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ANTECELENTRS

La leucemia aguds es una enfermedad aaligna, progresiva y de los

tejidos hemapoyéticos, caracterizada por 1 itos i on

snormales en sangre periférica, médula dsea y otros tejidos (1}.
bDescrita en 1827 por Velpeau y denominada "leucemia" en 1847 por
virchow, enh 1900 Naegeli la dividic en dos categorias, denominadas
mielocttica y linfocitica (2, 3).
En la patogenia de la leucemisa aguda no linfoblastica (LANL) se
ha postulade que el fendmenc leucemogénico se explica por aumento en
ia  actividad prolaferativa, o disminucién de la auerte

celular,a Nad de blog de la maduracion. La lesien tiene lugar

en la cejula tallo. Lo cual condiciona una expansisn irrestringida de
ia clons originada de una célula rearreglada geneticamente Y
conprometida, an relacidon a la diferenciscien (&4, 5). '

Ourante muchos afiom los clinicos han ideado clagificaciones pars

establecar el prondstice y definir subgrupos de pacientes ; ?:ohj

1 ta, quae d benaficiarse de un cratuiento an’ pnrttcul.ar.

enfermedad (HL. Mz H...

observadores.. -fn 1985 noain.can ; B ra rem:r ‘mas

precisidn, det‘men La variedaa Macon eosinoleia.",'l@ varinnte

hxpogranular de "3 y:la H? Dicha clastt‘xcacx n se basa en criterios

norrologicoes, citoquimicos, :anuno).ézicos ¥ de - microscop&a

R
=
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electrshica. A pesar de estos avances, la clasificacisn no tlene
utiligad pronéstica y de respuesta al tratamiento, debido a lo
heterogeneo de los diversos subgrupos de la enfermedad (6, 7, 8, 9).

En los dos ultimos decenios, avances en genetica y biologla
molecular nan permitido un ent(.;-que diferente y m&s proastedor en
rejaci¢n al prondstico de estas enfermedades.

Los estudios en citogenética datan de 1840. Un patédlogo aleasn,
David Von Hansemann (10, realiza una de las observaciones mas
trascendentes en el conocimiento de la biologfa molecular del cancer.
Durante el estudico de biopsias de carcinomas encontro frecuencia
aumentada de irregularidades nucleares y mitédticas; sugirié que este
fenomeno podria tener relacion con el origen y desarrollo de la
neoplasaia.

Veinte aMos mis tarde Theodor Boveri en su libro "Zur Frage. du
Entsthung maligner tuxoren”, Menciona lo que B8e conoceria como la
hipétesis de Bovari: las anormalidades cromosémicas son la causa.. ,de; .
los cambios celulares entre ia trancicion de proliferacién normal " a ;

maligna.

Desafortunadamente hubo pocos avances al rnpect.o durant

primera mitad del -siglo, gue se Llamé & "edad oscura de la‘

citogenecica" En 1950 ‘vuelve a cobrar fucrze el estudi

cultivos celinaxien‘l., unro \_on gran exito. .

En 1956 Joe\ Levan descri.ben por_ vez prl era el nﬂmero:

correcte de. cronosonas en Ql ser humano.

En 1330 H:.nger denne por prainera vez el concepto de celula tallo




(temcell,); describie el compartimiento de las celulas malignas con los
si1guicntes terminos: se conserva un equilibrio dinamico por presion
selectiva, pero cualquier cambio en el ambients puede romper el
balance, 10 que origina una mutacicn en el cariotipo de la célula
talio que es neredado a su progenie. Esto trajo consige el concepto de
<lcnalidad, aun vigente.

Levan (1967), Koller (197Z), Hsu (1979) y Sanaberg (1980)
recopilaron y analizaron los estudios Cromoscmicos de celulas malignas
an mapiferocs, incluso el ser humano. Los resultados indican
fuertemente que los camblos cromoscomicos forman parte integral de la
avoiucicn de la neoplasia.

in 1960, se realizé uno de los descubrimientos wmas
trascendentales en la citogenetica del cancer. Nowell y Hungerford
descubren en el cariotipo de los pacientes con leucemia nmieloide

cronica un pequeric marcador al que llamaron crom

ma Philadelphia
(Ph'i.

Segun la tsoria de Boveri, era razonable creer que la alteracioen
CitOogenetica tiene repercusién directa sobre el estado n.oplbllco'; sin
enbargo, las variadas alteraciones encontradas en los cariotipos
sygieren que mas qua un factor patog#4nico, se trata de un epifendmeno
durante ia progresisn da Lta heoplasia. Empero, hoy se bhan

efectuado i1mportantes estud:.os en los que ‘sl renrreglo cxtoganetxco da

origen a protelnaa que P\.IEGED‘:UHCLOHBF omo oncogenes.

sson y.col.. en

1570, revoluciono por comple:o'el analisia cltogﬂnético fue posible

bandec unico. lu que pv..rnitiﬂ el : ‘descubrimiento’ . de alteraciones S no !



descritas con anterioridad.

El estudio citogenetico y los avances en biologita molecular d=l
cancer, en especial de las leucemias, ha permitidc entender mejor la
patogenia y progresion de la enfermedad. La importancia dsl estudio
citogenetico no solo radica en el conocimiento molecular de la
enfermedad sino que ha tenido aplicacien clinica directa en el
Q1agno6TiCC y pronestico. .

La primera descripcidn de cambios en. el cariotipo de pacientes
con leucemia aguda no linfoblitica se publicd en 1950 . Con el tieapo
y el avance de Jlas técnicas para el estudio cromosdmico,ha sido

posible 1gentificar estos rearreglos en 702 a 80%

incremento de un 20 a 30 X respecto a hace 10 affos, segun lo informado

=n el Cuarto Congresc internacional sobre Cr en L ia,
iievado a cato en 1982.

La nomenclatura utilizada en citogenetica Se ODasa en acuerdos
iogrades en varias conferencias internacionales. E1l documento mas
reclente y autorizadco al respecto a& “Anh International Systes for

* Human Cytogenetic Nomenclature" (198S), ISCN, el cual incorpora las
decisiones mas trascendentales.

