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Resumen

La Citogenética ha identificado alteraciones cromosdmicas especificas
y no aleatorias en la Leucemia Mieloide Aguda (LMA) favoreciendo su
diagnostico, prondstico, tratamiento y seguimiento. Entre las asociadas
a un pronostico favorable, estan la inv(16), t(16;16), t(8;21) y t(15;17).
De prondstico intermedio estan los cariotipos normales, trisomias 8,
t(9;11) y otras. Y para pronostico reservado estdn los cariotipos
complejos, -5, 59-, -7, 7q-; alteracion en 11923, inv(3), t(3;3), t(6;9) y
t(9;22). El objetivo de este trabajo fue identificar las alteraciones
cromosomicas en pacientes con diagndstico de LMA mediante técnicas
de citogenética convencional (cariotipo) y molecular (FISH) para lograr
un diagndstico mas certero. Para ello, se recolectaron muestras del
aspirado de médula ésea de 17 pacientes del Hospital Juarez de México,
se sometieron a cultivo celular para multiplicar el namero de linfocitos
y se arresto el material cromosomico en metafase que posteriormente
se banded por GTG para el estudio del cariotipo. Para la FISH, se
estudiaron nucleos interfasicos que fueron desnaturalizados y tratados
con sondas especificas que hibridaron ciertas regiones cromosémicas
para estudiar la inv(16) 6 t(16;16), t(15;17) y t(8;21); se analizaron 200
nacleos por caso y se reportd segun los criterios de analisis y al

Sistema Internacional de Nomenclatura para Citogenética
Humana (ISCN), 2016. Del cariotipo se obtuvieron alteraciones
estructurales como del(3), del(7), del(4)inv(4), inv(7), t(8;21), t(15;17)
y der(21;21); y también alteraciones numéricas, como
endorreduplicacion, hiperhaploidia, e hipodiploidia. De la FISH, se
obtuvo positividad para la t(15;17) y se recolectaron datos en pérdidas
y ganancias de loci y/o derivativos para algunos genes. En conclusién,
el cariotipo es una herramienta muy atil y compleja al mismo tiempo,
debido a la dificultad que presentan algunas muestras para tratarse y
evaluarse; asi como la FISH resulta una herramienta complementaria
por su alta sensibilidad; ambas ayudan a una mayor recoleccion de
informacién y asi tener un panorama mas amplio de la enfermedad
oncohematoldgica.

VI



Capitulo 1
INTRODUCCION

Se le denomina leucemia al cancer que se desarrolla en las células que
forman la sangre en la médula Gsea; crecen sin control y pueden
extenderse a otras areas del cuerpo (Sociedad Americana contra el
Céncer, 2018). En condiciones normales madurarian hacia los
diferentes tipos de células sanguineas. De acuerdo a la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS)], la leucemia en México tiene una
incidencia del 4.3% y una mortalidad del 5.4%, segun el estudio
realizado en el 2012, que incluye 28 tipos de canceres, en una poblacion
de ambos sexos (Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer, 2012). En particular, la Leucemia Mieloide Aguda (LMA), es
un cancer que se origina en las células precursoras de globulos blancos
(excepto linfocitos), en la médula 6sea. Puede progresar rapidamente y
llegar a ser mortal. Ademas en ocasiones se propagan a otras partes del
cuerpo, como sistema nervioso central (cerebro, piel y las encias)
(Institutos Nacionales de la Salud, 2017). La clasificacion de la LMA se
realiza por dos sistemas: la Franco-Americano-Britanico (FAB) que
admite 8 subtipos (M0-M7); y la clasificacion de la OMS, que incluye
5 subtipos (Buga, Gliick y Arion, 2014). Es de vital importancia la
identificacion del tipo de leucemia ya que vislumbrara el prondstico y
el tratamiento. Por lo cual, por norma de la OMS, el diagndstico debe
incluir: los datos clinicos (historia clinica, edad) y las caracteristicas
bioldgico-hematoldgicas (morfologia, citoquimica, inmunofenotipos,
citogenética y biologia molecular) (Flandrin, 2002). Por otro lado,
como métodos de diagndstico, pronostico y seguimiento de LMA, se
encuentran las pruebas estandar de citogenética (cariotipo), y ademas
las técnicas complementarias moleculares, como la Hibridacién In Situ
Fluorescente (FISH), la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
tanto cualitativa (punto final) como cuantitativa (tiempo real), y la
Hibridacion Genomica Comparativa (HGC) (Del Castillo, Uranga y
Zafra, 2012).

-1-



Capitulo 2
ANTECEDENTES

Coleman, Theil, Tubbs y Cook (2011), en Cleveland, realizaron
un estudio a 433 pacientes con diagnéstico de LMA / Sindrome
Mielodispléasico (SMD), mediante citogenética convencional y
FISH, y encontraron deleciones y monosomias (-5/59-, -7/79-,
20g-), trisomias (+5, +8), translocaciones [t(1;21)(p13;p11.2)],
ganancia de marcadores (mar+), entre otros.

Mir-Mazloumi, Appaji, Madhumathi y Prasannakumari (2013),
en la India, realizaron un estudio a 50 pacientes pediatricos con
diagnostico de LMA, mediante citogenética convencional y
FISH, reportaron alteraciones cromosdmicas con pronostico
favorable para 51.6% de los casos con t(8;21)(g22;922), 16.1%
cont(15;17)(g22;921), y 12.9% con rearreglos en el cromosoma
16. Con menor frecuencia y con prondstico reservado,
encontraron alteraciones como t(9;11)(p22;q13),
t(1;22)(p13;q13), inv(3)(g21926), add 4(g35) y cromosomas en
anillo.

Buga, Gliick y Arion (2014), en Rumania, publicaron un
articulo de revision donde involucraron aspectos citoquimicos y
morfoldgicos, los inmunofenotipos, y la caracterizacion
citogenética y molecular para el diagndstico y con ello dar una
terapia al paciente de acuerdo al grupo de riesgo. En dicha
revision se mencionan las alteraciones cromosdmicas de
acuerdo a la clasificacion de la OMS (o también conocida por
clasificacion WHO), de donde se partio para el estudio con
FISH de dichas alteraciones cromosémicas en nuestra propia
poblacién de estudio.
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Capitulo 3
MARCO TEORICO

3.1 Leucemia Mieloide Aguda

3.1.1 Definicion

La LMA] es también conocida como leucemia mielégena aguda,
leucemia mieloblastica aguda, leucemia granulocitica aguda y leucemia
no linfocitica aguda (NIH, 2017).

Es un trastorno neoplasico hematopoyético clonal que se deriva de la
proliferacion invasiva de células blasticas anormales en sangre y
médula 6sea (ver figura 3.1]), a partir de la mutacién genética de una
célula hematopoyética multipotencial o de una célula progenitora mas
diferenciada de estirpe mieloide, afectando directamente la produccién
de todas las lineas celulares, provocando anemia, trombocitopenia y
cifras de leucocitos bajas, normales o altas, dependiendo del nimero de
células leucémicas en la sangre (Litchman, Kaushansky, Kipps, Prchal,
Levi, 2014).

Esta leucemia debe ser diferenciada de otros trastornos, como la
leucemia linfoblastica aguda (LLA), el sindrome mielodisplasico
(SMD), 0 la LMA en presencia de SMD, debido a que las estrategias
terapéuticas y el prondstico varian considerablemente entre ellas
(Turgeon, 2011).
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Figura 3.1 Meédula 6sea (Terese Winslow LLC, 2018). Lugar donde
se lleva a cabo la hematopoyesis, ya que contiene las células madre que
daran origen a los leucocitos, eritrocitos y plaquetas. Se encuentra en el
interior de los huesos largos, vértebras, costillas, esternén, huesos del

craneo, cintura escapular y pelvis.



3.1.2 Etiologia

La LMA resulta de una serie de mutaciones somaticas en una célula
hematopoyética multipotencial, o en algunos casos, en una célula
progenitora mas diferenciada de linaje restringido de estirpe mieloide
(ver figura3.2] y 3.3]) (Litchman et al., 2014).
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Figura 3.2 Estadios de la hematopoyesis normal (Terese Winslow
LLC, 2018)
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Figura 3.3 Estadios de la hematopoyesis alterada (Terese Winslow

LLC, 2018)

La LMA requiere cuando menos dos tipos de mutaciones: una mutacion
oncogeénica primaria, como la que afecta los genes de la subunidad del
factor que se une al nacleo (CBF-p o RUNXI1), y una mutacion de
activacion en una cinasa de tirosina hematopoyética, como la cinasa 3
de tirosina parecida a FMS (FLT3). En la LMA, las mutaciones resultan
en rutas de sefializacion desreguladas que alteran la diferenciacion y la
maduracion, asi como la regulacion de la proliferacion y de la sobrevida

celular en diversas combinaciones (Litchman et al., 2014).
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La mayoria son de novo, y se asocian a cambios citogenéticos
adquiridos como translocaciones, deleciones, inversiones, etc. Estos
cambios conducen a mutaciones de protooncogenes y a la formacion de
oncogenes. Con frecuencia, estos ultimos codifican a factores de
transcripcion mutantes que resultan en trastornos de las vias de
sefializacion celular que causan la transformacion maligna. También
pueden derivarse del progreso de otros trastornos mieloproliferativos y
mielodisplasicos, por ejemplo: policitemia vera, trombocitemia
esencial, citopenias clonales, leucemia mieloide cronica, SMD, etc. La
mayoria de los casos no tiene ninguna causa conocida o definitiva. Sin
embargo, se han encontrado factores genéticos predisponentes que
favorecen su aparicion, como: anemia de Fanconi, ataxia telangiectasia,
hermanos univitelinos, sindrome de Down, sindrome plaquetario
familiar (Litchman et al., 2014).

Como factores externos, ambientales o causales, la exposicidn a ciertos
carcindgenos, entre los mas conocidos para leucemia, son la radiacion,
(sobretodo las del tipo nuclear), el benceno y las sustancias alquilantes
(Gargani, 2012).

Cabe sefialar que la Agencia Internacional para la Investigacién del
Cancer (IARC)) dio a conocer un listado de carcindgenos, donde son
clasificados en cinco grupos de acuerdo a la solidez de la evidencia
cientifica y en asociacion con diferentes tipos de cancer (ver tabla 3.1])
(Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, 2017).

De acuerdo con las monografias de la IARC, un agente es definido como
carcindgeno si produce un incremento en la incidencia de neoplasias
malignas, ya sea reduciendo su tiempo de latencia o incrementando su
gravedad o su capacidad de multiplicacion (Espinosa et al., 2006).



Tabla 3.1 Clasificacion general de los agentes carcinégenos (IARC,
2017)

; NUM DE
GRUPO TIPO DEFINICION EJEMPLOS
AGENTES
Chrticoend aralos Evidencia suficiente en Tabaco, exposicion a la radiacion
1 g D humanos. Relacién causal | solar, bebidas alcohdlicas, carnes 120
humanos A
establecida. procesadas.
Probablemente Evidencia limitada en Emisiones por fritura en alta
2A carcinégeno para los humanos. Evidencia temperatura, esteroides, exposicion 81
humanos suficiente en animales.  |ocupacional de peluqueria, carme roja.
Posiblemente Evidencia limitada en Café, gasolina y emisiones de motor
2B carcinégeno para los humanos. Evidencia de gasolina, gases de soldadura, 294
humanos insuficiente en animales. verduras encurtidas.
3 Carcinogenicidad no Evidencia insuficiente en | Té, campos magnéticos estéaticos, 05
clasificable humanos y en animales. | iluminacion fluorescente, polietileno.
Probablemente no Evidencia no sugiere
R : o Caprolactama, usado en la
4 carcinégeno para los carcinogenicidad en 1

B fabricacion de fibras sintéticas.
humanos humanos/animales.

En la tabla 3.2 | se muestra el fragmento del listado de carcindgenos en
relacion al cancer de interés, clasificados por evidencia suficiente 6
limitada en humanos, en este caso se muestra Unicamente la seccion de
las leucemias y/o linfomas.

Cabe mencionar que, no debe confundirse la finalidad de la
clasificacion, ya que la IARC no define el "riesgo™ o probabilidad de
dafio a los seres humanos. So6lo considera la fuerza de la evidencia
cientifica para establecer una posible o probable asociacion con el
cancer. Es importante destacar que el riesgo no puede estar presente en
los niveles diarios de exposicion del agente que se evalia. Asi mismo,
la peligrosidad de cada sustancia es Unica para cada agente,
independientemente del grupo donde se encuentre clasificada la
sustancia (Espinosa et al., 2006).



Tabla 3.2 Clasificacion de carcindgenos en leucemias segun
evidencia (fragmento) (IARC, 2017)

CARCINOGENOS PARA LEUCEMIAS Y/O LINFOMAS

CON SUFICIENTE EVIDENCIA EN HUMANOS

CON EVIDENCIA LIMITADA EN HUMANOS

Azatioprina Biscloroetil nitrosourea (BCNU)
Benceno Cloranfenicol
Busulfan DDT
1,3-Butadieno Diazin6n
Clorambucil Diclorometano (cloruro de metileno)
Ciclofosfamida Oxido de etileno
Ciclosporina Etopésido
Virus de Epstein Barr Glifosato

Etopdsido con cisplatino y bleomicina

Virus de la hepatitis B

Productos de fision, p.ej. estroncio-90

Campos magnéticos, de frecuencia
extremadamente baja (leucemia infantil)

Formaldehido

Malation

Helicobacter pylori

Mitoxantrona

Virus de la Hepatitis C

Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1

Mostaza nitrogenada

Pintura (leucemia infantil por exposicion materna)

Virus linfotropico de células T humano tipo 1

Refinacion del petréleo, las exposiciones
ocupacionales

Herpesvirus Sarcoma de Kaposi

Bifenilos policlorados

Lindano

Melfalan

Policlorofenoles o sus sales de sodio
(_exp_osiciones combinadas)_
Radioyodos, incluyendo Yodo 131

MOPP (mezcla de mostaza de nitrégeno-
vincristina-proc arbazina-prednis ona)

Radon-222 y sus productos de desintegracion

Pentaclorofenol

Estireno

Fésforo-32

Tenipésido

Industria de la produccion de caucho
Semustina (meti-ccnu)

~ Tricloroetileno -
23,7 8-Tetrachlorodibenzo-para-dioxina

Tiotepa

Consumo de tabaco (leucemia infanti en los hijos
de los fumadores)

Torio-232 y sus productos de desintegracion

Malaria (causada por la infeccion por
Plasmodium falciparum en las zonas
holoendémicas

Consumo de tabaco

Treosulfano

Radiacion X, radiacion gamma




Por otro lado, desde el advenimiento del estudio del cancer, se han
identificado factores que participan e influyen de forma positiva o
negativa en la enfermedad oncoldgica; como lo son; edad, sexo, nivel
socio-economico, raza, situacion geografica; ademas de aquellos
factores que inciden indirectamente en la desnutricion del individuo
(Rivera, 2002). A continuacién se mencionan los diferentes factores:

o Genéticos. Las mutaciones pueden afectar genes que codifican los
componentes de los mecanismos del control del ciclo celular
(puntos de control), los cuales determinan el orden de los eventos
en dicho ciclo, asi como la fidelidad e integridad de los sistemas de
replicacion y reparacion del DNA. Una alta frecuencia de rearreglos
génicos aberrantes puede condicionar una alta predisposicion al
desarrollo de cancer. Por ejemplo, mutaciones en el gen p53, que
participa en el control del ciclo celular, mejor conocido como un
gen supresor de tumores (Rivera, 2002).

e« Ambientales. La salud estd ampliamente relacionada con las
condiciones ambientales. Todos los cambios que pueda haber en el
ambiente afectan directamente o indirectamente a la salud humana,
de manera positiva 0 negativa. Los efectos que puede tener el
ambiente en la salud depende del papel que la poblacion tenga como
moderador o agente en el ambiente. Ademas las caracteristicas
fisicas de una zona son determinantes para que los contaminantes
se concentren, se transformen o se dispersen en la atmosfera,
alterando con dichos contaminantes la calidad del aire (Rivera,
2002).

e Bioldgicos y Quimicos. De manera general, los contaminantes se
clasifican en dos tipos: bioldgicos y quimicos. Entre los factores
bioldgicos se encuentran las bacterias, virus y algas. Referente a los
agentes quimicos, se dividen en organicos e inorganicos; para los
primeros, se encuentran los detergentes, solventes y plaguicidas.
Los inorganicos mas frecuentes son los metales pesados. En ambos
casos, esta gama de contaminantes termina por contaminar el agua
y/o el suelo a traves de la alta produccién de desechos, emisiones
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industriales, municipales y agricolas, ademas de la deposiciéon de
metales, etc (Rivera, 2002).

e Mecanicos y Fisicos. Por ejemplo la exposicion a radiografias,
maquinaria, rayo laser, ultrasonidos, radiaciones ionizantes, etc
(Rivera, 2002).

3.1.3 Epidemiologia

En México la informacion existente es poca y de dificil acceso para
poder determinar de manera mas precisa su verdadero impacto en la
salud (Rizo, Gonzalez, Sanchez y Murguia, 2015). Sin embargo, es
posible vislumbrar la problematica gracias a estadisticos como el
Globocan y a algunos estudios epidemioldgicos que se han realizado en
el pais.

De acuerdo a la OMS, segun el estudio del Globocan en 2012 (IARC,
2012), la leucemia en México ocupa el octavo lugar en incidencia?® y
mortalidad?, con 56 y 37 casos respectivamente por millon de
habitantes, como se observa en la tabla 3.3| y en las figuras 3.4, 3.5]
y 3.7]1. Con cifras cercanas para la leucemia en general, se han
reportado incidencias que van en diferentes estudios de 55.4, 57.6 y
58.4 casos por millon (Mejia et al., 2005) (Fajardo et al., 2007) (Pérez
et al., 2011). Respecto a la prevalencia® de 5 afios, como se muestra en
latabla3.31 yenlafigura3.6], se aprecia unacifrade 73 (IARC, 2012)
casos por millon de habitantes de acuerdo al estudio del Globocan.

! Ntimero de casos nuevos de enfermedad durante un periodo de tiempo en una cierta
poblacién [Portal del gobierno, 2018].

2 Ntmero de defunciones por causa de una enfermedad en un determinado periodo de
tiempo en relacién a la poblacién total de una entidad geografica [Portal del gobierno,
2018].

3 Nmero de casos existentes en una poblacion que padece la enfermedad durante un
periodo de tiempo determinado, sin distinguir si son casos nuevos o antiguos [Portal
del gobierno, 2018].
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Tabla 3.3 Epidemiologia del cancer en México segun el Globocan
(IARC, 2012)

Canser Incidencia Mortalidad Prevalencia por 5 afios

Niimero (%) ASR (W) Nimero (%) ASR (W) nNimero (%) Prop.
Labio, cavidad oral 2791 19 25 767 1.0 07 689% 19 83
Nasofaringe 144 04 0.1 67 041 0.1 378 01 04
Faringe 508 03 0.5 328 04 03 137 03 14
Esofaringe 1143 08 1.0 1055 1.3 09 1187 03 14
Estémago 7680 52 68 6281 8.0 55 12791 36 154
Colorrectal 8651 58 78 4694 6.0 41 21694 6.1 260
Higado 6387 43 57 6068 7.7 53 4975 14 6.0
Vesicula biliar 1981 1.3 18 1861 24 17 2512 07 30
Pancreas 4274 29 38 4133 53 37 3048 09 37
Laringe 2479 17 23 891 1.1 08 6990 20 84
Pulmén 8439 57 75 7608 97 67 8099 23 97
Melanoma de piel 2031 14 18 612 08 05 5755 16 69
Sarcoma de Kaposi 88 041 0.1 31 00 00 221 01 03
Mama 20444 138 354 5680 7.2 97 75529 211 176.7
Cervicouterino 13960 94 233 4769 6.1 81 47000 13.1 1100
Endometrio 2733 18 48 550 0.7 10 9847 27 230
Ovario 3277 22 56 2105 27 36 9048 25 212
Préstata 14016 95 273 6367 8.1 113 41088 115 1013
Testiculos 1742 1.2 28 443 06 07 5060 14 125
Rifidn 3851 26 35 2115 27 19 10047 28 121
Vejiga 3245 22 29 1166 1.5 10 9330 26 1.2
Cerebro, sistema nervioso 4446 3.0 39 2237 28 20 6527 18 78
Tiroides 3036 2.1 26 702 09 06 11930 33 143
Linfoma de Hodgkin 1543 1.0 13 598 08 05 4250 12 54
Linfoma No-Hodgkin 4632 341 41 2558 32 23 8700 24 104
Mieloma Multiple 1380 09 13 1029 13 09 2418 07 29
Leucemia 6325 43  (56) 4264 54 (37) e100 17 (73]
Todos los canceres excepto cancer de piel no melanoma 147985 100.0 1315 78719 100.0 689 358363 100.0 430.2

\ Datos de incidencia y mortalidad para todas las edades. Prevalencia por 5 afios s6lo para poblacién adulta.

