. En L2 la hipodiplotidia tuvo
una frecuencia de 45% seguida por la hiper, pseudo y dipleoidia con

una frecuencia del 187 cada una.

En la tabla !¢ se muestran lcs resultadeos de la correlacidn
clinico-citogenética de los 3 subtipos de LLA y los datos de sexo, edad
con los intervalos de riesge los cuales son menores de 2 afios, de £ a
10y mayores de [0 afios, conteo 1inicial de leucocitos con los
intervalos de contec de leucocitos empleados por otros investigadores
los cuales fueron ut:lizados para la discusidn de los resultades vy por
dltimo la correlaciton con los porcentajes de ploidias en cada subtipo

de LLA.
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Grifica 3.Gréfica de los estudios citogenéticos en relacién
a las clonas presentes en médula 6sea.

No.Pacientes

N/N.-Normal/Normai
N/A.-Normal/Anormal
A/A.-Anormal/Anormal

NNy S aa A/A

Qréfica 4. Clasificacion de los estudios citogenéticos en
relacién a las clonas celulares presentes
en sangre periférica.

No.Paclentes

L3
. N/N.-Normal/Normal.
[ 1] WY EH
NN NI A7A N/A.-Normal/Anormal

A/A.-Anormal/Anormal



Gréfica 6. Frecuencia de las anormalidades cromosdmicas
en médula 6sea de Individuos con LLA (FAB).

No. Paclentes
78.5% S

10 e = : ; — e = - ISR
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Gréfica 6. Frecuencia de las anormalidades cromosdmicas en
sangre periférica de individuos con LLA (FAB).
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FPABLA No11w= HEGLSIKO DE LAS ALTEHACLONSS CROMOSUMLUAS KN INDIVIDUOS CON LeUCEMIA LiINNOBLASILCA AGUDA (LLA) (FAB).

PAULENTK
No.

1

o W N

10

1
12
13

14

15
16

TIPO DB
LLA

L1
I
11
I
Ia

L1

1

L1

L1

I
L1
L1

L1

L1
L1

CHELULAS ANALLZADAS

M.0.

17

25

25

25

S.F.

20
16

6
23

25

25

23

CELULLS ANOHMALES

N.U.
17

ﬁﬂ'\l\:\'ﬁ

SuP.

[}

s

15

CAHIOTILIPO

MEUULE OSKA
45.XY-8(18%)/50 crom./35-40 crom.
46, 1% t{1,19) L100%)

35 crom.(100%)
22-40 crom. (50%)=45,X7-D (50%)
32 crom.(13%)/52-60 crom.(87%)

S-DESARRCLTO
29-44 crom.(28%)/46,KY Fhh+(60E)
43,XY,Ph+(4%)/49 crom.(4%)

43-44 crom.|29%)/48,XX+F+E(T1%)

36-44 crom, ( 20%}/47-59 erom. BOT)

38-45 crom. | 100%)

S/DESARROLLO

S/DESARROLLO

S/DESARROLLO S/F Res
S5/DESARROLLO C/F 7%

S5/DISARROLLO

25-30 crom. | £3%!/50 orom. [ 37%)
3/DESARROLLY

SANGHE Pl FERLCA
46,X%. (100%)

39 crom. (100%)
33-40 crom.(100%)

30-38 crom.(47%)
49-57 cromn.)20%)
45,X%-8,16qh+ (20%)
45,X%-20, 16qh+{ 13%)

S/MUESTRA.

2T=45 orom.(14%)
45,X7,—c, Phs{ 30%)
46 ,5Y Ph+ (56%)

20-44 orom.|80%)
48-54 crom.(20%)

41 crom.(11%)
4T-50 erom.(d9%)
S5/MUESTRA.
S/DESAKROLLO
S/DESARROLLO
37-45 crom.(T5%)

51 crom.(12%)
46 ,K73-B+C (13%)

47-90 crom.|38%)
43-45 orom.(5T%)
46,XY =D, +C(15%)
S/MUESEHA

46,X%. (100%)
S/MUESTRA



TABLA No.11 (Continuacibn).

PACIENTE
No.

17
18

19

20

21

22

23

24
25
26
27
28

29

30
I

TIPO DE CELULAS ANALIZADAS CELULAS ANORMALES
5.P.

LLA

L1
L1

L1

L1

L1

Y

M.0.

15
21

25

25

16

25

25
25

24

25

5.P.

25

25

25

20
25
20

25

25

M.0.

3
8

21

10

a5
25

24

0

20

21

20

25

CARIOTIPO

MEDULA OSEA

45, KI 16 (100%)

42-45 crom, %? «5%) /U5, X7=-17(37,.5%)

80-90 vrom. \25%)
22-41 crom,.(57%) /46 ,XY,Gq- (43%)

30-41 crom.(55.5%)/43,XY-G, -G, -D{4k.5%)

S/DESARROLLO

32-45 crom.(80%) /43,5, =c,~a,=-c(20%)

3045 crom.(37%)/47-70 (58%)
b6,XX ,~C+Frag;46,XX,-3,-G,~C,-E
-E,+2,+2Frag acrom,Dg+;

K& XX, ~G,+D,=C,+D (5%)

S/DESARROLLO
S/DESARROLLO

47.XY,+21(92%) /100 crom.(B%)
47,XY,-17 (8%)/46,XY,16qh+(91%)
3/DESARROLLO

34tk erom,(100%)

L&, XY, (100%)

S/DESARROLLO

"SANGRE PERIFERICA
S/DESARROLLO
(Lexy (100%)

25-38 crom, (70%)
l'"'E'i XY yGg= (30%}

L6, XY,
S/DESARROLLO

32-45 crom. (71%)
45 xxn, =2 =B, =D==
#Cy+C,+C (5%)

5/MUESTRA.

8/DESARROLLO.
S5/DESARROLLO,

L7.XY,+21. (100%)
b6,XY,16qh+ (100%)
LE,xY. (100%)
30-45 crom.(B8%)
L7-4B8 crom.{ 5%) .
kéqXKqu- ( I‘SJ
L6, xyY. (100%)

5/DESARROLLO



TABLA Hnﬂij (Continuacibn).

PACIENTE TIPO DE CELULAS ARALIZADAS CELULAS ANORMALES CARIOQTIPO
No. LLA M.0. S5.P. M. 0, S.P. MEDULA QSEA SANGRE PERIFERICA
32 L2 11 25 11 12 50=-60 crom.(82%)/>»90 crom.(18%) = LO<45 crom.(50%)

= Ls XY,-C. (42%)
bh xy ,-E,-C(8%)

33 L2 25 20 18 5 36=38 crom.(72%)/47,XY,+16. (28%) 36-38 crom. (100%)
34 L2 - - - - S/DESARRCLLO 8/DESARROLLO

35 L2 = - - - 8/DESARROLLO 5/DESARROLLO

36 L2 20 - 1 - 47,X¥,+21,Bq= (100%) S/MUESTRA

37 L3 25 25 6 9 31-45 crom.(24%) 30-4%0 crom.(36%)
38 L3 - 20 - 15 5/DESARROLLO 50 CROM. (S50%)

* CROM= CROMCSOMAS
** S/F= SIN FITOHEMAGLUTININA
*ss C/F= CON FITOHEMAGLUTININA

M.0.=MEDULA OSEA.

5.P.=SANGRE FERIFERICA.



TABLA No. 12.- CORRELACION CLINICO-CITOGEWETICA DE wIRDS CON LLA (FAB) (MEDULA OSEA).

TIPO DE  GRUPO DE N SEX0 EDAD (AROS). NUMERO INICIAL DE LEUCOCITOS.

LLA PLOIDIA H/M 0-2 2-10 10 £10,000/mm3  10550,000/MM3  »50,000,/ma.
DIPLOIDIA = = - - N B - _
HIPERDIPLOIDIA 5 1/4 - 5 - 3 - 2

L1 HIPODIPLOIDIA 11 6/5 1 B 7 = L
PSEUDODIPLOIDIA &4 2/2 - 2 1 1 2
DIPLOIDIA 1 1/- " 1 “ " - 1
HIPERDIPLOIDIA 5 4/ 3 - 2 : 2 2

12 HIPODIPLOIDIA 6 1/3 1 3 2 3 1 2
PSEUDODIPLOIDIA 3 2/1 2 1 - - 1 2
DIPLOIDIA " " o . = = < -
HIBERDIPLOIDI A = - ” " ” . % -
HIPODIPLOIDIA . 1/0 » 1 - 1 - -

PSEUDODIPLOIDIA - - - - - - - -



En la tabla 13 se muestra la comparacidn en la frecuencia de
alteracidnes cromosdmicas tanto numéricas come estructurales gue se
presentaron en los tejidos de médula dsea y sangre periférica de los

nifos con LLA.

Por udltimeo se muestran los hal lazgos cltogendticos md s
sobresalientes en nifiocs con LLA (Tabla (42, En la LLA LI se
encontraron 2 pacientes con translocaciones cromosdmicas, uno con la

tC1:19> Cg23;pl3) y otro con la tC9;22> <g34:911> C(Ph+>, wuno mds
presentd la delecidn del brazo large del cromosoma 21, dell(21), una
mujer con monosomia del cromosoma 16 en células de médula dJdsea, otro
con un cariotipe 45,XY-8 v una nifia con monosomia del cromosoma 8 vy
polimorfismec del cromosoma 16 cuyo carictipge fue 45.XX, -8, 16gh+.

En L2 se presentaren 2 hombres con alteracidn, uno con trisomia
del cromosoma 16 presente sclo en médula dsea, otro ccn polimorfisme
del cromosoma 16 C16gh+> y el dUltimeo presentd un carictipo 47,XY+21,Bg-
ésto solo en médula dsea. Por dltimo en el subtipo L3 ambos individucs

presentarcn alteraciones numericas.(ldiogramas [ al Xi_o.

En cuanto al andlisis estadistice gue se realizd para determinar
la posible relacidn entre las caraclteristicas clinicas, citogenédticas vy
citoguimicas se obtuvo gue en general no existieron diferencias
significativas entre las caracteristicas gue se confrontaron, lo cual
es debido basicamente al tamafic de la muestra v a los walores de Llas

frecuenciras obtenidas.
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Tabla 13.Comparacion en la frecuencia de las alteraciones

cromosdmicas asl como diploidias en médyla 6sea
y sangre periférica de individuos con LLA (FAB).

TIPO DE PLOIDIA

L1

L2

L3

LLA

Dipolidia
Hiper
Hipo
Pseudo

Diploidia
Hiper
Hipo
Pseudo

Diploidia
Hiper
Hipo
Pseudo

No. de Indlviduos.

Médula dsea

W= O

| O I |

Sangre perlférica

W a

o N

| e O |



TABLA 14.-HALLAZGOS LITOGENETICOS MAS RELEVANTES EN NIFOS CON LLA.

TIPO DE LLA MEDULA OSEA SANGRE PERIFERICA + PHA.
L1 ~ 84,XX.t(1,19) (100%) - N (100%)
— 45, XY, t(9;22) (60%) — 85,XY,t(9:22) (S56%)
HIPER (4%) HIPO (32%) HIFO (44%).
-~ 46,XY,21q- (43%) - 36,XY,21q- (30%)
HIPO (57%) HIPO (70%)
- 45,XX—-1& (100%) - SIN DESARROLLO.
- HIPER (87%) - 45,XX-8,1bgh+ (20%)
HIPO (13%) 45, XX-20, 16gh+ (13%)

HIFPO (47%) HIPER (20%)

- 45,X Y-8 (18%) - SIN MUESTRA
HIFER (&%) HIPO (76%)

L2 - 47 ,X¥+16 (28%) - HIPO (100%)
HIFO (72%)

- 46,XY,1b6gh+ (F1%) ~ 44,XY, légh+ (100%)
47, XY=-17 (B%)

= 47,XY+21 Bg- (100%) - SIN MUESTRA

- HIFPO (100%) - 46,XX,18g- (4%)
HIPO (88%) HIPER (8%)

L3 -HIPOD (24%) N (76%) = HIPO (3&%) N (&64%)
== S/M — HIPER (S0%) N (50%)

HIPER:HIFERDIPLOIDIA N: NORMAL
HIFO:HIFODIPLOIDIA S5/M:SIN METAFASES PHA: F ITOHEMAGLUTININA.



HOSFPITAL GENERAL CENTRO MEDICO LA RAZA
LABORATORIO DE CITOGENETICA

CARIOTIFPO EN: Medula Osea NOMBRE: ,Berrocal L.S.

g8 L [ L T T3

S Nt e % St [ 7 e R o 1 §

O Ut et RS ¥ e ¥ S T X

L i 16 17

&t 3!—4; > U WP = =@
zd X X

=0 21 o -
ex
Ny LU o Dx.DE ENVIO: Leucemia Linfoblastica
“

* uzf r e aguda L1.

T \\.,’-; - Dx.CITOGENETICO: 46,XX,t(1519)
4

%, &L vy

AN

N ',&
v A

4"3 LR

- , P &S Idiograma I




TORIO DE CITOGENETICA

CARIOTIPD EN: Medula Osea. NOMBRE : Sanches 0.M.

F ot A 13
S {7 ' T 3

5 % Vo R ¥ ¥

s 3 St R :—é;A—ﬁK:;ﬂ |~R—| 4

,’ Dx.DE ENVIO:Leucemia linfobldstica
q ‘ t‘ aguda L1.

