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1- INTRODUCCION

S'm,duda alguna, una de las entidades patologicas que afecta a los mamiferos, y

- particularmente hablando, al humano, con una capacidad devastadora y mortal, es el cancer.

El cancer es un proceso que afecta a diversos organos y tejidos; uno de ellos es el tejido
hematopoyético, alterando asi la funcionalidad de las células que constituyen a la sangre y a
otros tejidos que estdn intimamente relacionados a clla.

El proceso cancerigeno que afecta a la sangre, a grandes rasgos, es denominado Leucemia.
Desde los tiltimos afios del siglo XIX, el sector clinico ha tenido el interés de descubrir las
causas que provocan la Leucemia, también el hecho de saber cuando se presenta y sobre
todo, cémo poder tratar este tipo de céncer para lograr la recuperacion total, o por lo menos.
una recuperacién parcial del paciente que la padece,

El presente trabajo consiste en la recopilacién de la informacion mas actual sobre las
técnicas de diagnostico que se cuentan para determinar las diferentes clases de Leucemias
en los humanos; para esto, es importante dcf nir en primer lugar, qué es el cdncer, cdmo sc
origina y las consecuencias que ticne un proccso dc este tipo. . :
Una vez definida esta parte, es convcmente expllcar el témuno dc Leucemla. las clases de

Leucemias que existen y la ellopalogenm dc Ia enfermcdad que nos permmra asocnarla con

los procedimientos en el nmblto de laboratono para el dxagnéstlco de Llas diferentes clases v
de Leucemias. ;
Tener un diagnéstico precnso y ccrlero de esta entldad patoléglca es de Vltal |mportancla .
para el sector clinico, ya que contnbuye de manera decisiva en el tratamlent cual ell :
paciente es sometido, con la intencién de ayudarlo a curarse, o por lo menos, lograr su
mejol’ﬂ y darle la oportunidad de tener una calidad de vida lo mas éptxma pos:ble.

El presente trabajo muestra un andlisis de los procedimientos usados en el d:agnéstlco de
las diferentes clases de Leucemias, durante los ltimos afos del siglo XIX, todo el siglo XX
e inicios del siglo XXI, considerando el uso del historial clinico del paciente, los resultados
de la Biometria Hemdtica, el empleo de la Histologia tomando como muesuﬁs sangre
periférica y biopsias de tejido hematopoyético y terminando con las modernas técnicas de

Biologia Molecular, Inmunolégicas y Citogenéticas, que se han desarrollado y que han




marcado una.gran precision en el area de Diagnastico del Ldbo_fﬁ(or_io' v_Clinico de- las-

diferentes clases de Leucemias.

También sc remarcara la importancia que juega cl Qufmlco arnmcéutlco B:ologo en la’

determinacion y desarrollo de las técnicas y melodos de; mgnosuco de las Leuccmlas.

ubicindolo en una posicién importante como parte del equnpo' d(. ‘salud cuya meta,

primordial es lograr el bienestar del paciente.




“2-OBJETIVOS *

2.1- OBJETIVO GENERAL'

Elaborar una revnsnén bxbllogmﬁca, hcmcrograf ica y en lmcrnel sobrc el dxagnésllco de las

dlferentes clases dc Leucemms que al’cctnn’ 1 humano para presemar los conocnmlemos y

avances mas actuales rcfcrenlcs a eslc lcma i3

2.2- OBJETIVOS PARTICULARES

2.2.1- Establecer la importancia que tiene el diagnéstico correcto y temprano de las
diferentes clases de Leucemias en ¢l humano con el uso de diferentes técnicas celulares
y moleculares y que permita como consecuencia, la eleccién del mejor tratamiento para

el paciente.

2.2.2- Explicar el fundamento de cada una de las lccmcas mvolucradas en el

diagndstico mds actual de las diferentes clases de Leucemias para compn.nder y asociar

la etiopatogenia dc la enfermedad con los diferentes tipos dc marcudores bxoléglcos que

permiten identificar a las células alteradas por este tlpo d ‘can ]

2.2.3- Compa.rar los dxfcrcntes mélodos y tec ice  existido para el diagndstico

écnicas mds actuales para

curar a los pacnentes quc padecen este upo de cince




3- EL CANCER Y LA LEUCEMIA

3.1- Generalidades

/

Por definicion, el cancer es un “tumor maligno en general y especialmente el fori'nado por -

células cpitcliales. Las caracteristicas de la malignidad son: es un proceso anormal, hay una
disminucion o nulo control de crecimiento y la funcién celular™. (2) L

) Como podemos ver un céncer es un proceso anormal que ocurre ¢n un orgamsmo en donde

existe una proliferaciéon descontrolada de las células, las cuales: sufren un proceso de

mllOSlS mayor con respecto a las células que no padecen este proceso, pero adcmas un

anaplasia en mayor o menor grado y con capactdad de. provocar. metéstasi
cualquicr momento de su evolucién®. (2) _‘
Sarcoma: “Tumor maligno derivado de las’ células me nquim S;- puede formarsc a
expensas de células del tejido conectivo dlferencmdo (condrosarcoma, miosarcoma,
llposarcoma, etc.), de células del tcpdo conectivo comtin (f brosarcoma) o del tejido

ganglionar (linfosarcoma, reticulosarcoma); y son tumores de grah malignidad. (2)

Un proceso cancerigeno es devastador porque implica, en primer lugar, destruccién de la
anatomia “arquitecténica” del 6érgano en donde se origina el proceso, pero ademas, esto
conlleva a que en dicho 6rgano se vean interrumpidos los procesos fisiolégicos que
normalmente deben ocurrir y esto como consecuencia origina que el érgano involucrado no
trabaje adecuadamente, alterando obviamente, la funcionalidad de los 6rganos vecinos;
alterando también la funcionalidad del sistema o aparto en donde formen parte dichos

Srganos; todo esto puede conllevar como iltima consecuencia, hasta la muerte.

Carcinoma: “Tumor o neoplasia mahgna formada por células epiteliales neoformadas, con_ -

‘a ‘distancia :n’ o



Existen diversas interrogantes como: cudl es el origen de un céncer; por qué s da este tipo
de proceso; estas preguntas, hasta la fecha, para muchos tipos de cénceres, son dificiles de
contestar o es mas, atin no hay respuesta. Lo que es un hecho, es que la funcién genética en
el cancer puede ser interrumpida tanto por alteraciones genéticas, las cuales directamente
mutan o delecionan genes, o por alteraciones epigendticas las cuales alteran el estado
heredable de la expresion genética. Se puede mencionar por cjemplo, que la metilacién
aberrante del ADN (Acido Desoxirribonucleico) puede originar de manera muy temprana
una progresion de tumor y regula muchas de las rutas anormales importantes en ¢l cancer,
que incluyen: pérdida del control del ciclo celular, funcién alterada de los factores de
transcripcién, funcién altcrada de receptores, interrupcién de las interacciones célula
— célula normal y célula — substrato, inactivacién de las rutas de scilales de traduccibn,

pérdida de las sciales apoptéticas y la incstabilidad genética (24). Ahora es

amphamcme aceptado el hecho de que el céncer resulta de la acumulacién de mutaciones

en los gcncs que conlrolan dlrectamentc el nammlcnto y muertc celular. Se ha argumcnlado

’que una mestabxlldad genétlca fundamental se rcqu:ere para la gencracnén de multiples

i mutacmnes que ongman al canccr‘ Sm embargo, se ha sugerldo la.mblen que vclocndades _

normale dc mutacién acompaﬁado ‘con ondas" de expans:énrclona

son su Fcnentes para

i que .d;cho prq es0 oc

ser divididas en 4 prmctpales catego

3.1.1.1- Cambios sutiles en la 'secuencia.

Estos cambios involucran susmucxones. delecnoncs o xnsercnones de bases o de pocos

nucledtidos y a diferencia’ de Ias alterac:oncs descntas postenormente, estos cambios no

pueden ser detectados a través dc un _anéhsns citogenético. Por ejemplo, mutaciones que no



se advierten en cl gcn K-ras se dan alrededor del 80% cn los pacxcnles con cancer en el
péncrcas (349). : : : :

3.1.1.2- Alteraciones en el nimero de cromosomas.

Alteraciones en el nimero de cromosomas involucra la pérdida o ganancia de cromosomas
completos (ancuploidia). Tales cambios se encuentran en casi todos los tipos principales de
tumores humanos. Ejemplos incluyen la pérdida del cromosoma 10 en los glioblastomas,
algunos reflejan la inactivacion del gene supresor de tumores PTEN, y la ganancia del
cromosoma 7 en los carcinomas renales papilares, reflejando una duplicacidn del oncogen
mutante MET, (34)

3.1.1.3- Translocaciones cromos6micas.

Estas allcraclones pueden ser dctectadas cnogenéllcamcnle como fusnones dc dlfercntes

cromosomas o de segmcnlos normalmentc no conuguos dc un solo cromosoma En el

ambito moleculm‘ tales translocac:ones pueden darse

carboxilo terminal del gen c-abl en el cromosoma 9 s¢ une a la fegldn ammobtermmal del' 3
gen BCR del cromosoma 22. (34) ) !

3.1.1.4- Amplificaciones de genes. .

© " Las amphﬁcacnones genétxcas son "vistas . nivel citogenético : como egionés‘; feﬂidas

dc reglones mucho mas grandes ‘-de cromosomas qu resulmn de la ancuploidia y

7 translocacnones. Un e_pemplo es‘ la>ampl|f' cactén del gen N-myc que se da alrededor del 30%
de'los neuroblaslomas avanzados (34)




3.1.2- Diferencia entre estado y vcloéidad.

Los 4 tipos de alteracioncsvd‘_éscril‘ows anteriormente se dan de manera comuin -~ en iipos de

tumores especificos y son raramente o nimca observados en células normales. Pero la

existencia de alteraciones genéucas enun tumor, aiin cuando es frecuente, no sxgmﬁca que
el tumor sea genetlcamenlc meslable Inestabilidad es por deﬁmcxén, una cuestion de

velocidad y la existencia de una mutacién (estado) no provee informacién a cerca de la"
velocidad de su desarrollo. Varios factores adicionales a la verdadera inestabilidad podrian

explicar una mayor prevalencia de mutaciones en tumores comparado con células normales.

Las condiciones selectivas en el ambiente del tumor, incluyendo interacciones nutriente-

células aberrantes humorales y célula-célula cancerigena, son diferentes con respecto en

aquellas en el ambiente de células normales. Como resultado, las mutaciones en genes que

controlan el crecimiento podrian darsc a la xﬁisma velocidad en células tumorales como en

células normales, pero las ventajas selectivas que se posee para cada mutacién en el

ambiente de las células tumorales podria alcanzar la expansion clonal, permitiendo a las

células tumorales con la mutacion sobrcpziségr a sus células hermanas. La misma mutacién

que ocurre en las células normnles,' en ausencia de’la cxpansién ‘clonal, - podria ser

indetectable, asi como podria ser enmascarado’ por millones de células' hermanas sin la

mutacion. (34) ‘

También es posible que las células nomm]es expenmentcn ‘mutaciones y que sean

destruidas por apoptosis, una ruta que conduce a Ia muerte celular progmmada y que pueda

proteger al organismo de las consecuencias tumongémcas de tales mutaciones. De hecho,

las mutaciones en algunos oncogenes conducen a la estu’nulaéxén del crecimiento bajo
algunas circunstancias, pero la apoptosis bajo otras. k

Una complicacién adicional resulta de la natura_leza dinémicn de los tumores. Los cénceres
toman generalmente décadas para desarrollarse, y es importante determinar si la
inestabilidad genética, aun si esta presente en algunas etapas de la tumorigénesis, persiste.
Se han estudiado experimentalmente las inestabilidades que resistan completamente el

tiempo de vida media de las células tumorales, y de acuerdo a los resultados encontrados,



se puede. comcntar lo sngmcnte para cada una de:las. alterac:oncs genéucas dlscundas :

anteriormente. (34)

3121 Jnesmbilidade; de sccuencias sutiles.

Las inestabilidades de csté 1ipo no son comunes en canceres humanos, pero cuando estan
presentes, causan fendtvipos dramziiicos. Los mecanismos moleculares que fundamentan la
fidelidad de la replicacién del ADN se basan en los procesos de la polimerizacion de la
molécula de ADN (control en la velocidad de error de dicho proceso, asociado al grado de
lectura de las polimerasas) y en el proceso de reparacion. La maquinaria de reparacion
opera sobre secuencias de error generado por las polimerasas o por mutdgenos. Ningin
patrén consistente de defectos en polimerasas sc ha visto en los tumores. Sin embargo,
" defectos cn dos principales sistemas de rcparacion —reparacién de excisién de nucledtidos
(NER en inglés) y reparacion sin relacion (MMR en inglés)- se ha estudiado bien. (34)

La reparacién de cxcision de nucle6tidos (NER) es el mecanismo responsable para la
reparacién del dafio causado por muchos mutdgenos exdgenos. Se ha documentado muy
bicn el caso del tumor cn la piel; éste representa el tipo de tumor principal en donde los
pacientes con deficiencias en NER son susceptibles; la incidencia de cénceres internos en
pacientes con defectos en NER no estéd dado en el mismo grado. La explicacién mds simple
para estos resultados es que los rayos ultravioleta (UV) son los principales mutigenos que
provocan un dafio en el NER que repara al ADN kcuantrior los humanos se exponen. (34)

La reparacién no relacionada (MMR) primero se descubrié en procariotas; el primer indicio
" del papel del MMR cn el cancer vino con el descubrirniento de un grupo de tumores
colorectales esporddicos (sin relacion familiar) QUe"cxhibieroh altefacionés amplias de

tractos de poli(A) en sus genomas. Estudxos ubsecuentes mostraron que Ios microsatélites

que incluian repeticiones poh(CA). fu: 1 ente "féctados 6ngméndose el término

“inestabilidad en microsatélites (MIN

glés) Aunquc es musual en el cancer colorectal

esporddico (CRCs), las MIN s se dan enm hos dc los pnclemcs con cancer heredltano

sin pohposns (HNPCC en mglés) EI loc esponsable para el HNPCC fue mapeado y ligado
alos cromosomas 2pl6 y 3p2 kEstos resultados indicaron que los pacientes con HNPCC

deberian heredar un gen de rephcacxén o de reparacion que fuera mutado somiticamente en



-- los casos csporadlcos asocnados con la MIN y que dos de estos genes pucden l'(.SldIl" en los :

cromosomas hunmnos 2 y 3

Eng g,eneral Ios pacncmcs con HPNCC ' encn un dlclo normal del gen relevamc MMR ‘este

- alelo llpo -natural, (.S suf'cnente p' 8

cuando el alelo natural sca macuvado durante la: tumoregénesxs ~a traves de.un evcnto

cromosomal grande o una mutaclén suti

mutaciones se acumulen. La’ progem dc'esta célula emonccs acumulnré mutacxoncs en”

oncogenes y genes supresores de tum

tumoregénesis). (34)

ntencr Ios mvelcs normales de’ MMR S lémente“:"'
tragénlcn- que ‘la MMR sea abolida’ yi as

ongmando una expansxén clona (es dectr. una i

Ahora, en ¢l caso de un hcleroz:goto con un alelo MMR dcfectuoso, todo lo que reqmere" :

para empezar a acumular mutaclones a una alta velocndad es la mnctlvaclén del alelo,

heredado normal del padre que no esté afectado Esta mactwacnon mmedlalamentc conduce“ .

a los errores que no son corregldos duran'e la rcpllcaclén del ADN En un hetemmgolo con;

un alelo NER defectuoso, sin cmbargo, Ia mactwacnén del alelo normal no snempre conduce i

a una velocidad de mutacién alta

Una pregunta interesante es saber qué tan &ecuentc se dan defeclos MMR en Ias neoplasms L

humanas. Apenas el 13% en los cﬁnccres colorcctales y porcenta_;es s1mllares de cancercs

endomelrlalcs y gé.stncos; contlcncn talcs defectos. Los canceres de otro tlpos son raros
(<2%) en dcﬁclencxa en’ MMR Aunque muchos canceres pueden contcncr pocos cambios
en mlcrosatéhtes la extcns:én de estos cambios es mucho menos pronunc:ada que en los
céncercs que fallan en Ia MMR Estos bajos niveles de alteraciones de: microsatélites se
. debe prmmpalmente aque reﬂejan velocidades, cerca de lo normal, de ‘mutacién durante los
muluples c1clos de dlvnslon celular que acompaiian las ondas de expansion clonal a través

: del cual evoluclona el céncer nvanzado. 349

3.1.22- 1ncstabilidad enel 'ﬁﬁri;iéio: de cromosomas.

de romosomas enteros involucra el tipo de inestabilidad mas comin

- en muchas mahgmdades Las péfdldas de heterozigocidad, esto es, la pérdida de un alelo

: patemo:,_o materno un umor, estan ampliamente distribuidas y algunas veces estdn

ncia del alelo opuesto. Un tumor podria perder la parte materna

g dél'éfombsdm ./por ejemplo, mientras se duplica la parte paterna del mismo cromosoma,




dejando a la célula con un cariotipo normal en e! cromosoma 8, pero con un alelotipo
anormal en dicho cromosoma. Tales cambios en el genoma de. las células cancerosas se
puede pensar a que se deba a una inestabilidad cromosémica verdadera (CIN en inglés),
aunque. hay que establecer que ni el cariotipo estético ni los alelotipos pueden ser usados

para determinar la velocidades de alteracion genética. (34)

“Enun estudio, la Hibridacién con fluorescencia in situ (FISH en inglés) sc uso para mostrar

la pérdida o ganancia de miltiples cromosomas que ocurrié de 10 — 100 veces mas veces en
una linea celular cancerigena colorectal que en células normales o en cdnceres diploides del
mismo subtipo histoldgico. Las altas velocidades de bérdida o ganancia de cromosomas
vistas en este estudio muestran que no solamente los cdnceres ancuploides, sino que el
cariotipo de un solo tumor es algunas veces heterogéneo, reflejando la gencracién
persistente de nuevas variaciones cromosdémicas. (34)

Relacion entre MIN y CIN. Se ha visto que en los canceres colorectal y endometrial, hay -
una relacion inversamente proporcional entre la inestabilidad por microsatélites (MlN) yla- :
inestabilidad cromosémica (CIN). Los cdnceres que muestran deficiencia MMR ‘'son, en
general, diploides y ckhibcn velocidades normales de cambios cromosémicoé; mle ras q@e
los tumores que conticnen MMR son tumores aneuploides y exhiben “incremento en

velocidades de cambio cromosémico en los mismos ensayos. De hecho se puede determinar

una _serie_de_comparaciones. Primero, ambas inestabilidades pareéch darse ‘durante la
“"evolucién del tumor, pero, las variaciones genéticas que resultan de estas inestabilidades

o incrementan con la progresién del tumor. Tales incrementos con progresién son esperados

durante la expansién clonal con cada nueva “onda” de expansidn, originando en una célula
que se ha dividido muchas veces desde la tltima “onda™. Segundo, cuando las células MIN
y CIN son fusionadas, originan hibridos que exhiben CIN, pero no MIN. Esto demuestra

" que el fenotipo CIN tiene una calidad dominante, indicando que puede resultar de la

ganancia de una funcién de una proteina expresadas mds que de la inactivacién de un gen.

3.1.2.2.1- Bases Moleculares de la CIN.

Se estd apenas empezando a explorar las bases moleculares, pero se ha propuesto que la

CIN puede originarse simplemente de una estructura anormal y de las propiedades de
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crecimiento de las células cancerigenas. Una explicacién potencial involucra la mutacién de
la p53. Por ejemplo. células cn cultivo algunas veces llegan a ser totalmente aneuploides al
mismo tiempo que ¢l gen p53 es inactivado, y ¢l huso mitélico anormal; la dclepciéri eh la

fase G2/M del ciclo celular se da en células deficientes del p53. (34)

Aunque se ha visto esta asociacion de las mutaciones del p53 al exacerbar la mcstablhdad
cromosomica, no cs probable que sea su causa principal. Por otro lado se ha v15to que enh-
levaduras, la ruptura de genes que codifican proteinas del huso mitético pueden conducxr al

CIN porque las células que son defectuosas en dichos genes, pueden complctar su mxtosns s

en la presencia de un cromosoma retrasado, originando una segregacién anormal del -

cromosoma. Se cree que la incapacidad de inhibir la entrada en la fase S cuando la mitosis
no puede ser completada por el dafio al huso es la principal razén del defecto a este nivel. -
Otro ejemplo es el de la proteina AMAD!la cual se activa por la proteina del virus dé,lﬁ
leucemia humana en células T tipo 1| (HTLV-1); este proceso de disparo inactiva el vdaﬁq' en’ .
el huso en las leucemias inducidas por virus. (34) =

Otro tipo de daiio se da a nivel del ADN, tales dafios se pucden deber a errores reallzados
por polimerasas durante la replicacién normal del ADN, por fuentes exégenas (por ejemplo ;
radiacién ionizante) o de genotoxinas endoégenas (como radicales lxbres de oxlgcno) o de
una reparacion incompleta. En el caso de las radiaciones |on|zantgs, se ha visto que aquellas
radiaciones cuyas longitudes de bhda séan < lO"crﬁ ‘es carcinogéhico (por éjexﬁblo ios

rayos Ullmwolela, los rayos-X y los rayos-'y) EI proceso de dafo implica la dimerizacién

de pu'umdma y romplmlento de la cadena de ADN ademds, la radiacién puede inducir la

formamén de radlcales bres de oxlgeno, los cuales daﬂan al ADN, ARN vy a las proteinas.

.De esta fomn, el cromosoma, que contlene el ADN dafiado podria segregarse

'madecuadamente debldo alas cromﬁtldas hermanas estdn atin conectadas al ADN o a las

proteinas que se unen al ADN Tales cromosomas también son susceptibles a alteraciones

estructurales gmndes por :
del ADN. (34)

Varios genes mvolucrados en el dafio al ADN a nivel puntual han sido implicados en la

ke‘cos de una sola cadena o por las rupturas de la doble hélice

tumoregénesns humana, mcluyendo la ataxia telangiectasia mutada (ATM), el gen
relacionado a ATM ATR, los genes BRCAIl Y BRCA2, los cuales interactuan con el
homélogoRadSl \elp53 :
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Otra causa potencial de aneupliodia involucra centrosomas anormales. Husos multipolares
han sido algunas veces observados en cinceres humanos in situ y un nimero anormales de
centrosomas, detectados con anticuerpos especificos, han sido observados en canceres de
pecho, pulmén, prostata, colon y cerebro. Las bases genéticas y moleculares del incremento
del nimero de centrosomas aiin no han sido bien definidas. Una posibilidad, sin embargo,
relata el centrosoma anormal a una cinasa, aurora2/STK 15, la cual estd involucrada en la
maduracién del centrosoma y la formacién del huso en Drosophila. Finalmg:nte, la
inactivacion del p53 puede conducir a la existcncvia‘ de’ multiples: centrosomas “en

fibroblastos embrionarios de ratén.

De tal manera, CIN puede ser comin en los canceres preclsamenle rque hay‘i'muchps :

genes, que cuando mutan, pueden conducir a cstc fcnotlpo ‘la'¢élula’ afectada

con la inestabilidad requerida para desarroll ultip]e_s que :

conducen a la malignidad. (34)
3.1;2.3- Inestabilidad en lranslocacionéé crohqéémicas.

.- El primer " patron v(comple'jo) es observado en muchos tumores sélidos, pero - las

* translocaciones observadas en los tumores individuales aparccieron al azar y no estan ™

usualmente relacionados a las translocaciones observadas cn otros tumores del mismo .
subtipo histolégico. Grandes porciones de brazos de cromosomas son delecionados durante
- las recombinaciones que conducen a las translocaciones; estas deleciones son vistas como

pérdidas de la heterozigocidad a nivel molecular.

La translocaclén compleja puede resultar en ganancia o perdlda de matenal cromosérmco,

tal como ocurrc en CIN, también como en la generacién de nuevos productos genéucos, y

cs probablemcnte que sca un componente xmportantc de muchos tumores comunes. Sin

- _embargo, la velocidad de dicha translocacnén en las células no. puéde ser medida.

‘ Las base molccular para las translocacnones en los cénéeres es desconoclda. Sin embargo
" una postblhdad atractiva es que las translocaciones se dan en las células al entrar en
’mlltosw. antes que los rompimientos de recombinacién - promocnén en la doble cadena
(DSB's en inglés) sean reparados. Unos atractivos candidatos para regular tal inestabilidad
en las translocaciones en los cdnceres humanos son, por lo tanto, genes como el ATM, ATR,

BRCAI, BRCA2, p53 y otros componentes involucrados en la reparacion de los DSB o en
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-los puntos-de dafio-de ADN. No se conoce aun si las uniones cn- las: translocaciones
complejas resultan de una recombinacién homdloga o no homdloga. : o
Un segundo patrén (simple) se caracteriza por rearreglos distintivos de segmentos
cromosdmicos en enfermedades neoplasicas especificas. Esto se da comﬁnniénle en las’
leucemias y linfomas y en un subtipo de sarcoma y otros tumores raros. o : -
Los anilisis moleculares han determinado que los puntos de rompimiento en mttxchas“ de las ..
translocaciones y han mostrado que se dan usualrnenie con los mismos, re]étivamekme,
segmentos pequefios de ADN. Los rearreglos conducen generalmente a la aclivaciéﬁ de un’
oncogen de su posicién préxima. a un fuerte promotor o su fusién con.otro gen. Sin
embargo, no hay evndencm de’ que sean resultado de una inestabilidad genética especiﬁca :
que promueva su desanollo a una ﬁ'ecuencm més alta que en las celulas nonnales, por lo

tanto, es un aspecto que reqmcre de més mvestlgaclén pnra aclarar es(e punlo (34)

3.1.2.4- lncstabilidad en ahp]ikﬁckz‘li;ién'dé gcnés. 3

k’La amphf' caclén de oncogenes se da en un’ subsmo de cﬁnceres crémcos d muchosﬂ

organos y. la ampllf‘ icacion de genes mvolucrados en el melabollsmo o macnvaclén de

farmacos rcprescntan una forma comin para cclulas cultwadas para adq rir rcsnstcncxa sl

e .agentes . quimioterapéuticos. Los' mecanismos " a través - de - l uales sc dan las :
amplificaciones son desconocidos considerablemente. Un potencnal Jugador en el proceso
es p53, como amplificacién se da mas facilmente cuando p53 estd inactivado en células de
mamiferos. Una teoria explica que no es la velocidad la que distingue a las células normales
de las células cancerigenas, sino mas bien la capacidad de las células cancerigenas de
exhibir la amplificacién genética para sobrevivir, En las células normales, la presencia de
un amplicon (el segmento genético que es amplificado)puede sefialar que el dafio al ADN
ha ocurrido, por lo que se inicia la apoptosis dependiente del p53. En la ausencia del p53
normal, las células con amplificaciones iniciales de un locus, pueden sobrevivir y acumular
amplicones adicionales durante los siguientes ciclos de divisién celular. Este modelo se
distinguiria como “inestabilidad de amplificacién” de la CIN, en la cual la velocidad actual
del cambio del nimero de cromosoma, més que la capacidad de las células para sobrevivir

a tales cambios, es alterado.
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Sin embargo, es irﬁportante distinguir la anipliﬁcacién genética de otras formas de cambios
genéticos (NIN, MIN y CIN) que se dan de mancra temprana en los procesos neoplésicos,
afectan diversos genes en cada célula'y sbn, probablemente; esenciales para el desarrollo de
mutaciones secuenciales que conduzcan'.a brocesos neopldsicos. Aunque las
amplxﬁcacnones pueden afectar la blologia del tumor, afectan solamente a uno o a pocos

genes en cada célula y, en gencral se dan en f‘orma tardfa en la tumoregénesis.

3.2~ Definicién de Leucemia

Ahora bien, dentro de los canceres, tenemos aquellos que se agrupan con el tém\inb de

Leucemias. Etlmoléglcamcnte hablando, el término de Leucemia fue descrito por Virchow»;

en 1847 sus raices son gricgas (Asvxog: blanco; neuaroo: sangre) y quiere decxr sangre

‘bla‘nca, al describir la enfermedad por primera vez, se encontré una elevada canlldad de

células pertenecientes a la familia de los leucocitos circulando en sangre, por lo que se’

asoci6’ esta patologia posteriormente como el “cdncer de la sangre”. Actualmente la
podemos definir como “una enfermedad neoplésica caracterizada por unma proliferacién

anormal de las células hematopoyéticas™. (+42)

3.yj-‘Cirlas‘iﬁ¢aci6n de los diferentes tipos de Leucemias.

zan < por tener como tipo
inmadura poco diferenciada
" serfa el més adecuado. (3)

" conocida blastos



LEUCEMIAS CRONICAS-~ Son aquellas que se. caractermm basncamenle en -la
identificacién de leucocitos predommantemente maduros. aunque cabe mencionar en este
momento que algunos tipos de Lcuccnuas Cromcas pucdcn pasar por una fase de

“conversion™ hacia un proceso agudo. (3)

Los términos “agudo” y “crénico” se referian inicialmente al tiempo de vida que tenian los
pacientes que sufrian alguna de estas clases de Leucemias. En antaiio, los pacientes con
Leucemias “agudas” vivian menos que aquellos con Leucemias “crénicas”, situacién que

ha cambiado por completo merced al empleo de tratamientos cada vez mas eficaces.

La siguiente clasificacion se fundamenta en el tipo celular que csta involucrado en el

proceso

LEUCEMIAS DEL TIPO CELULAR MIELOIDE Y MIELOCITICA.- Prcdomman en es(e -

tipo de Leucemias los leucocitos que pertenecen a - la famxha, mncl ide’: de

hematopoyético (células precursoras y células maduras respecuva

LEUCEMIAS DEL TIPO CELULAR LINFOIDE Y LINFOCITICA.-" P domumn‘ las

células que pertenecen a la clase linfoide del proceso hematopoyético ‘(celulas preéursoms y

maduras respectivamente). (3)

3.3.2- Clasificacion M.I.C. de las Leucemias Agudas.

- A nivel internacional ha habido diversas clasificaciones de las Leucemias tomando como

criterio los pa;éhetros antes mencionados y otros mas (como estudios citoquimicos). Entre
. ellas bodemds men;:ionar aquellas propuestas por Gralnick en 1977, Dabich en 1980 y
ff,j,"Bennett en 1985 Pero en el caso de las Leucemias Agudas, la mejor clasificacién que

B pucde efectuarse ¢s la clasificacién MIC (morfolégica, inmunolégica y citogenética) que a

contmuaclén se detalla.
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3.3.2.1- Clasificacion morfoldgica.

“En 1976, fueron propucstos por un grupo internacional de kinvéstigadorcs (franceses,
estadounidenses y britanicos) los criterios para realizar la clasificacion morfologica de las
Leucemias Agudas, que las dividia en 9 tipos, tres de estirpe linfoide y 6 de estirpe
mieloide. El desarrollo de esta clasificacion franco-americano-britdnica (FAB) fue
estimulado por la necesidad de un esquema que unificara los criterios morfolégicos y
sirviera para correlacionarlos con el pronéstico de la enfermedad. Algunos afios més tarde y
antc el camulo de informacién generada por el uso de inmunorreactivos para estudiar y.
clasificar a las células leucémicas, los mismos miembros del grupo FAB agregaron a esté
clasificacién inicial dos variedades mas de Leucemia Mieloblastica (MO y M7),'" las;qvu'ev
estrictamente no pueden ser diagnosticadas solo con bases puramente morfolééicag,' )'/al' dlje:} :
requieren estudios adicionales para ser definidas. (3) S - i
La tabla 1.1 describe los 11 tipos de Leucemias Agudas que en la actualidad reconoce el
grupo FAB

Tabla 3.1 Clasificacién morfolégica de las leucemias agudas (3)
LEUCEMIAS AGUDAS LINFOBLASTICAS | LEUCEMIAS AGUDAS MIELOBLASTICAS (LAM)

{(LAL)

LA-L1: linfoblastica “tipica” LA-MO: mieloblastica diferenciada mini
LA-L2: linfoblastica “atipica™ LA-MI: mieloblastica inmadura

L.A-L3: parecida al linfoma de Burkitt LA-M2: mieloblastica madura

LA-M3: promielocitica granular

LA-M4: mielomonoblastica

LA-MS: monoblastica pura

LA-M6: eritroleucemia

LA-M7: megacariobldstica

3.3.2.2- Clasificacién inmunoldgica.

“Los marcadores inmunolégicos, al identificar las células a través de sus caracteristicas
antigénicas, han permitido en el estudio de las células hematopoyéticas: a) reconocer
‘estirpes o tipos celulares que dificilmente pueden clasificarse mediante métodos
morfolégicos y citoquimicos convencionales; b) establecer subgrupos inmunolégicos en
poblaciones celulares normales y en su contraparte leucémica, y c) definir poblaciones
celulares con propiedades biolégicas especificas. Por lo tanto, mediante los métodos

inmunolégicos es posible reconocer antigenos (Ag) en la membrana o en el citoplasma de
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las células, algunos de los cualcs son cspccif‘ cos’ paru dlfercntes poblaclones celulares
especificas. En la tabla | 2 se muestra la manera snmphf' cada de rcahzar la asngnaclon del
fenotipo de las Leucemlas Ag,udas dc acuerdo con la expresnén de ‘los’ Ag u otros
marcadores en células leucémicas. Cabe resaltar que solamente se haccV mencién de algunos
marcadores rcpresemaliv‘os y que posteriormente en los pr'éximosbéapitulos se detallara
otros importantes marcadores que han sido Gtiles para la diferenciacién y el diagndstico

entre las diferentes clases de Leucemias Agudas. (3)

Tabla 3.2 Clasificacion inmunoldgica simplificada de las leucemias agudas (3)

PROPOSITO LAL B LAL T LAM
Definicion de linea [CD79a/CD19 _[CD3c/CD7 | MPOc/CDI3, CD33
Maduracién CD34/TdT CD34 / TdT | CD34/CDI15/ HLA DR

LAL B = Leucemia aguda linfoblastica B; LAL T = Leucemia aguda linfoblastica T; LAM = Leucemia aguda
mieloblastica; CD = Grupo de diferenciacion (Cluster diferentiation); MPOc = Mieloperoxidasa citopldsmica
identificada por anticuerpo monoclonal; TdT = Transferasa de desoxinucledtidos terminales identificada por
anticuerpo monoclonal.

3.3.2.3- Clasificacién citogenética.

En muchos casos de Leucemias Agudas se encuentran alteraciones cromosomicas (en:la
Leucemia Mieloide Aguda ocurren mas del 50% de los cnfermos) De las alleracxones
unicas en LMA, pueden sefialarse: : :
e t(4:11) (q21;q23) en la LMA - M4 (mlelomonoblésuca)
* 1(8;21) (q22.1;q22.3) en la LMA — M2 (mieloblastica con mad

quimérico AML1/ETO (Leucem:a Mlelond Aguda/Ocho
s t(15;17) (q22,qll 2) en la LMA M3 (pronueldcitlca),

cién); produce un gen

(PML/RAR-O.' leucemla promnelocxtlca/receptor alfa’ del écldo r
. |nv(16) (p13.2q22) en la LMA M4Eo (mlelomonoblzistxca con eosmof lla)

Los’ pnmcros tres eventos son denommados como ranslaggcloﬂe s Y se produccn por un
‘ mlercamblo de partes de 2 cromosomas sin pérdida visible de material cromosémico
o (translocaclén recfproca balanceada); el ltimo evento es denominado como inversidn y
"puede ser unagmada como una seccién de un cromosoma que esta siendo tomada y girada

180° y vuelto a insertar en su posicién original. (44)

17



En Ias Leuccmla Linfoblastica Aguda, una altcrac:én cromosémnca frecuente es el
7 cromosoma blladelﬁa t(9q+; 22q-) (g34.1;q11.2), que produce también un gen quimérico
llamado BCR/ABL (Grupo de region de punto “de rompimiento/Abelson) que codifica la
_sintesis de la proteina pl190, con actividad de tirosin-cinasa. El cromosoma Filadelfia
aparece en 2% de los enfermos de la LLA infantil e incluso en 25% de los casos adultos. El

gen MLL (Leucemia de Linaje Mixto) (11q23) 'sc,lqcalim en el cromosoma 11 y se

encuentra frecuentemente alterado en LLA y LMA. ‘especidlmcntc en la LMA secundaria al
empleo de firmacos inhibidores dc la topoisomerasa l[ y en algunas LLA en células B; se

asocia a un prongéstico sombrio. (3)

3.3.3- Clasificacion de las Leucemias Cx;énicas.- =

En Meéxico, podemos mcncnonar a tres dc lmporlancna Leucemm Mielocitica Cronica
(LMC), Leucemia meocmca Crémca (LLC) y Lcucemla de Celulas Pilosas (LCP).