Los cromosomas se clasitican de acuerdo a su tamaffo,localizacion
del centromero (punto que separa el cromosoma en dos brazos), y el

patr=n de bandeo a 1o largo de cada brazo. Los ‘cromosomas autoscmicos

s&¢ numeran del 1 al 22, qe mayor .‘a oi-—‘ céluﬂo: 10§ cromosomas

sexyales se denominan X y ¥




miembros dael grupo A al G tienen caracteristicss unicas; esto perliie
la identificacisn individuai de los 24 tipos de cromosomas. '

Cada brazo del cromosoma (brazo corto denominado por la letra P
cvrazo lasrgo denominado por la letra Q) puede contener una © AAs
ragiones. Cada region es delimitada por una marca especifica y puede
contener una o mAs bandas. Una banda se define como un area del
Cromosoma que as distinguible del megmento adyacente por au aspecto
claro u obscuro de acuerdo a la técnica de bandeo. De esta panera, 1los
CromosoNss se V1Bualizan COmO Series continuas de bandas transversales
claras y obscuras: por definicién, no hay interbandas.

Las regiones y las bandae se numeran consecutivamente del
centromerc a la peariferia de cada brazo del cromosoma. Asl, las dos
regiones adyacentes al centromero son 1 an cada brazo.

Para distinguir cualquier banda en particulsr se requieren cuatro
gatos: €l numero de Cromosoma, el simbolo del vrazo, el numero de
region y el numerc da la banda dentro de la region. E8tos puntos Se
anotan en orden CONEECUTIVO S1N @SPACIOR O puntuaclones. Por ejemplo,
9q34 sagnifica cromoscma 9, brazo largo, region 3 y npanda . )

En la descripcion del cariotipo, se menciona en primer lugar el

nunero de crom

mas, SEguUiac PoOr una coma. A continuacion ge da el
Cromosoma sexual. ABl, el cariotipo normal de un varen se escriba
wb, At ¥ €l as unad mujer «o KA.

Las alteraciones estructurales e8pacificas de 108 CromoBOMAS &
mencionan con una o tres letras abreviadas. Los cromosomas  afectados
se agrupan den;ro dg un, parapfq-;a' m'nedl;;amem:é desﬁugi del simbolc
que xnd;cé el Vrearxfes‘lp.', ‘ 5 'g:royubaonas estan alterados, 5&

utiliza un punto y coma:para séparar‘su dezxgnéc:&on. 51 uno de los




Cromno

as afectados corresponde a unc sexual, se menciona primero.
Los puntos de rotura se anotan dentro del paréntesis, en el mnismo
orden que los cromosomas; el punto y coma se utilizan para separar los
puntos de rotura. Segun la ISCH (1985) las abreviaturas utilizadas
con mayor frecuencia para describir rearreglos citogendticas son:

Translocacién, abreviado t : Esto sighifica que un segmento del
cromosoma ha pasado de un cromosoma a otro y viceversa.

Insercién, abreviado ine: Significa que un segmento del cromosoma
ocupa una posicién nueva, intersticial, en el mismo u otro eromosoma. '
Siempre se especifica primero el cromosoma en el cual esta insercado

el segmento. Por ejeaplo tns (5;2)(p14;922932) significa que .la rocura

v la reunién han ocurrido en la banda 5pié en el brazo -corto del,‘ .

cromosora S y en las bandas 2q22 y 2932 en el brazo:i

cr 2. E1 71

en la banda 5pi4. De modo similar,

del cromosoma 2 en 2q13.

Inversion, abreviado tnvu: esta delign '

y la reunisn han ocurrido en las bnndau- q26 ¥.:3q29.:E segnento entre
estas bandas todavia estd presente pero al re
un . segmento de

Delecion " abreviado del: signitica

cronosoma.,sea que una deleciou estt 1nterpretad cono terminal o

1nters al. es evidente a purtir de 1 Jaciones’ de rotura.

Duplicaclén abreviado dup: Indlca ‘ehcia; de  una copia

adicicnal de una parte de un cromosoma Los ‘puntoé .de. rotura. trazan

el segmento duplicado. s S i




el segmento duplicado.

Iaocromosonas Yy cromosomas ‘,anulares, abre\uado ot y r,

respecuvauente. L's x'o‘.romosomas consxsten ue'bra os honélog - que :

son xmagenes refle.!adas de uno’a otro. Ellos resultan de una dlviszon

han  tenddo : tal trascendencia que ae

se relacionan especificamente con un tipo de neoplasia (en ente caso
leucemia) con un posible vinculo fisjiopatolégico con la enfer-edad 2)
Rearreglos secundarios en estrecha relacisdn con el defecto px‘inarip.
nunca se encuentran como cambios dnicos . Aun as{,cuando el cumbyio
gensético primario es submicroscépico, un rearreglo secundario . puede .
dar erroneamente la impresién de ser dnico. Tienen una posible
participacién en 1la progresion de la enfermedad, y 3) Ruidos |
cromosénicos, conatituidos por cambios citogenéticos que lon‘el aliiho
nivel de aberraciones no consecutivas, que no son trascendentales ‘Ven -

la progresion tumoral (12, 13 y 14).

A diferencia de lo que sucede en leucemis 11nfob1utic- nzuﬁn.los

FALLA DE ORi
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rearreglos estructurales cromosémicos predominan sobre los

huméricos;con todo, se han descrito casos con trisomia 8, Yy algunos

con hiperdiploidia (m&s de S0 cr ), relaci d con una
supervivencia breve. Los rearreglos citogenéticok. tantoc estructurales
como numéricos,pueden ser simples o complejos. Los primeros, se dan
84lo en un cromosoma o en dos como mAximo; en tanto los segundos se
presentan en un numero mayor (29)

El estudio citogeneético ha peraitido el diagnéstico en
situaciones dificiles, e incluso tiene inferencias pronésticas como
factor independiente para determinar la respuesta inictal al
tratamiento, la duracion de la remisisn y la supervivencia a largo
plazo (15 y 17). En la actualidad, ningdn factor relacionado con el
diagnostico de LANL ha demostrado validez para establecer las
posibilidades de remisicén o supervivencia, a excepcion de 1la edad y
los rearreglos citogenéticos, que dia con dia han logrado un lugar
predominante (30).

