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Abreviaturas

CMA: Microarreglos Cromosomicos

CMH: Células madre hematopoyéticas

CML: Células madre leucémicas

CNV: Variantes en el numero de copias

CRL: Célula regeneradora de leucemia

CRT: Célula resistente a terapia

DNA: Acido desoxirribonucleico

EMR: Enfermedad minima residual

FISH: Hibridacion Fluorescente in situ

LMA: Leucemia mieloide aguda

LLA: Leucemia linfoide aguda

LPM: Leucemia promielocitica

LSI: Sonda de secuencia Unica

MOG: Mapeo Optico del Genoma

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
PEM: Progenitores eritroides de megacariocitos
PGM: Progenitores de Granulocitos y Macréfagos
PLC: Progenitores linfoides comunes

PMC: Progenitores mieloides comunes

PMP: Progenitores multipotentes

PMPL: Progenitores multipotentes preparados linfoides
RNA: Acido ribonucleico

SMD: Sindrome mielodisplasico

SV: Variantes estructurales

TCR: Receptor de células T

WES: Secuenciacién de Exoma Completo



2. Antecedentes

Las neoplasias hematolinfoides son un conjunto variado de enfermedades que se desarrollan a
partir de células madre hematopoyéticas en la médula 6sea, las cuales se diferencian en
progenitores mieloides y linfoides, y en sus respectivas células maduras mieloides y linfoides.!

Como grupo, las neoplasias hematolégicas son el sexto cAncer mas mortal en los Estados Unidos,
con un caso diagnosticado cada 3 minutos. *

Desde principios de la década de 1950 hasta mediados de 1970, todas las leucemias linfoblasticas
agudas infantiles se trataron de acuerdo con un protocolo Unico. Se evidencié que algunos
pardmetros tenian importancia prondstica: edad, recuento de globulos blancos, afectacion
meningea inicial, masa mediastinica, eficacia del tratamiento y, més recientemente, marcadores
inmunoldgicos y citogenéticos. 2

Posteriormente, se demostr6 que el cariotipo es un factor prondstico independiente para la
supervivencia, incluso cuando se consideran la edad, el recuento de glébulos blancos, la carga
tumoral y los parametros inmunolégicos. 2

Con ello se resalt6 la importancia de la deteccion de las anomalias citogenéticas, que ocurren en el
90% de los casos, y su utilidad en la determinacion del pronéstico y el seguimiento longitudinal de
la enfermedad. Se considerd que ciertas alteraciones cromosémicas podrian asociarse con tipos
citologicos especificos y que el conocimiento de la localizacion de oncogenes permitiria dar un
enfoque fisiopatoldgico. 3

Se destacd en como la presencia o ausencia de ciertas anomalias cromosémicas influia en el
pronostico y en la respuesta al tratamiento. Se concluy6 que la identificacion de factores pronésticos
es fundamental para seleccionar enfoques terapéuticos adecuados en pacientes con leucemia
linfoide aguda (LLA) infantil.®

Desde la identificacién en 1960 del cromosoma Filadelfia (Ph) producto de t(9;22) BCR/ABL como
una variante citogenética vinculada con la leucemia mieloide cronica, se ha documentado una
amplia variedad de anomalias citogenéticas. Actualmente, realizar estos estudios es esencial para
diagnosticar y clasificar adecuadamente las leucemias y los linfomas, y también son cruciales como
indicadores prondsticos. #

De hecho, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha integrado como pilar esencial del abordaje
diagnéstico de estas enfermedades. La evolucién de técnicas como la Hibridacién Fluorescente in
situ y otras pruebas moleculares, ha enriquecido nuestro entendimiento de estas condiciones,
considerandose como complementos valiosos a los estudios citogenéticos. En muchas ocasiones,
los cambios citogenéticos son determinantes en la planificacién del tratamiento de estos pacientes.*




3. Marco tedrico

a. Introduccién

Las neoplasias hematoldgicas son el cancer infantii mas comdn en todo el mundo, siendo la
leucemia linfoblastica aguda (LLA) el tipo mas prevalente. Generalmente, muestra un pico de
incidencia entre los 2 y 5 afios, siendo mas frecuente en varones. ®

Dichos trastornos, surgen de la transformacién maligna de una célula progenitora linfoide inmadura,
gue puede proliferar y generar un clon de células progenitoras similares, bloqueadas en una etapa
de su diferenciaciéon y con capacidad para infiltrar diversos tejidos.®

La American Cancer Society estimé que en 2023 se registrarian aproximadamente 60,000 nuevos
casos de leucemia (de todos los tipos) en adultos y nifios en los Estados Unidos, con alrededor de
24,000 muertes.®

En México, entre 2007 y 2010, se report6 una incidencia anual de leucemias de 75.3 millones para
la poblacion de 0 a 18 afios, siendo el grupo de 0 a 4 afios el mas afectado. La leucemia linfoblastica
aguda (LLA) constituy6 el 83% de los casos. ’

Diversos estudios han mostrado que en México la incidencia de leucemia linfoblastica aguda es
superior a la observada en paises industrializados. En 2011, se destacé que la poblacién mexicana
tiene una incidencia de 57.6 nuevos casos por millén en menores de 18 afos, siendo una de las
tasas mas altas a nivel mundial.®

La leucemia mieloide aguda (LMA) y la leucemia linfoblastica aguda (LLA) son tipos diversos de
trastornos neoplasicos caracterizados por la proliferacion clonal de blastos hematopoyéticos de los
linajes mieloide y linfoide, respectivamente. ©

Inicialmente, en 1976, estas leucemias agudas fueron clasificadas siguiendo criterios morfolégicos
y citoquimicos por un grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB). Sin embargo, la
limitada relevancia clinica y la falta de comprension de la base biolégica subyacente de la
enfermedad, asi como la estratificacion del tratamiento, han sido desafios importantes de este
sistema de clasificacion. ’

Por consiguiente, se produjo un cambio de paradigma con respecto a la Clasificacién de la FAB,
adoptando la Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2001 para las
leucemias mieloides y linfoblasticas agudas, la cual fue revisada en 2008 y, mas recientemente, en
2016. 7

El sistema de la OMS ha adoptado cambios significativos, incluyendo un limite inferior de blastos
del 20%, y ha integrado anomalias citogenéticas y moleculares junto con parametros clinicos,
morfoldgicos, citoquimicos e inmunofenotipicos para establecer el diagnéstico. ’

En los Ultimos tiempos, se ha notado un progreso en los desenlaces de los pacientes que padecen
leucemias agudas gracias a la identificacion y descripcion de anomalias citogenéticas. Esto ha
facilitado la comprensién de los procesos patologicos subyacentes de la enfermedad y sus posibles
consecuencias pronodsticas. De manera que, este avance esta contribuyendo a que los médicos
organicen la estratificacion del riesgo y las alternativas terapéuticas basadas en la citogenética.®

b. Hematopoyesis



La hematopoyesis se organiza como un proceso jerarquico que se origina a partir de una poblacién
rara de células madre hematopoyéticas (CMH) multipotentes y autorrenovables que proporcionan
un suministro de por vida de mudltiples tipos diferentes de células sanguineas maduras
morfolégicamente distintas, a través de una serie de células progenitoras intermedias. 111

Ocurre principalmente en la médula 6sea, aunque algunos linfocitos se producen en tejidos linfoides
como el timo y el bazo y puede clasificarse en términos generales segun las células precursoras en
varios linajes. 1011

Células Madre Hematopoyéticas (CMH): Son células multipotentes con la capacidad de
diferenciarse en todos los tipos de células sanguineas ubicadas en la médula ésea. Pueden
autorrenovarse para mantener el conjunto de células madre y también diferenciarse en células
progenitoras. 112

Células Progenitoras: Son células intermedias derivadas de las CMH que tienen un potencial de
diferenciaciébn mas restringido. Las células progenitoras dan origen a los diferentes tipos de células
sanguineas mediante un proceso llamado diferenciaciéon hematopoyética. 112

Eritropoyesis: Este es el proceso de formacién de globulos rojos (eritrocitos). Involucra la
diferenciacion de las células progenitoras eritroides en eritrocitos maduros, que son responsables
de transportar oxigeno desde los pulmones hasta los tejidos. 112

Granulopoyesis: Esta es la formacion de granulocitos, que incluyen neutrdéfilos, eosindfilos y
basdfilos. La granulopoyesis comienza con la diferenciacion de las células progenitoras mieloides y

resulta en la producciéon de granulocitos maduros involucrados en la respuesta inmune del cuerpo.
11,12

Megacariopoyesis: Este es el proceso de formacion de plaguetas. Los megacariocitos, células
precursoras grandes encontradas en la médula ésea, experimentan un proceso llamado
trombopoyesis para producir plaguetas, que son esenciales para la coagulaciéon sanguinea y la
cicatrizacion de heridas. 1112

Linfopoyesis: Esta es la formacién de linfocitos, incluyendo células T, células B y células asesinas
naturales (NK). La linfopoyesis ocurre principalmente en tejidos linfoides como el timo, el bazo y los
ganglios linfaticos. 112

La hematopoyesis es un proceso regulado de manera precisa que asegura la produccién continua
de células sanguineas para mantener la homeostasis en el cuerpo. La desregulacion de la
hematopoyesis puede llevar a diversos trastornos y enfermedades sanguineas. 12

c. Leucemogénesis

Multiples autores y revisiones, sugieren que la leucemia y sus células madre leucémicas surgen de
células madre hematopoyéticas o de progenitores mieloides/linfoides comprometidos relativamente
temprano. *?

