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INTRODUCCION

La leucemia aguda es un problema de Salud Publica considerado dentro de
las primeras 5 causas de mortalidad; con un incidencia de 6 casos por 100, 000
habitantes al afio en el pais.

La leucemia se caracteriza por una proliferacion excesiva de células
precursoras inmaduras de tipo linfoide o mieloide que se acumulan en la médula
Osea, sangre periférica entre otros érganos. Como parte del estudio, el reporte de
cariotipo de la poblacién clonal permite la estratificacion de riesgo y con ello
determinar la terapéutica ideal de manera individualizada. En el caso de la leucemia
aguda mieloblastica (LMA) el cariotipo normal confiere un prondstico intermedio,
mientras que las alteraciones del cromosoma 11923 y cariotipos complejos se
les asigna un prondstico desfavorable, no asi en el caso de leucemia linfoblastica
aguda, en cuyos pacientes estan bien determinadas las alteraciones
correspondientes a bajo, intermedio o alto riesgo. Las alteraciones cromosdémicas se
relacionan con el evento causal de la enfermedad, pero cerca de 40% de los casos
con cariotipo anormal presentan cambios adicionales, responsables de las
caracteristicas fenotipicas de la poblacién leucémica y se asocia a progresion de
la clon maligna, situacién que permite conocer la evolucién de la enfermedad y el
prondstico.

El objetivo de este trabajo es determinar las alteraciones citogenéticas en
nifos con diagnostico de leucemia aguda que ingresan al servicio de Oncologia del
Hospital Infantil del Estado de Sonora durante el periodo comprendido per enero de

2008 a 1abril de 2015.



RESUMEN

Antecedentes: E| andlisis citogenético, representa uno de criterios de mayor
importancia en los pacientes con leucemia aguda. Aproximadamente el 50% de los
pacientes presenta alguna anormalidad.

Objetivo: Determinar el tipo y la frecuencia de las alteraciones cromosoémicas por
medio de cariotipo con técnica de bandeo GTG en las leucemias agudas, de un
grupo de nifios del noroeste de México.

Meétodos: Analisis trasversal de 105 expedientes de pacientes con Leucemia Aguda.
Evaluacion de cariotipo y correlacion con la sobrevida. Andlisis estadistico con
NCSSO07.

Resultados: El 36.1% cariotipos con algun hallazgo estructural o numérico. Hemos
encontrado menor sobrevida a 4 afios en aquellos con anormalidad citogenética.
Conclusiones: Las alteraciones descritas en este grupo, difieren a las de la
literatura. Existen diferencias significativas en relacion al riesgo de menor respuesta

al tratamiento de acuerdo a la presencia de anormalidades cromosémicas.

Palabras clave: Cariotipo, sobrevida con alteraciones citogenéticas en

pacientes con Leucemia Aguda.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el caso de las leucemias agudas, se estima que en hasta 60% existe una
alteracion cromosomica, de las principalmente descritas, se encuentran las
traslocaciones, inversiones, delecciones, entre otras. Dichas alteraciones, influyen
directamente en el pronédstico del paciente, relacionandose con su respuesta al

tratamiento.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las lesiones cromosdmicas normales por técnica de bandeo GTG en

Leucemia Aguda tienen mejor prondstico de supervivencia?



MARCO TEORICO

EPIDEMIOLOGIA

Las leucemias agudas, son un grupo heterogéneo de padecimientos que
suponen la proliferacion desordenada de una clon de células hematopoyéticas.
Desde el punto de vista morfolégico y de inmunofenotipo se han dividido en
Leucemia Aguda Linfoblastica (LAL) y Leucemia Aguda Mieloblastica (LAM), en un
80-85% y 15-20% respectivamente. Constituyen la neoplasia maligna mas frecuente
en la edad pediatrica, siendo responsables del 32% del cancer en esta poblacion <15
afnos y el 26% de los menores de 20 anos.

La leucemia linfoblastica, en Estados Unidos (EUA) presenta incidencia de 3.4
casos por 100 000 individuos menores de 15 afos con un pico maximo de incidencia
entre los 2 y 5 afios, predominantemente en el género masculino de raza blanca, con
una relacion de 10:6 casos con raza negra. Por su parte, la LAM ha presentado un
incremento en la poblacion menor de 1 afio y su riesgo incrementa después de los 50
anos.

En México, las leucemias agudas representan alrededor del 40% de todas las
neoplasias. con aumento importante en la incidencia de LAL en los anos recientes,
siendo de 7.75 por millon de nifios menores de 15 afos durante los afnos 80°s hasta
63.7 casos por millén en el periodo del aino 2000. (Mejia-Aranguré JM, Bonilla M,
Lorenzana R, et. Al Incidence of leukemias in children from El Salvador and Mexico

City between 1996 and 2000: Population-based data. BMC Cancer 2005;5:33-42)



ETIOPATOGENIA

Se desconoce los eventos especificos desencadenantes de los padecimientos
malignos hematolégicos, sin embargo existen en algunos casos, <5% asociacion y
predisposicion genética con algunos sindromes, como Sindrome de Bloom,
Ataxia-Telangiectasia, Sindrome de Becwith-Wiedemann, entre otros, otras
asociaciones con la exposicion a dosis de radiacion ionizante o a farmacos
antineoplasicos usados previamente. En hasta el 1% de los pacientes a quienes se
les ha estudiado muestras de sangre del cordén umbilical (previo al desarrollo de la
enfermedad) se ha revelado un clon leucémico putativo del gen de fusion TEL-AML1
(anteriormente conocido como ETV6-RUNX1) confiriendo un riesgo de 100 veces
mayor de presentar la enfermedad respecto a la poblacion general. Existe
asociacion entre la industrializacion de la sociedad moderna y el aumento de la
prevalencia de la enfermedad. (Ulrik Lausten-Thomsen, Hans Ole, Madsen, et. Al.
Prevalence of 1(12;21)(ETV6/RUNX1) positive cells in healthy neonates)

Actualmente, las investigaciones se han centrado en la genética y variabilidad
en el metabolismo, reparacién de DNA y las funciones de control del ciclo celular que
podrian interactuar con el ambiente y asi desarrollar LAL.