Los rearreglos cromosémicos eh pacientes con LANL varian de un
informe a otro; como quiera que sea, se han identificado 10 subtipos
que si bien no son patogndmonicos se han encontrado con mayor
frecuencia en los diferentes subgrupos del FAB: M2/t (8;21),
Mav/t (15;17), MSast  (11q;V), M4eo (inv 16}, Hl/i (9;:22),
M2/t(6;9), M1 (inv3);los siguientes tres subtipos restantes son poco
frecuentes y estAn en proceso de aprobacisn de acuerdo a estudios
prospectivos M5b t (8:;16), M2 con basofilia t (12p;V); M4 t4., lo que
ha permitido conocer mecaniasmos patogénicos y predecir la evolucion
clinica de la enfermedad (18). En el cuadro 1 se presentan los

resrraglos cromoséaicos encontrados con mayor frecuencia en pacientes



LUADRO 1

REARREGLOS CROMOSOHICOS ASOCIADOAS A LEUCEMIA AGUDA_NO

LINFOBLASTICA

REARREGLOS'

. “ FRECUENCIA%

S t{133)(p36;
€(1:7)0(pliipll) nr,
inv(3)1q2 26) 0
2(3;5)(9217931)
t(8; lb)(pll p13‘;
+13 7 3

Cwe
t(6: 9)(p23 q34)
t(9;22)(g34iq11)
del/t(11q13~ 14)
it17q)
del(zo)(qll)

-+21

v :
del(?q)
-7

“'del {9q7
del/t(12p)
del(5q)

. +8
del/t(lquo)
inv(16){p13q22)

St(835;21)(q22;q22)
t(15;17)(q22;q11)

N W W e e e b e b A A A A A A
- ISR R I S I I | L : B .
NNBOOONDEDNNNNNNNNKH R

Heim.and Mitelman. Cancer Supplement 1592;70.
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con LANL de novo (31).

Algunos rearreglos, como las trisomias 8 ‘y 21 pueden hallarse en
todos los subtipos de la clasificacisn FAB, tanto en leucemia de novo
como en leucemia secundaria; sin que se haya encontrado alguna
relacién con los datos morfoldégicos o clinicoe. Otras alteraciones,
entre ellas la t{15;17), t(8;21) y t o 1inv(16), muestran fuerte
vinculo con tipos de la FAB, es decir, c¢on aspectos morfoldégicos
espacificos, y rara vez se observan en leucemia secundaria, displasia
eritroide o megacariocitica. otras anomalias coro la
t(6:9).t(2:7),t(3:3) e inv (3) se presentan en multiples subtipos de
nielodisplasia y en leucemia tanto de novo como secundaria
(relacionada con radiacién o farmacos}. Las alteraciones estructurales
vinculadas con pérdida de material cromosdmico se relacionan nis a
menudo con leucemia secundaria y mielodisplasia; como ejemplo podeacs
citar -5,59-,-7,-7qQ. Las anormalidadeg complejas tambieén se observan
en dichas enfersedades y en la leucemia eritroblastica (M6).

Las alteraciones citogéneticas se consideran un factor pronéstico
independiente, pese a gque los rangos prondeticos no han sido idénticos
en las diferentes series de enfermos, relacicnado a la ausencia de
uniformidad en Jlos tratamientos (16,27,28).Se¢ ha notado buena

respuesta en quienes prassntan inv(i16),y peor prondstico ante delecién

o a del cr 5,0 7,0 ambos, t(1;7), t(6:9), inv(3),
t(3.3), asi como en pressncia de rearreglos complejos. En un grado
intermedio se encuentran la t(8;21), t(15:;17) y translocacioén que
incluye al 11923, con buen i(ndice de respuesta y supervivencia
prolongada.

En la actualidad la supervivencia a cinco affos en adultos, es de

11




10 a 20 %, y @8 mayor en nifos. La neceasidad de conocer factores
pronésticos es imperiosa: su identificacien permitird al clinico
elegir entre las estrategias terapduticas disponibles, segun 1o
propuesto por la Dra. Clara Bloomfleld en el Congresc Americano de
Hematologia en .Denver (1991). Se postula que el tratamiento debe
adecuarse a 12 edad v a la alterzci?n ~itogenética detectada (cuadros
2y 3)(10,19,20,25),

El concepto de reaisisn clonal y su inferencia con la curacioén de
la leucemia ha cobrado mayor importancia para establecer la estrategia
terapsdutica apropiada en cada categoria prondéstica, como lo
desmuestran los estudios al respecto (21-24).

En México, 1los estudios citogenséticos y su correlacison con
la evolucion clinica de la LANL se encuentran en fase inicial. Las
aportacionss han sido muy interesantes; se han identificado ancmalias
citogeéneticas no informadas con anterioridad, y otras que no
correaponden al tipo citomorfoldégico en el que se encuentran. En un
astudio de Tesis realizado en el Hospital General de la Secretaria de
Salud en la Ciudad de México (26) se ildentificaron rearreglos
cromosdsicos, con téchicas estandar.en una proporcion mayor & 1la
seffalada en la literatura (100 X). Lamentablemente, por dificultades
en el suministro de esquemas de quimioterapia similares a los
utilizados en otros estudios internacionales, no fue posible hacer una
correlacién pronéstica. Consideramos indispensable contar con estudios
prospectivos, llevados a cabo en nuestra poblacidén,que incluyan un
numero mayor de pacientes, an los que sea posible utilizar esquemas
de quimioterapia que han demostrado utilidad para lograr reaisién

completa posterior al primer ciclo. La importancia de contar con



CUADRO 2

Significancia clinica de la citogenttica en adultos con LMA

BAJA FRECUENCIA DK INDUCCION
ALTA FRECUENCIA DE INDUCCION

RC y sobrevida corta
RC y sobrevida media

Sobrevida larga

xzp-.Sq-.’éxaf_.fe;'ix{vj‘a‘ :

t(9;11)
16922, t(ls 7)
cariotipo
t(B 21)

CUADRO 3

USO DR FPACTORES PRONOSTICOS PARA

TERAPIA ‘SELECTIVA EN:LMA - i

BAJA FRECUENCIA DE INDUCCION
Edad avanzada

Antecedentes de desordenes
hematolégicos

Citogenética adversa
(12p-,5q9-,+13,+8,4nv 3)