3.33.1- qucémie_l Mielocitica C'rrcv')‘n‘ictra."‘

: Conslstc en'una prohfcmcnén neoplaslca pn.dommanlemcnlc de la scrlc ranuloc ca sm,

embargo, se observan alteracloncs en Ia serle ro_,a y en las‘ pla ue

. se obscrva en mas del 90% de los paclcntes

: Laj LMC se puede clasificar en forma clinica en:
- . beica (CrPhl presente) '
: e Atipica (CrPhl ausente)

o - Variedad juvenil (at(plca dcl “nifio) oy L :
También ocasionalmente se pueden observar leucemlas en las que predonuna alguna célula
madura, y existen al menos 4 subtlpos :

e - Leucemia eosinofilica crénica ...

e - Leucemia basofilica crénica
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* Leucemia monocitica crénica |~ . .

e Leucemia neutrofilica crénica
3.3.3.2- Leucemia Linfocitica Crénica.

Es una neoplyasiék hematolégica que se caracteriza por proliferacién y acumulacién de
linfocitos de aspecto relativamente maduro o normal. Esta Leucemia se origina, en 90% de
los casos, en linfocitos B; en México se observa con alguna frecuencia, probablemente
ocupa el ultimo lugar, solo antes que la Leucemia de las Células Pilosas. La enfermedad
aparece de manera tipica en individuos mayores de 50 afios, es infrecuente en extremo en
adultos menores de 35 afios y muy excepcional en nifios. La enfermedad es de curso
. indolente y en muchas ocasiones, el paciente fallece sin haberse realizado el diagnéstico de
 lLLC.

El ’50% de los enfermos presentan alteraciones cromosémicas, la anomalia mas frecuente es

la‘tlk"iksonil'a 12 y la adicién de material genético al brazo largo del cromosoma 14 (14q+).
“Enla siguicnte tabla, se enmarcan los estudios clinicos de Binet de la LLC, los cuales son

aceptados en ¢l Ambito internacional:

Tabla 3.3 Estudios Clinicos de Binct de la Leucemia Linfocitica Crénica. (3)

ESTUDIO CRITERIOS SUPERVIVENCIA MEDIANA (ANOS)
A Ausencia de anemia y trombocitopenia. Menos de 3 >10
arcas “linfoides” invadidas
B Ausencia de anemia y trombocitopenia, Tres o mds 5
areas “linfoides” invadidas
C Ancmia (Hemoglobina<10g/dL) y/o 2
trombocitopenia (plaquetas<100x10 %/ L)

3.3.3.3- Leucemia de las Células Pilosas.

Es una enfermedad linfoproliferativa que se origina en los linfocitos B. Las células
leucémicas se caracterizan por. tener prolongaciones en el citoplasma (“pelos™). La
_.enfermedad es poco. ffrécucnte en México y predomina cn el norte del pais, la entidad es

¢~ indolente y'prgqbrfgin_a'eﬁ;varonés (5-8a1).(3)
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’ ‘(:iévriv'cnu’"c los tumores de linfocitos y las malignidades mieloides; por medio de
; ‘mmdéres fenotipicos y genotipicos que se pueden detectar con las nuevas herramientas
: ‘dugbse disponen a nivel de diagndstico en Biologia Molecular y también, como parte de esta
nueva pfopuesta de clasificacién de las malignidades hematolégicas, cabe resaltar que la
clinica y los primeros métodos y técnicas de diagndstico son en su mayoria, de utilidad para
agrupar y diferenciar las clases de leucemias que padece el hombre.

De este modo, tenemos a los siguientes grupos.

3.3.4.1- Desordenes micloprolife‘rati\'/os." b

Este termmo fuel acunado p : ameshék en el'aﬁo‘ 1951, descnbe un grupo de
padccumentos ca'('sndos po' mhferamén auténoma, irrestricta de 1 o mis tipos de
elementos celulm"es (‘precursores‘ hcmatopoyétlcos) en la médula 6sea. Generalmente se
exhibe en sangre perlfénca un aumento de eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Aunque la
alteracién de las tres Ifneas celulares es peculiar de estos trastornos, en general, una linea se
afecta més que las otras (27, 37)

La claslf cac:én de dxchos desérdenes, se muestra de la siguiente forma:

I.- Desérdenes mieloproliferativos crénicos.

e Leucemia Mielocitica Crénica (LMC)

e * Policitemia Rubra Vera, Mielofibrosis, Trombocitopenia esencia.

20




ll - Sindromes rmclodlsplasncos/mleloprohferal ivos.

‘ VLchcemla Mlelomonocmca Crénica (LMMC)

. Mlelyoﬁbros;s Aguda
e Sindrome mfelodisplésico
* Anemia Refracmrié ‘
* Anemla Reﬁ'actuna con sideroblastos en anillo

* Anemla Reﬁactana con exceso de blastos

* Anemia Refraclana ,c,o”'exceso de blastos en transformacion

al ‘Ill',.-b Lcu 'ixiia \

“‘/3.3.4.2': Desérdenes linfoproliferativos.

:va's_un grupo de padccimientos los cuales quedan claéiﬁcados usando - el crilérb deila
"k[asociaci'én REAL (Linfoma Revisado por Europcos y Américanos) Eslé clasifi caéién :
define un nimero de entidades clinico — patolégicas basado en la etapa de dlferencmcnén de- .
células tumoraies asf como por su apariencia morfolégica y la cxprcsxén dc marcadores :
celulares especificos, la presencia de anormalidades genéticas en las células y por
caracteristicas clinicas. (27, 37)

La clasificacion de estos des6rdenes se presenta a continuacion.

l.- Leucemias Linfobldsticas

e Precursores de células B (Leucemia Linfobldstica Aguda comiin [LLA-c];
Leucemia Linfoblistica Aguda pre-B [LLA-preB]; Leucemia Linfoblistica Aguda
pre-pre B {LLA pre-pre B)])

e Precursoras de células T

e Leucemia Aguda de linaje bifenotipico
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II.- Tumores de células B maduras (en sangre periférica)
e Leucemia Linfocitica Crénica (LLC)
o - Leucemia Linfocitica Croénica Atipica
e Linfoma de Células Mantle
e ' Leucemia Prolinfocitica B

e Linfoma de zona marginal

e Transformacién de Células grandes de,Leubccnrlik,L‘ihfocitica Crénica
* Linfoma Folicular : ’

¢ Linfoma dc Burkitt no endémica :

*  Linfoma difuso de celulas B grandes

s Mieloma. Plasmacitoma y. Mleloma y, Gamnpatfa Monoclonal de Slgnlf' cado lnc:eno k
(MGUS en inglés) i N

e Leucemia de Células l’x sa

Lcuccmla l’rolmfocﬂlca
e meocnosns Gran Iar Grande : .
o Micosis fungondes/Slndrome de Sezary
. Papulosis hnfomalmde y lmt‘oma anapldsica cutanea CD30+
LIS Lcucemla/meoma de células T adultas

e Linfomas de células T ganghonar

IV.- Linfoma dg Hodgkin
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3.4- Etiologia de las diferentes clhscs de Leucemias.

A pésar der que durante gran parte del siglo XX, los cientificos y clinicos se dedicaron a
buscar y entender las causas que originan las leucemias, puede decirse que en algunas de

: ellas es poco entendido o incomprendido completamente la razon (es) por lo-que se

descncadena (n) las diferentes clases de Leucemias. Sin embargo, se ha logrado caracterizar .
i rulas bloqu(mlcas, genéticas, cromosémicas, entre otras, las cuales se han visto al(eradas [\

mtcrrumpldas y 'se han asociado con la aparicion de la entidad patolégica. Asi, se ha.

o encontrado lo siguiente para cada clase de Leucemia:

*3.4.1- Etiologia de la Leucemia Lihfoblastica Aguda cn nifios.

una al!cmclén genética de una celuln hematopoyéuca Sc

[‘ ancom y ataxia telangncctasxa En algunos casos. estd

umdas o hcrcdadas del gen p53 y

Adenosm-desammasa 'lamblén la predisposicién famlhar pcsa en este aspecto y podemos

o mencxonar las sngunemcs enudades Sindrome de Schwachman, la expresnén de leucemias

: 'entre hemmnos y familiares. Agentes virales se han asociado con la aparicion de esta clase

- de leucemla como el Virus de Eipsten-Barr, el Virus de la Leucemia de Células T Humana
m 1, en algunos casos el virus del Sarampién y factores ambientales como firmacos,
tabacos, tintes de pelo, La caracteristica principal es que todos estos factores inducen a la

- formacién de un estado de aneuploidia en las células involucradas. (42, 46)
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3.4.3- Etiologia de la Leucemia Miclobldstica Aguda.

Esta clase de Leucemia cn particular estd dada por una scrie de factores multiples que
originan su aparicién. Tenemos asi la exposicién de agentes quimioterapéuticos como los
agentes_alquilantes (ciclofosfamida, nitrosoureas, clorambucil); a los agentes téxicos
(benceno, tabaco, cloranfenicol, fenilbutazona, epipodofilotoxinas como etoposida y
teniposida; a la radiacién militar, _industrial, _diagndstica terapéutica; a ciertas
anormalidades congénitas como el Sindrome de Bloom, Down, anemia de Fanconi y a

ciertas_enfermedades previas en_la médula ésea como la Hemoglobinuria Paroxistica

Nocturna, sindromes mielodisplasicos y mieloproliferativos (Leucemia Mlelocmca ;
Crénica, Policitemia Vera, Trombocitopenia esencial y metaplasia mxclonde agnogémca.
(45, 16)

3.4.4- Etiologia de la Leucemia Linfocitica Crénica.

- En esta entidad, parece tener importancia los factores genéticos, edad, sexo y‘ld;s déféétds
inmunitarios heredados o adquiridos. La cxposicién a radiacién lomzantc ya los ag,cntes,
quimicos quizd no tenga un papel relevante. En estudios recientes s consndcra que la
infeccion con el HTLV-1 puede tener relacién con la LLC. Aunque se¢ sabc que el vxrus-
infecta principalmente a las células T, también lo hace con las células B; sin embargo en"
estas ultimas no induce aumento de su proliferacién como lo hace con las células T. Los'
factores genéticos se evidencian por la presentacién de la forma familiar de la Icuccn'ua yl
porla frccucncxa mayor con la que ocurre la neoplasia en los familiares de los pacxemes con v
LLC. Las anomalias cromosomicas comunes son la trisomia 12 y la 14q+; esta ultuna cs’:r
otro marcador de mal prondstico. El oncogen bcl-1 se ha detectado en las células_'de LLC y

se localiza en el punto de rotura de la translocacién t(11;14). (45, 46)
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3.4.5- Etiologia de la Leucemia Mielocitica Crénica.

En 1845, Craige, Bennetty y Virchow describicron el padecimiento al notar el aspecto’
“purulento” de Ia sangre de estos enfermos. La ctiologia de Ia LMC es descondcida enla
mayorfa de los casos; sin embargo, los riesgos de desarrollar LMC es mas alto a la
exposicion de la radiacion (claro ejemplo se mostré con los sobrevnvnentes de las
explosiones atomicas en Hiroshima y Nagasaki). No se ha asociado con algin agente
etiologico oncolégico o viral, pero se reporté un caso donde después de un transplante de
médula 6sea, las células residuales del donador que expresaron el cromosoma Filadelfia,
posiblemente transfirieron material genético a las células del receptor y cste paciente

presento la entidad patoldgica. (45, 46)
3.4.6- Etiologia de Ia Leucemia de las Células Pilosas.

La ‘ctiologia de la LCP se desconoce. La exposicién . al - benceno, . insecticidas
organofosforados u otros solventes pueden estar asociados con el ‘de‘s‘arrollo de’la
enfermedad, pero no ha sido confirmado. La exposicién a la radiaciéri; qﬁ(micqs agricolas,
hollin y previa mononucleosis infecciosa han sido sugeridos como asociaciones etiolégicas;

sin embargo, una relacidn causal no ha sido establecida definitivamente. (2, 45, 6)

3.5- Rasgos gencrales sobre la patogenia de las Leucemias. . - :

El comin denominador en la patologia de las leucemias es la remocién parcial o completa
de la hematopoyesis normal en la médula ésea por 1 clona ‘de células hematopoyeticas
ncqplésicas alteradas gendéticamente. Este " crecimiento ventajoso resulta en anemia,
fagocitopenia, trombocitopenia e infiltrados leucémicos. Todas las leucemias tienden a
mﬁltrase en higado, bazo y ganglios linfiticos, pero suelen infiltrarse también en rifién,

.. génadas, hueso, articulaciones y amigdalas.

“.La forma en que se desarrollan las leucemias y los eventos que desencadenan estos

- procesos cancerigenos, en diversos casos, es poco entendido o comprendido; pero a pesar

de esta situacidn, se han realizado una serie de estudios que han tratado de explicar el
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. origen de Ias lcucemlas o por lo menos, han cxphcado de ma.nera parclal la palogcma de

las diferentes clases de Leuccmnas ;
De este modo se uencn las sxgunentcs exphcacnones que ¢ han encontrado 0 descubncrto y> T

2 que uenen rclacxén con la palogema de las L 'cemlas

o 3;5.!- Patogenia de la Lcucémia Lihfobléstlca Aguda. i .

. Existen alteraciones genéticas, como en olrbs casos de iﬁalighidﬁdeé, incluyen la pérdida de
genes supresores de tumores y la ‘mutacién de oncdgcncs; ‘Las translocaciones
cromosomicas en las leucemias agudas afectan muy frecuentemente a lbs -genes que
codifican los factores de transcripcion, las proteinas regulatorias criticas que controlan el
desarrollo de las células sanguineas. La translocaciéon puede afectar a las céiula por uno de -
los dos siguientes mecanismos: /a juxtaposicion de una unidad de transcripcion intacta de
un cromosoma a un elemento mds alto de un gen en otro cromosoma, o por la formacién de.
la fusién de proteinas quiméricas. En la LLA, la unidad de transcripcion esta translocada
frecuentemente dentro de la vecindad de genes que codifican cadenas discretas de .
moléculas de inmunoglobulinas o de receptores de linfocitos T. dando origen a una
expresion inadecuada del gen translocado. Por ejemplo, en la t(8;14) en la LLA de cévlulnsf

B, el proto-oncogen MYC se transloca dentro del locus IgH, conduciendo a la cxprésiéh;a:

inapropiada de MYC. Sin embargo, el producto del gen MYC es ldénuco al “tlpo ongmnl" :

En general, las translocaciones involucradas en las LLA de linfocitos T estan caracterizadns N

por la expresion no regulada de un gen. Altemauvamcntc, las translocacnonesv

cromosémlcas pueden interrumpir dos genes dentro de su secuencla de codlﬁcac»én,

'conduc:endo a la creaclén de una proteina de fusnén qulmérlca Por eJempIo, en £(9;22)

E tanto en la LLA como cn la »Leuccmla Mielocitica Crénica (LMC), resulta en la formacién

ménca BRC ABL Ia cual codifica una prote[na citoplasmatica

¢ actlvado "ABL del tipo tirosincinasa. En general, las translocaciones
en las LLA dc células B [con excepcion de la t(8;14) y la t(5;14) (q31;q932)] originan

: protelnas de fusnon qunmérlca En la siguiente tabla se muestra la clasificacién por funcién

- "de los oncogenes y de las conexiones de las translocaciones en la LLA. (2)
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Tabla 3.4 Clasificacion por funcion de los oncogenes en las conexiones de translocaciones en LLA (2)

e
INMUNOFENOTIPO

GEN L LOCALIZACION l TRANSLOCACION | CONSECUENCIA DE

LA TRANSLOCACION

Factores de

transcripcion

HOXI11 10q24 1(7:10), 1(10;14) Expresion no| Linaje T
regulada

LYLI 19p23 1(7;19) Expresion no|Linaje T
regulada

RBTNI 11pls t(11;14) Expresion no|Linaje T
regulada

RBTN2 1ipl3 t(11;14) Expresion no| Linaje T
regulada

TALI (SCL) 1p32 t(1514) Expresion no{Linaje T
Tep

TAL2 9q32 t(7;9) Expresién nojLinaje T
regulada

MYC 8q24 1(8:14) Expresion nojLLATyB
ep

AMLI 21q22 1(12;21) Proteina de fusién__{ Linaje B

TEL 12pl2 1(12;21) Proteina de fusién | Linaje B

E2A 1923 1(1:19) Proteina de fusién__{ Pre-B

PBXI1 19pi13 1(1:19) Proteina de fusion | Pre-B

MLL 11q23 14:11), t(11:19) Proteina de fusién__|{ B, micloide-B

Familia SRC (Proteinas

Tirosincinasa)

LCK Ip34 1137 Expresién no| Linaje T
regulada

ABL 9q34 1(9:22) Proteina de fusion | Linaje B

Proteinas seril

BRC 22ql! 1(9:22) Proteina de fusién | Linaje B

Factor de accimicnto

L3 5q31 t(5;14) Expresion no(LLA Pre B
regulada

Receptor de superficie

celular

TAN! 9q34 1(7:9) Expresion nolLinaje T
L2 1]

Regulador del- ciclo

celular

CDKN2 9p21 del(9p), t(9p) Pérdida dej Linajes Ty B
expresion

27



_ 3.5.2- Patogenia de jaiLeugemia Mieldblééﬁica Aguda ‘

Se cree ‘que’ la’ Lcucemm Aguda sea un desordcn clonal, lo que significa que lodas las
celulas que aparecen mahgnas, descienden de una sola célula progenitora. Las cv1dencms
del origen clonal de la Leucemia Aguda se originaron de fa deteccion de la homozngocldad
" para la_isoenzima glocosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) en células’ leucémicas
obtenidas de mujeres conocidas para ser heterozigotas para la expresion de la isoenzima
G6PD ligado al cromosoma X. En general, hay dos tipos de lesiones en las Leucemias: Una
categoria involucra la activacion genes promotores de crecimiento (proto-onco). En otro
tipo incluye la interrupcion o falla de expresion de genes supresores de crecimiento o de
induccion a la diferenciacion (ejemplo, genes supresores de tumores). Ejemplos de proto-
oncogenes activados que han sido descritos en la LMA en humanos incluyen alteraciones
de uno de los tres miembros de la familia de genes ras, proteinas de unién a proteinas G de
21 kDa involucradas en la scfial de transduccién de crecimiento. Del ‘10 al 30% de los
pacientes con LMA tienen anormalidades en uno de estos tres gencs ras. Los micloblastos
que expresan niveles signifi cantes dc c:crtos prolo-oncogenes ‘asociados a la proliferacion

nuclear a la unién de ADN (ejcmplo, c-myc. c-myb), el proto-oncogen del ligando de la

lmmbopoyetma c-mpI 0.l proto-oncogen annapopt 1co bcl 2, pude cada uno estar

asociado a una respucsta meno 'fav able a:l lerapla. La expreSIén reducida de genes

E supresores t ; of Rb (c_;cmplo , retmoblastomn) han sido

"-:'desan'o o c la Leucemxa, como lo es en los ejemplos de las ¢(15;17) (q22;q21) en la
Leuccrma Promnclocmca Aguda y de la t(8;21) (922;q22) la cual esta asociada a la LMA
“M2! (2)
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3.5.3- Patogcnia de jg l{gqcemia Linfocitica Crénica.

Las célulasrLLC' expresan antigenos pan-B (ejemplo, molégu!ag HLA clase 11, CD19, CD
:20) asi también como antigenos de activacién (CD23, CDZS, CD71, BS,'B7), bcno no
- expresﬁh los antigenos de diferenciacion terminal que expresén la§ células blhsméticas. Este
- inmunofenotipo sustenta la hipotesis de que la célula LLC B es‘un ylbin‘fécitovB activado, lo

cual significa que las células pueden ser activadas sin division pero no sugicre que estén en
" un estado de proliferacién activa. Las células LLC B han sido réportadas también que
expresan otros antigenos mds caracteristicos de células Pilosas, mbnocités o células
mieloides. Las implicaciones bioldgicas de estas observaciones permanecen para que sean
determinadas. Un rasgo caracteristico de las células LLC B es la expresién del CDS. Se
cree que las células CDS5 en LLC representan una subclona menor de linfocitos normales, la
cual experimenta una transformacién maligna a través de un proceso desconocido. Los
factores de crecimiento que han sido involucrados en la proliferacion desordenada y la
diferenciacién de células B en LLC incluyen al factor de necrosis tumoral (TNF),

interleucinas 2, 4,6, 7, 8, 10, 11, 12, 13 y otros factores de crecimiento de linfocitos B.
~ Unade las éaractérisﬁcas clinicas de la LLC es la presencia de procesos autoinmunes y una
krgciente tebria es que la LLC de células B es una proliferacién monoclonal de anédrgicas
’CDS-i-» ﬁnfocitos B autorrcactivos dedicados a la produccién de - autoanticuerpos
pohrrcactlvos naturales. Por otro lado, se ha visto que la relacién del gen anttapoptétlco
BCL-2 al gen proapoptétlco BAX esta incrementada en las celulas LLC, lo cual ﬁavorece la -

supervivencia celular. (2)
;+ 3.5.4- Patogenia dé la Leucemia Mielocitica Crénica. -

La Leucenua Mlelocmca Crénica (LMC) es un desorden hematopoyétlco clonal debido a

un defecto genético adqumdo en la célula allo (stem'cell) plunpotcncml Como un

resultado, la hematopoyesis nomxal es’! gradua 'ente despla.zada por una proliferacién

incrementada de células dlferencmdas kac(eristlcas de expansién de elementos

micloides. La leucemia -fue reconoclda p 0 en 1840, pero la LMC fue claramente

distinguida de otros tipos de lcucermas solamcnte con la liegada de tinciones panépticas de

29



_frotis sanguineos al final del siglo XIX. En _1960, eI cromasoma - Filadelfia (Ph) . fue
descubierto en las células LMC por lo que la LMC fue la primera neoplasia humana al ser
caracterizada por un consistente marcador citogenético. En 1973 el cromosoma Ph se
mostré como el resultado de una translocacién reciproca balanceada quey involucra a los
cromosomas 9 y 22. En la década de los 80°s, se caracterizé al gen quimérico BRC-ABL
formado como el resultado de la translocacién Ph. Ahora se picnsa que juega un papel
central en la patogénesis de la fase créonica de la LMC. El mecanismo oncogénico del gen
BCR-ABL es un drea de intensa investigacion. La presencia de la proteina BCR-ABL como
producto en LMC una evidencia circunstancial congénita por su papel eﬁ la patogénesis de
la enfermedad. Dicho gen ha sido encontrado en células hematopoyéticas muy primitivas,

por lo que sugiere la participacion de una célula tallo pluripotencial en el desarrollo de ia

oncogénesis. Se ha demostrado que la funcién ABL es primordialmente la de - fosforilar

residuos de tirosina propios de la proteina quimérica y de otras proteinas. La funcién del i
BCR es debatible. El gen codifica una serina-treonincinasa, pero no se ha determinad(; de
manera clara su papel en el desarrollo de la Leucemia. El complejo 'BCR-ABL forma un
" complejo con el complejo molecular GRB-2/SOS, el cual juega un papel lmponantc cn cl\"..:‘l

sistema intracelular del scgundo mensajero por deba_po del punto RAS. La mterrupcnon de:
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S ICO DE LAS DIFERENTES CLASES DE

4- INICIOS DEL DIA
: LEUCEMIAS

En el prescnte lrabajo se ha hecho mcncxén sobre Ios pruneros registros que se realizaron a

mvcl clinico - sobre esta enfermedad, esto fuc a part d ’m‘io de 1847 cunndo Virchow
describe por primera vez a la enfermedad que dcnommé' Leucemia en’ todos aquellos
pacientes que presentaban como caracteristica prmc'pa i_é “;:)m‘-uklenta" de la
sangre de dichas personas. (42) : 1 s

Estc aspecto es consecucncia de la leucocitosis y ‘con el

posterior estudio de la sangre a nivel microscépic y’cl' llo de las lécmcas .

tintoriales que permitiera diferenciar cada elemento ¢ lular de la sangre, el avance en el
estudio y caracterizacién de las diferentes clases de Ieucemxa fue déndose en forma gradual
Con lo primero que sc contd para el diagndstico en primer lugar, fue con el desarrollo de la
clinica que el médico realizaba a los pacientes, es decir, la descripcion de signos y sintomas
bquc el paciente presentaba y describia, esto fue fundamental para caracterizar las diferentes
clases de Leucemias, ya que con los avances que se tenfan a nivel de laboratorio clinico, en
el aspecto del conteo celular en la sangre (cuenta de eritrocitos y de leucocitos en un
b kvolumcn de sangre dado) y las técnicas de tincién de la sangre, se logrd especificar que las
Leucemias son un grupo de neoplasias y que podian ser clasificadas de acuerdo a la rapidez
_en que se presentaban (aguda o crénica) y el tipo celular que predominaba (blastos o celulas
maduras de la familia mieloide o linfoide). i .
También fue decisivo el empleo de las técnicas quirtirgicas, y hablando de manera muy
particular, la realizacion de las biopsias de médula dsea (tejido hematopoyético como -
actualmente se sugiere para la terminologia del compartimento que origina Ia
hematopoyesis). Se entiende por biopsia como la técnica quinirgica en la cual se sustrae
parte del tejido (muestra) a analizar y obsefvar las caracteristicas morfopatolégicas que nos
ayuda a determinar el diagnéstico de la anormalidad. (6)
En base a estos criterios, se hablard sobre las primeras herramientas que se contaron a
finales del siglo XIX, en todo el Siglo XX y que a principios del siglo XXI, siguen usandose

para el diagnéstico de las diferentes clases de Leucemias.
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N aunqueene as

421- Dé}gg dc quo a g'io’ y Cliniéa de las diferentes clases di; Leucemias

' Desde al prmcxpxo de la caracterizacién de las dlfcremcs c]ﬂses du Leucemla se contd con la

determmacuén del cuadro clinico del pac:ente por pzme del. médico para cstablecer la -

naturalem de la enfermedad y con el desarrollo de los avances tecnolo;,lcos y cientificos a
. nivel de laboratorio, la clinica se vio fortalecida para el diagn6stico de los diferentes upos
de Leucemias que existen. Como se reporté anteriormente, la primera clasificacion de las
Leucemias se basd en el tiempo en que se presentaba, desarrollaba y desencadenaba la
enfermedad, asi pues, tencmos que se establecieron las Leucemias de iipo z_!guda; cran
aquellas cuya desarrollo y fase final se presentabaﬁ en muy poco tiempo y las personas que
la padecian tenian un tiempo de vida muy corto; y las Leucemias del tipo crénica eran
aquellas en las cuales los pacientes tenfan una mayor esperanza de tiempo de vida, ya que
se desarrollaban con menor velocidad con respecto a las Leucemias A_gudaS. Cabe aclarar
ahora que actualmente esto ya no se aplica ya que se dan muchos casos en que pacientes
que padecen las _Leucemias de tipo “‘crénicas” pueden morir mas répidamcnté cjue aquellos
que padecen de las Leucemias Agudas a diferencia de que estos tltimos estén recibiendo el
tratamiento adecuad6 y los primeros no. Ahora en nuestro dias, la déenominacién aguda y
. “cronica’se aphca prmcnpalmente al estado de maduracién del linaje celular que esta
' predommando. Se consndera que en las Leucemlas Agudas predominan las células

mmaduras o blastos

que en las Leucemlas Crémcas prcdomman las células maduras,
) 'se 7 4 més adelante st

lenden a tener una fase de conversion
+ a las del upo ag

‘”Tcnemos a contmuncnén, la descnpc:én de la clinica de las dlfcrenles clases de Leucemias:

g  ' 4.1 ;,I- Cuadro lehico de las Leucemias Agudas.

-En kn‘ ifios, el cuadro clinico puede imitar o parecerse a otras enfermedades como artritis
reumatoide, fiebre, nefritis, meningitis y ain a hiperparatiroidismo. En raros casos de
Leucemia Linfobldstica Aguda, se ha presentado anemia apldsica, hipereosinofilia, nédulos
pulmonares, necrosis en médula 6sea, efusion pericdrdica, hipoglucemia, nédulos en la piel
y neutropenia ciclica. Hay mayor probabilidad de infiltracién en higado, bazo y ganglios
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linfaticos que en los adultos Se ha visto que casi 2/3 partes _de: los pacnemes con LLA~

padecen hcpdtocsplcnomegalla y:la mitad con lmfadenopaua son’ asmlométlcos La
adenopatia para traqueal y mediastinal puede originar sintomas respiratorios de leves a
severos. Con respecto a los rifiones, la LLA puede originar en presentaciéon de pelicula de
hematuria, hipertension y falla renal asociado a nefromegalia. En nifios y en infantes que
padecen Leucemia Mieloide Aguda del tipo MO (segun la FAB), es comun que presenten
infiltrados en los pulmones. A nivel de meninges, puede originar dolor de cabeza, emesis y
papiledema al momento del diagndstico. En el Sistema Nervioso Central se distinguen 3
grados o grupos de Leucemias: SNC0O, SNC2 y SNC3. También en los nifios se puede dar la
Leucemia testicular. En el caso de la LLA en adultos presentan de forma aguda signos y
sintomas atribuibles al desplazamiento en médula ésea con la clona leucémica y menos
frecuente con la proliferacion en sitios extramedulares que conducen a la identifiacién de la
disfuncién del organo. Dentro de los sintomas no especificos tenemos: anemia
hipoproductiva, fatiga, debilidad, palidez, taquicardia y dolor en el pecho; infeccion o
fiebre y también la hemorragia es comun. Se encuentra también la leucemia a nivel del

SNC llfadenopatla, esplenomegalia, hepatomegalla, masa mediastinal, Leucemia en pleura,

hucso, pcncardlo. rcuna y, en menor proporcion, en piel, pulmén. Rifién, testiculos'y -

amxgdalas Ahora cn ¢l caso de las Leucemias Mieclobldsticas Agudas, incluye sintomas

asoclados al despla.zam:cnto de la médula ésea como palidez, fatiga, sangrado, contusién

;(debldo ala trombocnopcma se nota especialmente en piel y mucosas), fiebre ¢ infeccién.
Las presentac:oncs extramedulares pueden ocurrir en aproximadamente el 5% de los casos

de'LMA y muy cominmente involucra la piel. Asi pues, en forma general, los pacienfes

que ‘sufren LeucemiaskAgu'dask se presentan con sindromes hemorrégico', anéinico'ov'

infi ltrauvo, aisladamente 0 en- combinacion. La hemorragia puede deberse a“,'

trombocltopema por mvasu’)n leucémica de médula ésea o a la coagulopat(a por consumo,“ S

como ocurre enel caso dc la'LMA del tipo M3. La ancmia se debe tamblén ala mvasxén

tumoral de Ia médula ‘6sea "y - habitualmente, es mds grave en la LL

i infiltrativo suponc crecmuemo de ganglios, bazo o higado; las leucemlas 4con componente"x X
o monoblésuco infiltran las encias con mayor frecuencia que las LLA La expansxén de la

cawdad medular por la proliferacién celular monoclonal puede causar dolores 6seos La E

LLA dc celul&s T con frecuencia generan crecimiento en el timo. (45 46)
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4.1.2- Cuqdro Clinico de Ia Lgﬁgg{nia Mielocitica Crénica. -

La LMC presema tres fases a)Fase Qrgmcg - Cursa en forma subchmca duramc meses o

g aﬁos (en promedlo 6»aﬁos, tiempo que transcurre entre la apuncnén dc la pnmern célula E

l‘lladel!‘a (Ph) +

y la apancxén de cifras leucocitarias > lOO x IO celulas / L Cuando el

o recucnlo lcucocltano se elcva por arriba de 50 x 10° células / L a arecen sintomas como |
. P

g ' ffauga, malestar geneml pérdida de peso, diaforesis nocturna, dolores 6seos y sensac:én de i
T plcmtud en hlpocondrlo izquierdo. En esta etapa es caracterisuco la prescncua de,
:csplenomegalla Puede - ocasionalmente acompafiarse - de datos clfmcos de “sindrome
: .'ﬁanemnco, hemorraglparo o trombdtico. b) Fase Acelerada.- Durante esta fase hay algunos
datos clinicos que sugieren la transformacién de la fase crénica en la tercera fase o blastica.
: vBs‘tos datos gencrales se pueden aplicar s6lo a pacientes ¢n tratamiento ¢ incluyen fiebre sin
- causa aparente, mayor sindrome anémico o trombohemorragico, crecimiento progresivo del
bazo o aparicion de crecimientos ganglionares e c)Fase blastica - El paso a la fase blastica
ocurre de 2 — 6 afios después del diagndstico (en promedio de 3 — 3.5 afios). Los datos
clinicos son heterogéncos y similares a los del inicio, pero con mayor gravedad: fiebre,
diaforesis nocturna, dolores 6seos, mialgias y artralgias, anorexia, fatiga, pérdida de peso y
depresion. Sc hacen mds aparentes ¢l sindrome anémico, hemorragiparo e infecciones, asf
como linfadenopatia y en algunos casos, signos de invasién meningea. Sin embargo, en

raros casos, el pacicnte puede entrar a la fase bldstica totalmente asintomdtico. (45, 46)

4.1.3- Cuadro Cliico de Ia Leucemia Linfocitica Crénica

Prcscntan lmfocnlosns los pacxentes y en ‘estudios realizados, se ha

'establccndo ‘un snstema de etapas dond se b_fsklicv:éks clinicas; en base al

: crneno de Ran o
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Tabla 4.1 Caracteristicas clinicas de la LLC segin Rai (3)

- CTAPA RIESGO DE GRUPG | CARACTERISITCAS | SOBREVIVENCIA
B CLINICAS PROMEDIO EN
ANOS
-0 Bajo Riesgo Linfocitosis en sangre y o> 10
) médula 6sea sol
IR Riesgo intermedio Linfocitosis+linfadenopa 7
g tia+esplenomegaliathe-
: . patomegalia.
.- Riesgo intermedio Linfocitosis+linfadenopa 7
i ’ tia+ esplenomegaliathe-
| I
Allo riesgo Linfocitosi+anemia+
trombocitopenin
Alto riesgo Linfocitosi+anemia+t
trombocitopenia

vTambiénv son inliy usados la clasificacion de Binet para la LLC que ya fueron mencionadas

en el ‘cnpftl‘.lloﬁl ya continuacién s¢ muestran de nuevo:

Tabla 4.2 Estudios Clinicos de Binet de la Leucemia Linfocitica Crénica. (3)

ESTUDIO CRITERIOS SUPERVIVENCIA MEDIANA (ANOS)
A Ausencia de anemia y trombocilopenia. Menos >10
de 3 drcas “linfoides™ invadidas
B Ausencia de anemia y trombocitopenia, Tres o 5
mas areas “linfoides™ invadidas
C Ancmia (Hemoglobina<i0g/dL) y/o 2
trombocitopenia (plaquetas<100x10 °/ L)

También del 10 — 15% de los pacientes evolucionan a enfermedades linfoproliferativas mis
agresivas (como el sindrome de Richter). También presentan incrementos en linfadenopatia,
hepatosplenomegalia, fiebre, dolor abdommnl. pél’dldil de peso y anemia progresiva y
trombocitopenia con un rdpido mcrcmcnto en la cuenta de linfocitos en sangre periférica.
Se observan procesos de autommumdad en el 20% de los casos (anemia autoinmune) y
otras afccc:oncs como la dlsmmucxén dc las Inmunoglobulinas y una tendencia a

desarrollar comphcaclones mfeccnosas (37 45, 46)

Con reSpe{:to a los datos que aporta el laboratorio clinico, tenemos lo siguiente para cada

clase de Leucemia: |
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4.1.4- Datos del Lab@ratorio de las Leucemias Agudas.