;5" Dx.CITOGENETICO: 46,XY, t(9;22)

Idiograma II



»
HOSFITAL GENERAL CENTRO MEDICO LA RAIA
LABORATORIO DE CITOGENETICA

CARIOTIPO EN: Medula Osea. NOMBRE : Leyva B.R.

IR ARk

(=] ’ —
- o - ; i e ‘r'—\(ﬁ.
D l-‘-'“——ba-*——i.-,g—l El-g® e B ")
o 14 15 16 17 18
IR -R—I e
19 20 21 22 ) X Y
f. "* Q Dx.DE ENVIO:Leucemia linfoblastica
ﬁ * aguda Ll1.
~ a8 Dx.CITOGENETICO: 46,XY,21q-

v 3 '! Idiograma III



HOSF L raL GENERAL CENTRDO MELICO LA RALA

LABORATORIO DE CITOGENETICA

CARIOTIFO EN: Medula Osea NOMBRE = Hernandez A.F.

0 15 LS T ' B
VA B RIS T A TRR 13

e Ty T A L T

22

FIR—08- o N8 i—'——i l—{‘i—l
19 21

Z0

’

.- Dx.DE ENVIO: Leucemia Linfoblastica

aguda L1.
Dx.CITOGENETICO: 435,XX,-16

I di ograma IV



HOSPITAL GENERAL CENTRC MEDICO LA RAZA
LABOFRATORIO DE CITOGENETICA

CARIOTIPDO EN: Medula Osea. NOMBRE: Caballero J.J.

A ¥ a  SHRL T e 14
1 S A S ¥ S ¥ ¥ o 1 |

Y Y B i L L ¥ S Y &

Fly g— %% ©lao— g i-=—| .
1y 20 7 zZ £ Y
b4

.* ' ". Dx.DE ENVIO: Leucemia linfoblastica
v \’ aguda L1.
‘- L Dx.CITOBENETICO: 45,XY-8

Idiograma V



HOSFPITAL GENERAL CENTRD MEDICO LA RAZA
LABORATORID DE CITOGENETICA

CARIOTIFO EN: Sangre Feriferica NOMBRE : Maya M.C.

.Y o e T A | P | §
R 1 | B T ¥ o ey ) e 14

'Y ma | ' § UG ¥ 5

14 Fge]

Dx.DE ENVID:Leucemia linfoblastica
aguda L1.
Dx.CITOGENETICO: 45,XX,-8,1&gh+

i

Idiograma yr




HOSFITAL GENERAL CENTRO MEDICO LA RAZA
LABORATORIC DE CITOGENETICA

CARIOTIFO EN: Medula Osea NOMBRE : Juarez L.A.

B g A L
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Dx.DE ENVIO: Leucemia Linfoblastica

% aguda L2.
i \ ? N Dx.CITOGENETICO: 47,XY,+16
t =
4? %
4 o N
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o
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il 11 2{ e Idiograma VII
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HOS=1TAL GENERAL CENTRO MEDICO LA RAIZIA
mBORATOS 0 DE CITUGENETICA

CARICTIFD EN: Mecula usea NOMBRE: Hernandez M.F.J.

QNN N
o | | T e I (g

5 VI I L AR L L ] |

6 |.\'2.1.~__-g'1 ~‘—| 4

Dx.DE ENVIO: Leucemia Linfoblastica
aguda L2.
Dx.CITOGENETICO: 46,!Y,16qh+

Idiograma VIITI




HOSFITAL GENERAL CENTRO MEDICO LA RAZA
LABORATORIO DE CITOGENETICA

CARIOTIPO EN: Medula Osea. NOMBRE: Zambrano. R/N.

-4y 7 o A § e {

S et L& Sty Lt 1

Dx.DE ENVIO: Leucemia Linfobldstica

s
J“ aguda L2.
< J Dx.CITOGENETICO: 47,XY+21,Bg-
%

“r'w 6 £-' Idiograma IX



HOSFITAL GENERAL CENTRO MEDICO LA RAZA
LABORATORIO DE CITOGENETICA

CARIOTI

FO EN: Medula Osea

NOMBRE: Juarez L.A.

O T L1

F |.ﬁ
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S

-1 e
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’
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21
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A1 — 36

Dx.DE ENVIO: Leucemia Linfoblastica
aguda L2.
Dx.CITOGENETICO: 45,X,-Y-15+16

Idiograma X



HOSPITAL GENERAL CENTRO MEDICO LA RAZA
LABORATORIO DE CITOGENETICA

CARIOTIFPO EN: Medula Osea. NOMBRE: Limon N.F.J.

-+ W 4
7I‘ a" c,‘ —{3 “‘ 1'2’-'4
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21 22 X b3

Dx.DE ENVIO: Leucemia Linfoblastica
aguda L3.
Dx.CITOGENETICO: Hipodiploidia.

Idiograma XI




DISCUSION.
CARACTERISTICAS CLINICAS.

En 2 leucemia linfobldstica aguda se ha cbservado gue numerosos
factores cueden tener un significado pron”stice itmportante, entre estos
tenemos a el sexc, la edad,., el numere tinicial de Lleucoctitos,
valores de hemoglobina y porcentaje de blastos en sangre periférica
los cuales sirven para dividir a los pacientes en grupo de riesgo vy
con esto realizar wuna adecuada seleccidn del tratamiento para cada

unco de ellos.

SEXO.

En cuanto a la incidencia en relacidn al sexo en LLA gue se
presentd en este estudio, se encontrd una distribucidn de 20 varones vy
18 mujeres. Observamos gue en el subtipo L! se presentaron 10 varones y
11 mujeres, en el subtipo LZ la dJdiferencia de !0 hombres contra 6

mujeres y en L3 la retlacidn fue 1:1 CGrd fica 12.

En algunos estudios como el de Miller(C19812> (62) se indic& que la
LLA és mds frecuente en hombres. Leverger,et.al,1988 C60) menciona gue
la incidencia anual en Estados Unidos de varones con LLA menores de 1[5
afios de edad es de 22. 32 por miildn mientras gue en mujeres la
tnctdencra es de 15.7 por milldn. En la LLA de células T éste
predominio masculino es mucho mds evidente y estos superan a las
mujeres en casil 4:1 teniendo éstas wuna mayor sobrevida Llibre de
enfermedad.

Por otro lado Neglia y Robinson.1888 (63> reportan gque este
patrdén de incidencia de la LLA persiste a través de fronteras ractiales
vy geogrd ficas, y sefialan como wun punto importante gue Llas cifras

exactas varian dependiendo del subtipo especifico de LLA.

Respecto a la poblacidn estudiada se encontrd gque en general la
proporcidn de sexos no mostrd diferencias y ademds no puede  ser
comparada con lo reportado en lLliteratura, debide al peguefflo tamafo
de la poblacidn de estudio ya gque Llos reportes encontrados manejan

poblactones grandes (60,62,63D.
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EDAD.

La edad es ctro factor importante en la LLA en relacidn al

prondstico del padecimiento. Aunque su tmgortancla etieldgica no es
clara se ha esgeculado gue esgd relacionada con eventos gestactionales &
en el desarrolle del sistema inmune.
En éste estudio, se obsrevd que el punto mdximo de tncidencia de la
LLA se presentd en los intervalos de recién nacidos a 3 afics de edad y
en el intervalo de 3 a 6 afios (26 individuos?, gue representa al 687 de
la poblacidn v solo 13 (50%> se encontraron en 2l intervale especifico
de 3 a 5 aflos.

La distridbucidn en los diferentes subtipos fue de la siguiente
manera: En LI la mayoria de los individuos (6120 se encontraron en el
intervalo de O a 3 y de 3 a 6 afios, una distribucidn del 73% en los
mismos intervalos para L2, en L3 gque fue un grupo muy peguefioc con dos
cascs, uno de 2 affos y otro de & afios de edad.

La distribuci1dn por edades encontrada en este trabajc es similar a
lo reportade por De Levine,1982 (640 guien establece gque ésta
enfermedad es tanto de nifios como de adultos donde su punte  mdximo
inicial de incidencia se encuentra entre los 3 y 5 aflos de edad,
después de dste punto la incidencia declina y vuelve a elevarse durante

el tercer decenio de vida (Grd fica 7D.

Grd fica 7. - Comparacion de la distribucidn por edades en LLA reportada
por De Levine (19820 y la distriducidn encontrada en éste
trabajo. (Linea continua: Hombres. Linea punteada: Mujeres).
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Se encontrd gue en el estudio realizado por Bennett y Cols,1981
(65> guienes analizaron la distridbucidn por edades de 2 grupos
morfoldgicos de LLA extiste un clare predominic del subtipoc LI en el
grupc de pacientes con edades tempranas y gue la frecuencia de los
casos en el subtipe LZ se itncrementa gradualmente con la edad. £En su
estudio 45 individuos con edades de 0 a {0 afios tuvieron una morfologia
L1, lo cual representd el 74% de la poblacidn de estudio y solo 6 casos
con morfologia L2.

Lo antertior concuerda con nuestros datos. ya Que en nuestro
estudio el subtlipo mds comun fue L1 con 21 casos y ademds la mayoria

(26 casos. estuviercon en los intervalos de edades tempranas (Grd fica 22

LEUCOCITOS.

En cuanto a los valores de leucocitos en pacientes normales, en el

Instituto Mexicano del Seguro Social C(IMSS> se manejan diferentes

intervalos dependiendo del grupo de edad pedidtrica:

1> Recien nacidos a un affo de edad. Con un conteo inicial de leucocitos
que va de 6,000 a 30,000 ~mm3.

22 1 a 10 afios con un intervale de 4,500 a 18,000 leucocttos/mm3.

32 En el grupo de edad de 10 a 15 afios tienen un intervalo de leucos de
4.500 a 13,800/mn3.

Comparandoc estos valores normales con los obtenidos en Llos
paclentes encontramos gue en el primer grupo hubo tres nifios guienes
presentaron leucocitosis con una media de 93,300 leucocitos -mm3. En el
grupe 2 se presentaron Z7 casos de los cuales, 10 presentaron
leucocitosis con una media de 129,630 leucocitos/mm3, 6 con Lleucopenia
Cmedia de 2,683 leucocitos mm32 y 11 tuvieron conteos dentro de Llos
intervalos normales.

En el tercer grupo, cuatre nifios tuvieron conteos mayores a (3,800
leucoctitos/mn3, con una media de 77,275/ mm3, por su parte dos nifos
con leucopenia tuvieron conteos de 2,100 y 3,800 leucocitos/mn3

respectivamente.
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Con los resultades anteriores podemos decir gue en general, el 45%
de los nifios mostraron Lleucocitosis, el 217 fueron pacientes

leucopénicos y el 324% presentd valores normales (Tabla 6).

Algunos estudios (39.64) reportan gue el conteoc tinicial de
leucocitos es elevado en mds de la mitad de los casos con LLA, lo cual
diftere a lo encontrado en nuestro estudio, ya que scolo el 457 presentd
leucocitosis.

Ademd s se menciona gue aproximadamente el 20% de los casos con
LLA tienen mds de 100,000 leucociteossmm3. En el grupo de pacientes de
dste estudio se encontrd alge similar ya gue el 15% de los casos
presentaron ésta caracteristica con una media de 205,000
leucocitos/ mm3. En cuante a la diferencia en el porcentaje de pacientes
con leucocitosis creemes que sea debldo muy probablemente a las
caracteristicas clinicas de los pacientes ya gque son distintas a las de

otros estudios.

Por otra parte, podemos decir que una de las causas de qQue el 45%
de los nifios presentaran leucocitosis, fué gue la mayoria de ellos
cursaron con cuadres itnfecciosos y febriles continuos, lo cual debe
haber originado un aumento en la cantidad de células blancas, gue como
sabemos son las responsables de proteger al organismo contra el atague

de virus y bacterias mediante la produccidn de anticuerpos.

Otra de las posibles causas se puede atribuir al proceso de
crecimiento incontrolado de las células neopldsicas, producide por
la alteracidn de los genes reguladores de crecimiento vy proliferacidn

celular, y en éste casc las cédlulas afectadas fueron los linfoblastos.

En el caso de los nifios con leucopenia, se considera que la causa
probable de esto fue gue, dependiendo del grado de desarrolloc de la
leucemia, ciertos tipos celulares se encuentiran en estades inmaduros de
manera permanente, y muchas de éstas células no Llegan a
madurar completamente., lo cual provoca wuna disminucidn de células
maduras normales en sangre periférica, adicionado a esto, los
individuos presentaron hemorrdgias lo cual provocd wuna pérdida
considerable de elementos celulares (1,2,21,64,660,



No.DE LEUCOCITOS-EDAD Y PRONOSTICO DE LA LLA.

Por otra parte, para los pacientes con LLA infantil,se han
establecide di ferentes intervalos de numero de leucocitos
relactonandolos con el riesge y prondstice del padecimiento Llos
intervalos son los siguientes:
1> Menor de 10,000 leucocitos/mm3. Para individuos con bajo riesgo y
buen prondstico.(Representan el 21.6% aproximadamente)

22 De 10,000 a 50,000 leucocitos/mm3. Individuos con riesge intermedio
y dbuen prondstico que representan el 60% de los casos de LLA.