Los estudios cromosomicos de las neoplasias malignas, ha permitido un gran
aporte al conocimiento de los cambios genéticos que suceden en estas
enfermedades. El analisis citogenético de la poblacion tumoral ha revelado la
presencia de alteraciones cromosomicas clonales en mas de 30 000 neoplasias del

ser humano. Muchas de ellas, se han caracterizado molecularmente, permitiendo la
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identificacién de nuevos oncogenes y genes superiores de tumores implicados en la
génesis tumoral. En el caso especifico de las leucemias agudas, se estima, que
hasta en el 60% existe alteracion cromosémica (70% en las LMA), que influyen
directamente en el prondstico del paciente, relacionandose con la respuesta al
tratamiento. (Mitelman F.Catalog of Chromosome Aberrations in Cancer. New York,
NY: Wiley-Liss Inc 1998. Y Glassman AB, Chromosomal abnormalities in acute
leukemias. Clinics in laboratory medicina 2000;20(1):39). Se han realizado estudios
en pacientes afectos de dicha patologia demostrando en el afio 2000, en un grupo de
153 pacientes, por Schneider que el 36% presentaba cariotipo normal y el 47% con
alguna alteracion; Forestier por su parte, reportdé una poblacién con 29% cariotipo
normal y 39% anormal, en los previamente mencionados se encontrd similitud con
los hallazgos reportados por otras series, en donde las traslaciones ocupan el primer
lugar en cuanto a alteracion cromosomica estructural.

En general, la alteracién cromosdmica, en especial las traslocaciones, permiten la
activacién de genes y factores de transcripcidon; que en muchos casos pueden dar
lugar a codificar el resto de proteinas que activan la cascada de transcripcién, estos
oncogenes, pueden ejercer un control positivo y negativo sobre genes de respuesta y
expresar en forma aberrante en las células leucémicas como un producto fénico o
protegian de fusién que combine elementos de transcripcion. Alrededor del 25% de
la totalidad de los casos de LAL de precursores B presenta la traslocacion del gen de
fusion TEL-AML1 producto de la t(12;21)(p13;922) que conduce al desarrollo de
linfocitos B de linaje temprano. En el caso de las leucemias de linaje T, existen

mutaciones del NOTCH1, gen que codifica un receptor transmembrana que regula la
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normalidad de las células T receptoras y se activan cuando los ligados de las
proteinas se unen a la porcién extracelular de la molécula transmembrana. Esta
interaccion inicia una cascada proteolitica, que termina en la generacién de una
secretada intracelular (NOTCH1), que se transloca al nucleo y regula la transcripcion
de un conjunto de genes, incluyendo el encogen MYC.

Dentro de las alteraciones de prondstico favorable en la LMA se incluyen: {(8;21),
t(15;17) e inv(16), mientras que el cariotipo normal confiere un prondstico intermedio,
mientras que las alteraciones del cromosoma 11923 y cariotipos complejos se les
asigna un pronostico desfavorable.

Aunque las anomalias son parte caracteristica de las leucemias agudas, la
evidencia demuestra que deben existir otras lesiones genéticas involucradas en el

desarrollo de la enfermedad.

MANIFESTACIONES CLINICAS

Se relacionan directamente con la infiltracion de los blastos en la médula 6sea, el
sistema linfatico y/o sitios extramedulares, como el sistema nervioso central, en
relacion directa con la naturaleza del clon leucémico y el patrén de crecimiento que
se ha tenido hasta el momento que se realiza el diagndstico. La mayoria, se presenta
con datos de falla medular con trombocitopenia, anemia y/o neutropenia, con un
conteo total de leucocitos que varia de bajo, normal o elevado. Dado lo anterior, son

frecuentes las linfadenopatias y hepatoesplenomegalia con dolor éseo.
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DIAGNOSTICO

Se basa en la demostracion de >25% de bastos en médula 6sea; el estudio
morfolégico O6ptico, citoquimico, inmunolégico y de citogenética detallada es

fundamental para la categorizacion de la Leucemia.

MORFOLOGIA

La clasificacion Franco-Americana-Britanica (FAB) propuesta en 1976, de
acuerdo a citomorfologia determina 3 grupos para la LAL (L1-L3) de acuerdo a sus
caracteristicas nucleares, indice nucleo/citoplasma, de basofilia, presencia de
nucléolos y/o vacuolas citoplasmaticas y se considera LMA cuando al empleo de
técnicas histoquimicas permite asignar a los casos con >3% de células blasticas
positivas para mieloperoxidasa, se clasifican en 8 subtipos (M0-M7) ademas de ser
un factor prondstico puesto que evalua la duracidon de la remision, respuesta a

tratamiento y supervivencia.