Las células leucemogénicas, incluidas las células clonales y transformadas, pero no francamente
leucémicas, residen y probablemente proliferan en el mismo nicho estromal de la médula 6sea
ocupado por células madre hematopoyéticas y progenitores tempranos. 2

Mediante la adquisicion gradual de (en la mayoria de los casos) mdltiples mutaciones
transformadoras, las células madre leucémicas se transforman en células agresivas con un bloqueo
relativo o absoluto en la diferenciacion en células mieloides morfoldgica y funcionalmente normales.
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Los eventos transformantes confieren ventajas de supervivencia y proliferacion a las células
leucémicas frente a las células hematopoyéticas normales, lo que resulta en la supresion y falla de
la hematopoyesis normal.t34

Ademas de las muchas y variadas mutaciones genémicas a nivel estructural y de secuencia
identificadas en la leucemia humana, también se han identificado muchos cambios. Los cuales
tienen efecto sobre la expresién genética tanto a nivel del gen que codifica la proteina soméatica
como del RNA mensajero. La relaciéon entre estos cambios genéticos y los cambios generales en la
expresion genética en las leucemias y sus células madre se estd investigando activamente en
muchos LABORATORIOs.*®

Se han realizado muchos esfuerzos para caracterizar y diferenciar el fenotipo de la superficie celular
de las células madre leucémicas (CML) de las no leucémicas. Gracias a estos esfuerzos, se han
encontrado marcadores de superficie que se sobreexpresan en las CML y marcadores adicionales
gue se expresan de forma Unica. Por lo que la busqueda de estos marcadores de superficie cumple
un papel fundamental en la identificacién de diversos tipos celulares. 12

En la figura 1, representada en el recuadro verde, se detalla la hematopoyesis normal, donde las
células madre hematopoyéticas, que estan en estado de reposo y tienen capacidad de
autorrenovacion, dan lugar a progenitores multipotentes. Estos pueden diferenciarse en
progenitores multipotentes linfoides, progenitores mieloides comunes, progenitores linfoides
comunes, progenitores granulocitos-macréfagos (GMP) y progenitores eritroides megacariocitos.
Las mutaciones primarias o iniciales en las CMH y las células progenitoras conducen a la formacion
de células madre preleucémicas, que con el tiempo pueden transformarse en células madre
leucémicas (CML). En muchos casos, este proceso no implica un estado preleucémico clinicamente
reconocido, pero generalmente se requieren multiples mutaciones para desarrollar una leucemia
aguda franca. 1°

Un progenitor restringido puede convertirse en CML mediante mutaciones secundarias que
confieren capacidad de autorrenovacién. La leucemia mieloide aguda (LMA) se origina a partir de
la transformacion de CMH normales, progenitores multipotentes u otros progenitores mas
comprometidos, que se convierten en CML y luego pueden dar lugar a una leucemia franca. Aunque
la quimioterapia de induccion estandar suele producir una remision completa en la mayoria de los
pacientes con LMA, una poblacion de células resistentes a la quimioterapia (TRC), que comprenden
células de LMA con capacidad para iniciar la leucemia, sobreviven al tratamiento. 1314

Las CML con potencial para iniciar la leucemia dentro de la enfermedad residual minima (ERM)
podrian desencadenar una recaida. En lugar de una seleccién quimioterapéutica de subpoblaciones
preexistentes de CML, las células de LMA podrian adquirir de manera adaptativa un fenotipo de
célula regeneradora de leucemia transitoria (LRC) después de la exposicion al tratamiento, lo que
permite la regeneracion de la leucemia y la recurrencia clinica. 314
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CMH: Células madre hematopoyéticas, LMA: Leucemia mieloide aguda, PMP: Progenitores multipotentes, PMPL:
progenitores multipotentes preparados linfoides, PMC: Progenitores mieloides comunes, PLC: Progenitores linfoides
comunes, PGM: Progenitores de Granulocitos y Macréfagos, PEM: Progenitores eritroides de megacariocitos, CML:
Células madre leucémicas, EMR: Enfermedad minima residual, CRL: Célula regeneradora de leucemia, CRT: Célula
resistente a terapia.

Figura 1. Hematopoyesis normal y anormal. Modificada de Stem Cell Reviews and Reports (2022)
18:1211-1226.

d. Clasificacién de las neoplasias hematoldgicas

La clasificacion actual de las neoplasias hematolégicas ha evolucionado continuamente, integrando
caracteristicas clinicas, morfol6gicas, inmunofenotipicas, citogenéticas y genéticas moleculares
para definir entidades patoldgicas de relevancia clinica. No obstante, el descubrimiento reciente de
caracteristicas moleculares ha proporcionado nuevas perspectivas sobre los marcadores de
diagnéstico y prondstico, aportando conocimientos novedosos para comprender la base
fisiopatolégica de estos trastornos.®*



- Organizacion Mundial de la Salud (OMS):

Diversos estudios clinico-patoldégicos han confirmado el enfoque integrado propuesto por la
Organizacién Mundial de la Salud, que incluye hallazgos hematolégicos, morfologicos, citogenéticos
y genéticos moleculares. La ultima clasificacién realizada por la OMS en 2016, que se detalla a
continuacién en la tabla 1, enumera los principales subtipos de neoplasias mieloides y leucemias
agudas.®

Tabla 1. Clasificacion de la OMS para neoplasias mieloides y leucemia aguda 2016.°

Leucemia mieloide aguda (LMA) y neoplasias relacionadas
LMA con anomalias genéticas recurrentes

LMA con 1(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1

LMA con inv(16)(p13.1922) o0 t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
LMA con PML-RARA

LMA con t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

LMA con t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

LMA con inv(3)(g21.3926.2) o 1(3;3)(g21.3;926.2); GATA2 , MECOM
LMA (megacariobléstica) con t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1
Entidad provisional: AML con BCR-ABL1

LMA con NPM1 mutado

LMA con mutaciones bialélicas de CEBPA

Entidad provisional: AML con RUNX1 mutado

LMA con cambios relacionados con mielodisplasia
Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia

LMA NE

LMA con diferenciacion minima

LMA sin maduracion

LMA con maduracion

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia monoblastica/monocitica aguda

Leucemia eritroide pura

Leucemia megacarioblastica aguda

Leucemia basdéfila aguda

Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down
Mielopoyesis anormal transitoria (MAT)

Leucemia mieloide asociada al sindrome de Down
NE: no especificado

Leucemia/linfoma linfoblastico B

Leucemia/linfoma linfoblastico B, NE

Leucemia/linfoma linfoblastico B con anomalias genéticas recurrentes
Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(v;11923.3); KMT2A rearreglos
Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6-RUNX1
Leucemia/linfoma linfoblastico B con hiperdiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico B con hipodiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(5;14)(q31.1;932.3) IL3-IGH
Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1



Entidad provisional: leucemia/linfoma linfoblastico B, tipo BCR-ABL1
Entidad provisional: leucemia/linfoma linfoblastico B con iAMP21
NE: no especificado, v: variable

Leucemia/linfoma linfoblastico T
Entidad provisional: leucemia linfoblastica temprana de precursores de células T
Entidad provisional: leucemia/linfoma linfoblastico de células asesinas naturales (NK)

Neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas

Leucemias agudas de linaje ambiguo

Leucemia aguda indiferenciada

Leucemia aguda de fenotipo mixto (LAFM) con t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
LAFM con t(v;11923.3); KMT2A reorganizado

LAFM, B/mieloide, NE

LAFM, T/mieloide, NE
NE: no especificado

Neoplasias Mieloproliferativas (NMP)
Leucemia mieloide crénica (LMC), BCR-ABL1 *
Leucemia neutrofilica cronica (CNL)
Policitemia vera (PV)

Mielofibrosis primaria (PMF)

PMF, prefibrotica/etapa temprana

PMF, etapa fibrotica manifiesta

Trombocitemia esencial (TE)

Leucemia eosinofilica crénica, no especificada de otra manera (NOS)
NMP inclasificable

Mastocitosis

Neoplasias mieloides/linfoides con eosinofilia y reordenamiento de PDGFRA, PDGFRB o
FGFR1, o con PCM1-JAK?2

Neoplasias mieloides/linfoides con reordenamiento PDGFRA

Neoplasias mieloides/linfoides con reordenamiento de PDGFRB

Neoplasias mieloides/linfoides con reordenamiento de FGFR1

Entidad provisional: neoplasias mieloides/linfoides con PCM1-JAK2

Neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas (NMD/NMP)
Leucemia mielomonocitica cronica (LMMC)

Leucemia mieloide crénica atipica (aCML), BCR-ABL1 (-)

Leucemia mielomonocitica juvenil (JMML)

NMD/NMP con sideroblastos en anillo y trombocitosis (MDS/MPN-RS-T)
NMD/NMP inclasificable

Sindromes mielodisplasicos (SMD)
SMD con displasia de linaje Unico

SMD con sideroblastos en anillo (SMD-RS)
SMD -RS y displasia de linaje Gnico

SMD -RS y displasia multilinaje
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SMD con displasia multilinaje

SMD con exceso de explosiones

SMD con del(5q) aislado

SMD inclasificable

Entidad provisional: Citopenia refractaria de la infancia
Neoplasias mieloides con predisposicion a la linea germinal

- Clasificacion por el grupo Franco-Americano-Britanico (FAB):