32 Mayor a 50,000 leucoctitos/mm3. Para individuos con alto riesge y un
prondstico muy pobre. C65,44,67,68,69),

En la tabla 15 se muestra la distriducidn gue presentaron Llos 38
pacientes en los diferentes intervalos y relacionados con los grupos de

edad segun el prondstico de la LLA.

Tabla 15. -Distriducidn de niffos con LLA, en relacidén al grupo de
edad y al conteo de leucocitos dependiendo del prondstico de la LLA. oce

Grupo de Conteo tniclial de leucoctitos (miles/mm3>

edad en relacidn al grupo de riesgo.
Cafiosy Riesgo bajo Riesgo intermedio Riesgo alte
i ¢< 10,0000 ¢10,000-50, 000> <> 50,0000
0-2 - = 3

2-10 15 5 7

10-15 4 1 3
total (%) 12(50%) b6(16%L) 13(34%)
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Con lo anterior cbservamos que en el grupe de riesgo bajo se
encuentra el 50% de los individucs, seguido de el grupo de altc riesgo
(3470 y por uUltimec el grupo de riesgo intermedic con 16%.

Se encontrd gue existe una retactdn'entre los grupos [ y 3 en
relacidn a la edad, va que la mayeria de los nifflos tuviercn una edad
entre 2y 3 afifos que clinicamente corresponden al grupo de buen

prondstico.

En la revisidn de la literatura se encontré gue Steinhertz (1987)
indica gue la leucemia implica un numerec elevado de leucecitos, sin
embarge, es comin Que el 537 de los casos con LLA tengan msnos de
10,000 leucocitos/mn3 y solo el 17% con conteos mayores a 50,000
leucocitos/mm3. Estos mismos valores son reportados por Miller (1988),
y Andreff, et.al.(1985),

En un grupo de mds de 700 nifios con LLA se encontraron 3 grupos de
prondstico. Uno con pacientes de prondstico favcrable gue abarcd el 72%
del total con un conteo de leucocitos de 10,000/mm3 y con una edad
entre los 3 y 7 afios, un grupo de riesgo intermedio con wun 55% y un
conteo de 10,000 a 50,000-mm3 presentdndose en todos los grupos de edad
predeminando en los de menor a los 3 y mayor a los 7 afios de edad. EL
Ultimo grupe con pobre prondstico tuve conteos mayores a 50,000
leucocitos/mn3 y no hubo edad especifica (44,67,68,69).

Comparando los resultados obtenidos en éste estudic, observamos
que en cuanto al grupo de buen prondstico nuestro porcentaje (507 es
similar a lo reportade por Miller,1980, Andreff,1985 y Steinhertz, 1987,
que indican un porcentaje del 53% para este grupo prondstico.

En cuanto al segundo y tercer grupo, los porcentajes difieren en
casi la mitad para cada grupo en relacidén a lo reportado (Tabla 16D.

Consideramos gue estas diferencias probablemente son debidas a gue
las caracteristicas de la poblacidn estudiada son distintas a las de
otros paises,y tales caracteristicas son las ractales, nulriciocnales,

socioecondmicas y etioldgicas.
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Tabla 16.-Incidencia de nifics con LL4A en los 3 grupes prondsticos.

CEn relacidn al conteo de leucoctitos).

AutorCafiod Grupos prondsticos e intervalo de
leucocitos Cmiles mn3D.

buen prondstico prondstico intermedic mal prondstiéo
C<10,0000 : <10,000-50, 000> C>50,0005

Andreff

19850

Steinhertz 537% 307 17%
€1987>

Miller

19882

Este
Estudio (19902 607 167 247

HEMDGLOBINA.

Otra de las caracteristicas clinicas gue se tomaron en cuenta fue
el nivel de hemoglobina. En los 38 nifics con LLA se encontrdé que el 50%
presentd sindrome anédmico, el 34% mostrd una anemia severa con niveles
de hemoglobina menores de 7 grsdl. Por otro lado solo el 167 de los

casos tuvieron niveles normales (Tabla 72.

Varios aqutores wutilizan los valores de hemoglobina como
indicadores clinicos en casos con LLA. Steihertz,1987 (68>, Mauer,1989
€702 y Miller,1990 (340> reportan gque la anemia estd presente en casti
todos los nifios con LLA vy en el 23% de éstos la anemia es severa con
menos de 5 grrsdl de hemoglobina, ademds el 45% de los nifios muestran
valores entre 7 y 10 grsdl y solo el 12% con niveles arriba de los 11

gr-dl. Estos porcentajes son disitntos a los encontrados en este
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estudio (Tabla 17> y creemos gque una de las posibles causas fue gue en
muchos casos los pacientes acuden muy tardiamente al servicio médico y
la leucemia es diagnosticada en etapas muy avanzadas, €sto se presentd
en castl todos los nifios tncluidos en este estudio. lo cual trajo como
consecuencia gue ademds de la neoplasia se presentaran sintomas yso
signos tales como la propia anemia, dolor dseo, filebre, pédrdida de

peso y hemorrdgilas.

Tabla 7.~ Incidencia de nifios con LLA en los diferentes intervalos de
nivel de Hemoglobina. (Comparacidn de Frecuencias reportadas

por otros investigadores).

Autor Niveles de Hemoglobina CHL grrdito

C AfioD <5 gr-dl. 7-11 gr-dl >11 grrdl

Stethertza (19872
Mauer c19872 257 457 12%
Miller C1990>

Este
estudio C1990> 34% 507 16%

BLASTOS EN SANGRE PERIFERICA.

Por dltimeo se encontrd gue el porcentaje de blastos en sangre
periférica fué muy vartable yva gue se tuvieron valores de &2 a 99%
CTabla 7). De los 38 pacientes con LLA, solo uno no presentd blastos en
sangre periférica. '

La presencia de blastos en sangre periférica nos da una
informacidén bdsicamente diagndstica y prondstica de la leucemia, ya gue
nos indica gue tan eveoluctionade estd el padecimiento y nos refleja el
grado de invasidn y metdstasis de las células bldsticas.

También se observd que no existe relacidn entre el porcentaje de
blastos, con el subtipo de LLA ni con el tipo de alteracidn cromosdmica
ya que los porcentajes fueron muy heterogéneos. Tal como se observé en
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el casc de la paciente con la tC(1;19) (case no.2>). Dicha alteracidn
cromosdmica se constidera de mal prondstico, sin embargo, presentd un
porcentaje bajo'de blastos (157>, en comparacidn con otro caso C(caso

30> gue no presentd alteracidn cromosdmica vy tuvo 87% de blastos.

La causa de gue existan blastos en sangre perijférica es debido a
Que las células bldsticas C(linfodlastosd han proliferado en gran
cantidad dentro del tejido hematopoyético, debido a la alteracidn en
los genes reguladores de crecimiento y proliferacidn celular por lo gue
no pueden ser retenidas mds en la médula dsea por lo gue salen, se
infcia la tnvasién y la formacidn de metdstasis en sangre periférica y
posteriormente a otros tejidos comeo higado, rifidn, testiculos,
pulmdn, ovarios y tejido subcutdneo C22.

PRUEBAS CITOQUIMICAS.

Reaccidn de Peroxidasa.

Con lo referente a los resultados de las pruebas citoguimicas,
observamos qQue el 100% de los nifios con LLA tuvieron una reaccidn
negativa para la prueba de Peroxidadsa, debido a gque en estos
linfoblastos se encuentra ausente la enzima mieloperoxidasa, la cual es

especifica para blastos de LNLA.

Reaccidn de Acide Perhiodico Shiff CPASD.

En cuanto a la técnica de PAS, el 507% (9 nifios) de los casos con
Lt mostraron positividad para esta técnica. Para la variedad L2, la
prueba de PAS se realizd en 13 casos donde el 777% presentd reaccidn
negativae lo cual significa gque la mayoria de las células se encueniran
en una fase temprana de maduracidn por lo que la cantidad de glucdgeno

es escasa & en algunos casos nula.

Reaccidn de Fosfatasa Acida.
En relacidn a la técnica de fosfatasa Acida, se logrd realizar en
16 casos de LI (717, presentando una reaccidn positiva unicamente en &

casos C377% y negativa en el resto (6370.
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Tomando en constderacidn gue la reaccidn positiva de la Fosfatasa
Acida pertenece a células de estirpe T, podemos inferir, gue el 37% de
los casos del subtipo LI corresponden a dichoe tipo celular, le cual
indica un pobre prondstico, en cambio para el subtipo LZ resultaron 10
casos (67%) con una reaccidn positiva. Con lc anterior se puede decir
qgue mediante ésta técnica es posible determinar gue probablemente las
células de estirpe T son mds frecuentes en el subtipo L. En la
literatura se reporta gue aproximadarente del 15 al 207% de los casos de
LLA son del tipo de células T, lo cual difitere con el porcentaje
encontrado en éste estudio (43,67).

Bhem, 1990, reporta que la prueba de PAS puede ser positiva en mds
del 70% de los casos con LLA, pero en ocaciones los agregados
granulares son vistos en leucemias monociticas. En cuanto a la
Fosfatasa dcida indica que ésta técnica comunmente tiene una reaccidn
posttiva en linfoblastos de linagje 7T, aungue también existen
excepciones como es el casc de cédlulas leucédmicas con linaje

inmunoldgico de células B (17D,

Como se observa el porcentaje de reaccidn postitiva de PAS obtenida
en el estudio gque fue del 32%, no fue similar al 70% reportado por
Bhem, 1990, comfirmando también con la técnica de Fosfatsa dcida que
presentd positividad para el 54%. lo cual indica gque la mayoria de los
nihos presentaron una linea celular de estirpe T, que se reflejdé en el
pobre prondstico del padecimiento y ésto estd dade por las cdlulas T,
va que estas presentan poca respuesta a la terapia debide a sus

caracteristicas inmuncldgicas C17).
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DISCUSION DE RESULTADOS CITOGENETICOS.

De la serie de 38 casos de nifios con LLA, soloe en 24 C(63% fue
posible obtener metafases en los cultivos de médula dsea, de los cuales
el 95% (22 casos) presentaron alleraclones cromosomicas.

En cuanto a los cultives de sangre periférica con PHA,
Unicamente 22 pacientes desarrollaron metafases y de éstos el 72% (16
casos”? mostraron alteraciones numéricas y-o estructurales. Solo un caso

CZ2.6%> presentd metafases en cultivo de sangre periférica sin PHA.

Con respecto, en la literatura se sabe que en la LLA los blastos
que estdn circulando en sangre periférica se encuentran en distintas
fases de maduracidén ya sea temprana, intermedia & tardia, ademds de gue
estos presentan un blogueo en alguna etapa del ciclo celular y por esto
al momento de realizar el frenamiento con colchicina de las células en
la etapa de metafase es muy poco probable & en ocasiones nulo el
encontrar las células en ésta etapa. Por lo gue creemos que en el caso
qQue presentd metafases en sangre sin estimulacidn fué gue las: células

no presentaban algin blogueo en su ciclo celular (26D.

En relacidn a los 1! pacientes gue no presentaron desarrolle de
metafases en ambos tejidos, se considera que fue debide al bajo niumerco
de leucocitos y escasa muestra de médula dsea VY- o sangre pertférica,
tal como se presentd en 5 casos gue presentaron leucopenta (con una
media de 3,000 leucocitos/mm3>. Debido a ésto, la cantidad de células
qQue se tienen en el cultive no son las suficientes para obtener
resultados Sptimos, considerando gue muchas células llegan a morir y en

las que logran continuar no siempre se obtienen metafases (44,530,

Por otro lado, otro nifio C(caso 112 gue no desarrolld me!qfases en
los cultivos tuvo la caracetristica de presentar Lleucocitos con un
conteo de 340,000-mm32 y constideramos que las células de éste nifio y
tanbién el de los anteriores, probablemente el ciclo celular presentd
un cambio, debido a las caracteristicas de los genes relacionados
con los procesos de proliferaci—n celular, por lo gue no fué posible
obtener formas metafdsicas para el andlisis. Los 5 individuos

restantes (caso 6,12,14,16,342 no tuvieron metafases debido bdsicamente

S0



a la escasa muestra de ambos tejidos. Las condiciones de esterilidad de
las muestras no fueron las adecuadas ya gue hubo contaminacidn en los
cultivos de 3 pacientes.

Hubc & niflos con leucopenia (case 4 y 5 2 gue presentaron
metafases, pero éstas fueron muy escasas Y con una calidad muy

deficiente producto del mismo proceso necopldsico (74,762.

Con lo referente a la fercuencia de anormalidades cromosdmicas
encontradas en médula dsea en la poblacidn de estudio, se encontrd gue
las alteraciones mds frecuentes fueron las numdricas (mds & menos de 46
cromosomas.) Yy en menor jrecuencia las alteraciones estructurales (Tabla
11. Grdfica 5 y 6>. El porcentaje de alteracidn cromosdémica encontrado
en nuestro trabajo co57>, es similar a lo reportado por
Michael,et.al ,1988 (710, Pui y Williams, 1990 (72>, Williams,{990 (73> y
Meerema, 1990 (592 guienes suglieren gque es posidble detectar en la
actualidad alguna alteracidn gendtica en un 55 a 947 de los nifios
diagnosticddos con LLA aiun con la presencia de metafases poco

analizables.