ASR(W) y proporciones por cada 100,000 habi por afio.

Mas concretamente para la LMA en México, se ha reportado que la
incidencia entre los afios de 1996 y 2000, se encontraba entre 9.8 y 10.6
por millon de habitantes (Mejia et al., 2005) (Fajardo et al., 2007), y
posteriormente para 2006 y 2007 la incidencia encontrada fue de 6.8
por millon de habitantes (Pérez et al., 2011); valor similar a las cifras
reportadas de Canada, EEUU e Inglaterra (6.3, 6.0, 6.3 respectivamente
(Parkin et al., 1998). Cabe sefialar que la mayor incidencia reportada es
la de Nueva Zelanda, Shangai y Japdn con una frecuencia menor en
EEUU y Europa (Rivera, 2002).
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Ademas se ha encontrado relativamente una mayor incidencia en
grandes ciudades del pais, como la Ciudad de México, Guadalajara,
Monterrey y Puebla, lo cual probablemente esta relacionado al
diagnostico que pudiera ser mas preciso en estos sitios (Rivera, 2002).

Por otro lado se ha propuesto que la LMA M3 es el subtipo mas
frecuente en la poblacion mexicana, tanto en nifios, como en adultos
(Fajardo et al., 2007). Sin embargo en un estudio similar se encontr6
que el subtipo predominante fue la LMA M2 seguida de la LMA M4
(Pérez et al., 2011).

MEXICO

Tasas estimadas de incidencia y mortalidad estandarizadas
por edad en una poblaciéon de ambos sexos
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ASR(W) tasa por 100,000 habitantes por afio
ASR: tasa estandarizada por edad

Figura 3.7 Histograma comparativo de incidencia vs mortalidad del
cancer en México (IARC, 2012)
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En la figura 3.8 se observan los diferentes indices de incidencia para
diversos tipos de leucemia en pacientes pediatricos que van de 0 a 14
afios. Correspondiente para la LMA, se observan dos picos importantes,
el primero en la edad de 1 afio y el segundo de 10 a 11 afios (Pérez et
al., 2011).
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Figura 3.8 Incidencia de leucemias en pediatricos de la CDMX
(2006-2007) (Pérez et al., 2011)

3.1.4 Clasificacion

A travées de los afios, la clasificacion de la leucemia ha sido
principalmente descriptiva, que estaba abierta a la critica regular, a la
revision y reevaluacion. Durante los ultimos 20 afios, se han estado
utilizando las caracteristicas morfoldgicas para tratar de definir a la
leucemia.

Existen dos clasificaciones diferentes y complementarias entre si. La

primera de ellas, fue creada en 1976 (y posteriormente actualizada) por
el grupo Franco-Americano-Britanico (FAB), se basa en la descripcion
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morfoldgica y citoquimica de las células neoplasicas comparandolas
con los precursores hematopoyéticos normales (Duque et al., 2006)
(Gargani, 2012).

La segunda, publicada en el 2002 (y actualizada posteriormente en el
2008) por la OMS, utiliza la citometria de flujo, la citogenética, la
inmunohistoquimica, el analisis de la historia clinica, la influencia de
terapias citotoxicas y la comorbilidad con otros desordenes
hematoldgicos, lo cual permite obtener una mayor eficacia clinica y
terapéutica (Duque et al., 2006).

3.1.4.1 Clasificacion FAB

Basada en la morfologia celular con tincion de Wright (Turgeon, 2011)
0 de May-Grunwald-Giemsa (MGG) (Buga et al., 2014) en sangre
periférica 0 médula 6sea y la citoquimica de blastos de médula dsea.

En el sistema FAB|, mas de 30% de blastos en médula désea son
suficientes para el diagnostico de leucemia aguda en cualquiera de sus
categorias (Turgeon, 2011).

Este sistema subdivide a la LMA en once subtipos que van desde la MO
a M7 (ver tabla 3.5]), basdndose en el tipo de célula leucémica, asi
como la madurez de ésta.

A continuacion se mencionan sus caracteristicas principales en la tabla
3.4/, asi como informacion complementaria en lo que respecta a su
morfologia en la tabla 3.5], a su citoquimica en la tabla 3.6 y a sus
marcadores inmunoldgicos de superficie en la tabla 3.7.
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Tabla 3.4 Clasificacién FAB y caracteristicas de LMA (Neame et al.,
1986) (Palomo, Pereira y Palma, 2009) (Turgeon, 2011) (Buga et al.,

2014)
SUBTIPO VARIANTE CARACTERISTICAS PRINCIPALES
La poblacion blastica esta formada por grandes mieloblastos, agranulares que a
LMA veces pueden confundirse con los LLA-L2. El diagndstico no puede establecerse
indiferenciada ciertamente en microscopia dptica, pero si con microscopia electronica, basado en
Mo 6 con minima la presencia de granulaciones citoplasmaticas. Ademas de ofras pruebas que
diferenciacion expresen algunos antigenos pertenecientes a la linea mieloide en las células
mieloide blasticas, asi como expresar la ausencia de antigenos especificos de la linea
linfoide.
El 80-90% de la poblacion blastica son células no eritroides, se compone de
mieloblastos grandes con granulaciones azurofilicas raras. Los cuerpos de auer
i LMA sin (grénulos primarios con forma de aguja) estan presentes en el 50% de los casos. El
maduracion diagnéstico es positivo si mas del 3-5% de las células reaccionan positivamente a
MPO (mieloperoxidasa) o sudan negro. El estudio morfolégico por si solo no puede
diferenciar este subtipo de LMA de LLA.
El 30-80% de las células no eritroides son mieloblastos muy bien diferenciados,
caracterizados por un rico citoplasma y un gran nimero de granulaciones azurdfilas.
Los cuerpos de auer estan presentes en el 65% de los casos. ES un grupo
LMA con A 5
M2 2 heterogéneo, que comprende todas aquellas LMA con 10% o més de elementos de
maduracion ; AR Pl A%
diferenciacion mieloide y menos de 20% de componente monocitico. La reaccion
de MPO es intensamente positiva, al igual que la de sudén negro. Un 18% de las
LMA M2 poseen la t(8;21)
Constituye el 10-15% de las LMA. La poblacién mieloide estd dominada por la
) presencia de promielocitos patoldgicos, células grandes con nicleo redondeado,
Leucemia ¢ : ;
S citoplasma abundante, hipergranulares y azurdfilas, con cuerpos de auer
M3 promielocitica . .
aguda _aglomerados, a veces enmascarando el nuc_Ieo. La reaccion (_jeiMPO es muy
intensa. En la clasificacion de la OMS, esta variedad pasa a constituir una LMA con
alteracion citogenética especifica cont(15;17).
Leqcemfg Muestra células con nicleos bilobulados, multilobulados o de nlcleo reniforme
promielocitica ; : o 3
M3v LA (negativo para NSE) y relativa escasez de promielocitos hipergranulares o de
d! células primitivas con maltiples cuerpos de auer.
microgranular
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(Nota: continuacidn de la Tabla 3.4)

SUBTIPO

M4

Mdeo

M5a

VARIANTE

Leucemia
mielomonocitica
aguda

Leucemia
mielomonocitica
aguda variante

eosindfila

Leucemia
monoblastica aguda
(> 80% monoblastos)

CARACTERISTICAS PRINCIPALES

Los precursores de las lineas granulocitica y monocitica estéan presentes en la
médula en proporciones variables, cada linea representa mas del 20%, pero no
més del 80% de las células nucleadas. Los mieloblastos contienen cuerpos de
auer. Los monoblastos son més grandes que los mieloblastos, tienen un nicleo
redondeado, nucleolos obvios, abundante citoplasma que contiene granulaciones
azuréfilas y cromatina que esta delicadamente dispersa. Hay un alto nimero de
monocitos y promonocitos en la sangre periférica. La reaccion de MPO y esterasas
completa el diagndstico de ceridumbre. Las alteraciones citogenéticas
corresponden a trisomia 4, inv(3), del (5), 1(6;9) que fusiona el gen CAN con el gen
DEK

Tiene los mismos criterios que M4, pero ademas, estdn presentes eoziindfilos
anormales con eozindfilos y granulos basdfilos displasicos. Es descrita por la OMS
como LMA con alteracién citogenética especifica del cromosoma 16(16q;22)
siendo mas frecuente la inv(16) seguida de la t(16;16) y del(16). Corresponde al 5%
de las LMAy a un 20% de las LMA M4.

Al menos un 80% de las células no eritroides corresponden a blastos de origen
monocitico. En la clasificacion FAB se distinguen dos variedades: (a) variedad
M5a: poco diferenciada o monobléstica, donde el 80% de las células corresponde
a blastos monociticos, peroxidasa (-), esterasa (+) inhibicion por fluoruro (+). En
caso de observarse imagenes de eritrofagocitosis, puede encontrarse la
translocacion t(8;16).

M5b

M6

m7

Leucemia
monocitica aguda

(< 80% monoblastos)

Eritroleucemia
Aguda (Leucemia
de Guglielmo)

Leucemia mieloide
megacarioblastica
(6 megacariocitica)

(b) Variedad M5b: es la forma diferenciada, predomina los monocitos y
promonocitos, con su caracteristica forma de ndcleo arrifionado y citoplasma
griséceo.

Corresponde a un 4% de las LMA. Los precursores de eritrocitos (eritroblastos)
representan mas del 50% de las células nucleadas en médula 6sea, con
modificaciones megalobldsticas y anomalias nucleares como las de la
mielodisplasia. Mas del 20% de las células nucleadas son mieloblastos. Los
cuerpos de auer se presentan en 2/3 de los casos. Desde el punto de vista
citoquimico, los eritroblastos son positivos para la reaccion PAS y esterasa. Es
posible reconocer dos variedades: (a) M6a con maduracion, que no posee hiato de
maduracion eritroide y (b) M6b sin maduracion que posee mas de un 25% de
proeritroblastos y eritroblastos basdfilos. Las alteraciones citogenéticas suelen ser
complejas afectando a los cromosomas 1,5,7,8y 21.

Esta variedad representa el 8% de las LMA Consiste en numerosos
megacarioblastos en diferentes estadios de diferenciacion:

- formas mas pequefias indiferenciadas, nicleo con cromatina densa, nucleolos
apenas visibles, citoplasma reducido.

- formas mas grandes diferenciadas, con delicada cromatina granular, abundante
citoplasma con granulaciones azurdfilas. El diagnéstico se especifica por los
examenes citoquimicos, inmunofenotipicos (la presencia de marcadores
especificos) y ulraestructurales (la presencia de plaquetas positivas para
peroxidasa) . Es el fenotipo frecuente en la LMA del sindrome de Down.
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Tabla 3.5 Morfologia de los subtipos de LMA segun clasificacion
FAB (Turgeon, 2011)

MORFOLOGIA

CLASIFICACION

NUCLEO

NUCLEOLO

CROMATINA

CITOPLASMA

. ‘ M7 Megacarioblastica

M4 Mielomonobléstica

MO Mieloblastica
(minimamente

Redondo a ovalado

diferenciada)

M1 Mieloblastica

: iz Redondo a ovalado
(sin maduracion)

M2 Mieloblastica

(con maduraci6n) REHEACIIE

Redondeado a

M3 Mielocitica mellado a lobulado

(bifasica M1y M5) plegado

M5 Monoblastica
plegado

Unicoa _
multinucleado,
multilobulado

M6 Eritroblastica

Redondo a ovalado

Redondo a mellado,

Redondo a mellado,

Unico a miitiple,
distinguible

Unico a mltiple,
distinguible

Unico a miltiple,
distinguible

Unico a mltiple,
(granulos
posiblemente oscuros)

Unico a mltiple,
distinguible

Unico a mltiple,
distinguible

Unico a mltiple,
distinguible

Unico a mdltiple,
distinguible

Fina a gruesa

Fina

Fina

Fina

Fina

Variable, laxa a
viscosa

Abierto

"megaloblastoide"

Ligeramente a
moderadamente
reticulado

Escaso, no granulado

Escaso,
variablemente
granulado

Granulos azurofilicos
moderados con o sin
bastones de Auer

Granulos azurofilicos
prominentes y/6
multiples bastones de
Auer

Moderado, azul a gris,
puede ser granulado

Escaso a moderado,
gris azulado, granulos
lavanda

Abundante, rojo a azul

Escaso a moderado,
gris azulado, con
vesiculas

Tabla 3.6 Citoquimica de los subtipos de LMA segun clasificacion

FAB (Buga etal., 2014)

MO | AML, APL (M1-M3) | AMML (M4) ?m’)" AEL (M) ’ A(:;()L ‘ ALL ‘
| ;eacciones que son inhik;ias pc;r;uoruros - 7 B - o 7|
( Mieloperoxidasa |- + [+ [ - - = 1
| Gtaraias inespecificas |
‘ Cloroacetato - + : + |+ " v " I
| Alfa-naftil- - - +a | +a - +a 5 ‘

acetato
! Negro Sudén B - + ‘ + - s s - |
PAS . '+ '+ . - v




Tabla 3.7 Marcadores inmunolégicos de LMA segun clasificacion
FAB (Buga et al., 2014)

SUBTIPO MARCADORES INMUNOLOGICOS DE SUPERFICIE

FAB | HLADR | CD11b | CD13 | CD14 | CD15 | CD33 | CD34 | Glicoforina | CD41 | CD42 | CDG1
Mo +

MIM2 |+ +
M3IM3V + +
M4/M5 U +
M6
M7

+ |+
+
+ |+ + o+

+
+ |+ |+ + |+ |+

+ |+ |+ |+|+|+

3.1.4.2 Clasificacion de la OMS

Esta clasificacion fue publicada en el afio 2002, y actualizada en el
2008. Ha sido la mas completa y compleja; difiere significativamente
de la clasificacién FAB por los siguientes puntos (Buga et al., 2014)
(Gargani, 2012):

e Reduce el porcentaje de blastos medulares que diferencia el SMD
de la LMA, del 30% al 20%, es decir, se requiere un minimo de 20%
de blastos en médula dsea para el diagnéstico de leucemia aguda.

e Lainclusion de criterios citogenéticos y/o alteraciones moleculares
identificadas recientemente. Los reordenamientos cromosomicos
tienen valor prondstico, por ejemplo: la t(15;17), t(8;21) y la
inversion de 16, tienen mejor prondstico que la monosomia 7.

e Lainclusion de casos precedidos por sindromes mieloproliferativos
y/o mielodisplasicos crénicos.

e La inclusion de displasia de multilinaje con o sin precedentes
medulares.

e Lainclusion de casos secundarios a terapia citotdxica.

e Laintroduccion de los nuevos subtipos morfoldgicos.

En la tabla 3.8 se muestra la clasificacion de la LMA segun la OMS.
Sus principales caracteristicas son las siguientes:
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Tabla 3.8 Clasificacion de LMA segin la OMS (Flandrin, 2002)
(Palomo et al., 2009) (Turgeon, 2011) (Buga et al., 2014) (Keohane,
Smith y Walenga, 2016)

I.LMA con alteraciones citogenéticas recurrentes
| lMAcont@21)
= LMA con inv(16) o t(16;16)
. .LPA cont(15;17)
+ | LMA cont(11;17)
= LMA con alteraciones enel 11(q23)
. LMA cont(9;11)
= LMA cont(6;9)
- LMA cont(122)
_ . VLMA con (8;16)
Il.LMA con displasia multilineal
. - 'De novo pero con displasia en minimo 50% de las células, de al menos dos lineas celulares
- Secundarias a SMD o SMP
lll.LMA secundaria
. . iTipo alquilante/radiacion
* Inhibidores de topoisomerasa Il
:IV. LMA no categorizadas
= LMA, minimamente diferenciada
. >LMA sin maduracion
*|LMA con maduracion
* LMA mielomonociica
*|LMA monoctica
. .Leucemia aguda eritroide
* Leucemia aguda megacarioblastica
+ |Leucemia aguda basofiica
+ Panmielosis aguda con mielofibrosis
L - Sarcoma mieloide
|V.LMA con linaje ambiguo
E ‘Leucemia aguda indiferenciada
- LA bilinear
- LMA bifenotipica
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En el primer grupo se encuentran los pacientes identificados con
alteraciones citogenéticas o genético-moleculares especificas. EI 30%
de las LMA corresponden a esta categoria. Poseen un buen prondstico,
ya que en conjunto obtienen cerca de un 80% de sobrevida libre de
enfermedad (SLE) (Palomo et al., 2009).

En el segundo grupo, se encuentran los pacientes con displasia
multilineal en el andlisis citolégico. Esta afeccién ocurre mayormente
en adultos y raramente en nifios. Los pacientes de esta categoria poseen
recuentos bajos de por lo menos dos lineas celulares, ademéas de que
dichas células se observan morfolégicamente anormales bajo el
microscopio. La LMA puede derivarse de un SMD o de un Sindrome
Mieloproliferativo (SMP), sin embargo, también pueden ser de novo,
y en dicho caso, el diagnostico se complica. Cabe sefialar que la OMS
exige evaluar la displasia de acuerdo a los criterios estandar (displasia
presente en >50% de cada linea celular). El prondéstico de esta variedad
no es nada favorable, ademas de la escasa respuesta a los tratamientos
(Palomo et al., 2009).

En el tercer grupo, se incluyen dos categorias. La primera, los casos de
larga exposicidon a agentes tdxicos, como el tabaquismo o quimicos
ocupacionales (p.ej. benceno, petroguimicos, etc.). Y la segunda,
corresponde a los pacientes que recibieron una administracion
prolongada de quimioterapia (agentes alquilantes, inhibidores de la
topoisomerasa Il) y/o radioterapia como tratamiento de otra neoplasia
mayor que requeria terapia citotoxica. Esta LMA ocurre después de un
periodo de latencia de algunos afios. EIl prondstico generalmente no es
favorable (Flandrin, 2002).

En el cuarto grupo, se encuentran todas las LMA que no encajan en las
categorias anteriores. Es similar a la clasificacion FAB, sin embargo, no
incluye la Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) y ademas se afiaden
otras categorias como la leucemia aguda basofilica, la panmielosis
aguda con mielofibrosis y el sarcoma mieloide (Palomo et al., 2009).
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En el quinto grupo, se encuentran los casos de leucemias en los cuales
no hay clara evidencia de diferenciacion de una sola linea celular
(leucemia aguda indiferenciada). También se incluyen las leucemias
agudas mixtas que demuestran la multiplicidad de antigenos donde no
es posible determinar un linaje especifico, es decir presentan
marcadores mieloides y linfoides (quiméricas) (Litchman et al., 2014)
(Keohane et al., 2016).

3.1.5 Sintomatologia clinica

Los pacientes muestran un cuadro agudo con (Gargani, 2012)
(Litchman et al., 2014):

e Anemia, palidez, malestar general, fatiga, debilidad, palpitaciones,
disnea por esfuerzo.

e Sudoraciones y fiebre (en algunas ocasiones).

e Anorexiay pérdida de peso.