L.a marca caracteristica de la leucemia aguda es la combinacion de pancitopenia con blastos
circulantes. Sin embargo, es posible que no haya blastos en el frotis de sangre periférica
hasta en un 10% de los casos (leucemia aleucémica). Puede haber diversas anormalidades
de laboratorio. Es posible observar hiperuricemia, hiponatremia e hipokalemia. La enzima
Lactato Deshidrogenasa (LDH) puede verse incrementada su actividad como consecuencia
del recambio celular; si hay coagulacién intravascular diseminada, s¢ reduce la
concentracion de fibrindgeno, se prolonga el tiempo de Protrombina y hay productos de
degradacion de la fibrina. Los pacientes con LLA (en especial de células T) pueden tener
una masa mediastinica visible en radiografia de térax. Los enfermos con leucemia
meningea tendrén blastos en ¢l liquido cefalorraquideo. Se observa en casi el 5% de los
casos en el momento del diagnéstico y es mas comtin en los tipos monociticos de la LMA.
Se presenta la hiperleucocitosis, en a que una cifra notable elevada de blastos circulantes
(por lo general mayor de 200,000 células / puL. de sangre y representan del 15 al 95% de los
leucocitos totales) origina deterioro de la circulacién. Es muy comun que se den infecciones
por la neutropenia (500 hasta 100 neutréfilos / pl. de sangre) y también los procesos
hemorrdgicos se asocian con la trombocitopenia presentada (contco plaquetario < 20 x
10° plaquetas / L). Como se.verd postenormente, los pacientes con la variedad mieloide
aguda pucden tener granulos vxslblcs en los blastos. El bastoncillo de Auer es una inclusién

eosinofilica en agujaen ¢l cnoplasma yﬂes palognpmémcq de la LMA. (37, 45, 46)

4.1.5- Datos del Laboratorio de la Leucemia Mielocitica C‘;éyknic’a.

inio de fomlas maduras y células por lo

mieloide estd desviada a la mqunerda
general presentes en proporcxén con su grado de maduracién. Al presentarse los pacientes
por lo general no tienen anemia; la morfologfa de los eritrocitos es normal y rara vez se ven
eritrocitos nucleados. La cuenta de. plaquetas puede ser normal o elevada (en ocasiones

hasta valores muy altos). La cantidad de fosfatasa alcalina leucocitaria es invariablemente
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baja y es Enlgigndb de anomalias cualitativas en los neutréfilos, Los valores de vitamina B,,
eslxii) “muy . elevados por aumento de la . secrecion a:: transcobalamina I{I. Las
conécntraqioﬁes de acido drico pueden ser altas; el nivel éérico de la muramidasa también
“aumentd, Como se verd posteriormente, en los estudios cilogencticos el cromosoma
Filadelfia estd presente casi de manera invariable. Con la progresién a la fase acelerada y
,Biéstiéa, ocurren anemia y trombocitopenia progresivas; ademas aumenta el porcentaje de
blas(os en sangre y en médula 6sea. Durante la fase acelerada se puede presentar los
V‘siz‘;uienté:k anemia  (Hb<8.0g/dL), leucocitosis (>100x10°/L), trombocitopenia o
tromﬁoéitosis y durante la fase blastica existe >30% de blastos y/o promielocitos en sangre
o en médula sea. (37, 45, 46) ‘

i 4l6- Dé_t'osjcil:l thomtorio de la Leucemia Linfocitica Crénica.

La nm#ca‘éaj-agteristica de la LLC es la linfocitosis aislada. La cuenta de leucocitos suele -

ser ﬁiéyor de 20,000/}1L de shngre y puede estar muy elevada. Por lo general, 75 a 98% de
k ‘lasy células circulantes son linfocitos. Los linfocitos aparccen pequefios y “maduros™, con
cromatina nuclear condensada y morfolégicamente indiferenciables de linfocitos pequeiios
normales. El hematocrito y-la cuenta de plaquetas suelen ser normales al presentarse la
enfermedad; pero después se puede presentar un decremento en la cucnta de plaquetas y la
hemoglobina o hematocrito son consistentes con la anemia y, en la mitad de los pacientes,
hay hipogammaglobulinemia y esto es mis comiin a medida que avanza la enfermedad; en
algunos casos, se encuentra en silgro una pequeiia cantidad de paraproteina IgM. (37, 45,

. 4,1.7- Datos del Laboratorio de la Leucemia de las Células Pilosas.

‘La LCP se caracteriza por pancitopenia; la anemia es casi universal, y el 75% de los
paciehtes tienen trombocitopenia y neutropenia. Las células Pilosas suelen hallarse en
pequeiios nimeros en frotis de sangre periférica y tienen un aspecto caracteristico con
multiples salientes citoplasmiticas. Posteriormente se vera que las células Pilosas tienen un

patrén de tincién histoquimica caracteristico con fosfatasa 4cida resistente al tartrato.
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4.2- Emplco de la Histologfa

_ El estudio de la Hlstolog(a 1mp|1c6 prmcnpalme' e dos eventos hxsténcos cl desarrollo y

el desarr ﬂo de’ las lécmcas tintoriales para

'perfecctonamxento del mlcroscoplo 6ptice
i observar los dlfercntes txpos de tcpdo in duda a ﬁnales dcl snglo XIX ya prmclplos del

siglo XX estos acontecnmxemos se col plememaron para cstablecer en gran medida la

clasificacion morfolég)ca actual que exxste de las leferentes clascs ‘de Leucemias; pero es
menester - hablar pnmero sobre el objeto dc estudm por parte de la histologia,
'parucularmcnte hablando del te_ud en dondc se desarrollnn las Leucemias, y para csto, se

describird la’ obtencnon de Ias mues ras de te_ndo a analizar: médula 6sea ¥ sangre periférica,

ya que a pamr dc ellas, se reahzan tmclones de estos tc_udos para_su observacién en el

mlcroscoplo y lIcvar a cabo la caractenmcxén morfoléglca de las dlfercntes clases de’

. Lcucemxas

4.2.1- Biopsia de Méd

evaluaclén de Ia tcrapla La b|0pS|a de médula 6sea s 1mponante también como nyuda enb'

el dlagnéstlco de enfermedades que son consnderadns no hcnﬁtolégtcas(anormahdades,

inmunolégicas, toxicidad por plomo, por e_]emplo) y como ongen de matenal de cultlvo L
celular. (6) O :

Coleccion de la muestra. La médula ésea se obtiene usualmente dcl cstemén o de las

crestas iliacas anterior o posterior en los adultos y algunas veces de la tibia y de la espina
dorsal en los bebés. Solamente una pequeiia muestra se obtiene de estos ultimos dos
lugares, Debido al peligro para el paciente y la tendencia del practicante de usar la médula

mas que las téenicas de aspiracion, la cresta ilfaca es sustituida por la biopsia esternal. Lo
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i : usar ponaobjetos Un método muy emp

que es més la aspu-aclén csg mAs doloroso _que llegar hasta la médula. Las muestras de

médula del eslemén, crestavll[aca y. dc la espina vertebral posterior son esencialmente
,snmllares, excepto en aqucllos pacxcnles en fases tempranas en donde en el esternén se
' puede enconlrar normal o hlpcractwa y en la cresta iliaca sc puede encontrar una médula
- aplasnca La me_jor érea para reallzar la blopsm quirdrgica es el estemén, a menos de que

una lesién cspcclﬁca sca ldenuf‘ cada y sea recomendable realizarla en otra drea. (6)
42.2: szencion de Sangre Pe}if‘éﬁca. ‘

. La sangre pcnfénca es la muestra en la cual se ve el grado de avnncc de las dlfcremes o

clases de Leucemxas, ya que si los blastos han Ilegado ala cnrculacnén, sngmf ca que ya han

Leucemlas L
Colecclon de la muestra. Se realiza medlante una puncxén l':glinqug $e’ :
prefiere la primera debido a su gran facilidad para obtenerla g almente se Bbgiehc de las

venas que cruzan toda la extension del brazo (extrc dad iores), las cuales son las

venas cefilica, basilica y cubital, a nivel del pheg de cc;h' Un'sistema de vacio o

con el uso de jeringa se obtiene la muestra sangumen sin ncccsxdnd de utilizar anestesia o

procesos sofisticados de asepsia. Es neccsano cl “de un anucoagulnnte para realizar la

- tincién sobre la preparacién de sangre complet

4.2.3- Preparacién‘y Fijaciéon de unaextensn n de médula dsea y sanguinca.

Los ﬁ-ohs se pueden hacer sobre porlao ubre | Jétos, aunque es mas recomendable

:l' déhbminado de la cufia, la cual consiste

: en colocar una gota de sangre de 2a3 dlametro (o en el caso del aspirado o biopsia

i de médula 6sea se extiende sobre el ponaobjetos) aproxunadamcnte a 1 cm del extremo de

" un’ portaobjetos limpio y sin polvo, sxtuado sobre una mesa o superficie plana. Con el

pulgar e indice de la mano derecha sostener un segundo portaobjetos (extensor) contra la
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superficie del prlmcro a un dngulo de 30 a 45° y deslizarlo en retroceso contra la gota de
Vsangre hasta que se establece contacto. Permitir que la sangre se difunda y cubra el angulo
benlrc los dos portaobjetos. Empujar el portaobjetos extensor hacia delante con rapidez
‘moderada hasta que toda la sangre se haya extendido en una pelicula de mediano espesor.
- El ‘portaobjetos extensor debe ser algo méas estrecho que el primero para examinar
facilmente los bordes con el microscopio. No se debe cubrir toda la superficie del
portaobjetos; una extension bucna comprende una porcién gruesa y una delgada, con una
transicién gradual entre ambas; su aspecto a de ser liso y nivelado, sin ondulaciones resaltes
ni poros. Cuanto mads rdpidamente la pelicula se seca al aire, mcjor sc obtiene la extensién
de las células sobre el portaobjetos.
Una vez que ya tengas extendido nuestra muestra, se procede a fijarla; existen diversas
sustancias con la capacidad de realizar la extensidn, entre cllas esta el metanol (el solvente
mads usados en las tinciones de la sangre y que estd incluido en muchas de estas tinciones) y

¢l formaldehido (en ¢l caso de las extensiones de médula 6sea). (17)

Existen diversas tinciones utiles para la observacién de muestras de médula bseca y sangre; :

pero las mis usadas son las sxgunentes Romanowsky y Wright que a contmuaclon sev

describira su metodologia.

4.2.4- Teoria y tincién de Romanowsky — Giemsa.

" Las tinciones tradncxonales para la sangre y tejido hematopoyético contlenen dos o tres

S colorantes txazma (nzul dc metileno y sus productos de oxidacién) y ecosina, disueltos

usualmente cn metano! y glicerol. Estos tltimos ayudan a estabilizar la solucién stock; y

puede ser sustituido por hidrocloruro de dictilamina, el cual no incrementa la viscosidad.

. Estas ‘mezclas son conocidas generalmente como “tinci R wsky-Gi ",

i déSpués de que los hematélogos ruso y alemén describieron sus propiedades en 1891, Se

o kco}no'ce' ahora que las propiedades de las tinciones de Romanowsky-Giemsa son atribuibles

~.al azure By a la eosina. Las diferentes células de la extensién sanguinea o de la médula

"+ ésca se identifican por virtud de los colores impartidos a los nicleos, citoplasma y granulos

. citoplasmadticos de las células. Los erifrocitos se colorean por los aniones de la eosina, con

intensidad proporcional a su concentracién de hemoglobina intracelular; los reticulocitos

40



’ también comiet_le'n‘ material - tefiido por los colorantes catidnicos, representando los
“remanenies de los nicleos de las células. Los lencocitos tienen niicleos prpuras (no azul)
y citoblasma lila-azul, Los granulos en cl interior del citoplasma son rojos en eosindfilos,
azul'en baséfilos y pirpuras en neutrofilos. Objetos anormales como las células leucémicas
y parasitos como la malaria también tienen propiedades tintoriales caracteristicas.
' Método estandarizado.- Este método es aprobado por el Comité Internacional para
-7 la Estandarizacién en Hematologfa:
Soluciones Stock
1. . Mezcla de colorantes

Combine las siguicntes 2 diluciones:

Tiocianato de azure B: 10g.
Disolver en . o
Dimetilsulfoxido (DMSO): 133 ml
Sal de cosina Y disédica: . 033 g

Disolver en
Metanol: 200 ml

Esta solucion stock se almacena en botellas dmbar a tcmperatum ambiente. SE guarda )

alrededor de 6 meses y no debe ser usada st conticne prccxpuados El uempo ‘de vnda pucde o

ser prolongado si se adiciona una cuantas gotas de HCI 1.0M hasla que el
2. Buffer SR e
Idealmente, usar un buffer de HEPES 0.03M, pH 6 5 pero un buffcr de fosfatos 0 033 vt

M a pH 6.8 es satisfactorio.

3. Solucidn de tincién : = :
Solucién 1 (Colorantes): 2ml (Mezclar cﬁé@do sea necésario)
Solucién 2 (Buffer): 30 ml (Usar una 'v;:z'y d‘cscar(ér)

Procedimiento:

e Hacer las extens:ones de sangre o médula 6sea y f Jar por mmersnén en el melanol o en :

- la solucién stock de coloranles por '5'mi

mcnén en una Jarra coplm 0 en un vaso sumlar 25 St

Sumcr_la el frous en la sok’uc' n

1i "n'para ex

sangre y 35 ?

'vde ',“" osea S R

Lave en buﬁ‘er por 1 mmuto
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LnJuag,ue brevemente en agua.

Escurrlr y dqc que sequc Sc puede aplicar un cubrcob_]elos

425: 'Vl'cb‘rifa y (xﬁcié:} de Wrigh.

.La linéi(sn de Wright estd compuesta por azul de metileno oxidado y azures de ‘eosina,
generalmente tiene la presentacién de polvo y se disuclve en metanol (solucidn ﬁnal‘al
0.15%). Agite bicn y deje en reposo por 2 dias o mis. Filtre. Las tapas que cubran la botella
contenedora no deben tener metales ya que causan deterioro en la tincién. Uné solucién
buffer de pH 6.4-6.8 se requiere también (buffer de fosfatos).

Procedimiento:

1. Colocar el frotis en posicién horizontal. ;

2. Sumerja el frotis con la solucién stock dc anht cspere i mmuto El solvente fij ija

las células del frotis.

3. Adicione la solucién buﬂ'cr en suﬁcikénl'e.k’caxtuidad para diluir. la’tincién’ dds o tres

veces, dejar por 3 mmulos

Lavar la unclén con soluclén buﬂ'e o ag 1 de la llavc sies sausfac(o 0. Asegurcsc

'cl portaobjetos

basaj‘ Ias : .
grénulos de los eos
(32) '

éflos :an de l'O_]O a namnjn y las plaquelas van de azul a purpura.
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En las siguientes preparaciones de aspirados de médula 6sea con tincion de Giemsa y
Wright, se observaran algunas caracteristicas primordiales que hacen diferenciar- los

tipos de Leucemia enmarcadas en cada ejemplo.

Figura 4.1.-En este caso tenemos un paciente que padece Leucemia Linfoblastica
Aguda. Es una muestra de un individuo de 5 afios de edad, a quien se le sustrajo un
aspirado de médula S6sea y se observan las siguientes caracteristicas morfologicas:
lumen de la arteriola (1), fibroblasto (f), promielocito neutrfilico (np), célula plasmatica
(p), linfoblastos(lb), arteriola (ar). (6)
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Figura 4.2.-En este otro caso tenemos un pacicnte que padece Leucemia Linfocitica
Croénica de 49 aiios y en los siguientes esquemas mostrados a continuacion se observa lo
siguiente: 11.64Ba: Se muestra un aspirado de médula 6sea muy hipercelular por un
incremento del tejido linfatico(lt), con tejido mieloide (mt). 11.64Bb: Tejido mieloide
con pequefios linfocitos (sl), sinusoide (si), célula reticular ®, eritroblastos
policromatofilicos (pe), normoblastos (n), célula endotelial (e¢) y mielocito neutrofilico
(nmy), metamielocito (nme) y granulocito (ng) y granulocito eosinofilico (eg). (6)
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Figura 4.3.-En este frotis se observa un frotis de sangre periférica teiiido con tinciéon de
Wright, mostrando las células que se presentan en una persona normal; en donde A
muestra eritrocitos; B muestra a un linfocito grande; C muestra a dos neutréfilos
segmentados; D sefiala a un eosinéfilo;E muestra a un monocito; F sefiala a los
trombocitos o plaquetas; G muestra a un linfocito; H sefiala a un neutr6filo en banda e I
muestra a un baséfilo. (6) ’
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‘ cn tmnsfommcxén. ‘Con la lmcxén de Ro‘

4.2.6- Clasll~ cacnén morfologlca de la FAB (Grupo F ranco Amerlcano Bmémca) de las

Lcucemlas Agudas

Un grupo cooperativo franco-americano-britdnico (FAB) h‘a,publiéz’ido unas propuestas de
clasificacién de las Leucemias Agudas (Bennett, 1976)1 y ha rci'isado los criterios para la
clasificacién de la Leucemia Miclobldstica Aguda y la Leucemia Linfoblastica Aguda. La
clasificacién se basa en la morfologia de las células, en las extensiones de sangre y médula
osea teflidas mediante tincién de Romanowsky - )", :asi mismo, en ciertas reacciones
citoquimicas suplementarias o niveles séricos-de liédzimas Esta clasificacién exige la
necesidad de extensiones de sangre 4 médula basadas en técmcas excelentes y la necesidad
de cautela antes de dxagnostlcar Ia lcucemla a partu' dc muestrns mcdulares hipocelulares.
) :

El grupo FAB (Bennett, 1982) caractenza dos tlpos de celulas blésucas ambas poseen un

niicleo central con cromzmna fina no wndensada y nucleélos prominentes (habitualmente

“ entre tres a cinco). Los biastos de upo I carecenxdc grzinulos citoplasmaticos, pero los
blastos de tipo .11 poseen un pequcﬂo numcro de grénulos primarios (azuréfilos). A
continuacion se revisaran los criterios seguldos pa.ra dcf‘ mr los subtipos de cada una de las

Leucemias Agudas.

4.2.6.1- Leucemia Mielqblés;ica Aguda,

" La mayor pane de subtlpos de LMA requnere nl menos cl 30% dc las células nucleadas sean
- blastos y otro halla.zgo de utlhdad en el dlagnéstlco de LMA esla prescncm ‘de bastoncs de

- Auer, quc conﬁrma el dlagnésnco de LMA o dc anemi 'reﬁ'acta.na con exceso de blastos

nowsky, los bastones de Auer son inclusiones

- lmeales [ fusnfonncs dc color ro_;o purpura en Ios mlcloblastos o promxelocltos Con menos

) i frecuencxa sc observan en neutréﬁlos més maduros Los bastones de Auer son derivados de

: grénulos azuréﬁlos y-se tlﬂen pos t vameme con’” Sudé.n Negro B, Mieloperoxidasa,
: Cloroacetatoesterasa ¥y Fosfa!asa éclda (pruebas c:loqufmlcns las cuales se describiran en eI

sngulemg cap(t ’ ) De este modo, cn la actuahdad la FAB ha descrito 8 subtipos de LMA
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Leucemia Mielobldstica Aguda indiferenciada o_MQ.- La primera _clasificacién de .la
FAB en 1976 no la contemplaba debido a que los blastos son completamente
indiferenciados por morfologia y por las prucbas citoquimicas, por esta razén no fue
tomada en cuenta este subtipo; pero con el advenimiento del uso de los anticuerpos
monoclonales y la citometria de flujo, se¢ determiné su inmunofenotipificacion,
probando que poseian los blastos de este subtipo de LMA antigenos del linaje mieloide
y carecian antigenos de linaje linfoide; ademas, con ¢l empleo de fa inmunocitoquimica,
se determind que poscen actividad de Mieloperoxidasa citoplasmatica, la cual para el
diagnéstico de esta subtipo de LMA, menos de 3% dc los blastos son positivos a la
actividad de dicha enzima. (/7, 26, 27)

Leucemia Micloblastica Aguda o M1.- En este subupo de LMA los mieloblastos (tipo 1
y II) deben representar al menos el 90% de las Células No Eritroides (CNE) de la
médula ésea y se observan menos del 10% de granulocitos y monocitos en maduracion,
Dado que el subtipo M1 puede confundirse con la Leucemia Linfoblastica Aguda,
especialmente con el subtipo L2, las reacciones de tincién citoquimica son de utilidad
para el diagnéstico correcto (de las cuales se hablardn en el siguiente capitulo). Al
menos ¢l 3% de blastos deben tefiirse para la Micloperoxidasa (MPO) o bien para cylk
Sudan Negro B (SNB). La tincidn positiva para la cloroacetaloesterasa (CAE) témbién
puede utilizarse en el diagnéstico de M1; no obstante, tiende a ser menos sensnble que, )
los dos métodos de tincién precedentes. (77, 26, 27) f g
Leucemia Mielobldstica aguda con_maduracién_o -M2.- Aqu1 los mleloblaslos

representan del 30 al 89% de las células no critroides de la médula, los granulocnos

desde los promielocitos a los neutréfiilos son mds del 10% de lns ,CNE y los monocitos
y sus células precursoras representan menos del 20% de las CNE. En este subtipo, la
mayor parte de blastos (habitualmente mis del 85%) sc‘iiﬁen con MPO, SNB y CAE.
Ademés menos del 20% de los blastos se tifien difusa o intensamente con a-
Natftilacetato-esterasa (ANAE) o a-Naftilbutirato-esterasa (ANBE). Los niveles séricos
de lizosima se encuentran dentro de los limites hofmﬁlcs, (IZ 26, 27)

Leucemia promielocitica aguda o M3.- En el caso de la LPA hipergranular M3, en la
médula dsea existe un predominio de promlcloc:tos, en lugar de rmeloblastos Los™ "

granulos azuréfilos son abundantes y se tlﬁen intensamente, En casi todos los casos se’
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encuentran bastones de Auer, y a menudo éstos son multiples (10 o mas) en una célula
determinada. Una variante de la M3 es la Leucemia promielocitica_hipogranular o
microgranular (M3V), en la cual los granulos citoplasmiticos parecen escasos o nulos a
la microscopfa éptica y numerosos, pero mis pequeiios, con microscopia electrénica.
Las tinciones citoquimicas son un poco menos positivas que en la variante -
hipergranular M3, En la variante microgranular M3V, las células con bastones de Auer
y los promielocitos hipergranulares sélo se encuentran en nimero reducido. Los nicleos
de la mayor parte de células leucémicas son bilobulados o reniformes, y es frecuente la
confusion con una Leucemia monocitica atipica. En la LPA, mas del 85% de las células
leucémicas sc tifien con MPO, SNB y CAE. En un 25% de los casos, mis del 20% de
las células leucémicas se tifien intensa y difusamente con la ANAE. Los precursores
eritroides y de megacariocitos no muestran anormalidades significativas. (17, 26, 27)
Leucemia mielomonocitica aguda o M4.- En la médula 6sea de los pacientes con la
LMMA M4, los mieloblastos constituyen mas del 30% de las células totales de la
médula. La suma de los monoblastos, promonocitos y monocitos es mayor del 20%,
pero menor del 80% de las CNE. Si estos hallazgos de la médula 6sea se acompaiian de
monocitosis en sangre periférica (5x10°/L o mas), se confirma el diagnéstico de M4,
Sin embargo, si el recuento de monocitos es < 5x10°/L, se requieren determinaciones
adicionales de laboratorio. por ejemplo, lisozima sérica tres veces mayor de lo normal o
un 20% o mis de blastos que se tifien con ANAE o ANBE. En un pequefio porcentaje
de casos de LMA M4 existe una cosinofilia ligera a moderada (1 a 33%). Esta variante

es denominada Leucemia nielomonocitica aguda con_eosinofilia (M4Eo). En casos

raros, la cosinofilia puede ser muy pronunciada, pero la mayoria de veces representa el
5% de CNE. Muchos de estos eosindfilos presentan granulos bas6filos anormalmente
grandes mezclados con normales. Cuando se tifien con dcido pery6dico de Schiff (PAS),
los propios grdnulos eosindfilos son positivos, micntras que los eosinéfilos normales
demuestran una tincién intergranular. Otra caracteristica distintiva es la tincion positiva
de estos eosindfilos anormales con CAE, una caracteristica que no se encuentra
presente en los eosinéf los normales Pa.ra identiﬁcnr todos los cosindfilos, a menudo
resulta de utilidad una contralmczén con clorazol rosado En la LMMA M4, la tinciéon
de Ias células leucémlcas con MPO SNB CAE y PAS es variable. Sin embargo, en
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muchos casos, las células leucémicas manifiestan una’ uncnén dlfusa c mtensa con

ANAL o ANBE. En casos infrecuentes, estas eslcrasas espcclﬁcas no pucden U

demostrarse y el diagnéstico debe llevarse a cabo umcamenle con” Ia tmclén de
Romanowsky. (17, 26, 27, 46)
Leucemia monocitica aguda o MS.- El diagndstico dcpende de si el 80% o mzis de CNE

de la médula son monoblastos, promonocitos o monocitos, Se reconocen dos subtipos:

el sublipo poco diferenciado (predominantemente monobldstico, MSA) se caracteriza
por grandes blastos que representan el 80% o mis de células monoc(ticés de la médula,

mientras que el tipo diferenciado (MSB) posee pocos monoblastos (< 80% de las
células monociticas de la médula) y mis promonocitos y monocitos, los cuales son

displdsicos. Los granulocitos representan < 20% de las células. La ANAE y ANBE

tiien las células leucémicas de manera difusa e intensa (80% o mas de células

lcucémicas). En ocasiones, las células leucémicas no se tifien con la esterasa

inespecifica, y el diagnéstico debe llevarse a cabo mediante la tincién de Romanowsky

[ ’ técnicas inmunofenotipicas. Esto ocurre especialmente en las Leucemias

monoblasticas (MSA). (17, 26, 27)

Eritroleucemia_aguda o _M6.- El diagnéstico se establece cuando mas del 80% de

células nucleadas de la médula dsea son eritroblastos y el 30% o méas de las no .
eritroides, micloblastos. Las anomalfas morfolégicas de los eritroblastos a menucib son

pronunciadas, con caracteristicas megaloblésticas atipicas, formas nucleares extraﬂns y

formas gigantes multinucleares. El citoplasma puedc contener pseudé ¢

vacuolas, en cspecial en los proeritroblastos y eritroblastos baséﬁlos: En muy:raras
ocasiones précticamente no existc afectacién granulocitica en el proceso neoplésxco y
predominan eritroblastos primitivos (entidad llamada mielosis er:rémxca) En la mayoria
de casos existe una mezcla de precursores eritroides y mieloblastos en proporcion
variable. En la actualidad, el término eritroleucemia (M6) incluye ambos subtipos. En
algunos casos de M6, las células critroides pueden mostrar una intensa positividad de
PAS del citoplasma. Esta es granular en los estados precoces de precursores eritroides y
difusa en los estados tardios. Los precursores eritroides son PAS-negativos en los
individuos normales y en la mayoria de las enfermedades, incluyendo la anemia

megalobldstica nutricional. No obstante, son positivos en la anemia ferrépénica, en la
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talasemia y en la anemia refractaria con slderoblastos en nmllo En la emroleucemla, 7
los mieloblastos suelen teilirse con el SNB, la MPO y la CAE A menudo es evidente
un componente monocitico positivo a esterasa inespecifica. Akvcces, los precursores
eritroides neoplédsicos son también positivos para la ANAL‘y la ANBE (9. 17, 26, 27,
) . :;f L ‘: =

Leucemia megacariocitica aguda o M7.- Al principio dc: la élasiﬁcapién de la FAB, al
igual que MO, este subtipo de Leucemia no se le considgfé pbrqué no se comaba con las
herramientas de diagnostico para su identificacion y difercnciacién; hasta que se pudo
demostrar que su diagndstico depende de que el infiltrado de células blasticas
represente el 30% o mas de las células nucleadas de la médula ésea, y como un minimo
el 30% de estos blastos deben ser megacarioblastos. Las células bldsticas demuestran su .
linaje megacariocitico con la técnica de peroxidasa plaquetaria o mediante métodos
inmunofenotipicos utilizando anticuerpos monoclonales frente a las glvuycoproteinas
plaquetarias Ib o IIb/lIlla. Los blastos de la M7 a menudo se cuehtah como.
indiferenciados de acuerdo con la clasificacién FAB. Los megacarioblastos son muy
polimorfos; algunos blastos estimulan los linfoblastos, tanto las formas L1 como L2 de
la LLA, y otros blastos son de mayor tamafio y tienen pseuddépodos o proyecciones
citoplasmaticas filamentosas. El citoplasma sucle ser azul claro y puede poseer o no
granulos. Los niicleos a menudo contienen de uno a tres nucledlos. En sangre periférica
sucle haber pancitopenia con leucopenia y anemia marcadas. En ocasiones estan
presentes en la sangre fragmentos megacariociticos. La médula presenta mielofibrosis -
pronunciada, lo que comporta a menudo intentos inutiles de obtener extensiones de
aspirados medulares. Los megacarioblastos no se tifien con SNB, MPO, CAE ni ANBE, .
pero la ANAE puede ser positiva. La rcaccion de PAS muestra tincién granular difusa y
periférica (a rﬁenudo en bloques de gran tamafio). (/7, 26, 27)
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_.4.2.6.2- Leucemia Linfoblastica Aguda.

El grupo FAB ha definido tres subtipos de Leucemia Linfoblastica Aguda: L1, L2 y L3. En
la primcra clasificaciéon, en 1976, la subdivisién se basaba en la morfologia de los
linfbblastos en la médula ésea; las caracteristicas citologicas usadas para valorar la

5 morfbloglé de los blastos son: tamaiio celular, cromatina nuclear, forma nuclear, nucledlos, -
“- cantidad de citoplasma, carga baséfila de citoplasma y vacuolizacion citoplasmadtica. En la
tabla 2.3 se muestra los criterios mencionados anteriormente de la FAB parﬁ clasificar a las

LLA. (27, 37)

Tabla 4.3 Criterios del grupo FAB para los subtipos de LLA (37)

CARACTERISTICAS |11 12 13
CITOLOGICAS
Tamaiio Celular Predominan las células { Grande, tamailo | Grande y homogénco
pequeiias heterogénco

Cromatina nuclear

Homogéneo en todos los
€asos

Variable-heterogéneo en
todos los casos

Puntilleo fino y
h &

Forma nuciear

Regular, en ocasiones
hendiduras o indentada

Irregular, hendiduras e
indentado es comun

Regular, oval a redondo

Nucledlos No visibles o pequeiio y [ Existe uno o mis, a[Destacado(s); uno o mas
no discemible menudo prandes vesiculares (1-3)
Cantidad de citoplasma | Escasa Variable, a menudo| Abundante moderada
abundante moderada
Basofilia de citoplasma | Ligera a moderada, en| Variable; intensa  en| Muy intensa

raras ocasiones intensa

algunas células

Vacuolacion

Variable

Variable

A menudo importante

citoplasmica

En forma general, en el tipo L1 el linfoblasto se caracteriza por un cociente
nicleo/citoplasma elevado. Los niclecos son regulares y no sc encuentran indentados ni
torsionados. El patron de cromatina es fino y uniforme. Por lo general sélo se observan uno
o dos nucleélos. El citoplasma es escaso, de color azul palido y homogéneo, genefalmenle
sin granulos. El tipo L1 presenta caracteristicas homogéneas y es la forma mis frecuente de
leucemia en nifios. En el L2 predomina una célula mas grande y suele haber una mayor
variacién de las caractérlsticas citoldgicas inter e intraindividuales. Es menos frecuente en

_nifios y suelc ser el txpo habitual de LLA del adulto. El tipo L3 es la LLA de Burkitt

= _(porque Ios Imfoblastos se parecen a aquellas vistas cn el linfoma de Burkitt). Las células

i son grandes y. umformes, con un nucleo redondo u ovalado, nucleélos prominentes y un

- cutoplasma muy baséfilo que contiene vacuolas.
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“La préc;isién de diagnéstico de las variantes L1 y L2 ha mejorado al emplear un sistema de’
puntga;:ié-h" (céiableci&a por Bennett en 1981). En este sistcmé, el cociente”
miclea;/citopl:ismético, el niumero y prominencia de los nucleélos, la forma del nicleo yk el
{amafio celular son las caracteristicas que distinguen las variables L1 y L2. La puntuacién
;- total puede ser de —4 a +2. Una escala de 0 a +2 clasifica a LLA como L1, en tanto que una
phntuacién de —1 a —4 clasifica a LLA como L2. A cada caracteristica se le puede asignar
uﬁa puntuacién positiva, negativa o sin valor. Las categorias y normas para la puntuacion
son:
1. Proporcién nucleo /citoplasma:
Puntuacién positiva: Si 75% o mas células tienen una proporcion N/C aita.
Puntuacion negativa: Si 25% o mas células tienen proporcion N/C baja.
Sin puntuacién: Si las células no cntran en ninguno de los dos grupos anteriores
2. Nucledlos:
Puntuacidn positiva: Si 75% o mds células tienen nucledlos pequeflos poco definidos
Puntuacién negativa: Si 25% o mas células tienen nucledlos destacados, claramente
definidos.
Sin puntuacién: Si las células no cumplen con las caracteristicas anteriores

3 Mcmbmpa nuclear (sélo es posible puntuacién negativa o sin puntuacién):
Puntuacién negativa: Si 25% o mas células ticnen membrana nuclear irregular
Sin puntuaclén Si la membrana es regular o se muestra irregular en menos del
25% de las células.

:4. «.,";Ii'a'_vm‘gﬁoﬂcclulnr (sdlo es posible puntuacién negativa o sin ella):

,Pﬁntuééién'negativa: Si 50% o mids células son grandes (por lo menos, dos veces al
- tamaiio de un linfocito pequefio).