ALTA FRECUENCIA DE INDUCCION
RC y sobrevida corta
t{9:11)

RC media
Anormalidades 16Q22,t(15:17)
cariotipo normal

RC largs
t(8:21)

quimioterapia’:

:qull terapia

Factor de crecimien:o >
quimioterapi
cuinioterapia
secundaria® . g
Ambas dearriba’

TMO en primera RC

ElégirientrafTHOfy T
inten

ai 1cac16n con
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estudios realizados en poblacion mestiza, radica en el posible origen
de estas enfermedades que puede estar relacionado con diversos
factores, entre ellos ambientales, étnicos y hereditarios, que varian
en las diversas poblaciones. La caracterizacion de la enfermedad en
poblacién mestiza, nos vpernit:.rl identificar nuestros propios
rearreglos cromzssmicos ¥ Su relacién con 4l pronéstico, Yy, ast,
buscar alternativas terapéuticas acordes a nuestras posibilidades con
el fin de lograr remisién y con ello curacién de la enfermedad.

La LANL es, con la leucemia aguda linfoblastica, la primera causa
de atencién en este hospital. Ademads, es la principal causa de

internamiento, y cada aMo se identifican alrededor de 40 enfermos de

primera vez.

14



estudios realizados en poblacién mestiza, radica en el posible origen
de estas enfermedades que puede astar relacionado con diversos
factores, entre ellos ambientales, étnicos y hereditarios, que varian
en las diversas poblaciones. La caracterizacisen de la enfermedad en
poblacién mestiza, nos .peruitiri identificar nuestros propios
rearreglos cromassmicos y su relacién con el pronédstico, y, ast,
buscar alternativas terapéuticas acordes a nuestras posibilidades con
el fin de lograr remisisn y con ello curacidn de la enfermedad.

La LANL es, con la lgucenia'qguda linfoblastica, la primera causa

de atencisn en este  hospital.

A“emis, €6 la principal causa de
internamiento, y cada'aﬂ& setidentifican alrededor de 40 enfermos . de

primera vez.

14



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con los an tes menci dos, nos planteamos el

siguiente problema, motivo del estudio:
& Gué  rearreglos citogenéticos influyen para lograr la remision
completa en pacientes con leucemia aguda no linfoblastica,bajo

quimioterapia mieloablativa de induccién a la remisién ?

OBJETIVO GENERAL.

1.Determinar si los rearreglos citoger{o‘ticyosf'soin'fde \itiudad puri

predecir la remisién temprana en paciénteq :cbn' ’LANL. bajé

quimioterapia mieloablativa de’ ;pdu'céioh‘é’ la renisisn. =

INTERMEDIO

Idenbtificar los: felrrggiosLcitc}ggnt‘t‘icos’ Ppr 28 eniea en pac;enteb

mestizos . con'A"LA‘NL de: ngivé v lgéu'hdqfiu , “en'. el” momento’ de 1la

enf erlod.d .

15
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HIPOTESIS.

Ho.-Los rearreglos cromosomicos 1dent££iéados ’én paciehtesv con

LANL no son de utilidad para predeci} el~io¢fo‘défréﬁisiéﬁ'téipr;na

HA.-Los rearreglos citogenéticos . son ‘atilas. ﬁara‘ predécir“‘ei

logro de remisisn teaprana en pacientes ‘con LANL qub S“quinidﬁefépia.

16



MATERIAL Y METODO
A. UNIVERSO DE TRABAJO

Todos los pacientes que ingresen de primera vez  al Hosb;t-l' de

Especialidades CMN S XXI , Servicio de Hematolegia, . Sin

,rratamiento
previo y con diagnédstico de leucemia agud&ﬂ n

agosto de 1991 y julio de 1993.

pacientes con pecha de 1 1a aguda proc

Generales de Zona del sur de la Ciudad de México®

Morelos, Guerrero y Chiapas.

1?7



8. p1stNo DEL ESTUDIO

Es un estudio prospectivo, longitudinal; ob-ervicidnal 1'

descriptivo. Estudio de una cohorté.

C. DESCRIFPCION DE LAS VARIABLES<‘*

1.~ Metodologta

1.1,- Vauabxes' ind pendientes

i Rearre;lon citogentticos
1,2~ Variable dependiente‘
Lo;rar re-isién teiﬁrana de  la
enfefhedud
1.3.- Variableﬁyde confusién
Edad . .

Tipo de leuceli

Dato. de

Eéqueia:de gui ogcrapil

D. DESCRIFCION OFERATIVA-DE LAS VARIABLES

1. Réarfélloa'citogéntticos:Se determinaron lediante »ell eltuaio

cromosémico directo. con bandec y, de ser nece-.rid. culttvos. :Ektos..

ﬁe cianificaron como réarreglol de buen y mal pronostico
informado en la literatura disponible’ hasta oi lo.ento. o Se

consideraron de buen prondstico la t(15:17),  t(8; 21). ‘tnv» ,15,

18
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alteraciones simples que no incluyan nonosouia 5,7 .:De mal pronOStico .

fueron monosomias mencionadas, el cromosoma Fhifadelfia’.' al\‘:eraciones

Que incluyisn mas de dos rearreglosv”‘eltrijc ales . y/o numtricos

(complejas).

3. Edad: se coné e

grupo FAB lAnexo A)

r res dlas (ANI:XO C}. En caso de que el

enfermo t:enga

ont aindica én para el emplec de antraciclicos, se

empled el esquema PAO.

FALLA of URIGER



E RVALUACION DE LA EFICACIA:

a) Criterios de reaspuesta.

1. La médula dsea fué evaluada de acuerdo :'al porcentaje : de

blastos.
VALOR % de blastqﬁ
M1 0.0 ~%5.0°

M2 '5.1:.-.25.0%

M3

Ma

La caliéab de 1. debis “:tener

tres

series (erltrocitcs,A granulocltoa y' megacar:oci!os) .dentro ‘dé pE-1

macos, como macrocxtosis

-] hxperplas;a eritrolda reaccxva -1 anbas.