Sin embargo, existid una diferencia en cuanto a la frecuencia de
las anormalidades numdgricas y estructurales reportadas por Miller, {9390
(340 guien indica gue aproximadamente el 40% de los niflos con LLA
tienen una clona aneuploide, esto es, una clona contentendo mds & menos
de 46 cromosomas y cerca del 35% de los casos tienen células leucémicas
con un complemento diploide normal, mientras gque del 10 al 207% son
pseudodiploides (Tabla 18>. En nuestro estudio se encontrd una
frecuencia de 75% de aneuploidia y un 257 de pseudodiploidia. la
diferencia de frecuencias consideramos Que sea debido: a las
caracteristicas etioldgicas Vv genéticas propias de Lla 'poblacidn
infant{l del MHospital, asi como Llas caracteristicas sociales Y]

ocupacionales de los individuos.
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Tabla (8.~ Comparacidn del porcentaje de alteracidn cromosdémica

reportada por otros autores en muestra de médula dsea.

Autor AR % de alteracidn cromosdmica.
Michael 1988 60-94Z%

Put y Willtams 1990 55-807%

Williams 1990 Q0%

Heerema 1990 Q0%

Miller 1958 aneuplotide <40%

pseudodiploide 0%

Este estudio 1990 o952
*Aneuploide 75% y Pseudodiploidia 257.

Por otro lado, las técnicas de bandeo GIG y CBG se realizaron en
ambas muestras de los casos gue presentaron metafases, pero debldo al
bajo numero y mala calidad de las metafases no se pudo obtltener mayor
informacidn sobre la posible presencia de otras al teraciones
estructurales y en el caso de las alteraciones numéricas no fue postible
detectar con precisidn cuales fueron los cromosomas gue se encontraban

adicionados & ausentes.

En cuanto a la calidad de las metafases se ha establecido
CYunis, 1981, Lawler,1982, Lebau y Rowley,1989 y Berger,19812
€25,27,29,37,2 gue en la gran mayecria de los pacientes con LLA Cmds del
5070 presentan metafases con apariencia de “pelusa” C(Fuzzy’ lo cual

tmpide obtener en primer instancia, metafases de buena calidad y en

segundo al momento de realizar el bandeo,la resolucidn de las bandas de
cada cromosoma es muy deficiente, haciendo dificil y en muchas

ocasiones imposible el andlisis cariotipico.

52



En el cartotipo de los pactentes (30% nos encontrames con el
mismo problema de la calidad deficiente de las metafases, tanto en
médula dsea como en sangre pertiférica, las cuales tuvieron cromosomas
con aparitencia de "pelusa” & deshilachadas, sin embarge se tomd el
criterio de analizar tanto metafases de mala calidad vy aguellas con
buena calidad con la finalidad de no excluir st es gue existliese,
alguna clona anormal y asi obtener resultados mds reales de <cada
paciente.

Otro de los eventos gue observamos fue la baja actividad mitdtica
en los cultivos de médula dsea y debido a las caracteristicas

morfofuncionales de los linfoblastos.

En el caso de la sangre periférica se considera qgue fue debido a
la pobre estimulacidn mitdgena, lo cual sucede con frecuenclia en
células de individuos con LLA, sin embargo, se ha reportado gue en
LLA la divisidn celular es elevada, pero las metafases obtenidas de
éstas células presentan una calidad cromosdmica deficliente en contraste
con la buena calidad de las metafases de células normales de la
misma preparacidn, desconociendose hasta ahora cual s la verdadera
razdén C27,37,590.

En las anormalidades cromosdmicas de médula dsea y sangre
periférica gque se muestran en las grdficas 5 y 6, observamocs gue el
subtipo L1 fue el qgue presentd el 100% de alteracidn cromosdmica en
médula dsea mientras gue en el subtipo L2 con 15 casos el ©93.4%
presentd anormalidades. Por su parte en L3 con & pacientes solo
1 caso Ccaso 372 desarrcollo metafases en médula dsea presentando el

100% de alteracidn cromosdmica. CTabla 11D.
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GRUFO HIFODIFLOIDE. ’

La plotdia mds frecuente en mddula dsea en los 3 diferentes
subtipos fue la hipodiplotidia la cual se presentd con mds frecuencia
en L1 con 1! casos representando el 587% de alteracidn y en el subtipo

L2 la frecuencia de hipodiploidia fué de 40% (6 pacientes).

Los intervalos en el numerc de cromosomas de la hipodiploidia

fue variable. En 5 casos la pérdida de wuno & mds cromosomas fue
constante predominando los cromosomas del grupo C seguido del grupo G y
por dltimo el grupo D.
Los 8 pacientes restantes presentaron pérdida de cromosomas
tnespecificos. La causa principal de no poder determinar el niumero de
cromosoma especilfico fue la pobre calidad de Llas metafases haciendo
dif{cil el andlistis cromosdmico (56,72,76> (Tabla 11D.

Consideramos que la causa de las hipodiploidias encontradas en el
estudio fue la mitosis multipolar (402 ya gue parece ser el mecanismo
mds factible para producir la linea cercana a la haploidia y la linea
hipodiploide, aungue el apareoc parcial de cromosomas homdlogos puede
ser posible. Se ha determinado una retencidn constante y no al azar de
clertos cromosomas come son el 10,14,18,21 y X, éste patrdén de
retencidn cromosdmico es muy similar al de la hiperdiploidia donde los
cromosomas 4,6,10,14,17,18,20,21 y X estdn adicionados y ésto puede ser
debido a gue é&stos cromosomas participan en Lla proliferacidn ys0
sobrevivencia de las células leucémicas.

También se ha observade que Llos cariotipos de las células
leucémicas son clasificados de acuerdo a Lla linea celular mas
frecuente. En muchos casos se ha observado la coexistencia de una linea
hiperdiploide y una hipodiploide C(biclonal), aungue la poblacidn
celular predomiante fuese la hipodigloide, ambas proceden de una
evolucidn clonal siendo la primera el doble de la Llinea hiéodiplo(do
teniendo ésto importancia tanto biol"gica como prondstica.C75.

El tipo de leucemia biclonal se observéd en 4 pacientes con L1
Ccasos 8,9.,15 vy 182> y en dos casos con LZ (caso 23,320 gue presentaron
tanto metafases hiperdiploides como hipodiploides por lo que se
tncluyeron en ambos grupos de ploidias CGrd ficas 5 y 62.



Correlacionando los hallazgos ciLtogen@ticos con las
caracteristicas clinicas de los pacientes observamos que en el subtipo
L1 la mayoria de ellos (8 casos) se encontraron en el tintervalo de

edad de 2 a 10 ahos.

fomo yo se menciond anteritormente la distribucidn de los
individuos en relacion al numero de leucocitos fue homogénea en los
3 intervalos establecidos 7 de ellos se consideraron como pacientes de
riesgo habitual y scolo 4 en el grupo de alto riesgo. Esto coincide con
lo reportadeo para L1 ya gue clinicamente éste subtipo de Lleucemia es
constderado de buen prondstico y no es tan agresiva como Llos otros
subtiLpos (74D,

Cabe mencionar qQue en este punto exisle una discrepancia ya gue el
subtipo L! clinicamente es considerado de buen prondstice y bajo
riesgo, pero como la mayoria de Llos casos presentd hipodiploidias,
clitogendticamente estd establecido gue los individuos con dste tipo de
alteracidn tienen mal prondsticec y un alto rriesgo, independientemente
de sus caracteristicas clinicas, es decir, aungue el paciente presente
un conteo de leucocitos dentro del intervalo de buen prondnostico Yy
esté dentro del grupo de riesgo habitual no responderd adecuadamente al
tratamiento debido a la pérdida del material genético (Heerema,19900
C590.

En el subtipo LZ se encontrd~ a { paciente menor de £ aflos, 3
entre 2 y 10 afios y &€ mayores de 10 affos de edad. Cuatro de ellos
presentaron conteos mayocres de 50,000 leucos/mm3 y &2 pacientes con
conteos entre 10 y 50,000 leucos-mm3, observando tanbién gue solo
! paciente pertenecid al grupo de alto riesgo.

Con lo referente a la hipodiploidia en la literatura estd
reportado gQue dsta alteracidn numérica es relativamente poco comin en
la LLA afectando solo del 3 al 9% de los individuos y la mayoria de
los tnvestigadores seflalan gue estd ascociada con pobre respuesta al
tratamienteo. Put y cols (19870 encontraron gue el 7.6% de 409

pacientes tuvieron células Lleucémicas hipodiploides A Qque los
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niffos tenian una edad media de 5 afios con un untervalo de 9 meses a 17
affos. La morfologia de las células bldsticas fué L1 en 26 casos y L2
en 5 . En su estudio el conteo inicial de leucocitos tuvo un intervalo
de {00,000 a 132.000 leucos -mm3 con una media de 12,700/mm3 también
indican que algunos pacientes con hipodiploidia comunmente tienen
conteos bajos de leucocitos, pobre respussta al tratamiento \Y}

metltafases con numeros cercancs a la haplodia. (75D,

Se conoce muy poco de los casos con hipodiploidia. De 2084 casos
estudiados por Pui y Carroll en 1990, (384 tuvieron wun cariotipo
anormal tncluyende &7 (!.8%0 con un numero cromosdmicco modal de
menos de 45 cromosomas.

Los nifios con hipodiploidia son asociados con un alto conteo de
leucos, edad mayor de 2 afifos y sexo femenino. Se ha observade gque
pacientes con un nimerc hipodiploide cercanc a Lla haploidia tienden
a ser de sexo femenino, pero la edad, el conteo de leucos y el
fenotipo Lleucémico es similar a los pactientes con . LLA en
general (440,

El nimero de casos detectados y estudiados con hipodiploidia
en su estudio tuvieron un andlisis cariotipico muy pobre. La poca
cantidad de casos con hipodiploidia y haploidia reportados parece ser
el reflejo de la dificultad de obtener cariotipos de buena calidad

de dichos pacientes.

Heerema en 1990 establece gue el patrdn cariotipico de nifos con
LLA es un factor prondstico independiente de Llas caracteristicas
clinicas y gue la hipodiploidia es de muy mal prondstico,ademds de gue
en ésta alteraciden se ha observado gue los cromosomas gue tienden a

ser disdmicos son los cromosomas sexuales y cromosomas 10,14 y 18 (59).

En cuanteo al conteo inicial de leucocitos en la literatura se
menciona que Llos pacientes con hipodiplotidias tienen valores
heterogéneos y ésto Udltimo fue lo gque se encontrd en nuestros
pacientes, ya gue se obtuvieron valores desde 1900 hasta 282,500

leucoct tos/mm3.
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Con lo anterior cbservamcs gue no existe un patrén constante en
cuanto a la tncidencia de la LLA en nifios con hipodiploidia en ciertos
grupos de edad., de sexo y ni con un conteo de Lleucocitos especifico,
por lo gque consideramos gque é&ste grupo de ploidia es wun factor

independiente de las caracteristicas clintcas.

GRUFO HIFERDIPLOIDE.

Otra de las alteraciones encontraadas en médula dsea fue
la hiperdiploidia con un intervaleo de 47 a 50 cromosomas (6 casos),
hiperdiploidia de mds de 50 cromosomas C4 casos? .,un paciente con un
cariotipo cercano a la triploidia CAproximadamente 69 cromosomas) y 3
con un numero cromosdmico cercano a la tetrapleoidia (cerca de 92
cromosomas..

Su itncidenctia en el subtipo L1 fue de la suiguiente manera:

3 niflos con hiperdiploidia (47-50 cromosomas) con edades entre los 3 y
@ afios de edad y un intervalo de 13,400 a 164,000 leucocltos/mn3.

Tres individuos con hiperdiploidia (mas de 50 cromosomas.? con
edades de 3 meses a € afios y wun conteo de leucocitos de. 2,100 a
45, 000-mm3.

En L2 hubc dos casos con Aiperdiploidia de 47 a 50 cromosomas y
uno con mds de 50 cromosomas. Las edades fluctuaron de (2 dias de
nacidos hasta los 12 afios y el conteo tnicial de Lleucocitos fue muy
variable con un intervalo de 11,700 a 118,500 leucoctitos/ mm3.

Por su parte en L3 solo un paciente presentd hiperdiploidia de 47
a 50 cromosomas y otro paciente presentd mds de 50 cromosomas. las
edades fueron muy distintas (& y 13 afles), y los conteos de Lleucocitos
fueron muy elevados Ctabla 7).

Dentro del grupo de las hiperdiploidias ((47-50 cromosomas)
sobresalen los casos gue tuviercon trisomias especlficas tales como:
47 . XY+16 Ccaso 33>, 47.XX+21,Bg- (caso 360 y 47.XX+21 Ccaso 26>, estos
dos uUltimos corresponden al sindrome de Down.

La trisomia del cromosoma 16 no estd reportada por ningun autor ¥
por lo tanto se determind como una alteracidn nueva en ésta poblacidn
pedidtrica con LLA subtipo LI.
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En cuanto a la trisomia 21, estd documentadc gque Llos tndividuos
con sindrome de Down Lienen un alto riesgec de desarrollar leucemia
ademd s de otros padecimientos.