Sin puntuacién: Si las células no cubren el criterio anterior.
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En la siguiente tabla sc muestra en forma resumida el sistema de puntuacion FAB:

Tabla 4.4 Sistema de puntuacién FAB para las variantes 1.1 y 1.2

criterios untuacion
| Snienos puntuacion

Cociente *N/C elevado 2 75% de células 4

Cociente *N/C bajo = 25% de células

Nucledlos: 0-1 (pequeiios) > 75% dc célula +

Nucledlos: 1 0 més (promincntes) 2 25% de células =

Membrana nuclear irregular > 25% de células -

Células prandes > 50% de células -

* Cociente nuclear citoplasmatico

Con respecto a las pruebas citoquimicas, los blastos son negativos para el SNI_B','V.In
peroxidasa y el naftol-ASD-cloroacetatocsterasa. El diagnéstico de LLA no sc puéde -
realizar con certeza hasta no haber aplicado SNB o peroxidasa, comprobando que los‘
blastos son negativos. Algunos casos de L2 presentan grénulos azuréfilos, pero son SNB y "

peroxidasa-negativos. La reaccién de fosfatasa 4cida cs moderada a intensamente’ posmva e

en los blastos de un 20% de los casos de LLA. La tincién de PAS suele mostrar'bloques e

toscos de material en al menos algunos linfoblastos. (37)

4.2.7- Morfolog(q dela Leucemia Mielocitica Crénica. -

mezclado. Los precursores de los eosméﬁlos y baséﬁlos pueden aumentar, mientras que los

normoblastos uende
‘dens:dad dclv; con nlmd >

cnfermedad) como comiccuencxa del mayor nivel de reticulina, que puede demostrarse en la

disminuir.’ A’ menudo resulta dificil aspirar la médula a causa de la

ht‘:elular o (especialmente en ctapas mis adelantadas de la

btopsm medular. En una minoria de pacientes se detectan macréfagos cargados de pigmento
‘azul (histiocitos de color ‘azul marino) o macréfagos indistinguibles de las células de
Gaucher. En sangre periférica, la basofilia constituye una observacién habitual, se aprecia
un amplio -espectro de células granulociticas, desde algunos micloblastos hasta los

neutr6filos maduros. Los mieloblastos representan menos del 10% de las células; existen
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dos picos: los miclocitos y los neutr6filos superan ambos los otros_tipos celulares. El
7 porcéntajc de mielocitos neutrofilos aumenta al elevarse el recuento lcﬁcocitario total. Por
otra parte, casi siempre s¢ presenta cosinofilia, conjuntamente con miclocitos cosindfilos.
Los monocitos también aumentan de forma absoluta en-la niayorfa de . los pécicmcs, los
cuales presentan anemia en el momento del dlagnosuco mxcnlras que en ‘otros aparecc
durante la enfermedad como resultado de la menor produccxon de glébulos rojos. Los
eritrocitos son normocrémicos y normociticos, y pucdcn dclectarsc algunos normoblastos
(2. 3, 26, 27 28 37) i

4.2.8- Morfologia de la Leucemia Linfocitica Cryérhlicy:a." : o

En médula, el sintoma precoz mis comun es una ligera o modekx"adé: iihfoéitosis. Teniendo
en cucnla que los linfocitos son morfologicamente nonnales el examen dc material
) medular pucde ser equivoco. Entonces resulta a veces util el examen dc cortes histol6gicos
';de Ins: panfculas asplradas o del material de biopsia. Existen Zonas ‘de. linfocitos de
:fpcqueﬂos o mediano tamafio con mirgenes poco definidos; los llnfocxtos infiltran los

s ‘le_]ldOS hematopoyéucos adyacentes. Ll grado de infiltracion Imfocxtana se correlaclona con

5 :la supcrvwencxa del paciente. El compromiso nodular o en plucas dc la médula ésea por »

Fa hnfocltos neopldsicos se asocia con un resultado relatxvamcnte bueno No obstante, la

infiltracién difusa de la médula ésea suele correlacionarse con un’ mal prondstico. En
sangre, del total de leucocitos contados, 80 a 90% son “linfocitos pequeiios, de aspecto
siempre 'igunL" "y - generalmente parecen normales. La.crométina nuclear puede estar
v tosca'rﬁenté conderisadn y mas separada por paracrdﬁialina que los linfocitos normales o, en
: algunos casos, la cromatma esti menos condcnsada dc lo normal. Algunos nucleslos son
L evnden(es en muchos de los linfocitos. La variedad de tamaﬂo es minima. El citoplasma estd
en canudad de ‘moderada a pequefia. Envumbmmprfa,de pacientes hay un pequefia
. proporcién d; linfocitos innmduros.:Dc"::ordihario. éstos son prolinfocitos o linfocitos

reticulares (linfocitos transformados). (2,'3, k45, 46) .-
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' 554 1 7- Morfologla de la Leucemla de Células Pilosas,
Morfoléglcamente, las células tienen un tamafio medio (10 a 20 um de didmetro), con

nticleos entre redondos y ovalados, aunque muchos presentan una forma acampanada o

El perf il de la cromatina en general presenta un aspecto uniforme reticular,.

ntras que los nucledlos son pequefios e insignificantes. En lagunas células, la

cromatma aparece mas condensada, de forma semejante a la de un linfocito. La cantldadf»
toplasma es moderada, y éste presenta numerosas proyecciones parecxdas a pelo :
rdes deshllachados, adoptando un color gris con el colorante de erght
: Cltoqumucamente, éstas células contienen fosfatasa acida resistente a la mhlblclon por

el tartrato, lo cual contrasta con las isoenzimas de la fosfatasa acida presentes en otras,

células hematicas. (3, 19, 45)

Figura 4.4.- En la imagen ctiquetada como LMA (Lcucemia Micloblastica Aguda) M1 en el lado
izquicrdo sc obscrva micloblastos con niiclco excéntrico tipico, los bastones de Auer son visible y a la
derecha sc obscervan los bastones de Aucr teiiidos con SNB. En la imagen marcada como LMA-M2 en el
lado izquicrdo sc obscrvan micloblastos tipicos con niclcos excéntricos y granulocitos displasicos
madurando cn todas las ctapas dc desarrollo; micntras en la parte izquicrda sc obscrva positividad con
SNB, siendo mas [ucrtc ¢cn mctamiclocitos displasicos. En ¢l recuadro se observa con CAE granulocitos

en maduracion, (27)
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Figura 4.5.- Esta imagen maféada como ‘LMA" (Leucemia Mielobléstica Aguda) M3, 1
muestra en su parte izquierda promielocitoé hipergré.nulates y un contenido variable de
granulos y mﬁltipicsvbastdnes de Auer visibles en la extrema izquierda; en la parte
central se muestra una fuerte positividad con la tincion de SNB y en la parte derecha se
observa una positividad con CAE (en azul) y en el recuadro se observa una positividad

atipica con ANAE vista en 1% de los casos de M3. (27)




AML-M3v AML-M4 AML-M5

Figura 4.6.- En la parte lateral izquierda se muestran tipicos nicleos bilobulados y
citoplasma basofilicos empaquetados con granulos tan pequefios para observarse por
microscopia de luz, pero el cual da reaccién tipica citoquimica M3. En la parte central
se observa una poblacién mezclada de mieloblastos y monoblastos. En el recuadro se

observan granulos:cloroactetato esterasa positivo (azul), monocitos ANAE-positivo

(yerde/café)i‘"En la: reéién lateral derecha, en su parte izquierda se muestras grandes
monoblastos con miicleos centrales y abundante citoplasma, y en la parte derecha se
observan monoblastos ANAE positivos (café), y un mielocito azul cloroacetato esterasa
positivo. (27)




Figura 4.7.- En la imagen titulada LMA M6, en la parte izquierda se muestra una
diseritropoyesis marcada (> 50% de las células) con granulocitos displasicos y en la
derecha se observan normoblastos gigantes tardios multinucleados y en la extrema
derecha se observa una tinciéon con PAS con proeritroblastos granulares y normoblastos

homogéneos. (27)

Figura 4.8.- En la imagen se muestran frotis de un caso con LMA M7, en la parte
izquierda se muestra megacarioblastos/micromegacariocitos en un aspirado de Ila
médula dsea y en la parte izquierda se muestra una biopsia de trefina mostrando
fibrosis, blastocitos y pequefios megacariocitos atipicos. (27)
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Figura 4.9.-Esta imagen muestra en su lado izquierdo un frotis de sangre periférica de
" un paciente con Leucemia Mielocitica Crénica (LMC) en fase crénica; en la parte
central se muestra un aspirado de médula 6sea en la misma fase de la LMC y en la parte
derecha se muestra una tincién con Hematoxilina & Eosina de la médula ésea de la

misma entidad (LMC en fase cronica) y la reticulina normal. (27)
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Figura 4.10.- Se muestran frotis de un paciente con Leucemia Linfocitica Croénica -
(LLC), cuyas células muestran un borde delgado de citoplasma y una biopsia de trefina
de médula 6sea mostrando una extensiva infiltracion de células LLC. (27)

Figura 4.11.- Muestra imagenes de médula dsea de paciente con Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA); en la izquierda se observa una completa sustitucion por blastos de
tamafio pequefio a mediano con escaso citoplasma y nicleos con cromatina densa,
pertenece a la clasificacion L1 de FAB y en la derecha tenemos una muestra de médula
dsea de LLA con blastos pleiomdrficos con cantidades variables de citoplasma, niicleos
torcidos en forma irregular y nucledlos maltiples indistintos; pertenece a la clasificacion
L2 de FAB. (27)
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Figura 4.12.- Se muestra un frotis de sangre periférica de LLA con grandes blastos de

ntcleos enrollados y citoplasma baséfilo. (27)
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4.3-LaCi

gendtica en el Diagnostico de las diferentes clases de Leucemias. - .

La Citogenética la podemos definir como una rama de.la Genética que se dedica al estudio

de Ia relacion existente entre el aspecto microscopico de los cromosomas y el modo de

: conducirse durante la divisién celular, con el genotipo y el fenotipo que presenta cl

-individuo. Es un arca de la cicncia relativamente nueva, surge aproximadamente en el afio

“un conjunlo sea |dentxco al el

‘" “de 1956 como una ciencia hibrida que intenta corrclacionar los eventos celulares que

involucran a los cromosomas con los eventos génicos. Su relacion con el diagnéstico de las
Leucemias empezd en 1960, cuando se descubrio el cromosoma Filadelfia (Ph) en las
células con Leucemia Miclocitica Crénica, por lo que la LMC fue la primera neoplasia
humana al ser caracterizada por un marcador citogenético consistente. En 1973 se demostré

que el cromosoma Filadelfia es el resultado de una translocacion reciproca balanceada que

involucra a los cromosomas 9y 22. (/2) o
Estos eventos historicos se dieron gracias a que se desarrollaron una sene dc tecmcas que :
permitieron la observacién de los cromosomas a mvel microscopico .y, las alleraclones

observadas, relacionarlas con ¢l cuadro clinico que’ presentaba el pacncntc Para la

identificacion del cromosoma Ph, fue necesario el. desarrollo de lo que dc‘ mmamos

cariotipo de células y el cariotipo se define’como al conjunto de cromosomas de una:cclula

de una especie determinada, que se puede xdentlf car por ¢l numcro y morfo]ogm ae cada

uno de los cromosomas. También se defi ne como el arreglo sxs(emauco ‘de’ los cromosomas

..en grupos de pares homélogos de acuerdo a su lamaﬂo y Iocallzacxon del cenlmmero El

o témuno canoupo puede referlrsc & una célula |nd1v1d’ual o finica. Para que dos canoupos

- scan lguales no solo basta que fengan el mlsmo numero cromos mnco, sino que cada uno de

Pam poder" cahzar ;un* cariotipo, pnmero se debc realxmr una sene de preparaciones

‘cromosémxcas que nos permuan obtener y obscrvar a los cromosomas en estudio. Dicho

estudlo puede llevarsc a cabo en forma dxrecta en células de multiplicacién activa como las

" de la medula ésea, o cn condncnones patoléglcas en las células ncoplasicas. También pueden

observarse los cromosomas en meiosis obtenidos directamente de una biopsia gonadal o de

una mueslra de lfqmdo seminal. Sin embargo, los procedimientos mis frecuentemente

empleados recurren a las técnicas de cultivo celular in vitro.
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Las células vivas mas facilmente accesibles son las obtenidas mediante una puncion venosa
de sangre periférica. Pero también puede cultivarse in vitro fibroblastos tomados de biopsia
de picl, de génadas, de aponeurosis o de cualquier otro sitio. Para ¢l caso del estudio de las
Leucemias, las células a elegir son los linfocitos de sangre periférica, porque presenta
ventajas como: la facilidad para la toma de muestra, se puede repetir tantas veces como sea
necesario, el tiempo de cultivo es relativamente corto y se obtiene una poblacién bastante
adecuada de linfocitos en metafase (fase de la mitosis en Ja cual se observan mejor los
cromosomas). Para tener éxito en la obtencién de cromosomas es imprescindible tomar en
cuenta el lavado y esterilizacién del material, los medios de cultivos utilizados, el control
de la temperatura, el pH y las condiciones de esterilidad en que se deben obtener las

muestras. (/2)
4.3.1- ,‘I’repéféi;fdné's crqmosémicas.

5 En resumem el procedxmlento a scguu' cn hnfocntos consiste en mezclar sangre venosa
< hepanmzada con un medio de culnvo udecuado cuya funci6n es la de servir como fuenles

3 de nutncntes para cl crecumlento de las células En condiciones normales, los lmfocntos no -

i sckmulnphcan en. sangre pcnfénca. Sin:embargo, in vitro se logra su transformactén

; blastica y, por consiguiente,’su division celular, adicionando al medio de cultivo un agente
‘mitégenico, siendo el mas empleado la fitohemaglutinina, obtenida de un extracto. de

Phaseolus vulgaris (frijol). Estc agente induce la transformacién de linfocitos a

o linfoblustos estimula la sintesis de ARN una hora después de su adicién al medio de

N ,culuvo y de ADN 24 horas después; actuando sobre la membrana celular produce

'kleucoaglutmacxén Tanto la aglutinacién como la actividad mltogémca son destruidas al
“mnntencr las células a 56°C por 30 minutos. Las células estimuladas con Ila
"i,ﬁt_oh_cmaglutinina se mantienen en un medio de cultivo enriquecido con proteinas,
: amindéqidos y vitaminas, a 37°C durante 72 horas. Para obtener una mayor cantidad de

“células detenidas en metafase se agrega colchicina, el cual es un alcaloide que impide la

. fommclén del huso acromxitlco. Tambxén se emplean soluciones hipoténicas que permiten

Ia dlsperszén adecuada de los cromosomas cuando caen sobre las laminillas, mejorando la

e cahdnd de la preparacnén. Por ultuno, se fijan los cromosomas con una solucién de alcohol

y acndo acético cuya funcién es conservar la estructura del cromosoma de la manera mas
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_fidedigna posible. Para teiiir a los cromosomas se pueden utilizar diferentes colorantes, pero .-~

el mas utilizado para un cariotipo ordinario (sin bandas) es ¢l de Giemsa. :
En el siguicnte diagrama de flujo sc¢ muestra los pasos a seguir para-la obtenciéon de

preparaciones cromosémicas.

l Preparacion del mulcri;l

Lavado y esterilizacién de Limpicza de 1a zona de
Material venopuncion

Toma de la sangre con
Jjeringa heparinizada

(cero horas)
Siembra de linfc fitoh lutinina
T§Ex
PR
Sangre Mcdio de cultivo
- (70 horas) : -
Colchicina -

/ Inicia la cosecha’

Transferencia a tubos de . ————> - = Centrifugado ..: ———— . Eliminaci6n del sobrena-
centrifuga e R T dante :

Shock hipotonico (KCI 0.075M)
v

R

Tres fijaciones de etanol — cido acético (3:1)
Preparacion de laminillas

Tincién de Giemsa
v
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Observacion al microscopio
10x  45x  100x
Dnagnma de flujo para la realizacion de preparaciones cromosdmicas

kLa posicién del centrémero y la longitud total del cromosoma son los pardmetros mas
importantes que se toman en cuenta para el arreglo de los cromosomas en pares homélogos
y grupos del cariotipo, por lo tanto, existen 3 medidas importantes que son la longitud
cromosomica relativa, ¢l indice de brazo y el indice centromérico. Algunas otras
caracteristicas como la presencia de satélites (constriccién secundaria en los cromosomas
acrocéntricos donde sec localizan los genes que codifican para el ARNr, culminando en
dichos apéndices o satélites) o de constricciones secundarias auxilian en la clasificacién de
los pares cromosémicos. Sin embargo la clasificacion correcta deber realizarse con alguna

de las técnicas de bandco (las cuales se explicaran posteriormente). (/2, 44)
4.3.2- Técnicas de baridco. -

_El anélis?s cromosémiéo cs uho de los aspectos integrales de la Citogenética y estudia la -
relacion que exlste cntrc el aspeclo microscépico de los cromosomas y cl fenotlpo de cada~—- :
pcrsona.. el cual ‘es la cxpresnén de los genes en los: rasgos  fisi isicos, . bloqu(mxcos 0"

fisiologicos dcl mdlvnduo. Fue hasta la década de los 70’ que fue posnblc |denm' car con‘ ;

. precnsxon cada uro de los pares cromos6micos que constituyen el canotlpo humano gracias - .

al ‘desarrollo " de - los  procedimientos que se conocen como técmcas de:bandeo.: Los:

cromosomas no aparecen uniformemente tefiidos como en la lécmca de rutma con Glemsa,

sino que se observan una seric de elementos denominados bandas
como. la porcién de un cromosoma que se- dlstmgue "claramente deklos segmcntosv;
adyacentes, porque se observa clara u obscura, o ﬂuorescente y no ﬂuorescente, con los
distintos métodos de bandas. Los cromosomas aparecen “entonces formados por una sene
continua de bandas claras y oscuras. (44) :

El primer patrén de bandeo cromosémxco ﬁ.:e el desanollado por Tornjohn Cassperson y
colaboradores, los cuales utilizaron mostaza de quinicrina, que es un fluorocromo con

especial afinidad a las uniones A=T. A este sistema de bandeo origina las bandas
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dcnéminadas Q;L';"sin embargo, debido al alto costo ‘de las técnicas fluorescentes se
desarrolld blrai técnica de bandeo” que tiene un patrén similar. al bandeo Q sin los
- inconvenicntes de la’ fluorescencia. ' Tal procedimiento produce un patrén de bandas
“ llamadas G. El patron de bandas G se logra con un tratamiento previo de las preparaciones
cromosémicas éon enzimas proteoliticas como la tripsina o la quimiotripsina, o bien por
" desnaturalizacion en solucioncs amortiguadoras, o por calor; scguidas todas por la
coloracion con Gicmsa. El resultado cs la aparicién de bandas claras y oscuras a lo largo
del cromosoma que reciben ¢l nombre de bandas G por el colorante empleado.
La importancia de los diferentes procedimientos de bandeo cromosdmico es que permiten
identificar cada uno de los cromosomas, asi como la pérdida o _ganancia de segmentos del
material genético de 4000 KB o mas grandcs. Existen otras técnicas que permiten poner de
manifiesto otras regiones cromosomicas, como por cjemplo las bandas NOR’s ponen de
manificsto las regiones organizadoras del nucleolo que contienen genes de ARN ribosomal
localizados en los satélites de los cromosomas acrocéntricos. Las bandas R tifien las bandas
de cromosomas de manera opuesta a las observadas con las bandas G (sigue un patrén
negativo), de tal manera que ponen de manifiesto las regiones eucromdticas y es muy util
cuando se¢ sospecha que los telomeros participan en alguna anormalidad. La técnica de
bandas C produce una tincion selectiva de la heterocromatina constitutiva la cual
corresponde al ADN satélitec o altamente repetitivo. En los cromosomas humanos  la
heterocromatina se localiza preferentemente en las regiones centroméricas, de aqui el

nombre de bandas C; también se localiza en las constricciones secundarias, en:los brazos

cortos de los cromosomas acrocéntricos y en lu,‘porcién,, distal- del - brazo  corto del ..

cromosoma Y. (44)

Otra técnica usada desde hnce algunos aﬁos, es la que pone mamf esto cl mtercnmbno

entre los segmentos de crom.’mdas hermanas (lCH) SE utiliza 5- Bromo-desoxlundma, Ia
cual se incorpora en ¢l ADN de las células sustituyendo ‘a la tlmma y permite contar el

nimero de intercambios entre dos cmmﬂudas h Actualmcnte existe otra técnica

citogenética que pcmute mvestxgar dlrectamentek la ubxcacnén de los genes en un
cromosoma y dxagnosucar anomlahdades cntogenétlcas que antes pasaban inadvertidas.
Esta técnica es la hibridizacion in sntu con fluorescencia (FISH); en ella se emplean sondas

apropiadas marcadas con una sustancia mdlactwa o fluorescente que ticnen una secuencia



de bases complementana a la de un gcn en parllcular y:se apllcan en condlcnones que

permz(cn ‘la hlbndaclén cbn ‘ va fe],lon genomlca cspecif ca; ‘sobrc unn prcparacnon
cromosérruca Dc esla ulluna tecmca se hablard mis amphamcmc enel snguxentc capnulo
(32,43 oy e

A continuacién s describen las técnicas de bandco que sc mencionaron anteriormente:

4.3.2.1- Bandas Q — Método de Caspersson y colaboradores. ; :

1. Colocar las preparaciones cromosémicas por 20 minutos en una solucnén de moslaza de
quinacrina preparada ¢n solucién amortiguadora fosfato-dcido c(quco a pH 7.0, a una
concentracion de 50 pg/ml. ‘ v

2. Lavar con la solucién amortiguadora.

Montar en la solucién amortiguadora a pH 7.0

Observar con epifluorescencia

4.3.2,2- Bandas G Método Seabnght
1. Utlhzar lamlmllas de por lo menos 24 horas dc prcparudas
-2, ,Tmlar las’ preparacmnes con la solucién de tnpsma al 0. 025% a 37°C en baﬁo Maria,

S porlo2 rmnulos, conlrolando seglin su actividad de Ia trlpsma

3. Lavar en solucién salina isoténica. ]
4. Teilir con Giemsa en amortiguador de fosfatos a pH 68 durante 2 a 5 minutos
controlando bajo el microscopio. : = :

5. . Lavar con Vagua‘ desionizada y secar al aire. .. -

4.3.2.3- Bandas C — Método de Salamanca y Armcndares .
. Con este procedimiento se tifien intensamente los’ ccntrémeros, las constncclones
secundarias de los cromosomas 1, 9 y'16, los brazos cortos, los satélltes de los cromosomas
~ acrocéntricos y la porcién distal del brazo largo del cromosoma Y, por 1o que pone de :
manifiesto la localizacidn de la heterocromatina constitutiva. S : :
1. Tratar las laminillas con HCI 0.2 N, a temperatura ambiente, durante 30 mihurtos.y" S
2. Lavar con agua desionizada (contenido maximo de sales 2 ppm). ' .
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B Tralérr las laminillas con una solucion de hidréxido de bario Ba(OH), 0.07 N, calentada

a 37-40°C durante 5 a 10 minutos. El calor aumenta la solubilidad del Ba(OH), . Mayor

calentamiento daiia los cromosomas.

4.. Lavar con agua desionizada.

Incubar las laminillas en solucién salina de citrato de SOle (NnCl 0.3 M y citrato de
sodio 0.03 M), a 65°C, durante 2 horas

Lavar con agua desionizada.

7. Tefiir con Giemsa al 2% en solucién amomguadom fosfato de Sorensen a pH 6. 8

8.
9.

10, Montar con resina y observar al microscopio.

1

“Lavar con agua bidestilada.

Colocar cubreobjctos y controlar la reaccnén cn el microscopio’con contrastc,de fascs

‘Lavar con agua bidestilada y observar con contrt'lstyé"de fzises.f

(Na, HPO, 0.025 M y KH, PO, 0.025 M) de 10 a 60 mintitos conlrolando la tincién
al microscopio.
Lavar con agua desxommda

Secar al aire.

. 4.3, 2 4- Orgamzadores nucloelares (NOR) — Método de Goodpaslure y Bloom.

. Cubnr las preparncxones con una solucién acuosa de AgNO, al 50%, cubrnrlas con un

3 "cubrcobjelos y colocarlas en la estufa de 50 a 60°C durante 15 mmulos. en ba' ) Mana .

Colocar 4 gotas de solucién amoniacal de plnta dlsolvxcnd

4cido formico antes de su empleo.

La coloracién se alcanzaen 1l a 5 mmutos o
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4.3. 2 5- Bandas R ~ Naranja de acridina. Método de Vemm y Lubs

1. Colocar las preparaciones en una soluclén amomguadora fosfﬂto a pH 6 5 a 85°C cn

bafio Maria. por 20 a 25 minutos.

2. Colorear con naranja de acndma. al 0. 01% ‘en la solucién amomguadora a pH 65

durante 4 a 6 minutos.

Lavar con la solucién amortiguadora y montar en la misma solucién.

4. Observar con cpifluorescencia,

4.3.3- lnt‘crpr'cui'ci(“)n de las lécnlcas de bandeo.

Se ha dcsarrollndo un céd:go para dcscrlblr las técmcas de bandas, el cual consta de tres

letras: la prlmera indica el tipo de bandas, la segunda, la técnica kpor Ia que se obtienen; y Ia -

tercera, el colorante empleado.

Un marcador cromosémico se define:como’ un: hallazgo: morfolégico conststente y:

distintivo que es util para identificar un cromosoma Los marcadores incluyen las porclones :

teloméricas o extremos de los cromosomas, los centréomeros.

ertas bandas. Una regzon se
define como el drca de un cromosoma comprendlda entre dos marcadores sucesivo. .(44)

Para designar los brazos, las rcglones y las bandas de un cromosoma, sc, tiene el sngmente

sistema: p designa el brazo corto; ¢ desngnﬂ el brazo largo
Las regiones y las bandas se numeran consecunvameme desde el ccntrémcro a lo largo de
cada uno de los brazos del cromosoma, Asf, las dos regiones adyacentes al centrémero son
la regién 1 en cada brazo, la siguicnte serd la 2, y as{ sucesivamente. La banda utilizada
como marcador s¢ considcra que pertenece enteramente a la regién distal y por
consiguiente lleva ¢l nimero 1 en las bandas de esa region.

Para designar una banda particular se¢ requieren 4 pardmetros: el nimero de cromosoma, el
brazo, la region y la banda en esa regién, y se escriben sin espaciarlos y sin puntuacién,
Asi por ejemplo, 1p35 indica el cromosoma nimero 1, su brazo corto, la regién 3 y la
banda 5. Con el aumento del niimero de bandas que se obtienen con las técnicas de alta
resolucién, las bandas se dividen en sub-bandas, segiin la distancia relativa que hay desde el

punto que se desea seiialar hasta el limite proximal de esa banda. Asi, por ejemplo, si nos
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el estableclmlcnlo del '

los cromosomas con sus cromdtidas,
¢ Se cuentan el numero de cromosomas,

e Se recorlan las 1mégcnes fotograf ndus de todos y cada uno de los cromosomas dnndo

- un cxerto margen a la figura, nunca por cl comom

o Se agrupan por parcs los cromosomas homélogos Si los hay,los cromosomas sexuales ..

se scpa.ran

Se colocan provslonalmente sobre una cartulma los pares‘de cromosomus, vcmcal y

e pa.ralelamentc, segin su longitud total yen ‘orden ¢

Una vez ordenado asi, sc orlcnlan :losx cromosoma 5 que no sean exactamente

metacéntricos con los brazos largos hac

» - Se reubican los cromosomas ya ordcnados sobre una linea recta imaginaria segin dos
criterios. En el primer criterio, se colocan los cromosomas alineados sobre la linea que
pasa por los centrémeros. Y elrs_egundo cnterlo, los cromosomas se alinecan de manera
tal que el extremo inferior de los brazos cromosémicos quede por encima de la linea.

e Se ordenan por grupos.

e Se procede a numerarlos. El nimero mis pequeiio para el cromosoma mds grande y
viceversa.

e Se seilalan los cromosomas sexuales.
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- e.. Por tltimo se fijan definitivamente todos los cromosomas en la cartulina.

Como s¢ menciond en los dltimos 4 puntos anteriores, a partir de que se tienen las
microfotografias, se procede a ordenar los cromosomas siguiendo el siguiente criterio: Se
ordenan por pares homologos y en orden decreciente de longitud, Se numeran del 1al 22 a
partir dcl par de mayor tamavio y se clasifican en 7 grupos designados con las letras del
alfabeto. Los cromosomas sexuales se colocan a parte y se iryd'ica cuﬁl esel cmmbsoma Xy

cual el ¥

Se debe tomar en cucnta que a pesar de que cada par cro ' osémlr\o eslé locahzado en un

lugar y con un nimero cromosdmico ' defi mdo, en rea ac

) cromosémlcos puedcn ser identificados mdxwdualmente por:s forma y tamaﬁo relauvos,'

! ‘éstos cromosomas son: pares 1, 2,3, 16,17, 18 y
" los demas pares se indican como grupos. (/2) e
o Enla’ sxgmenle tabla sc muestra los 8 grupos que constnuyen riotip ‘y\él\n’&mcw de

“par de cromosomas los cuales forman parte de cllos

Tabla 4.5 Relacién entre los grupos de cr con sus correspondi pares (12)
GRUPOS DE CROMOSOMAS pares de cr

A 1,2y3
B 4y5
C 6,7,8,9,10, 11 y12
D 13, 4y 15
E 16,17y 18
i 19y 20
G 21y22

Cromosomas Sexuales XX o XY
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4.3.4- Alteraciones citogenélicas cn las diferentes clases de Leucemias.

Una vez realizado el caruoupo del pacu:me, se pueden definir las alteraciones estructurales :
de los cromosomns que ticnen relnclén con la’ expresién dc las dnfcremcs clascs de

Leuccmlas

,Demro de las allcracnoncs cslrucluralcs mis ﬁ'ccuentes que se prcsentan en. las dlfcrentes»

. clases dc Leucemlas son:

e Translocacron Es una alteracion estructural en Iﬂ cual se da un mlercamblo de,

< ‘segmentos entre cromosomas. La translocacién puede ser . recfproca o no, y puede

involucrar cromosomas homélogos o no homélogos. (44)

e [nversién: Se produce cuando un segmento cromosémico rota ‘180"’ sobre sf mismb_o‘y‘sev
coloca nuevamente cn el cromosoma en forma invertida, qu'eda'ndo la secuencia de
genes alterada. La inversion puede ser paracéntrica si el segmento invertido no inc]uye
el centrémero, o pericéntrica si el centrémero queda mcluldo (44)

e Delecion: Es cuando un cromosoma pierde un segmento de su estructura y por lo lanlo,
material genético se plcrdc (44) ‘

e Trisomia: Es la prescncm de un cromosoma adicional. (44)

A’ continuacién se: descrlblrzin Ias alleraclones cltogenéucas que se presentan en las’

'dlferentes clascs dc Leuccmlas

l(4,llq23).- Esta translo
un pobre pmnéstico."_‘ '
t(1;19).- Esel resultadoV de Ia formacion de la fusién genética E24-PBX..
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TAL Es una desregulacnén la cual es la_ zmormalldad genéllca mis comtin en LLA en”

Imfocntos T y pucdc cumr comok”resulla'do dc Ia t(l 14) 0 mds comunmente dcbldo a

w ldb dclecnones ”n el cromosoma |p32 < (2 27)

",, 3 se observa en mis el 9 A de lbé pacnentes y va acompafiado por la presencia de un gen
\R;A‘BL., (2, 27) :

s quunénco e
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Figure 7. Philadclphia chromasome.

Figura 4.13 Presencia del cromosoma Filadelfia. (n

En la sxgulente figura se muestra ¢l cariotipo de un pacxcnte en donde se demueslra la
prescncm del cromosoma Filadelfia en la Leucemia Miclocitica Crénica.
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5- DIAGNOSTICO DE LAS DIFERENTES CLASES DE LEUCEMIAS DESDE LOS
ANOS 70'S DEL SIGLO XX HASTA LOS INICIOS DEL SIGLO XXI

En el capitulo anterior, de manera cronologica s¢ describicron las técnicas y procedimientos
que se desarrollaron para el diagndstico de las diferentes clases de leucemia en el tiempo
que abarcd los titimos afios del siglo XIX hasta la década de los 60’s del siglo XX. La

divisién cronolégica que se hace cn el presente capitulo se basa en el hecho que a partir de

los aflos 70’s. se empezaron a desarrollar técnicas complementarias en la identificaciéon de -~

las células leucémicas para favorecer el diagndstico con la Histologia y Citologia. Cabc g

resaltar que los avances que se tuvieron cn cl drea de la Citogenética se desarrollaron

precisamente en una época intermedia entre el empleo de la Clinica e Hlstologla y la"

aplicacion de las técnicas complementarias que a contmuaclén se describirdn en el prcsentc

capitulo.

de Ios 70%s del siglo XX.

5.1- Empleo de las técnicas citoquimicas.

Citoquimica en Hematologia sc reﬁere a los fnétodos de tincién usados para identificar la
composicion quimica de las sin alterar en forma significativa su morfologia. La mayor parte
de los marcadores citoquimicos cclulares representa a los organelos que contienen enzimas
y otras proteinas. Algunas de éstas son especificas de ciertos tipos celulares. Las células se
incuban con substratos que reaccionan con constituyentes celulares determinados. Si el
constituyente especifico esta presente en la célula, su reaccién con el substrato se confirma
por la formacién de un producto coloreado dentro de la célula. Las células se valoran en
frotis sanguineos con un microscopio de luz ordinario, aunque en ocasiones es necesario el
microscopio para identificar reaccionar muy débiles a nivel subcelular. Los resultados de
estas reacciones en condiciones normales y estados patolégicos se conocen. La citoquimica

es itil en particﬁlar para detcnnihar a cudl linea celular pertenecen los blastos en la
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leucemia aguda, sobre todo cuando la diferenciacién morfoldgica en frotis teiiidos por
Romanowsky, es posible. ' ’

Las reacciones de tincién citoquimica son de dos tipos: ‘cnzimdticas y no_cnzimdticas. El
grupo enzimdtico incluye tincion para Peroxidasa, Esterasas y Fosfatasas dcida y alcalina.
Las tinciones no enzimidticas son ¢l Sudan Negro B para lipidos, el 4cido peryddico de
Schiff para carbohidratos y el azul de toluidina. (37)

La reaccion mis util es la tincién para Micloperoxidasa, que se emplea para diferenciar
blastos de Ia linea mieloide de linfoblastos. La tincion es positiva en células que derivan de - -
la linca mieloide y negativa en células linfoides. Los resultados de la tincién con Sudan
Negro B correlacionan en forma estrecha con los de la tincién para Mieloperoxidasa. Por
esta razon, algunos laboratorios emplean una u otra, pero no las dos. La otra reacciéon
principal es la de esterasas no especificas, usando acetato de a-naftilo o butirato de a-
naftilo como substrato. Se usa en forma primaria para diferenciar las Leucemias
granulociticas de aquellas que tiencn origen monocitico. En los monocitos, la esterasa
inespecifica muestra una reaccién positiva fuerte que es inhibida por el fluoruro de sodio.
Una reaccién negativa o débil que no es inhibida con fluoruro de sodxo es tlplca de

mieloblastos o de otras células de la serie granulocitica.

5.1.1- Tincién de Peroxidasa.

No se cncucntra acuvndad algun ' ‘cn‘
7 S 51 n: de lmclén en’ las células mleloblasucas‘ '
genernlmente se mcrcmcma’conforme ‘al grado de maduracién de la célula, con la mayor i
acuvndad presente en los neutréf' los. Los eosinéfilos también mostrardn una intensa unclén
de peroxidasa. La reaccién positiva en los monocitos esté limitada a Ia tincién granular fma )
a través de la célula. Para demostrar la actividad de peroxidasa en citoquimica, se emplca

un substrato indicador que formard un producto coloreado cuando se oxida:

/
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Producto coloreado +=H;0:

_. Substrato .+ H"zO 2 Pcrdxidasg i

En el pasado se cmpleaba bencndma o uno dc sus denvados como substrato, peror

debidoa la cm'cmogemcndud de cstas substancms. en la uctuahdad se usa uno de los I

s:gulcntcs substratos. p-femlendlamma con un ptrocatccol, -amino- 9’et|lcarbaznl :

2 7-ﬂuorendlamma, a-nafiol- -pironina o a-tolundma. (9)
El procedlmlento que a conlmuacnén se descnbc cmplea com substralo el 3-ammo 9-
etilcarbazol. pEELs :
*Preparar ¢! frotis sanguinco o de médula 6sea y dejar que se scque al aire.
*Colocar las extensiones en una jarra coplm que contenga acctona formalina buﬂ'ereado,
con fosfatos (pH 6.6 a 6.8) por 30 scgundos a temperutura ambiente. :
*Lavar las cxtensmnes bajo un chorro ligero de agua.
*Colocar las cxtens:oncs en una jarra coplin que contcnga la mezcla de llnmén por 12 o

mmutos

*Lavar las cxtensnoncs bajo unchorro ligero dc agua.

‘Contratcmr lns cxtensnones en una jarra coplin que contenga hematoxllma de Maycr :
“porS mmulos, _ ’

‘Lavar las extensmnes bajo un chorro ligero de agua.

“Dejar las cxtensnones al-airc para que se sequen ¢ inmediatamente cubrirlas con un

medio de momura gelatmn glicerol para prevenir que la tincién se palidezca. -

. ‘Exammar las extcnsloncs microscopicamente, usando el objetivo 100X con aceite de

: 'mmcmén La) prescncxa de peroxidasas es indicado por depdsitos rojizos-café presentes
‘enel cxtoplnsma de los granulocnos y monocitos. El citoplasma de los neutréfilos estd
lleno de estos granulos rojizos-café. Los monocitos muestran de pequefio a moderado
nimero de los grénulos. Los cosindfilos exhiben granulos tefiidos obscuramente,
mientras que los baséfilos y linfocitos no se tifien. Los micloblastos mis inmaduros

pueden dar una reaccién negativa.
Se piensa que la actividad enzimdtica en los eosinéfilos es diferente que en los

neutréfilos, debido a que la peroxidasa eosinofilica retiene su actividad en un ambiente

é4cido y en presencia de cianuro, en tanto que no ocurre asi en los neutréfilos. Aunque la
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peromdasa exlstc en promnelocnos mielocitos, metamiclocitos, bandas y neutré[‘ fos, la ..

unica aclwndad valorada en los frotis ¢s la que ocurre en los blastos. La reacclon‘ :
,'posmva en los neutréfilos sirve como un control positivo. La pcroxxdasa puede

demostrarse en células Pilosas, megacariocitos y plaguetas por microscopia ele(_:lrémca,

pero no por métodos convencionales con microscopio de luz.

5.1.2- Tincién de Cloroacetato esterasa (CAE).

El cloroacetato de naflol AS-D es el substrato especifico requendo por Ias estoras:
presentes en los neutrofilos. Los blastos en las’ Leucemias Mleloblasucas Agudas con un .
componente granulocitico darén resultado posmvo, en tanto que los quc posccn un
componente monocitico puro, serin negauvos Los bastoncnllos de: Auer dan reacclén‘, :
positiva. Ninguna actividad de aobserva en Imfocltos, células plasmétxcas, megacanocnos, -

eosinéfilos ni en formas inmaduras de eritrocitos. El prlncnpxo de Ia reacctén sc ‘basa cn que -

las cloroacetato esterasas presentes cn las células granuloclucas hldrohzarﬂn un bstrato

(naftol AS-D cloroacetato) para liberar nafiol, ¢l cual entonccs se combma con azul rapldo

BB para formar un precipitado azul ecn o cerca del smo de la: acuwdad cnznm!mca. A

continuacién se detalla el procedimiento. (9, /7, 37)

; ‘Prcparar cxtensnoncs de sangre o médula ésca de pa cntcs y de
dejar secar al aire. L
“*Fij ijar las extensiones en una Jﬂl‘l'd coplm que contenga acetona formalmn fija bufereada
con fosfatos (pH 6.6 a 6.8) por 30 a 60 se;,undos. ‘

*Lavar las extensiones en 3 camblos de agua desulada

*Dejar que las exlcnsxones se sequen al alre por lO a 30 minutos mientras se prepara la
mezcla de mcubaclén. S
‘Colocar las extensnones en una jarra coplin que contenga la mezcla de incubacién por

20 minutos.
‘Lavar las extens:ones en 3 cambios de agua destilada.