2. La celu'aridaé m-dular se de 1niﬁ cono:

0 U aplistica

14 7" Hipocelular
2+ . : : ' Normocelular
3 i Hiparcelular
4+ ‘ Empaquetada (hipercelular intensoj

20



b) DEFINICIONES DE RESPUESTA

1. Remisién completa (RC).- evaluacxén ‘en ‘nedulya 'm' v con
recuento de leucocitos mayor a 3 X% 10° /1, v da plaquer.a' nayor a 100

% 10°/1. Asintomatico y exploracidn fisica dentro d

2- Reaision parcial (RP).- Evaluacion

en medula M

recuperacisén incompleta en sangre  perifé!

evalyacién de la sédula osea en M2, pero recuento-/de
leucocitos dentro de lo normal y sin manis
enferaedad. : :

3. Fracaso (F); i-poubui;dad‘ e cubri
previos. ik

4. Falla al:trat

clasificada por los criterios del

- Sln tratnxanto especlfico previo ¢

21



b). No 1nclusxon
- Haber recibido trata-iento previo con quimioterapia.
To- Aquellos que rechacen el tratamiento propuesto, capa; de iograr

remisisén
¢) Exclusion
~ Pérdida de meguimiento clinico del enfermo. )
Aquellos que no tengan aspirado de médula ¢gea para documentar
remisién y estudio citogenético para correlacidén. )

G. PROCEDIMIENTOS

tané sangrev

A todo enfermo con diagnéstico de LANL "ue'r?rié

periférica venosa y aspirado de modula fdéeé al inicio de la

enferaedad. Se traba]é .tales

(29): Todos lo cl

iploides”

81 5e observe

al menos una

22



CARIOTIFO KN MEDULA OSKA

1.Se . Agregs 0.5 a 1.0 ml de medula ¢sea heparinizada a un fr_ascd
de vidrio o tubo conico el cual tenia 10 ml de la siguiente loluciié‘n:‘
nueve partes de KCl 0.07?5 M més una parte de solucién de tribnna_-‘
EDTA a 0.25%, m&s colchicina a una concentracién final de 0.08 ;/-1 '

2. Esta suspensizn de celulas se incubs a 37°¢ durante 30 miri;
se vacid en tubos conicos de centrifuga de 15 ml para centrifugar - a
3000 rpa durante 5 min. :

3. Se decantd el sobrenadante y se resuspendio el  asiento; - se
£f1)6 el metanol - acido acético 3:1 fresco. Se Dejs renohar 30 min a
temperatura ambiente. ' 7

4. Se centrifugd a 3000 rpm durante 5 min y se: requspendié otra

vez en fijador. Se Repiti¢ cuantos cambioe tuéron ' necesarios (10

aproximadamente}.
5. Las preparaciones sc

células a uyna altura de 1.50“ cnie s ] btd\?iel:bn,

6. Se observaron nl ntcr cop!,o de'lus y ’e analizaron. -

7. En parte de las xaninillas Asc practlcarcn 1u técnica de bandan

G para tener un anilisiy ns precuo. R i

23



CARIOTIFO ®N LINFOCITOS DR SANGRE PERIFERICA.

1. Las muestras de sangre se tomaroh en condiciones estériles con
jeringa heparinizada aproximadanmente S ml.

2, Se colocaron 0.5 al de sangre en 4.5 ml de medio de cultive
(Mc Coy 5 a) suplementado con 8suerc fetal de ternera (0.5 ml) y
antibisticos (penicilina 2000 u/ml + estreptomicina 275 mg/ml). Las
muestras se trabajaron por duplicado; 8610 a uno de los frascos se
agregé el nitrégeno (fitohemaglutina PHA).

3. Se incubd a 37°C durante 70.5 hrs, se agregd 0.5 ml de
solucién de colchicina a 0.02% (en agua destilada estéril) y se incubs
a 37°C por 1.5 hrs.

4. El cultivo se transfirid a cubos canicos de centrlfuga de’ 15 ', -

al para centrifugar a 3000 rp- dunnte 5 n.l

«) vortex. Se de.!o’repou” au

fijado:}l :

repoﬁar"

7 Se centrxfugo a 3000 ,rpn duz‘ant n
-obrenadante y se raluupenaio en S lJ_ da f4 Jado
operacton cuantas vucea fue nacesario para obtener un asiento, blanco y G

un sobrenadante claro (c.lnco veces aproximadamen..e). K ’f

8. pPars hacer las preparaciones. se decanté e). sobrenadante y ¥ 13

agregaron 10 5otas de fijador para resuspender Se tomé con la p}.petu L
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Pasteur 'y se dejaron caer 2 - 3 gotas sobre cada _'laminilla

perfectamente linpia y desengrasada desde una altura de O 15‘Em.‘ée

deJo secar al aire.:

y,iprsé riormente’; se. el boraron - las

laminilias. -
BANbAS [}

Las bandas G se consideran como uh'tipo de bandec positivo; ‘son
estructuras constituildas por ,-ﬁetéfoéromatina intercalar, Que
comprenden cerca de S0% de lés c}‘o;rlaﬁides. S& reconocen por. Eus
cualidades cromofillicas en especial para la solucidén Giemsa, whrigt 4
otros colerantes basicos. Ademés ; 80 h relativamente resistentes al
tratamiento con calor y a la dlgebtion con en..imas proteoli tlcas urea -

y detergentes {(26).

25



TECNICA:

Las preparaclones cromosonicas se secaron,al aire’ 'y 'se

dejaronenvejecer durante una semana Sercolocaron las ; lanlnillas por, :

seleccionaron metafases bien bandeadas para t‘otor afia. o

BANDAS C

Las bandas C identificen heterocrdmating constitutiva localizada
en el centrémero y regiones pericentromericas de los cromosomas 1, 9
16 y Y. Estas bandas son muy resistentes a la extraccisn con acidos y
bages, tiffen intensamente c¢on Giamsa y otras combinaciones de

colorantes.
TECNICA:
1.- Se colocaron las lominillas en HCl 0.2 N por 1S a 30 min.

2.- Se lavaron con agua destilada.

3.~ 5= colocar en Ba(OH)z (0 065 ) 2 37 C por, 15-a 30 nin.




4.~ Se lavaron con agua destilada a 37°%¢."