La clasificacién convencional de la leucemia mieloide aguda (LMA) se fundamenté en los criterios
de la FAB, que categorizaron a los pacientes en ocho grupos distintos, MO-M7, segun caracteristicas
morfoldgicas y citoquimicas (ver tabla 2).1°

Aunque las clasificaciones actuales han evolucionado hacia un enfoque mas centrado en las
anomalias genéticas recurrentes, los hallazgos morfolégicos contintan siendo fundamentales en la
clasificacién de la LMA.*®

Tabla 2. Clasificacion de la FAB para LMA®

Subtipo Descripcion

MO Leucemia mieloblastica aguda indiferenciada
M1 Leucemia mieloblastica aguda con maduracién minima
M2 Leucemia mieloblastica aguda con maduracién
M3 Leucemia promielocitica aguda
M4 Leucemia mielomonocitica aguda
M4eos Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia
M5 Leucemia monocitica aguda
M6 Leucemia eritroide aguda
M7 Leucemia megacariocitica aguda

La LLA se caracteriza por la interrupcion en la maduracién de las células progenitoras linfoides en
etapas tempranas debido a translocaciones cromosOmicas y otras alteraciones genéticas y/o
epigenéticas. El pronostico de un paciente con LLA varia segun el subtipo de la enfermedad.
Histéricamente, la clasificacién segun la FAB se basé en la morfologia de la LLA y asigné a los
pacientes a uno de los tres grupos (ver tabla 3).°

Tabla 3. Clasificacién de la FAB para LLA®

Subtipo Descripcion
Células de tamafio reducido con cromatina nuclear uniforme, nucleo de forma
L1 regular, nucleolos pequefios o ausentes, citoplasma escaso y una ligera a
moderada basofilia.
Células de gran tamafio y variabilidad, con cromatina nuclear que varia, nucleo
L2 de forma irregular, mas de un nucleolo visible, cantidad de citoplasma variable
y basofilia que puede variar.
Células grandes y uniformes con cromatina finamente punteada, nucleo de
forma regular, nucleolos prominentes, citoplasma abundante y marcadamente
basdfilo, destacandose por su notable vacuolizacién citoplasmatica como
caracteristica distintiva.

L3
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e. Inmunofenotipo

El inmunofenotipado por citometria de flujo es esencial para el diagnostico, clasificacion y
seguimiento de enfermedades hematopoyéticas clonales, en particular de neoplasias malignas
hematoldgicas e inmunodeficiencias primarias. 16

En la actualidad, est4 bien establecido que las células hematopoyéticas tumorales imitan las
caracteristicas fenotipicas de sus correspondientes homadlogos normales. Sin embargo, las células
tumorales muestran sistematicamente desviaciones/alteraciones fenotipicas de los perfiles
normales de expresion de antigenos (tabla 4).°

Tabla 4. Hallazgos fenotipicos de superficie para las CML 1°

Marcador de

superficie Funcién del marcador CMH CML
celular
CD9 Microdominio enriquecido con tetraspanina - -l+
CD25 Cadena a del receptor de interleucina-2 de alta ) Jt
afinidad
Receptor de la superfamilia del factor de necrosis
CD27 - +
tumoral, receptor para CD70
CD32 Receptor Fc-y Il - -+
CD33 Antigeno de superficie de células mieloides + +
CD44 Molécula de adhesion, sefializacion intracelular. + ++
CD45RA Ispforma d'e CD45 (normalmente expresada en i et
células T virgenes)
CD47 Ligando/receptor para SIRPa + ++
CD52 Antigeno Campath-1 -/+ -/+
CD70 Ligando de CD27 (papel en la activacion inmune) - +
CcD82 Tetraspanina-27 -/+ +
CD93 Componente del complemento 1 Subcomponente ) Jt
Q receptor 1
CD96 Proteina de superficie celular T + ++
CD97 Receptor E5 acoplado a proteina G de adhesion -/+ +
CD99 Glicoproteina E2 de la superficie de las células T + +
CD123 Subunidad a del receptor de interleucina 3 -/+ +
CD200 Miembro de superfamilia de inmunoglobulina -/+ +
CD366 (TIM3) Regulador negativo de la inmunidad de las células e+ +
TThl
CD371 , .
(CLL-1) Glicoproteina transmembrana - -+
DRD2 Receptor de dopamina D2 - ++*
GPR56 Receptor acoplado a proteina G de adhesion 56 + +
ILIRAP Proteina accesoria del receptor de interleucina 1 - -[+
MH: células madre hematopoyéticas, CML: células madre leucémicas.

** expresado en postquimioterapia. Modificada de Stem Cell Reviews and Reports (2022) 18:1211-1226.
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Los fenotipos andmalos de las células tumorales hematopoyéticas suelen clasificarse segun los
patrones de desviacion en la expresion de antigenos en comparaciéon con los fenotipos normales.
Estos incluyen: a) expresion de antigenos de manera no simultanea (es decir, ausencia o presencia
de marcadores que deberian estar presentes durante la hematopoyesis normal en las mismas o
diferentes etapas de maduracién, respectivamente); b) reactividad anormalmente disminuida
(infraexpresién) o aumentada (sobreexpresion) para un marcador individual en una poblacién
celular especifica; c¢) fenotipos de linaje mixto definidos por la coexpresion en células tumorales
individuales de dos 0 mas marcadores de diferentes linajes; y, d) fenotipos ectdpicos, caracterizados
por perfiles fenotipicos asociados a tumores que corresponden a un tejido diferente en individuos
sanos. ¥’

La identificacion especifica de células tumorales a través de citometria de flujo basada en sus
fenotipos anémalos es extremadamente Util en el ambito clinico, especialmente para la deteccion
minima de enfermedades, ya sea en el momento del diagnéstico o durante el seguimiento posterior
a la terapia. Ademas, ciertos fenotipos anémalos de células tumorales hematopoyéticas estan
estrechamente relacionados con alteraciones genéticas o moleculares subyacentes, y podrian ser
utilizados como marcadores sustitutos para guiar analisis moleculares adicionales.

HSC
(_ CD34°CD38'CD90°CD45RALin )
((CD150*CD34*Fit3Lin'Sca-1*c-Kit* )

( CD150 CD34°FIt3-Lin Sca-1"c-Kit )

(CD34°CD38CD62L°CD45RA'LIn ) “MPP rd \
( CD150 CD48"Fit3™"Lin'Sca-1"c-Kit" )

CMP  —CD34'CD38'IL3Ra*CDA5RALIn )

/ \ / ( CD34'FcyR*"Lin'Sca-1c-Kit' )

, CLP GMP MEP
(__cp34cp3gcpiO’Lin ) (" CD34°CD38'IL3RaCD45RALIn )
(IL7Ra’FIk2™"Lin Sca-1°c-Kit® ) (_ CD34FcyRLin'Sca-1c-Kit* )
( CD34'CD38'IL3Ra’CD45RALIn )
/ ( CD34 FcyR Lin‘Sca-1-c-Kit* ) N
000% O ® % e
CelT CelB CelNK CDp Monocito Granulocito Eritrocito Megacariocito

B “e@

Eosinéfilo Baséfilo Mastocito

Figura 2: Marcadores de superficie celular en hematopoyesis!® Modificada de Adv Exp Med Biol.
2023:1442:159-175.
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f. Citogenéticay aplicacién en hemato-oncolologia

La citogenética convencional sigue siendo el método mas completo para detectar anomalias
cromosomicas (figura 3), especialmente las relacionadas con cambios en el nUmero o la estructura

de los cromosomas.®®

Estas alteraciones pueden ejercer su efecto mediante la ganancia o pérdida de material genético o
mediante cambios estructurales o regulatorios provocados por la reubicacion de segmentos

cromosoémicos (figura 4). *°
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Figura 3. Cariograma correspondiente a 46,XY (masculino); obtenida del 2 de Citogenética

de HIMFG.
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Sin embargo, ciertas cuestiones técnicas asociadas con la citogenética, como la necesidad de
muestras frescas y las dificultades para identificar rearreglos estructurales debido a la limitada
resolucion de las técnicas tradicionales de tincién (tabla 5), han motivado un mayor uso de técnicas
complementarias, como la Hibridacion Fluorescente in situ (FISH), Reaccion en Cadena de
Polimerasa (PCR), Microarreglos cromosémicos (CMA), Secuenciacion Masiva en Paralelo (NGS)
y Mapeo Optico del Genoma (MOG).*®

Tabla 5. Ventajas y desventajas del andlisis citogenético?®

Ventajas Desventajas

Descripcion general del cariotipo completo Requiere tejido fresco
Puede detectar rearreglos complejos Traslocaciones equilibradas
Hallazgos inesperados Trabajo intensivo

Proporciona una evaluacion general del Indice mitético bajo (falta de células en division
genoma completo y ayuda a dirigir andlisis en tumores de bajo grado o tumores con baja
posteriores (sondas especificas para FISH y/o fraccion de proliferacién)
PCR) Proceso largo
Técnicamente dificil: presencia de mudltiples
lineas celulares anormales, complejidad del
patrén cromosomico
Requiere personal altamente calificado
No se pueden detectar deleciones pequefias
Fallo del cultivo (falta de células viables,
sobrecrecimiento bacteriano, estimulacion de
elementos benignos no neoplasicos, error de
muestreo)

La Hibridacion Fluorescente in situ (FISH), se trata de una técnica de citogenética molecular en la
gue se emplean sondas DNA marcadas que se unen a una secuencia de DNA especifica y son
visibles mediante fluorescencia. Es una técnica rapida y sensible, especialmente util para identificar
anormalidades cromosOmicas recurrentes. Suele ser mas efectivo que los métodos tradicionales
para detectar pequefias alteraciones genéticas que no son evidentes en el analisis morfolégico.
Ademas, puede confirmar reordenamientos cromosémicos sospechados previamente en estudios
microscopicos. %°

Sin embargo, este método por si solo no detectara anomalias adicionales o multiples clones. Por lo
tanto, en la mayoria de los casos clinicos, el FISH se utiliza como complemento al analisis
citogenético convencional.?°

La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) puede incrementar notablemente la sensibilidad en
la deteccién de anomalias cromosdmicas. La PCR puede detectar anomalias en muestras de
médula 6sea o sangre a un nivel de 1 en 10° a 1 en 10° células normales. La alta sensibilidad de la
PCR permite que se realicen pruebas en pacientes en remision clinica para detectar enfermedad
residual minima.?-2!