; _Contratemr al colocar las extensiones en una jarra coplin que contenga verde de metilo

al 1% por 1 a 2 nnnhtos.
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*Lavar las extensiones con un chorro de agua.

*Examinar las extensiones microscépicamente usando el ochllvo de 100X con aceite
de inmersion. La actividad del cloroacetato esterasa se mostrard como granulos tefiidos
de azul en células granulociticas. Los basofilos mostraran de una pequefia a nula
actividad. Los granulocitos, incluyendo promielcitos, mostrardn una muy fuerte
actividad, asi como muchos, pero no todos, micloblastos. Los monocitos mostraran de
una pequeila a nula actividad. Los linfocitos, eosindfilos, células plasmaticas,

megacariocitos ni eritroblastos no muestran actividad.
5.1.3- Tincién de Estcfasas inespecificas Acetato o Butirato de a-naflilo (ANAE y ANBE).

Como en el caso anterior, las csterasas son enzimas capaces de hidrolizar a los ésteres
alifaticos y aromaticos. Estas enzimas pueden subdividirse en especificas (como en ¢l caso
anterior CAE) e inespecificas, de acuerdo con sus preferencias por substratos. Las esterasas
leucocitarias separan los derivados nafioles de sus ésteres. El naftol liberado se acopla con

un colorante diazonio adecuado, para dar un azocolorante insoluble.
Derivado naftélico Esterasa Naftol libre
= :

Naftol libre + Sal diazonio __—> Compuesto azoado de color intenso

Los substratos de acetato y butu‘alo dc a-naﬂllo son hidrolizados por esterasas con un
amplio espectro de actividad. Estas esterasas inespecificas se emplean como marcador
particular de los monocitos. Por tanto, los blastos en Leucemias Agudas con_un .
componente monocitico kM4 y MS)' daran  reaccién posit'ivzi, pe:-ro.‘,[:eucemias
Mieloblasticas Agudas con un componeme granulocitlco puro (Ml y M2) serén'
negativas o positivas débiles. La actlwdad de os monocltos se puede inhibir por
fluoruro de sodio, no asf la actividad de Ios granulocltos. Los emroblastos presentes en
la eritroleucemia (M6) y en el sindrome de DlGughelmo pueden teflirse positivamente
para esterasas no especificas. Algunos lmfpcntos muestran actividad de esterasa

inespecifica. La actividad positiva como puhtili’eo'en el citoplasma de algunos linfocitos
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maduros se confirma por estudios inmunolégicos para identificar linfocitos . T
cooperadores. Células Pilosas, células_piasméticas y - megaloblastos son positivas
también, Para ayudar a la diferenciacion de cstas células, de los monocitos, debera
incorporarse fluoruro de sodio a la tinciélnv de esterasa inespecifica. Megacariocitos y
plaquetas dan reaccion positiva con acctato de a-naftilo (ANAE), son sensibles en
forma moderada al fluoruro de sodio y su reaccion es negativa al butirato de a-naflilo.
9, 32, 37)

El principio para la reaccién con ANAE se basa en “que las enzimas hidrolizarin el
acetato de a-naflilo, para liberar un compueslo naﬂlhco el cual sc combma con
pararosanilina para producir un precnpnado ro_|o en o cerca del sitio de la nctnvndad

enzimdtica. El procedimiento para medxr ANAE es el su,unente

*Preparar extensiones de sangre o mcdula osca y scqucn al an'c. Por Io

menos 2 extensiones deben ser preparado ;por:ca iy 'n conlrol normal

k Etiquetar una extensién del paciente’ y,un contro

extensién como B.

*Fij |_|ar las extensiones en una jarra coplm quc contenga ‘acctona formalina bufereada con

fosfato por 30 a 60 segundos.

: ‘Lavar las extensiones en tres cnmblos d

*Deje que las extensiones se sequen al 30 mlni;to' mientras realiza la

mezcla de incubacion.

wvar las extcns:ones con un chon'o de agua.

: ‘De_]ar que las extensiones se sequen al aire y cubrirlas.
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*Examinar las extensiones microscopicamente usando el objetivo de 100X. La
actividad de esterasa no eépcciﬁéa se indicard por la presencia de granulos tefiidos de
rojo obscuro en el citoplasma . de ila’célula. Aquellas extensiones de la mezcla de
incubacién A (sin fluoruro) mostrarin una fuerte actividad esterasa en el citoplasma de
monocitos, macréfagos, mégacaﬁocilds y plaquetas. Habrd también tincién positiva en
algunos linfocitos T y células plasmiticas. Los granulocitos inmaduros y eritroblastos
normales mostrardn- una activfdad esterasa inespecifica muy débil o nula. Con el
ﬂuoruro, la tincién de actlwdad de esterasa incspecifica esta inhibida en los monocitos,

macréfagos megacanocltos y plaquelas

5.1.4- Tincién de Fosfatasa Aiééliné Leucocitaria (FAL).

“La qufa’lka'sa"iba‘ilyc'alikx'ig‘n eé uné cnzirﬁ.ak'quc libera fosfatos de fosfomonodsteres a pH alcalino.
La xi,(:'t‘ivid;d‘de la FAL se concentra en el citoplasma y en los granulos secundarios de los
Vneulré"f los y las formas en banda y en algunas veces, en menor grado en ciertos linfocitos
B. La valoraclén semicuantitativa de la actividad es dtil en Ia diferenciacion de una k
» :reaccxén leucemoide (actividad de la F. AL mcrcmemada) de una Lcucemm Mnelocl'tlca :
- Crémca (se decrece la actividad). El principio de la tincién radlca en que las extensnones se
f' ijan en acetona amortiguada con citrato. Cuando se coloca en In solucién de incubacién
que contiene fosfato de nafiol AS-MX y azul rap|do RR, la fosfatusa alcalina presente en
los Ieucocxtos libera el naflol AS-MX, el cual se ncopla al azul r:ipldo RR para formar un
compuesto azul insoluble (en’ el sitio de la actividad de Ia FAL) en proporcién de la
cantidad de enzima presente. Las extensiones sc contratu’ien El grado de reactividad se
determina al evaluar 100 neutrdfilos de acuerdo a la cantidad de colorante precipitado
presente. (9, 32) A continuacidn se describe el Iprocedimienlo a seguir:

*Preparar la solucién de tincién inmediatamente antes de usar:

a) Disolver el contenido de una capsula de azul rdpido RR en 48 ml de agua destilada.

b) Adicionar 2 ml de solucién alcalina de fosfato de naftol AS-MX y mezclar.

c) Colocar la tintura en una jarra coplin. Desechar la tintura después de usar.

*Después de la colecta, colocar las extensiones de sangre secadas en aire en una jarra

coplin que contenga acetona amortiguada con citrato por 30 segundos.

81




‘CUidadosamc‘ ! en_]uaguc lus extcnsxones

k:htq}brdv‘dt::,aguéldestilada‘ por 45 .

' segundos No permxta que las exlcns:ones
*Coloque las exiensiones en Ia solucnoryly de
ambiente. g
*Lave las extensiones en ugua dcsu]nda

" se sequen.

*Contrateflir con hematoxiliﬁa de¢ Mayer por,10 minutos; E las extensiones con

agua destilada por 3 minutos.

*Examinar las extensnones rmcroscéplcamentc en un drea relativamente delgada dc la

extensién usando el objcuvo dc IOOX (con aceite de inmersion). Contar:100 neutrofi los "

consecutivos (y en forma de banda) y éval

- en base a la apariencia’

= laboratono dcberzi cstablecer su propm cscala no n i
400 La ‘media nomlal osclla de 48 a 68. Un valor' 0s idéfa:e!evado‘

"'por lo general y menor de 13 dnsmlnmdo

5.1.5- Tincién de Fosfamsa‘Acida_(gbh resis:t'encvi.é'al ‘Tartrato).

? : La fosfatasa 4cida hidroliza a los éstei‘es de mohofosfatb en un medio 4cido, La fosfatasa
‘ dcida existe en la mayor parte de las células humanas. Es un constituyente de los lisosomas.
_En las células sanguineas hay 7 isoenzimas diferentes: 0, 1, 2, 3, 3b, 4, 5. Normalmente, la
actividad de la fosfatasa 4cida estd presente en los mielocitos, linfocitos, células
plasméticas, monocitos y plaquetas. En esta tincién la actividad de la enzima se indica por
un precipitado rojo. En presencia de L(+) dcido tartarico, se inhibe la actividad de la enzima
en las células antes mencionadas y se tifien de manera negativa. Sin embargo, la isoenzima
5 (una pirofosfatasa presente en grandes cantidades en las células pilosas de la leucemia del

mismo nombre) es resistente al L(+) 4cido tartirico, y mostrard una respuesta positiva en
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presencia de este reactivo. Raramente los linfocitos en la Leucemia Linfocitica Crénica y
én el Linfosarcoma puede mostrar una menor resistencia al L(+) acido tartarico’y, por lo
tanto, teflirse finamente de manera positiva. El principio se basa en que la fosfatasa icida
presente en las células hidroliza el acido fosforico nafiol AS-BI en la mezcla de incubacidon
liberando el naftol insoluble, el cual se acopla al pararosanilina, originando un precipitado
de color rojo en el sitio de la actividad de la enzima. En presencia de L(-F) d4cido tartdrico la

actividad de mucha de la fosfatasa 4cida es inhibida. La excepcion es ta isoenzima 5

(presente en la Leucemia de la Células Pilosas), la cual es resistente gl L(+) 4cido tartdrico.

A continuacién se 'describe‘el procedimicnto. (9) s

v‘Prcparar extensxones delgadas de sungre o

au'e -Por lo menos dos cxtensnoncs debe

v normal Ethuetar una extcnsnén como l el co

nmortxguada con fosfatos por-30 segundos

*Lavar las extensiones en 3 cambios de agua desnlada »'

'Lavar las xtensmnes rdpidamente con un chorro de agua.

‘Dejar que Ias extensiones se sequen al aire, montar y cubrir con un medio PVP.

‘Examinar las extensiones microscépicamente usando el objetivo de 100X (con

aceite de inmersion). Aquellas extensiones de la mezcla de incubacién I debieran
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mostrar acuvxdad de fosfatasa 4cida en el citoplasma de los lcucocn!os y plaquctas;

(vanando los grados de tintura roja). Las extensiones de la mezcla de xncubac|6n ] e

no debcn mostrar- actividad de la enzima o solamcnle una mfmmav amldud de ;
tintura roja. Las cclulas pilosas exhiben lmcnén ro_]a posmva dc ambas mezclas de .

. mcubacnén

g 5.1.6; Rgééciéh‘del Acido Periédico de Schiff (PAS)

La tmcxén de écldo pcnédlco = Schnff ayuda en el dlagnosllco de algunas Leucemlas
meobléstlcas Agudus y cncrtos subupos de Leuccmlas Mieloblisticas Agudas, y tamblén

e puedc seritil -para dlstmgulr la enfermedad de 'DiGuglielmo. Esta tincién indica la
presencia de mucoproteinas, glicoproteinas y carbohidratos de elevado peso molecular. En
las células sanguineas el glucégeno es lo que se tifie primariamente de manera positiva. El
acido periédico es un oxidante que rompe los enlaces C — C de los grupos CHO-CHOH
para formar aldehidos (CHO). El reactivo de Schiff (fucsina — 4cido sulfuroso) reacciona
entonces con los aldehidos para producir un compuesto precipitado de color rojo.
Normalmente, casi todas las células sanguineas, exceptuando los eritroblastos,, muestran
tincion positiva. La intensidad y patrén de la tincion variara segun el tipo celular. Puede ser

difusa, granular o una mezcla de los dos. Los granulocitos muestran normalmente un patrén '

de tincién difuso, mientras que la tincidn en los linfocitos tiene un pmrén granulm‘ Los' o

granulocitos muestran una reaccién positiva en todas las etapas arrollo,
neutréfilos maduros reaccionan mds fuertemente. Los mxelocnos y rmelob stos contiericn
granulos tefiidos con poca positividad. Los granulos cosinéfi los no (o_ in 6&. péro el
citoplasma se tifie positivamente. Los linfocitos contienen pocos ¥ fulo;teﬁidos fina o
toscamente de manecra positiva. Los granulos de los x‘nonq:(‘: (,exhvibcyn una pequefia
cantidad de positividad y los eritrocitos nucleados ggperalm;ﬂt?: no muestran granulos
teflidos positivamente. Las plaquetas se tifien pfoﬁmq@é‘nt‘e‘. En estados patolégicos, la
reaccion de tincion de PAS diferird de lo normal QTé'sid'. es de valor diagnéstico. En la
Leucemia Linfocitica Crénica, lmfosarcoma y en la enfennednd de Hodgkin, los linfocitos

contienen un nimero mcrementado de granulos teﬁldos posmvamente En la eritroleucemia

(enfermedad de DlGugllelmo) y en la talasemm, Ias células rojas nucleadas algunas veces
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muestran una reaccién positiva. Algunas de estas células se han encontrado. ¢n ancmias :--
deficientes de Hierro, en algunas anemias hemoliticas, perniciosas, aplasicas y policitemia

(9. 32). El procedimiento consiste en los siguicentes puntos:

*Fijar las extensiones en una jarra Cophn que contenga fom1ahna alcohéhca por 10
minutos. i : ' :

*Lavar las extensiones con un chorro dc agua por ]5 mmutos

*Colocar las extensiones en una Jarra Coplm qu contcnga écxdo penodlco por 20 .

minutos.

Mayer por 5 mmutos

*Enjuagar las extensiones con agua corneme por.15 mmulos Dejar escurrir y secar

'y posterlormente cubrir las extensnones
*Examinar las extensiones mlcroscépxcamcnte, usando el objetivo de 100X (con
aceite . de mmcrsxén). El glucégeno presente en las células se teflirdn con color

purpura mjo brillante.
5.1.7- ﬁncién con Sudan Negro B (SNB).

. El Sudnn Negro B tifie varios lipidos como grasa neutras, fosfolipidos y esteroles. Es un
colorante hpoﬁllco que abandona su solvente y se concentra en el lipido intracelular. Como
: una tincién, es muchas veces empleado para distinguir Leucemias Mielobléstica Aguda y
: r:nieblomonocitica de la Leucemia Linfoblistica Aguda. Los granulos de los linfocitos no se
tiien. Las células miclogénicas muestran una tincién tosca en sus granulos con tincién
ligera en los mieloblastos. La intensidad de la tincién incrementa con la madurez de Ia

célula. Los bastones de Auer se tefiirdn intensamente. Los monocitos muestran una tincién
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positiva de los granulos finamente dispersos. Esta tincién es similar a la tincién peroxidasa
eﬁ los tipos de células los cuales se ‘_ti’ﬁen ’posivlivamcvmc. Es muy similar en sensibilidad a la
tincién de peroxidasa,: pero eé‘més sensible que la tincién de clororacetato esterasa en la
tincidn de mieloblastos En o‘caSiones las vﬁcuolas citoplasmasticas de los linfoblastos de
la Leucemna meoblésuca Aguda L3 puedcn dar tincién posmva con cl SNB 9, 32). A

contmuacnén se describe cl proccdlmxcnlo

“Colocar papel filtro despedazado en la base de una Jarra Coplm y humedecer con
formaldehfdo al 37%. : S :

*Colocar extensiones secas en la jarra Coplin y cubnr. DeJar que ‘las extensnones se

fijen en el vapor por 10 minutos. Lavar cundadosamente con’

exceso del agua se escurra de la extension.

*Colocar las extensiones en una jarra Coplin que onl

Negro Sudan B por 30 minutos (el tiempo puede ser.

soluc16n tincion).

*Enjuagar cada frotis con alcohol etflico al 70% solo para remover el e ) de lin'cién.»
*Lavar las extensiones cuidadosamente con agu : k
*Colocar las extensiones en una jill‘l‘ﬂ Copl ngki:'tro'k'al' 1% y
contrateiiir por 10 minutos. ! E
*Lavar los frotis con agua cundadosumenle, secar al aire y. cubnr con un mcdxo PVP.

“Examinar las extensiones mlcroscépncamentc, usando el objetnvo 100X (con aceite de

inmersién). Los neutr6filos y eosméﬁlos sitivamente. Los granulos de los

eosindfilos generalmente se teﬁlrén ﬁl méme alrédedor de los grénulos pero

: permaneccra una cierta é.rea sm tcﬂu'. Los mon c:tos mostmr{m una tincién positiva

: dlspersa Los grénulos de los lmfocnos, plaquetas y entrocltos permanecen sin tefiirse.
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5.1.8- Tincién con azul de toluidina.

Es un colorante alcalino que reacciona con mucopohsacarldos para- formar granulos
metacromaticos. La reaccion positiva es especifica para baséﬁlos y células ccbadas No
obstnnte la reacci6n negativa no descartara la presencna de ncoplasnas de estas células,

debido a que el 4cido mucopolisacarido puede ser escaso o nulo, en tras!omos neoplésncos. .

(7

En base a las técnicas descritas anteriormente, podemos mencionar en el"siéuientev cuadro
los resultados de las reacciones citoquimicas en las células sanguineas sanas y en los
blastos de la leucemia aguda, los cuales son parte del criterio para clasificar las Leucemias

agudas en base al criterio de FAB, discutido en el capitulo anterior.

Tabla 5.1. - Reacciones citoquimicas en las células sangui y en los bl delal ia Aguda (/7)

PEROXIDA |a- a- NAFTOL- ACIDO FOSFATA-

SA; NEGRO|NAFTILA- |NAFTILBU [ASD- PERYOD!- |SA ACIDA

SUDAN B CETATO TIRATO CLOROACE | CO SCHIFF

ESTERASA |ESTERASA |TATOESTE
RASA

Promielocito +/++ It - +/++ + Fyrey
Neutraéfilo ++ t - +/4+ +++ +
Monocito -/t +++ 444+ -/+ + ++
Linfocito - I+ e - oI+ I+
Eritroblasto - -/:t" - - - /-
Megacarioci- - 4+ + Z T+ -+
to
LLA - S+ - - e S+€
LMA (M1) + N N T Yy -
LMA (M2) hind -/+ I+ ++ T ry
LPA (M3) +++ -4+ - -t Yy 4+
LMMA (M4) ++ /444 ++ ++ <[4+ ++
LMoA (MS5) -/t ++ -+ Y ++ +
EL (M6) - ++ + - rery -
LMeg (M7) - + It - ++
LMA (M0) - - N - N .

- = negativo; + = células débiles o poco positivas; + = moderada; ++ = moderadamente intensa; +++ =
intensamente positiva (la mayoria de las células), LLA = Leucemia Linfoblastica Aguda; LMA (M1) =
Leucemia Micloblastica Aguda; LMA (M2) = LMA con maduracion; LPA (M3) = Leucemia Promielocitica
Aguda; LMMA (M4) = Leucemia Miclomonocitica Aguda; LMoA (MS5) = Leucemia Monocitica Aguda; EL
(M6) = Eritroleucemia Aguda; Lmeg (M7) = Leucemia Megaeanoclnca Aguda, LMA (M0) = Leucemia
indiferenciada Aguda. a- La positividad es focal, no difusa, b.- En la eritrol yenal defe de
maduracién eritroides, la positividad es intensa, c.- Positividad cnoplasmé(nca focal en una pequefia
proporcién de LLA, d.- Tipicos bloques gruesos. Desde M1 a M5, las reacciones citoquimicas para las
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esterasas se aplican a todos los mononuclearcs, no eritroides y: no Ilnfmdts En’ Mé, las reacciones
citoquimicas citadas cn la tabla se aplican a los eritroblastos y no a Ios micloblastos quc lambvcn existen y
probablemente son positivos al Sudan Negro B o Peroxidasa. : ;

5.2- Empleo de los Anticuerpos Monoclonales para id;niiﬁcaf marcadores de membrana.

Sin duda alguna, un evento importante que marcd la pauta enel desarrollo de las técnicas
més avanzadas y especificas para el diagnéstico de las diferentes clases de Leucemias, fue
el empleo de las moléculas que son capaces de reconocer estructuras bioquimicas que se les
ha asociado con la presencia de un cierto tipo de leucemia. Dichas moléculas son los
anticuerpos. Los anticuerpos son moléculas de naturaleza glucoproteinica, producidos por
los linfocitos B que han sido activados por la presencia de un antigeno (rcgién o
determinante de toda sustancia capaz de estimular y originar una respuesta inmunolégica
especifica) y que se diferencian a células plasmaticas. Los anticuerpos siempre inician sus
efectos biolégicos al unirse a los antigenos y dichos efectos son aprovechados para
evidenciar la presencia de un marcador biologico que se asocic a una clase de leucemia. (/,
3n

Es importante mencionar que primero fue neccesario describir las caracteristicas

estructurales de los anticuerpos, aspecto que llevd més de 70 ados del siglo pasado yen

esto han participado muchos laboratorios. Los pruncros estudlos fucron llevados a cabo con '1

antigeno. Sin embargo, los anlxcucrpos so e ente paremdos entre si que

Michael Heidelberger y colaboradores fueron capaces d purlf car mczclas de anllcucrpos a
partir de otros componentes de la sangre, sentando de este modo las bases para posteriores
estudios estructurales. Trabajando con csta mezcla, los mmunélogos fucron capaces de
deducir la estructura de los anticuerpos. A pcsar de ello, la heterogeneidad molecular de
estos anticuerpos policlonales (anucuerpos producidos por miltiples clonas de linfocitos
B) interfirid con un andlisis mas detallado de la estructura de los anticuerpos, como fue la
determinacién de la secuencia de aminodcidos. La clave metodoldgica que supuso un gran
avance en este intento fue el descubrimiento de que pacientes o animales con mieloma

miiltiple, un tumor monoclonal de células plasmaticas sccretoras de anticuerpos, tenian con
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I‘recuencm en su sangn_ u orma _niveles allos de anucuerpos o fragmentos de anticuerpos

bloqulmncam«.n(c ldenucos 'lo que proporcnoné una fuente de anticuerpos individuales con

‘una espccxl' cndad (aunquc g,encmlmc.n(c dcsconocxda) En 1975 Georges Kohler y Cesar
Mllstcln descnblcronvun metodo para inmortalizar células secretoras de anticuerpos a partir

nmumzado, permitiendo la seleccién de amticuerpos monoclonalcs

; |nd|v1duales con una chcmf‘ cidad predeterminada. (/)
A grandes rasnos. la estructura de un anticuerpo o inmunoglobulina (porque comprcnde la
oo ﬁ'accxén Y de las globulinas) consiste de una protcina en forma de Y la cual consnslc de dos

cadcnns “pesadas” de 50 kDa de peso molecular cada una.y doskcadenars “ligeras™ de

S aproximadamcnte 25 kDa peso molecular cada una. Las cadenas l_igeras'se unen a las
. cadenas pesadas por puentes disulfuro [-S — S-], y las dos cadenas pesadas se unen por
" “uniones disulfuro para crear una estructura de 150 kDa. Las Inmunoglobulinas de las clases

G, Dy E (1gG. IgD c IgE) ticnen esta estructura basica de 4 cadenas, La inmunoglobulina
A (IgA) es un dimero de dos unidades o monémeros de 150 kDa unidas una con otra,
mientras que la inmunoglobulina M (IgM) es una molécula pentamérica. La region
responsable para el reconocimiento y la uni6n al antfgeno marcador es el fragmento de
union al antigeno o regién Fab y contience las regiones hipervariables de las dos cadenas
-ligeras- y pesadas (en la region hipervariable radica la heterogeneidad de todos los
anticuerpos, ya que la variabilidad de la secuencia de aminodcidos en dichas rcgibnes'es lok
que hace ser diferente a cada anticuerpo producido). El resto de la molécula de la
inmunogiobulina esta rclativamente conservada en la estructura de la secuencia “de
amino4cidos, y es similar a las otras moléculas de anticucrpos de la misma clase, y es
conocido como el fragmento cristalizable o regién Fe, y ¢s responsable para la sefializacién
celular después de que el anticuerpo se haya unido a su marcador. (/, /1)

Al describirse las caracteristicas cstructurales de los anticuerpos, su uso en diferentes
renglones de la ciencia ha marcado un gran avance en el desarrollo de técnicas de
diagnéstico mas precisas y exactas de las diferentes clases de Leucemias, pero para ello, es
necesario comentar como ha sido el desarrollo de los anticuerpos monoclonales que han
sido utilizados para identificar marcadores de membrana especificos que se expresan en las
diferentes clases de Leucemias. En ambos aspectos, se detallara el desarrollo del estudio de

la relacién antigeno ~ anticuerpo para el diagnéstico de las diferentes clases de Leucemias.
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5.2.1- Hibridomaﬁ y Anticuerpos Monoclonales. .

La técnica de produccién de cantidadeé casi ilimitadas de anticuerpos especificos frente a
un determinante antigénico determinado ha revolucionado la Inmunologia y ha tenido un
extraordinario impacto sobre la investigacion que se realiza en diferentes campos. Esta
técnica se basa en el hecho de que cada linfocito B produce anticuerpos con una Gnica
especificidad. Por lo tanto, cada tumor monoclonal derivado de un linfocito B, conocido
como mieloma, produce sélo un anticuerpo. Estos tumores aparecen espontdneamente en
los hombres y se pueden inducir experimentalmente en ratones por medio de diferentes
tratamientos. Existe el problema de que la mayor parte de los mielomas secretan
anticuerpos con especificidades desconocidas, ya que el proceso de transformacién que
origina estos tumores afecta a los linfocitos B de forma aléatoria y no es posible predecir la
especificidad de una clona cualquiera de linfocitos B transformado de forma aleatoria. Se
han realizado muchos intentos para producu' amlcucrpos homogcneos o monoclonales de
especificidad conocida. Como los linfocitos B n rmalcs no pueden crecer mdeﬁmdamcnte,
cstos intentos se ccntraron ‘en lu mmortallzacxén e las: células .B  que  producen un

anticuerpo conocndo. La prlmera lccmca, ahora ‘de uso generahmdo, para rcahzar esto fue

descma por Georges Kohler y Ccsar ;Mllstcm ‘en 1975. El método implica la fusnon de‘ o

cclulns ‘0 Iubrxdacxon celular somatica cntre un - linfocito B nomml productora de

anucucrpos’ una l{n ' de mleloma, y postcnomleme la seleccnén de las élulas us:onadas

que sccrclnn anucucrpos de la especificidad deseada denvadas del lmfoclto,B nommal Las
o lmeas celulurcs dcrlvadas de ‘esta fusion, inmortalizadas y productoras de anticuerpos se
‘llaman hnbndomas. "‘los " anticuerpos que producen s¢ denominan anticuerpos

- }monoclonalcs (I) ’
El éxlto Ac

_}fque crecer(an en un medlo de cultivo normal, pero no en un medio “selectivo™ porque

ﬁ técmca dependc del desarrollo de lineas celulares de mieloma cultivadas

nclonal(cs) necesario(s) para la sintesis del ADN en este medio de

"\culktikvo." La: fusién - de élulas normales con estas células de mieloma defectuosas

g proporcxonaria elg n(s) necesano(s) por parte de las células normales, de forma que s6lo

“los hfbndos celularcs éonﬁtlcos continuarian creciendo en el medio selectivo. Ademas, los
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- genes dc' las 'célulaé de miclonﬁa'hééén a'estos hibridos inmortales. Las lincas celulares que
: pueden usarse como parcjas para la: fumén se ‘crean induciendo defectos en las vias de
* sintesis de los nuclcéudos. Las células ammalcs normales sintetizan nucleétidos purinicos y
. _ tlmlhdato de novo a pamr de fosf’ombos:l plrof'osﬂ‘ato y urldlla(o, respectivamente, en

- varios pasos, uno de los cuales 1mplxca Ia transferencia de un grupo metilo o formilo desde

el tetrahidrolato activado. Los firmacos antifolato como la aminopterina, bloquean la
reactivacion del tetrahidrofolato inhibiendo asi la sintesis de purina y timilidato. Como
estos son componentes necesarios del ADN, la aminiopterina bloquea la sintesis de novo
de ADN. Las células tratadas con aminopterina pueden utilizar una linea de “salvamento™
en la cual la purina se sintetiza a partir de hipoxantina que se aporta exégenamente y
utilizando la enzima hipoxantina — guanosina fosforribosiltransferasa (HGPRT), y el
timilidato se sintetiza a partir de timidina gracias a la enzima timidina cinasa (TK). Por lo

tanto, las células crecen normalmente en presencia de aminopterina si el medio de cultivo

_estd cnriquecido con hipoxantina y timidina (conocido como medio HAT). Las lineas

celulares, sin embargo, pueden carecer de la HGPRT si se mutan y se seleccionan con
tioguanina o azaguanina, que son andlogos de los metabolitos normales que son substrato
de la HGPRT pero que dan lugar a purinas no funcionales. Igualmente, las célulask que
pueden carecer de TK por mutagénesis y seleccion con bromodcsoxiuiidina, que es
metabolizada por la TK para formar un producto letal fotosensible. Estas células HGPRT o
TK negativas no pueden utilizar la via de “salvamento” y, por lo tanto, moriran en el medio
HAT. Si las células normales s¢ fusionan con células HGPR’I‘ ) o TK ), las células
normales proporcionan la(s) enzima(s) necesaria(s) de forma que los hfbrldos sintetizan
ADN y crecen en medio HAT. (J) ! :

Este principio se aplicé a la generacién de hibridomas productores de anucuerpos en primer

lugar por el desarrollo de lincas de mieloma HGPRT (-) y/o TK ) Las lineas de micloma

son las mejores parejas para la fusidn con linfocitos B, ya' que ‘células scme)amcs tienden a

‘ fusionarse y formar hibridos estables mas eficazmente que con células que no son

sekn;jant‘es. Kohler y Milstein fusionaron una linea de mieloma de ratén HGPRT (-) con

‘jliglfoéitos B normales de ratén inmunizados con un antigeno conocido, utilizando el virus

: Sehdai,'que expresa una proteina de envoltura (“proteina de fusién®) que fusiona células

que estdn juntas. Los hibridos se seleccionaron por su crecimiento en el medio HAT; en
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- estas condmones, las células de mieloma no fusionadas moririan porque no podian utilizar
.la via de salvamemo y los' linfocitos B no podian sobrevivir mas de 1 a 2 semanas
porque no: eslaban mmortallzadas, por lo tanto soélo crecian los hibridos. Avances mas
__recientes en esta lécmca bésu:a mcluyen el uso de lineas de mieloma que no producen su
B propm lg y el uso de poheulcnghcol en lugnr del virus Sendai como agente de fusién para
snmphf icar la técmca (1)
Las células fusxonadas se cultlvan a una concentmcnén a la cual se espera que cada pocillo
de cultivo contenga sélo una célula de h:bndoma Se analiza ¢l sobrenadante del cultivo de

cada pocillo en el que se: dclccta ~‘cre ume' to celular para comprobar la presencla de

anticuerpos que reacclonan frente al an iz 0 utilizado en la inmunizacién. El mélodo de

deteccion depende del antfgeno usado. Para los anugcnos solubles, la técnica hnbltual esel
Radlommunoensayo o RIA y el lnmunocnsayo ligado a enzimas o ELISA; y para los
antigenos de superficie celula.r puedcn uullzarse una gran vanedad de anéhsns para unir

anticuerpos a las células wablcs (tecmcas que se discutiran posteriormente en el presente

capitulo) Unn vez que se 1dent|f can los pocillos posmvos (es decir, pocillo que contiene
los: hlbndomas productores del “anticuerpo deseado), se clonan las células en agar
prsemlsohdo o por dilucién h'mne, y las ‘clonas productores del -anticuerpo -se aislan
nuevamente mediante otro método de delcccnén. Estos_ hlbrldomas clonados producen
anticuerpos monoclonales con la especificidad deseada Los hlbndomas se pucden hacer

crecer en grandes volumenes como tumores ﬂSCllICOS en ratoncs smgcmcos para pmducnr

grandes cantidades de anticuerpos monoclonales ;
Dos caracteristicas de esta hibridacién celular’ soméuca la hacen cxtrcmadamcnle valiosa.
En primer lugar, es el mejor método para producir un antlcuerpo monoclonal frente a un
determinante antigénico conocido. En segundo lugar, se puede utilizar para identificar
antigenos desconocidos présentes en una mezcla debido a que cada hibridoma es especifico
para solo un determinanté antigénico. Por ejemplo, si se unen a la superficie de una
determinada“célula, cada’ clona del hibridoma secretard un anticuerpo especifico frente a
sblo - un determinante antigénico de esa superficie. Estos anticuerpos monoclonales se
pueden utilizar para purificar diferentes moléculas de la superficie celular (por medio de la

' - inmunoprecipitacién, por ejemplo), algunas de las cuales pueden ser moléculas conocidas y
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otras que pudleron no haber sido identificadas prevnamcnte. Algunas de las aphcacnones :

més comuncs de los hibridomas y de los anticuerpos monoclonalcs son las sngunen(eS'

e . Identificacion de los marcadores fenotipicos unicos de un lipo celular pamcular La
' base para la clasificacion moderna de los linfocitos y de los fagocnos mononuclcarw es.
la unién de anticuerpos monoclonales especificos de poblacién. Estos se han utlhzado.
para definir los “grupos de diferenciacién™ o CD, de varios tipos celulares (rﬁzircadores

de membrana). Lo i

e Inmunodiagndstico. El diagndstico de muchas enfermedades infecciosas y sxstémlcas sc' :

basa en la deteccidn de antigenos especificos y/o a.nucuerpos en la circulacién o en los

tejidos, utilizando anticuerpos monoclonales en los mmunoanall '
o Diagndstico y tratamiento de tumores. Los anucuerpos mo.

tumores se usan para la deteccion de estos tumores medlante lécmcas de lmagen y para ‘

inmunoterapia de los tumores in vivo,.

e Anahsm‘ Suncional de la superficie celular y molccu[as secrelaa'as En investigacion
mmunoléglca, los anticuerpos monoclpnales que s¢ unen a moléculas de superficie
celular y estimulan o inhiben ciertas funcioﬁes celulares, son herramientas de gran valor
para definir las funciones de las moléculas de superficie, incluidos los receptores de los
antigenos. Los anticuerpos que neutralizan las citocinas, se utilizan de forma rutinaria

para detectar la presencia y funciones de estas hormonas proteicas in vitro e in vivo.

En el momento actual, los hibridomas se suclen producir fusionando mielomas de ratén
sensibles al medio HAT ‘cbn linfocitos B de ratdn, rata o himsters. El mismo principio se

usa para generar hlbrldomas de lmfocuos T de ratén, fusionando linfocitos T con una linea

: tumoral derivad dé lmfocnos T scnslblcs al medio HAT. Se estin realizando intentos para

genemr 'amlcucrpos monoclonales humanos, ﬁmdamemalmente para su administracién a

Va, y esto podria explicar por qué los linfocitos B humanos no

son efcaces para fommr hlbndomas con lineas de mieloma de ratén). (/)
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5.2.2- Marcadqrésrde'vfne'mbrana., g

Con la genéraéién de los anliéuerpos monoclonzilés, fue posible desarrollar una serie de
“técnicas y’rﬁéioddvldgias capaces de identificar lineas celulares espéciﬁcas de las diferentes
* clases dek L‘,eucémias, asi como para las demds aplicaciones que se mencionaron
anicrioﬁnenie. Identificar el fenotipo de las células que se desarrollan en los diferentes tipos
: "’de Leucemias, fue un paso que sin lugar a dudas, se realiz6 a la par que el desarrollo de los
_anticuerpos monoclonales, ya que como se discuti6 anteriormente, es necesario la presencia
del antigeno puro para gencrar la activacién de linfocitos B capaces de reconocer al
antigeno que iniciara la respuesta inmune en el animal estimulado. Los inicios de la
identificacion de marcadores especificos comenzaron con la produccion de anticuerpos que
reconocieran selectivamente diferentes subpoblaciones. Esto se hizo al principio
produciendo “aloanticucrpos” (es decir, anticuerpos que pueden reconocer formas alélicas
de proteinas de la superficie celular) inmunizando cepas de ratones con linfocitos de otras
cepas. Esta técnicas tuvieron un gran éxito y condujeron al desarrollo de anticuerpos
capaces de reaccionar con linfocitos T murinas (anticuerpos- anti-Thy-1) e incluso contra
subpoblaciones funcionalmente diferentes de linfocitos T (anticuerpos anti-Lyt-1 y anti-
Ly1-2). Las limitaciones de estos inicios, sin embargo, son obvias ya que sélo es util para

proteinas de superﬁcie que existan en formas alélicas. Otros aBordajes que' tuvieron ‘algtin

exno. pero quc adolecian ‘de importantes lxmltnclones, lnclulan la- - bisqueda de

autoanllcuerpos cspccif cos frente a los linfocitos- en pacncntcs con cnfcrmedades,

‘k"aulommumtanas. La llegada de la tecnologfa de los hibridormas dio un gran cmpUJc a
" dichos anéhsts, y cl desarrollo més: pamcular fue la produccion de anticuerpos
':rt_ monoclonales que reaccnonaban espcciﬁca y selectivamente con poblaciones definidas de
"lmfocnos y dc otros leucocltos, pnmero humanos y posteriormente de otras muchas

B especlcs. (1)
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. 5,2.2.1- Marcadores fenotipicos de las diferentes clases de Leucemias.