« Infecciones pidégenas menores (torax, boca, piel).

e Trombocitopenia, equimosis, petequias, epistaxis, hemorragias
gingivales, hemorragias conjuntivales y hemorragias prolongadas
posteriores a cortaduras menores.

 Infiltracion cutanea (encias M4/M5).

e Leucostasis. Los sintomas leucostaticos se producen cuando un
exceso de leucocitos aumenta la viscosidad de la sangre. Esto
provoca oclusiones en el corazon, los pulmones y el encéfalo. Los
sintomas son una reduccion de la conciencia, hemorragias
retinianas e infiltrados pulmonares.

e Niveles séricos elevados de &cido Urico y lactato deshidrogenasa
(LDH). Posiblemente en leucemias agudas, el organismo tratando
de restablecer su homeostasis, cause alguna clase de destruccién o
lisis masiva de todas las células sanguineas, ocasionando una
relacion directa con:

o Niveles séricos elevados de acido drico. Componente
nitrogenado producto del catabolismo de purinas (bases
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nitrogenadas que forman el DNA), que se encuentran en
células nucleadas como en leucocitos (Pagana K. y Pagana
T.,2015).

o Niveles séricos elevados de LDH|. Enzima intracelular de
muchos tejidos corporales; la LDH total estd compuesta por
cinco fracciones separadas (isoenzimas); una de ellas, la
DL1 se encuentra predominante en el corazén, corteza renal,
cerebro y eritrocitos (Rivera, 2002). Debido a la lisis de
eritrocitos, la LDH se libera a torrente sanguineo (Pagana K.
y Pagana T., 2015).

o Anemia, relacionado con bajo nimero de eritrocitos (Pagana
K.y Pagana T., 2015).

o Trombocitopenia, bajo nivel de plaquetas en torrente
sanguineo.

3.1.6 Métodos de deteccion y diagndstico
El trabajo de diagnostico incluye lo siguiente (Buga et al., 2014):

o Anamnesis (historia previa, edad, datos clinicos)

» Examinacion clinica + indices antropométricos

e Hemoleucograma + formula leucocitaria en frotis de sangre
periférica

e Examen de la médula OGsea (citologia, citoquimica,
inmunofenotipificacidn, citogenética, analisis molecular)

e Puncion lumbar, si el paciente se muestra asintomatico

e Perfil bioquimico (glucosa, urea, nitrdgeno uréico, creatinina, acido
arico, colesterol total, colesterol de alta densidad, colesterol de baja
densidad, indice aterogénico, triglicéridos, proteinas totales,
albimina, globulina, relacion albumina-globulina, bilirrubina total,
bilirrubina directa e indirecta, transaminasa glutdamicooxaloacética,
transaminasa  glutdmicopirdvica, gamaglutamiltranspeptidasa,
fosfatasa alcalina, amilasa, hierro, lactato deshidrogenasa, calcio)
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e aPPT (tiempo de tromboplastina parcial activado), PT (tiempo de
protrombina), fibrindgeno (xmondémeros de fibrina, PDF
[productos de degradacion de la fibrina])

o Radiografia de torax

e Evaluacion cardiaca (ECG, ultrasonido), antes del tratamiento de
antraciclina

e Estado infeccioso (VZV [virus varicela zoéster], CMV
[citomegalovirus], HSV [virus herpes simple], HBV [virus de
hepatitis B], HCV [virus de hepatitis C])

e Grupo sanguineo, factor Rh

o Tipificacion HLA (antigeno leucocitario humano), en pacientes que
son posibles candidatos al trasplante hematopoyético de células
madre

3.1.7 Tratamiento

La LMA al ser una enfermedad altamente progresiva, el paciente de no
ser tratado, puede morir en cuestion de dias o semanas (Palomo et al.,
2009). Primeramente se debe informar al paciente y familiares de la
situacion de salud critica, asi como establecer las metas del tratamiento
personalizado (Hoffbrand, Catovsky y Tuddenham, 2005).
Posteriormente de no existir contraindicaciones particulares, se
instaurara el tratamiento lo antes posible, a menudo como un ensayo
clinico, pero siempre por especialistas (Gargani, 2012).

La seleccion de la terapia ideal en la actualidad debe depender de varios
aspectos: factores prondsticos clinicos, biolégicos y econémico-
sociales, ademas de protocolos optimos de tratamiento, de tal manera
que se les pueda ofrecer las mejores y maximas opciones de curacion
(Rivera, 2002).

La estrategia clinica inicial consiste en aplicar quimioterapia para

mejorar la funcion de la médula al inducir remision completa (RC). La
definicion conceptual de RC| estd basada en la premisa de que menos

-25 -



del 5% de células blasticas deben estar presentes en médula dsea y
durante al menos 28 dias mantener un recuento de neutréfilos
periféricos de 1.5x10°/L , un conteo plaquetario de > 100x10°/Ly la
ausencia de enfermedad extramedular (Hoffbrand et al., 2005).

La quimioterapia consiste en 3 fases: induccion (hasta conseguir la
remision), consolidacion o intensificacion y mantenimiento.

El protocolo clésico de induccion a la remision incluye una antraciclina
(daunorrubicina [DNR]) + arabinésido de citosina (Ara-C), por 3y 7
dias respectivamente, constituyendo asi el “esquema 3+7” (Palomo et
al., 2009). Generalmente incluye las primeras 4-6 semanas después del
diagnadstico (Rivera, 2002).

En la fase de consolidacion se administra quimioterapia a pacientes con
RC post-induccién con dosis semejantes o reducidas respecto a la
primera fase, 0 puede ser de intensificacion cuando se utilizan altas
dosis de Ara-C (Palomo et al., 2009). ComUnmente la duracion de este
periodo comprende desde la semana 5 a la semana 28 (Rivera, 2002).

La fase de mantenimiento consiste en la aplicacion de ciclos de
quimioterapia durante los 2-3 afios posteriores de remision 6 hasta
completar los 30 meses desde el diagndstico; sin embargo se ha
observado que no es atil para LMA a diferencia de la LLA| (Palomo et
al., 2009) (Rivera, 2002).

Y si el paciente continua en RC al final de la fase de consolidacion, en
casos muy particulares, la opcién es el trasplante de células madre
autélogo o alogénico, o también conocido como trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH) (Gargani, 2012). El trasplante
alogénico principalmente se ha dado a través de donadores compatibles
no relacionados. Respecto al trasplante autologo, se han realizado
esfuerzos con poco exito con médula 0sea autologa y células madre
periféricas (Rivera, 2002).
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3.1.8 Prondstico

Existen diversas caracteristicas que influyen en el prondstico de la
terapia, como la edad del paciente: a mayor edad, disminuye tanto la
probabilidad de remision como la duracion de la respuesta (Litchman
etal., 2014).

También influyen otros aspectos del paciente como: el historial clinico
y la sintomatologia en curso, el subtipo de LMA, si es secundaria o de
novo, la cuenta inicial de leucocitos, los datos del cariotipo, la presencia
de infecciones, entre otros (Fey, Greil y Jost, 2005).

Se han asociado algunas caracteristicas clinicas a un prondstico
adverso, como un recuento de globulos blancos >30, 000/ u/, leucemia
extramedular, edad avanzada, estado de bajo rendimiento, LMA
secundaria a un desorden mielodisplasico o mieloproliferativo, LMA
relacionada con terapia (quimioterapia o radiacion) (Liny Smith, 2011).
Respecto a la cuenta leucocitaria, una cifra >30x10°/L o de células
blasticas > 15x10°/L disminuye la probabilidad y duracién de la
remision (Litchman et al., 2014).

Por otra parte, en la LMA posterior a terapia citotoxica previa por otra
enfermedad, citopenia clonal o leucemia oligoblastica (sindromes
mielodisplasicos) la tasa de remision es significativamente menor y la
remision, mas breve, en promedio, respecto de la LMA de novo
(Litchman et al., 2014).

Sin embargo, el marcador prondstico mas importante en la actualidad
se considera que es la citogenética, ya que puede predecir la respuesta
de la induccidn a la remision, la recaida y la supervivencia. Es por ello
que se ha categorizado el riesgo de acuerdo a la citogenética del
paciente (ver tabla 3.9]), en favorable, intermedio, reservado
(desfavorable 6 adverso) y desconocido (Espirito et al., 2017).
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Las anomalias citogenéticas como inv(16), t(16;16), del(16q), t(8;21) o
t(15;17) apuntan a un mejor prondéstico, mientras que con -5, del(5q), -
7, del(7q), t(9;22), alteraciones en 11923 y otras, el prondstico es mas
negativo. Con cariotipo normal, +6, +8 y otros, la perspectiva es
intermedia (Litchman et al., 2014) (ver tabla 3.9]).

Tabla 3.9 Categorias de prondstico segun la citogenética de la LMA
(Giles et al., 2002) (Lin y Smith, 2011) (Medinger, Lengerke y
Passweg, 2016)

Cariotipo
|Favorable
t(8;21)(q22,q22)
inv(16)(p13922) 6 t(16;16)(p13:922)
t(15;17)(g21:q11)
Variantes:
t(11;17)(g23:911)
1(5;17)(q32,911)
' t(11;17)(q13;911)
|Intermedio |
+8
cariotipo normal
|Intermedio Il
-Y, +6
t(9;11)(p22;923)
Otros cariotipos no categorizados como favorables o reservados
|Reservado
Abn 1123
Variantes:
t(4;11)(q21;923)
t(11;19)(g23;p13.1)
t(11;19)(q23;p13.3)
inv(3)(g21926) 6 t(3;3)(q21,926)
1(6;9)(p23;934)
-5/ del(5q)
-7 / del(7q)
Otros: 20q, 21q, del(9q), t(9;22), abn 17p, cariotipos complejos (=3 clonas)

-28 -



3.2 Citogenetica convencional y molecular

El genoma humano consiste en 3x10° pares de bases (pb) de DNA
distribuido en los 23 pares de cromosomas dentro del nlcleo de todas
nuestras células. Se estima que existen aproximadamente 30,000 genes
en nuestro genoma. Los cromosomas humanos tienen entre 50,000,000
a 300,000,000pb (NIH, 2011). El limite de resolucion al microscopio
impide el reconocimiento de regiones gendmicas mas pequefias que 2 a
3 millones de pb, es decir, extensiones de cromosoma suficientes para
acomodar de 50 a 100 genes. En contraste, las pruebas moleculares
génicas son procedimientos capaces de discernir diferencias tan
pequefias como de 10 a 50pb en fragmentos de genes clonados
individuales. La fuerza de la citogenética no reside en la caracterizacion
de la estructura de los genes, pero es muy util en la localizacion de
rearreglos mayores, que después pueden ser caracterizados a nivel
génico por métodos de analisis del DNA (Turgeon, 2011).

Los avances metodologicos han hecho posible que un namero
significativo de tumores sea analizado exitosamente por citogenética
convencional con diferentes técnicas de bandeo, asi como citogenética
molecular con FISH y HGC (Rivera, 2002). Hoy en dia, las
herramientas en citogenética molecular permiten detectar alteraciones
cromosomicas de tamafio menor a 3 megabases (Mb) o rearreglos muy
complejos, imposibles de detectar con citogenética convencional, esto
ha permitido la identificacion de anomalias cromosémicas
imperceptibles al ojo humano (Paz y Lopez, 2014).

Asi mismo, gracias a los avances en biologia molecular, fue factible
identificar genes relacionados con las distintas neoplasias
hematoldgicas. Existen varias técnicas disponibles para la localizacion
de los mismos en los cromosomas. El descubrimiento de los genes al
dia de hoy, permite realizar tratamientos mas especificos y focalizados
en cada paciente (Benasayag y Gallino, 2010).
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La citogenética clinica contribuye al entendimiento de problemas
genéticos adquiridos o de novo, gracias a su método clasico de cribado
de baja potencia (cariotipo), pero suficiente para detectar trozos
aislados o desaparecidos de un cromosoma (Turgeon, 2011).

3.2.1 Cromosomas, morfologia y nomenclatura

Los cromosomas estan formados por dos cromatides unidas en el
centromero (constriccion primaria), regiones terminales o telomeros y
en ocasiones pueden presentar satélites, separados del cromosoma por
una constriccién secundaria. El centromero divide al cromosoma en dos
brazos: corto (p) y largo (q) (Paz y Lopez, 2014).

En la figura 3.9] se puede observar tanto la morfologia como los
diferentes tipos de cromosomas que se pueden encontrar en el ser
humano.

De acuerdo a su posicién, los cromosomas se clasifican en (Paz y
Lopez, 2014):

a) Metacéntrico: Cuando sus brazos son equidistantes con respecto al
centromero y por lo tanto sus cromatides son de la misma longitud.

b) Submetacéntrico: Cuando la localizacion del centrémero tiende
hacia uno de los extremos, por lo que los brazos de las cromatides son
desiguales.

c) Acrocéntrico: Cuando el centromero se localiza en la region
subterminal formando brazos muy pequefios, generalmente con
satélites.

d) Telocéntrico: Cuando el centromero se ubica en la regién terminal

del cromosoma, no existen brazos p, este tipo de cromosoma no esta
presente en el humano.
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Figura 3.9 Morfologia de los cromosomas humanos (Keohane et al.,
2016)

Se utiliza el Sistema Internacional de Nomenclatura para Citogenética
Humana (ISCN); que se origin0d luego de una serie de consensos
mundiales (Denver 1960, Londres 1963, Chicago 1966, Paris 1971,
Paris 1975, Estocolmo 1977, Paris 1980, Memfis 1994, Vancouver
2004, Vancouver 2008, Seattle 2012) (Shaffer, McGowan y Schmid,
2013) para uniformar el sistema de identificacion de cromosomas
humanos. Permite interpretar y comunicar las distintas alteraciones
cromosomicas causantes de enfermedad.

Los conocimientos de las bases citogenéticas y de su nomenclatura
permitirdin comprender mejor los mecanismos de leucemogénesis,
localizar nuevos genes y mejorar los tratamientos (Benasayag Yy
Gallino, 2010). Se actualiza y amplia debido a las nuevas técnicas que
se van incorporando, siendo la ultima publicacion en 2016.

En el Anexo | se muestra la nomenclatura citogenética mas comdn
utilizada en la descripcion de los cromosomas y sus anormalidades, de
acuerdo al ISCN 2013 (Shaffer et al., 2013)
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3.2.1.1 Alteraciones cromosomicas

I.  NUMERICAS.
Son aquellas alteraciones producidas por fallas en la etapa del ciclo
celular como en metafase y anafase (no disyuncién o rezago anafasico),
asi como en los puntos de control G1-S y G2-M (Paz y L6pez, 2014).
Se subdividen en (Benasayag y Gallino, 2010):

i. ANEUPLOI[)I’AS => pérdida o ganancia de un solo cromosoma
ii. POLIPLOIDIAS => pérdida o ganancia de un set haploide

Il. ESTRUCTURALES.
Son rearreglos en uno 0 mas cromosomas en particular sin alterar el
nimero modal (Benasayag y Gallino, 2010). Entre ellas estan (Lisker,
Zentella 'y Grether, 2013) (Paz y Lépez, 2014):

i. ESTABLES

A. Intracromosémicas:

a) Delecion: Pérdida de material genético de un cromosoma.
1.- Intersticial: Cuando ocurre en la parte media del brazo del
cromosoma.
2.- Terminal: Cuando se da en la parte final del brazo del
cromosoma.
b) Duplicacion: Ganancia de material genético, existiendo dos
copias del segmento de un cromosoma.
¢) Inversion: Segmento de material genético producido por dos
rompimientos en el cromosoma y la union del mismo pero
con diferente orden y secuencia en los genes.
1.- Paracéntrica: Cuando no involucra al centrémero; ocurre
en un solo brazo del cromosoma.
2.- Pericéntrica: Cuando involucra al centromero y por ende
los dos brazos del cromosoma.
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d) Isocromosoma: Es un cromosoma anormal que tiene
duplicado el material genético de uno de los dos brazos, ya
sea el corto o el largo.

B. Intercromosémicas:

a) Insercidn: Segmento de material cromosémico movido e
insertado en un cromosoma, irrumpiendo la armonia de un
cromosoma normal.

b) Translocacion: Intercambio de material genético entre dos
cromosomas, que resulta de dos rompimientos y un rearreglo
anormal.

1.- Reciproca: ElI material genético distal a los rompimientos
cromosomicos es intercambiado entre dos cromosomas.

2.- Robertsoniana: Se originan por rompimiento en o cerca
del centrémero de dos cromosomas acrocéntricos,
ocasiona un nuevo cromosoma que puede tener uno o dos
centrémeros, reduciendo el namero modal cromosomico.

ii. INESTABLES

A. Intracromosémicas:

a) Anillo: Causados por la delecidn de los segmentos terminales
de ambos brazos y la consecuente fusion de los extremos
pegajosos.

B. Intercromosémicas:

a) Dicéntricos: Causados por la doble delecion de los telomeros
de dos cromosomasy la subsecuente fusion de los segmentos
pegajosos formando un cromosoma con dos centromeros
funcionales
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A continuacion, en la figura 3.10| se muestran algunos ejemplos de
alteraciones cromosdmicas estructurales:

1234567 1234567 1234567 1234567
123457 123456 3214567 1254367
(I 1] R4 BN 1] (Roa 1
Delecion Delecion Inversion Inversion
intersticial terminal paracéntrica pericéntrica
(segmento 6) (segmento 7) (segmentos1-3) (segmentos 3-5)
yll6 7
W5 1 3
4 2 A
P
86— A . 3 % —|s
3 3 3 3
P W 2 1 8 2
i ull ‘ 7 i
L) 1
Cromosoma anular Isocromosoma i(q) Fusion robertsoniana
(rupturas en 6y1) (ruptura en centréomero) (con pérdida de brazos p)
7
7 6
6
5 5
4 4 1
: — K -
3 3 e S
2 2 " 2
— 1 1‘ 5. 1
Translocacion reciproca (rupturas en 1y en 4')

Figura3.10 Alteraciones cromosomicas (Benasayagy Gallino, 2010)

3.2.1.2 Mecanismos que producen anomalias cromosomicas

A groso modo, los mecanismos que producen anomalias cromosémicas
se mencionan a continuacion en la tabla 3.10
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Tabla 3.10 Mecanismos que producen alteraciones cromosomicas
(Paz y Lépez, 2014)

Factor Efecto

No disyuncion meidtica Aneuploidia (tri 0 monosomia)
No disyuncion mitotica Mosaicismos o aneuplodias
\Anafase larga en meiosis Monosomia

Anafase larga en mitosis Mosaicismo

|Doble fertilizacion Triploidia-tetraploidia
|Retencion del 2do cuerpo polar Triploidia-tetraploidia

Fusion de cigotos gemelos Gemelos unidos-quimeras
Rotura y reorganizacion cromosémica |Anomalias estructurales

|Segregacion anomala de translocaciones | Mono o trisomias parciales ‘
Crossing over en meiosis de heterocigotos | Cromosomas acéntricos, dicéntricos |

3.2.2 Cariotipo

El término cariograma debe aplicarse al arreglo sistematizado del
preparado cromosoémico ya sea por dibujo, imagen digitalizada o por
fotografia, con la extensidn en el sentido de que los cromosomas de una
sola célula pueden tipificar los cromosomas de un individuo o incluso
una especie (Shaffer et al., 2013).

El término cariotipo, debe ser utilizado para describir la organizacion
sistematica de la constitucion cromosémica de una ceélula, individuo,
tejido, linea celular o especie, como normal o anormal, constitucional o
adquirido (Shaffer et al., 2013).

La morfologia cromosomica esta basada en sus tamarfios relativos y de
sus brazos, asi como la posicion del centrdmero; donde la tincion
diferencial provee mas informacion de la identidad individual de los
cromosomas (Turgeon, 2011) (Paz y Lopez, 2014).

Para la construccion de un cariotipo se numeran los autosomas del 1 al
22 en orden decreciente de acuerdo a la longitud del cromosoma
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(excepto el cromosoma 21, el cual es mas corto que el cromosoma 22).
Los cromosomas sexuales son referidos como Xy Y.