5.- Se colocaron las laminillae en 2 i‘SSC'(B.szl ﬁe citrato de sodio
17.53 g de NaCl  en 1000 ml de & dentilac

durante 2 hs.

electrolitos Béricos.

6sea

frotis de mdduls

,’En los

efectué tincisn de Hrizh. v citoquimica‘

,amplio

espactro .

27
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Sea administraron dos o tres ciclos de quimioterapia. con
intervalo de 28 dias entre cada unc (de acuerdo & recuperacién
medular). Antes de cada ciclo de obtuve aspirado de médula oses En
caso de continuar en RC se pasd al programa de consolidacionee
bimestrales con esqueama rotatorio o bien a base de dosis bajas
subcuts&neas de arabindsido de citosina e interferdn alfa.

Se estableci¢ una correlacién entre la respuesta al tratamiento y

el estudio citogenético.

28



H. ANALISIS ESTADISTICO

1. Se realizé el ciiculo de muestra.
2. Se elabord una matriz de correlacién <(Pearson) entre todas
Lem variables.
3. Se dejaron las que tenian relacion alta (mis se 0.5)
4. Se realizé un anilisis univariado de cada una de las
varighles contrastado con la p ot o de la

variable d diente y se las de baja sensibilidad.

5. Los de smenwibilidad mis alta se incluyeron en una regresién
log-lUineal maitiple.

6. De la regresién mse obtuvo un coeficients para ponderar cads
uns de lax variables.

7. Se elaboré una table agrupandc on intervalox Ja sone de las
coeficientes de cada pacienta.

8. Se propuso un indice prondgtico a evaluar en el futuroc.

L RECURSOS MATERIALES

a) Fotografico
i Paquate de revalador Dektol <Kodakd>
1 PaqueLe de fiiador Dektol <Koddaky
Z Cajas de papel kodabromide 203 x 254 cm F2 (Kodakd
i Lata de pelicula kodalit Orthe 65156 35mn C(Kodak)



b) Reactivos
1 Frasco 300 mg
3 Promo
2 Desoxiuridina <(Sigma B 3002)

c) De laboratorio

1 Caja de tuboe conicos p/centrifuga 18 ml (Uniparts 3216

d> Para la toma de muestra:

= Equipo de aspirado de Médula dmea C(aguja de Jamshidi>
= Joringa de 10 ¥ 20 cc desechables con agujs.

- HReparina

= Hojsm impresas de resumen clinico.

Jr PEQUSOS HURANDS

Colaboradorean dek Deparismento do Gendtice del EC S3 {grupo do 9
quimicos farmacoblsiogoss. :

Detudiantes de sspvicie social de QFD

Asemoria oxportsm por lu Pra. Koflman

Madicoz ds harey y residanies dol HE OMNN S WIT

Cootdinead: por ios = del proyecto

Asoworis &3b Do Javier Plxaute.

D> Becosn
Apoye ] pars p 4 da QFR que realizan tesis en
citogenética de k ja con pr o -y snilislz ‘lom ~cartotipos

de esntos pacientos.

i
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Al DE ORIGEN



CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

FECHA DE INICIO DEL ESTUDIO...........Agosto 1991

APROBACION DEL PROTOCOLO..........
INCLUSION DE PACIENTES............
EVALUACION DE DATOS. . ........ .00

EVALUACION FINAL..........ciocuun.

...Enero-Febrero 1992
...Agogto 1991-Julio 1993
...9e8ién bimensual

...Febrero 1993

PUBLICACION. . ... .i i vveeinnrvanansass.1993-94
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CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio se llevo a cabo con las recomendncioneé dirl;!idau ca

los médicos en investigacion clinica (Declaracisn de H&luhskiy.',l%é).’

en el apartado de investigacisén clinica no terapéutica.
1. En la aplicacisn cientifica de investigacién clinica, énigef ,,,‘ :
humanos es la funcién del médico mantener la proteccién de la ;\-(ibda' ‘y
la salud, de aquellas personas en las que se lleva a cabo la
investigacién. : o
2. La naturaleza, el propésito y el riesgo de la 1nvésf£gaqién

clinica, sera explicada al sujeto por el médico.

3a. La investigacion clinica en seres humanos - no - puede ser

realizada sin su consentimiento, después de haber sido 1ntor.&d6; si

es legalmennte 1 te, @l ¢ timiento del responsable legal
debe procurarse, '

3b. El sujeto de investigacién clinica debers estar capacitado
mental, fisica y legalmente, para poder ejercer su poder de eleccidn.

3c. El consentimiento debe ser obtenido por escrito; sin embargo,
la responsabilidad permanece con el investigador.

4a. El investigador debera respetar los derechos de cada
individuo para salvaguardar su integridad personal, especialmente &1
el sujeto depende del investigador,

4b. En cualquier momesnto durante el curso de la investigacion el
sujeto o su responsable, podran evitar que la investigacién continue,

El investigador o los 1nveat1.adore‘§:“det;'erAn suapender la
investigacien, si a su Julc.{o. de . &oﬁtir{ualéi. --serd riesgoza al

individuo.
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La puncidén venosa y el aspirado de médula 4sea son procedimientos
habitusles para estos enfermos, requeridos para el diagnéstico de 1la
enfermedad y evaluar su eavolucién, de manera que no es un dafio
agregado al paciente. Las complicaciones, como hematoma e infeccidn,

son poco frecuentes en la experiencia de) Servicioc de Hematologia,

33



RESULTADOS

Se incluyeron 48 enfermos, de agosto de 1991 a julio de 1993. 25

varones y 23 mujeres. Todos reunlan los "criterios dia;néctico dely

f Llana '1a atencion la at‘eccion de los cromosomu 11, 7. 2,6 y 5 en

34



CUADRO 4

CARACTERISTICAS CLINICAS DEL GRUPO ESTUDIADO

‘variable

-ALTA "ASA’Tdé’?R"., - “(8)
_SUBTIFO bE ACUERDO W La ms
‘ m..(z) O e
E ;'_M;..u i ol Mo (03
2 (5) o M7.( 0)

TIFO DE. QUIMIOTERAPIA

Arablncsxuo de C.{t sina Daunorrubicxna... Soafal)

Frednisona’ Arap Vineristina.