INMUNOLOGIA

La clasificacion inmunologica se basa en la tipificacion mediante la
identificacion del linaje celular especifico, a través de anticuerpos monoclonales asi
como el estadio de diferenciacion. De acuerdo a la clasificacion por inmunofenotipo
se consideran los siguientes: pre B temprana (60.4%), pre B transicional y pre B, de

la misma forma catalogadas para las del subgrupo de células T.
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CITOGENETICA

El analisis citogenético convencional consiste en el estudio de las alteraciones
cromosomicas en las metafases de las células de médula ésea, sangre periférica,
etc, obtenidas tras el cultivo in vitro y la adicion de un mitégeno especifico para los
linfocitos T, la fitohemaglutinina. En las células obtenidas se puede estudiar la
morfologia de los cromosomas pudiendo detectar tanto alteraciones numéricas como

estructurales presentes en todo el genoma.

RESENA HISTORICA DE LA CITOGENETICA

Las bases genéticas del cancer fueron obtenidas en las décadas de 1950 y
1960, cuando se mejoraron las técnicas de cultivo celular y fue posible establecer, en
1956 por Tijio y Levan, el numero de cromosomas humanos en 46. El analisis
cromosomico usualmente se lleva a cabo en células en mitosis, cuando los
cromosomas se hacen visibles como entidades independientes, al microscopio
optico. Tras identificar cada cromosoma por su forma, tamafo y propiedades de

tincion caracteristicas, se puede realizar el cariotipo.

La primera alteracion cromosémica especifica observada en un tumor humano
fue en Philadelphia en 1960, por Norwell y Hungerford quienes encontraron un
cromosoma inusualmente pequefio en células de pacientes con leucemia mieloide
cronica. Se nombré como cromosoma Philadelphia (CrPh) a dicho hallazgo, mismo
que incremento el interés en la citogenética del cancer y brindo la primera evidencia

directa de la asociacion consistente de cambio del DNA en un tumor. Otro hecho
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importante en citogenética fue el desarrollo de técnicas de tincion microscopicas,
generando asi patrones de bandas a lo largo de los cromosomas. Con este patron de
bandas, cada cromosoma puede ser identificado y los cambios estructurales se

pueden caracterizar con mayor detalle.

Las células somaticas del ser humano poseen en el nucleo 46 cromosomas
(23 pares): una dotacion de 22 autosomas procedentes de cada progenitor y un par
de cromosomas sexuales. Los gametos poseen una dotacién haploide de 23
cromosomas. El cromosoma esta formado por 2 cromatides unidas por un

centromero. Se divide en 2 brazos, el corto o petite (p) y el brazo largo (q).
Los cromosomas se clasifican de acuerdo a la posicion del centromero en 4:

- Metaceéntricos, centromero ubicado mas o menos en el centro, es decir, los brazos p

y q son aproximadamente de la misma longitud.
- Submetacéntricos, el centromero se encuentra desplazado del centro.
- Acrocéntricos, centrdmero cercano a un extremo

- Telocéntricos, con el centrdbmero en un extremo, este cromosoma sodlo tiene el

brazo largo.

BANDEO CROMOSOMICO

Con la técnica convencional de tincion con Giemsa los cromosomas se tifien
intensamente y de manera homogénea, se les puede contar y agrupar por su
aspecto general, proceso que era el unico al inicio del procesamiento de cariotipos.

La identificacion de cada cromosoma se realizd posteriormente con las técnicas de

15



bandeo, que generan bandas transversales que permiten definir a cada cromosoma y
estudiar su estructura. Cada cromosoma tiene un patron de bandas especifico y
existen varias técnicas de tintiné con fines especificos. Actualmente, el bandeo G es

el mas utilizado en citogenética clinica.

TECNICAS DE BANDEO

BANDEO G

La técnica descrita como GTG (ISCN 1985), previamente sugerida por McKay
en 1973 y Schuh et al en 1975. Es la técnica rutinaria a nivel mundial. Se logra con
un tratamiento controlado con tripsina antes de la coloracién con Giemsa y produce
bandas claras y oscuras en los cromosomas. Las bandas oscuras (G+) contienen
DNA rico en bases A-T que repican tardiamente y son pobres en genes constitutivos.
Las bandas claras (G-) contienen DNA rico en G-C que replica tempranamente y

posee muchos genes constitutivos.

Los cromosomas en la mitad de la metafase muestran un nivel de resolucién
de 400 bandas mientras que los de alta resolucion alcanzan niveles de 550 hasta
850, realizandose en el momento previo a que los cromosomas alcancen su

compactacion maxima, es decir durante profase o pro-metafase.
BANDEO R

Denominado bandeo reverso. Tincion con Giemsa previo tratamiento con

calor. El bandeo R es el reverso del bandeo G.

16



BANDEO Q

Técnica de Caspersson et al (1972). Tincion con mostaza de quinacrina o
acridina. Se examina con microscopio de luz fluorescente y se ven bandas brillantes

en distintas intensidades. Las bandas mas brillantes se corresponden con las G+.
BANDEO C

Descrito en 1972 por Sumner. A diferencia de los previos, colorea las zonas
especificas del cromosoma ricas en heterocromatina con Tincién con Giemsa o
fluorocromos (actinomicina D o cromomicina) y tratamiento previo con calor o alcalis.
Muestra las regiones cromosdémicas que contienen heterocromatina que son las
centromeéricas de todos los cromosomas y las secciones en 1q, 9q, 16q y distal de Yq
perocentroméricas, los cuales son morfoléogicamente variables, denominados

regiones polimorficas.