Posteriormente pueden ser clasificados facilmente en 7 grupos de
acuerdo al tamafio del cromosoma y la posicion de su centromero. Esta
clasificacion es muy Gtil cuando no existe la presencia de bandas y la
tincién es completa del cromosoma.

En la tabla 3.11] se observan las caracteristicas morfoldgicas de los
cromosomas implicados segun el grupo. Los cariotipos normales de
hombre y mujer son designados como 46,XY y 46,XX, respectivamente
(Shaffer et al., 2013).

Tabla 3.11 Clasificacion cromosdémica por posicién centromerica
(Shaffer et al., 2013)

Grupo | Cromosomas implicados Morfologia cromosomica
A 123 Metacéntricos y submetacéntricos largos
B 45 Submetacéntricos largos
C 6,7,89,10,11,12,X Metacéntricos y submetacéntricos medianos
D 13,14,15 Acrocéntricos medianos con satélites
E 16,17,18 Metacéntricos y submetacéntricos relativamente pequefios
F 19,20 Metacéntricos pequefios
G 21.22Y Acrocéntricos pequefios con satélites. Cromosoma Y no presenta satélites,

El término ideograma, debe reservarse a la representacion esquematica
de un cariotipo (Shaffer et al., 2013), es decir, la morfologia
cromosdmica que se usa como diagndstico genético en humanos,
también para la comparacion de los cariotipos de diferentes especies y
variedades. El ideograma estd basado en las medidas de los
cromosomas en varias células (Paz y Lopez, 2014).

A continuacion se muestra en la figura 3.11] el ideograma humano,

ademas de los brazos cortos (p) y largos (q), la posicién del centrémero
y los grupos a los que pertenece cada cromosoma.
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El estudio de los cariotipos individuales y los patrones de bandeo
cromosdémico es importante para los hematdlogos y genetistas.
Informacion complementaria en desérdenes hematologicos, como en el
caso de las leucemias, puede ayudar a establecer el diagndstico que
puede proveer informacion del prondstico en algunos casos (Turgeon,
2011).

3.2.21 Bandas GTG

Es la técnica sistematica mas utilizada para el estudio de la morfologia
cromosémica, de la cual existen una gran cantidad de variantes del
protocolo original reportado en 1971. El bandeo GTG| (bandas G
utilizando Tripsina y tefiidas con Giemsa) pone en evidencia estas
bandas, es decir, los patrones diferenciales de las bandas claras
(eucromatina) y las bandas oscuras (heterocromatina) como parte del
empaquetamiento del DNA. La eucromatina son aquellas regiones ricas
en G=C y son activas génicamente, estan los origenes de replicacion, la
cromatina es mas laxa y se replica primero en la fase sintesis (fase S)
del ciclo celular. Por otro lado, la heterocromatina son regiones ricas en
A=T, es inactiva génicamente, no estan los origenes de replicacion, la
cromatina es mas compacta y es de replicacion tardia en fase de sintesis
del DNA (Del Castillo et al., 2012). Lo mas comun es que se observen
de 400-500 bandas (Lisker et al., 2013).

3.2.2.2 Ventajas del cariotipo

o Es la técnica de laboratorio de citogenética més utilizada hasta
ahora y por ende es la de rutina.

e No requiere colorantes fluorescentes, por lo tanto, es util el
microscopio optico.

e Posee mucha similitud con el patron oficial: Bandeo-Q

o El colorante utilizado (Giemsa), es de tincién permanente.

o Esuna técnica amigable con el ambiente.

e Técnica de bajo costo comparado con el bandeo Q.
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3.2.2.3 Limitantes del cariotipo

e Se requieren células vivas en division para obtener metafases
analizables. Ver figura 3.12|

o Elanalisis cromosémico es complejo y consumidor de tiempo

e Laresolucion de las técnicas de bandeo aliin con cromosomas en
prometafase es de 5 a 10Mb, por lo que la identificacion de
muchos rearreglos complejos, de los cromosomas marcadores,
0 de las alteraciones muy pequefias, quedan fuera de la
resolucion de la citogenética convencional (Del Castillo et al.,
2012).

3.2.3 Hibridacion in situ Fluorescente

Para resolver las limitantes de la citogenética convencional surgio la
citogenética molecular, que combina técnicas de biologia molecular y
citogenética; las técnicas de hibridacion in situ fluorescente o FISH
(siglas en inglés Fluorescence In Situ Hibridization), por su sencillez y
sensibilidad han sido las mas utilizadas desde su implementacion en la
década de los 80’s y ha sido una excelente herramienta complementaria
a la citogenética convencional. Con la FISH|, se pueden identificar
alteraciones cromosdmicas como translocaciones, microdeleciones,
microduplicaciones, =~ cromosomas  marcadores,  cromosomas
derivativos, aneuploidias, rearreglos génicos, amplificaciones en
tumores y otras anomalias con la gran ventaja de incrementar la
resolucién por debajo de los 5Mb (Del Castillo et al., 2012).

3.2.3.1 Fundamento

Se basa en el marcaje en colores de segmentos conocidos de DNA 100
a 300pb, ya sea de forma directa con nucleétidos unidos a fluorocromos
o de forma indirecta por incorporacién de nucleétidos unidos a grupos
como biotina o digoxigenina, los cuales detectan mediante anticuerpos
acoplados a un fluorocromo que emite un color especifico.
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A estos segmentos de DNA marcados, se les llama sondas. La sonda se
desnaturaliza junto con el DNA de la muestra en estudio, y luego se les
permite hibridar entre si, de manera que las sondas detectan los sitios
complementarios en el genoma blanco como manchas o regiones con
fluorescencia de color (Del Castillo et al., 2012).

Se considera como hibridacion positiva a la presencia de una sefal
fluorescente. Por estas caracteristicas, el método de FISH complementa
los resultados obtenidos por citogenética convencional ofreciendo
ademas, las ventajas de poder analizar cientos de células, tanto en
metafase como ndcleos en interfase, 1o que de ser necesario, puede
ahorrarse el cultivo celular (Rivera, 2002).

‘° Profase temprana
Profase tardia

FISH en
interfase Prometafase
Metafase

FISH en
O Anafase

metafase
Cariotipo /
‘ Anafase tardia

Telofase

Interfase

Figura3.12 Estudio de la citogenética en las diferentes fases del ciclo
celular (Hoffman et al., 2013)
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3.2.3.2 Tipos de sondas utilizadas en la FISH convencional

Se distinguen varios tipos de sondas en funcion de las estructuras que
son capaces de detectar en interfase o metafase (Hernando, 2005) (Del
Castillo et al., 2012):

1.

Sondas de secuencia especifica de locus. También conocidas
como sondas de locus especifico, LSI (del inglés locus specific
identifier). Estas hibridan con una secuencia Unica de DNA, es
decir, identifican una regidén tnica del genoma.

Sondas centroméricas. Conocidas como sondas CEP (del inglés
chromosome enumeration probe). Estas detectan el centromero de
todos los cromosomas a la vez (pancentroméricas), 6 el centromero
de un cromosoma especifico; y también las que detectan de forma
simultanea el centromero de mas de un cromosoma.

Sondas teloméricas. ldentifican regiones repetitivas de los
telémeros.

Sondas subteloméricas. Identifican regiones de los subtelémeros,
tanto de brazos cortos como de los brazos largos de los diferentes
cromosomas, contienen secuencias Unicas que son especificas de
cada cromosoma.

Sondas de pintado cromosémico. Conocidas como sondas WCP
(del inglés whole chromosome painting). La version simple consiste
en marcar por completo el par de cromosomas homologos de un
color especifico. Y la versién multiple consiste en pintar de forma
simultdnea todos los cromosomas pero en metafases
independientes.

-4] -



3.2.3.3 Ventajas de laFISH

o Alta sensibilidad y especificidad.

e Rapidez.

e Permite estudiar anomalias en metafase, interfase, y en
cualquier fase del ciclo celular. Ver figura 3.121

e Aplicable a biopsia embebidos en parafina, muestras
congeladas, 0 muestras con pocas células.

e Anélisis de un gran numero de células, provenientes de
cualquier tejido somatico o germinal.

e Aplicable a células fetales o individuos nacidos.

e Aplicable a células de cadaver recién recolectadas y productos
de autopsia.

o Aplicable para practicamente cualquier muestra que mantenga
cierta integridad de las moléculas de DNA (Del Castillo et al.,
2012) (Hernando, 2005).

3.2.3.4 Limitantes de la FISH

e La FISH no esta aprobado por la FDA (Agencia gubernamental
de control de alimentos y medicamentos de los EEUU, por sus
siglas en inglés, The U.S. Food and Drug Administration), por
lo que no puede utilizarse para dar diagndstico, Unicamente es
atil para investigacion. En caso de apoyo al diagnostico, el
laboratorio debera validar los resultados con otra técnica con
validez oficial por la FDA (Keohane et al., 2016).

« Para seleccionar la sonda a emplear, es necesario saber a priori
el sitio diana del genoma.

e Restringido a la disponibilidad de las sondas comerciales.

e SoOlo estudia una o pocas alteraciones en un experimento
(Hernando, 2005).
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3.2.3.5 Aplicaciones de la FISH en hematologia

« Identificacion de anormalidades numéricas y estructurales.

o Caracterizacion de cromosomas marcadores.

e Deteccion de enfermedad residual minima.

e Quimerismo de células después de trasplante de médula dsea.

o Identificacion de regiones de delecion o amplificacién (Palomo
etal., 2009).

3.2.4 Otros métodos

Recientemente han aparecido nuevas tecnologias que resuelven las
carencias de las sondas ‘“convencionales” y aportan una mayor
informacién que permite una completa caracterizacion del cariotipo.
Dichas metodologias comprenden entre otras, la técnica de Hibridacion
Genémica Comparativa (HGC, del inglés Comparative Genome
Hybridization) y mas recientemente los microchips de DNA. Son
herramientas muy Utiles para su aplicacidn en diagnoéstico citogenético.
Sin embargo, hay que tener en cuenta el elevado costo que supone
realizar estos analisis, la complejidad de la interpretacion de los
resultados, las dificultades en la estandarizacién, el control de calidad y
la necesidad de personal especializado para el uso de unas técnicas, que
en la mayoria de los casos, no sustituyen a los estudios citogenéticos
clasicos sino que los amplian y complementan (Hernando, 2005).

En la HGC|, se identifican areas de ganancia y pérdida de secuencias
de DNA de 10 a 20Mb. Como su nombre lo indica, se compara DNA
normal con DNA proveniente de tejido tumoral, los cuales son
utilizados como sondas para hibridar con cromosomas en metafase de
un individuo normal; en su anélisis se valoran las intensidades de
fluorescencia que representan la amplificacion o delecion del material
genético tumoral (Rivera, 2002).
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Una de sus ventajas, es que permite detectar cambios numéricos de
secuencias de DNA en una muestra con indice proliferativo bajo, ya que
para la realizacion de esta técnica no es necesaria la obtencion de
metafases (Paz y Lopez, 2014).

Con la implementacion de los microarreglos ha surgido una técnica
conocida como el cariotipo molecular, consiste basicamente en analizar
pequefias pérdidas o ganancias de los cromosomas, mediante la
amplificacion por PCR| de pequefias regiones del DNA muestra que se
sabe que estan relacionados con sindromes genéticos bien definidos y
se marcan con un fluorocromo verde. Después se efectla una
competencia con DNA normal marcado en rojo y se somete a una
hibridacion por competencia con segmentos de DNA normales no
marcados. La placa de microarreglos se procesa en un analizador de
imagenes y los resultados se extrapolan a un ideograma, donde aparecen
los pequefios segmentos de DNA estudiados en las regiones
cromosdmicas correspondientes o locus. Con los microarreglos, se
estudian en una sola prueba méas de 150 sindromes cromosémicos
conocidos (Lisker et al., 2013).

3.3 Hallazgos citogenéticos en LMA

El cancer incluyendo leucemias y linfomas, es causado por alteraciones
en los genes supresores de tumores, oncogenes y/o genes de microRNA
(Turgeon, 2011). Muchas de las alteraciones citogenéticas son
caracteristicas de una enfermedad en particular o de un subtipo de
enfermedad. Por ello, alteraciones cromosomicas especificas,
especialmente en oncohematologia, proveen informacion vital al
establecer biomarcadores que facilitan el diagndstico, prondstico,
tratamiento y seguimiento de los pacientes (Benasayag y Gallino,
2010). Las aberraciones estructurales encontradas en la LMA mas
frecuentes son las siguientes:
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La t(8;21) presente en los pacientes con LMA M2, involucra a los
genes ETO y AML1 ubicados en los cromosomas 8 y 21
respectivamente (Rivera, 2002). Su proteina de fusion reduce la
reparacion del DNA que al combinarse con una disminucién en la
expresion del gen de supesion tumoral P53, provoca un incremento
del riesgo a nuevos eventos leucemogénicos. Algunos
investigadores han demostrado que el AML1-ETO actGa como un
represor constitutivo por reclutamiento del complejo desacetilasa de
histonas y esto interfiere directamente con otros reguladores
transcripcionales de la hematopoyesis. En general, esta proteina
tiene multiples efectos en la regulacion de la proliferacion, la
diferenciacion y la viabilidad de las células leucemicas (Garrote,
Amor, Diaz, Suarez y Pacheco, 2014).

La inv(16) y t(16;16) se presentan en LMA M4eo, cuyos puntos de
ruptura se localizan en el cromosoma 16, en los genes CBFp y
MYH11. Los modelos de ratén indican que el gen de fusion CBFj3-
MYH11, inhibe la diferenciacion de las células hematopoyéticas;
aunque su expresion no es suficiente para la leucemogénesis, por lo
que una combinacion de CBFB-MYH11 y mutaciones adicionales
pueden conducir especificamente al desarrollo de la leucemia
mieloide (Rivera, 2002).

Existe un subtipo que tiene de las mayores incidencias en la
poblacién latina, la Leucemia Promielocitica Aguda 6 M3, en los
cuales se observa la t(15;17), los genes que se alteran en este
rearreglo son el PML y RARa (receptor de acido retinoico),
ubicados en el cromosoma 15 y 17 respectivamente, dicha fusion
inhibe la diferenciacion y maduracion normal de los promielocitos,
por lo que los pacientes portadores de esta alteracion responden bien
a altas dosis de acido holo-trans-retinoico (ATRA) (Rivera, 2002).

Existen variantes de esta ultima, pero que solo involucra al gen
RARa, como la t(5;17) y la t(11;17); los portadores de la variante
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t(11;17) no responden al tratamiento convencional, para estos casos
se administra Tricostatina A, que es un agente que favorece la
respuesta celular al ATRA (Rivera, 2002).

o Lasalteraciones que involucran a la banda 11923 son frecuentes en
LMA M5, que presenta la t(9;11) en casi la mitad de los casos.
También es comun encontrar alteraciones en 11923 en las leucemias
secundarias a tratamiento, principalmente cuando se utilizaron
agentes inhibidores de la DNA-topoisomerasa Il; en estos casos,
ademas de alteraciones como la t(4;11), la t(6;11) ¢ la t(9;11),
también se encuentran translocaciones que no son comunes en la
leucemia de novo e involucran a las bandas 16p13.3, 22q11 y 6921
(Rivera, 2002).

e Uno de los subtipos poco frecuentes de las LMA es la M7, que
involucra anormalidades en el cromosoma 21 y la t(1;22) (Rivera,
2002).

e En cuanto a alteraciones numericas presentes en la LMA, ninguna
se ha relacionado con un subtipo en especifico, sin embargo las mas
comunes son la trisomia del cromosoma 8; las monosomias de los
cromosomaby 7, ya sean totales o parciales y con puntos de ruptura
en el brazo largo (q) de dichos cromosomas, estas alteraciones
también se presentan con frecuencia en los SMD (Rivera, 2002).

A continuacién en la tabla 3.12] se muestra un compilado de las

alteraciones cromosdmicas presentes en la LMA, asi como los genes
involucrados y algunas de sus caracteristicas mas generales.
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Tabla 3.12 Clinica de anomalias citogenéticas frecuentes en LMA
(Litchman et al., 2014)

ALTERACION

GENES AFECTADOS

CORRELACION CLINICA

Pérdida o ganancia de cromosoma

|Frecuente en pacientes con LMA de novo y en pacientes con

Deleciones en No definida
parte 0 entodo el ot s |antecedentes de exposicion a sustancias quimicas, farmacos o
cromosoma 507 radiacion y/o enfermedad hematoldgica previa.
Trisomia 8 No definida ‘Anorr]ah'a muy frecuente en Ig leucemia mxeloblasncg aguda.|
Pronéstico ominoso, con frecuencia como cambio secundario.
Translocacion
Presente en ~8% de los pacientes <50 afios de edad y en 3% 550/
\afios con LMA. Aproximadamente 75% de los casos muestra
1(8:21)(022:022) RUNX1(AML1)- anomalias citogenéticas adicionales, como pérdida de Y o X en
21N0250 RUNX1T1(ETO) mujeres. Mutaciones cooperativas secundarias de KRAS, NRAS y
KIT son frecuentes. Presente en ~40% del fenotipo mielomonocitico. |
Mayor frecuencia de sarcomas mieloides.
Representa ~6% de los casos de LMA. La traslocacion que afecta al
1(15;17)(q31,922) PML-RARa cromosoma 17, t(15;17), (11;17) o (5,17) estd presente en la
|mayoria de los casos de leucemia promielocitica.
Presente en ~7% de los casos de LMA. Se asocia con leucemia
MLL monocitica. Translocaciones 11g23 en 60% de los lactantes con
1(9;11)(p22,g23) (especialmente LMA, conlleva prondstico ominoso. Rearreglos del gen MLL. Varios|
MLLT3) patrones de traslocacion para 11923. MLL1, MLL4 y MLL10 pueden
/resuttar en el fenotipo LMA.
1(9;22)(q34,022) BCR-ABL Presente en ~2% de los pacientes con LMA.
<1% de los casos de LMA. Mezcla de mieloblastos,
1(1:22)p13q13) RBMISMKLA megacangb_lastos, m!crqmega_can’outos ~con am_pol_las
citoplasmaticas, megacariocitos dismérficos. Fibrosis con reticulina
|frecuente.
Inversion
Presente en ~8% de los pacientes <50 afios de edad y en ~3% 50|
inv(16)(p13.1:022) 6 afios con LMA; a menudo con fenotipo mielomonocitico agudo;
; e q CBFB-MYH11 asociado con aumento de eosindfilos de la médula odsea;
1(16;16)(p13.1,22) S : : ] i
predisposicion a linfadenopatia cervical, mejor respuesta a la terapia. |
|Predisposicion al sarcoma mieloide.
~1% de los casos de LMA. Aproximadamente 85% de los casos con
inv3)(a21:026.2) RPN1-EVH cifras plaquetarias normales o aumentadas. La médula 6sea presenta

aumento de megacariocitos dismorficos hipolobulados. La
hepatoesplenomegalia es mas frecuente de lo usual en la LMA.

i
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Capitulo 4
JUSTIFICACION

La citogenética ha adquirido un valor indiscutible en el diagndstico,
pronostico y seguimiento de la leucemia. También porque cada vez
aumenta el namero de personas con diagnéstico oncoldgico e
incidiendo en edades mas tempranas de lo previsto.

Con las técnicas citogenéticas se han podido identificar las alteraciones
cromosomicas especificas y no aleatorias en las leucemias. Existen
alteraciones cromosomicas que se encuentran asociadas con el
prondstico del paciente, el cual predice si alcanza la remision, la
respuesta al tratamiento y la posible supervivencia.

Entre las alteraciones que se encuentran asociadas a un prondstico
favorable estan: inv(16); t(16;16); t(8;21); t(15;17). Para prondstico
intermedio se encuentran: los cariotipos normales; trisomias 8; t(9;11);
y otros no definidos. Y por ultimo para pronéstico reservado, estan: los
cariotipos complejos; deleciones -5, 59-, -7, 7q-; 11923; inv(3); t(3;3);
t(6;9); t(9;22) (Lin y Smith, 2011).