La técnica de PCR puede mejorar significativamente la capacidad de detectar anomalias
cromosomicas. Con esta técnica, es posible identificar anormalidades en muestras de médula ésea
o sangre incluso cuando hay una baja proporcién de células anormales, hasta en una de cada cien
mil a un millén de células normales. Esta alta sensibilidad permite realizar pruebas en pacientes que
estan en remision clinica para detectar la presencia minima de enfermedad residual.??!
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El uso de Microarreglos Cromosémicos (CMA) para analizar el nimero de copias del genoma, esta
ganando importancia en el diagnéstico y tratamiento de enfermedades hematologicas y diversos
trastornos. Esta tecnologia de alta resolucion permite genotipificar todo el genoma utilizando
polimorfismos de un solo nucle6tido. Varios estudios han confirmado la utilidad diagnéstica de esta
tecnologia, y muchos laboratorios la ofrecen como una herramienta complementaria a la
citogenética convencional y FISH para andlisis de perfiles genémicos.

La Secuenciacion del Exoma Completo (WES) abarca todas las secuencias exonicas y tiene el
potencial de reducir significativamente la variabilidad genémica. Aunque los costos de WES han
experimentado una marcada disminucion en los ultimos cinco afios, siguen siendo una limitacion en
muchas regiones del mundo. 2324

Los avances en algoritmos bioinforméticos han mejorado la capacidad del WES para detectar la
mayoria de las variaciones en el nimero de copias (CNV), aunque su eficacia varia segun la calidad

y profundidad de los datos de secuenciacidn, asi como los pardmetros de normalizacion utilizados.
23,24

Sin embargo, debido a que WES excluye regiones gendmicas intrénicas y reguladoras, no puede
detectar un importante subconjunto de variantes estrcuturales (SV). Esta deficiencia es relevante,
ya que la deteccion de algunas SV intronicas es crucial para evaluar ciertos tipos de neoplasias
hematoldgicas. 2324

Por lo tanto, aunque WES tiene el potencial de adaptarse rapidamente a nueva informacién derivada
de la investigacion traslacional, también carece de la capacidad de detectar todas las anomalias
gendmicas relevantes. 2324

La técnica de Mapeo Optico del Genoma (MOG) ofrece ventajas significativas en el diagndstico y
clasificacion de pacientes con malignidades hematolégicas. Al ser capaz de detectar variaciones
gendmicas complejas y de nimero de copias en una sola prueba, el MOG proporciona una vision
mas detallada y precisa de las alteraciones genéticas presentes en los pacientes. Esto permite una
mejor clasificacion de las enfermedades hematoldgicas, 1o que a su vez puede guiar decisiones
terapéuticas mas personalizadas y efectivas.?*

Estas técnicas permiten identificar y complementar el abordaje en busqueda de anomalias
especificas que son utiles en el diagnéstico o tratamiento de trastornos hematoldgicos. La
automatizacién y la alta sensibilidad han contribuido al creciente interés en las tecnologias de PCR,
especialmente para el diagndstico y seguimiento de enfermedades. 2224

g. Variantes citogenéticas comunes en LMA?

El espectro de anomalias cromosOmicas asociadas con la leucemogénesis de la leucemia mieloide
aguda (LMA) es amplia y heterogénea en comparaciéon con la leucemia mieloide crénica y otras
neoplasias mieloides. Con frecuencia se detectan translocaciones cromosémicas recurrentes como
t(8;21), t(15;17) e inv(16), pero también existen cientos de otras aberraciones cromosémicas poco
comunes de la LMA.

Dentro de las variantes citogenéticas que se consideran de buen prondéstico en la leucemia mieloide
aguda en la edad pediatrica podemos encontrar:
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Traslocacién (8;21)(q22;g22): Rearreglo RUNX1-RUNX1T1%

Es una de las translocaciones cromosdmicas mas comunes en la LMA, permitiendo su diagnéstico
independientemente del recuento de blastos en sangre periférica 0 médula 6sea.

Se encuentra en el 5-10% de los casos de LMA, principalmente en individuos jévenes y se
correlaciona con la clasificacibon M2. Esta translocacion suele presentarse con anomalias
cromosdémicas adicionales, y en algunos casos puede involucrar otros cromosomas.

Implica los genes RUNX1 y RUNXLT1, generando el transcrito de fusibn RUNX1-RUNX1T1 que
inhibe la apoptosis al aumentar la expresién de BCL2 (figura 5).

) Figura 5. Cariograma parcial que

-
c( ‘ : muestra t(8;21)(q22;922). Las flechas
"- indican los puntos de ruptura (tomada de

John J. Yang, et al Cytogenetic
Abnormalities in AML)

8 21

Inversion 16: (p13.1922) o Translocacion (16;16)(p13.1;922): Rearreglo CBFB-MYH11%

Alteraciones del cromosoma 16 se encuentran hasta en el 5-8% de pacientes con LMA y se asocian
a subtipos especificos como M4 con eosinofilia, M2 y M5.

La inv(16) suele estar acompafiada de anomalias citogenéticas secundarias (40%). Las
anormalidades adicionales comunes son +22, +8, del(7q) y +21 (figura 6).

Estas aberraciones cromosOmicas involucran los genes CBFB y MYH11, formando el transcrito de
fusiéon CBFB-MYH11.

— 8 Figura 6. Cariograma parcial que

b * : L b muestra inv(16)(p13.1q22) en el panel
! - R « izquierdo y t(16;16)(p13.1;922), las
A flechas indican los puntos de ruptura
(tomada de John J. Yang, et al. Cytogenetic

16 16 Abnormalities in AML)

Por otro lado, algunas variantes citogenéticas asociadas a un mal prondéstico o con mayor tasa de
recaida al tratamiento son:

Monosomia del 5 o delecién 592°
Se puede observar en todas las LMA, sin embargo, es mucho més frecuente en la M6.

La monosomia del 5/del(5qg) junto con la monosomia del 7/del(7q) representan las anomalias
citogenéticas mas comunes en SMD y AML relacionados a tratamiento, son fuertemente asociados
a exposicion previa a agentes alquilantes.
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La LMA con delecion de (5q) o monosomia 5 (-5) se asocia con un pronostico muy malo, similar a
la LMA con anomalias cromosomicas complejas, monosomia 7 (-7) y t(9;22) (figura 7).

A Huw

Figura 7. Cariograma parcial que
muestra del(5q) en el panel Ay en
el panel B, FISH en interfase para
EGR1. (tomada de Gorczyca, W.
et.al. 2008)

Monosomia del 7 o delecién 7%

La pérdida de material del brazo largo del cromosoma 7 o la monosomia completa del mismo
cromosoma es un hallazgo frecuente en pacientes con LMA y se ha asociado a una pobre respuesta
al tratamiento y a un mal prondstico.

Es el hallazgo citogenético mas comun en pacientes pediatricos con SMD (figura 8).

Los nifios con LMA y monosomia 7 tienen mala supervivencia libre de enfermedad cuando se trata
con meétodos convencionales quimioterapia, inmunosupresion o medidas de apoyo.

/

Figura 8. Cariograma parcial

A ”
-4 u ‘:'} a gue muestra del(7q) en el
o panel Ay en el panel B, FISH
6 N en interfase para
A CEP7/D7S522 (tomada de

Gorczyca, W. et.al. 2008)

B

Rearreglos 11923 o rearreglos de KMT2A%

Las anomalias de 11923 son alteraciones citogenéticas recurrentes observadas tanto en la LMA
como en la LLA.

El gen MLL (KMT2A) ubicado en 11923 se describe como el principal gen que en el que se detectan
reordenamientos, en aproximadamente el 5% de la LMA. El reordenamiento de MLL se correlaciona
morfolégicamente con los subtipos M4 y M5 de la FAB, y en términos generales se asocia con un
mal prondstico.
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Se ha identificado que los reordenamientos de MLL ocurren principalmente a través de deleciones
terminales de 11923, inversiones de 119 y translocaciones reciprocas con alrededor de 80 genes
de fusion diferentes.

h. Variantes citogenéticas comunes en LLA

. LLA-B
Translocacién (9;22)(q34;q11.2), cromosoma Philadelphia o fusion BCR-ABL1%

Es una de las anomalias genéticas mas comunes observadas en la leucemia linfoblastica aguda de
células B, presente en cerca del 25% de los casos en adultos y aproximadamente en el 5% de los
casos en nifios con LLA-B.