NOMENCLATURA CROMOSOMICA INTERNACIONAL

La terminologia besuca para el bandeo cromosdémico se establecié en Paris
en 1971 y disefd el primer ideograma con las bandas tipicas de cada cromosoma a
distintos niveles de resolucion. En sucesivas reuniones internacionales se fueron
actualizando los criterios de la nomenclatura cromosémica. La ultima fue en 2009 y el
informe se conoce como International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN). Gracias a la unificacion del sistema de identificacion de cromosomas
humanos se han realizado multiples avances y desarrollo de tecnologias que han

permitido las continuas actualizaciones.
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El mosaicismo se define cuando un individuo tiene dos o mas poblaciones de
células que difieren en su composicion genética. Debido a un error en la division
celular muy temprano en el desarrollo fetal, o durante procesos de leucemogénesis,

en Oncologia es el resultado de la evolucion cloral en el tejido afectado.

ALTERACIONES CITOGENETICAS

Se clasifican en numéricas y estructurales. De las numéricas se subdividen en
aneuplodias (pérdida o ganancia de un set haploide) y las estructurales; consisten en
rearreglos en uno 0 mas cromosomas sin alterar el numero total, ej. translocacion,

delecion, insercion, duplicacidn, inversion, entre otras.

Se consideran varios grupos de relevancia clinica y prondstica, entre ellos,
hipodiploides, hiperdiploides, traslaciones y pseudodiploidias.

Actualmente, se catalogan por riesgo la presencia de ciertas alteraciones
especificas, en:

Grupo de Buen Pronéstico:

- Hiperdiploidia Baja (51-65 Cromosomas), correspondiente a IDNA por citometria

de flujo (CF) de 1.16-1.6.

-1(12;21)(p12;922), resultado de la fusion del gene TEL en 12p13 con el gen del
factor codifican de transcripcion AML1 en 21g22. Se detecta en 20-25% de
precursores B y ocasionalmente en células T. Principalmente en nifios entre 2 y 9
afnos. Es de destacar que los nifios hispanos presentan incidencia mas baja de dicha

traslocacion.
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Grupo de Mal Prondéstico:

-1(9;22) Cromosoma Philadelphia, en el 3-5% de los nifios y conduce a la
proteinas de fusion BCR-ABL1 con actividad tirocina cinasa. Se relaciona con

cuentas altas leucocitarias y respuesta lenta al tratamiento.

- 1(4;11) con fusion de MLL en 11923 que codifica una proteina putativa que liga
DNA y AF4 en 4921, en hasta 2% de los casos, con aumento de riesgo de fracaso al

tratamiento.

- 11923, en aproximadamente 5% de los pacientes. El gen puede estar fusionado
a otros genes y asociado al desarrollo de leucemias secundarias a quimioterapia del

tipo etopdsido.

-1(1;19), presente en 6.5%, fusiona el gen que codifica el factor de transcripcién
E2A en 19p13.3 con PBX en 1923. Se presenta como traslacion equilibrada o

desequilibrada, se relaciona con LAL Pre-B con mayor incidencia en raza negra.

- Hipodiploidia

ESTRATIFICACION DE RIESGO Y TRATAMIENTO
Tanto en la leucemia mieloblastica como linfoblastica aguda se determina el
grupo de riesgo de cada paciente para determinar el tratamiento 6ptimo y mejorar la

sobreviva global. Depende de caracteristicas clinicas, inmunolégicas y citogenéticas.
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Con los protocolos de tratamiento actuales, se consiguen eventos libres de
enfermedad en hasta 80-90% dependiendo del grupo de riesgo. Este éxito ha sido
alcanzado en parte gracias al tratamiento adaptado al riesgo que implica la
adaptacion de la intensidad del tratamiento con el riesgo de recaida de cada
paciente. Este enfoque fue desarrollado después de la realizacion de la LAL
pediatrica es una enfermedad heterogénea que consta de varios subtipos de
leucemia que difieren marcadamente en su respuesta a la quimioterapia. Al adaptar
la intensidad del tratamiento para el riesgo relativo de un paciente de recaida, los
pacientes se evita que sea sub o sobretratados y por lo tanto gozan de la mayor

probabilidad de curacion.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este estudio es determinar la supervivencia de las alteraciones
cromosoémicas por medio de cariotipo con técnica de bandeo GTG en las leucemia

aguda, de nifios en tratamiento oncologico en HIES.

OBJETIVO ESPECIFICO
1. Describir el tipo y frecuencia de cariotipos anormales en los pacientes con

diagnéstico de leucemia aguda, linfoblastica o mieloblastica.

2. Determinar el numero de cariotipos realizados de manera adecuada y su valor

prondstico en la poblacién estudiada.

3. Describir la sobrevida a largo plazo de alteraciones estructurales y numeéricas

especificas de los pacientes del Hospital Infantil del Estado de Sonora.
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HIPOTESIS

“Las alteraciones cromosomicas anormales condicionan un peor pronoéstico

en el tratamiento de nifios con Leucemia Aguda”

22



JUSTIFICACION

En México, en algunos de los centros especializados en el tratamiento del
paciente pediatrico con neoplasias hematologicas, no es frecuente la realizacion de
estudios citogenéticos altamente sensibles para la deteccion de anormalidades
genéticas, debido a las condiciones socio-econdmicas, motivo por el cual
alteraciones frecuentes como la t(12;21) con el producto de fusién TAL, a pesar de
su alta frecuencia en la literatura internacional, de alrededor del 21%, no se identifica
con la misma asiduidad.

En nuestro hospital, desconocemos las principales alteraciones por cariotipo de los
pacientes en tratamiento y consideramos que, a pesar de encontrar  variaciones
genéticas distintas a las universalmente descritas como de mal pronéstico, dichos
hallazgos confieren por si mismo, impacto pronéstico.