Las moléculas de superficie celular reconocidas por a'nlicuérposrmonoclonales se llaman
antigenos, ya que se pueden generar anticuerpos contra ellos; o también son denominados
marcadores, ya que son utiles para identificar y discriﬁ:inéu' diferentes poblaciones celulares
(marcas). Estos marcadores pueden agruparse en varias .calégor‘fas: algunas son especificas
para células de una determinada estirpe o linea de médurabién, y la expresion de otras varia
segun el estado de activacién o diferenciacién de las bropias células. Analisis bioquimicos
de las proteinas de la superficie celular reconnéidas pdr “diferentes anticuerpos
monoclonales en la misma especie o incluso en éspecies difercntes, demostraron que en
muchos casos -estos anticuerpos eran especificos para las ‘mismas proteinas celuares
conservadas a lo largo de lakevolucién Surgié una gran conﬁJsién porque estos marcadores
de superﬁme fueron denominados en un principio segun los antxcuerpos frente a los cuales
reaccxonaban Para resolver este dilema, se adopté un sistema de nomenclatura umforme,
kmxclalmente aphcado a los leucocitos humanos. Segin este sistema, un marcador de
supcrf' cie que ldentlf ica una estirpe o una fase determinada de diferenciacién y que tiene
una estructura ch‘ mda y reconocida por un grupo de anticuerpos monoclonales, sc le
: dcnomma mlembro de un grupo de diferenciacion (cluster of di iferentiation CD en inglés).
’”'De cste modo, todos los antigenos leucocitarios de superﬁcle cuyas estructuras estan
defmldas uenen una designacién CD (p. ¢j. CD1, CD2).
Aunque esta nomenclatura se utilizd orlgmalmente para antfgenos leucocitarios humanos,

ahora es normal referirse a marcadores homélogos en otras especles y células diferentes de

los leucocitos con la misma designacién CD. Las dos fun

'vlo:ngs r_nés frecuentes atribuidas a

distintos antigenos CD son: 1) promover. las mt raccnohéé y 12 adhesién celular ¥ 2)

transmitir las sefiales que conducen a la- actlvnt:lén'de las ‘diferentes clases de células
leucocitarias. (1) A

De manera muy breve, y en base a las técmcas que a continuacién se describirdn, se
muestra solamente una pequefia representacién de los marcadores fenotipicos que se han
logrado identificar para cada clase de leucemia y dichos marcadores forman parte de la

designacién de los CD’s (aunque cabe aclarar que las moléculas CD no son los tnicos
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o marcadorcs que expresan las células la cx1stcnc1a de, otro upo dc moléculas fenotxplcas se ..

cxpresara en el slgu:ente capnulo)

5,2.2.'1.1-‘Leu¢cmia Linfoblt‘isticélTAg'uga. L

e ,_Las células leucém:cas dc esta clasc en sus dlferentes subupos que existen, expresan CD10

e (llamado ‘también CALLA cncefalmasa ' } endopcplldasa neutral, la cual es una

o metalopcpudasa dcpendlente de ch Yy puede actuar para limitar la actividad de las
k hormonas peptidicas. Pomblemente tenga un papel en cl desarrollo de los linfocitos B) y
CD19 (también llamado B4, pn.ruclpa enla rcgulacxén de la activacion de | linfocito Byen -
la proliferacién en el desarrollo de la’ respuesta inmune humoral; forma parte del comple]o :

de In sefial de transduccion que mcluye a TAPA-I -CD81-,CD21 y Leu-13). (27, 38)

5.2.2.1.2- Leucemia Liqr&;cmc'a c;énica.

En esta clase de leucemm las células cancerigenas expresan CD20 (llumada tnmblen BI o_, .

' Bp3s, actia poslblemente en la activacion, regulacién y prollfemcnon de los lmfocnos B y‘ :

en el canal lémco de Calcno), CD22 (Reguln la adhesion a cnlrocnos, lmfocltos T y B,

monocitos y neutréﬂlos) CDS (conocido también como Lcu-l y Ly-l posnblemente actuetf-

como molécula de adhesnén, pero los linfocitos B CDs+ se |mpl|can en enfermedadcs '

autoinmunes), CD19 y CD23 (Es un receptor de la Fce de baja aff mdad y uné‘ al CDZI y

tiene un papel en'la activacién del lmfoclto B puedc preve i SIS del centro:_

germinal de los lmfocnos B). (27)

52213 ‘L'e“uiée'mizi d u{; ‘('félul‘ask‘l’il"bsa;; '

Expresan CDllc (otros nombres p150, 95 0" cadenn o’ del CR4 es una’ molécula de

adhesxén, p051blemen!e interactda en fagocnosns de; pam'culas recublenas por iC3b -~
: opsomzadas), CD22 y CD25 (Forma complejos con l»receptor e IL-2 Byc, de aha
g afmldad e induce la activacién de linfocitos T. y B, umocnos, células NK y macréfagos).

@n
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5.2.2.1.4- Leucemia Miclobléstica Aguda.

Los Blastos mieloidcs cxbrcsan combinaciones de CD34 (marcador en ctapas muy
tempranas de precursores de células formadoras de colonias en médula dsea), CD13 (es una
aminopeptidasa, posiblemente participa durante el estallido respiratorio), CD117 (llamado
también c-Kit o SCF-R -receptor del factor de la célula madre -; participa como sefial de
transduccién, en la diferenciacién celular y en la regulacion de la adhesién), CD14
(llamado Mo2, es el receptor para LPS), CDI1S (llamado Lewis”, en forma sialil es ligando
de sclectina) y CD42b  (molécula de adhcsnon plaqueta.rla e ldentxf ca la linea

megacariocitica). (16, 27)

5.2:2..5- Leucemia Miclocitia Crénica

k fAlredcdor del 70% dc los casos en transformacnén blésuca tlenen un fenoupo
e mleloblésnco CD]3 y CD33 (se desconoce su ﬁmclon), cl 20% txenen fenotlpo de

i lmfoblasto CD10 CDl9 y cp22 yel 10% tiene un fenoupo mezclado (27)

' De esta manera, tencmos la generacion de anticuerpos monoclonales contra cada uno de los
-~ marcadores de superficie (los CD’s y muchos otros mis) que se han logrado ldentlﬁcar y .
que permiten la diferenciacién de cada una de las clases de Leucemlas que existen. El
principio entonces es muy sencillo, se genera en condiciones i in vitro Ia reaccién nntfgeno =
anticuerpo, la cual se hace evidente de diversas formas, ya contmuacnén, se describirdn
diferentes técnicas que emplean como principio - bdsico In generacién de la reaccibn

antigeno — anticuerpo.
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5.3- Emp'lc'ok:dekla Inmunucitoquimica

Por defmxclon, se entiende como lnmunocnoqulmlca ala dcmostrucnén de antigenos en
seccmnes de te_udo o extensiones por el uso de interacciones inmunolégicas especificas
) k(ﬁik(anllcuerpo = anlfgeno) culminando en Ia adhesxén de un marcador visible al antigeno. Ei
’ k_i;'marcador v15ual _puede ser un colorantc ﬂuorescente ‘metal coloidal, hapteno, marcador

lradlacuvo o més comunmente una enZIma para la microscopia de luz. (3/)

LY para comenzar con Ios marcadores mas usados en Inmunocitoquimica, se describen a

‘commuaclén los métodos que se basan en la mtcracclén Biotina — Avidina.

'»'»l" 5.3.1- Méfddbé Biotma kA‘vndma‘f e

5 ’La Blotma, un metabohlo de muchos tlpos de microorganismos, es una vitamina
i ,jhldrosoluble
tmnsﬁeren grupos carbox(hcos La Avidina es una glicoproteina bdsica (peso molecular 68

ue fomm la coenzima o el grupo prostético de diferentes enzimas que

,“LKDa) del huevo blanco. Cada molécula consta de cuatro subunidades idénticas, cada una

fvcapaz de unirse a una motécula de Biotina. Dicha unién tiene una alta afi nidad, se cree quc

la umén es no covalente, por lo que la unidn ocurre rdpidamente y es reverslble solamente: B

en condiciones extremas, como una acidez extrema y una solucién acuosa concentrada def :
guanidina a 6 M. La Biotina puede ser conjugada a una gran vunedad de moleculas é
biolégicas, incluyendo a los anticuerpos, y muchas moléculas de’ Blotma ‘pueden ser

adherldas a una sola molécula proteinica. La proteina biotinilada (lérmmo que descnbe la'm‘

‘unién de la Biotina con la molécula de ‘proteina) puede entonces umrse a’ mas kde una )
molécula de avidina (3/, 32). El proceso de biotinilizacién lmpllca a grandes rasgos los

siguientes pasos: a) Equilibrar la proteina (molécula de IgG) y Ia énztma en un bqﬁ‘er de

bicarbonato usando la columna de Sephadex G-25 o por dzalts b) Ajusfar la

concentracién de cada proteina a | mg/ml en el buﬁ&r de bwarbonalo, Dtsalver bl mg de

éster de Biotina en | ml de DMSO justo antes de usar d) Adlcuma 75y de la soluc:dn de

Biotina por cada Iml de la salucmn protéica; e} Mezclar mmedlatamente y rotar por 4ha
temperatura ambiente y f) Reequlhbrar la caIumna con 0.1 M de buﬂ'er Tri HCI pH 74,y

un buffer de intercambio de Ias dos muestras en esta columna (o duzlzzar contra este

98

e ot oA 8 - = e T e



. detecctén inmunohistoquimica de antigenos (Guesdon, Temynck ky Avram

: i consnsueron en lrcs 0 cuatro pasos, separados por lavadas en PBS"

) Vbuﬂer) La molécula de Biotina cs lo suficientemente pequefia como para no mterfenr con'—
- la acllvxdad blolé;,lca de la macromolécula que marca, y su reacuvndad con la avndma es'

,mvarlablc Los primeros métodos que hicieron ¢l uso de la Blotma y Ia avndma para la s

¢ 1979) s

Aplicacién de un’ antisuero primario (por :ejém o, an’ antic
antigeno en el tejido). : i o
Aplicacién de un antisuero secundano blotmllado ( 1gG biotinilada de

cabra anti-conejo). : : :
Aplicaéién de una solucién dé»avidkin' lcn!ementercon un

1 pemxldasa de

tdbano picante. La aclividad Hé 'lh ‘enzima . se delccta'por la: capacldad de utilizar el

peréxido de hldrogeno Y evndenclark lcha acuwdad con unn reacclén de oxldo-

reduccién de un agente g

u{mxco colorunétnco ( letrahldrocloruro de 33'
diaminobenzidina —DAB-) [ :

5.3.11- Conjuga»cii‘)krir de la Peroxidasa a ayntit::uerpos._

En este. momento es’ 1mportantc mencionar uno de los’ métodos mﬁs usados _para

conjugar. Ia pemx:dasa de rabano con’ los an/:cuerpos ~ Di mélodo emplea al
-(2-pu1d1luo)

reactivo de umén cruzada heterobifuncional denommado N-
¢ s'ci' copulado tanto a

proplonato (conocndo como SPDP). Este reactl
anticuerpos y enzimas a través de grupos ammo Ii las prote(nas Los grupos
resultantes anticuerpo — pmdlluoles pueden ser redu ) grupos tioles y los puentes

ld ol ‘con la liberacién de la 2-

disulfuro unidos a los grupos en;u'na
piridinetiona. B
A continuacién se describe el método para eallzm' la conJugamén usando SPDP. (3/)

. Dnsolver 3 mg de SPDP en 0 3'ml de metanol Esta solucién debe ser al instante de

Realizar los prdcedimientdé Ay B al mismo tiempo.
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5.3.1.2- Complejo Avidina-Biotina,

Se ldgré una mayor sensibilidad al usar un agente de deteccion preparado de manera
,','keciénte denomina ¢l complejo avidina-biotina (ABC). Este complejo se realiza al
fmczx:lar una solucién de avidina con una de la enzima peroxidasa de rdabano biotinilada
(método introducido por Hsu et al., 1981), este complejo es una enorme molécula de
lineas cruzadas que contiene mucho mads de tres moléculas de peroxidasa de rabano por
“un S;ltiO libre de unién a la Biotina (32). Para realizar el método ABC se requiere PBS,
‘los ‘imtisucros primario y sccundario biotinilado, solucién de avidina- [10 pg/mi],
Asoluclén de peroxidasa de rdbano biotinilado [2.5 pg/mi], el reactivo ABC que resulta
de la combinacién de la avidina y la peroxidasa biotinilada, reactlvos para ‘la

demostracnén de la actividad peroxidasa {(método DAB-H, O,) y un colorante capaz

‘de comraleﬁu El procedimiento es como sigue:

" e Incubar la preparacién en el adecuado antisuero primario diluido. El mtervalo de
dilucién puede variar entre 1: 200 y 1: 6400. Se prefieren mcubacxones prolongadas a

4°C que incubaciones cortas a altas temperaturas.

e Lavar en 3 cambios de PBS. - )

e Incubar en cl antisuero secundario biotinilado. Una dllumén l‘ Oa 14‘407 por 30-60
minutos a temperatura ambiente es usual, aunque se puede hncer a 4°C de 12 a 48
horas. : T

e Lavar en 3 cambios de PBS. De 15 — 20 minutos antbesr de ;hover las secciones fuera del
ultimo lavado, haccr la solucién de trabajo ABC. -

e Incubar: las secclones en la solucién de trabajo ABC por 60 minutos a temperatura

) ambxente

e bDemostrar la actwndad peroxldasa por el método DAB-H, O,.

fo “ Lavar en agua y contratemr

g Lo que se mostré antenonncnte, tiene aplicacién en tejidos, en la inmunocitoquimica se

emplean Tas células, como es el caso en aquellas que aparecen en las biopsias de médula

. bsen, y en lugar de antisueros se emplean anticuerpos monoclonales dirigidos a
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Vixp;a{qupres de membrana especificos de las difcrentes clases de leucemia, ejemplos

: ’crl‘iros se muestran en la demostracién de marcadores en células de médula ésea tratadas
,éon resina de metil metacriato modificada, como ¢l CD20, la  transferasa de
desoxinucle6tidos terminales (Tdt) y la molécuta MIB-1. . : ’
Sin embargo, la avidina tienc dos desventajas diferentes cuando se usa en los sistemas
de deteccion inmunocitoquimicos. La avidina tienc un punto xsoeléctrlco_ aI(o, de
aproximadamente dc 10 y por lo tanto, esta cargada positivamente a un"pH neutro.
Como consecuencia, se une a estructuras cargadas negativamente no especificas como
los micleos. La segunda desventaja es que la avidina es una glicoprotéiﬁa'y reacciona
con moléculas como las lectinas a través de los carbohidratos. e
Estos dos problemas se resuelven con la substitucién de la avidina por la esl;jeplqvidiria.
La estreptavidina (PM 60Kda) es una proteina aislada de la bacteria Slrep_{ omyces
avidinii, y como la avidina, ticne 4 sitios de unién altamente afines a la’ Biotina. La
estreptavidina tiene un punto isoeléctrico cercano al pH neutro, y por lo tahtd,' posee
pocos grupos cargados fucrtemente cerca del pH neutro en el cual se ktrz'xbnja en el
sistema de deteccién inmunocitoquimico. Ademas la estreptawdma no- es una

glicoproteina y por lo tanto, no se une a las lectinas y estas propledades lavhaccn mas

deseable que la avidina. Lo mas sofisticado y extensién sensibl 'de la lccmca de

estreptavidina-biotina emplea complejos preformados. La cstreptavndma yla peroxndasa

de rabano biotinilada simplemente son mezclados a las concentraclones apropxadas por

lo menos 30 minutos a temperatura ambiente para formar el complejo. El complejo
preformado es entonces adherido al antlcuerpo blotlmlado. Un control culdadoso
estequiométrico garantiza que algunos sitios de unién permanezcan libres pa.ra unirse
con el anticuerpo biotinilado. Esto permite que el complejo ‘pre-formado se una y
provea una muy alta seflalizacién al sitio de unién al antigeno. El inconveniente

principal es que la estreptavidina es aproximadamente 10 veces mds cara que la avidina.
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53.13- Afn;ﬂif

El uso’ de la F lramlda biotinilada para amplificar las reaccxones mmunocnoquumcas en
seccxones de le_}ldOS fue descrito primero por Adams et al (1992) La técnica requiere un
uproplado procedumento de pre-tratamiento y una 6ptlma recupcracxén antlgémca, seguido
de un método ABC convencional. Después de una capa inicial de Estreptavidina/Peroxidasa
de rébano, el paso de la Tiramida biotinilada se lleva a ‘cabo. La Peroxidasa de rébano en
presencia de peroxido de hidrégeno cataliza la formacién del reactivo de la Tiramida
biotinilada. Esta tiramida biotinilada se une covaléntemenle a pfolelnas via electronica rica
en residuos de aminodcidos como el Triptofano y la 'Tirosina, resultando en la deposicién
de la Biotina al sitio de reaccién.. La deposicién de la Biotina sc restringe al sitio de
reaccion de la peroxidasa de rdbano (en la forma EstrABC/PR) es solamente presente en el k
sitio antigénico. La subsecuente aplicacion de estreptavidina marcada se une a la Bibtinn kk

depositada nuevamente. La estreptavidina puede ser marcada con una enzima (ejemplo T

peroxidasa) o con fluorécromos apropiados. Si la enzima que marcé a la estreptnv:dma es.

usada, la reaccion pucde ser visualizada con ' el crom()geno “deseado (eJemplo :

diaminobenzidina). Esta técnica ha sido usada tanto para lnmunocxloqumuca como para la" =

n avance:significativo

deteccion de sondas por hlbndlmcxon in s:m, y: represent’

deteccion de antigenos (27)

CDs, CDZB y la Clclma D ¢ y per e la’ demostracxén de anticuerpos que previamente no

reaccionaron en las secctones con pamfna como en el caso del CD2, CD4 y el CD10.

Como dcsventajas tcnemos que se incrementa el nitmero de pasos; puede tender a altos
nn{eles de retroceso - especialmente en tejidos ricos en Biotina endégena y ademas es un
procedimiento caro.
A continuaci6n se describe la preparacién de la Tiramida biotilinada:
s Solucién Stock: Sulfo-NSH-LC de Biotina (100 mg)
40 ml de buffer de boratos a pH 8.0
Hidrocloruro de Tiramida (30 mg)

103



Meczclar culdadosamcnte a temperatura amblemc hasta ‘que. la SO]UCIOII esté
completamente disuclta. Filtrar a través de un f itro de mcmbrana de 0. 45 pm

e Solucion stock (25 pl) :
0.05 M de TBS pH 7.6 (1ml)

Alicuotar y almacenar a —20°C

Permita que se dcscongcle Inmedlatamente antcs de usar adxclonc 4 ul de peréxxdo

de hldrégeno por l ml de ahcuota. (31) .

i ;,"moléculas de anucuerpos La técmca puede ser visualizada al usar un colorante azul (azul

.-rdpido BBN) o un coloranle I'OJO (l‘O_]O rdpido TR). La técnica APAAP puede ser usada

como una alternativa a las lecmcas de peroxidasa y es particularmente util para las técmcas

de doble marcaje y para ta‘ demostracion antigénica en extensiones ricas en peroxldusa

endégena activa, como cn muestras de sangre periférica y aspirado de médula désea (27).
Para realizar la conjugacién de anticuerpos con la fosfatasa alcalina se’ consideran ' los e
siguientes pasos: : e
(Si la fosfatasa alcalina se suministré como un precipitado de éuifét‘o d'e’ mo.

ser removida la sal pnmero por dléhsls)




' _- Dlahzar por s h conlra do ’camblos de bufrer Trls HCl 0. lM pH 7. 4
AJustar aun volu '

bovma al 1% y nzxd

i i 54- Empleo de M‘

Fluoresccntes para Amlcuerpos y de Sondas Molccularcs con
apllcaclén en Cltomctria de Flujo ' '

Los ﬂuorocromos son escncnalmenle colorantes los cuales aceptan energ{a de luz a una
= 'longnud de onda dada y la reemiten a una longitud de onda mas alta, Estos dos procesos
son llamados excitacion y emision. E| proceso de emisién que sxgue es extremadamente
rdpido, cominmente en el orden de los nano segundos (10f" ;eg.), y es conocido como
fluorescencia. ‘ s B » .

Las dos fuentes de excitacién mis comunes en Citbmetlj}z_l‘t’dc' ﬂujé actualmente son el laser
de argén iénico a 488 nm 'y el laser de Helio ~ neén'a 633nm, y cualquier reactivo
fluorocromo usado en Citometria de flujo débe tener ioﬁgitUdcs de onda de excitacién que
cercanamente coincida con alguno de estos liseres. Citémetros de flujo mds sofisticados
pueden también usar laser UV. Por el empleo de una serie de filtros, y dependiendo del
arreglo de los ldseres colocados, los citémetros de flujo modernos pueden detectar las
emisiones de luz de varios diferentes tipos de fluorocromos.

Asf pues es necesario mencionar una definicién de Citometria de flujo y esto es una
medicion multiparamétrica cuantitativa de las caracteristicas quimicas y fisicas de células
en una suspension liguida. Un citémetro de flujo es un instrumcnto que detecta y mide la
cantidad de colorante fluorescente sobre particulas, y bisicamente consiste de uno o }nés
laseres para suministrar energia de excitacion, y una serie Ae filtros y detectores para medir
las emisiones fluorescentes resultantes. (7, 17) -

Estos conceptos son itiles para su aplicacién en el marcaje de superficie y la separacién
celular, de la siguiente forma: Los antiduerpos se utilizan muy a menudo para caracterizar,
identificar y separar poblaciones celulares. En estos métodos, el anticuerpo puede marcarse
con fluorescencia. En el casddc los marcadores fluorescentes, la cantidad de anticuerpo
unido a cada célula ijxglividuaiide una poblacion, s¢ mide haciendo pasar a través de un
fluorimetro una-a liga_ las células en suspensién. Esta capacidad de analizar células
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Wmdwndualcs compensa el. hccho dc que la mtensldad de ﬂuoresccncna .es_siempre .una

cantidad arbllrarla y que, al contrario que la radlactlwdad y la absorbancna, no_se puede’
rclacxonar con un nimero absoluto de moléculas. cxceplo por comparacmn con estiandares
conocidos. - Las células que ﬂuyen pueden ser separadas mediante campos
electromagnéticos cuya direccién y fuerza vanan segun la ‘intensidad mcdlda de la sefial
fluorescente, permitiendo de este modo separar las poblaclones celulares segin el
anticuerpo unido a su superficie, El mstrumento que rcahza esta tarea se¢ llama clasificador
celular mediante Citometria de flujo (FACS del mgles, ﬂuoresccnce-acl:vated cell sorter).
Los FACS modernos permiten de forma rutmana dctcctar 3 o mas sefiales de fluorescencia
distintas, lo que hace posible el anéhsns o ‘separacién de células segin  cualquier
combinacion especificada de patrones de anticuerpos” de superficie. Puede hacerse una
forma de separacion mas rapida pero menos rigurosa, permitiendo que las células se unan a
anticuerpos unidos a su vez a placas (“panning”) o esferas magn&icas. (1, 6 1) . = -
Este es el fundamento bésico del funcionamiento de la Citometria de flujo, lo sigufcnle es .
explicar caracteristicas mas detalladas de las partes que constituyen a esta técnica, gorhd es ,‘ 8
el caso que a continuacion se explica con los marcadores fluorescentes. ‘ :_
Para cl diagnostico y aplicaciones en investigacion en muchos centros mlemacxonales, :
usan citometros de 3 colores (equipados con argén idnico) y de 4 colores (eqmpados con-’
argon idnico y helio — neén). Las investigaciones a 3 colores usan anticuerpos acoplados a
los fluorocromos isotiocianato de fluoresceina (FITC), R-ficoeritrina (R-PE), y R-
PE:cianina-5 (PE:Cy5), con un cuarto fluorocromo conjugado — nloﬁcocinnina’(Al‘C){ .
usado en investigaciones espcciales de 4 colores tales como en la delecciénryde la
enfermedad residual y. en analisis de raros eventos. (27)

La R-PE se extrae de una alga marina roja Corallina officinalis y la APC se extrae de la
cianobacteria dnabaena flos-aguae (purificandola por comatografias de intercambio iénico
y gel filtracién). El R-PE:Cy5 se produce quimicamente acoplando el colorante cmmna
“Cy5:18” a la R-PE. El FITC se obtiene comercialmente.
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54.1- FITC.

Es un colorante de bajo peso molecular amarillo-verde el cual se acopla a proteinas por-
medio de una reaccién con grupos Aminos primarios a elevadosu pH.:FITC se"’éxcita a.

488nm, cercano a su maximo de absorcion a 494 ‘nm, y produce una emlsnén de'_f

fluorescencia méaxima alredcdor de los 520 nm. Debido a su gran dlferencla en peso

molecular entre el FITC (389 Da) y las mmunoglobulmas (150 Kda), un procedumentO'

simple de filtracidon en gel es suficiente para separar el colorante hbre (el que no. se acoplé)

del anticuerpo marcado con el Fl ITC Recientemente se ha de

brillante y fotosensible ultemallvo al FITC llamado
(494 nm) y emisién (Sl9 nm) mtixxma al FITC Se ha

~ més brillante que el FITC en algunos casos

5.4.2- F icqbiliprbleiﬁés,

Las ﬁcoblhprotremas son plgmcntos “antena” usados por a]gunas clases:kde plamns para

incrementar la eficiencia de la fotosintesis al colectar energia de la qu s0
onda sobre la cual la clorofila absorbe pobremente.
La clorofila absorbe a lo mis entre 430-440 nm y otra vez a 670 nm Las ﬁcoblllprotrefnas
demuestran una absorcidn maxima entre 470 nm y 650 nm, y tmnsmxten la energfa de luz
absorbida a estas longitudes de onda a la clorofila a 670 nm. ‘ i

Este arreglo de pigmentos antena ficobiliproteinas y la clorofila ‘se encuentran en los
ficobilisomas y permite que la energia de luz cruce mucho del espectro visible para ser
usado en la fotosintesis. Esto es particularmente importante en el medio marino donde la
transmitancia maxima de! agua marina es aproximadamente de 500 nm, fiuera del intervalo
de longitudes de onda 6ptimas para la clorofila.

Las ficobiliproteinas son relativamente grandes, y contienen multiples grupos prostéticos
cromoforos, los cuales son los responsables de las propiedades fluorescentes de estas
proteinas, y generalmente resultan en flurocromos de muy alta eficiencia, cominmente

excede en el 90% de la energia de luz absorbida transferida a la clorofila. (27)
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o 5.4.3- R-Ficderitﬁ@.

:R-PE’— R simboliza su origen de alga roja - es una proteina colorida anaranjado rojo
. bfillaﬂte; ‘coﬂ lin peso. molécular de 250 kDa y contiene 34 grupos prostéticos cromoforos.
" Con una absorcxén maxima a 492 y 565 nm y es excitable a los 488nm con laser argdén
iomco, y tlene una emlSlén méxlma cerca de los 578 nm. Duranle su - purificacion,

‘ solameme Ta mayor proteina contaminante es la R—ﬁcocnanma, la cual tiene propiedades

k“cromalogrﬁt’cas disimiles a la R-PE. (27, 32)

544- Aloﬁcoctanma

: APC es na protefm de color azul turqucsa de peso molecula.r de 110 kDa y contlcne 6

PE Cy5 es un colorante tandem la cual consxste de la R-PE covalentemente acoplado al

colomnte sintético sulfoindocianina Cianina5. 18 (abrevmdo como Cy5). Con pmpledades
de absorcién y emisidn similares a la APC, Cys5 absorbe la energia de luz emitida por la R-
PE después de la excitacion a los 488 nmkcor’i léser argén iénico, y reemite a 677 nm, un
cambio de Stock (es la diferencia en loﬁgitud de onda entre la excitacion y emisién maxima
de un fluorocromo) cerca de 180 nm. La eficiencia de marcaje 6ptimo para usarse en
Citometria de flujo estd entre 5 a 8 moléculas de CyS por molécula de ficoeritrina. Una
relacién por debajo de 4:1, hay insuficiencia en Cy5 para absorber todas las emisiones
fotdnicas de la ficoeritrina, por lo que la energia de fuz a los 578 nm comienza a escapar del
complejo. Esta fuga de emisién puede comprometer el rendimiento de un reactivo marcado

con PE:CyS5 si se usa en combinacién con un reactivo marcado con ficoeritrina.
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La siguiente tabla muestra las caracteristicas de fluorocromos usados en Citometria de

ﬂdjo, en grupos de excitacidn de longitud de onda.

Tabla 5.2 Caracteristicas de fluororcromos usados en Citometria de flujo (27)

sonda | EX (nm) EM(nm) | pm (DA} ] notas
REACTIVOS Y SONDAS CONJUGADAS
Hidroxicumarina 325 386 331 Succinimidil éster
Aminocumarina 350 445 330 Succinimidil éster
Metoxicumarina 360 410 317 Succinimidil éster
Azul Cascada 375; 400 423 596 Hidratada
Amarillo Lucifer 425 528
NBD 466 539 294 NBD-X
R-Ficoeritrina 480; 565 578 240,000
Conjugados PE- 480; 565; 650 670 Aka Cicromo,
Cys R670, Tri-Color,
Rojo quantum
Conjugados PE- 480; 565,743 767
_Cy?

Rojo 613 480; 565 613 PE-Rojo Texas
Fluoresceina 495 519 389 FITC; pH ibll
BODIPY-FL 503 512

Cy3 512; 552 565;615
TRITC 547 572 444 TRITC
X-Rodamina 570 576 548 XRITC
Lisamina 570 590 g
Rodamina B
PerCP 490 675 Peridina clorofil
_proteina
Rojo Texas 589 61S 625 Sulfonil cloruro
Cys 625-650 670
Cy7 743 767 1,001
Aloficocianina 650 660 104,000
TruRed 490, 675 695 Conjugado PerCP-
Cy5.5
Conjugados APC- 650; 755 767 PharRed
Cy7
SONDAS DE ACIDOS NUCLEICOS
Hoechst 33342 343 483 616 Selectivo AT
DAPI 345 455 Selectivo AT
Hoechst 33258 345 478 624 Selectivo AT
Azul SYTOX 431 480 ~400 ADN
Cromomicina A3 445 575 Selectivo CG
Mithramicina 445 575
YOYO-1 491 509 1270.65
Verde SYTOX 504 523 =600 ADN
Naranja SYTOX 547 570 =500 ADN
Bromuro de etidio 493 620 394.31
7-AAD 546 647 7-
aminoactinomicina
D, selectivo CG
Naranja de acridina 503 530/640 ADN/ARN
TOTO-1, TO- 509 533 Tincidn vital,




.PRO-1 | TOTO: Dimero de
. cianina, TO-PRO:
Monémero de
cianina
Naranja de tiazol 510 530
Yoduro de propidio 536 617 668.4
TOTO-3, TO- 642 661
PRO-3
LDS 751 543; 590 712; 607 471.98 ADN
(543ex/712em),
ARN (590
€x/607em)
SONDAS DE FUNCION CELULAR
Indo-1 361/330 490/405 1,010 Ester AM.
Bajo/alto Ca**
Fluo-3 506 526 855 Ester AM. pH>6
DCFH 505 535 529 2*7'Dicrodihidro
fluoresceina, forma
oxidada
DHR 505 534 346 Dihidrorodamina
123, forma
oxidada, catélisis
ligera de oxidacidn
SNARF 548/579 587/635 pH 6/9
PROTEINAS FLUORESCENTES
Y66F 360 508
Y66H 360 442
EBFP 380 440 Quantum alcanza
0.18
Wild Type 396; 475 508; 503
GFPuv 385 508
ECFP 434 477 Quantum alcanza
0.40
Y66 W 436 485
S65A 471 504
S65C 479 507
S65L. 484 510
EGFP 489 508 Quantum alcanza
0.60
EYFP 514 527 Quantum alcanza
0.61
DsRed 558 583 Quantum alcanza
0.29
OTRAS SONDAS
Monoclorobi | 380 | 461 226 | Sonda de Glutatién
Calceina | 496 [ 517 { 623 pH>5

Leyendas: EX = pico de la longitud de onda de excitacién; EM = pico de la longitud de onda de emisitn;

= Peso molecular,
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_5.4.6- Citémetro dc‘Flujo. N

o Después de habcr revisado los marcadores fluorescentes mas usados en Citometria de flujo,

i es importante revisar cémo esta constituido un citémetro de flujo y las proplcdadcs que

mide. Se puede realizar una analogia entre un citémetro de flujo y un microscopio para el

mejor entendimiento del funcionamiento del citémetro. Muchos microscopios tienen los

siguientes componentes:

Una fuente de luz. Un microscopio tipico usa un foco para iluminar a las células. En el

citémetro de flujo, la fuente de luz en ocasnones es un. laser. Los laseres son usados

porque proveen un haz de luz monocrom{m muy P ncentrada e intensa. El cardcter

monocromdtico de la luz es cspccxalm e ‘importante para hacer las mediciones

fluorescentes.

La platina. En un microscopio; la blatihh cs Vr:nc}vyiblve'para permitir el paso de las células

en el campo visual de la lente de un objetivo. En'el citémetro de flujo, las células estan -

en una suspensién liquida. El liquido. fluye en réspuesta abbuna presién de aire, por -

delante una lente de un objetivo, por lo que lleva"é las células al campo visiml
Las lentes. Tanto en ¢l microscopio como en el cxtémetro de fluJo, las lentes colcclnn la

luz de las células.

Los filtros. Algunos microscopios tiencn flltros para selecclonar aquellas camcterisucas

de la luz que sean las mds importantes para cl obscrvador.

en los microscopios fluorescentes. En la ﬂuorescenc:a,-lasumoléculas de los colorantes
son excitadas por la luz de una longltud de onda dada (o ¢ color"), los cuales entonces
producen una luz emitida a una Iongnud de onda mayor. Los filtros remueven la luz de
excitacién para dejar que la luz de emision sea vista o medida.

Los detectores. En un microscopio, el detector de la luz es uno mismo, el observador. E!
citémetro de flujo usa detectores ‘de luz altamente sensibles llamados tubos
fotomultiplicadores, o “PMT’s". Los detectores deben ser capaces de medir los breves
destellos de luz emitida de las células que se estdn moviendo a la hora de que pasan por
el campo visual de la lente dcl objetivo a velocidades que rebasan varios miles de
células por segundo. (27)
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uchos cltomctro de ﬂl.IJO pucdcn medir dos tipos de luz de las celulas.
D:spersron de Ia qu (del inglés Light Scatter).- La dispersion de la luz es la interaccion

luz y la malena Todos los materiales, incluyendo las células, dispersaran la luz.