La translocacion resulta en una quinasa ABL1 constitutivamente activa. Se activan multiples vias
de sefializacion rio abajo, incluidas las vias RAS/MEK/ERK (activacién de factores de transcripcion,
incluido NF-kB), PIK-3/AKT (crecimiento celular, supervivencia celular e inhibicion de la apoptosis)
y JAK-STAT (crecimiento y supervivencia celular).

Reordenamiento KMT2A (MLL) o translocacién variable con el cromosoma 11 (11¢23.3)%

El reordenamiento del gen KMT2A en el cromosoma 11, identificado como t(v;11923.3), junto con
una variedad de genes de fusién asociados, es una anomalia citogenética recurrente que ocurre
con mayor frecuencia en edades muy tempranas.

Es mas comuin gque este reordenamiento se presente como t(4;11), lo que conduce a la fusion
KMT2A-AFF1 (MLL-AF4). En general, la presencia del reordenamiento de KMT2A se asocia con un
prondstico poco favorable, siendo particularmente sombrio en el caso de la LLA-B infantil.

Translocacion (12;21)(p13.2;g22.1) ETV6/RUNX12¢

Esta translocacibn conduce a la fusion de los genes ETV6-RUNX1, esta presente en
aproximadamente el 25% de los casos de LLA infantil, donde se asocia con un excelente prondéstico.
Se trata de una translocacion criptica que no es detectable mediante citogenética convencional y
requiere un estudio FISH para su diagnéstico.

Translocacién (1;19) TCF3/PBX1%

Con dicha translocacién se presenta una fusién entre el gen TCF3 (también conocido como E2A)
en el cromosoma 19 y el gen PBX1 en el cromosoma 1.

Representa aproximadamente el 6% de los casos de LLA-B infantil y es menos comun en adultos.
Este subtipo no parece tener relevancia prondstica.

Segun la 5ta edicién de la Clasificacion de Tumores Hematolinfoides de la Organizacion Mundial de
la Salud de 2022, las neoplasias de precursores de células B se categorizan en funcion de los
cambios de ploidia, como la hiperdiploidia y la hipodiploidia, ademas de los cambios en la estructura
cromosémica o la presencia de otras variantes genéticas (Figura 9). 227

Hiperdiploidia?®

Las células blasticas leucémicas en este subtipo tienen mas de 50 cromosomas (generalmente
menos de 66). Se observa en aproximadamente el 25% de los nifios, pero no es comun en adultos.
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Las copias adicionales de los cromosomas 4, 14, 21 y X son las mas comunes, y las anomalias
estructurales son poco frecuentes.

Estos casos presentan un inmunofenotipo tipico de LLA-B. El prondstico de la LLA-B hiperdiploide
es muy favorable, con una tasa de curacién superior al 90% en los nifios.

Hipodiploidia®®

Las células blasticas de LLA-B hipodiploide, por definicién, contienen menos de 46 cromosomas.

Este subtipo ocurre en aproximadamente el 5% de los casos de LLA-B tanto en nifios como en
adultos.

La LLA hipodiploide se ha subdividido en subtipos basados en el nimero de cromosomas:

A. Baja hipodiploidia (definido como 33-39 cromosomas) presenta variantes patogénicas en el gen
TP53 en mas del 90% de los casos, y la mayoria también muestra monosomia del cromosoma
17 segun estudios citogenéticos.

B. La LLA cercano a haploide con 23-29 cromosomas a menudo presenta variantes patogénicas
en el gen RAS, deleciones de IKZF3 o alteraciones en los receptores de tirosina cinasa.

C. LLA con alta hipodiploidia alta con 40-43 cromosomas Yy las LLA casi diploides con 44-45

cromosomas, siendo estas Ultimas las que tienen un mejor prondstico en comparacion con los
otros subtipos.

En algunos casos, la hipodiploidia puede no ser detectada por citogenética convencional si el clon
hipodiploide bajo o cercano a haploide ha experimentado endoduplicacién, lo que resulta en un
aumento del numero de cromosomas, y debe sospecharse en casos de discrepancia en el nUmero
de cromosomas entre estudios de FISH y citogenéticos.?6 27
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Figura 9. Clasificacion de acuerdo a ploidia. Modificada de Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 8764

.  LLA-T*

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) de tipo pro-T y pre-T se ha reclasificado bajo el subtipo de
leucemia T precursora temprana (LLA-ETP). Este subtipo constituye entre el 10 y el 13% de los
casos de LLA-T en nifios y entre el 5y el 10% en adultos.
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Las alteraciones citogenéticas se presentan en aproximadamente el 50-70% de los casos de LLA-
T. Frecuentemente implican reordenamientos de los genes del receptor de células T (TCR) alfa 'y
delta, seguidos por anormalidades en los genes TCR beta y gamma.

Sin embargo, en hasta el 20% de los casos también se encuentran reordenamientos simultaneos
del gen IGH. Los genes mas comunmente afectados son los factores de transcripcion TLX1
(también conocido como HOX11) en 10g24, presente en el 7% de los casos pediatricos y el 30%
de los casos adultos, y TLX3, presente en el 20% de los casos en nifios y en entre el 10% y el 15%
de los casos en adultos.

Otros genes involucrados incluyen KMT2A (MLL), MYC, TCF3, TAL1, STIL, PICALM, MLLT10,
NUP98, LCK, LMO, LYL1, RBTN1y RBTN2. Las alteraciones en el gen TLX1 estan asociadas con
un pronostico favorable.

La fusion PICALM-MLLT10 (también conocida como CALM-AF10) resultante de la t(10;11)(p12;q14)
es una de las fusiones recurrentes en LLA-T, pero también se observa en LMA y leucemia de linaje
mixto. El prondstico de los pacientes con esta fusion puede variar dependiendo del inmunofenotipo
y de la presencia de mutaciones en EZH2.

Una fusién NUP214-ABL1, que produce una tirosina cinasa activada de manera constitutiva, se ha
encontrado en LLA-T y en LLA similar a Ph y puede ser tratada con inhibidores de tirosina cinasa.

A menudo, se requieren estudios de secuenciacién de nueva generacién (NGS) para identificar
estas fusiones génicas en la LLA-T, ya que muchos de estos reordenamientos no se detectan
mediante cariotipo convencional.

Sin embargo, debido a la complejidad de la base genética para el desarrollo de neoplasias
hematoldgicas, existen muchos otros rearreglos gendmicos que es posible encontrar en los
pacientes con estos padecimientos.

En las tablas 6, 7 y 8, asi como en la figura 10, se describen las alteraciones citogenéticas mas
frecuentes en la LLA, LMA y SMD.?’

Tabla 6. Caracteristicas citogenéticas, moleculares y clinicas de las aberraciones
cromosémicas asociadas a la leucemia mieloide aguda (LMA)*®

Alteracion Hallazgos oL . L L
S moleculares Sexo Edad Caracteristicas clinicas Prondstico
t(1;16)(p31;924) ?gIA/CBFAZ M>F 1 Eritroleucemia Pobre

t(1:11)(p32:023) MLL/EPS15S  F=M 7  Mielomonocitica/monoblasti 1y,
ca/monocitica, de novo

LMA megacarioblastica, no

t(1;22)(p13;913) I\R/IBK'\L/I115_ F>M <1 relacionada con sindrome Intermedio
Down
) ) MLL- _ Mielomonocitica/monoblasti
1(1:11)(921;023) MLLT11 F=M 2 ca/monocitica, de novo Favorable
t(4;11)(q21;g23) MLL-AFF1  FsM <1  Mielomonocitica/monoblasti g
ca/monocitica
] ) MLL— Mielomonocitica/monoblasti
(5:11)(431;023) ARHGAP26 M>F <1 ca/monocitica, de novo No claro
) ) NUP98- Mielomonocitica/monoblasti
¥(5:11)(q35:p15) NSD1 M>F <15 ca/monocitica, de novo Pobre
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t(5;17)(q35;921)
t(7;12)(g36;p13)

inv(8)(p11q13)
Rearreglo

t(10;11)(p12;914)
t(11;12)(p15;p13)
t(11;17)(g23;q12)

t(11;19)
(923;p13.3)

inv(16)(p13g24)

t(X;6)(p11;923)

Rearreglo
Xg24/11923

Tabla 7. Caracteristicas citogenéticas,

NPM1-

RARA F=M
Disregulacion _
MNX1 F=M
KAT6A—

NCOA2 i
MLL—

MLLT10 M>F
NUP98— _
KDM5A F=M
MLL-MLLT6 = F=M
MLL-MLLT1 = F=M
CBFA2T3-

GLIS2 F>M
MYB-GATAL M>F

MLL-SEPT6 F=M

<15

<1

15

15

<1

<1

moleculares y clinicas de las

LMA promielocitica, no
bastones de Auer

Favorable

Diferenciacién minima/sin

maduracion
Eritrofagocitosis,
monoblastica

Monoblastica, de novo

Pobre

Pobre

Pobre

LMA megacarioblastica, no

relacionada con sindrome

Down

Pobre

Mielomonocitica/monoblasti

ca/monocitica, de novo
LMA relacionada a

tratamiento,

mielomonocitica/monoblasti

ca/monocitica

LMA megacarioblastica, no
relacionada con sindrome

Down
LMA basofilica,

hiperhistaminemia
LMA con maduracién,
mielomonocitica, de novo.

cromosdémicas asociadas a la leucemia linfoide aguda (LLA).*°

Alteracion
cromosomica

Alta hiperdiploidia

Casi haploide
Alta hipodiploidia

Trisomia 5

t(1;5)(921;933)
t(1,7)(p32;934)

t(1;14)(p32;q11)
t(2;8)(p11;024)
t(4;11)(q21;923)
del(5)(932g33.3)
1(5;9)(922;934)
t(5;14)(q35;932)
1(6;11)(g27;923)
del(7)(p12.2p12.2)

Genes
relacionados
Ganancia de
cromosomas

completos.