Por ello la importancia de este estudio y la identificacion de estas

alteraciones, para vislumbrar el posible pronostico evolutivo de la
enfermedad en el paciente.
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Capitulo 5
OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Identificar las alteraciones cromosdmicas en pacientes con diagndstico
de leucemia mieloide aguda mediante citogenética convencional y
molecular para lograr un diagndstico mas certero.

5.2 PARTICULARES

1. ldentificar lasalteraciones cromosomicas en pacientes con LMA
por citogenética convencional mediante el analisis de su
cariotipo.

2. Buscar alteraciones cromosomicas que no fueron identificadas
por citogenética convencional, mediante la hibridacion in situ
fluorescente (FISH), de acuerdo al subtipo de leucemia.

3. Correlacionar los resultados obtenidos por citogenética
convencional e hibridacion in situ fluorescente.

4. Relacionar los resultados de ambas metodologias con los datos
clinicos del paciente (WBC, LDH, blastos).
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Capitulo 6
HIPOTESIS

Si se evalta una poblacion de pacientes con LMA durante cierto periodo
de tiempo, probablemente se encontraran las alteraciones citogenéticas
correspondientes a los subtipos con mayor frecuencia en México, las
cuales son la t(8;21), t(15;17) y la t(16;16) 6 inv(16), correspondientes
ala LMA M2, M3 y M4 respectivamente.
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Capitulo 7
METODOLOGIA

7.1

Poblaciéon de estudio

Se incluyeron para este estudio, 17 pacientes con diagndstico de
leucemia mieloide aguda que acudieron al servicio de hematologia del
Hospital Juarez de México y se les realizé un aspirado de médula dsea.

7.1.1

7.1.2

7.2

7.2.1

Criterios de inclusién

Pacientes con diagndstico de novo

Sin tratamiento previo

Jovenes mayores de 14 afios y adultos de mediana y tercera edad
Sexo indistinto

Criterios de exclusion
Pacientes con diagndstico de LLA, LLC|, LMC|, LLM
Pacientes con antecedentes de SMD 6 LMA

Pacientes con previo tratamiento oncoldgico
Ausencia de material bioldgico del paciente para el estudio

Material y Métodos

Equipo de laboratorio

Agitador tipo vortex
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Bafio maria con control de temperatura a 72°C
Campana de flujo laminar

Centrifuga clinica

Congelador (-20°C)

Estufa de cultivo (max. 150°C)

Incubadora con CO; a 37°C

Microscopio de fluorescencia con filtro de triple banda
(DAPI/FITC/Texas Red)

Microscopio Optico

Microscopios con objetivo de inmersidn en aceite
pHmetro

Placa caliente con control de temperatura a 75°C
Refrigerador (0 a 4°C)

Material de laboratorio

Camara hiimeda y estéril para portaobjetos

Cronometro

Cubreobjetos cuadrados (22x22mm) y rectangulares (24x50mm)
Filtros de jeringa de 0.45micras

Gasas estériles

Gradillas para tubos tipo falcon

Gradillas portalaminillas (resistentes al calor)

Micropipetas de volumen variable (1x/ — 200u/)

Pegamento temporal para laminillas

Pinzas Adson sin dientes

Pipetas pasteur desechables 6 de vidrio esterilizable (con perilla
de goma)

Portaobjetos

Puntas estériles para micropipeta

Termdmetro de varilla de vidrio

TermoOmetro en laminilla para placa caliente

Tubos conicos de 15ml (tipo falcon)

Vasos copplin con tapa

-52 -



7.2.3

71.2.4

Material Biologico

Aspirado de Médula Osea. Muestras otorgadas al laboratorio de
Genética y Diagndstico Molecular por el servicio de
Hematologia del Hospital Juarez de México.

Reactivos

0.4xSSC (pH 7)

20xSSC (solucion madre)

2XSSC (pH 7)

2xSSC 0.05% Tween 20 (pH 7)

Aceite de inmersion para objetivo de microscopio

Acido clorhidrico (para reajustar pH de soluciones)

Agua destilada e inyectable

Antibiotico Penicilina

Buffer de fosfatos pH 7

Buffer Gurr (Buffer de fosfatos a pH 6.8)

Buffers de calibracion para pHmetro

Colchicina [0.1mg/ml]

Colorante Giemsa y colorante Wright

DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) [Aquarius, Cytocell Ltd.]
Etanol a diferentes concentraciones (al 70%, 85%, 96% y 100%)
Hidroxido de Sodio saturado (para reajustar pH de soluciones)
Jabln neutro quirdrgico

Medio RPMI-1640

Resina Entellan® (medio de montaje para laminillas)
Solucién Carnoy: alcohol metilico-acido acético glacial (3:1)
Solucién hipoténica de cloruro de potasio [0.075M]

Sonda FISH [Aquarius, Cytocell Ltd.]

Suero Fetal Bovino

Tripsina

Tween 20

Xilol (opcional)
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7.3 Citogenética convencional

7.3.1 Siembra

En un ambiente estéril, se sembraron aproximadamente 0,5ml del
aspirado de médula ésea en un medio de cultivo de RPMI-1640
(previamente suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino y 1% de
antibidtico), luego se incubd hasta que gran parte del cultivo se
encontrara en metafase por 72 horas a 37°C, en un ambiente de 5% de
CO.. A estas muestras no se les estimuld con agentes inductores de la
mitosis (por ejemplo, fitohemaglutinina), para evitar la proliferacion de
células normales (Rivera, 2002). Ver figura 7.1.

7.3.2 Cosecha

Se adiciono colchicina [0.1mg/ml] para impedir la polimerizacion del
huso acromatico, deteniendo el ciclo celular en profase-metafase.
Después las células se sometieron a un shock hipoténico con cloruro de
potasio [0.075M] para hincharlas y dispersar los cromosomas mit6ticos.
A continuacion las células se fijaron en una solucioén fria de carnoy que
contiene alcohol metilico-4cido acético glacial (3:1), lavando
repetidamente con esta solucion hasta que el boton fuera blanco. Como
volumen final debia quedar aproxe 0.5ml para la posterior preparacion
de las laminillas (Del Castillo et al., 2012). Ver figura 7.1].

7.3.3 Goteo

El pellet celular resultante de la cosecha, se gote6 sobre los
portaobjetos. Las laminillas debian estar lo mas limpias posible, lavadas
con jabdn neutro quirtrgico, desengrasadas y mantenidas previamente
en alcohol al 96%. Una vez listas las laminillas, se realizo el goteo y se
extendio la muestra sacudiendo la laminilla con un movimiento firme.
Cada laminilla debia estar perfectamente identificada y rotulada.
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Después se dejaron reposar por 3min sobre una platina a 30°C que tenia
un papel absorbente saturado de agua. Posteriormente se dejaron
madurar en una estufa de cultivo por 24hr a 50°C ¢ por 1hr a 150°C.
Las laminillas destinadas al FISH, se almacenaron a -20°C para su
posterior uso (Del Castillo et al., 2012). Ver figura 7.1].

7.3.4 Bandeo GTG

Las laminillas se tifieron con el método de bandeo GTG de rutina.
Consistio en madurar las laminillas con el uso de temperatura (37°C),
se realiz6 una digestion previa con la enzima proteolitica tripsina y se
tifieron con colorante Wright y Giemsa. Ver figura 7.1 .

7.3.5 Montaje

Por altimo, se les afiadié de 2 a 3 gotas de la resina Entellan® a las
laminillas y un cubreobjetos rectangular limpio y desengrasado. Se
presiond con delicadeza para esparcir lentamente la resina y se retird
cualquier burbuja de aire. Se dejaron secar por minimo 3hr.
Posteriormente, podian limpiarse los excedentes de resina con Xilol en
un lugar abierto y ventilado o en una campana de extraccion de vapores.
Se finaliz6 la limpieza con etanol absoluto. Ver figura 7.1 .

7.3.6 Analisis

Se analizaron 20 células metafasicas por caso en el microscopio 6ptico
marca Zeiss, e interpretaron con el software IKAROS (MetaSystem
Zeiss) y se reportaron los resultados segln los estdndares del ISCN|
2016 (McGowan, Simons y Schmid, 2016). Ver figura 7.2].

7.3.7 Diagrama

En las figuras 7.1| y 7.2 se describe el proceso de elaboracién del
cariotipo.
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7.4 Citogenética molecular

7.4.1 Sondas

Las sondas de locus especifico utilizadas en este trabajo, se manejaron
como indica el protocolo del fabricante. Ademas se siguieron las
indicaciones de proteccion contra la luz, al ser los reactivos
fotosensibles.

7.4.1.1 Sonda doble fusion para translocacion AML1/ETO

La combinacion de sondas AML1, marcadas en rojo, se compone de
una sonda de 148Kb centromérica al gen AML1 (RUNX1), que incluye
al gen CLICS6, y una sonda de 167Kb que cubre el extremo telomérico
del gen AML1 (RUNX1) y se extiende mas alla del marcador
D21S1921. La combinacion de sondas ETO, marcada en verde, se
compone de dos sondas, de 149Kb y 148Kb, una a cada lado del gen
ETO (RUNX1T1). Catdlogo: LPH026 (Cytocell Aquarius, 2018a). Ver

figura 7.3].

100kb

(NI ENIN D cromosomas

BN Cromosoma21
8q21.3 / \
21q22.12
7 ‘ : |

D851950 ‘ ! D8s412 [
D8s1952 | D8si648 D8S2020 o / Yt
851603 pa| | T
E— 215326 | D2151706  D2151895
0215199 0215393 2151921
149kb 148kb
 r————— g |
100kb
148kb 167k

Figura 7.3 Sonda de doble fusién para translocacion AML1/ETO
(Cytocell Aquarius, 2018a)
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7.4.1.2 Sonda doble fusion para translocacion CBFg/MYH11

La sonda CBFp, marcada en rojo, cubre una region de 606Kb dentro
del gen 16g22.1 e incluye el marcador CBFB. La sonda MYHI1,
marcada en verde, cubre una region de 610Kb dentro de 16p13.11 e
incluye el gen MYH11. Catalogo: LPH022 (Cytocell Aquarius, 2018b).
Ver figura7.4].

“r W‘T
D1653302 I D1652853 D1653292
D1653060 D1653286
D1652803
D165405
D16S3127

e |
610kb

16p13.11
Cromosoma 16
16q22.1
CBFB
| ) |
D16S301 | ’ D1653308
D165324 | D1653339 D1652584E
D1653323 D1652846
_
606kb

100kb

Figura 7.4 Sonda doble fusién para translocacion CBFB/MYHI1
(Cytocell Aquarius, 2018b)
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7.4.1.3 Sonda doble fusion para translocacion PML/RARa

La combinacion de sondas PML, marcada en rojo, se compone de una
sonda de 151Kb centromérica al gen PML y una sonda de 174Kb
telomérica al gen PML. La combinacioén de sondas RARa, marcada en
verde, se compone de una sonda de 167Kb centromérica al gen RARa,
que incluye el gen CASC3, y una sonda de 164Kb, que incluye el
extremo telomérico del gen RARa asi como los genes TOP2A e
IGFBP4. Catalogo: LPH023 (Cytocell Aquarius, 2018c). Ver figura

1.5].

PML
D710 Tl BB cromosomais

/m\

L155818

D155169
D155S624E
D1551281

l 0155160 Dl55965

0155188 D1551326

151Kb 174Kb

100Kb
ey

RAR(L

Cromosoma 17

/\

[\m RAR«: TOP2A I6FBP4

DI7SI423E
D1751984

I 4944
167Kb 164Kb

100Kb

Figura 7.5 Sonda de doble fusion para translocacion PML/RARa
(Cytocell Aquarius, 2018c)

-60 -



7.4.2 Previo ala Hibridacion

Debieron prepararse todas las soluciones con anticipacién, ya que era
indispensable que contaran con las concentraciones adecuadas y
ademas presentaran un pH de 7 para el correcto funcionamiento de la
técnica.

Cabe sefialar que estas soluciones poseian un tiempo de vida de 6
meses, por lo que al término del experimento se desecharon de acuerdo
al manejo adecuado de residuos quimicos.

Las laminillas debieron prepararse para la desnaturalizacion, para ello
se hidrataron en una solucion salina doble de citratos (2xSSC) y se
maduraron con el uso de temperatura por 30min a 37°C, para luego
deshidratarlas en un tren de etanol a diferentes concentraciones.

Las laminillas se trataron con sondas especificas para que hibridaran
ciertas regiones de cromosomas, para ello se afadio la sonda a la
muestra y se protegid con un cubreobjeto y pegamento para que evitar
que se secara la preparacion.

Para la desnaturalizacion del DNA, las laminillas se colocaron sobre
una placa caliente a 75°C+1 por 2 minutos, cuidando el manejo de
tiempos y temperaturas o mas preciso posible. Ver figura 7.9

7.4.3 Hibridacion

Las laminillas se recibieron de la desnaturalizacién en una cdmara
himeda, atemperada y estéril, con proteccién contra la luz (era
fotosensible) y se dejaron incubar toda la noche a 37°C+1, para que
hibridara el DNA. Ver figura 7.9].

7.4.4 Post-hibridacion

Después se hicieron los lavados correspondientes para quitar los
excesos de sonda y se procedio con la adicion de un colorante de
contraste inespecifico [0.125ug/ml DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol)
(Cytocell)] que mas adelante ayudaria a visualizar los nicleos. Se sell6
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la preparacién para su proteccién con un cubreobjeto cuadrado limpio
y desengrasado y con pegamento. La estabilidad de la preparacion
duraba un mes, siempre y cuando se almacenara en oscuridad y
refrigeracion. Ver figura 7.10].

7.45 Analisis

Se observaron las sefiales de 200 nucleos por caso y por sonda, en un
microscopio de fluorescencia marca Zeiss, con un filtro de triple banda
DAPI/FITC/Texas Red y ademas equipado con el software ISIS
(MetaSystem  Zeiss), que permitio ver los tres fluoréforos
simultineamente. Ver figura 7.10].

Ademas se utilizd un control por cada tres pacientes. El valor basal se
obtuvo de los controles, que se calculo con el promedio de las células
alteradas + 3 veces la desviacion estandar.

7.45.1 Criterios de Andlisis

Los criterios de analisis para la lectura de la FISH son de gran
importancia, ya que de ellos depende la veracidad de los resultados
obtenidos; los cuales son los siguientes:

1. Asegurar un 98% de eficiencia en la hibridacién en el campo de
lectura.

2. Las células seleccionadas para el andlisis deben presentar el
nacleo bien definido y redondo, ademas, deben estar bien
separadas de otras células.

3. Las sefiales deben estar dentro del nucleo, bien definidas y
redondas, con una misma intensidad. Ademas, para considerar
que son dos sefiales, debe existir una distancia suficiente entre
ambas donde se pudiera apreciar otra sefial.
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7.45.2 Patrones de sefiales de hibridaciéon

En una célula normal el patron de las sefiales de hibridacion de dichas
sondas deben aparecer como dos puntos verdes y dos rojos separados,
uno para cada homologo (esto da lugar a una estructura de 2R y 2V).
En el caso de los pacientes con translocacion positiva, deben existir dos
sefiales de fusion amarillas ademas de las sefiales roja y verde de los
cromosomas normales (2A, 1R, 1V).

Para la recopilacion de los datos obtenidos, las sefiales deben cumplir
con los criterios de analisis y ademas deben ser claramente
diferenciadas entre un locus o su derivativo.

Esto significa que no sélo la presencia o ausencia de sefales seran
evaluadas, ademas debe analizarse el tamafio de dichas sefiales ya que
en funcion de este puede distinguirse entre uno y otro.

De tal forma que un locus se refiere al lugar especifico del cromosoma
donde esté localizado un gen u otra secuencia de DNA, asi como su
direccion genética; el plural de locus se conoce como "loci" (NIH,
2016).

En la técnica de FISH, el tamafio de la sefial del locus se ve mas grande
que la sefial emitida por su derivativo, ya que generalmente abarca el
gen completo, o por lo menos gran parte de €l, tamafio siempre en
funcion del disefio de la sonda aplicada. En estos casos, los locus en
estudio se encuentran de color verde y/o rojo, cada uno correspondiente
a un gen especifico dependiendo de la sonda aplicada, como se observa
en la figura 7.6 .

Por otro lado, un derivativo en la técnica de FISH, se refiere a una sefial

producida por la fusion de dos genes o parte de ellos. La sefial de un
derivativo fusionado se observa de tamafio variable, puede ser grande o
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de menor tamafio, dependera del tamafio del fragmento de cada gen
fusionado.

Figura 7.6 Patrén normal y negativo de locus en células en interfase

En estos casos, independientemente de la sonda aplicada, los
derivativos fusionados se observan de color amarillo (ver figura 7.7]
inciso a) 6 también puede encontrarse adherida la fluorescencia verde
y roja (ver figura 7.7 inciso b). Cabe sefialar que debe descartarse que
ambas sefiales estén colocalizadas, es decir que estén empalmadas y no
fusionadas.

Figura 7.7 Patrones positivos normales de derivativos fusionados en
interfase
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Sin embargo, existen variantes en el derivativo que puede observarse;
en ocasiones el derivativo fusionado por alguna razon pierde su fusion
y ademas pierde el otro fragmento de gen con el que se habia fusionado,
resultando en una sefial pequefia sin fusion, pudiendo confundirse con
la sefial del locus, pero es facilmente distinguible por el tamafio de la
misma; asi como se ejemplifica en la figura 7.8, cabe sefialar que
pueden encontrase diversas variables en el estudio de dichas sefales.

Figura 7.8 Patrones positivos atipicos de derivativos fusionados en
interfase. Ambos casos muestran la pérdida de una de las partes de la
fusion.

7.4.6 Diagrama

En las figuras 7.9 y 7.10] se describe el proceso de elaboracion de la
FISH.
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Capitulo 8
RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Caracteristicas clinicas

Para este trabajo se incluyeron 17 pacientes con LMA, cuyas muestras
fueron referidas al laboratorio de Genética y Diagnéstico Molecular del
Hospital Juarez de México (HIM). Con caracteristicas clinicas y de
laboratorio que se muestran a continuacion en la tabla 8.1 .

De los 17 pacientes, se observo una mayor predominancia en el género
masculino con 58.8% (10 hombres), contra 41.2% del femenino (7
mujeres).

Respecto a la edad de los pacientes, los rangos fueron de 14 a 79 afos,
con una media total de 34.8 afios, 31 afios para el género masculino y
40 afios para el femenino. Cabe sefialar que por politicas del HIM,
cualquier paciente con edad > 16 aflos 11 meses es considerado como
adulto (INAI, 2017). Dicho lo anterior, se encontraron trece adultos (19-
79 afnos) y cuatro nifios (14-16 afos). Se observé una mayor frecuencia
en adultos, como lo caracteristico en esta leucemia cuya frecuencia es
principalmente en adultos mayores de 50 afios (Sierra, Chavez y Garcia,
2011) y ademas, la incidencia continla en aumento en personas
mayores a los 65 afios (Duque et al., 2006).

Respecto a los valores WBC|, el rango como la media se encuentran
fuera de los valores de referencia. Un conteo por debajo de 4x103/ul
ocurre en insuficiencia de la médula Gsea por diversas causas. En
contraste, un conteo aumentado indica generalmente infeccion,
inflamacién, necrosis de tejidos, o neoplasia leucémica (Pagana K. y
Pagana T., 2015).
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Tabla 8.1 Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes en
estudio (Pagana K. y Pagana T., 2015)

Parametro N Parametro N
Numero total de pacientes 104 LDH [U/L]
Rango 134 - 978
Sexo (F/M) 7/10 Media 504.8
Valores de referencia®* 100 - 190
Edad Aios
Nifios 1 (0-14a) Clasificacion FAB
Adultos 16 (15-79a) MO 6%
Rango 14-79a M1 12%
Media 34.8a M2 41%
M3 24%
WBC® [x103/ul] M4 18%
Rango 1.60-103 M5/M6/M7 0%
Media 27.8
Valores de referencia® 5-10
Respuesta al tratamiento
Plaquetas [x103/ul] Remision completa 12%
Rango 19-78 Remision parcial 6%
Media 50.8 Defuncion® 35%
Valores de referencia* 150 — 400 S/DA 47%

* Datos recopilados del libro: Laboratorio clinico, indicaciones e interpretacién de resultados. Pagana, K., Pagana T.
2 WBC. Leucograma (recuento leucocitario sanguineo)

* Durante el tratamiento

4 S/D. Sin datos

Comuanmente cuando los sintomas clinicos son sospechosos, se recurre
a pruebas de laboratorio habituales y en caso de valores alterados, el
WBC es uno de los principales indicativos de una probable leucemia.