(La d:spersnén de la luz nos permite ver los objetos) Esta compuesta a grandes rasgos de
: la luz que se refleja y se refracta. La posicién de la cual uno ve un objeto algunas veces
deiemlina lo que podamos decir de él. En el citémetro de flujo, los detectores de la
v dispersién de la luz estan usualmente localizados en el lado opuesto al laser (relativo a
la célula). Y a un lado del laser, en linea con la interseccién flujo del liquido/haz del
laser. Las mediciones hechas por estos detectores son llamadas dispersion_de la luz
delantera (del inglés Forward Light Scatter) y dispersion de la luz_lateral (del inglés
Side Light Scatter). La dispersion de la luz delantera provee cierta informacién en el
tamafio relativo de células individuales, mientras que la dispersién de la luz lateral
provee cierta informacién sobre la granularidad relativa de células individuales. Son
usados en combinaciéon para distinguir las diferentes y principales categorias de
leucocitos en sangre completa de mamiferos, pero también son utiles en innumerables
ensayos. : : '
Fluorescencia.- La fludrescencia, como ya se menciond anteriormente, es la propiedad
de una molécula de ’absorber luz de una longitud de onda particular y reemitirla a una
longitud de onda mayor. El cambxo de longitud de onda relata una pérdida de energia

que se-da en-el proceso. Esta es una caracteristica que hace a la fluorescencia

extremadamente (til: los filtros pueden ser usados para excluir la luz de excitacién de la

luz del defector o del observador. Por lo que solamente la luz medida o vista se origina = - '

de las moléculas fluorescentes. La interferencia por dispersiones de luz anteriores en los

detecton:s es extremadamente baja, Hay muchos marcadores fluorescentes, como ya se

cité antenormente, que son usados en Citometria de flujo. Estos se unen a una variedad
de componentes citoquimicos, como los dcidos nucleicos, proteinas, receptores
nucleares y citoplasméticos y a marcadores especificos de superficie celular, entre otras
maés. Una propiedad importante de un marcador fluorescente lo cual determina su
potencial para su uso en los ensayos de Citometria de flujo es la longitud de onda de
excitacion: se debe relacionar las longitudes de onda disponibles con el de la fuente de

luz.
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~tubo de prueba con un haz azul. El dxspersor de luz delantero ecta por'unos lentes en

linea con el haz de léser (el haz de laser por s( mxsmo oquea por una pequeﬁa barra
-7 opaca) 'y se refleja sobre un detector de luz. El dlspersor de luz Iateral ¥ la ﬂuorescencm se

"colectan por unos lentes colocados a un éngulo dlestro al haz de léser Este instrumento

e puede medxr 3 colores de la fluorescencia en las reglones verde, anaranjado y rojo del

,cspcctro. Los colores son separados por filtros que tanto rcﬂe_)an o transmiten solamente la
: Ibngitud de onda descada a los detectores apropia’dos.' (21, 27)
Fihalmente, todas las sefiales electrénicas de los detectores son pasadas a una computadora,
““la cual los registra y muestra fos resultados, Debido a que todas las mediciones son hechas
. a cada célula en forma simultdnea, las correlaciones entre ellas pueden ser determinadas. Y
una medicién puede ser usada para seleccionar un subtipo de células para estudiar otra
' medicic')h. En esta forma, podemos examinar la fluorescencia verde solamente de grandes
. célu{as_(ideniiﬁcadas por un alto dispersor de luz delantero), por ejemplo. (27)
: Cofnq es de suponer, los anticuerpos monoclonales pueden marcarse con las sustancias
‘ﬂuore‘sccnles y entonces realizar una inmunofenotipificacion en base a la Citometria de
ﬂujb. En diversos estudio es importante realizar inmunofenotipificaciones para determinar
él tipo celular con la que sc esta trabajando. Por ejemplo, en estudios para caracterizar
células leucémicas CD3+ en muestras de pacientes con Leucemia Mielocitica Crénica, se
basan en un analisis FACS, la cual consiste de los siguientes pasos:
. Separacion de las células mononucleares de las muestras sanguineas por medio de
densidad centrifugacién por Ficoll-Hypaque.
e Las poblaciones celulares resultantes se incuban por 10 minutos a 4°C con solucién

salina balanceada de Hanks (HBSS), conteniendo suero humano al 5% previo a la
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adicién de anllcucrpos CD3+ anuhumana ma:cada con lsouocxanato d" ﬂuorcscema s
(FITC) en una relacién 1:50. ' , ' '
e . Las células se incubaron a '4°C por otros 30 minutos y fi fnalmente lavad ‘

HBSS/2% SFC; 1 pg/ml de yoduro de propidio se adlcloné ;

permitir la dlscru'nmamén de células muertas antes del anélxs
e La 8dquICI6n y anélnsns de las células se rcahzan en un c
un soﬁware (LYSIS 1I de Becton Dickinson)

metro (FACSort) usando

De este modo, podcmos mostrar en las sxgulenles ﬁguras, resultados de Cxtometﬂa’ de bﬂujo

que ca.ractenzan a las dlfcrentes clases de Leucemlas.
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Figure 1. Pre-B cell acute

lymphoblastic leukemia.
dorcs dc membrana caracteristicos de la Leucemia

Figura 5.1 Se obscrvan los ltados dc
Linfoblastica Aguda del tipo pre-B, ¢n la cual cl
a las moléculas de histocompatibilidad clase 11
CD13y CD20. (/1)

laramente sc cvidencia la positividad a CD19, CD45, CD10 y
(HLA-DR). En cambio, son ncgativas a CD34, CD2, CD3,
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Figure 2. T cell acute lymphocytic leukemia (T~ALL).

) s v . » » célu!as T
igura obscrvan los marcadores que dan positividad al la Leucemia Linfocitica Aguda de las .
l;’:mo kg;lzc?cCDlO, CD:?: CD2, CD3.(?D5 y CD7. Las moléculas auscntes son CD13, CD19y HLA-DR. (/7)
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Figure 5. B cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL).

Figura 5.3 Los marcadores presentes en células caracteristicas de la Leucemia Linfocitica Croénica de los
linfocitos B son CDS, CD19, CD20, CD23, CD45 y HLA-DR. Carecen de CD2, CD3 y CD10. (/1)
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Figure 6. Acute myeloid leukemia (AML).

enlal Micl

cn las diferentes clases de células que se

bldstica Aguda: CD11b, CD13, CD33, CD34, CD45 y HLA-DR; en cambsio,
son negativas para CD2, CD3, CD10, CD19y CD20. (/1)
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-5.5- Empled de la Inmunofluorescencia.

- Se entxcnde por Inmunofluorescencia como una técmca que emplea antlcuerpos marcados
,,con sustancias fluorescentes para evidenciar la prcscncm dc antl'genos o marcadores de

super(‘ cie de membrana o moléculas intracitoplasmaticas. En gran medlda el fenémeno de

‘la fluorescencia se explicéd en el texto anterior de Citometria de flujo, pero en este apanado:'_ o

revisaremos que la Inmunofluorescencia es una herramlenta adlcmnal para ‘el dlagnésuco}

fluorescencia. (36)

Ademas de la técnica directa, los antfgcnos en seccxoncs de tejido trawdos con antlcuerpos

sin marcar pueden ser contratcmdos con anummunoglobulmas marcadas con fluoresceina

para localizar antigenos en tejxdos por el metodo de Inmunoﬂuorescencta indirecta. La

técnica del anticuerpo fluorescente indirecta es’ un método para identificar anticuerpos o

antigenos usando un anticuerpo marcado con un ﬂuorocromo el cual se combina con un

anticuerpo intermediario o un antigeno mds que dlreclamente con el anticuerpo o antigeno

que esta siendo buscado. La técnica indirecta uene una mayor sensibilidad que las técnicas

de anticuerpo con fluorescencia dnrectu. Algunas veces es referido como el método de

sandwich o de doble capa. : .

Para realizar el marcado de los antlcucrpos, se procede de la siguiente manera:

e Separar la fraccidon globulfmca del suero mmune por precipitacién con un volumen
igual de solucién saturada de sulfato de amomo 40%, pH 7.2. Conviene afiadir la

solucidn salina sobre el suero, en un tncmpo de 2 a 3 minutos, con un mantenimiento

constante de la ngltacnén por ui hora, medlante el empleo de un agitador magnético.

e Centrifugar a 5000 r.p.m. dura.ntc 3 minutos, desechar el sobrenadante y redisolver el
precipitado en agua destilda, en un volumen igual a la mitad inicial. Reprecipitar con
sulfato de amonio y disolver el precipitado en iguales condiciones a las indicadas en la

primera precipitacion.

119



Colocar el precipitado en un tubo celofén y diélizar ﬁ'eriie“a sdluéién salina lamponada
(buffer de carbonatos 0.25 M pH 9.0) hasta reacc:on ncgallva de sulfatos en el hquxdo
de dialisis, usando solucién de cloruro dc bano al: 5% como reactlvo indicador. La
dialisis debe hacerse a 4°C, con agltacnén constante (agltador magnéuco), rccambmndo—

la solucién salina cada 4 h.

Fi mallzada la dialisis, se valoran las protefnas totales y ajuslarlas au
de 20 mg/ml.
Adicionar 0.05 mg de FITC por mg de proteina total ‘Para’la marcaclén se dlluye la

’co'ncerilracién

solucién protelca en solucxén salma tamponada ‘hasla la concentraclén mdncada y se

lleva a pH 9-9 5. Las globﬁlmas colocadas en un vaso de’ preclpllacnén son’llevadas a

Se~aﬂnde la fluoresceina en

';pequeﬁas cantldades, no efectuando it evo agregados hastn dlsoluclon del antenor,

. opcraclén que llevade 324 homs La agl aci dcbe contmuar toda la noche

I vLa ehmmacnén dela fluorescelna no con_)ugnda puede hacersc dlahzando la solucién de

g globulinas frente a solucién salina tamponﬂda o ﬁltrando por una columna de Scphadex
G-25. En este caso una columna de 1x 30 cm que contenga 5 de Scphadex resulta til

para la purificacién de 5-8 ml de solucnén conjugada ‘Com eluyente se usa solucxén

salina tamponada.

Todo conjugado debe ser evaluado antes dc su uso para dctenmnar la mtensxdad de la '

tincion espec(ﬁca y la presencm y la cantldnd de fondo o tnncxé.n mespecnf ca. Ellos se

determinan mcdx ante rea lones de mmunoﬂuorescencm ﬁ-cnte a pntmnes conocidos.

" Un exceso dekt n mespecff ca puede rcsolverse a veces’ por simple dilucién de
do. En ‘, es necesano adsorber con polvo de tejidos, generalmente de
v ‘a uuhzar es aproximadamente 100 mg por ml de conjugado a
7 }adsorber La adsorcxén se hace a 4 — 5°C durante una hora, y después se separa el

sobrgmdante por centrifugacién. Generalmente con dos adsorciones se consigue el

" efecto deseado.
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_5.5,1~ Inmunofluorescencia directa.

. Para realizar la  Inmunofluorescencia por el método difecto, se emplea el anticuerpo :-

. espec:ﬁco marcado con el fluorocromo, y se sxguen los siguientes pasos:

' ’Sed i

Sobre portaobjetos limpios y desengrasados hacer las impresiones del material a

' analizar, dejando secar a temperatura amblenle (aproximadamente 30 mmutos)

Introducirlos en un vaso de Coplin con acetona fria y dejarlos en heladera por un

tiempo que puede variar entre 1.y 4 horas segtin el material a fijar.

Para la tincién, escurrir los portaobjetos'y dejar que tomen la temperatura ambiente.
Cubrirlos con el anticuerpo marcado con el fluorocromo, previamente diluido segiin su
titulo y dejarlos en cdmara hiimeda 30-60 min. a 37°C.

Lavar c;dn abundante solucién salina tamponada para eliminar ¢l fluorocromo no fijado,

enjuagar répidémepte con agua destilada, dejar escurrir y secar.

{_Para‘ la dbscfvzicién microscopica, montar previamente con glicerina tamponada.

: 552- Ili_rhu‘noﬂqoiescencia indirecta.

"30 60 mmutosb a:37°C. Se lavan con abundante solucién salina tamponada y se

enjuagan con agua destllada.

g:scumr y secar Y previamente a la observacién microscépica, se los monta en

gllcerma tamponada
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.. Esta técnica es de relevante importancia porque se puede realizar inmunofcnotipiﬁcaciones
de las células leucémicas (/5). Diversos investigadores han correlacionado el empleo de la
Inmunofluorescencia con ¢l diagnéstico de diversas clases de Leucemias. Un ejemplo es el
diagnéstico de la Leucemia Promielocitica Aguda 0 LMA M3, en donde actualmente una
de las meiodologias més usadas es la inmunofenotipificacién por Inmunofluorescencia
indirecta; usando FITC y Ficoeritrina conjugada a F(ab),IgG de cabra antirratén como
reactivo secundario, con un panel de anticuerpos monbclonales‘ puriﬁéados ‘de ratén
dirigidos contra antigenos de diferenciacién de leucocitos humanos relevantes como CD34,
HLA-DR, CD7, CD5, CD2, CD3, CD15, CD10, CD19, CD]lb CD13“ CDl4 CD33 y.:
CD?9. En este caso hay positividad en las siguientes moléculas: CDZ CD34 CD33 ‘CD13 y

CD?9 principalmente. (15, 16) - : :
Otro caso muy aplicado es la detecciéon de la proteina PML expresada n

células pertenecientes a la M3; actualmente el anticuerpo monoclonal (MoAb) PGWM3 :
dirigido contra un epitopo amino terminal que es compartido por todas las’ lsoformas
conocidas de PML y PML- RARa, y es muy conveniente para el uso dlagnésuco. Dicho
anticuerpo por medio de la Inmunofluorescencia detecta la localizacién de Ia proteina LPM
dentro de 5 a 20 paniculas dxscretas nucleares (llamadas “cuerpos nucleares”). (16, 19, 20,
24)

X 6- Empleo de la Hlbndacnén por Fluorescencna In situ y de la Hibridacion Comparativa

g La HlbndaClén por‘ﬂuorescencxa n sxtu (del inglés Fluorescence In Situ Hybridization
FISH) es ﬁna tecmca‘que dlr tamenlerldenllﬁca una region especifica del ADN o ARN en
una célula. El ADN en células ko te_udo fijado sobre portaobjetos de vidrio debe ser
S desnmurahzado con formamlda antes “de la hibridacién con una sonda de ADN o ARN

radiomarcada o bxonmlada que es complementaria al ARNm del tejido que se estd
buscando. Para probar que la sonda se ha hibridizado a su cadena complementaria en ¢!
tejido o en la célula bajo estudio debe ser autoradiografiada o por sondas marcadas por
enzimas dependiendo de la técnica que estd siendo usada. (27)
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: La FISH posee - una serie de -ventajas y- desvemaJas que‘la-hacen ser una técnica que” -7
dependiendo de las necesidades de la mvesugacnon, se puede emplear de manera efectiva:
o Latécnica directa in situ es relauvamcme raplda y sens:ble

*  No se necesita de cultivo celular -

e Resulta més facil de mterpretar que un canotlpo

e Se puede combinar la FISH con la lnmunotmi:xé n

o  FISH solamente proveera mformad 6n acerca dek la sonda que estad sxendo evaluada, per

otras aben'aclones no seran dctectadas

De manera muy breve, se detal]a cémo esla técnica de FISH

. Las células en mlerfhse se obtlenen directamente de sangre, médula ésea, blopsm de

o gang]los lmfétlcos, hqmdo cefalorraquideo, efusxones pleurales y nuclcos en mterfase =

’ ue pueden ser extraidos de tejidos fijados en paraf' ina.

cet Preparar cltocentrifugas de portaobjetos O usar extensloncs Las muestras_estdn hstas .

) para usarse inmediatamente, o pueden ser almncenadas a temperatura ambiente prevno a

‘su uso.

e Fijar las extensiones en metanol.

e Tratar previamente con buffer de cntralo de SOle 2X (CSS) :

e Deshidratar en series de etanol.

¢ Desnaturalizar en formamida y en solucién CSS.

e Deshidratar.

e Hibridizar por 1 a 72 horas (dependiendo de la sonda).

o Después de la hibridaci6n, lavar con baja solucién de sales,

o Realizar la deteccién del hapteno por via avidina-FITC o anti-digoxigenina rodamina.
e Lavar en solucion PBS.

e Visualizar usando microscopio fluorescente.

Muchas sondas pueden tomar por lo menos 1 dia de trabajo. Existen diversos ejemplos del
uso de la FISH para el diagnostico de diversas enfermedades hematopoyéticas. Se puede
detectar la translocacién t(11;14)(q13;q32) en aspirados de médula ésea de las células del
linfoma de mantle. Las sondas césmidas para el gen becl-1 (11q13) son marcadas con
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dlgoXlgenma y detectadas con anti-digoxina rodamma La sonda cosmxda para el gcn lgH .

(l4q32) es marcada con biotina y detectada con avidina-FITC.

Esta técnica ha sido altimamente utilizada en el cstudlo del gen BCR/ABL por medlo de
FISH en casos de Leucemia Mielocitica Crénica y en casos de Ia prescnc:a “del cromosoma

Filadelfia (Ph+) en Leucemias Linfoblasticas Agudas, marcando tina dclccnén de ln rcglén

5’ del gen ABL y la region 3° del gen BCR sobre el cromosoma 9q+ Por e_yemplo, para k

realizar este estudio, se dispuso de sondas comercmlmenlc adqumbles de doble seﬁal fusién

D-FISH BCR/ABL. La sonda ABL marcada con F ITC (seﬂal verde) esde aproxlmadamente .

600 Kb, se extiende de un area bien cenlroménca del gen de la argmmosuccmato smtetasa_ o

(ASS) al ultimo exdn telomérico del ABL; abarcando una regxon de punto de mmplmlentoA
(bpr en inglés) de 200 Kb en el gen ABL, La sonda BCR, dlrecta_mente marcada con Rojo
Texas (sefial roja) es de aproximadamghte 500 Kb, comenzando en la regién 5° del primer
exén BCR, extendiéndose a los comunes puntos de rompimiento tanto en el mayor y menor
ber y se extiende bien mds alla del dltimo exdn. También se hace un anilisis de FISH para
1a alteracién iﬂv( 16), usando la sonda de color dual Vysis L.SI CBFB. La sonda Vysis LSI

.- CBFB es una mezcla de una sonda 5° CBFB directamente marcada con un fluoréforo Rojo
. Eépgctm y una s;onda 3’ CBFB directamente marcada con un fluoréforo Verde Espectro. La
: sp@da 5' CBFB es de aproximadamente 170 Kb en tamafio y esta ubicada teloméricamente

- al punto de rompimiento inv(16) y ni otra sonda se extiende sobre el punto de rompimiento.
La sonda Vysis LSI MLL consiste de una porcién centromérica de 350 Kb de la region

' "genétlca de punto de rompimiento MLL marcado con Verde Espectro y una porcién de 190
Kb que estd muy telomérica de la regién del punto de rompimiento y estd marcada con
Naranja Espectro. El andlisis de FISH para la LMA M3 se realiza con la sonda de
translocacién Vysis LSI PML/RARA. La sonda LSl PML es de aproximadamente 180 Kb e
hibridiza al cromosoma 15q22, y la soncjla LSI gﬁ que hibridiza al cromosoma 17q12 es
de aproximadamente 400 Kb de tamaﬁo E'l ;inﬁlisis de FISH en pacientes con LMA M2 se
realiza usando la sonda dual de ﬁls’i_'ohf‘ADN*vxsis LSI ETO/AMLI. La sonda ETO (Naranja
Espectro) que hibridiza a la banda del cromosoma 8q22 es de 480 Kb, y la sonda AMLI

(Verde espectro) que hxbndlza al cromosoma 22q22 es de¢ 1.3 Mb. Para considerar una

delecién, se deben conslderar por lo menos 10 células anormales en metafase. (/0)
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5.6.1- Hibridacién Comparativa Genémica

La Hibridacién Comparativa Genémica (CGH) es un ensayo competitivo de FISH que

pucde demostrar potencialmente todas las rcgnones de amphf cacién y delecién en el

genoma (27). La CGH no requiere de un conocumcnto preVIo de aberraciones genéticas y

no requiere de células en metafase. Dentro de las vcntajas y desventajas que presenta la
CGH tenemos: :

En forma general, se dcscrlbe la tccmca de HC

Permite el analisis del g genoma total en un solo expcnmento
No requiere de metafases de celulas tumorales de interés.
Puede realizarse en pequefios numeros de células punﬁcadas )
Se requnerc una pequefla cantidad de ADN (200 a 500 ng), por lo lanto la: CGH es” .

aplicable a material archivado.
No puede detectar lranslocaclones bala
Células normales contammanles I} du
células tumorales necesarias.:
deleciones es pobre. :

Técnicamente es demandante

Se ‘extra¢ ‘¢l ADN. de muestras tumorales\ ! dola écnica esmndarde ‘

fenchlorofon‘no

Postenormente se usa la tecmca de translaclén Nlck para'marcar dlrectamente al ADN

con los siguientes compuestos ﬂuorescentcs Ro;o Espectro (células normales) y Verde

Espectro (células tumorales).
200 ng de ADN normal marcado con I‘OJO y ADN tumoral marcado por verde se
mezclan juntos en un exceso de ADN Cot-l sin marcar y disuelto con solucién
formamida.

El ADN marcado y las extensiones en metafase normal se combinan y desnaturalizan a

75°C por 5 min., entonces se hibridizan por 72 horas a 37°C, lavados y teilidos en

DAPI.
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e ,Imégenes dc colores sccuenclales se toman al capturar imagen usando una cdmara unida
ral mlcroscoplo ﬂuorescente ajustado con” filtros de paso de banda angosta para

: ﬂuorcscefna (verdc), rodamina (rojo) y DAPI (azul). ;
] ‘gLos cromosomas invertidos y bandeados con DAPI son cariotipados y las relaclones de

e ﬂuorcscencm verde a roja se determina un software de anélisis de i unagen. e S

e Las secuencias de ADN que estdn sobre — representadas en el tumor muestran una o

relaci6n alta de verde a rojo, como por ¢jemplo sc da en las amphﬂcacloncs

] Secuencms de ADN que estan poco representadas en el tumor muestran una relacnén =

ba_|a de verde a rojo, como en las deleciones.

"VS.V’VI-,Empleo:.dek la Reaccion en Cadena de la Polimerasa’ h con Transcnplasa ;

V(Polymerasc Cham Reacuon, PCR en" -

mglés) se apllca al proceso bloqu(rmco in wlro n la édal las’ cadenas mdwnduales del ADN ,

molde o blanco son duplxcadas por la enzxma ADN mhmerasa en cada uno de los ciclos

‘ (genéralmente entre 20 y 30) que integran la reaccnon, al final dc cada uno de dichos cnclos,

. ‘las nuevas cadenas vuelven a ser duphcadas por la m:sma enzxma, logréndose una
produccién exponencial de millones de copias del gen o segmento de ADN especit' ico
sometido al proceso. (4) ' . o 4
La PCR fue creada por Kary B. Mullis a partu' de 1979 trabajando para Cetus Corporation;
originalmente trabajé en la sintesis de ollgonucleétldos para secuenciar moléculas de ADN
pero ided una forma de secuenclar el ADN empleando una enzima capaz de adlc:onar
didesoxinucleétidos tnfosfatados marcados radlacuvamente para conocer entonces la
secuencia del ADN plantilla, pero una noche de Viernes en Abril en 1983, pensé que con
este método podfa ‘obtener miles de copias de un fragmento flanqueado por
ollgonucleétldos que servirian de limite para comenzar y terminar el proceso de duplicacion

“de la ADN polimerasa. Fue de este modo que nace la PCR y con el tiempo se ha ido

mejbrzindo e inclusive, innovando nuevos métodos que complementan la eficiencia del

prbéeso. 39
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- 5.7.1- Disefio de l]a PCR.. ..

< En géheral los componentes  requeridos para una - PCR “son: ~ ADN, iniciadores
(ollgonucleéudos) espec(ﬁcos que ﬂanqueen elgeno segmento que actua como blanco para

la amplificacion, mezcla de desoxmucleéudos ulfosfatadds (dNTP s), solucién

amortiguadora de reaccién y ADN polimerasa. .
Cada uno de los ciclos de la reaccion ¢0h§iajd¢' S po tker‘ﬁper‘atun'askyk
tiempos especificos: k S
e Desnaturalizacién (92-98°C, 30-90 se
dos cadenas complementarias del AD
e Alineamiento (50-60°C, 30- 6)0 .
especifico entre los iniciédoié;
desnaturalizado. e
e Extensién (70-74°C, 30 90 segundos) en: dondev_ a ADN ‘polimerasa - extiende la
longitud ‘de los lmcxadores upareados al ADN blanco, al ir polimerizando los
desoxmucledtldos lgbnjes, ‘resultando en nuevas: cadenas complementarias a las dos

cadenas sencillas presentes al inicio de la reaccién.

El ciclo siguiente se inicia en el mismo tubo, con los mismos componentes de la mezcla de
reaccion, pero ahora contiene el doble de cadenas sencillas de ADN blanco que el anterior y
finaliza convirtiendo éstas en cadenas dobles. Con la sucesién de ciclos se logra una
sintesis exponencial (2"") del scgmento de ADN blanco, cuyo tamafio se define desde los
primeros ciclos de la reaccién. La longitud del segmento amplificado por la PCR es el
resultado de la suma de la longitud de los dos iniciadores mis la distancia del ADN blanco
flanqueado por éstos. (4)

Si se desea poner en marcha esta tecnologia, deben adquirirse los materiales y equipos
"enlistados a continuaci6n:

e Microcentrifuga

s Micropipetas

e Congelador de — 20°C

e Balanza analitica
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* Termociclador

e Fuente de poder

. Espeélmfo!énﬁctro

. 'I‘db_os para microcentrifuga

¢ Guantes y tapabocas estériles

¢ . Puntillas con filtro para micropipetas (opcional)

. - Cémaras de electroforesis )

. Transiluminado‘r‘de luzUV - B

. Ca'mpana de flujo laminar

w Para el montaje de Ia reacclén se rcquxere

+ ADN pohmerasa Taq

e ,Acellc mmcral

e Mczcla de desoxmuclcéudos .
e Agua destllada ultrapura ’
Ced Amoruguador dela reaccrén
: o"’v_;Ollgonucléudos mlcxadores B

Se _Cloruro de magnesno

el Bro Y uro de etldlo
el ,Azul de bromofenol

~X|lcncnanol
S e Agarosa
: ’ok? 'Tnzmabase

' Acido bérico
e Aguadestilada
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Ademds es importante estandarizar las - cantidades, volumenes, concemraciones o

actividades de cada uno de los componentes dela reacclén para opumxzmla

o Oligonucledtidos: 0.05- 1 uM/lOO ul dcr ccién;

e ADN blanco: 300 ng'a | ug de, ADN gendmic
clonados en pldsmidos :

« ADN polimerasa Tag: 1-2.5 U/100 pl de reace

e MgCl, y dNTP's: 0.5-2.5 mM y de 20-200 N

k umanoode2 100 x'_lg’dé genes

del ADN ‘blanco. Al ser éste uno de los parametros mas 1mponames que detenmna la
especxﬁcxdad de la PCR, su elecci6n y disefio debe ser muy cuidadoso. Idealmente se debe
usar la concentracién indicada anteriormente de oligonucleétidos. por cada ‘100 ul de
reaccion; el uso de concentraciones mayores favorece la amplificacién de regiones
inespecificas y la formacién de dimeros de oligonucleétidos.

La PCR es tan sensible que la amplificacién puede hacerse a partir de una sola molécula
de ADN. Genes de una sola copia en el genoma pueden ser ficilmente amplificados. La
concentracién de ADN blanco en la reacciéon depende de la fuente utilizada, € idealmente se
requieren aproximadamente 10° copias de ADN blanco, esto es, la concentracién indicada
anteriormente tanto en el caso del genoma humano como para el caso de genes clonados en
plasmidos. Alternativamente, camtidades menores de ADN pueden utilizarse en la
amplificacién de genes que existen en varias copias en el ADN plantilla, o mayores
cantidades cuando se utiliza el mismo par de oligonucledtidos para amplificar varios genes
pertenecientes a una misma familia.

De las enzimas ADN polimerasas termoestables actualmente utilizadas para la PCR, la
ADN polimerasa Taq es la mis usada por su ficil estandarizacién y menor costo. Esta
enzima tiene actividad de ADN polimerasa, de exonucleasa 3° a 5° (correctora de prueba) y
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. de cxonucleasa 5. é 3’v Su {ndlce de crror de mcorporaclén es de. l en 4 x= 10 bascs y'j =i

snmpllﬁca sin dlf cultad segmenlos de hasta 3 000 pb.. Para cslablecer Ia canudad m(mma

de enzima requerlda para’una amphf' cacxén exnosa y gencrar cantldades éptunas del— :

- producto, deben realizarse mulaclones en gamas ‘que van de_ 0. 5 a 5 U por reacclon Esta‘

) mcdlda, ademads de ser econénucu, se uuhza para’ proba.r una' enzuna recnén adqumda ykk
dlsmmuye la amplificacién mespecff' ca que evidencia la presencm de bamdos al analizar el’

producto amplificado en un gel..

La concentraci6n de iones magncslo en la PCR es tamblén determmante en la espemf' Cldad ;

de la reaccion. Concentraciones muy altas conducen a una baja especifi cndad nu" t
las concentraciones minimas necesarias disminuyen el indice de mcorporacnones‘ erréneas _
de nucleétidos, por lo que se recomienda optimar la concentracion de MgCI cn cada
reaccién. Si se disminuye demasiado la concentracion de MgCl,, la actmdad de Ia enz:ma
decae al grado de que algunas veces la amplificacion es nula. Las concentraclones minimas
necesarias de dNTP’s disminuyen el indice de mcorporaclones erréneas de nucleétldos,
mientras que concentraciones muy altas disminuyen la especnﬁcldad de la reacmén, por lo
que la concentracién de dNTP’s también debe optimarse. Concentracxones entre 20 y 200
pm proporcionan resultados opumos, debiéndose |gualar la conccntracnén de cada uno de

los cuatro dNTP S cn concentracmnes equimolares.

Teéncamente.»enkcondxcmnes 6pumas el mve] de ampllﬁcaclén del ADN en.la PCR

aumentaen formn fexponenclal con cada clclo, sin embargo, en la practica, despues de

= determmado numcms de cnclos, la ample cacxén se detiene gradualmente. Entra primero a
s un fasc lmeal y luego a "una estacnonana, a Ia quc se denomma fase de “meseta”, siendo ésta

{deblda al agotanuento de la actxvxdad enzimética y a la insuficiencia para llevar a cabo la

¢ xtensxén del numero masnvo de complejos ADN blanco - oligonucledtidos, presentes en

- los cnclos que anteceden a este fené 1eno. Esto puede evitarse si se aumenta el tiempo de

‘extensubn en los ultlmos clclo "de a: reaccnén o la cantidad de la enzima, aunque lo

k recomcndable es ﬂjustar el imerc clps de tal manera que la amplificacién se realice al

obtenersc los mveles mxixl oS’ lifi éécién en una reacciébn en una reaccién que
prcscnte comportnm ero de clclos promedio oscila entre 20 y 30

depcndxendo de la cantldad de ADN mlclal
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Cuando la temperatura de alincamicnto es mq.)' baja; existe la mayor probabilidad de que
los” Bligbnﬁcleétidos se apareen a regiohéé no eébccl'f' cas del ADN blanco y pueden
»lamblén ser extendidos toda vez que la pohmerasa Taq posee actividad ain a bajas
ilemperaturas Uullzando temperaturas . de lubndamén entre 55 a 65°C se reducen
k,y;'grandemente los suceso de aparcamiento mcspec(f co. Para calcular la temperatura éptima

de almeamlento para un par de ohgonuclcétldos dado, puedcn utilizarse varias férmulas

-'empmcas Una es adicionando 2°C" por cada.Ademna y ‘Timina presentes en el
’tandp 5°C del resultado. (4)

- ohgonuclcé_hglo, y 4°C por cada Guqnma y:C‘xtvo§l[lya,’
5.k7.2- Tfansériptgsa Revei-éa de Ia PCR

E La obtencnb de millones de copias de | erés p‘or'“niedib de la PCR, tiene una gran

E ~var|edad de apllcacwnes y.en el drea dmgnéstlco de lbs dlferentes clases de Leucemias,
J.es. de una gran utxlldad no,solamente para la’ ldcntlﬁcacxén de las células leucémicas, sino

tamblén para dar scgunmlento al tratanuentdsegmdo ya la presencia de la enfermedad

minima " residual de Ia leucem;a, aspec(o que permite realizar la evaluacién clinica al
paciente y detenmnar su gmdo de avance. Pero no solamente se puede realizar ¢l analisis de
ADN, sino que es posnble amphﬁcnr la molécula que realiza la “mensajerfa” entre el nticleo
de la célula y los ribosomas, para dictar lo que habri de sintetizarse gracias a la expresion
de los genes; nos referimos al ARN mensajero (ARNm). Esta molécula es el resultado de
la transcripcién de los genes y su presencia indica el resultado de un estimulo recibido por
la célula, que dependiendo del gen que se esté expresando, el material genético de la célula
transcribird informacion (por medio del ARNm) para quc sea traducida en los ribosomas y
se de la sintesis de proteinas correspondiente al estimulo recibido y originar una respuesta.
Comprender estos procesos complejos implica dilucidar la patogénesis del céncer
leucémico. Actualmente existe una variante de la PCR capaz de detectar y utilizar como
molécula molde al ARNm, dicha variante se¢ denomina Transcriptasa Reversa de la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR). En la RT-PCR, es importante realizar
Ia extraccién del ARNm, porque no es una molécula muy estable y puede ser facilmente
degrada por ARN'asas presentes, por ejemplo, en el sudor, ldgrimas y saliva humanas, asi

pues es importante realizar un proceso de extraccién adecuado. El paso siguiente es realizar
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el proceso denommado transcripcion inversa, el cual consiste._ en Ia obtencxén de ADN .
: :complementarlo (ADNc), utilizando como molde ‘al - ARNm por medlo de la enzuma o
Transcriptasa inversa, como la Transcriptasa inversa del virus de la rme]oblastosns aviar
(AMV-RT) e inclusive la misma Taq polimerasa posee actividad de Transcnptasa mv_ersa.
Una vez que sc obtiene el ADNc, se le somete a esta molécula a un plfbcéso de PCR. El
conjunto de ambos métodos sc denomina RT-PCR y actualmente a nivel de investigacion
como cn el diagnostico clinico, es una de las técnicas de reciente uso y con“:unn importancia
en ascenso por su aplicacién en el diagnéstico y en el seguimiento del  tratamiento y
evolucién de la enfermedad. (8, 13, 41) e
Dentro de los reactivos y equipos usados en la RT-PCR tenemos: . ’
e Buffer PCR 10X: Tris-HCI 100 mM, pH 8.3, MgCl, 15 mM, KCl 500 mM Alicuotar y
almacenar a — 20°C. g I
* . Rnasina: 40,000 U/ml Almacenar a - 20°C T
e Mezcla de ANTP’s: comblnar 10 mM dATP dGTP dCTP y dT'I'P Dlluu' a0 5 mM cada

‘uno y almacenar a — 20°C. L
e AMV-RT, 20 U/pl, almacenar a = 20°c

e Oligonucléotidos correspondlcntcs para detcctar gcnes 1mplxcados como marcadores en

las diferentes clases de Leucemlas

e Aceite mineral.

. Termoclclador programabIA

= .. Tubos de reacclén Eppendorf de 0 5 ml

segundos en un vortex y centnfugar br emente La reaccion se realiza por | hora a 42 °C,
Alicuotar la mezcl.x de reactlvo ' ml por tubo. Cada alicuota est estable por varios meses
a - 70°C.

Y para rcallzar la PCR se estandanza las cantidades empleadas de cada uno de los

consmuyenles de la reacclén, ‘en func16n del tipo de método empleado, mas la mezcla de

reaccién de [a RT.
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5.7.2.1- Deteccion de la LPA por RT-PCR.

"En el caso dé la deteccién de la Leucemia Promielocitica Aguda (LMA-M3), se ha
estéhdarimdo un proceso de extraccién de ARN y realizacién de la RT-PCR para estudio
del transcrito PML-RARA, ¢l cual origina una proteina quimérica importante en la
patogenia de la LPA:

La extraccidn de ARN fue por ultracentrifugaciéon de un lisado de tiocianato de guanidinio a
través de una solucién de cloruro de cesio como se describe. Los sedimentos fueron
resuspendidos en 200 pL de dietilpirocarbonato (DEPC)-agua titriada, extraido dos veces
con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:!),‘ una vez con cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1), precipitado con etanol, lavado dos veces con etanol al 70% y r‘edisticll‘o’
en 100-150 pL DEPC-dH;O. Si la pastilla de ARN fuera pcqucﬁa; 100 jig de ARNt de
levadura (sigma) es adicionado para la precipitacién para 'mejorér la recuperacion, El ARN
fue almacenado a — 40°C antes de realizar la transcripcién reversa. (8) k E

Q transcripcion reversa y PCR. La transcripcion reversa fue realizada con 1 pg del ARN _
total (o una décima parte del total del volumen de muestra si el rendimiento fuesc bajo)
después de calentarla a 65°C por 3 minutos. La transcripcion reversa fue rcallmda con 10 7
unidades de Transcriptasa reversa de AMV en el buffer del productor con 10 u\m’da‘d,es d‘eb.
RNAsina y por cada dNTP a una concentracién de | mM en un volumen final de 20 'p.‘L. En
los primeros experimentos se utilizaron primers o iniciadores a partu' de lObpyr'no'lés de.
primers genes-especificos (RARA o PML) y en los sxguxentes experimentos con 0.5 pg de'A
un 17 meroligo-dT. Las muestras fueron mcubadas a 42°C en 1 hora y a 52°C por 30
minutos, entonces se dxluyé con 0.5 ml de TE y alicuotas de 10 pL se utilizaron para la

ones “de - PCR se realizaron para cada muestra: la

amplifi caclén en PC

RARA normal y PML normal y amplificaciones
' dlagnéstlco de ADNC de fusién de PML-RARA y RARA-PML. Las reacciones tenian 10
uL. de ADNc pool.(en:la nda) 75 uL de buffer PCR 10X Promega, para cada
dNTP 100 1M, 20 pmol 'de cada’ mxcmdor externo 20mer, 1 unidad de Tag polimerasa
- Promega y dH20

c1clos se comeron de 1’ mmuto a 95°C para desnaturalizar las muestras, 1 minuto a 55°C

ampllﬁcacxo nes co

Las reaccloncs s¢ cubrieron con 30 pL de parafina liquida. 40

: para almear los lmcnadores'y 1 mmuto a 72°C para la extensién. Una extension final de 10
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hﬁinqtgs a 72°C se realizo. Una alicuota de 1 pL del producto se usé como_la planilla de L
irxr1ici7(7)‘ para”urna segunda ronda de 40 ciclos usando las' mismas condiciones pero” con
iniciadores internos. Se tomaron cuidados par;a minimizar los falsos positivos. Las muestras
fueron scparadas por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con un marcador de 100 pb,
los productos de PCR fueron subclonados dentro del sitio EcoRV de pBluescript, us'ak:idyd el
método ddT-tailing. Los datos de secuencia se obtuvieron usando el kit de secuencm Los
tamafios predichos de las proteinas de fusion PML-RARA son estimados teéncos y no han 2
sido confirmados por un analisis de Western. (22, 28, 30) . SR
Se ha demostrado que cl anélisis de RT-PCR dc la fusién génica PML/RAR ’ denvada de la‘ ¢

t(15;17) puede ser capaz de detectar las células leucémicas residuales dur
en pacientes APL. i
Varios descubrimientos indican que la conversién a positividad de PCR
consohdaclén es casi uniformemente seguido por recaida hemnlol a, promete una
terapia de salvacion con anticipacion a la hora de la recurrencia de enfermedad minima.