W
i

SER



CUADRO 'S

FRECUENCIA COMPARATIVA DE
REARREGLOS * CITOGENETICOS

HALLAZGOS HECMN
CITOGENETICOS ' 48 CASOS

COMPLEJOS 16 337
10 21% '_
BRI 42

(p13q22) 6 12%°
"del/t(11q23) 1 2%
Parhl 0 ‘o
del (5q) - 1 2%
‘del/t(12p 0 0%
e 8 16%
S21g+7 1 2%
del”(20):(g11) 0 0%’
1017g) o 0%
t (9:22) (934, " "o 0%

t (6:9)g34i911) 3’ 67"

.Br’j Haematol '1988;°68: 487 - 94"

- d S
Cancer-1992;° 70 [(supplii 1701 = (9, N

912
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los rearreglos conplejos. los cuales, conducen a. un bajo Lndice de

reapuesta temprana al tratamiento en’ lo observado. Par el co'trario el

vinculo con rearreglos de buen pronéstico como la . :(B 21). inv V1:6>.

tipo de rearreglos la probabilidad de respuesta

Resalta que en la leucemla aguda de

rearreglos simples de buen px‘onu"stico. y : ; :g:r;upb‘ Yda

micsiodisplasicos, los rearreglos ;complejbos. ;. relacionados ‘con  .mayor

edag.
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CUADRO 6

ACBP . ° : FAB - EDAD - RESPUESTA
» S e e
1. ey fLR 2471y RC
2. aexY M2 s RC
3 aexYi M 1ry RC
40 aBXX S M4 REN it Re
s aeNx T Mia {2 Fl
6. 46KY woak (2) F
7.7 4BRX Mg (2 “RC.
‘8. aexY M4 (2) F
9. 1 46XY! M4 (1) RC
10, 46Xy CMa (3)
1 Tasi17) M4, 3)

(3)
12°45XX " 219~ S
R L )
13.746XX 214"
14.746XY 1nv . 16
15. ae.xxkinyxaq
16. inv 16

17. invite

18, . t(15:;17)

19. 46XX. t{6:9)
20. 46XX del ‘5q,

X X XX T TX
S NSTRED S S SR PN

Creeszny T 2 U ss T
21, 46Xy del Bq 1 il i .
finv 16 Lli i eis s
22, t2;5)5 t(3:9)7 Vim0 5 agl(2)]
23, 46XY:inv 1677 R N R
63590 Coomswp 653y
24 t(6:9) Lo M sMD 78 (w)

RC

RC-
RC

=t

ACBP:. Alteracion citogene:ica"de buen:- pronostice

RC:- Remision completa F: Fracaso
3e
an
[y Y {u [ S
FRL LA A0

ORIGEN



CUADRO 7

No. . . ACMP
Paciente i

a

CasXY It (9i22)
; d

ACMP: :‘Alt-ér'a'civén -citogenética:d pro.!iésti‘cvo( .
F: FRACASO - .vug e i IR

Remision completa.
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(44

REARREGLOS CITOGENETICOS
CON REMISION

F 22
82.0%

87.0%

BUEN PRONOSTICO  MAL PRONCSTICO

RC ~ REMISION COMPLETA
F - FRACASO




CUADRO 8

var. Indep. Coeficiente Riesgo rel.
ACBP 3.4706644 "32.158102
“) 30 aRos 12.882580 5935398, 95
30~ 50 AROS 10.87774 53985.497

1c;n ,,_Cito;énotics de’ Buen’ Pronsstico

ACBP: “Alte

. 7<307 alos < ACBE

1302 50 ztros +

ACBP

B4R L :
> 50 aWos 33:%
No ACEP «
»50 afjos

ACBP: Alteracién Citogenética de Buen Prondstice :
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DISCUSION

Se encontraron rearreglos citogenéticos en 80X de los pacientes
con LANL, no se encontré dIferencia en la distribucién de paclentes
por edad y sexo; a diferencia de otros grupos predomina la variedad M4
sin eosinofilia y sdlo 5 /20 presentaron la inv 16 q, (30).

En 10 pacientes con leucemia de novo el cariotipo fue normal.
Eate dato se ha informado como de buen pronéstico (18); sin embargo,
en tres de los pacientes no fue posible lograr remisién. Esto puede
explicarse por tres factores: 1) que la leucemia tenga rearreglos
citogenéticos pero que las células estudiadas no esten afectadas, 2)
que la alteracidén sea tan pequefia que no sea posible detectarla por

lag tecnicas  empleadas y - 3) que las células ;eybemiéaé; sean

citoxenbticamente nornales, pero uolecularlent‘

Bloonfieid y De la Chapelle (18) han eﬁcoﬁtradbygéiértn réiécién
entre parametros hematologicos y ioa rearreglos citggéhéticoé. 'En
pacientes con hiperleuvcocitosis se han obgservado cdn‘mé§6f ‘frecuencia
anormalidades de los cromosonas 1€ y 22,as8:i como monosomfa 7. Los
enfermos con del(59} vy £(25;1?}. REvolucicnan por o regular con

cifres bajas de laacositod. Sn el =2studio realizado no se encuentra

relacidn  algune, por el contrario, pacientes con rearregles
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citogenéticos considerados de buen prondstico, como . la inQ “16. "se’
manifestaron con alta masa tumoral e hiperleucocitolis‘.D'e 165 ehtemoi
con -7 ninguno prasentd leucocitosis; por el contrario, #e aédﬁ:ﬁaﬂ;ron
de pancitopenia. E

Los pacientes con rearreglos citogenéticos simpleg gque logfaron
remisidn, coinciden con lo informado por la literatura; aunque -la
frecuencia de los mismos varia en esta poblacién, llama la atencién:la
relacisn con rearreglos de buen pronéstico y las alteraciones en el - g
cromosoma S . 1o cual podria sugerir que estor aenfermos pasaron por un
periodo de SMD, (32) 0 bien que sea parte de la biclogia de 1la
entermedad en esta poblacidn o que existiera un origen-causa toéxico
{33): a pesar de ello no se modific® la respuesta al tratamiento.

Resalta 1la alte frecuencia de rearreglos complejos (33%)
vinculada con alteraciones en los cromosomas 11, 7, 2,6, lo cual puede
sugerir que provengan de una evolucién clonal con resistencia primaris
a la quimioterapia (34), en especial los asociados a la monosomia 7.