Se ha determinado gque Llos tindividuos con éste sindrome
constituyen cerca del 7% de todos Llos casos diagnosticados de LLA
infantil, estimdndose que estos nifios tienen un riesgo de 10 a 15 veces
mayor de desarrollar leucemia aguda (Neglia v Robinson,1983) (63)D.

En cuantoc a la determinactidn de cuales fuercn los
Cromosomas gque esluvieron adicilonados en los cariotipos de
los casos con hiperdiploidia ésto no se pudo realizar detalladamente
debido a que los cromosomas tuvieron mala calidad peor lo gue el bandeo
G v C no pudo realizarse de manera dptima y solo se pudo saber a
gue grupo pertenecian los cromosomas, pero no se descarta la
posibilidad de gue éstos cromosomas adicionales sean titguales a los
reportados en otros estudios. Cop citd.

Las hiperdiploidias son atribuidas a una no disyuncidn mitdtica,
pero otros mecanismos como la segregacidn somd tica son posibles. Esta
dltima propone una fase tetraploide seguida por una segregacion
itndependiente y posiblemente irregular de los cromosomas. Este
mecanismo pude ccolaborar para la produccidn de homozigosidad de genes
recesivos los cuales pueden ser expresados (Berger, 19810 (29).

Otros autores como Berger, 198! y Heerema,1990, mencicnan que nihos
con hiperdiploidia con mds de 50 cromosomas tienen un mejor prondstico
gue aguellos con 47 a 49 cromosomas, mientras gue en nifhios con pseudo

yso hipodiplotdia tienen un pobre prondstico (30,59).

Michael, 1988, reporta gue el 30% de los ninos con LLA presentan
Hiperdiploidias, ademds menciona gue las trisomias mds comunes son
las de los cromosomas 4,6,10,14,17,20,81 y X y con wuna frecuencia
relativamente baja de translocaciones. Realizd también la cqrrelacién
clinico-citogendtica mencionando qQue los nifos con mejor prondstico
tienen conteos de leucocitos menores a {0,000/mm3, edad entre 2 y 10
aneos, morfologia L1 y un cartotipo hiperdiploide (71,46,

En otro trabajo, Pui Williams, Crist y Look,1990, reportaron gue
los pacientes con células leucémicas con hiperdiploidia ocupan el 25%
de los casos con LLA y son los gue tienen la respuesta mds favorable al

tratamiento C760.
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Er un estudio con 22 nifheos con hiperdiploidia, la edad media fue
de 3 afios, el contec de células blancas tuve ura media de 6,000
leucocitos/mm3, ademds estos pacientes tuvieron otros factores
prondsticos reconocidos tincluyendo edad entre 3 y 7 afos bajo contec de
células blancas y marcadores no-T y no-B C77).

La frecuencia de hiperdiploidias encontradas en este estudic fue
del 54.6% la cual fue diferente a lo reportado por Pui v Williams
guienes mencionan gue la hiperdiploidia tiene una frecuencia del 42% en
los casos con LLA. Otros autores gue reportan porcentajes similares son
Willtams,et.al,1990, Pui,et.al,1990, Pui, Williams, et.al,1990 Y}
Raimondi, Bhem,et.al ,1990.(73,75,76,78).

En cuanto a la corelacidn clinica, nuestros datos difieren con Lo
reportado, ya que la edad y el nimerc de leucocitos fueron muy
heterogéneos por lo gue no se pudo realtizar una correlacidn clinica
citogendtica mds precisa tal como se menciona en la Lliteratura donde
los pacientes con hiperdiloidias estdn en el intervalo de 2 a 10 afios,

con una media de 3 affos y un conteo de leucocitos menor de 10,000/mm3.

La frecuencia de pacientes con tri y tetraploidia fue muy baja ya
gue sclo se encontrd un paciente (4% con un cariotipe cercano a la
triplotdia con una edad de un afic 5 meses, morfologia L2, 90% de
blastos y un numerc de leucos de 45,500/mm3 y en tres nifios (970 se
encontrd un numero cromosdmiceo cercanc a la tetrapleoidia C(casos, 18,
26, 320 con edad de 2 afios, morfologia LI, leucos de 2,700/mm3, otro
pacitente de 12 dias morfologfa L2, y 118,500 leucos mn3, paciente de (1
afios, morfologia L& vy leucos de t1,700-mm3.

La endorreduplicacidn de una célula en el intervalo diploide, con
o sin la subsecuente pérdida de cromosomas parece ser el mecanismo mds
comin para producir la tetraplotidia, la evidencia mds notable para ésta
explicacidn es la presencia de pares de cromeocsomas conteniende el
mismo arreglo. En el caso de la tripleidia, la no disyuncidn,
duplicacidn de cél ulas hipodiploides, pérdida de cromosomas de células
hiperdiploides y la mitosis multipolar de células tetraploides son las
causas de ésta anormalidad, la ausencia de una linea hipodiploide con
marcadores cromosdmicos apareados sugieren gue la no disyuncidn es la
causa mds comin de la triploidia (400.
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En relaci8n a la trt vy tetraploidia en la Lliteratura se menciona
que la tetraploidia se presenta en solo el 1% indicande la baja
incidencia de ésta anormalidad en la LLA infantil. El tercer trabajo
internacional sobre cromosomas en leucemia reportd solo un caso cercanc
a la tetraploidia en 330 casos bandeados de LLA.C292.Al 1igual gue
Herema, 1990 gquién encontrd un caso de LLA cercano a la tetraploidia en
un estudito de 70 niffos con diagndstico de LLA.C59).

Pul y Williams(19905C40> en un estudio de 500 casos con LLA,
encontrd 4 casos (0.8% con cariotipo cercano a la tetraploidia vy
6 (0.37% tuvieron triploidia.

Los porcentajes encontrados en nuestro trabajo de tre
vy tetraploidia difirieron de lc reportad0 y ésto es debfdo al tamafio
de muestra. El punto qQue coincidid fue que nuestros pacientes tuvieron
en su mayorta una morfologia LZ tal como esta indicado por Llos

autores mencionados enteriormsente.

GRUPO PSEUDODIFLOIDE.
En lo referente a las pseudodiploidias que se encontraron en

muestras de médula dsea y sangre periférica fueron t(9;22) Ccaso no.72,
46,XY,Gg- Ccaso no. 19>, 46,XY,16gh+ Ccaso no. 272.

La tC1;19>, en el caso no.2 y el caso 36 con el cariotipo
47,XY+21 ,Bg- estuvieron presentes solo en médula dsea. Y esclusivamente
en sangre periférica fueron encontradas la alteracidn 45,XX-8,16gh+
y 45,XX-20,16gh+ Ccaso no.5>. Las caracetristicas clinicas de cada wuno
de ellos se muestran en la tabla no.2.

El caso de la t(f;19> gue se presentd en éste estudio, corresponde
al 4% de los pacientes con LLA, el caso fue una niffla con (0 affos de
edad con un conteo elevado de leucocitos (76,800/mm3D>, 93% de blastos y
morfologi{a LI. Los datos anteriores son apoyados con Llo reportade
en biblicgrafia donde se menciona que la LLA con inmunofenotipo de
células pre-B, el 247 de édstos pacientes presentan la t(1;19> (g23;p13>
los cuales tienen comunmente un prondstico muy pObre ademds gue la
edad promedio de incidencia es de 1! affos y con un conteo inictal de
10,000 leucos/mm3 CAndrew y Carroll,19842 (300. Por su parte Trent,
Shikano, Yasuhiko Kaneko el.al.(1989) indican gue Llas caracetristicas



clinicas y hematoldgicas que se presentan en pactentes con la t(1;190
son: edad entre 9 meses y 16 afios, morfoleoegia FAB L1 vy un contso
tnictal de leucocitos con un intervaleo de 18,000 a 164,000/mn3, ademds
de tener elevados porcentajes de blastos en sangre periférica.
Resultados similares han sido reportados por Trent; .et.al (1989),
Michael ,et.alC19900 y Crist and y Carroll,(1990>, Pui et al C1990).
C42,72,76,79D.

Cabe mencionar gque la t(1;192 (qg232;p13> se presentd en el 100% de
las metafases de médula dsea, sin embargo, no se encontrd en células de
sangre periférica lo cual nos indica que la clona anormal no invadia
sangre periférica debido a que la cantidad de blastos circulantes fue
del 15 Z%Z y posiblemente el cariotipo de la mayoria de estos blastos fue
normal.

En cuantc al paciente que presentd la translocacidn tC(9;22> &
cromosoma filadelfta C(Ph+) mostré Llas sigurentes caracetristicas
clinicas: sexo masculino, edad de 9 afios, conteo inicial de 13,400
leucos -mm3 y 93% de blastos. Este paciente presentd la t(9;22> en el
60% de las metafases de médula Ssea, mientras que en el 3% presentd
células bldsticas con un cariotipo hipodiploide.

En sangre pertférica se tuvieron 56% de las metafases con la
pseudodiplotidia y el 44% con hipodiplotdia (20-44 cromosomas).

Este paciente corresponde al 47 del total de los casos con LLA
Céste porcentaje estd en funcidn de los pactientes que solo
desarrol laron metafases), Coincidiendo en edad y conteo de leucos a lo
reportado en la literatura.

Comparando con lo reportado por otros autores tenemos que Lawler
en 1982 establecid que los pacrentes con Ph+ se dividen en 4 classs:

1. -Cuando la translocacidn es la uUnica ancormal idad.

2. -Cuando la translocacidn estd asociada a otra anormalidad.

3.-Estd representada con el Ph— en Leucemias mieloides crdnicos y
se considera como un cariotipo normal.(59,71,42).

4. -Se considera en aguellos pacientes con un caritotipo
completamente anormal.

Con base en lo anterior consideramos que el caso de Ph+ en este
estudio corresponde a la segunda clase debidoc a gue ademds de la

translocacidn también se presentaron hipodiplotidias.
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Ademds se indica gue los pacirentes con pseudodiploidias comunmente
tienen elevados conteos de leucocilos y muestran un prondsticeo pobre,
aungue en muchos casos los hallazgos cromosdmicos al diagndstico son
usados como factores prondsticos independientes del sexo, edad y conteo
inicial de leucocitos (25). '

Reportes de frecuencia del cromosoma Ph+ muy similares han sido
reportados por Michael (1988), Herema (19900,Crist vy Carroll <1990
quienes indican Que esta pseudodiploidia se presenta del 3 al 5.7% de
los casos con LLA infantil. Estos estudios han documentado la
influencia prondstica de las anormal idades cromosdmicas
Cpseudodiploidias) como indicadores de un prondstico adversc en la LLA
infantil. Alge importante del estudio de Crist y Carroll fue gque 9 de
los pactentes con cromosoma Ph+ ademds tuvieron hipodiploidias lo cual
es muy comin en los cascs gque presentan alteractones estructurales,
esto mismo se presentd en el casco registrado en este trabajo (59,
71,420.

Con Llo referente a las alteracidnes estructurales . restantes

tenemos 2 pacientes gque mostraron polimorfismo del cromosoma 16,
detectado por bandeo C. donde wuno de ellos, C(caso no.5) presentd
monosomta del cromosoma 8, hiper e hipodiploidias en sangre periférica.
- En médula dsea no pudo ser detectado el polimorfismo debido a gue
las metafases no tuvieron la calidad necesaria para realizar el estudio
detallado, pero si se pudieron detectar alteraciones de niméro Chiper e
hipodiploidias).

El otro paciente (no.272 presentd wun cariotipo 46,XX,16gh+ en
ambos tejidos. Las caracteristicas de éstos pacientes no tuvieron nada
en comin, el primero tuveo una edad de 5 afios, sexo femenino, un conteo
de leucos de 2,100mm3, 17% de blastos y morfologia L1, mientras gue
el segundo paciente mostrd una edad de 3 afios, sexo masculino, 200,000
leucos-mm3, 80% de blastos y morfologia L2, en conclusidn no existid

correlacidn entre el tipo de LLA y el polimerfisme observade en Llos

tndividuos.
Algunos reportes han sugertido una relacidn entre el polimorfismo y
la hiperdiploidia de las células bldsticas, en otros casos se ha

observado la inversidn de la regidn heterocromd tica del cromosoma 9
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Cinv 9gh2 ascociada en casos <con trisomia &t.CAmerican Journal of
Genetic2 CBOD.

Se especula que la presencia del polimorfismo en Lleucemia puede
ser debido a wvarias circunstancias, una de ellas puede estar
relactonada con el evento neopldsico ya gue se ha observado que
pacientes con LLA tienen un incremento en la heterocromatina de Llos
cromosomas !, 9, 16 enlre cotros, posiblemente por causas mutactionales,
& bien puede ser un hecho casual, ya gue en condiciones normales puede
existir el polimorfismo y esto se considera como un marcador familiar
ya gque cada individuo puede presentar variaciones notables en la

cantidad de heterocromatina de los cromosomas (comunicacidn personal).

La causa gue provocd el aumento de Lla heterocromatina en Llos

cromosomas de las metafases de los & pacientes creemos gue fue la

stguiente: el DNA gue constituye la heterocromatina (tanto constitutiva
como facultativad y gue se denomina DNA satélite en ocaciones tienen un
papel estructural ademds de que este DNA repetitivo sirve de
“amortiguador” para gue en él se produzcan las mutaciones gue Llegaran
a presentarse y asi{ no afectar a los genes funcionales CDe
Robertis, 19872 (50

Por idltimo las alteraciones estructurales gue se encontraron en &
pacientes las cuales fueron 46,XY,21q9- C(presentes en médula dsea vy
sangre periférical) y 47,XY+21,.Bg- (sdlo en médula dsead, no han sido
reportadas en la literatura, por lo gque se les considera probablemente
como alleractiones citogendticas nuevas para el registro de la poblacidn

pedid trica con leucemia del MHosptital.