La incidencia de casos nuevos de leucemia, en el Hospital Infantil del Estado de
Sonora, es de 25 casos/afno. De acuerdo a los estudios previamente realizados en
esta Institucion, se documenta que hasta el 24% de ellos, presentara durante el
transcurso de la enfermedad, datos de recaida, documentada mixta (médula 6sea y
SNC) y el 10% de manera aislada a SNC. Dicha situacion puede ser prevenida con
anticipacion si de manera adecuada y con los instrumentos y herramientas de
estudio propios de este Hospital, se agrupa por riesgos, como se describe en la
literatura internacional, mejorando las técnicas de analisis citogenético y valorar con

mayor precision el mayor riesgo de recaida.
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Un mejor conocimiento de la citogenética propia de la poblacion del Nor-Oeste
del pais, que acude a este centro de referencia, permitira la re-clasificacién por grupo
de riesgo de los pacientes y se disminuira de manera considerable la
morbi-mortalidad de la enfermedad de base misma, del tratamiento administrado y

los costos globales de la patologia para el sistema de salud.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio y disefno general: Se realizé un analisis tipo descriptivo
transversal, observaciones de 160 expedientes de pacientes con diagndstico de
Leucemia Aguda, diagnosticados y tratados en el Hospital Infantil del Estado de
Sonora, en el periodo de 1 enero de 2008 al 1 Abril de 2015, de los cuales,
finalmente se incluyeron 104 pacientes. Con margen de error de 5%, Nivel de

Confidencialidad de 95% y un ajuste de pérdidas de 15% al tamafio de la muestra.

CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION

Inclusién Exclusién Eliminacién
Con diagnéstico Ausencia de reporte de Pacientes cuyo cariotipo no
confirmado® de Leucemia  cariotipo en Médula Osea al se realizd bajo las normas
Aguda momento del diagndstico establecidas y no se

considera confiable para su
interpretacion

Diagndstico y
Tratamiento/Seguimiento en
HIES

Presencia de analisis
citogenético en Médula
Osea al diagndstico

Consentimiento informado.

* Mediante Inmunofenotipo en Médula Osea o Sangre Periférica
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ANALISIS DE DATOS

Se realizé la seleccion de pacientes registrados en la base de datos del
Servicio de Oncologia Pediatrica, con diagnostico de Leucemia Aguda y se
solicitaron los expedientes clinicos en el area de bioestadistica del Hospital Infantil
del Estado de Sonora.

Se utiliza el Sistema Internacional de Nomenclatura para Citogenética
Humana (ISCN 2009), originado para uniformar el sistema de identificacion de
cromosomas humanos, de ahi, mdultiples avances y desarrollos tecnoldgicos

permitieron sus continuas actualizaciones.

. Se revisaron variables como: G , edad al momento de

, mes y ano del diagndstico, cuenta leucocitaria periférica y
porcentaje de blastos en médula 6sea al diagndstico. Caracteristicas de la
enfermedad como: Linaje, morfologia de la FAB, inmunofenotipo, respuesta medular
al dia 14, expresion de fenotipo aberrante. A su vez del analisis del cariotipo:
presencia o ausencia de reporte, numero de metafases analizadas, condicién de
valorable o no, presencia de lesion numérica, estructural o mixta, hallazgo especifico.
Se buscaron otros factores prondstico como: indice de DNA, situacién de la
Enfermedad Minima Residual al final de la induccién. Se incluyd el estado y la
condicién actual del paciente. Estas variables se recolectaron en hojas de la base de

datos de Excel para su posterior analisis en NCSS 2007.
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Posteriormente la informacion fue transcrita a una base de d
de Excel XP lisis descriptivo de media,

desviacion estandar y analitico por Chi2 y Kappan Mier en el paquete estadistico
NCSS2007.

Al final se realizaron las Tablas de estadistica descriptiva y graficos para cada
variable. Con el programa Numbers, de Apple Inc.
Con estos resultados se realizaron comparaciones con la literatura nacional y
extranjera; finalmente se llevd a cabo la triangulacion de la informacién tedrica y

empirica analizada.
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ASPECTOS ETICOS

Por ser un estudio de tipo transversal, se considerd sin riesgo de acuerdo al
Articulo 17 al 23 de la Ley General de Salud en materia de investigacion cientifica.
Se solicitd autorizacién a la direccidon de ensefianza e investigacion del Hospital
Infantil del Estado de Sonora para la revision de los expedientes clinicos, mismos
que se utilizaran para conocimiento cientifico, politica clinica sanitaria y para futuras
lineas de investigacion, siguiendo los principios éticos para las investigaciones
médicas en seres humanos asentados en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion
Meédica Mundial , Adoptada por la 182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia,
junio 1964 y enmendada posteriormente en Asambleas consecutivas. El trabajo fue

registrado en el comité de ensefianza e investigacion.
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RESULTADOS

En este estudio epidemiologico se registraron 160 expedientes de pacientes con
diagnéstico de Leucemia Aguda, diagnosticados y tratados en el Hospital Infantil del
Estado de Sonora (corroborado el diagndstico a través de inmunofenotipo) de los
cuales, finalmente se incluyeron 104 pacientes al excluir o eliminar a aquellos que no
cumplian los criterios del protocolo. Comprendidos en el periodo del periodo de enero

de 2008 al 1 abril del 2015.