Se observa relacién de alteraciones siaples de =mal prondstico
(=7) ¥y complejas con edades mayores de 50 afos, lo cual debe
considerarse para establecer el tratamiento especifico que podria
incluir quimioterapia intensivas alternas o Autotransporte de Médula
Osea.

En el analisis estadistico se demostré la -alta sensibilidad ‘de
los rearreglos citogéneticos considerados de buen ﬁrohéstiéo i en ’

relacion a 1las edades wmenores de 30 ahos: . se ‘obtienérif

posibilidades de remisicn, en tanto . q
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Son escasos los informes sobre el estudio citc ético ial

para demostrar remision clonal y evolucién de 1la enfermedad; dicho
estudio aun esta en tela de Juicio. Sin embargo, en 62X de los
pacientes con recaida se han encontrado rearreglos no presentes al
momento del diagnégtico y que no se consideran conme ruidos
cromosémicos (35). En el estudio se encontréd que tres pacientes con
cariotipo normal en el wmomento del diagnéstico evolucionaron a
monosmia 7, 1o cual ceincidié con recaida clinica de 1la enfermedad,
asi como refractariedad al trataalento de rescate.

Hasta el momento no hay algun estudio en poblacisn mestiza due
valore los rearreglos cromosémicos coao factor prondstico de respugutg
teaprana. Llama la atencién la alta frecuencia de rearreglos co-piéjoi
que incluyen monosokias y extraffamente cromosoma Ph +, con exclusion

clinica del ant dente de 1 ia granulocitica crénica.

Con los datos mencionados ee dn vital importancia considerar
indices que combdinen la edac, y el rearreglo citogénetico para
seleccionar el tratamientc, una Amuestra mayor deterainars el

significado de otras variables para lograr la respuesta.

b6
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CONCLUSIONES :

1. El analisis citoggnitico es un util factoif pronés;icb en

pacientes con leucemia aguda no linfoblastica. ¥

2. La frecuencia de rearreglos complejos es muf alta y'bsevaiocib con

baja respuesta al tratamiento.

3. Los rearreglos citogenéticos de buen pronéstico:as : como:la:.
edad menor de 50 afos se relacioné con una  alta . frecuencia - de
remision. ]

4. Los pacientes con alteraciones‘ 'qinplés ui 'atxtan '-ayo‘x"en

posibilidades de respuesta_ a Vﬁﬁiuioté;ap’i’a e»;nd ccien.

inifluygn sobre'.la-respuesta

6. Mias experiencia’ es necesaria en cité c:ampo,
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ANEXO A
CRITERIOS DEL GRUFO FAB

Para la clasificacisn de 1la leucemia aguda no linfoblastica

{19e%).,

1. Cuan;a‘a 500 ceélulas con msée de 30% de blastos en médula Ssea
' 'M1. La suma de blastos tipo I y tipo II es mayor al 90X, vy
menos del 3% son peroxidasa o sudin negro positivos. El 10
restante de células deben ser granulociticas maduras o

monocitos,

M2. La suma de blastos tipo I y tipo Il es de 30 a 89 %,
celulas monociticas. menor al 20% y los . granulocitos :‘de

pronieidc1t§§ ifbéliiérfanuclenres son méyofequl 10°%:.77

anormales O numerosos cuerpos de o
nucleares. Existe una a

hipergranular.

s

La suma de mnmieloblastos, promieloéitok y -érénulééités,

tardios es mayor del 30%, per Vmeﬁér,51,56$.’H;s*aél*zo 2

son células de linea monocitica (promonocitos’y monocitos)
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M4 con e‘osin'ofilivg. Eosin filos en: medula osea en mas del 5 ‘%

especx t‘icos 1nnaduras i

con . ‘granulos’ grandes o

y

“promonocitos.

M6, . blastos

: n;glpides tip

n' -ndcleo

nemeian

estruc\.uras uslomeradas

cos o sin grAnulos azuréfilos.

Blastos tipo II citoplasma abundante y con granulos azuréfilos.

&7



CITOQUIMICAS EN LEUCEMIA AGUDA NO LINFOBLASTICA

TIPO M1 M2 M3 M4 M5 M6

[~}
Peroxidasa
Sudan Negro
ESTERASAS
Cloracetato
NASDA
ANAE
Fomfatasa
Lisosixga

PAS

/e

+/+e

*e

+e

e
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ANEXO C
ESQUEMA DE QUIMIOTERAPIA
DE INDUCCION A LA REMISION

MEDICAMENTO cICLO 1 cIcLo 2 cicLo 3
1234567 28 29 301 23 4 25'26..
Arablinssido

de Citosina - X.X X X.X X X X XX EX XX XX X

100 mg/m2sC® 7

Daunorru-

bicina - XXX : X' x % xoK X

45 mg/mzsé'l

* Se administre en infusion’de 24 horas

&+ Se administré en 1 horaen solucién salina.

Pa0 SN . cIcLe: X

: 1..273 4 5
PREDNISONA " 507 'mg/m” ' = .. X:X7X X X
ARA CUr il 10100 Simg/at i X RLK S K-SR

ONCOVIN Ty 4 mgsm® ol

* Se administrs en bolo cada 12 hs.



ANEXO D
CRITERIOS DE FRACASO AL TRATAMIENTO DE INDUCCION

Tipo I.- Resistencia absoluta a la droga, no hay evidencia de

hipocelularidad en ningun momento después de la terapia.

Tipo IX. —Resistencxa . relétiva a la droga,_ logro de

hipocelularid d ued 1a' (+), durante o después de un

curso de quinioterapia con recreciniento de las células

de terminada la

Tips EIX.

Tipo VI., Persistencx

1eucemia

extramedular, en ausencia dﬂ leuceu a en la medula OSea.

S0



" LINFOIDE % :

Protocolo 'LLA

ANKXO E

ALGORITHNO

[47 Sindrome anémico

Sindrome infiltrativo

Sindrome’: hemorragico :’

: ﬁ55?019g15~ L
-Citoguimics
“:cariotipo

-NO LINFOIDE - i

GUIMIOTERAPIA' DE

~ INDUCCTON 'DE’REMISION

TRES.CICLOS *
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