Ganancia de
cromosoma 5
completo

MEF2D, CSF1R

TAL1, TRB

TAL1, TRA/TRD

IGK, MYC
AFF1, MLL

EBF1, PDGFRB

SNX2, ABL1

TLX3, BCL11B

MLLT4, MLL
IKZF1

Caracteristicas clinicas

Pre-B temprana
CD10+

Pre-B
LinajeBy T

Pre-B

Pre-B
LLA linaje T

LLA linaje T

LLA linaje B maduro
Pre-B temprana.
CD10-, CD19+.

Pre-B
Pre-B
LLA linaje T
LinajeBy T
Comdn, pre-B

Pobre

Pobre

Intermedio
Pobre

Poco claro

Poco claro

aberraciones

Prondstico

Favorable

Pobre
Pobre

Pobre

Incierto
Mejor que otras
variantes en linaje T
Mejor que otras
variantes en linaje T
Favorable

Pobre

Pobre
Pobre
Pobre
Pobre
Pobre
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t(7;19)(q34;p13)
1(8;14)(g24,;932)
dic(9;12)
(p11~12;p11~13)
dic(9;20)(p13;911)
1(9;22)(q34;q11)
t(10;11)(p12;914)
t(10;14)(g24;911)
1(11;19)(g23;p13.3)
t(12;21)(p13;922)
Rearreglos 15q13~15
t(17;19)(g22;p13)
del(21)(q22.2922.2)
IAMP21

t(X;14)(p22;932)/

t(Y:14)(p11;932)
del(X)(p22.33p22.33)/
del(Y)(p11.32p11.32)

TRB, LYL1
MYC, IGH

PAXS5, ETV6
PAX5
ABL1, BCR
MLLT10, PICALM
TLX1, TRA/TRD

MLL, MLLT1
ETV6, RUNX1

HLF, TCF3
ERG
?RUNX1

IGH, CRLF2

P2RY8, CRLF2

Linaje T Pobre
LLA linaje B maduro Variable
Pre-B Favorable
Pre-B Pobre
Pre-B Extremadamente
pobre
LLA linaje T Pobre
LLA linaje T, temprana Mejor que otras
cortical. variantes en linaje T
Pre-B Pobre
Pre-B Favorable
Linaje B Estandar
Pre-B, variante de (1;19) Extremadamente
pobre
Pre-B Bueno
Comdn, Pre-B Extremadamente
pobre
Pre-B Intermedio
Pre-B Intermedio

Tabla 8. Alteraciones cromosOmicas recurrentes en los sindromes mielodisplasicos

Consecuencia

(SMD).*®
Alteracion . Genes
Enfermedad cromosdémica Frecuencia relacionados
Desbalanceados
+8 10%
-7/del(7q) 10%
del(5q0)/t(5q) 10%
del(20q) 5-8%
-Y 5%
i(17q)/t(17p) 3-5% TP53
-13/del(13q) 3%
del(11q) 3%
del(12p)/t(12p) 3%
MD
S del(9q) 1-2%
idic(X)(g13) 1-2%

Balanceados
t(1;3)(p36.3;921.3) 1% MMEL1/RPN1
t(2;11)(p21;923.3) o

/t(1123.3) 1% KMT2A/MLL
inv(3)(g21.3926.2) 104 RPN1/
14(3;3)(21.3;026.2) 0 MECOM/EVI1

Pérdida de funcién,
respuesta a dafio de DNA

Disregulacion de MMEL1
Activacion transcripcional
Proteina de fusion
KMT2A
Regulacion
transcripcional alterado
Incremento en la
expresion de MECOM.
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t(6;9)(p22.3;934.1)

—=7/del(7q)
del(5g0)/t(5q)
dic(5;17)(q11.1-
13.3; p11.1-13)
der(1;7)(g10;p10)

SMD
relacionado
a
tratamiento

t(3;21)(g26.2;922.1)

t(11;16)(g23.3;p13.3)
/t(11923.3)

Mieloide

del(7q)
del(12p)
del(17p)
del(20q)
inv(12)
del(11q)
del(13q)

t(3:3)
t(3;5)
t(5;12) trisomia 11

t(9;22)

trisomia 8

1% DEK/NUP214
50%
40-45%
5% TP53
3%
MECOM/
0,
3% RUNX1
KMT2A/MLL
[0)
2% CREBBP
Linfoide

t(11;18)
t(14:18)
trisomia 3
trisomia 18

Regulacion
transcripcional alterada
Proteina de fusion
Proteina de poro nuclear.

Pérdida de funcion,
respuesta a dafio de DNA

Gen de fusion MECOM-
RUNXZ1, lo que lleva a la
pérdida de RUNX1y
sobreexpresion de
MECOM.
Transcripcional alterada
regulacion
Proteina de fusién
KMT2A
Regulacion
transcripcional alterado

Figura 10. Alteraciones
cromosOmicas frecuentes en
trastornos hematooncolégicos
mieloides y linfoides, asi como
su morfologia. Modificada de
Heim, S., & Mitelman, F. (2015).
Cancer cytogenetics.
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7. Planteamiento del problema

Las neoplasias hematoldgicas son la causa principal de mortalidad infantil en México y a nivel
mundial.

La leucemia aguda es la causa més frecuente de mortalidad por enfermedad entre los nifios a nivel
mundial, especialmente en paises en desarrollo. En estas regiones, el incremento de casos con mal
prondstico y riesgo de recaidas tempranas ha destacado la urgencia de abordar esta enfermedad
como una prioridad de salud publica.

En México, la leucemia aguda constituye la mitad de los casos de leucemia infantil, con una
incidencia estimada de aproximadamente 49.5 nuevos casos por millén de habitantes al afio.

El Hospital Infantil de México Federico Gomez se considera un centro de referencia a nivel nacional
para patologias oncolégicas y de alta complejidad. Se estima que al afio se reciben alrededor de
300 a 400 pacientes de recién diagndéstico oncolégico, por lo que es de suma importancia el
abordaje diagndstico que se establece.

Segun las guias internacionales, dentro de las herramientas necesarias para la estadificacion de
las neoplasias hematologicas es necesario realizar un inmunofenotipado, busqueda de las
alteraciones cromosomicas mas frecuentes mediante diferentes metodologias (panel de
translocaciones) y el cariotipo en médula 6sea, ya que estos sirven como herramientas diagnosticas,
pronosticas y algunos casos para la eleccion de un tratamiento individualizado, segun sea la
alteracion citogenética encontrada.
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8. Pregunta de investigacion

¢, Cuales seran las variantes citogenéticas identificadas en el cariotipo en médula ésea de pacientes
pediatricos con sospecha de neoplasia hematoldgica en el periodo comprendido de enero 2023 a
abril 2024 atendidos en el Hospital Infantil de México Federico Gomez?
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9. Justificacion

La mayoria de los canceres de la sangre poseen reordenamientos estructurales cromosomicos
recurrentes, por ejemplo, deleciones, inversiones, isocromosomas Yy translocaciones. Segun la
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de los tumores de tejidos
hematopoyéticos y linfoides, las anomalias cromosémicas recurrentes Unicas se asocian con
caracteristicas clinicas y patoldgicas, asi como un impacto en el pronéstico. !

En México, el cancer infantil representa la principal causa de mortalidad por enfermedad en nifios
de 5 a 14 afios. Se estima que cada afio se presentan 2,000 casos nuevos en menores de 18 afios,
siendo la leucemia linfoide aguda la neoplasia mas frecuente.

La implementacion de estrategias para el diagnostico preciso y oportuno de la LLA, como lo es el
cariotipo en médula 6sea, influye de forma directa en la identificacion y supervivencia de estos
padecimientos.

Al no realizarse de forma rutinaria en nuestra Institucion, desconocemos el impacto de la realizacion
del cariotipo en médula ésea y la bausqueda intencionada de variantes citogenéticas especificas de
la sospecha neoplasica.

La identificacion de variantes citogenéticas especificas, junto con pruebas complementarias como
lo son la realizacién de inmunofenotipo y panel de alteraciones cromosomicas, nos ayudara a
mejorar el diagnéstico de los pacientes por medio de cambios en su clasificacién, manejo y
prondstico, asi como brindar una atencion de mayor calidad a ellos y sus familias.

La implementacion del cariotipo en médula 6sea nos podria acercar a lo descrito por los estandares
internacionales para un adecuado abordaje y seguimiento nuestros pacientes con neoplasias
hematolégicas.
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10. Hipotesis

Se encontrardn alteraciones citogenéticas en el cariotipo en médula 6sea de pacientes con

neoplasias hematoldgicas similar a lo reportado en la literatura internacional.
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11. Objetivos
a. Generales:

Describir las variantes citogenéticas encontradas en el cariotipo de médula 6sea de pacientes
pediatricos con neoplasias hematologicas referidos por parte del servicio de Hematologia y
Oncologia Pediatrica del Hospital Infantil de México Federico Gomez, en el periodo comprendido
de enero 2023 a abril 2024.

b. Especificos:
Determinar la frecuencia de las alteraciones encontradas en cariotipo de médula dsea.