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

La evaluacion incluyd caracteristicas demograficas, entre ellas la edad que se
registré en promedio de 8.4 afios, siendo de 7.1 afios para pacientes con LAL y de
9.7 afios para LMA al momento del diagndstico, con predileccion por el sexo
masculino de 1.5 veces en relacién al femenino, con una cuenta leucocitaria
promedio de 37 518 cel/mm3 y de 49 346 cel/mm3, respectivamente para LMA y
LAL, y una media de blastos en médula ésea de 63.27% para Leucemia Mieloide y
significativamente mayor, en 81.73% para los casos de Leucemia Linfoblastica. Es
de destacar que de acuerdo a la morfologia en el caso de LAL encontramos un
predominio de linfoblastos L2 en el 57.47% de los casos, difiriendo
considerablemente de los reportes publicados en donde constituye el 14% global.
De acuerdo a lo descrito en la literatura universal, en nuestro grupo de estudio se
identificé el subtipo LMA M2 de la FAB como el subtipo mas frecuente con un

23-25% de los casos, sin encontrar diferencias significativas respecto a su
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distribucion, se desglosa el resto de las caracteristicas clinico biologicas de los
pacientes en la Tabla 1 y 2. (Datos tomados de expedientes clinicos del departamento de
bioestadistica, HIES).

En el resto de la evaluacion durante el inicio del tratamiento se documentaba el 64%

de los pacientes con respuesta favorable en funcion de la EMR.

Tahla 1. Caracteristicas Clinico-Demograficas de pacientes con Leucemia Aguda HIES 2015

n ! P

Caracteristica LAL LhA | LAL LhiA | LAL LA
Sexo

Femenino 33 11 38 &5 0.02 0.01

Masculing L5 & &3 35 0.02 0.01

Cuenta Leucocitaria

< 100 000/ mm3 FiF) 14 g7 g7 2 0.05 2005

> 100 000/ mm3 11 2 13 13 < 005 < 005
EME

"ositiva 16 3 18 17 < 005 2.3%

Megativa &l 7 70 q1 < 005 2.3%

Sin Reporte 10 7 12 11 < 005 2.3%

Tabla 2. Caracteristicas Clinico-Bioldgicas

de pacientes con LAL. HIES 2015

n | % p
Maorfologia

L1 33 | 38 .05
L2 50 | 57 .05
L3 4 5 .05

Linaje
B 76 | BE| =0.05
T 7 B | =0.05

Respuesta Medular

dia 14
Buena 7B | 90 | <0.05
Mala E 7 < 0.05
S5in Reporte 3 3 <0.05
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FRECUENCIA DE CRITERIOS CITOGENETICOS

De acuerdo a los criterios citogenéticas internacionales de riesgo para

estratificar el tratamiento de los pacientes, como es el objetivo de nuestro estudio, se

evalua el cariotipo de la poblacion clonal y el indice de DNA en cada caso. Hemos

encontrado cariotipos normales para LAL Y LMA en 53% y 32% respectivamente,

los hallazgos estructurales como cariotipo complejo y tras locaciones registraron

para LAL 11% y LMA un 29% en tres cuartas partes para LAL fueron normales y un

6% para LMA. Alteraciones numéricas no reportadas fueron en 65% para LMA y 80%

de casos no presentaron alteracién para LAL. Los indices de DNA < 1 para LAL 7% y

LMA 24% en relacion a incides de DNA >1.0 se registro para LAL 26% y LMA 24%.

Las variables registraron significancia estadistica para el tipo de lesion genética

encontrada con p = <0.05, no asi para el indice de DNA. Tablas 3 y 4 los resultados.

Tabla 3. indice de DNA en pacientes con Leucemia Aguda. HIES 2015

IDMA
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sin Reporte
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Tabla 4. Alteraciones de Cariotipo en pacientes con Leucemia Aguda. HIES 2015

Caracteristica n % p
LAL LMA |LAL LMA [LAL LMA

Cariotipo
Normal 46 6 B3 12 <0.05 <0.05
Anormal 28 10 32 63 <0.05 <0.05
Sin Reporte 13 0 |15 0 <0.05
IAlteracion Estructu-
ral
Sin alteracion 68 1 77 6 <0.05 <0.05
Cariotipo Complejo 4 3 b 18 <0.05 <0.05
Traslocacion 6 2 7 11 <0.05 <0.05
Sin Reporte 10 11 |11 64 <0.05 <0.05
IAlteracion Numérica
Sin alteracion 70 3 180 <0.05 <0.05
Hipodiploide 8 39 <0.05 <0.05
Hiperdiploide 7 - B - <0.05
/Ambas 3 -8 - <0.05
Sin Reporte 0 11 0 65 <0.05 <0.05

ALTERACIONES PRESENTES EN LOS CARIOTIPO

Es de destacar, la frecuencia con la que se encontré un cariotipo con los
requisitos para ser vaporable de acuerdo a los criterios establecidos que terminan 20
metafases como la medida estandar. Encontramos un promedio de metafases
analizadas de 20 en hasta el 53% y menos de éstas en el 35.2%, situacion
importante para determinar el riesgo de cada paciente, siendo estadisticamente
significativo con una p<0.05. En la Tabla 5 y 6 se muestran la frecuencia de lesiones

registradas en cariotipo y otros hallazgos reportados como anormales.
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Hallazgo

46 XX

46 XY

46 XX 55-57, 46 XX

46 XX, 46 XX1(8;21)(q24;912)

45 X1(8;21)(922;922), 46 XX1(8;21)(q22;922) y 46 i(X)(q10)
t(8;21)(922;q22)

46 XY, 43 XYdel(17)(p13) -21,-22 y 43 XY (+22,+14,-3)

46 XYt(8;21)(q22;92), 46XY

43 X-Y1(8;21)(q22;G22)-19,-20

%

23

41

Tabla 5. Alteraciones de Cariotipo en pacientes con LMA. HIES 2015

p
0.371

0.371

0.371

0.371

0.371

0.371

0.371

0.371
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Tabla 6. Alteraciones de Cariotipo de pacientes con LAL. HIES