Consideramos gue estas alteraciones fueron producidas por el
proceso bioldgico de la neoplasia, es decir, que la pérdida del
material genédtico fue provocada por alguna causa mutacional .producida
durante la evolucidn del padecimiento.(Berrospe,1988).C(36).

ANALISIS ESTADISTICO.

Con la utilizacidn de la prueba de X2 de independencia (p>0.01)0 se
realizd el andlisis estadistico confrontando los datos obtenidos de las
caracteristicas clinicas, citogenéticas y citoguimicas de lLos nifios con
LLA.



Se observd que al realizar la correlacidn entre el tipo de LLA
contra el sexo, la edad, alteracién cromosdmica y tipe de cleonas, no re

rechazd la hipdtesis nula, concluyendo gque no existe relacidn entre

éstas caracteristicas. )

Por otro ladec al tratar de correlacionar Llos datos de clonas
celulares y alteracidn cromosdmica con el tipo de tejido estudiade no
se obtuvieron diferencias signijficativas.

Otra correlacidn gue se real.zé jué la de los datos del numero de
leucocitos contra el subtipo de LLA y por otra parte con la alteracidn
cromosdmica concluyendose al jfinal que no existen evidencias
suficientes para rechazar la hipdtesis nula, por lo gue no hubo
correlacidn entre dichas caracteristicas.

Por dltimo al realizar la relacidn entre las pruebas ctitoguimicas
y el subtipo de LLA, la prueba estadistica demostrd gue no hubo
diferencias significativas excepto con la prueba de Fosfatasa dcida
donde se obtuvoc gue los subtipos L2 y L3 son Llos gue presentan

relacidn con una frecuencia mayor de reaccidn positiva para édsta

técnica.
Aungue estadisticamente no se encontrd relacidn
clinica-citogendtica, se observc tante en Llas tablas comec en las

grd ficas gqQue existieron diferencias cuantitativas notables entre

algunas caracteristicas discutidas con anterioridad.

Consideramos gue el hecho de gque no haya existido diferencia entre
los resul tados anéltzados seq debido bdsicamente al tamafio peguelio de
la muestra de estudio ya gue en algunos cascs se luvieron frecuencias
de cero por Lo gue la cantidad de dateos no fue la adecuada para oblener

un resultado estadistico mds preciso.
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CONCLUSIONES.

En relacidn el andlisis v discusidn de los resultados en éste
estudio se concluye lo siguiente:

En cuanto a la distribucidn por sexos de la LL4A no existieron
di ferencias significativas ya gue la proporcidn fue de 1:1
aproxitmadamente. Solo existid una peguefia diferencia en el subtipo L2
donde la proporcion fué de 9 hombres vy & mujeres.

En relacidn a la sedad la mayor tncidencia se encontrd en lLlos

subtipos Lt y LZ er. los intervalcs de recién nacidos a 3 affos (327 vy
de 3 a 6 affos (297%) teniendo su punto mdximo de incidencia en édste
Ultimo lo cual coincide con lo reportado en la literatura. (640.

Con lo referente al contec inicial de leucocitos concluimos gque

el 45% de los pacientes pressntaron leucoct tosts, el 21% Ffueron
pacrentes leucopénicos mientras jue &0 34% tuureron conteos normales
éstos resultados no coincidieron con los datos reportados pgara

individuos con LLA infantil.(36,640.

Con los intervalos wutilizados en los estudics ctfogenéracos
tuvimos qQue el 50% de los nifos certenecid al grupr de bajo riesgo y
buen grondstico v estu frecuencia fue simitlar a {a reportada por otros
aquteores mientras gue para el segunde y tercer grupoe de riLesgo
extstieron dilferencias notables lLas cuales atribuimos a Llas
caracteristicas particulares de nuestra poblacidn. (44,65,69,70,712.

En general, ei 76% de los nifios presentaron niveles mencres de 7
or/dl de hemoglobina presentandc una anémia severa y solo el 16%

tuumieron valores rnormales.

En los cultivos de médula dsea solo fue posible obtener metafases
en el 63% y de este el 95% presentd alguna alteracidn cromosdmica v en
los cultivos de sangre periferica con PHA 22 pacientes 577
desarrollaron metajfases y de estos el 727 mostrdé al teracidnes
cttogendticas v sole uno desarrc.l¢ metafases en sangre pgertférica sin
PHA.y constderamos gue la causa de gue algunos itndividuos gue no
presentaron metafases fue debido a gue Llas células neopldsicas
responden pobremente en los cullivos in vitro, en otros casos la
muestra qQue se envid para realizar el estudioc fue muy escasa,algunas de

las muestras de médula y sangre estuvieron contaminadas y en otros
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casos la celularidad fue ya sea My baja 15} extremadamente

elevada. (26, 44,532

En el andlisis cariotipico de médula dsea encontramos en general
que el subtipo L1 fue el que presentd Lla mayor frecuencia de
alteractiones cromosdmicas con un 100% donde la hipodiploidia abarcd el
577% casos segutda de la hiperdigloidia zon un 26.3% v por Ultimo la
pseudodiploidia con 10.5%

E£r. el subtipo LZ el porcentaje de alteracidn cromosdmica fue del
93.47% .La hipodiploidia tuve una frecuencia de 407, 33% de
hiperdiploidia , 207% de pseudodiploidia y 6.6% de diploidia.

En L3 solo hudbo un paciente con el 100% de alteracidn cromosdmica
Chipodipliordial.

sangre peritdrica el porcent:je de altera-itdn fue del 78% para
Ll dende la hipodiplicocida fue la de mayor frecuencia (507 vy la
diplordia ocupd el &5% del total. En el subtipe L2 la frecuencia
de la hipodiploidia se presentd en el 45.4% de los casos vy la pseudo.
hiper vy diploidia tuuieron una itncidencia del iaz cada una.
For dltimo el lee L2 se resentarcn dos pacientes, uno con
hiperciplotdia vy otre con hipodiplordias ambos en el 1007% de las
metafases.

La frecuencia de las alteraciones numéricas, esgecialmente de la
hipodiploidia, difirid notablemente a lo reportado por muchos
tnvestigadores quienes indican gue la hipo solo afecta del 3 al 9% de
los nifios con LLA mientras que la hiperdiploidia afecta a mds del 30%
de los -asos diggnosticados de LLA infantil. en éste estudic se
encontrc gque el 757 de los niflos tuvieron hipodiplowdia y el <¢5% con
hiperdiplordia. Consitderamos gque é&stas di ferencias son debidas
princtpalmente a las caracteristicas geogrd ficas e tnherentes a la
carga genética, socioecondmicas v ocupacionales de la poblacién derecho
habirente del Heosprtal General Centro Médico La Raza del

IMSE. (44,590,772,

En el grupo de las ploidias sobresalieron los casos con tri y
tetraploidia gue tuvieron una frecuencia del 5% Y de 167
respectivamente las cuales son muy raras de encontrar el ta LLA tal

come lo indican alguncs reportes (40,592,
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La trisomia del cromosoma 16 se presen{d en wun nitflo y la
trisomia del cromosoma 2! (sindrome de Down? en dos nifies.

Las otras alteracidnes importantes fueron Llas pseudodiplotidias
tco;2a>, tC1;197, 16gh+ (dos individuos), y el caso con wun cariotipo
47, XX+21.,21Bg- las cuales como es sabido son de alto riesgo y'de pobre

prondstico clinico.

En la correlacidn clintce _itogenética realizda en los diferentes
subtipos de LLA, encontramos gue en el subtipge LI la hipeodoploidia con
mayor itncidencia no mostrd diferencias en relacidn al sexo. la mayoria
de los nifios se encontraron dentro del intervalo de &€ a 10 afios gue
corresponde segun la clastficacidn al grupe de buen grondstico,la

mayecria presentd un contec menor a los 25, 0c0 leucoct tos/mm3
ferteneciends asi al grupc ds riesge hadbitual v clintcamente estd
reportado gQue =! subtipo L! ez 2! grupo de mejor prondstico lo cual

coincide con los datos de conteo de leucos v del intervalc de edad de
los casos de este estudio, sin embargo, citogenédticamente los pacientes
pertenecieron al de pobre prondstico debide a la presencia de
hipodiplordias v pseudodiploidias.

En el subtipo L2 tampoce hubo diferencias en cuante a la
incldencia de sexos de los nifios con hipodiploidia, la distribucidn por
edades de riesgeo fue muy helserogénea., pero la mayoria de Llos nifios
entraron en el grupo de riesgec habitual en relacidn al conteoc de

leucoci tos.

En el conteo tnicral de Lleucoctites no hubo di ferencias
noctables. Lo wmportante en este subtipo Ffus Jue los pacrentes con
Pseudodiplotrdia unco tuvo correlalacidn con las caracteristicas de alto

riesgo tanto de edad como de nunero de leuceocitos es decir, tanteo Los
datos clintcos como cttogenéticos corresponden al grupo de riesgo alto
y pobre prondstico. Por ultimec es necesario mencionar que el subtipo L2
es un tipo de leucemia de mal prendstice clinice lo cual coincide con
la presencic de la hipodiglordia en este gruwo.

Con tode Lo antertcr concluimos gque no existe wuna correlacion
especilfica entre Llas caracteristicas clinitcas y Llas anormalidades
cromosdmicas Cnuméricas) presentes en cada subtipo de LLA debido a que

se presentaron de manera heterogénea en la poblacidn estudiada.
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En cuanto a las alteracidnes estructlurales st existid relacidn del
tipo morfoldgico de LLA y la pseudodiploidia presente como fueron los
casos de la tC1;19) la cual es exclusiva de la LLA Ll y la t(9;22> gue
puede estar presente en L! 6 L2 y nosotros la encontramos en una
leucemia LLA L1.

Estadisticamente no existieron diferencias significativas entre
las coracteristicas clinicas,ciriogendticas y citoguimicas en los tres
di ferentes subtipos de LLA, st embargo, ctservando las trablas vy
grd ficas tenemos gue el sexo es rtndependiente tanto del subtipo de LLA
como de el tipo de alteracidn cromosdmica. lLa edad donde se presenta la
mayor incidencia de LLA es en los intervalos de 0 a 2 affos y de 2 a
10 teniendo el punto mdximo de 0 a 6 aflos. En cuanto al tipo de
cleonas se encontrd gue la mas -~omun fue la NAA CNormgl/AnormalJ
presente con maveor frecuenclia en los sublipos L! wlZ2 lantce en meédula
dsea como en sangre periférica. La alteracidn crtogendtica con mayor

frecuencia fue la hipodiplotdia en LI y L2 presente en ambos tejidos.

Con lo referente a la importancia biroldgica del estudio
citogenédtico diremos gque heor revelado un amplic espectiro de
ancrmal idades en {2 estructurc ¥ rme o e Ccromosomas de celulas
leuceémicas. Estas ancormalidades =on adguiridas durante el proceso de
transformacidn maligna dentro de la clona neoglasica y refleja las

lesiones gendticas que ocurren en estas células.

Estas alteraccidnes genédticas estdn fuertemente ligadas ¢ procesos
moleculares gue conducen a la lsucemogdnesis v estos eventos tnf luyen
en las caracteristicas clinicas. en la evolucion y en la resguesta a la

terapia del padecimiento.

El cariotipo, que es determinado por las técnicas de bandeo, ha
aportade una rueva dimensidn a la clasificacidn de la leucemia. gue son
muy uUtiles er la identificacien de grupos con importancia biroldgica v
prondstica.

EL entendimiemtc bioldgico de los cambios cromosdmicos en Llas
células leucemicas pueden gutar al médico hematdlogo a mejorar el
tratamiento como en el caso de la LLA con células hiperdiploides gque

tienen la capacidad de diferenciarse a células no proltiferantes gue son
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tratamiente como en el caso de la LLA con células hiperdiploides gue
tienen la capacidad de diferenciarse a células nc proliferantes gQue son

menos agrestvas y responden mds al tratamiento Quimico.

Por otro lado, la presencia de anormalidades cromosdmicas reflejan
un tncremento en las tasas de mutacidn de células somdticas y ésto
correlaciona con un tncremento en el desarrollo o la resistencia a
drogas .

AsL también, el cariotipo de las células cancerosas es clasijficado
de acuerdo a la clona celular anormal presente y se puede asi conocer
Qque en ocasiones exisle una coexistencia de poblaciones celulares
leucémicas, como es el casc de la hiperdiploidia e hipodiploidia lo
cual nos indica desde el punto de uvista bioldgico, una ewolucidn clonal

de la linea hiperdiploirde a gartir = una linea hrpodiploide.

Es importante remarcar gQue la mportancia broldgica de la
clitogenética en LLA es conocer qgue la célula leucédmica Clinfoblastoe) no
es una célula aberrante, desdiferencirada, oncofetal, u ectlteopica siLno
que es una célula tnmadura Que refie o una expansi:dn clonal de cierto
tipe celular gue retiene patirones normoles de expres.én gendtica y lo

alterac:en del cortroirnormal de proliferacrorc es el resul tadc de
c

ambios en la expresidn de genes reguladores.