Relacionar los resultados del cariotipo en médula 6sea con las indicaciones de envio de las
muestras.
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12. Métodos

a. Disefio de estudio

- Descriptivo, observacional, transversal y prospectivo.

b. Poblacion de estudio
- Pacientes atendidos en el Hospital Infantii de México Federico Gémez en el periodo
comprendido entre enero 2023 a abril de 2024, con sospecha diagnostica de neoplasia

hematoldgica.

c. Criterios deinclusién
- Pacientes de primera vez con sospecha diagnéstica de neoplasia hematologica que

contaran con aspirado de médula 6sea para andlisis citogenético
- Edad menor a 18 afios

d. Criterios de eliminacion

- Pacientes con muestra de médula 6sea coagulada
- Pacientes con muestra médula 6sea contaminada

- Pacientes en que los que la muestra de médula ésea se haya utilizado otro anticoagulante
que no sea heparina de sodio.

e. Tamafio de la muestra
- No probabilistico, por conveniencia

Se realiz6 la digitalizacién de la informacion recabada de cada paciente mediante una base de datos

en un documento de Excel para el posterior analisis de los datos.

f. Procedimiento

Muestra fresca

sin fijar

Aspirado de Médula

oOsea

Heparina sédica sin
conservadores
(sangre/MO)

INFORME <«—

Figura 11: Algoritmo para andlisis citogenético

Correlacion con datos
clinicos, paraclinicos

y morfoloégicos

«—— ANALISIS «—

Coleccion estéril

]
CULTIVO
i
Estimulante mitético

l

Detencion de la
divisén celular

i
COSECHA

!
Tincién
i

Fotomicrografia
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13. Analisis estadistico

e Descripcion de frecuencias
e Medidas de tendencia central

e Los datos obtenidos se graficaron en tablas de frecuencia, graficas de barras, graficas de
pastel.
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14. Tabla 9. Descripcion de variables

Variable
Edad

Sexo

Neoplasia
hematolégica

Alteracion
cromosoémica
numeérica

Euploidia

Aneuploidia

Alteracion
cromosomica
estructural

Delecién

Inversion

Translocacion

Categoria
Cuantitativa
Continua
Cualitativa
Dicotomica

Cualitativa
Categorica

Cualitativa

Categoérica

Cualitativa
Categoérica

Cualitativa
Categoérica

Cualitativa
Categorica

Cualitativa
Dicotémica

Cualitativa
Dicotdmica

Cualitativa
Dicotémica

Definicion
Tiempo que ha vivido
una persona
Condicion organica,
masculina o femenina
Enfermedad
neoplasica que afecta
los 6rganos
encargados de
producir células
sanguineas,
caracterizada por la
proliferacion maligna
de leucocitos
Pérdida o ganancia de
uno o varios
cromosomas
Variaciones en el
namero normal de
cromosomas (2n),
pero que son multiplos
del nimero haploide
Ganancia o
pérdida de
cromosomas
individuales, no
multiplos del nimero
haploide

Cambios en la forma o
estructura de los
cromosomas

Existe pérdida de
material cromosomico
Reorganizacion
genética dentro de un
mismo cromosoma
gue implica dos
rupturas separadas
para crear un
segmento que se
invierte 180°
Intercambio de
segmentos

Escala de medicién
ARos
meses
Masculino
Femenino

Leucemia linfoide
aguda
Leucemia mieloide
aguda
Sindrome
mielodisplasico

Euploidias
Aneuploidias

Hipodiploide
Hiperdiploide

Trisomia
Monosomia

Delecion
Duplicacién
Inversion
Insercion
Isocromosoma
Cromosoma en
anillo
Cromosoma
marcador
Translocacion
Presente
Ausente

Paracéntrica
Pericéntrica

Presente
Ausente
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Cromosoma marcador

cromosoémicos entre

dos o mas
cromosomas
Cromosomas
L equefos cuya
Cualitativa . Ped . y_, . Presente
e identificacion es dificil
Dicotomica Ausente

debido a su tamafio y
forma
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15. Resultados del estudio

En el periodo comprendido de enero 2023 hasta abril del 2024 se recibieron 40 muestras de médula
Osea para el estudio de cariotipo de pacientes provenientes de los servicios de Hematologia y
Oncologia pediatrica, del Hospital Infantil de México Federico Gémez. Dichas muestras cumplian
con las caracteristicas para la obtencion de éstas, descritas en el anexo 1.

Al ser un laboratorio que realiza cariotipo en sangre periférica y poder implementar e incorporar
como estudio el cariotipo en médula 6sea, primero se estandarizé el tiempo de cultivo para la
obtencion de material celular y que se tuviesen metafases con la calidad para ser analizadas.

De las 40 muestras recibidas, las primeras 23 muestras se procesaron dependiendo de la cantidad
de muestra enviada y de la sospecha de diagnostico, de forma directa, asi como, uno o dos tubos
mas en un cultivo celular con medio MarrowMax® en un tiempo de 24, 48 y/o 72 horas, con el
objetivo de estandarizar el tiempo necesario de cultivo para las obtener crecimiento celular y
metafases.

Para implementar de manera rutinaria el estudio, se establecio que las muestras se procesarian en
dos tubos con dos tiempos diferentes, un tubo con proceso directo y un tubo en cultivo de 48 horas,
siempre y cuando tuvieran suficiente cantidad, por lo que, las 17 muestras restantes se procesaron
de esa manera (el proceso completo de la técnica se encuentra en los anexos 2 al 8).

Todo el material obtenido, fue posteriormente teflido con bandas GTW (Tripsina - Wright - Giemsa)
y analizado al microscopio

Para reportar los resultados se utilizo el Sistema Internacional de Citogenémica Humana 2020
(ISCN), segln el apartado descrito para las neoplasias (capitulo 11).28

Los cariotipos de los pacientes se clasificaron de acuerdo con la ploidia (hipodiploide, diploide,
hiperdiploide); asi como la presencia o ausencia de alteraciones cromosémicas, y en el caso de
presentar un cariotipo alterado, estas alteraciones se subdividieron en numéricas y estructurales.

a) Sexo

De los 40 pacientes estudiados en este trabajo, se encontré una proporcion casi similar para el sexo
femenino (F) y masculino (M), siendo para el primero un total de 21 casos correspondiente a un
52%, y para el sexo masculino 19 casos, con un porcentaje de 48% (gréfica 1).
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EFEM

Gréfica 1. Porcentaje de sexos afectados.
b) Edad

Se encontr6 que la edad mas frecuente de los pacientes estudiados en este periodo fue de 2 afios,
siendo 8 casos incluidos en ese grupo, Los segundos grupos en frecuencia fueron aquellos de 5, 7
y 9 afios, con 4 casos en cada grupo (grafica 2).

El promedio calculado para la edad fue de 6.95 afios.

Frecuencias

N w

=

8
8
7
6
5
4 4 4
3 3 3
2 2

1 1 1 1 1 1 1
0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 00 11 12 13 14 15 16 17 18
Edad (afios)

Grafica 2. Frecuencia de casos por edad medida en afios.
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c) Indicacion de cariotipo en médula 6sea

Se refirieron diferentes patologias para la realizacion de cariotipo en médula 6sea, desde aquellos
pacientes en los que se contaba con la sospecha de alguna neoplasia hematoldgica (LLA, LMA,
leucemia aguda de linaje mixto), sindromes mielodisplasicos, sospecha de recaida de leucemia
previa; hasta entidades no oncoldgicas que se agruparon el en apartado de “otros”.

Dentro del grupo de las de neoplasias hematologicas, la indicacion de envio mas frecuente fue la
sospecha de leucemia linfoblastica aguda con 19 pacientes.

Por otro lado, en el grupo de “otros” se incluyeron diferentes indicaciones, como sindromes
hipereosinofilicos (2 casos), 1 caso con diagndstico de sindrome de falla medular, 1 caso de anemia
aplasica grave, 1 caso de mielofibrosis primaria, 1 caso de linfoma T cutaneo, 1 caso con sospecha
de enfermedad de Gaucher y 1 caso con diagnostico de trombocitopenia inmune crénica (grafica 3)

® Linaje mixto  ®mLLA LMA Otros ®mRecaida ®SMD

Grafica 3. Indicaciones para la realizacion de cariotipo en médula 6sea.

d) Estudios complementarios

Se incluy6 en esta categoria aquellos pacientes en los que se realizé la inmunotipificacion por medio
de citometria de flujo y el panel de translocaciones disponible en nuestro hospital HEMAVISION®,
en el cual se pueden detectar 27 transcritos resultantes de 27 variantes citogenéticas diferentes,
relacionadas con diversas neoplasias hematologicas (anexo 9).
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De los 40 pacientes recibidos en este periodo, el 62.5% contaba con la realizacion de
inmunofenotipo, en el 32.5% no se tenia solicitado y en el 5% restante, no se pudo llevar a cabo el
estudio por tratarse de una muestra coagulada.

Por otro lado, de los 40 pacientes estudiados, en el 30% no se habia solicitado panel de
translocaciones, en un caso no se pudo acceder a dicha informacion porque se trataba de un
paciente externo y en el 67.5% restante, se realizo y se contaba con resultado de dicho estudio.