2015

Hallazgo | n | % | p
44 XY -11,-16 1 1.19 0
45 XX -8, 46 XX 1 1.19 0
45 XX -19, 43 XY -2-10-15 1 1.19 0
45 XY -21, 45 XY-10, 45 XY -21, 46 XY 1 1.19 0
45 XXt(11;17)(p14;pll) 1 1.19 0
45 XY -1-3-9 1 1.19 0
45 XY -19 1 1.19 0
45 XY -5 -19 -22 46 XY 1 1.19 0
46 XX, 45 XX-10, 47 XX+15, 47 XX+21+48+11 1 1.19 0
46 XX, 46 XXdel(5)(q34) 1 1.19 0
46 XXt(9;22)(g34;911) 46 XX 1 1.19 0
46 XX y 42-44(del5,16,17,19) 1 | 119 0
46 XXy 50 XX(trisomia 2,3,18,19,22) 1 1.19 0
46 XYt(9;22) 2 2.38 0
46 XY, 46 XY1(6;14)(p21;q24) 1 1.19 0
46 XYt(10;X)(p22;p13), 47 XY+22 1 1.19 0
46 XYder(3q) 1 1.19 0
46 XYt(8;11) y 47+22 1 1.19 0
46 XYt(1;12)(g25q914)porque+1(17)(qll1;q23), 46 1 1.19 0
XY9qg+1
46 XYt(p23;2), 47 XY+21, 46 XY 1 1.19 0
46 XYdel(6)q23 y 46 XY 1 1.19 0
47 XX+21 1 1.19 0
47 XY+17 1 1.19 0
47 XY(19) y 52 XY(16, 16, 16, 17, 17, 18) 1 1.19 0
47 XY+21 1 1.19 0
47 XY y 43 X-5-21 1 1.19 0

DISTRIBUCION POR TIPO DE LEUCEMIA

El 66.6% de los pacientes, al momento del estudio se encuentran vivos, en
tratamiento y remision continua el 60.9% con registro de recaidas de 9.5%. La
frecuencia de distribucion de condicion de los pacientes por subgrupo de

Leucemia Aguda se presenta en las Tablas 7 y 8.
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Condicidén

Vivo

Muerto

Se desconoce

LAL

62

24

HIES 2015
n

LMA |LAL

%

LMA

47

53

LAL

<0.05

<0.05

<0.05

Tabla 7. Condicion Vivo/Muerto de pacientes con Leucemia Aguda 2008-2015.

LMA

0.327

0.327

Estado Actual
Remision Completa
Recaida
Abandono

Defuncién

LAL

57

19

n
LMA | LAL
7 | 65
11 10
3|3
6 | 23

%

LMA

41

12

35

LAL

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

Tabla 8. Estado Actual de pacientes con Leucemia Aguda. HIES 2015

LMA

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

Dentro del grupo de

pacientes con Leucemia Mieloblastica Aguda, de

los 8

reportados como vivos, cabe hacer mencion que 5 de ellos, actualmente continuan

en tratamiento y 3 han pasado a fase de vigilancia, de los cuales, 2 corresponden a

Leucemia Promielocitica (LMA M3) y uno a Leucemia Monoblastica Aguda (LMA

M5).
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SOBREVIDA GLOBAL EN RELACION A REPORTE DE CARIOTIPO

La supervivencia libre de enfermedad (SLE) a 4 afios de acuerdo al hallazgo
del cariotipo con la presencia o ausencia de anormalidades reportadas, en este
estudio se realizé por Kaplan Meier, reportando para los pacientes con cariotipo
normal SLE de 58% y aquéllos con anormalidad registrada SLE 33%. Se muestran

los datos en los Gréaficos 3.

Grafico 3. SLE de acuerdo a Cariotipo en Leucemia Aguda
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DISCUSION

El estudio de cariotipo por bandeo GTG es un estudio con el cual se inicia la
clasificacion de riesgo molecular de las leucemias agudas, en la actualidad pertenece
a los estudios que asignacién de riesgo clinico prondstico, la gran diversidad de
lesiones por cariotipo fueron estudiadas como lesion cromosémica normal y anormal
observamos una diferencia significativa en la supervivencia cuando existe la
presencia de una lesion cromosomica con una SLE de 33%, a pesar de no
corresponder con las descritas ya como factor citogenético de mal pronéstico como
lo es la presencia de traslocaciones que involucren en 11g23, t(1;19) o 1(9;22), que
como se ha demostrado en multiples series, condicionan menor respuesta al
tratamiento y mas indices de recaida, asi como asociacion a otros factores de mal
prondstico, confiriendo al paciente prondstico sombrio, como se cita en los resultados
de ‘1 ¢ of cytogenetic and molecular alterations in risk stratification of 318
patients with the novo non-M3 acute myeloid leukemia”, en donde refieren que
pacientes con fenotipos de bajo riesgo presentan pronéstico favorable, similares a
aquellos con citogenética de bajo riesgo,, mientras que aquellos con genotipos de
riesgo alto tenian un prondstico desfavorable (SG 10 meses) similares a los que
tienen mala citogenética (SG 13.5 meses) y el resto de pacientes con otros
genotipos, catalogados en su estudio como de riesgo intermedio se presentaron con
SG de 25 meses. Entonces, la integracion de los perfiles de citogenética vy
moleculares mejora la estratificacion prondstica de los pacientes con LMA de riesgo

intermedio que previamente constituian un 75% a unicamente 25%, especialmente
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en aquellos con citogenética de riesgo intermedio que permita influir sobre la decision
de una adecuada estrategia terapéutica (H-A Hou, C-C Ling, W-C Chou et al.
“1 g of cytogenetic and molecular alterations in risk stratification of 318
patients with the novo non-M3 acute myeloid k m "L k m 2014;28:50-58.