Referente al conteo plaquetario se observa que el rango de
19 —78x10%/ul y la media de 50.8x103/u/, estan pronunciadamente
disminuidos a los valores de referencia que es de 150 —400x103/ul.
Esto ocurre porque en procesos leucemicos se reemplaza la médula por
un tejido neoplasico o fibrotico; disminuye la funcion de los
megacariocitos y los nameros de éstos, por lo que no se producen
plaquetas y desciende el recuento (Pagana K. y Pagana T., 2015). Esta
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es una de las principales causas del porqué la mayoria de los pacientes
fallecen, ya que al tener un bajo conteo plaquetario, se vuelven
incontrolables las hemorragias.

Respecto a la LDH, el limite superior (978U/L) y la media (504.8U/L)
sobrepasan dichos valores normales, indicando procesos inflamatorios,
traumatismos, estados neoplasicos, entre otros (Pagana K. y Pagana T.,
2015).

En cuanto a los subtipos de LMA en estudio, se observé sobresaliente la
M2, con siete casos (correspondiente al 41%); seguida de la M3 con
cuatro casos (24%); después la M4 con tres casos (18%);
posteriormente la M1 con dos casos (12%); y por ultimo, la MO con un
caso (6%), no se observaron casos de subtipos M5, M6 y M7. Dichos
resultados corroboran lo encontrado en la literatura y ademas conjugan
lo propuesto en ambos estudios, que sugieren los subtipos mas
frecuentes de la poblacion mexicana. Confirmando que la M2 es el
subtipo mas frecuente (Pérez et al., 2011), sequida la M3 (Fajardo et al.,
2007) y después la M4 (Pérez et al., 2011).

Los subtipos M5, M6 y M7 no registraron casos, seguramente por ser
poco frecuentes, (sobretodo el M7), y ademas es baja la muestra de
poblacién en estudio. La M5 y M7 se encuentran generalmente en
lactantes, los cuales no suelen sobrevivir a la afeccion o al tratamiento.

En relacion a la respuesta al tratamiento del primer mes, de los 17
pacientes sélo el 12% (dos casos) alcanzaron la remision completa, el
6% (un caso) logrd remision parcial y ain continuaba en tratamiento al
momento de la recopilacion de datos. En contraste, 35% de los
pacientes (6 casos), lamentablemente fallecieron durante el tratamiento.

El resto de los casos, el 47% (8 casos) se desconoce el estado de los
mismos, en muchas ocasiones por abandono del tratamiento por
diversos motivos; solo se sabe que dos de ellos fueron trasladados a otro
hospital, pero en calidad de “muy delicado”, lo cual no les confiere buen
pronastico.
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8.2 Citogenética convencional

Con respecto a los criterios de la OMS, como requisito para poder
clasificar cualquier leucemia, se muestran a continuacion los resultados
que presentd cada paciente en la tabla 8.2|. Dichos resultados fueron
recopilados en los laboratorios de Hematologia, Inmunologia, Genética
y Biologia Molecular del HIM.

Tabla 8.2 Compilacién de resultados diagndéstico de los pacientes en
estudio

e ESZ?(?;I Diaignriig&s!tlico Hematolégico If::oliln:(; Cariotipo
1 66/M SMD LMA M2 a SMD MO 46,XY,del(7)(q11.2922)[5]/46,XY[9]
2 14/M LMA M2 LMA M2 M1 der(4)del(4)inv(4)(p15.2921)[2]/46 XY[3]
3 [ #oma | DTN LMA M0-M1 M1 Sin metafases
4 | s | L LMA M2 M2 4o 3Y T den(b 11\ 10 102N
46 XX 1(8;21)(q22;q22)[3)/~24-
T R I R
15,-16,-17,-18,-19,cp[3]/end 46,XX[5]
6  54M SMD = M2 46,XY del(7)(q22932)[4]/46 XY[2]
7 47IF PB* LMA M2 LMA M2 M2 46,XX[2] no concluyente
8 79IF LM LMA M2 M2 46,XX[7] no concluyente
9 20/F LMA M2 LMA M2 M2 No concluyente
10 23/F  Pancitopenia LMA M4 M2 46,XX[20]
11 58F LMA LMA M3 M3 46 XX t(15;17)(q24:q21)[14]
12 22F LMA M3 LMA M3 M3 46 XX 1(15;17)(q24;q21)[3]/46 XX[4]
13 19/M LMA M3 LMA M3 M3 46, XY t(15;17)(q24:921)[9]
14 25/M LMA M3 LMA M3 M3 No concluyente
15 16/M LMA LMA M4eo M4 Sin metafases
16 16/M LMA M3-M4 LMA M2 M4 46, XY[9] no concluyente

Médula ésea con

disgranulopoyesis,
17 33M  LLAVSLMA o5 subD vs médula M4 No concluyente

6sea reactiva
*PB. Probable

Como se observa en la citogenética de los pacientes, solo un caso (1/17)
se reporté como normal. En otros tres casos (3/17), también se pensaria
que son normales, sin embargo no cumplen con el ISCN que solicita
minimo 20 metafases normales para reportar un resultado como normal,
por lo que se reportan como no concluyentes.
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En dos casos (2/17) no se obtuvieron metafases, seguramente debido al
alto conteo leucocitario, ya que se consumen rapidamente los nutrientes
afiadidos al medio, limitando la proliferacion celular y por ende no se
encontraron metafases posteriormente.

Asi mismo, en otros tres casos (3/17), las metafases obtenidas no fueron
suficientes para obtener un diagndstico, unos por exceso de células en
el medio y otros por la escases de estas en el mismo, por tanto no fueron
concluyentes.

En el resto de los casos (8/17), se encontraron diversas anormalidades
citogenéticas, que a continuacién en la tabla 8.3 | se agrupan por tipo de
alteracién cromosomica. Cabe sefialar que para reportar un resultado,
se necesita el cariotipo de minimo dos metafases con las mismas
anomalias cromosOmicas para alteraciones estructurales y tres
metafases para alteraciones numéricas.

A groso modo, las alteraciones mas frecuentes en este estudio fueron
las estructurales con cinco translocaciones, una inversion con delecion,
tres deleciones y una inversion, seguido de tres alteraciones numéricas.

Las translocaciones mas comunes fueron las t(15;17) correspondientes
a las Leucemias Promielociticas Agudas o bien M3; posterior de las
M2, entre las que se encuentra la t(8;21). Ambas translocaciones estan
catalogadas con prondstico favorable para el paciente.

Referente a las deleciones encontradas, la mitad de los casos
corresponde a deleciones en el cromosoma 7, cominmente hallada en
casos de SMD y LMA. Ademas de otro caso con alteraciones en el
mismo brazo largo del cromosoma 7, pero en este caso es una inversion
en uno de los puntos de rompimiento en comun. En general,
alteraciones en el cromosoma 7 les confiere un mal prondstico a los
pacientes.
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Respecto a las alteraciones numéricas encontradas, se observd una
superior a la haploidia (n=23) y otra inferior cercana a la diploidia
(n=46) (Lisker et al., 2013). Ademas de una endorreduplicacion, que
sucede cuando la celula duplica su material genético y después no se

divide la célula.

Por altimo, los casos con mas de tres clonas son cariotipos complejos y
estan categorizados con mal prondstico. De tal forma que al paciente
que le corresponden todas las alteraciones numeéricas, le confiere un

prondstico desfavorable.

Tabla 8.3 Alteraciones cromosdémicas encontradas en los pacientes

en estudio
Alteraciones cromosdmicas estructurales y numéricas

4 ESTRUCTURALES
Deleciones
del(3)(q21926)
del(7)(q11.2922)
del(7)(922932)
Deleciones e inversiones
| der(4)del(4)inv(4)(p15.2921)
Inversiones
inv(7)(p21921)
Translocaciones
1(8;21)(922:922)
t(15;17)(q24:921)
der(21;21)(q10;q10)
4 NUMERICAS
Endorreduplicacion
end 46 XX
Hiperhaploidia (24-34)
~24-32 X +2 +3 +4 +5 +6,+9,+10,+11,+13,+14,+16,+18,+19,+21,cp
Hipodiploidia (35-45)
~36-38 X -13,-14,-15-16-17,-18,-19,cp
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A continuacién se aborda puntualmente cada alteracion de acuerdo al
namero de cromosoma y basado en el ISCN 2016 (Shaffer et al., 2013)
(McGowan et al., 2016).

8.2.1 Alteraciones cromosdémicas estructurales
8.2.1.1 del(3)(q21926)
del(3)(pter—q21::q26—qter)

Se encontrd una delecion intersticial en el brazo largo del cromosoma
3 entre la region 921 a 926, donde se encuentran los genes riboforina |
(RPN1), ubicado en la banda 3g21.3 y codifica una glucoproteina
transmembranal localizada en el reticulo endoplasmico rugoso (Smo,
2015); y el gen del sitio 1 de integracion viral ecotropica (EVI1),
ubicado en la banda 3g26.2, que codifica una proteina nuclear de dedos
de zinc que es un regulador transcripcional implicado en la
proliferacién, diferenciacién y apoptosis celular (Smo, 2015).

Se muestra el cariotipo parcial en la figura 8.1 y el ideograma en la

figura8.2].

o -1
3 3

Figura8.1 Cromosoma 3 alterado en dos cariotipos parciales

Se han reportado todo tipo de rearreglos cromosémicos balanceados y
no balanceados para el cromosoma 3, principalmente para el brazo
largo, como translocaciones (entre los mas comunes con los
cromosomas 1, 3, 7, 8, 12 y 21), inversiones, deleciones, ganancias,
trisomias, entre otras (Liu et al., 2015).
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Figura8.2 Ideograma del cromosoma 3 (en resoluciones de izquierda
a derecha de 300, 400 y 550 bandas) mostrando el punto de
rompimiento de la del(3)(q21926) (Tomado y modificado de Shaffer et
al., 2013).

Con anterioridad se creia que las anomalias cromosdmicas de la region
3021 a 326 se presentaba sdlo en desérdenes hematoldgicos de linea
mieloide (Secker, Mehta y Bain, 1995), sin embargo, hoy en dia se sabe
que no solo se encuentran en LMA, SMD y LMC, sino también se han
reportado en LLA, Mieloma Multiple (MM) y LLC (Liu etal., 2015).

La clasificacion de la OMS de 2008, catalogd la inv(3)(q21g26) /
t(3;3)(g21;926) como la anomalia mas frecuente detectada en pacientes
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con LMA, LMC, y SMD por lo que se categorizd en "LMA con
anormalidades genéticas recurrentes” (Vardiman et al., 2009).
Reordenamientos cromosomicos en dicha region, a menudo conducen
a la sobreexpresion del gen MECOM 0 EVI1 (Ecotropic Viral
Integration Site-1, Sitio 1 de Integracion Viral Ecotropica), el cual esta
localizado en la region del cromosoma 3g26. Dicha sobreexpresion del
gen se ha asociado a un prondstico adverso para la respuesta terapéutica
y la supervivencia (Bobadilla et al., 2007).

En leucemogénesis, el papel exacto del gen EVI1 es desconocido, sin
embargo, se reconoce que posee un papel potencial para el desarrollo y
el progreso de desérdenes mieloides, debido a que su expresion
inapropiada en células hematopoyéticas que sobreestimula la
proliferacion celular, perjudica la diferenciacion celular e induce la
transformacion celular (Bobadilla et al., 2007).

Respecto a la del(3), tiene la mas baja incidencia entre las alteraciones
cromosomicas previamente mencionadas, ademas de acuerdo a la
literatura, las pérdidas gendmicas pueden tener un impacto mas adverso
en el prondstico del paciente que las ganancias genémicas, al conducir
a defectos funcionales de algunos genes criticos (Liu et al., 2015).

Asi mismo se han registrado inv(3) cripticas por analisis de FISH en
pacientes con alteraciones en el cromosoma 3 como del(3)(g21) y
add(3)(g21) y registraron altos niveles de transcripcién de MECOM,
por lo que se sugiere que en casos de anomalias de 3q, que implican
diferentes regiones de 3026 pueden ocultar reordenamientos de
MECOM (Baldazzi et al., 2016).

Se ha registrado sobreexpresion del proto-oncogen en LMA sin la
participacion de rearreglos en 3926 (por analisis de bandas por
cromosoma) y se ha asociado a subgrupos citogenéticos de LMA como
cariotipo normal, monosomia (-7), deleciones (7qg-), rearreglos en
1123, ademas de LLM | (Leucemias de Linaje Mixto) (Haferlach et al.,
2012) (Groschel et al., 2013) (Baldazzi et al., 2016) (Hinai y Valk,
2016).
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En el caso de este paciente (caso 4), ademas de ser portador de la del(3)
también posee otras alteraciones (que se abordan mas adelante) como
inv(7) y t(21;21) y que lo asocia con un pronostico completamente
desfavorable.

8.2.1.2 der(4)del(4)inv(4)(p15.2921)
der(4)del(4)inv(4)(pter—p15.2::q21—p15.2::q21—qter)

En este caso se encontraron dos alteraciones estructurales en el mismo
cromosoma 4, generando un cromosoma derivativo producto de una
delecidn intersticial y una inversion pericéntrica entre las regiones del
brazo corto 4p15.2 y del brazo largo 4g21. Cabe sefialar que en dichas
regiones se encuentran reportados varios genes, sin embargo los que se
han implicado en procesos leucémicos son el CD38y el AFF1, ubicados
respectivamente en las regiones 4p15.3 y 4g21.3.

La CD38 humana es una proteina transmembranal tipo Il que se expresa
en la superficie de diversas células de linajes tanto hematopoyéticos
como no hematopoyéticos; actla como enzima extracelular
multifuncional implicada en la transduccion de sefiales, la adhesion
celulary sefializacion de calcio (Deaglio y Vaisitti, 2012). Por otro lado
el gen AFF1, genera una proteina nuclear cuya funcion es activadora de
la transcripcion (Marschalek, 2003).

Como se observa en el cariotipo parcial de la figura 8.3 |, el cromosoma
4 de menor tamafo denota la delecidén. Asi mismo en la figura 8.4 se
muestra el ideograma y la regién involucrada.

=99

Figura 8.3 Cromosoma 4 alterado en un cariotipo parcial
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der(4)del(4)inv(4)(p15.2g21)

Figura8.4 Ideograma del cromosoma 4 (en resoluciones de izquierda
a derecha de 300, 400 y 550 bandas) mostrando el punto de
rompimiento del der(4)del(4)inv(4)(p15.29g21) (Tomado y modificado
de Shaffer et al., 2013).

A pesar de que no se encontraron reportadas en la literatura ambas
anomalias juntas (delecidn con inversiédn), si se encontr6 que existe una
delecién intersticial (dentro de la region en cuestion) en 4ql2 que
genera la fusion de los genes FIP1L1-PDGFRA Yy esta relacionado con
trastornos hematoldgicos asociados a eosinofilia (Barraco et al., 2014).
La fusion de genes FIP1L1-PDGFRA es causada por una delecion
cromosdmica cercana al centromero del brazo largo del cromosoma 4,
del(4)(q12g12). Es tan pequefia (800kbp) que es indetectable por
cariotipo, como se observa en el ideograma de la figura 8.5 por lo que
el diagnostico debe determinarse por RT-PCR| o FISH (Barraco et al.,
2014).
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Figura8.5 Ideograma del cromosoma 4 (en resoluciones de izquierda
a derecha de 300, 400 y 550 bandas) mostrando el punto de
rompimiento de la del(4)(gq12q12) (Tomado y modificado de Shaffer et
al., 2013).

La oncoproteina de fusion resultante es una tirosin-cinasa quimérica
constitutivamente activa, que da como resultado la desregulacion de la
hematopoyesis de manera similar que la BCR-ABL en la LMC, ya que
promueve la proliferacion y la supervivencia de los precursores
mieloides a través de las vias de sefializacion de STATS5, que pueden
inhibirse eficazmente mediante inhibidores de tirosin-cinasas
especificos tales como el Imatinib (Metzgeroth et al., 2007).

-79 -



8.2.1.3 del(7)(q11.2922)
del(7)(pter—ql11.2::q22—qter)

8.2.1.4 del(7)(q22932)
del(7)(pter—q22::q32—qter)

En dos casos se encontraron deleciones en el cromosoma 7 con
diferentes puntos de rompimiento, sin embargo se abordan a la par
debido a que el fundamento es el mismo.

De acuerdo a la literatura (Desangles, 1999), las deleciones en el
cromosoma 7 son comunes en SMD y en LMA, ya sean de novo o
secundarias a exposiciones de agentes quimicos mutagénicos, a
tratamientos de quimioterapia con agentes alquilantes, o al tratamiento
inmunosupresor para la anemia aplasica severa. Ya sea como
monosomia 0 como deleciones en el cromosoma del brazo largo
[-7/del(7q)], son eventos secundarios que contribuyen a la leucogénesis.

La proporcion de adultos con un trastorno mieloide con [-7/del(79)]
crece dramaticamente después de 60 afios. En ambos casos el
prondstico es desfavorable ya que dichas alteraciones estan
caracterizadas con susceptibilidad infecciosa, agravamiento rapido y
resistencia al tratamiento. Es también clasificada como un criterio de
mal prondstico por el International Prognostic Scoring System (Sistema
Internacional de Puntuacion Prondstica); la tasa de recaida es
sumamente alta y la tasa de supervivencia es baja. Después de un
trasplante alogénico de médula Gsea, la -7/del(7q) es predictivo de un
resultado desfavorable.

La delecidn (7q) es siempre intersticial; con zonas de corte desde 7ql1

a 7q36, y dos puntos de rompimiento comunes en 22 y en q32-34
(Desangles, 1999).
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En el caso de la del(7)(q11.2922), la delecidn ocurre entre las regiones
qll.2 y 922, como se observa en la figura 8.6 el cariotipo parcial de
dos células con dicha alteracion.

G-
- 7

Figura 8.6 Cromosoma 7 alterado en dos cariotipos parciales

Los puntos de rompimiento involucran entre otros genes, el HspBl y
ACHE, ambos relacionados con leucemias de acuerdo con la literatura
y ubicados respectivamente en las regiones 7g11.23 y 7¢g22.1, como se
indica en la figura 8.7 el ideograma del cromosoma 7 en diferentes
resoluciones y los puntos de rompimiento mencionados.

La expresion del gen HspB1 forma parte del grupo de proteinas de
choque térmico (Hsps) que juegan un papel importante en el desarrollo
de cancer y en la modulacién de la respuesta del tumor a la terapia
citotoxica. Es también conocido como Hsp27; Hsp28; Hsp25; actla
como chaperona molecular, participa en la transduccion de sefales,
regulacién del desarrollo y diferenciacion celular, inhibicion de
apoptosis, y ademas en la oncogénesis y resistencia a la quimioterapia
(Laskowska, Kuczynska y Matuszewska, 2010) (Sedlackova, Spacek,
Holler, Imryskova y Hromadnikova, 2011). La sobreexpresion de
Hsp27 aumenta la tumorigenicidad y protege las células malignas
contra la muerte celular apoptotica (Sedlackova et al., 2011).