Asi{ gue el incremento en éstos estudios sobre las alteracidnes
cromosémicas en LLA infantil pueden ayudar al entendimiente de la
tmeor tancia bioldgica v su aplicacion a modernizar los reqguerimentos
terapeutitcos y asi gredecir los resultados de lcs mismos, tal como (Lo
hicieran Secker y Walker en 1978 gienes como ya se menciond, fueron los
primeros en presentar evidencia de gue las alteracidnes cromosdmicas de
las células leucémicas al momento del diagndstico tienen una

importancia bioldgica v prondstica en la LLA infantil.

Lr el servicie de Hematologra Pedidtrica del! Hospital General
Centro Médico La Raza, para el medicc hematdlogo estos estudios han
sido una herramienta muy Util e importante, inicialmente para conocer
las alteraciones cromosdmicas numéricas y estructurales presentes en

la poblacidn infantil con LLA. Ademds de apoyar el diagndstico
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clinico haciendolo mds preciso. Tambien es dtil para modificar
les esquemas teragpéuticos y en el monitoreo de Lla evolucidn vy

comportamiento bioldgico de las leucémias tanto in vive COMO in vilro.

Por uUltimo se propone realizar estudios ciltogendticos con una
poblacidn de individuos mas grande y en intervalos de tiempo mds
prolongados para poder realizar un andl:i:sis mas detallado y registrar
la presenciz de olras calteracicnes .romosdmicas oresentes en la
poblacidn pedidtrica con LL4A y con esto tener una informacidn
estadistica mds precisa en cuante a la incidencia de un subtipo
especifico de LLA Yy su posible correlacidn con las caracteristicas

clinicas y citogendticas presentes en este cdncer.

Tambiern se propone (a2 realizecidn de estudios de monitorec
crtogenétice en individucs con LLA4 infantil para conccer el estado de
evolucidn tanto cromosdmica, bioldgica v clintca del padecimiento y de
ser posible también establecer metodologias a nivel meolecular para asi
tdentificar las alteraciones gqgue no pueden ser observadas en el

and lisis cirtogendtico.

Plentear nuevas metodcleoglas en cuonte a las cendiciones de
cultive tanto de médula dsea como de sangre periférica para poder
obtener metafases de buena calidad v con esto un buen and listis

cartotipico.
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APENDICE I.

FRUEBAS CITOQUIMICAS PARA LLA (FAR)
TECNICA DE FEROXIDASA.

MATERIAL Y EQUIFO.

Probetas de 100 ml.

Pipetas de ¢ v 10 mi.

Balanza analitica.

Vascs de precipittiadc de 100 ml.
Vasocs de Koplin.

Fortaobjetos.

Microscopio.

REACTIVOS.

Solucidn fijadora.

Reac tiuo de Perox:dasa.
Sulfate de Zinc (InSO4 TH20D.
Etanol.

Cloruro de Bencidina.

Acetato de Sodio trihidratado.
Hidrdxido de Sodio al (N.

PREFARACION DE REACTIVOS.

1. ~felucidn fijadorec: Mezclar @0 ml de etanol y 10 ml de formel al
z7er

2. ~Reactivo de Percxidasa:

a’ Etancl al 30% (30 ml de O yv 70 ml de H20> C100 mlD.

bJ ZnS0O4 TH20 0.132 M (3.8 gr para 100 ml de aguad (1 mlD.

c2 Dicloruro de Bencidina (3 grl.
se debe disolver (sce reactivo en el etanol caliente antes de
agregar el reactivo b.

d2> Acetato de Sodio trihidratade (1 gr2.

e} HZ0Z C2.7 ml de HZ20 mds 0.3 ml de H2Z02> 0.9 ml)y,

f2 NaOH al tN 1.5 mll.

g2 Safranina (& gro.

3. —reactivo de Safranina 0.5% (0.5 gr en 100 ml de agual.

PROCEDIMIENTO.
1.- Frjar el frotis inmediatamente despuds de tomada la médula
dsea, ya que la peroxidasa es itnestable a la lu=. Los frotis

conservados as! en la oscuridad son iutiles por 2 semanas.

2.—- El frotis se fija sumergiendolo 60 seg. en la sol. fijadora a«a
temperatura ambiente.

2.- se lavan de 15 a 30 seg. con agua corriente, se secan

totalmente. Se sumergen en el reactive de Peroxidasa durante 30
seg. a temperatura ambiente.
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4. - Se lavan con agua destilada durante 5 seg.secar totalmente.
5.~ Se tife durante 30 seg. con Safranitna al 0.5% Se lava por 5

seg. con agua corriente. Secar v observar al microscopio
¢Brown, 1972>.
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TINCION DE PAS

MATERIAL Y EQUIFO.

Probetas de 100 ml.

Vasos de pp. de 200 ml.
Matraces volundtricos de 200 ml.
Pipetas graduadas de 10 ml.
Termdmetro.

Balanza analit:ca.
Parrilla.

Portaob jetos.

Cajas petrt.

Algoddn.

Palillos de madera.
Microscopio.

REACTIVOS.

Formaldehido al 37%.

Acido Periddicc al 0.5%.
Metabisul fito de Sodio.

Carbdn activado.

Actido clorhidrico al 1 N CHClD,

PREAPARACION DE REACTIVOS.

Acido Pericdico al 0.5% . Agregar C.5 mi en 100 ml de H2O
desttilada.

Reactivo de Shiff: Discolver un gramo de Fucsina bdsica en 200
ml. de H20 destilada hirviendo.

Enfriar a 50°C con hielc. Agregar 20 mi. de HCL al 1t N vy
enfriar. Anadir 2.5 grs. de Metabisulfito de Sodic anhidro.

Almacenar en la cbscuridad de 24 « 48 hrs. Agregar
aproximadanrnete 2.5 grs. de carbdn activado, agitar por un
minutoy filtrar (desechar las primeras gotas). El reactivo

debe ser incoloro.

Metabisulfito de Sodio al 0.5% (! gr en 200 ml.de H20
destiladad.

FPROCEDIMIENTO.

z.

- Fijar la laminilla con vapores de formol durante 5 min.

2.- Lavar con agua corriente por (5 min. Enjuagar con agua

destilada y dejar secar.

3. - Tratar con dcido periddico durante 10 min.



Lavar con agua corriente varias veces Yy con agua destilada 2
veces, dejar secar.

Incubar el reactivo de Shiff de 30 a 45 min. en la obscuridad
Chasta qQue aparezca el color rosado en las laminillaso. Se
debe tener cutidado de gue el reactivo siempre se encuenire
incoloro, si aparece un tono rosado desechar.

Lavar con Metabisulfito de Sodio al 0.5% tres veces, 3 min.
c4u. Secar.

Lavar con aguc destilada 3 veces, 3 min.c-u. Dejar secar.
Contratefiir con hematoxilina por 3 min. Lavar rapidamente: con

agua corriente. Secar y obsrevar al microscdpio (Sanchez,
19720.
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TECNICA DE FOSFATASA ACIDA.

MATERIAL Y EQUIFO.

Matraces volumétricos de 100 y 1000 ml.
Probetas de 250 ml.

Pipetas de 5 y 10 ml.

Vasos de Koplin.

Balanza analitica.

Portaob jetos.

Potencidmetro.

Microscdpro.

REACTIVOS.

Buffer formalina-acetona de fijacidn CpoH 6.6 a 6.8).
Nitrito de Sodic al 4%

Solucidn de Pararoscanilina.

Acide acético al IN.

Buffer de acetatos O.!IN (pH 5.00.

Solucidn A.

Solucidn B.

Mezcla de Incubacidn I.

Mezcla de Incubacidn I1I.

Verde de metilo al 1%

FREFARACION DE REACTIVOS.

1.- Buffer de formalina-acetona de fijacidn pH de &.&6 a 6.8:
Fosfato de sodio dibdsico (Nag2HPO4> - —————-———- 0.2 gr.
Fosfato de Potasio monobdsico CKHZFPO4)—-————————- 1.0 gr.
Agua destilade 00 m==——————— 300 ml.
Acetenre @ =e———ae——- 450 ml.
fFormalina ————————— 250 ml.

Guardar en refrigeracidn.

Il.- Nutrite de Sodic al 4%

Nitriteo de Sodiec ¢Q.P> = —emmm————e—o 4.0 gr.

Agua destilada 0 —————————- 100 ml.
I111.-Solucidn de Pararosaantilina:

Pararosaanilina hidroclorada = = = = —————————= 1.0 gr.-

Agua destilada ~ =—==—————- 100 ml.

e <copok>  =see—seeee- 5.0 ml.

Mezcla de 10 a 15 min. Hsta que la
Pararosaanilina se disuelva. Alma-
cenar en cuartco obscuro (filtraro.

IV.-Acido acético 1 N:

Acido acético glactal = ————————— 6.0 ml.
Agua destilada Caforar a2 =  =————————= 1000 ml.
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V.-Buffer de acetatos 0.1 N pH 5.0:

Acetato de Sodic Sel a2
Actido acétice I N mmee 14.75 ml.
Aforar a t Lt y guardar en refrige-

racidn.

VI.=-Solucidn A:
Nitrito de Sodio 4% == —emememm——e 2.4 ml.
Solucidn de Pararosaanilina = = = = ————————aa 2.4 ml.

vIl.-Selucidn E:

Naftel As-B1 emmmmm e 40 mg.
N, N-Dimetil formamida =  =———ceeee—— 4.0 ml.
Buffer de Acetatos 0.1 N.pH 5.0 = = —===—=——== 71.2 ml.

En este orden mezclar y usar.

VIII.-Mezcla de Incubacidn I:
Mezclar solucidn B y solucidn A. De ésta separar 40 ml en un
vaso. Ajustar el pN a 5.1 con NaOH saturade al sobrante de
ésta mezcla (22 gotas aprox. de NaOK al 50%). Filtrar en
vaso de Koplin y usar.

IX. -Mezcla de incubacidn [1:

Acide tartdrice 00000 @ —eeemmmemee 300 mg.
Mezcla de Incubacidn I = = = @ ——ce—eeeea 40 ml.
Mezclay v ajustar a pH de 5.1. Filtrar en vaso de Koplin vy
usar.

X. -Verde de Metilc al 1%
Verde dg Mettle =000 2z 6Eoccccmeme— 1.0 gz
Buffer de Acetatos O. 1 AN. ——m—mmme— 2O WL,
Ajustar a pH de 4.2 a¢ 4.5 con NaOH - HCL al 1 N.

X1.-PVP. Medio de montaje (resina sintética’.
X1I.-Incubar a 37°C Cbaf0 mariad.

XIII.-7 wvascs de Koplin.

PROCEDIMIENTO.

1.- Preparar frotis sangineo ¢ de médula dsea. Por lo menos dos
frotis por cada paciente y dos para control normal, rotular
correctamente, el frotis para control normal con [ (Mezcla de
incubacidn 12 y los frotis problema con Il (mezcla de incubacidn
11>,

2.- Colocar los frotis en wun wvaso de Keoplin con buffer
acetona-formalina de 4 a 10°*C durante 30 seg.

3.- Lavar los frotis con 3 cambios de agua destilada.
4.~ Pasar los frotis a la mezcla de incubacidn respectiva. Frotis

problema en Lla mezcla de itncubacidn II. Incubar a 37°C
durante 60 min.
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Lavar los frotis con dos cambios de agua destilada.

Pasar los frotis al vaso de Xoplin con verde de Metile al 1%
durante & min.

Lavar rdpidamente al chorro de agua y secar totalmente al
aire.

Fijar y leer al microscopic de inmersidn.

Nota: Los frotis de control normal (Mezcla de incubacidn [2
presentan actividad de la fosfatasa dcida en el citoplasma de
los gldbulos bilancos y plaguetas Cvaritandc el grado de tincion
rojiza?. Los frotis problema <(Mezcla de Incubacidn II> no
presentan actividad de fosfatasa dcida o solamente una minima
cantidad de coloracidn rojiza.

Las células peludas de las Lleucemias reticuloendoteliales
presentan al rojo positivo tifiiendose con ambas mezsclas de
tncubactidn ! y Il (Sanchez, 19722,
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APENDICE 11

TECNICAS DE CULTIVO Y DE ESTUDIO CITOGENETICO
FARA SANGRE PERIFERICA Y MEDULA OSEA.

TECNICA PARA CULTIVO DE LINFOCITOS.

MATERIAL Y EQUIPO.

Campana de flujo laminar

Mechero EBunsen.

Jeringa desechable estéril (5 ml.D.
Pipetas pasteur.

Torundas y ligadura.

Frascos de vidrio de 25 cc.(esteriles.
Tubos para centrifuga de 15 ml.
Egtufa.

Centrifuga.

Vortex.

Portaok jetos.

Microscopic dptico.

REACTIVOS.

medio de cultive McCoy.
Fitohemaglutinina (PHA>.

Colchicina o colcemid.C0.135 u/ml.>
Antibidtice. Peniciling v estreptomicina
Solucion hipotdnica de KCL! 0.075 M.
Solucidn fi{jadora de Carnoy.
Heparina (1000 U, 1D.