A pesar de haber un 35% de casos con cariotipos no valorables por tener un conteo
de metafases menor a lo necesario para una buena interpretacion como lo
recomienda ISCN 2010, en el presente trabajo descriptivo se observaron un 36% de
los cariotipos anormales, el 10.4% correspondia a alteraciones de tipo
numéricas-hipodiploides y el 7.6% con criterios de cariotipo complejo. Estos datos
difiere con los reportes internacionales, donde se ha reportado cariotipos normales
de 29 - 43.2% y cariotipos anormales de 60-70% encontrando en esta poblacion, es
evidente que registramos prevalencia muy bajas de lesiones estructurales y
numéricas, como re describe en una gran cantidad de estudios internacionales y
nacionales, como el de Sierra Martinez en “F de hallazgos citogenéticos en
pacientes con enfermedades hematoldgicas que acuden al Hospital Juarez de
Mé 7 (Rev Sal Pub y Nut 2000) en nuestro pais o lo que refiere Schneider NR en
Blood 2000 en donde encontratron que la mejor supervivencia se asocia sélo con
cariotipos anormales y la t(10;14) y peor prondstico con cualquier cromosoma
derivado. Encontraron asi mismo nuevas alteraciones recurrentes en leucemia de
células T, previamente no reportadas del(1)(p22) y t(8;12)(q13;p13), también
encontraron 10 aberrraciones que se habian informado Uunicamente en una ocasion

en LAL-T pueden ser ahora consideradas anomalias recurrentes, todas ellas son
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objeto de descubrimiento y caracterizacion de nuevos genes que son parte clave
para el conocimiento de la leucemogénesis y/o el desarrollo normal de las células T.
Se registraron 8 casos con Hipodiploidia en Leucemia Aguda Linfoblastica (LAL) y 2
casos en Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA) los cuales deberan ser analizados en
un seguimiento para confirmar la evolucion y pronostico adverso en forma
independiente ya que la literatura reporta prondstico adverso y sobrevida corta en
estos pacientes por presencia de otras alteraciones genéticas de tipo involucro TP53.
En el caso de cariotipos con numero normal Ejemplo 46XY /46XX para LAL
encontramos 16 casos y 6 para LMA por criterio numérico fueron catalogados como
normales; pero a pesar de esto registran alguna otra lesién estructural, numérica e
incluso, un 5% de LAL y 18% de estos fueron determinadas como cariotipo complejo,
estos hallazgos; nos permiten evidenciar la presencia de lesiones inconstantemente
presentadas por lo que salen de las clasificaciones habituales de registro genéticos
de casos con LAL y LMA un ejemplo de esto es no encontrar en ningun caso
lesiones como t (12;21) que ocupa hasta un 25% de las lesiones de riesgo habitual
con lo que se confiere un pronéstico favorable, situacion que no se aprecia en este
presente casuistica.

En el caso de cromosoma filadelfia t(9;22) se registro una prevalencia de 1.9% (2
casos) en la presente serie, esta es una lesion que se cataloga como de mal
prondstico como bien hemos comentado previamente, evidencidandose en <3% de la
poblacion pediatrica, con biologia molecular muy especifica y tratamiento dirigido.
Cinco casos registraron un cariotipo hiperdiploide lo que indirectamente favorece el

prondstico, puesto que se encontraban en el rango de hiperdiploidia baja, cuyos
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pacientes presentan mayor sensibilidad al tratamiento antineoplasico; sin embargo la
supervivencia global no permite definir si existe este beneficio de esta lesion genética
en el pronostico, nuevos estudios tendrian que ser evaluados para clarificar este

punto.

Todos los comentarios previamente expuestos, en relacion a cariotipo,
probablemente sean secundarios a las técnicas de procesamiento de muestras, pues
en general es posible no existan técnicas estandarizadas en la reproduccion de estas
técnicas genéticas. Ademas, sera recomendable rastreo de lesiones ampliamente
conocidas en leucemia aguda linfoblastica y mieloblastica con mayor sensibilidad y
especificidad como la prueba FISH para la deteccién de variantes genéticas.

Ante todo lo expuesto, podemos esperar entonces que existan todavia por
determinar otras alteraciones que confieran, de manera independiente, riesgo de

recaida y prondstico pobre en poblaciones determinadas por el medio y la raza.
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CONCLUSIONES

La supervivencia de casos de leucemia aguda evaluadas por cariotipo por
bandeo GTG normal fue de 58%; sin embargo; hallazgos de lesiones estructurales y

numeéricas fueron raramente registradas

Recomendaciones

e El estudio completo y detallado de cada paciente es primordial para su adecuado
manejo y éxito terapéutico.

e Los avances cientificos permiten mejorar los métodos diagnésticos y realizar de
una manera mas fina y dirigida el tratamiento de las leucemias en este caso.

e Es importante invertir en Salud, hemos visto con los resultados de este estudio la
gran cantidad de pacientes con cariotipos reportados como normales y sin criterios
de alto riesgo que evolucionan poco favorablemente, hemos comentado que una
de las posibilidades que expliquen esta situacion es la falta de sensibilidad y
especificidad del cariotipo por bandeo GTG que podria ser evaluado en otros
estudios.

e Proponemos considerar e intensificar el tratamiento en los pacientes que
presentes cualquier hallazgo no descrito como de buen prondstico en el cariotipo,
pues podemos ver en este grupo que los reportes no coinciden con los ya

descritos y la sobrevida global a 4 afios se ve disminuida.
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