El HspB1 pertenece a la familia de ubiquitinas de las pequefas
proteinas de choque térmico (sHsps), caracterizadas por baja masa
molecular (12-30kDa), las cuales se unen a proteinas desnaturalizadas
y facilitan su replegamiento por chaperonas moleculares dependientes
de ATP de la familia Hsp70 (Laskowska et al., 2010). Estudios
recientes han demostrado que los pacientes con LMA de novo, con
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citogenética desfavorable e intermedia, con frecuencia eran positivos a
la membrana Hsp70 (Sedlackova et al., 2011).

Referente al gen ACHE, es también conocido como acetilcolinesterasa
y puede ser un regulador de la hematopoyesis, afectando las decisiones
del destino celular en el proceso de las células progenitoras GEMM. La
eliminacién del locus ACHE en 7g22 se asocia con SMD y LMA (Soreq
y Greenberg, 2012).
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Figura8.7 Ideograma del cromosoma 7 (en resoluciones de izquierda

a derecha de 300, 400 y 550 bandas) mostrando el punto de
rompimiento de la del(7)(g11.2922) (Tomado y modificado de Shaffer
etal., 2013).

Por otro lado, para la del(7)(q22932), los puntos de rompimiento
ocurren también en 22, afectando probablemente al gen ACHE y en
032 no se tiene certeza de cual(es) son los genes afectados, ya que
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aunque existe una gran variedad de genes y oncogenes en
especificamente esta regién, hasta ahora ninguno estd relacionado
directamente con leucemias. En la figura 8.8 se observa el cariotipo
parcial de tres células con la alteracion. Ademas en la figura 8.9] se
encuentra el ideograma con el punto de rompimiento entre la region
7922y 7932.
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Figura 8.8 Cromosoma 7 alterado en tres cariotipos parciales
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Figura8.9 Ideograma del cromosoma 7 (en resoluciones de izquierda
a derecha de 300, 400 y 550 bandas) mostrando el punto de
rompimiento de la del(7)(q22932) (Tomado y modificado de Shaffer et
al., 2013).
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8.2.1.5 inv(7)(p21921)
inv(7)(pter—p21::q21—p21::q21—qter)

En este caso la alteracién encontrada fue una inversion pericéntrica, que
involucra ambos brazos del centromero, el corto en p21 y el largo en
g21, como se observa en el cariotipo parcial de la figura 8.10] y en el
ideograma de la figura 8.11]. Para apreciar de mejor manera el
cromosoma resultante de dicha inversion, en la figura 8.12| se observa
el ideograma comparativo del cromosoma normal y el cromosoma con
la inversion, facilitando la visualizacion de la alteracion.

- af- &8

7 7

Figura 8.10 Cromosoma 7 alterado en dos cariotipos parciales

Dichas regiones no se encuentran reportadas juntas en la base del Atlas
de Genética y Citogenética en Oncologia y Hematologia, sin embargo,
existen translocaciones en regiones cercanas a las encontradas
experimentalmente, esto es t(7;7)(pl15;q21) para LLA y linfoma
linfoblastico; y t(7;7)(p21;q11) para LMA. Y como se observa en la
figura 8.12] la region encontrada experimentalmente p21g21 es la
conjuncion de ambas translocaciones reportadas en la literatura,
sefilalando la cercania de lo encontrado con lo reportado, ademas de la
importancia del analisis minucioso de las bandas en el cariotipo.
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11 Ideograma del cromosoma 7 (en resoluciones de

izquierda a derecha de 300, 400 y 550 bandas) mostrando el punto de
rompimiento de la inv(7)(p21g21) (Tomado y modificado de Shaffer et
al., 2013).

Referente a los genes que podrian verse afectados son BZW?2 para
7p21.1 y CDKG6 para 7921.2. Entre las funciones para BZW2 es de
enlace proteico y de unién de cadherina (proteina de membrana de tipo
I implicada en la adhesion celular), participa en procesos de
diferenciacion celular y el desarrollo del sistema nervioso (NCBI,
2018a). Para CDK®, es una quinasa, subunidad catalitica del complejo
proteina quinasa, importante para la progresion de la fase G1 del ciclo
celular y la transicion G1/S; la expresion alterada de este gen se ha
observado en multiples cAnceres humanos (NCBI, 2018b).
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Figura 8.12 ldeograma comparativo del cromosoma 7 normal vs
inv(7)(p21g21) en resolucion de 300 bandas (Tomado y modificado de
Shaffer et al., 2013).

El prondstico en este caso es reservado O desfavorable ya que las
inversiones pueden conllevar deleciones puntuales indetectables en el
cariotipo y al parecer, cualquier alteracion (por minima que sea) en el
cromosoma 7 puede ser fatal.
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8.2.1.6 1(8;21)(q22;922)
t(8;21)(8pter—8q22::21q22—21qter;21pter—21q22::8q22—8qter)

En este caso la alteracion encontrada es una translocacion entre los
cromosomas 8 y 21, ambos en la region g22 de los brazos largos, como
se observa en la figura 8.13| donde se muestra la translocacion en el
cariotipo parcial y en las figuras 8.14] y 8.15] se muestran los
ideogramas de los cromosomas involucrados.

Ue— ep

8 21
Figura 8.13 Cromosomas 8 y 21 alterados en un cariotipo parcial

Los puntos de rompimiento ocurren en la afectacion de los genes
RUNX1T1 y RUNX1 que se encuentran en las regiones
respectivamente 8921.3 y 21¢22.12. Entre las funciones que se destacan
del gen RUNX1, participa en diversos procesos hematopoyéticos, como
por ejemplo en la proliferacion y diferenciacion de células madre
hematopoyéticas, también en la diferenciacion de varias lineas
celulares, como megacariocitos, queratinocitos, células mieloide,
células T reguladoras, condrocitos, granulocitos, entre otros (NCBI,
2018e). Referente al gen RUNX1T1 participa en la generacion de
metabolitos precursores y energia, ademas participa en la transcripcion
de la plantilla del DNA, entre otras funciones (NCBI, 2018f).

Dicha anomalia se encuentra en el grupo de anomalias genéticas
recurrentes para LMA, generalmente se presenta en LMA subtipo M2, y
en menor frecuencia en M1y M4. En el caso de este paciente, el subtipo
es M4. EIl prondstico para esta anomalia es favorable, sin embargo
debido a que el paciente cuenta con 4 clonas distintas se concluye que
el prondstico para este paciente es reservado.
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Figura 8.14 Ideograma del cromosoma 8 (en resoluciones de
izquierda a derecha de 300, 400 y 550 bandas) mostrando el punto de
rompimiento de la region involucrada en la t(8;21)(g22;922) (Tomado
y modificado de Shaffer et al., 2013).
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Figura 8.15 Ideograma del cromosoma 21 (en resoluciones de
izquierda a derecha de 300, 400 y 550 bandas) mostrando el punto de
rompimiento de la region involucrada en la t(8;21)(g22;922) (Tomado
y modificado de Shaffer et al., 2013).
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8.2.1.7 t(15;17)(g24;921)
t(15;17)(15pter—15q24::17q21—17qter;17pter—17q21::15q24—15qter)

En este caso la alteracion encontrada es una translocacion entre los
brazos largos del cromosoma 15 y 17, con puntos de rompimiento en
150924.1 y en 17g21.2, afectando respectivamente los genes PML vy
RARa, como se observa en el cariotipo parcial de la figura 8.16] y en
los ideogramas de las figuras 8.17| y 8.18].

'{"7':2‘ -
6€. - g8 .-

15 17

Figura8.16 Cromosomas 15y 17 alterados en el cariotipo parcial

Dicha translocacion esta asociada con la LPA| o también conocida
como LMA M3. Es la del prondstico mas favorable de todos los subtipos
de LMA, ya que hasta el momento, es el Unico cancer que puede tratarse
con terapia de diferenciacion, que consiste en el uso de ATRA (acido
transretinoico) en combinacién con quimioterapia, alcanzando la
remisién completa en mas de 90% de los casos (Huret y Chomienne,
1998).

Respecto a la afectacion de los principales procesos en los que
participan los genes afectados, para PML son diferenciacion de células
mieloides, detencion del ciclo celular, apoptosis y senescencia celular,
regulacion negativa del crecimiento celular, entre otros (NCBI, 2018c).
Para RARa son la eliminacion de células apoptoticas, respuesta celular
al é&cido retinoico, regulacion negativa del proceso apopt6tico,
regulaciéon negativa de la proliferacién celular, entre otros (NCBI,
2018d).
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Figura 8.17 Ideograma del cromosoma 15 (en resoluciones de
izquierda a derecha de 300, 400 y 550 bandas) mostrando el punto de
rompimiento de la region involucrada en la t(15;17)(q24;921) (Tomado
y modificado de Shaffer et al., 2013).
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Figura 8.18 Ideograma del cromosoma 17 (en resoluciones de
izquierda a derecha de 300, 400 y 550 bandas) mostrando el punto de
rompimiento de la region involucrada en la t(15;17)(q24;921) (Tomado
y modificado de Shaffer et al., 2013).
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8.2.1.8 der(21;21)(q10;q10)
rob(21;21)(q10;910)

En este caso se encontré un cromosoma derivativo constituido por los
brazos largos del cromosoma 21 estructurado como una translocacion
robertsoniana, también puede reportarse como un isocromosoma

i(21)(qL0).

Como se observa en el cariotipo parcial de la figura 8.19] existen dos
copias del brazo largo del cromosoma 21 en el cromosoma derivativo,
ademas de un cromosoma 21 normal, derivandose en una trisomia de
los brazos largos del cromosoma 21 en este paciente. Asi mismo en la
figura 8.20] se muestra el ideograma y el punto de rompimiento en
dicha alteracion. Para facilitar la visualizacion del cromosoma
resultante de la translocacion robertsoniana, en la figura 8.21| se
muestra el ideograma del cromosoma der(21;21)(q10;910).

Respecto a los genes implicados en la trisomia 21 asociada a la
leucemia son desconocidos; sin embargo, al parecer la region 21g22 es
crucial debido a la amplia cantidad de genes que existen en dicha
region, ademas de la funcionalidad intrinseca en cada uno de ellos
(Viguié, 2001).

La trisomia 21 es la segunda trisomia adquirida mas frecuente, después
de la +8 en adultos con LMA / SMD. Rara vez se observa como Unica
anormalidad; la asociacion mas frecuente es con -5/59- y -7/70-,
seguida de +8 y reordenamientos estructurales t(8;21), t(15;17) e
inv(16) (Viguié, 2001).

-x,‘_ . ‘.‘_
21 21

Figura 8.19 Cromosoma 21 normal y derivativo en dos cariotipos
parciales
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Figura 8.20 Ideograma del cromosoma 21 (en resoluciones de
izquierda a derecha de 300, 400 y 550 bandas) mostrando el punto de
rompimiento de la region involucrada en el der(21;21)(g10;910)
(Tomado y modificado de Shaffer et al., 2013).

M

der(21;21)(q10;910)
Figura 8.21 Ideograma (en resolucion de 300 bandas) mostrando la
translocacion robertsoniana (Tomado y modificado de Shaffer et al.,
2013).
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Alternativamente a +21 y en el mismo contexto clinico, se puede
observar mdltiples copias de un cromosoma 21 reordenado
estructuralmente como i(21q), psu dic(21qg) o r(21) . Enalgunos de estos
der(21), un segmento del cromosoma 21 puede amplificarse en tandem
como region de tincion homogénea (HSR) (Viguié, 2001).

Auln como Unica anomalia tiene un prondstico desfavorable (Viguié,
2001), en este caso, ademas se asocia con otras alteraciones
cromosdmicas como del(3) e inv(7) lo cual vislumbra ain peor el
panorama del pronostico en este paciente.

8.2.2 Alteraciones cromosdémicas numéricas

8.2.2.1 Endorreduplicacion (end 46,XX)

Todas las alteraciones numéricas fueron encontradas en solo un
paciente (caso 5), dentro de las cuales se report6 endorreduplicacion o
también conocida como endorreplicacion (end 46,XX), la cual es una
alteracion que presenta los cromosomas duplicados en metafase, asi
como se observa en la figura 8.22 inciso ay b.

Figura 8.22 Células en metafase con endorreduplicacion (end
46,XX) con 92 cromosomas (es decir 4n, en donde n=23)
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La endorreduplicacién ocurre cuando una célula diploide sale del ciclo
celular mitético en fase G2, suprimiendo los requisitos necesarios para
entrar en mitosis y entrando en un estado poliploide o endo-Gl1,
sometiéndose asi, a multiples fases S sin entrar en mitosis, ni
citocinesis; alternando fases G y S. El resultado es una célula gigante
con un udnico nucleo, agrandado y poliploide (Zielke, Edgar y
DePamphilis, 2013) (Gomes et al., 2017).

La poliploidia y endorreduplicacién de cromosomas ocurren mas a
menudo en pacientes con cancer diseminado y varian con la extension
de la enfermedad (Vijay et al., 2012).

La tetraploidia (4n) es aun mas rara que la triploidia, se origina por el
fendmeno de endorreduplicacion, cuando después de la mitosis no se
completa la division citoplasmica, quedando la célula con el doble del
material genético. Esta explicacion es apoyada por el hecho de que los
cariotipos tetraploides son 92, XXXX ¢ 92, XXYY (Del Castillo et al.,
2012).

8.2.2.2 Hiperhaploidia (24-34)
~24-32,X,+2,+3,+4,+5,+6,+9,+10,+11,+13,+14,+16,+18,+19,+21,cp

La hiperhaploidia es una rara anomalia numérica definida por un rango
de 24-34 cromosomas y se ha identificado en muchos tipos de tumores
diferentes (Sawyer et al., 2016). Posee una frecuencia bastante baja,
constituyendo aproximadamente 0.2-0.3% de todas las neoplasias
humanas caracterizadas citogenéticamente pero que ascienden a casi
1% en LLA (Mandahl, Johansson, Mertens y Mitelman, 2012). Los
tumores hiperhaploides pueden contener de 1 a 11 cromosomas
disémicos, por lo tanto, sus cariotipos tipicamente presentan uno o
varios cromosomas presentes en dos copias (Mandahl et al., 2012). La
hiperhaploidia se identifica y reconoce de manera mas consistente como
una categoria de aberraciones numericas en la LLA infantil (Sawyer et
al., 2016). En la LLA infantil los clones hiperhaploides se presentan en
dos subgrupos, un subgrupo cercano a la haploidia 6 casi haploidia con
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un rango de 24-29 cromosomas, (como se observa en el cariotipo de la
figura 8.23| y en la célula en metafase de la figura 8.25]); y un
subgrupo bajo de hipodiploidia con un rango de 30-39 cromosomas,
(como se observa en el cariotipo de la figura 8.24|); en ambos casos se
asocian con un mal prondstico (Sawyer et al., 2016) (Sawyer y Morgan,
2017).

Figura 8.23 Cariotipo con hiperhaploidia, de subgrupo cercano a la
haploidia (24,X,+3,+6,-12)

A ciencia cierta no se sabe exactamente cual es el origen de estas
aneuploidias, sin embargo existen algunas teorias, entre ellas se cree
que pueden originarse a través de la pérdida sucesiva de cromosomas 0
por un evento Unico somatico erréneo similar a la meiosis (Mandahl et
al., 2012). También es posible que el conjunto de cromosomas
alineados en la placa mitotica de alguna manera experimenten un patron
de segregacion diferente debido a anomalias en el huso y/o defectos del
centrosoma. Potencialmente, esto puede deberse al mismo tipo de
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defecto mitético que resulta en la pérdida catastrofica de un conjunto
haploide de cromosomas en la LLA hiperhaploide (Sawyer y Morgan,
2017).

Las consecuencias biologicas de la hiperhaploidia, con una copia de la
mayoria de los cromosomas y dos copias de un numero variable de otros
cromosomas, son desconocidas. Estos son grandes cambios que afectan
a miles de genes y la pérdida de heterocigosidad (LOH) es masiva. Los
datos disponibles indican que los cromosomas disdmicos muestran
principalmente la retencion de heterocigosidad y, por lo tanto,
representan los cromosomas maternos y paternos y no un duplicado de
ninguno. De manera que se puede esperar que los cambios dramaticos
del genoma afecten las interacciones genéeticas y proteicas, asi como la
sefializacion dentro de la célula (Mandahl et al., 2012).

Figura 8.24 Cariotipo con hiperhaploidia, de subgrupo bajo de
hipodiploidia (32,XX,+2,+5,+6,+9,+11,+13,+14,+16,+18,-20,+21,-22)
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Figura 8.25 Células en metafase con hiperhaploidia (24,X)

8.2.2.3 Hipodiploidia (35-45)
~36-38,X,-13,-14,-15,-16,-17,-18,-19,cp

Se Ilama hipodiploidia al cariotipo de 35-45 cromosomas (Goud et al.,
2015). Se caracteriza por aneuploidias y mutaciones, con pocas
microdeleciones y reordenamientos estructurales (Safavi et al., 2015).
Es un hallazgo raro que ocurre aproximadamente igual entre nifios y
adultos con LLA en un 5-6% (Goud et al., 2015), de los cuales la
mayoria (80%) tienen células leucémicas con 45 cromosomas, mientras
que las células leucémicas con menos de 45 cromosomas se observan
con mayor rareza (Heerema et al., 1999) (Raimondi et al., 2003)
(Harrison et al., 2004). La hipodiploidia se divide en tres subgrupos con
base al nimero modal cromosomico: casi haploidia o cercano a la
haploidia (25-30 cromosomas), hipodiploidia baja (31-39 cromosomas)
e hipodiploidia alta (40-44 cromosomas) (Safavi et al., 2015).
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La hipodiploidia se ha asociado con un mal pronostico. Sin embargo, a
los pacientes con 45 cromosomas les va mejor que aquellos con
hipodiploidia de menos de 45 cromosomas, y los pacientes con casi
haploidia (menos de 30 cromosomas) tienen la peor respuesta al
tratamiento (Charrin et al., 2004). Por lo tanto, es de vital importancia
garantizar que los pacientes con <40 cromosomas se identifiquen con
precision y se clasifiquen en el apropiado grupo de alto riesgo para el
tratamiento (Harrison et al., 2004).

Los pacientes hipodiploides tienen un resultado inferior cuando se
tratan con protocolos que son efectivos para otras ploidias de LLA, esto
sugiere que se debe considerar la terapia alternativa para este subtipo
de pacientes; ademas son candidatos razonables para el trasplante de
células madre hematopoyéticas alogénicas (Raimondi et al., 2003).

Figura 8.26 Cariotipo con hipodiploidia (36,X,-4,-7,-8,-10,-12,-14,-
15,-16,-17)
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En el caso de este paciente, el numero modal indica hipodiploidia baja,
y segun la literatura, la hipodiploidia baja se caracteriza por pérdidas
recurrentes de los cromosomas 2, 3, 4, 7, 12, 13, 15, 16 y 17 (Charrin
etal., 2004).

Como se puede observar en la figura 8.267, los cromosomas faltantes
fueron X, 4,7, 8, 10, 12, 14, 15, 16, 17 coincidiendo con la literatura el
4,7,12,15, 16 y 17. Asi mismo en la figura 8.27| los cromosomas
faltantes fueron 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y los coincidentes con la
literatura fueron solamente 13, 15, 16 y 17, por lo tanto, se observa que
a pesar de que hay similitudes con lo reportado, la verdad es que cada
paciente es diferente y cada uno posee sus particularidades tanto
citogenéticas como clinicas.

Figura 8.27 Cariotipo con hipodiploidia (38,XX,-13,-14,-15,-16,-
17,-17,-18,-19)
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8.3 FISH

Para la técnica de FISH se utilizaron tres sondas de doble fusion de la
linea Aquarius, Cytocell Ltd, (Cambridge, UK), para evaluar las
translocaciones  t(8;21)(g21.3;922.12),  t(15;17)(g24.1;021) vy
t(16;16)(p13;922) 0 inv(16).