Alcohol al 70%.

Colorante Giemsa.

Buffer de Fosfatos 0.6 M pH 6.8.
Aceite de inmersidn.

PREPARACION DE REACT IVOS.

1.

)

Solucidn hipotdnica de KCl 0.075 M : Pesar 5.44 gr y disolver
en 1000 ml. de agua desttilada.

Soluctidn fijadora de Carnoy: Mezclar Metanol y dcido acético
3: 1.

Atcchel al 70%: Mezclar 70 ml. de Metanol con 30 ml. de agua
dest: lada.

Colorante Giemsa al 57%: Mezclar 2.5 ml. de colorante con 47.5
ml. de buffer de fosfatos.

Buffer de fosfatos: Fosfato dcido de Sodio dibdsico: Pesar
2.549 gr. y disclver en 1000 ml de agua desiconizada.
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Fosfato monobdsico de Potdsio: Pesar 3.402 gr. y disolver . en
1000 ml de agua desionizada. “

PROCEDIMIENTO.

SIEMBRA:Cen condiciones de esterilidad).

Extraer del paciente 2 o 2 ml. de sangre periférica con una

Jeringa heparinizada (0.1 ml.). Colocar en un frasco estéril Lo

siguiente:

1.- 4.5 ml. de medio de cultivo McCoy.

2.— 0.5 ml. de suero fetal bowinc.

3.- 0.3 ml. de PHA.

4.- 0.5 ml. de sangre periférica.

5.- 0.0f ml. de antibidtico.

Agitar vigorosamente € incubar durante 48 hrs. a 37°C.

COSECHA:

1.- Agregar al jfrasco 0.1 ml. de Colcemid (0.125 pgs/ml.>

&.- Incubar durante 30 min. a 37°C.

3.- Agitar y puasar a tubos de centrifuga.

4. - Centrifugaer 10 min. a 1500 rpm.

5. - Eliminar el sobrenadante.

6.- Agregar 5 ml. de sol. Hipotdnica e incubar durante 30 min. a

37+C. '

7.—- Centrifugar a {500 rpm durante 10 min.

8. - Eliminar el sobrenadante.

g.—- Agregar 5 ml. de solucidn fijadora Cfrra’, poco a poco vy

agitar en el vortex.

10.- Centrifugar a 1500 rpm. durante 10 mur.

11.- Desechar el sobrenadarnte Repetir del pasc 10 al 11 5 veces.

12.- Diluir el botdn celular con solucidn fijadora hasta obtener
una solucidn turbia.

13.- Elaborar las laminillas utilizando portacbjetos Limpios con
alcohol.Cfrios y secos). Se deja caer la muestra (tomada con
pipeta Pasteur D de una altura aprox. de 30 cm. Secar al aire.

14.- Teniir la lamintilla durante 7 min en coclorantes Giemsa al
5%. Lavar con agua ccrriente y secar al arre.

15. - Observar al microscop.o



TECNICA PARA CARIOTIPO EN MEDULA OSEA.

MATERIAL Y EQUIFO.

Campana de fluje laminar.

Mechero Bunsen.

Jeringa de vidrio estéril.

Pipetas Pasteur y Pipetas graduadas de 5 y 10 ml.
Frascos de vidric de 25 cc. estériles.
Tubos para cantrifuga de 15 ml.
Estufa.

Vortex.

Portaobjetos.

Cubreob jetos.

Microscopio.

REACTIVOS.

Medic de cultivoc RPMI 1640 & medis McCoy.
Anitibrodtico.

Colchicina & Colcemi1d.C0, 135 pg mil
Solucidn hipotdnica de KCL 0.075 M
Solucidn Fijadora de Carnoy.

Buffer de Fosfatos.

Colorante Giemsa.

Alcohol al 70%.

Aceite de irunersidn.

FREFPARACION DE REACTIVOS.

Los reactivos utilizados se preparan de la misma manera que en la
técnitca de sangre periférica.

PROCEDIMIENTO.

METODO DIRECTO:C trabajar en condiciones de estertilidad).
En un frasco se colocan:

! - 2.5 ml. de Medic RPMI 1640 < Medio McCoy

g 0.5 ml. de médula dsea Chepar:inizadal.

3.- 0.856 ml. de Colchicina - Cclcemid.

4. - Agitar e inncubar a I7*C durante 30 min.

5. - Cosechar con el mismo procedimiento para carioltipo en sangre

periférica C(Srisvastava,1979).

CULTIVO DE 24 HORAS.

£n un frasce coleocar:

1.~ 2.5 ml. de Medic de cultruc
2.- 0.5 ml. de médula dsea.

3.- 0.0 ml. de Antibidtico.

4.- Agitar e incubar durante 24 hrs. a 37°C.
5.- Cosechar igual gue el m@todo directe (desde el paso
32. CYunis, 1974,
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TECNICA DE BANDAS G.

RIAL ¥ EQUIFD.

s de koplin.

aces volumdtricos de 100 y 1000 ml.
tas de 5 y 10 ml.

microscopio.

aob jetos.

nza analitica.

ncidmetro.

TIVOS.

Tripsina {:250 Difceo C250 mg- 100 ml.2.C(solucidn de trabajold.
Colorante Glemsa.

Buff
EDTA

FREF

.=
2. -

PROC

I__

er de fosfatos 0.6 M pH 6.8.

ARACION DE REALCT IVOS.

Giemsa al 5% con buffer de fosfatos.

Tripsina: Pesar 250 mg y disolver en 100 ml de buffer de
fosfatos. Tomar una alicuota de C.2 ml. y aforar a 50 ml. con
buf fer de fosfatos, distriduilr en alicuotas de 0.2 ml. Y]
guardar en ceongelacion.

Buftfer de fosfates: Buffer A. KHZPo4 (Fosfate meonobdsico de

potaesiol. Pesar !1Z2. .4 gr. v disoluver en 2.5 1t de agua
dest tlada.
Bupt fer B. Nal2HPC4 ( fesfateo dibasice de Sodiol. Fesar 148.

R oW

grs. y disolver en 2.5 lts. de agua destilada, gjustar el pH
6.8 con HClL o NaOH.

EDIMIENTO.
Colocar en un vasc de Koplin 50 mi. de buffer de jfosjfatos vy
agdironar una alicucta de tripsina €2.5 pg-ml. 2. En esta

solucidn, dejar de 10 a 20 seg. la laminille de 2 dias de
haberse preparadeo.

En un segundo wvaso de Koplin, colocar 40 ml. de agua destilada
m!s un gramo de EDTA y enjuagar la laminilla por 10 seg.

Pasar la lamintlla por dos wvasos de Koplin con buffer de
fosfatos (40 ml. cr/uw) por 10 seg.

Tenir en Giemsa ai 5% en buffer de josfatos de £ a 7 min.
Secar al aire.

Observar al microscopio para realizar el andlists.
CSeabright, 1971).
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TECNICA DE BANDAS C.
MATERIAL Y EQUIFO.

Matraces voclundtricos de 100 y 100 ml
Pipetas graduadas de 5 y 10 ml.

Vasos de precipitado de 100 y 500 mi.
Bafio martia.

Termdmetro

Balanza analitica.

Potencidmetro.

Papel filtro.

Fotomicroscepio.

Portaot jetcs

Vasos Koplin.

REACTIVOS.

BaCOHOZ 0.1 N.

Buffer de Fosfatos 0.6 M pH de 6. 8.
HCL 0.2 M.

PREPARACION DE REACTIVOS.

1.- BaCOHJ2 0.1 N. Pesar 13.82 grs. y aforar a 1000 mi. con agua
desionizada.

€.—- Bufjfer de Fsofatos: Buffer A. Fosfato de Sodio. Fesar 3.549
grs. y disolver en 1000 mi. de agua destonizada.
Bufter 2. Fosfate de Fotasto. Pesar 2.402 grs. v d.szlver en
1000 mi de agua desiconizada.

3.- HCL 0.2 N.: Tomar 1.62 ml. y aforar o 1000 ml. con agua

desttilada.
FROCEDIMIENTO.
. -5%e preparar las laminillas de forma usual sin flamear.

2. ~Las laminillas tendran 2 dias de preparadas.

3. -Colocar las laminillas en NCL 0.2 N. durante 20 min.

4. -Lavarlas en agua destilada.

- 5. —Pasarlas a un bafo maria de hidrdxidc de bario 0.1 N. (filtrado
previamentel a una temperatura de 604°C. Procurar gue Llas
lamintl las gueden cubiertas por la solucidn durante 3 min.
cuidandoc de retirar la nata gue se jforma con un papel filtro
antes y después de colocar las lamintllas.

6. -Lavarlas cOn agua desionizada a temperatura de 60°¢C por 10 seg.

7. -Lavar durante &0 seg. con agua desitonizada a temperatura
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ambiente.
8. -Tefiirlas con Giemsa al 5% durante 15 min.
9. -Secar al aire.

10. -Observar al microscopie. (Gomez,G.M y Cdrdenas,G.6,19822



GLOSARIO

ANEUFLDOIDIA. Condicicn que indica ancmalia de midmerc y/o estructural
de los cromosomas de una célula en relacidn a las celulas somd ticas de

la esgecte correspondiente.

BANDAS CBG. Bandas C contratamiento de MNidrdxido de Bario y tincidn

Giemsa.
BANDAE GTG.Bandas G con tratamientc =e fripsina v tincidn Giemsa.

CARICTIPO. Ordenamiento de los cromosomas somd ticos de un individue en

relacidn al ndmero, tamafico y forma de los cromosomas.

CENTROMERO. Regtdn de un cromosoma donde se unen dos cromatidas.
CITOU INESIS. Division del citoplasma en la mitests
CLONA. Linea o familia derivada de una célula.

COLCHICINA. Alcaloide €22 HZ5 NO6, dertvado del Colchicum aqutumnale,

usada como agente para interumpilr la mitosis durante la metafase.

CROMAT INA. Materia! celular gue =+ 11H= intensamen’s, por colcrantes

bdesirzcs , constituide por ADN gorincipalmente

CROMOSOMAS. Estructuras filamentosas compuestas de material cromdtico
CADN v proteina? qgue se obserwvan durante la divisidn celular. Existe
una amplia wariacidn en nimero, forma vy tamafio de acuerde con la

especre biloldgica.

CROMOSOMA FILADELF1& (Ph+). cromosoma del grupo ¢ gue pilerde una parte
de sus brazos largos debido a una translocacidn entre el cromosoma 9 v
22 tC9;:22D.

DELECION,. Perdida de un fragmento yo sea del brazo large o del b&razo

corto de un cromoscma.

DIFLOIDE. Cantidad de material cromosomico CADND de una célula
somd tica. Eguivalente al doble del de un gameto (célula germinall.
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ENDORREDUPLICACION. Doble duplicacidn de los cromosomas con una sola
divisidn del citoplasma. En el hombre se producen células con 92
cromosomas tetraploides. Para algunos aqutores es sindnimo de

endomotosts

GENOMA. Conjunto de genes transmitidos en forma hereditdria a un

individue y gue pueden ser expresados o gquedan latentes.

HAPLOIDE. Cantidad de material cromosdmico en un gameto.

HETEROCROMATINA. Cromatina gue se tine con mayor intensidad,

constitulida principalmente por ADN repetitiivo.

HIPERDIPLOIDE. MNumero cromosdmico mayeor al diplotide.

HIPODIPLOIDE. Numero mencr al complemento diploide.

IDIOGRAMA. Evtudieo agrd fice cuantitative v comparativeo de los cromosomas

de un tndividuo.

INVERSION FPARACENTRICA. Inuversidn de wun segmento cromosomico en la

misma porcidn de la cromdtide.

INVERSION FPERICENTRICA. Separacidn e inuersdn de ur segmento

omosomico Jue tncluve el centromerc

3

ISOCROMOSOMA. duplicacidn de! nimero de genes en un cromosoma por

escicidn transversal del mismoc en vex de longttudinal.

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA (LLA). Necplasia producida por una
proli feraciorn de una clona de células  hematopoyélicas (linfoblastos>

anormales.

METAFASE. Fase de la mitosis en la qgue los cromosomas se disponen en la

placa ecuatorial.

MITOSIS. Divisidn ecuacional de una célula con la formacidn de dos

cdlulas hijas con el misme numero cromosdmico gue la célula madre.

MONOSOMIA. Existencia de un solo cromosoma homologe & perdida de un

fragmento de un cromosoma homdlogo (monosomia parciall.

MUTACION. Variacidn espontdnea & inducida del genoma.
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MUTAGEND. Cualguier agente capaz de producir la mutacidn de un gen.

POLIMORFISMO. Genes diferentes con la misma funcidn en una especie, sin

gque la ferma mds rara expligue su presencia por mutacicones.
POLIPLOIDE. Célula con un multiplo mayor de & wveces el ndmerb haploide.

TETRAFPLOIDE. Cuatro veces el numerc cromosdmico haplotide.

TRANSLOCACION. Ligamiento de una garte < de todo un cromosoma a otro

cromosoma f[e). tC1;192 vy t(9;222

TRIPLOIDE. Célula gue presenta tres veces mds el numero cromosomico

haploide C3 n J.

TRISOMIA. Aumento de un cromosoma homdlogo (ej, trisomia 21 6 sindrome

de Douwnl,
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