RT-PCR de PML/RARa. El RNA total fue extracto por: el mclodo dc Chomczynsky y
Sacchi. Para ensayar la lntcgndad de ARN, las muestras fueron corndas después de la
extraccién en un ‘minigel de formaldeh(do La ampllf cac:on del gcn hibrido PML/RARa

por RT-PCR: fue reallzado como se reporté antcnormcnte, con dos modificaciones: la

o tempcralura\'de almeamicnto fuc elevnda a 56°C c, _mlcxando desde Abril de 1996, la

gmcnlos dc ADNc que contengan cxones 2

I y3 de RARa. oblcmdos de los mlsm : baJo anzilnsns (control interno) para ademds

verificar la mtegndad del ARN y p 0l ﬁc; ’ncm del paso RT.
La sensibilidad del ensayo RT-PCR fu
ARN diluido de una muestra dlagnésnc con 100% de blastos y la linca mieloide GF-D8

t(15;17) negativa," como se. repona El transcrito PML/RARa ain fie detectable en la

lei’minado por amplificar serialmente mezclas de

presencia en la presencm de 0 l ng totales de ARN, esto da una dilucién final de 10™. (8)
La remisién hematoléglca fue;defimda como una celularidad normal de médula ésea con

menos del 5% de promielocitos: leucémicos y la normalizacién de la cuenta en sangre
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preri‘férirca. La negatividad en PCR fue definida como la ausencia, sobre.el gel de
electroforesis tefiido con bromuro de ctidio, de la amplificacién de bandas especificas de
PML/RARa detectadas en cl diagnéstico, en la presencia de la integridad de ARN como se
evalud por visualizacién en minigel, y la amplificacién exitosa del control interno. La
positividad de la PCR en los estudios posteriores se definié como en la reaparicién en el gel
tefiido con bromuro de etidio de la misma banda de amplificacién detectada en el

diagndstico.
5.7.3- PCR de Tiempo Real.

’k Otra Vaname lmponante que ha surgxdo es la PCR de (lempo mal Esta PCR es un método
que ha sndo desarrollado para dmgu‘ las deﬁcnenc:as de la estra(egxa (radncnonal cuantitativa
de 1a PCR. Este método explota la actividad nucleasa 5.3 asocnada con In Taq polimerasa
: y usa una sonda especifica de ADN marcada ﬂuorogémcamentc Esta sonda estd diseflada
para alinearse entre la parte delantera e inversa del ohgonucleéndo usado para la
amplificacion de la PCR. La actividad nucleasa de.la Taq ‘polimerasa rompe la sonda
marcada durante la etapa de extensién de la amplificacién de'la PCR, produciendo una
sefial fluorescente que puede ser detectada en solucion.  La cantidad de fluorescencia
producida en una reaccion por este método es proporcionél al nimero de ADN blanco de
inicio durante la fase temprana de amplificacién. Cuando esta reaccioén se realiza en un
Termociclador combinado con un detector de secuencia tal como el PE Biosystems 7700,
un ensayo cuantitativo de entrada del nimero de copias de ADN blanco puede ser hecho en
el tubo. Este método elimina la necesidad de procésar la muestra post-PCR y reduce el
potencial de formacién de falsos positivos. Esta tccmca ha sido empleada en la evaluacién
de la enfermedad residual de la Leucemla meoblésuca Aguda (LLA). (14, 41)
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5.7.4- Aplicaciones dec las técnicas basadas en PCRpara el estudio de. las ﬁmligniaadés

hematoldgicas.

Como ya s¢ ha mencionado antenonnente. Ianlo el ADN como cl ARNm se pueden usar
como blancos para los procesos de PCR. En la PCR, el ADN puedc ser usado - para
demostrar rearreglos genéticos en el receptor de los lmfocntos T (TCR) y en las cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas (IgH). Estos representan marcadores clonales unicos, y
las técnicas de PCR pueden ser usadas para demostrar la clonahdad en los desordenes
linfloproliferativos. Adicionalmente, estas técnicas pucden ser usadas para detectar muy
bajos niveles de la enfermedad, también llamado estudngs de enferquad minima residual .
(MRD en inglés). (14) : R '

Translocaciones cromosémxcas son cvento [} uncs" enétlcos en la lcucemla y lmfoma y

realizar y pueden ser aplicados a extensiones de médula 6sea y en’

parafina y en diversos tejidos frescos (médula 6sea, sangre y otms (ejldOS)

La capacidad de demostrar el rearreglo. clonal de 'IgH- variaentre: el desorden
linfoproliferativo y también de la estrategia empleada de PCR. Por la panc f nal se marca el
iniciador o “primer” JH con un ﬂuomcmmb y se analizan los pl;od-dctos‘c'o‘ﬁ'un analizador
de fragmentos automatizados eqmpado con un software “gcnescanmng o registro de
genes. Rearreglos clonales defmmvos son detecmdos rutmanamente enun 93% de las LLA

en lmfocntos B yenun 75% de los casos dc mleloma (20 25, 27, 29)
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5741 Apliiéhciﬁ‘n' de las técniéas de PC'R' e‘h_ln IgH.

La enfermedad mmxma “residual se‘reﬁere a la presencia de clonas de células en la médula
: 6sea por debajo’ del nivel de delecclén de los ensayos morfolégicos estandares. En el caso
de la LLA, tradicionalmente ha involucrado la secuenciacién de rearreglos en la IgH y la
generacién de iniciadores ollgonucleétldos alelo — especificos (ASO). Esta técnica es
altamente sensible ya que es capaz de detecta.r una célula leucémica en aproximadamente
100,000 células normales (0. 001%). A pesar de su sensibilidad, las técnicas ASO tienen
varias desventajas; consumen mucho uempo, se realiza una labor intensa y es muy cara. El .

ensamblaje de los genes lgH de sus rcglones consmuycntes variable (V ), diversidad

(D) y de unién (J ,,) crean AD blunco que es complejo y Unico para cada paclente o

El cptor. para Ios antigenos en'la mayoria de los lmfocntos T maduros consiste de dos‘

: j’cadenas bollpctidlcas, denomln adenas alfa (a) y bcta B, las cuales esttin uni

puentes dlsulfuros y esté.n asoc:adns al:CD3 Una pequeiia poblacxén de hhfocltos T: :

maduros expresan un dlferente TCR hetemdlmero en asociacién con’ el CD3 Este esté,

compuesto por dos cadcnas pohpcptfdlcas denominadas gamma (y) y delta (5), las cuales‘

tienen un grado de hom vgl'

on las cadenas §§ y o respectivamente.
Regularmente se usa la PC ‘ cl TCRy para cvaluar la clonalidad en los dcsérdencs de k'
linfocitos T. Este es el lc;_cp aproplado para examinar, las expansiones de linfocitos T
inmaduros puede;i ho hab lmentado la recombinacion aff, mientras que el gen 8 se
suprime dumme‘ la. re 5n. enétlca. Los rearreglos clonales son visualizados
cominmente con la tincié} romuro de etidio seguido dec una electroforesis en gel con

poliacrilamida (PAGE). ‘Pa cvaluar la clonalidad, los rearrcglos en TCRy son

demostrables en un 70% de los pécicntes con desordenes linfoproliferativos en linfocitos T.
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En el caso de la evaluacién de la MRD en LLA, el rearreglo clonal es demostrable en el N

90% de los casos de esta clase de Leucemia con linaje de linfocito T. (27)

La PCR ticne diversas aplicaciones cn el campo de diagnéstico en las diferentes clases de’ :

Leucemias, de este modo tenemos la siguiente lista de las anormalidades que son delectadas'v

mediante diversas estrategias de PCR:

: quxmérlcos (A-D) ) ;
k_,Translocacuén t(12; 21) (p13;q22) ha sido descrita reclcnteme te-en’.

" meoblésnca Aguda, resullado de la fusién genetlca entre los gc
- TEL Sc ha' demostrado en.:16-26% de los nifios .con LLA con a RT-PCR. La

: translocamén se encuentra cxclusxvamcnle en pacxentes con lnmunofenotlpo ‘de LLA

Translocacién t(14;18) (932 g21). Desregulacion del gen BCL2

~ Translocacién t(9;22) (q34q11). Cromosoma Fxladclf a, se f y a'de fusién

BCR/ABL. Deteccion por RT-PCR. G
Translocacién t(15;17). Se pucde demostrar por RTAV CR os pro uctos genétlcos
PML/RARA derivado del cromosoma 15 » RAWML deerado del cromosoma 17 en
la Leucemia Promiclocitica Aguda (LMA-M3)

Translocacién ¢(8; 21) (q22 1; q22.3) enla LMA M2 (mleloblésnca con maduracién);

produce un gen qunmerlco AMLl/ETO (Leucemla Mieloide Aguda/Ocho Veintiuno), el

cual es amplificado a pamr dcl cromosoma 8 por medio de la PCR con mlcmdores
“encajados o anidados™ (ncsled primers en inglés).

Inversién mv(16) (pl3 2q22) en la LMA - M4Eo (mlelomonoblésuca con eosmoﬁha)

“Se amphf‘ca los* genes 5°CBFf} - 3'MYHII, resultando cuatro posnbles transcntos

! Lcucemla?v
‘ Ll/CBFa v

3 comiin (LLA-c), presentes en edadcs entre l lO aﬁos

138

Ve




- PERSPECTIVAS . .Y_. TRASCENDENC[A‘ ‘DE
DIFERENTES CLASES DE LEUCEMIAS

DIAGNOSTICO - DE - LAS

En el primer_capitulo del: presenle trabaJo, ;5e comenté sobre la clasificacion de las

malignidades hematolég'cas en base a las herramlenlas actuales de diagnéstico como la -~ - ‘

Biologia Molecular, Inmunoﬂuorescencxa y el emplco de los Anticuerpos Monoclonales.

Todos los métodos y tecmcas descntas en los cap(tulos I y 111, han servido a lo ]argo del i

llcmpo en el estudlo, entendlmnento y lo mas importante, el diagnéstico y dlferenclaclén_ g

. de lodas las clases de leucemia que actualmente se conocen (principios del siglo XXI d. de» L

- C ), con el ﬁn de proporcionar, en teoria, el adecuado tratamiento para lograr la remlsxén ob

"vcura complcta del paciente.

: VfEn base a los métodos y técmcas discutidos anteriormente, se pueden mtegrar los ele entos s

c dmgnésuco para cada uno de los diferentes tipos de Leucemias que. act: 'l‘x'ngrit’e‘s‘e han’

ntlf ca do, de la sxguxente fomm

Ce LLA ’pre'épre-Bi Muchos expresan CD19, CD34 y Tdt, y carccen de CDI0,
" micloperoxidasa y de la cadena p pesada citoplasmatica.
e LLA pre-B: Muchos expresan CD19, CD10, Tdt y presentan la cadena pesada p
citoplasmitica.
e LLA comin: Muchos expresan CD10, CD19 y Tdt; presentan la cadena p < 20% de

los blastos en citoplasma y carecen en la superficie de dicha cadena.
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5 Lo‘s blés'los de todos los subgrupos presentan CD22'y CD79b cnel citép]asma -

LLA precursores' de linfocitos T.-. El. precursor natural de las: célulasl se establece
demostrando Tdty CD34 y la falta en la superficie de TCR/CD3 El lmaje dc linfocitos T

se demuestra por la expresion de CD7 y/o CDla‘..La expresnén ‘de los otros marcadores

pan-células T es variable.

Leucemia Aguda de lingje blfcnollplco Debe tener una combinacién de marcadores de
linaje definido: CD3fl‘CR cltoplasmétlca. lg citoplasmitica/CD79, CD22 vy
Miecloperoxidasa. (27) .

o : i Cttogenenc

La hiperploidia ées ‘qb[ml'i‘ Un er' ' de translocacxones balanceadas ha sido identificada
enla LLA: '
e 122t

i 6;2- Leucemia | ‘irlebchtié'z; Cr6nicz§.
Inmunofenctipo

e Hay expresion débil de sig (caracteristica representativa de la LLC). Expresan IgD+ y/o

IgM+ en la mayoria de los casos. R -

e Las células también expresan CD20 y CD22 a un ‘nik\_r‘el .més bajo que los otros

desordenes linfoproliferativos de linfocitos B. : k

e Expresan CD5, CD19 y CD23. No expresan CDlla, FMC7 CDlO ni CD38.

e Los genes de Ig muestran evidencia de hlpcrmutacu‘m sométlca en aproximadamente

50% de los casos.
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- e~ Alrededor del 30% de los casos tienen un fenotipo ggm Estos"caSoé pueden teneruna
: expresxén fuerte de slg, la ausencia de CD23 y la expresién de CDlIa, FMC7 y CD38
Estos casos tienen algunas veces caractcnstlcas morfo légxcas atiplcas
e La LLC atipica consiste de la presencia de CDS+ y CD23-/Linfoma de Células Mantle,
en espera de los resultados de FISH para (1 l;lk4).'La‘ clase combinada de LLC (ej. de
aquellas que expresan IgG de superficie mas qlieb slgD), debe ser reportado como de
significado indeterminado. Los casos con fendtipo de células Mantle, pero ninguna
. evidencia de t(11;14) deben ser considerados como LLC-B atipica.
e - Transformacién de células grandes de LLC.- Este término debe ser usado cuando hay
evidencia de LLC preexistente y reubicacién parcial o completa de ganglios linféticos
. y/o aspirado de médula 6sea por capas cohesivas de linfocitos B grandes.
e Leucemia Prolinfocitica B.- Este término debe ser usado solamente para desordenes de
linfocitos B con fuerte exprcsién de slg/CD79b, FMC7 y la ausencia de CDS y
prolinfocitos mayores al 54% en el sitio clmlco aprobado Debe  ser claramente

distinguido de. casos de LLC con numeros mcremcntados dc célulns nucleoladas

(prolmfocntos)

e Leucemia de células Pllosas El dlagnoslxco de la LCP requxerc células con morfologia

i f'cacléﬁ mcluye Ig clonal con
resién de CD22 El ténmno LCP-v se usa para
CD25 En la biopsia de médula 6sea las

ue ,é’s.té asociado con congestién vascular y

u'plca en sangre Y medula -0 .
_CDl1c, CD25, cmos y una fucrte ¢

: casos morfologlcamente tiplcos que c

o células tlenen un patmn m!elsucde '

; deplemén de células mlelmde (27)
Tumores de Lmtacnos Tmaduro ' .
- "Leucemia prolinfocitica T Esle dlagnésuco requiere una linfocitosis de linfocitos T
con expresnén de superficie de’ CDZ CDS CDS y CD7. Casi cada caso serd CD4+.
CD1la, CD34 y Tdt deben ser negatlvos La cuenta de linfocitos T debe estar establecida

en el reporte climco Todos ‘Jos casos deben tener estudios de rearreglos genéticos en
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relauvamentc frccucme (27)

Qtogcneuca R

Se da -en ocasnones la k'l‘nsomia 12 y las dclccuoncs en’ Ilq, 13q12 y 13ql4 son

6.3-'Leu'ce’mia“Miéléblés’;icéngudg.

En el caso de la LMA se deben tomar en clenta las sngulcmes czu-actenstlcas

Una cuema de. blastos > 20% o > 5% de blaslos en pacxcntes con translocaciones

- kbalancendas Esto se aplica para casos de novo en cnfermedades mieloproliferativas

; (EMP) yen smdromes displasicos.

‘El lmaJe mieloide se demuestra por una combmacxén de citoquimica y marcadores de
superf' cie.

De acuerdo con los nuevos avances, ahora se suglcre lo S|gu|entc que la subclasxﬁcacxén de

la LMA dependa (en este orden de prioridad):

De la presencia de translocaciones balanceadas cspccxf' icas.

Un historial documentado de EMP y andromc nic

Un historial de quxmlo/mdnotempm

lod:splzisnco

Evidencia morfolégica de displasia en tres lmajcs

Morfologia y fenotipos de blastos:

1.

4. Eritkoléuécr:ﬁ

Meédula 6sea.- Inmunofenotipo micloide: CD34+, Mieloperoxidasa por
inmunocitoquimica. Para linaje linfoide debe ser negativo como un tipo de
marcador especifico. -

Monocitico.- Deben de demostrar dos de los siguicntes marcadores: HLA-DR,
CD]4+, ANAE o cal'qcteﬁs(icas morfolégicas de monocitos/monoblastos. M5
no serd subdividida en A ni en B.

Megacanobléstlco - Los marcadores deben mostrar marcadores de superficie de

megacnrioqito ‘ r cnometrfn de flujo y confirmado por inmunocitoquimica.

El criterio de Ia clasificacién de FAB serh aplicado.
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en Ia LMA tenemos
’ CDl9/((8v,2l) v

/HLA-DR(—)

. cn9/¢(15,17)
an LMA debera estar clasificada en cuatro subgrupos:

LMA con translocaciones balanceadas.- Incluira las nnormﬂlldades t(8,2]), lnv(l6),>. »
11923 demostrada por PCR o Citogenética y la t(15; l7) demostrad' por tmcxén

inmunofluorescente anti-PML, PCR o Citogenética. : Si ; ei resultado de'
PCR/Citogenética es conocido como reporte de LMA con presencla de anormnhdad
cromosomica, de otro modo se corregird el reporte cuando se obtengan los resultados.
El término de LPA sc usard para definir t(15;17) y otras anormalidades asociadas a LPA i
que integran aproximadamente el 1% de este grupo.

LMA _con caracteristicas relacionadas a mielodisplasia.- Este diagnostico serd hecho

cuando haya una historia definitiva previa de Sindrome mielodispldsico o caracteristicas

- displasicas definitivas en células que no sean blastos.

LMA NOS/inespecificado.- La subclasificacion de FAB de M0 a M7 serd aplicado.
LMA relacionado a la_terapia.- Los pacicntes tendran un historial de quimio o
radioterapia, serd subdividido en relacién a: agentes alquilantes, inhibidores de la

topoisomerasa 11 y otros. (/6, 27)

Citoguimica
Miclopcroxidasa (MPO) identifica tanto a blastos como a células mieloides. Los
bastones de Auer son detectados -tan frecuentemente como en la tincién de
Romanowsky. Los neutrdfilos displ{!sicos puéden ser negativos. Los granulos

eosinofilicos son siempre (+). Monoblastos y Prom ocnos pueden ser (-). El Sudan

Negro B da idénticos resultados. =
Cloroacetato Esterasa (CAE) ide_n(iﬁgé espec lfn;m: ~células de linaje de

granulocitos, de la etapa temprana de promielot:iio a neutréfilo maduro.
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‘clapas de mnduramén

'},vAPAAP tlﬂendo para MPOc. CD3

e Lcucemxa aguda mdnfcrenc:adaﬁ :

) a-NaftlI Acetalo Esterasa (ANAE) uﬁe monocnos y mc;,aca.nocntos en lodas las

Azul de toluldmn tifie los granulos de baséﬁlos y maslocxtos
La tmcnén de Acido Peryédlco Schlfr (I’AS) S

especifco de algtin linaje, pelfo el palrén ,dc tinci

s"de células, Noes

C:lomelrl'a tlui

aberrante (promiscua) de antigenos.

Puede identificar en pacientes fenqtipoé

‘en”todos ‘los casos de

‘Tmclén con Inmunoﬂuorescencm para la proteina nuclcar PML debe hacerse en todos

) los casos de sospecha de LPA. Un patrén de mxcropamculas es diagndstico de LPA.

(32, 47)
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‘en cntogcnéuca . o
. Todas las lranslocacnoncs con genes con puntos de’
. detectados por RT-PCR.

‘prcdlcuvo pam r

. C/gogenénca
LMA c‘"‘ 8 21) La morfolog,fa y citoquimica de LMA 1(8;21) es caracteristica. Los

: blastos son dc ta.maﬁo vanable, pero tienen citoplasma basofilo, una region de Golgi

,prommente el cual colmda uno idéntico en el nicleo; bastones de Auer largos presentes

a en numero vnnable la mayoria de los casos son LMA-M2, pero el 10-15% son M1.

LPA y t(lS l7) - La maduracién de células a la etapa de promiclocitos es confirmado
jco’n lmclon fuerte de CAE, la cual puede tefiir los bastones de Auer; en la forma clasica
la mayoria de las células son granulares, promiclocitos hipergranulares; la forma

- variante hipogranular (microgranular) muestra los mismos niicleos - bilobulado

caracteristico, pero el citoplasma aparece agranular y baséfilo debido a que los granulos
presentes son muy pequeiios para ser vistos por microscopio de luz.

Inv/del/t(16).- Este subtipo de LMA se caracteriza por grandes células distintivas con
granulos inusuales; los niicleos en esta célula son grandes y monocitoides; en muchos
casos entra en el criterio para LMA-M4 y por eso FAB la llama M4Eo; mas cosinéfilos
maduros pierden los granulos plrpuras y pueden aparecer bastantes normales;
usualmente hay granulocitos severos y displasia en monocitos; pero la displasia en los

tres linajes no es vista. (43, 49)

Genética Molecular

} Las tres pnncnpules translocacnoncs de buen pronéstlco son detcctados por RT-PCR, el

La PCR “uempo real multlple" puede est
13) - G »
RT-PCR es usado ara monitorea ad de respuesta al tratamiento y puede ser
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. 64- Leucemia Mielocitica Crénica.

: : ; Inmunofenotipo

Los blastos vistos en las fases acelerada y blistica no entran en el criterio de FAB.
Alrededor del 70% de los casos en transformacién bléstica tienen un fenotipo mieloblastico
(CD13+, CD33+ y algunas veces marcadores eritroides y de megaéﬂriocitos), 20%
tienen fenotipo de linfoblasto (Tdt, CD10+, CDI19+ y CD22+) y el 10% un fenotipo
mezclado. (10, 27) :

Citogenética . )
La demostracxén del cromosoma Ph se realiza usando las técmcas cxtogenétlcas esténdares B

‘en celulas leucémxcas cn metafase. La frecuencia del cromosoma Ph en mues(ras de médula

: bosea reﬂeja el grado de susutucnon en médula Gsea por. la clona leuccmlca La éen 'ca de o

presenle La t(9 22) no debc éstar prcsente (27)’:
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“6.4.2- Leuccn‘iia Mielocx’tica _Crékriicx’xjuvc‘knil.

‘Usualmemc se da en pcrsonns s 5 aﬂos, predommante en hombres No estd asocnado con ¢l

cromosoma Ph y produce cuentas mas bajas de Ieucocnos que en la LMC Ph(+) Hay

usualmente una monocitosis y casi’ snempre una - trombocnopcnm Altos mvelcs de'

Hemoglobina fetal son comunes. En el 80% de los casos ca.recen ar{ormalldades gcnéucas .

identificables.

Como se ha visto a lo largo del presente trabajo, se han dcscnto muchov subupos dev

Leucemias, que se han diferenciado gracias al apoyo de las herraml ntas de dlagnésnco que
se han desarroliado a lo largo de la Historia y las que actuulmeme lcnemos, en un senudo
esto es muy importante porque permitira comprender el desarrollo de cada uno de estas
patologias al identificar que clases de moléculas y células se expresan y nacen como parte
del proceso patogénico de las enfermedades. Lamentablemente, ¢l drea de tratamiento no va
a la par que el desarrollo diagndstico. Esto significa que en la actualidad no existe ‘un
tratamiento especifico para cada uno de los subtipos de Leucemias que se describieron (mis
recientemente) y que en muchos casos la quimioterapia y radiolcrapiix combaten en forma
general, a diversos tipos de clases de Leucemias.
- Sin dﬁda, este es ¢l gran reto para la Ciencias Biomédicas, ya que si en un futuro contamos
i hcrramnentas de diagnéstico y tratamiento corrcspondlcntcs para cada subtipo de Leucemia
. que afecta al humano; se darin pasos aglganmdos para, en primer lugar, la prevencién de

las enfermedades leucémicas, ya que con las tecmcas que contamos actualmente, son

e cupaces de detectar molétulas que son mdxcadoras de desarro]lo de un proceso leucémico,

‘despucs, el diagunéstico/tratamiento dc las dlferentes clases de Leucemias, ya que una

ktiadecuada y certera deteccién de la enfermedad conllevaria a la eleccién del tratamiento

- adecuado o el mas adecuado posible para “radicar ‘o por lo menos mantener cn remisién la

" -enfermedad sin recaidas para prolongtu' el ma orkucmpo posible de vida a los pacientes.

Por tltimo, con estas técnicas de dmgnos amblén se puede realizar un seguimiento de

la evolucién del paciente con respecto al 1 amlento que esta recibicndo, ya que se rastrea
la presencia de la enfermedad mmxma rcsndual 'y de este modo se puede ir controlando la
evolucién del paciente para que no se den recaldas [ u' en pro de la salud y prolongacion

midxima de la vida del paciente. -
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76.5-Hl"aprglrérenli'Qu{nﬁco'i%ﬂtgﬁcéuticq Bié!bgo crn‘ el desarrollo 'y establecimiento del

Diagndstico de las diferentes clases de Leucemias.

“La fdimacién académica del Quimico Farmacéutico Bidlogo (Q.F.B.) le permite desarrollar
y ép‘l:ic'ar: sus conocimientos en el drea diagndstica de diferentes entidades patoldgicas; el
cénéef como enfermedad que afecta al humano, es una entidad altamente compleja que
requiere el desarrollo y mejoramiento de técnicas de diaghéstiéo e iﬁnovacién en el -

tratamiento y terapia para detectar, controlar la evolucién de la enfcrmedad y si'es posxble,

curarla en forma definitiva.

Para llevar a cabo esta meta, se requlere de la pamclpaclé d muchos profesnomstas‘

humana, aplicadas dentro del Laboratorio de Anéhsls Clmlco
participar en el desarrollo de la Investigacion onméd:ca pam !
cientificos que permitan el entendimiento de los mccamsmos que ongman e mterﬁeren en: )
la evolucién y desarrollo de las diferentes patogenias que ongman las enfermedades que )
afectan al humano. R R
Con este perfil de conocimientos, el Q.F.B. juega un papel importante en la deteccién, a” -
nivel del Laboratorio Clinico, de las diferentes clases de Leucemias; aspecto relevante para
apoyar y complementar el trabajo realizado por la parte Clinica, ya que los médicos al
contar con la informacién proporcionada de! Laboratorio, les permite tener bases para
llevar a cabo toma de decisiones que involucra la eleccion del tratamiento o terapia mas
adecuada para el paciente e ir vigilando la evolucion que va teniendo el paciente contra Ia
enfermedad.

Por altimo, cabe mencionar que - la Medicina debe ser preventiva mas que curativa;: v
considerando este enuncnado, las técmcas y métodos de diagndstico clinico 'y

experimentales son de suma lmportancm para evitar un desarrollo mayor de las Leucemias -

y que en etapas (mjrnprmjm;'do.-i q,chas kenfermedades, sea mis ficil su manejo y tratamiento
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.para lograr el Ob_jethO principal de todos los profesionistas que participamos en las areas
‘clinica, biomédica e investigacion cientifica: la Salud de los pacientes.
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" 7- CONCLUSIONES L

Lé'lp}c'smn‘é.févi'siéh ha enmarcado la historia del drea de diagnéstico de_las diferentes -
k'éla_s'es de Leucemias yes ifnportante mencionar que en apenas un poco mas de un siglo de
tierﬁpo,: se han logrado avances verdaderamente trascendentales para, en primer lugar,
identificar y catalogar esta enfermedad, en segundo lugar, difcrenciar que hay varios tipos y
subtipos pertenccientes a la Leucemia y por Gltimo, que las herramientas de diagndstico han
colaborado para el desarrollo y eleccion de tratamientos y terapias mas adecuadas para
conseguir la cura, o por lo menos, la prolongaciéon mdxima de la vida de los pacientes.
Las técnicas de diagnostico abarcan, como hemos visto, los signos y sintomas que muestra
el paciente, el analisis de muestras corporales como la sangre y biopsias de tejidos como
médula dsea (células hematopoyéticas), ganglios linféticos, entre otros, mediante la
observacion con el microscopio 6ptico. La relacidn entre la sintomatologia presentada por
los pacientes y las anormalidades encontradas cn las muestras analizadas fue la primera
conexion entre las herramientas de diagnéstico para lograr la identificacion y diferenciacion
de la enfermedad. Posteriormente, se dieron avances significativos en técnicas histdlégicés
que permitieron una diferenciacion mayor del tipo de células que se presentaban cn
pacientes con sintomatologias caracteristicas de las Leucemias y el estudio mdrfok’)gico fue
ampliamente util para marcar el criterio de la clasificacion ‘de _las diferentes clases de
Leucemias (a0n en la actualidad dicho criterio sigue teniendo vigencia). Con el
advenimiento del desarrollo de las técnicas citogenéticas se logré asociar aberraciones
genéticas que tenian que ver con la expresion fenotipica de algunas clases de Leucemias y,
al mismo tiempo. el anilisis citoquimico de las células leucémicas permitié contar con los
primeros marcadores a nivel celular para identificar de manera mis nitida y detallada las
células que se presentaban en cada clase de leucemia. Un “parte aguas” en las iécnicas dé

diagnéstico fue el desarrollo de los anticuerpos poli y monoclonales, los cuales sc uuhzaron

para identificar, de manera todavia mas especifica, marcadores -a mvel de membra

celular, que permitian una diferenciacion mas fina de las celulas.kAsi cnlonces se}

desarrollaron técnicas relacionadas con el uso de -los anllcuerpos,\ ‘porejemplo, la "

Inmunocitoquimica y la Inmunofluorescencia.

Posteriormente, no solamente se aproveché el anilisis fenouplco de las celulas leucémlcas,

sino que se empezd a investigar el genotipo participante en el dcsarrollo de las dlferemes

150




L clascs de Leucemms y entonccs la cncncna cmpezo a enfocarse en los genes que controlaban

la expresu)n y reguldclén ch desarroll ~de las Leucemms, asi la Biologia Molecular
permitio a que sc dleran Ios avancus mas sng,mf‘ cativos y poderosos que en la actualidad

contamos.

La Biologia Molecular es una hcrramnenta que ha permitido ¢l anilisis de genes y de los
productos de-la traduccnén dc dlchos genes (proteinas o enzimas, por ejemplo) que
parcmlmente, se ha dllucndado su participacion en la patogenia o en la identificacién y
diferenciacion de las diferentes clases de Leucemias. Este aspecto es de gran relevancia,
porque ha permitido entender el origen del desarrollo ciertos tipos de Leucemias, en otros
casos, ha permitido identificar ciertos marcadores como genes quiméricos y sus respectivaé
proteinas quiméricas que cstin asociados a otras clases de Leucemias. Es decir,'qué cada )
vez se estd profundizando y especializando en el 4rea diagnéstica de las diferentes cléScs de
Leucemias. B

Es importante sefialar, como se hizo en cada técnica revisada en el presen(e trabaJo que
cada herramienta de diagndstico ticne una serie de ventajas y desvenlajas en ‘cuanto a
sensibilidad, especificidad, realizacion y costos; y que. la ejecucién ‘de las técnicas
discutidas en el presente trabajo depende en gran medida, de la disbahi/bi‘lidéd econémica

de cada centro de investigacion o laboratorio clinico.

Cada método analizado en el presente trabajo, tiene mformacxén que en su con_|unto aporta
un diagndstico preciso y certero de cada una de las clases de Leucemlas los ‘inconvenientes

se presentan cuando un Laboratorio Clinico no cuenta con todos ellos y solamente disponga

de ciertos equipos y dreas, por ejemplo, el uso de los datos del Laboratorio o en la

Histologia, junto con la Historia Clinica mvolucrm_ldo ‘Signos .y sintomas;” porque el

diagnostico, en ocasiones, no es certero. Como se vio éri la’clasiﬁcacién mis reciente de los

desordenes hematopoyéticos, existen diversas varlantcs en un mismo. Vtipo'de Leucemia, las

cuales no pueden ser diagnosticadas con las técmcas convem:lonales de Laboratono o con

¢l uso de la Histologia o la Clinica. Por eso es lmportante trata.r' dve contar con todas las

técnicas discutidas en el presente trabajo para laide; prectsa del tipo de

Leucemia. En conclusion, esta revisiéon permlte poner en claro lo que se ha reallzado desde

finales del siglo XIX hasta principios del snglo XXI en e urea de dlagnésuco de las

diferentes clases de Leucemias.
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Los avances cientificos y tecnolégicos que se dneron duranlc el transcurso del snglo XX, .

permitieron realizar un analisis profundo de las células Ieuc«.mncas de tal manera, que se
logré identificar marcadores bioquimicos -y moleculares especificos de cada tipo' de
Leucemia, y es mas, se logré hacer una diferenciacién mayor con respecto a los primeros
criterios que contd el area clinica para identificar las diversas clases de Leucemias.

También se ha logrado realizar un analisis genotipico de las células leucémicas y gracias a
esto, se ha podido comprender (parcialmente) la naturaleza de estos procesos cancér(genos,

independientemente de que a nivel diagnéstico, la diferenciacion de los tipos de Leucemias

se puede llevar a cabo a nivel genético; aspecto que sin lugar a dudas, permite una exdctitud *."

extraordinaria para la identificacién de las Leucemias.

Desafortunadamente, el grado de avance que se ha tenido a mvel dlagnésnco,

acompaiiado de igual forma con los avances en tratamientos lernpcullcos de las Leuéemms,
y en la prictica, se ha visto que las alternativas que existen para tratar los dlfercntcs leOS de
Leucemias, se tienen que aplicar en algunas ocasiones, con. el mismo crlteno para
diferentes clases de Leucemias, debido a que no existe un u‘ulamlento especifico para cuda
clase de Leucemia identificada; esto origina que tratamientos como la’quimioterapia o

radioterapia se uscn en un amplio espectro de diferentes clases de Leucemias,

Esto indica que en algunas ocasiones, no es de gran utilidad realizar un diagnéstico tan .~
exacto. si no se cuenta con un tratamiento igualmente especif co para la clasc de Lcixécmia
que se identifica. Por lo que una tarea importante para el sector clenuﬁco y cl(mco, sera el )

hecho de buscar y probar nuevas alternativas lcrapéutlcas, con Ia capacndad de combatlr con a

eficiencia, las diferentes clases de Leucemlas e mtentar establecer unrprogra

con similar especificidad que a tenido el :irea dmgnéstlca parn rcahmrv la: ldentlﬁcaclén de"v

los diferentes tipos de Leucemias.

Falta mucho por hacer y averiguar, este punto e una tarea y rcsponsablhdad quc los

profesionistas actuales y futuros deben y deberén asumir, ‘El Qufmlco Farmacéutico

Biologo cuenta con los conocnmlcmos bésncos 'pam scgulr‘ npoyando el desarrollo del
Diagnéstico en el Laboratorio Clinico de los dxfer_en;es tipos de Leucemias y de esta forma,
apoyar al sector médico para el mancjo adecuado ‘de la enfermedad y lograr, en forma

conjunta, la Salud del paciente.
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