En la hibridacion, la técnica permite maximo 3 muestras por cada
control, por lo que se requirieron en total 6 controles para todas las
muestras estudiadas. Para eliminar el ruido generado por la técnica se
calcula el valor basal (\VB) a partir de los resultados arrojados por el
control, el cual se obtiene a partir de la suma del promedio de células
alteradas + 3 veces la desviacion estandar, dicho calculo debe realizarse
para cada control, por lo que cada VB obtenido se observa en cada una
de las tablas correspondientes.

Las muestras de los pacientes con diagnéstico de LMA M2, se evaluaron
con la sonda de los genes AMLL1/ETO para detectar la
t(8;21)(g21.3;922.12) (ver tabla 8.4])

Tabla 8.4 Andlisis de la (8;21)(q21.3;922.12) para los genes
AML1/ETO

NORMAL ALTERADAS
TQTAL 2R, 2V 2A, 1V, 1R
CASO ” ” - >
4 214 170 79.4 12 5.61
5 0 0 0 0 0
6 205 176 85.9 10 4.88
7 224 148 66.1 5 293
8 210 88 41.9 2 0.95
9 195 161 82.6 4 2.05
10 160 125 78.1 2 1.25
V.B. =567
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De acuerdo con el valor basal de la tabla 8.41, los resultados fueron
negativos para la t(8;21)(q21.3;922.12) en todos los casos, es decir el 4,
6, 7, 8,9 y 10 (ver figura 8.28| inciso a). Sin embargo al realizar el
analisis de sefiales (ver tabla 8.5]) observamos pérdidas y ganancias de
los loci AML/ETO lo que corresponde a monosomias y trisomias para
los genes correspondientes.

Tabla 8.5 Pérdidas o ganancias de loci para los genes AML1/ETO

Loci

CASO AML, ETO AMLA1 ETO
% + % = % + % J % + %
4 0.0 0.0 15 7.0 7 33 10 4.7 0.0
5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
6 0.0 0.0 7 3.4 3 1.5 9 4.4 0.0
7 0.0 0.0 14 6.3 13 5.8 41 18.3 3 1.3
8 0.0 0.0 21 10.0 3 1.4 96 45.7 0.0
9 1 0.5 0.0 16 8.2 0.0 13 6.7 0.0
10 0.0 0.0 27 16.9 0.0 6 3.8 0.0
V.B. =567

Los casos positivos para pérdida del locus del gen AMLL1 fueron el caso
4,7,8,9,y 10 (ver figura 8.28| inciso b); para ganancia del mismo gen
solo el caso 7 (ver figura 8.28] inciso c). Respecto al gen ETO, s6lo
hubo pérdida del locus en los casos 7, 8 y 9 (ver figura 8.28 inciso d).

a) normal b) monosomia AML c) trisomia AML d) monosomia ETO
Figura 8.28 Representacion grafica de resultados para los loci
AML/ETO

Sélo en el caso 5 no se obtuvo resultado, debido a que la muestra no
hibrid6 correctamente, a pesar de que se aplicé la técnica por duplicado;
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se le atribuye a la baja calidad de la misma, ya que las células contaban
con bastante citoplasma, el cual, no permite la incorporacion de las
sondas, por ende no ocurre la hibridacion.

Por otro lado, las muestras de los pacientes LMA M3 se evaluaron para
detectar la t(15;17)(q24.1;q21) para los genes PML/RAR« (ver tabla
8.6]). De acuerdo con el valor basal, todos los casos fueron positivos
mostrando la translocacion de los genes PML/RARa.

Tabla 8.6 Analisis de la t(15;17)(g24.1;,q21) para los genes
PML/RAR«

O R vl e
n n % n %
11 210 10 4.8 143 66.51
12 233 11 4.7 152 70.70
13 18 1 5.6 13 6.05
14 83 1 1.2 80 37.21
V.B.=4.25

En la figura 8.29| se observan los resultados positivos para la
t(15;17)(924.1;921) en los casos 11, 12, 13 y 14. Todos los casos
muestran el patrén de sefiales 1R, 1V, y 2F (fusiones).

a) Caso 11 b) Caso 12 c) Caso 13 d) Caso 14

Figura 8.29 Resultados positivos de FISH para la
t(15;17)(g24.1;921) [sonda Aquarius, Cytocell Ltd]
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Respecto a las pérdidas o ganancias de loci en estas muestras,
unicamente el caso 12 presento pérdidas de loci RARa (ver tabla 8.7

y figura 8.30)).
Tabla 8.7 Pérdidas o ganancias de loci para los genes PML/RAR«

Loci
CASO PML,RAR«a PML RARa
- % + % - % + % - % + %
1 0.0 0.0 9 419 6 2.8 7 33 0.0
12 0.0 0.0 2 0.9 3 1.4 22 10.2 0.0
13 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
14 0.0 0.0 0.0 1 0.5 0.0 0.0

V.B.=4.25

[ )
PML/RAR0. 2A PML/RARo. 2A
a) patron normal positivo  b) patrén atipico positivo,
translocacién PML/RARa monosomia RARa

Figura 8.30 Representacion grafica de resultados para los loci
PML/RAR«

Sin embargo los casos 11 y 12 presentaron perdidas y ganancias del
derivativo fusionado PML/RAR« (ver tabla 8.8 |, figura 8.31 inciso a
y b); ademas el caso 11 también presenté pérdidas del derivativo RAR«
(ver tabla 8.8 |, figura 8.31] inciso c).

Referente a las muestras de los pacientes LMA M4, se evaluaron para
detectar la inv(16) 6 t(16;16)(p13;q22) para los genes CBF/MYHI11,
y de acuerdo al nimero basal, los casos 15, 16 y 17 presentaron
resultado negativo, como se observa en la tabla 8.9.
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Tabla 8.8 Pérdidas o ganancias de los derivativos para los genes
PML/RAR«

Derivativo
CASO PML/RAR PML RAR«
- % + % - % + % - % + %
1 10 4.7 17 7.9 3 1.4 0.0 5 23 0.0
12 11 5.1 15 7.0 5 23 00 1M1 5.1 1 0.5
13 1 0.5 2 0.9 1 0.5 0.0 0.0 0.0
14 0.0 1 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0
V.B.=4.25

PML/RARa 1A PML/RARc. 3A PML/RARo 1A
a) pérdida del derivativo  b) ganancia del derivativo  c) pérdida del derivativo
fusionado PML/RARa fusionado PML/RARo RARa

Figura8.31 Representacion grafica de resultados para los derivativos
PML/RAR«

Tabla 8.9 Analisis de inv(16) 6 t(16;16)(p13;922) para genes
CBFB/MYHI11
TOTAL  NORMAL  ALTERADAS

CASO 2R,2V 2A, 1V, 1R
n n % n %
15 100 11 11.0 5 5.00
16 200 134 67.0 0 0.00
17 223 171 76.7 0 0.00
V.B.=6.7
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Respecto a las pérdidas o ganancias de los loci CBF/MYHI11 (ver tabla
8.10]), se encontro que el caso 15 presentd pérdidas simultaneas de los
loci CBFB y MYHI11 en un niimero considerable de células (ver figura
8.32] inciso a); ademas, en otras presentd pérdidas unicamente del
locus MYH11 (ver figura 8.32] inciso b). Por otro lado, en el caso 16 y
17, se encontraron pérdidas de loci (no simultaneas) tanto de CBFp (ver
figura 8.32] inciso c¢), como de MYH11 (ver figura 8.32] inciso b).

Tabla 8.10 Pérdidas o ganancias de loci para los genes
CBFB/MYHI11

loci

CASO MYH11, CBF3 CBFB MYH11
- % + | % = % # % = % s %
15 42 42.0 0.0 5 5.0 0.0 32 32.0 0.0
16 2 1.0 0.0 32 16.0 d: 0.5 30 15.0 1 0.5
17 0.0 00| 27 ||22:1 | 3 153 20 9.0 2 |09
VB.=6.7

a) pérdida simultaneade b) monosomia del ¢) monosomia del
los loci CBFB/MYH11 MYH11 CBFB

Figura 8.32 Representacion de las pérdidas de loci CBFB/MYH11

Por ultimo, en los casos 1, 2 y 3 no se obtuvieron resultados de FISH
debido a que no se contaba en el laboratorio con la sonda
correspondiente de acuerdo al inmunofenotipo de MOy M1.
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8.4 Correlacion entre citogenética
convencional y molecular

En la tabla 8.11] se conjugan los resultados obtenidos de ambas
técnicas empleadas (cariotipo y FISH), siendo complemento entre si
para el diagnostico de los pacientes. Como se puede observar, los casos
11, 12 y 13 son los unicos que coinciden en el resultado de cariotipo y
de FISH. Sin embargo en el caso 14, obtener el resultado de FISH fue
bastante Gtil ya que se pudo establecer un diagnostico citogenético
aunque el cariotipo no haya sido concluyente. El pronéstico para estos
cuatro casos es favorable.

Por ultimo en la tabla 8.12| se compilan todos los resultados obtenidos
de cada paciente, sin embargo al no tener completos todos los datos
requeridos no se pudo establecer una correlacion concluyente.

Tabla 8.11 Resultados obtenidos de cariotipo vs FISH

Caso Cariotipo FISH Sonda aplicada
1 46,XY,del(7)(q11.2922)[51/46,XY[9] no aplica no aplica
2 46,XY,der(4)del(4)inv(4)(p15.2921)[2]/46,XY[3] no aplica no aplica
3 | Sin metafases no aplica no aplica
46,XY,del(3)(q21926),inv(7 )(p21921)[3)/46,XY,+21, : ; 3
4| der(21:21)(q10;q10)[2)/46 XY[7] negatvo; | 1B21)ge1- 3Rl
46,XX,1(8;21)(q22,922)[3)/~24-32 X,+2,+3 +4 +5 +6, i
5 +9,+10,+11,+13,+14,+16,+18,+19,+21,cp[4]/~36-38, R THadD 1(8;21)(921.3;922.12)
X,-13,-14,-15,-16,-17,-18,-19,cp[3)/end 46 ,XX[5]
6 46,XY,del(7)(q22q32)[4]/46,XY[2] negativo 1(8;21)(921.3;q22.12)
/4 46,XX[2] no concluyente negativo 1(8;21)(921.3;922.12)
8 46,XX[7] no concluyente negativo 1(8;21)(921.3;922.12)
9 No concluyente negativo 1(8;21)(921.3;922.12)
10 | 46,XX[20] negativo 1(8;21)(921.3;922.12)
11 | 46,XX,1(15;17)(q24;921)[14] positivo t(15;17)(q24.1;921)
12 | 46,XX,1(15;17)(q24;921)[3)/46,XX[4] positivo 1(15;17)(q24.1;,921)
13 | 46,XY,1(15;17)(924;921)[9] positivo 1(15;17)(q24.1;,921)
14 | No concluyente positivo t(15;17)(q24.1;921)
: : 1(16;16)(p13;922)
15 | Sin metafases negativo finv(16)
. 1(16;16)(p13;922)
16 | 46, XY[9] no concluyente negativo /inv(16)
c 1(16;16)(p13;922)
17 | No concluyente negativo finv(16)
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Tabla 8.12 Compilacién de todos los resultados obtenidos de cada caso
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On de la Tabla 8.12)

continuaci
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Capitulo 9
CONCLUSIONES

1. La citogenética convencional permitio solo en algunos casos
obtener metafases de calidad aceptable para realizar el analisis
citogenético, lo que puede representar una desventaja de este
estudio, ya que estos pacientes tienden a tener indices mitéticos
muy bajos, aunado a que los pacientes llegan en etapas
terminales de la enfermedad, resultando en cariotipos complejos
y de dificil lectura.

2. La FISH demostré ser una técnica mas sensible y permitio
identificar solo la t(15;17) en el 100% de los casos con
diagnostico de LMA M3, pero ademas permitié evaluar los loci
de los genes evaluados y observar alteraciones adicionales que
permiten un panorama mas amplio de la enfermedad.

3. La LMA, es un grupo de leucemias muy heterogéneas y la
frecuencia de alteraciones especificas para cada subtipo son
bajas, por ello cuando se realizd la correlacion de ambas
técnicas solo en el caso de la t(15;17) fue positivo.

4. Desafortunadamente debido a que no en todos los casos se
obtuvo el resultado citogenético, no se pudo relacionar los datos
de WBC, LDH vy blastos en médula 6sea.

5. Por ultimo, se concluye que la hipoétesis planteada fue
parcialmente comprobada, debido a que efectivamente se
encontré una cierta predominancia citogenética de los casos M3
[t(15;17)], pocos casos <sblo uno> de la M2 [t(8;21)] y ausencia
total de anomalias citogenéticas de los M4.
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Capitulo 10
PERSPECTIVAS

1. Se propone buscar la estandarizacién especifica del tratamiento
de las muestras de médula désea con LMA, mejorando las
técnicas de siembra y cosecha para lograr mayor calidad de
metafases que permitan establecer un diagnostico certero.

2. Se propone la inclusion del cariotipo de alta resolucion para los
casos de pacientes con muestras dificiles de trabajar, como
aquellas con bajo indice mitético.

3. En los casos con sospecha de LMA M3, se sugiere la
complementacion con técnicas de biologia molecular en
simultaneo, es decir, la aplicacion del cariotipo junto con la
deteccidn directa con PCR 6 FISH para acortar los tiempos de
diagnostico y con ello aumentar la supervivencia del paciente.

4. Se sugiere la aplicacion de HGC solo en los casos de dificil
diagnostico con sospecha de ganancias 0 pérdidas
cromosomicas dificilmente detectables para el ojo humano, asi
como en la presencia de marcadores cromosomicos de dudosa
procedencia.
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Anexo |

NOMENCLATURA CITOGENETICA MAS COMUN SEGUN EL ISCN 2013

abn anormalidad

add material adicional de origen desconocido

aproximado ( ~ ) denota intervalos y limites del segmento de un cromosoma o de un nimero de cromosomas
cen centrémero

chr cromosoma

coma(,) separa nimeros de cromosomas, cromosomas sexuales y anormalidades cromosémicas
corchetes ([]) denota el nimero de células con un mismo resultado en el cariotipo
cp cariotipo compuesto

del delecién

der cromosoma derivativo

diagonal (/) separa clonas o sondas contiguas

diagonal doble (/) separa clonas quiméricas

dos puntos ( :) rompimiento

dos puntos doble (::) rompimiento y reunion

dup duplicacion

end endorreduplicacion

flecha (=) desde - hasta

fra sitio fragil

h heterocromatina constitutiva

i isocromosoma

ins insercion

inv inversion

ish hibridacion in situ

mar cromosoma marcador

mas (+) ganancia

mat origen materno

menos ( -) pérdida

mos mosaico

p brazo corto del cromosoma

paréntesis ()

denota alteraciones estructurales y rompimientos del cromosoma; denota el numero
cromosoémico, el cromosoma Xy Y en resultados normales y anormales

pat origen paterno

Ph cromosoma Filadelfia

ps satélites en brazo corto del cromosoma

pter extremo terminal del brazo corto del cromosoma

punto decimal (. )

denota sub-bandas

puntoycoma(;)

separa cromosomas alterados y sus respectivos rompimientos estructurales que involucran
mas de un cromosoma

q brazo largo del cromosoma

qs satélites en brazo largo del cromosoma

qter extremo terminal del brazo largo del cromosoma
r cromosoma en anillo

rec cromosoma recombinante

rob translocacion robertsoniana

s satélite

t translocacion

upd disomia uniparental

var variante o region variable

-111 -




Anexo |l

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION DE ESTUDIOS GENETICOS

México, Ciudad de México a

Av. Instituto Politécnico Nacional 5160 Col. Magdalena de las Salinas CP 07760
Delegacion Gustavo A Madero. Ciudad de México. Tel 57477560 ext. 7330.

He sido informado por el Dr. (a) deel
analisis genético/s a partir de una muestra de sangre o tejido para detectar la
presencia, ausencia o variantes de uno o varios segmentos de material genético.

El procedimiento que se le propone es

La finalidad de el analisis que se le propone, asi como aquellos que se le pudieran
hacer en un futuro es, sobre todo, detectar posibles alteraciones en la informacion
genética (mutaciones), y proceder a la correcta caracterizacion / diagnoéstico de la
enfermedad que padece y la optimizacién del manejo clinico de su enfermedad.
Debe saber, en cualquier caso, que se le informara verbalmente y por escrito de los
resultados de los mismos.

La muestra destinada al andlisis genético, sera procesada en el Laboratorio de
Genética y Diagnostico Molecular del Hospital Juarez de México, almacenandose en
el mismo Laboratorio durante el tiempo necesario para realizar todo el proceso de
analisis descrito y a continuacion seran destruidas, salvo que se estime la
conveniencia de otros usos para lo que se solicita su autorizacion.

Si autorizo No autorizo

Sus datos de identificacion personal seran codificados y Unicamente el personal del
Laboratorio tendra acceso a los mismos

www.hospitaljuarez.salud.gob



http://www.hospitaljuarez.salud.gob/

Beneficios esperados

Los resultados del analisis genético se evaluaran teniendo en cuenta los
antecedentes clinicos personales y familiares, los resultados de la exploracion fisica,
las pruebas complementarias y la interpretacion clinica del personal facultativo. En
todo momento serd debidamente informado de las repercusiones que el analisis
genético vaya a tener sobre el manejo clinico de su enfermedad. Si se demuestra
que usted es portador de una variacion génica que puede ser heredada, y por tanto
transmitida a la descendencia, se le ofrecerala posibilidad de consejo genético.

La decision de no realizarse el estudio genético es totalmente voluntaria, pudiendo
negarse e incluso pudiendo revocar su consentimiento en cualquier momento, sin
tener que dar ninguna explicacion y sin que ello tenga ninguna repercusion en la
atencion médica que recibe en el Centro.

Esto no tendra ninguna repercusion en la asistencia médica que reciba o pueda
recibir usted o sus familiares en el Hospital. Para revocar este consentimiento
debera dirigirse al mismo facultativo con el que firmo el presente consentimiento.

Proteccion de datos personales y confidencialidad

Los datos resultantes de los analisis se almacenaran en el archivo del Laboratorio de
Genética y Diagnostico Molecular.

Los profesionales sanitarios del centro tendran acceso alos datos que consten en su
historia clinica en tanto sea pertinente para la asistencia que le presten. El personal
que accedaa los datos genéticos en el

ejercicio de sus funciones, quedara sujeto al deber de secreto de forma permanente.
Ha de saber que la informacion sobre sus datos personales y de salud seran
incorporados y tratados en una base de datos informatizada cumpliendo con las
garantias que establece la Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal.

Para solicitar la cancelacion debera hacerlo por escrito y dirigirse a la direccion
médica del centro que tratd su enfermedad. En caso de que usted no solicitara dicha
cancelacion, los datos se mantendran indefinidamente.

Declaro que he sido debidamente informado y que entiendo los riesgos y beneficios
de las pruebas diagndsticas recomendadas por el médico tratante.

www.hospitaljuarez.salud.gob



http://www.hospitaljuarez.salud.gob/

Me han informado que esta informacion es confidencial y Unicamente yo recibiré el
resultado, siendo de mi entera libertad el compartirlo o no.

Independientemente del resultado, esto no compromete mi atencion en el Hospital
Juarez de México.

Después de realizar el estudio para el cual di mi autorizacion y en caso de quedar
muestra, Autorizo al Laboratorio de Genética y Diagndstico Molecular hacer uso de
la misma para otros estudios siempre y cuando se respete mis datosy en caso de

Declaracion del paciente

Que ealfla Dr./Dra s e e e L L , me ha explicado
que puedo ser portador o estar afectado de un trastorno de origen genético cuyo
diagndstico puede ser confirmado mediante el analisis de ADN o ARN obtenido a
partirde una muestra bioldgica.

Declaracion del Tutor o Tercero Autorizado

Que el/|TBri@ra........ .~ e k.. N o BT R W , me ha explicado
qQUE e T N W T RN puede ser portador o estar afectado
de un trastorno de origen genético cuyo diagndstico puede ser confirmado
mediante el analisis de ADN o ARN obtenido a partir de una muestra bioldgica.

Declaracion del profesional de salud:
He informado debidamente

www.hospitaljuarez.salud.gob
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