De los 27 pacientes en los que se tenia un resultado del panel de translocaciones, 5 pacientes
(20.8%), presentaron una alteracion citogenética detectable mediante la reaccion de la cadena de
la polimerasa en tiempo real (RT-PCR), el resto de los pacientes (22 casos) tuvieron un resultado
negativo para este panel.

Las alteraciones encontradas en estos pacientes fueron las siguientes:

t(12;21)(p13,922)
t(1;19)(q23;p13)
inv(16)(p3;922)
1(9;22)(q34;q11)
t(1;19)(q23;p13)

arNE

e) Crecimiento

Se obtuvo un crecimiento celular en 38 muestras (95% del total de casos). Sin embargo, en 4
muestras a pesar de contar con crecimiento, no se encontraron metafases adecuadas para llevar a
cabo un analisis. En 34 casos, lo que corresponde al 89%, si se obtuvo un resultado, y dos de estas
34 muestras contindan siendo analizadas.

De ser posible el analisis bajo el microscopio se debe realizar en 25 metafases, sin embargo, no
todas las metafases obtenidas tuvieron un buen extendido para realizar un analisis completo de los
cromosomas (figura 12), en esos casos, solo se reportaron las células que se pudieron observar
adecuadamente en las laminillas de cada paciente.

El nivel de resolucion fue de 300 hasta 425 bandas, por ello no se descartan otro tipo de alteraciones
estructurales menores a 10 Mb por este método.

.’-0:""

Figura 12. La imagen A y B muestran metafases que no es posible analizar; la imagen C,
muestra una metafase analizable.
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f) Ploidia

De las 34 muestras en las que se cont6 con metafases para el andlisis, se encontré que 17 muestras
contaban con un cariotipo diploide (2n=46 cromosomas), lo que corresponde al 50% de esta
muestra. Por otro lado, 11 muestras (34.7%) evidenciaron una hipodiploidia, es decir, se presentaba
un numero cromosémico menor al diploide (<46 cromosomas). Sélo en 6 muestras (17.6%) se
encontraron células con un complemento cromosémico mayor al diploide normal, lo que de
denomina hiperdiploidia (>46 cromosomas) (gréfica 4).

Es importante sefialar que el hecho de que se tratara de un cariotipo diploide considerado como
“‘normal”, no descarta que ese paciente pudiera presentar alguna alteracion estructural, ya que
algunas de estas alteraciones no modifican el niumero diploide.

En la figura 13 y 14, se ejemplifica la clasificacion de las ploidias y como se visualizaban las
metafases para en el caso de ser hipodiploide, diploide e hiperdiploide.

32.4%

m Diploide Hiperdiploide ® Hipodiploide

Gréfica 4: Clasificacion de acuerdo con la ploidia, representada en porcentaje
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Figura 13. En la imagen A se muestra una metafase con hipodiploidia, en la imagen B una
metafase diploide y en laimagen C, una imagen hiperdiploide.
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Figura 14. Cariograma de paciente con cariotipo hiperdiploide en el que se observa en la
mayoria de los cromosomas 4 copias, por lo cual se clasifica como cercano a la tetraploidia
(imagen A), metafase el mismo paciente (imagen B).

g) Cariotipos

De las 34 muestras obtenidas, aun 2 pacientes se encuentran en analisis citogenético, por lo cual
aun no se cuenta con un resultado del cariotipo y no se incluyeron en este trabajo.

De los 32 restantes, se report6 como un cariotipo normal en 12 pacientes, lo que corresponde al
37.5% de la muestra. En el 62.7% restante (20 pacientes), se report6 como un cariotipo alterado,
ya sea alteraciones estructurales (translocaciones, inversiones, deleciones o material adicional),
numeéricas (monosomias o triploidias) o la coexistencia de ambas (gréfica 5).
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Gréfica 5. Porcentaje de resultados normales y alterados, asi como, tipo de alteraciones
cromosdémicas encontradas.

De los resultados de los cariotipos alterados se seleccionaron los siguientes casos para una
descripcion mas detallada.

e Paciente con sindrome de Down y delecién del brazo largo del cromosoma 7

Se trataba de un paciente femenino de 1 afio, previamente referida a esta Institucion por Consulta
Externa por sospecha de mielofibrosis, sin embargo, a la valoracién por parte de Hematologia se
encuentra con 36% de blastos en sangre periférica y DHL en 440 UI/L. Por lo que se inici6 abordaje
por sospecha de leucemia aguda con riesgo de lisis tumoral.

Esta paciente contaba con diagnéstico extrainstitucional de sindrome de Down, sin referir resultado
de variante citogenética, asi como hipotiroidismo congénito en tratamiento y control.

Se realiz6 aspirado de médula 6sea con toma de biopsia, y se solicité la inmunotipificacién, el panel
de translocaciones HEMAVISION® y cariotipo en medula 0sea.

Al extendido en laminilla se observa médula 6sea hipocelular +++/ diluida, no se aprecia trauma ni
megacariocitos. Bastos: 24%, mieloides 8%, juveniles 4%, bandas: 6%, segmentados: 8%,
linfocitos: 48%, monocitos 2%, se describieron los blastos de caracteristicas mieloides.

El resultado de citometria de flujo reporto 14% de bastos detectados, con un perfil de expresion
compatible con marcadores mieloides CD117 66%, CD71 59%,

Se reporté como negativo el resultado obtenido del panel de translocaciones, sin poder identificar
ninguna de los 27 transcritos analizados mediante RT-PCR.

Por parte del departamento de Citogenética se realizod el proceso previamente descrito para la
obtencién de material analizable, y se revisaron 25 metafases con un nivel de resolucién de 300 —
400 bandas.
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Los resultados fueron los siguientes:

47 XX,del(7)(q22),+21c[20]/47,XX,+21c[5]

En 20 metafases se encontré una delecion del brazo largo del cromosoma 7 en la region 2 banda
2, en las 5 metafases restantes no se evidencio la alteracion estructural del cromosoma 7.

En las 25 metafases se encontré una trisomia libre del cromosoma 21, por lo que se denomina una
alteracion constitutiva (c). Esta alteracion numérica se considera concordante con el diagndéstico de
sindrome de Down que presenta la paciente, ya que este fenotipo esta causado hasta en el 95% de
los casos por una trisomia libre del cromosoma 21.

Por otro lado, aunado a la trisomia 21 constitutiva y la delecién de 7q visualizada en 20 células, se
encontré6 que la paciente presentaba mas de 2 células con un cariotipo hiperdiploide (>46
cromosomas), por lo cual se consigné dentro de este grupo de acuerdo con su ploidia (figura 15y
16).
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Figura 15: Cariograma en el que se visualiza la copia extra del cromosoma 21(+21) en el
recuadro rojo, asi como la delecion del brazo largo del cromosoma 7 sefialada por la flecha
negra (del7q).
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Figura 16: Se visualiza la
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e Paciente con cariotipo complejo e inversién del cromosoma 16

Se trataba de paciente femenina de 15 afos, quién es referida a esta Institucién para atencién de
un centro hospitalario de tercer nivel. En el hospital de origen se inicia abordaje de sindrome
infiltrativo por presentar adenopatias retroauriculares, adenopatias cervicales, hepatomegalia, asi
como un sindrome anémico y hemorragico, astenia y adinamia.

Dentro de nuestra Institucion como abordaje del sindrome infiltrativo, se decidi6 realizar aspirado
de médula ésea con toma de biopsia, se solicitd la inmunotipificacion, el panel de translocaciones
HEMAVISION® asi como el cariotipo en medula 6sea.

El resultado de citometria de flujo reporto 45% de bastos detectados, con un perfil de expresion
compatible con marcadores mieloides CD13 81% CD117 73%, CD33 69%.

El panel de translocaciones detect6é mediante RT-PCR la presencia del transcrito correspondiente
a la inversion pericéntrica del cromosoma 16 inv(16)(p3;922)

Por parte del departamento de Citogenética se realizod el proceso previamente descrito para la
obtencién de material analizable, y se revisaron 20 metafases con un nivel de resolucion de 300 —
400 bandas.

Los resultados fueron los siguientes:

46~48,XX,+8[2],+11[2],2del(11)(g23)[9], 2inv(16)(p13q22)[5],+22[3][cp14]/46,X X[5]
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Cariotipo compuesto [cp13]:

- 46,XX,?del(11)(q23)[7]

- 46,XX,?inv16(p13922)[3]

- 47,XX,+11,?2del(11)(g23)[1]

- 48,XX,+11,?2del(11)(g23),+22[1]

- 48,XX,+8,?inv(16)(p13qg22),+22[2]

En 13 de ellas se observé un cariotipo compuesto de 46 a 48 cromosomas que comparten la
presencia de los cromosomas 8, 11 y 22 extras en al menos 2 células. Se identificé una probable
(?) delecion en los brazos largos del cromosoma 11 en 23 y la presencia de una probable (?)
inversion pericéntrica en el cromosoma 16 (figura 17). Solo se incluyeron en la nomenclatura,
aguellas alteraciones que se presentaban en al menos dos células y se encuentran descritas en la
literatura para la leucemia mieloide aguda.

La deteccioén de la inversion pericéntrica del cromosoma 16 fue concordante mediante la realizaciéon
de 2 técnicas diferentes, el andlisis de metafases por medio del cariotipo en médula 6sea
(citogenética) y la deteccién del transcrito mediante del panel HEMAVISION® (molecular).

Por la identificacién de la inversion del cromosoma 16, se estadific a la leucemia mieloide aguda
como de bajo riesgo.

Por otro lado, se encontr6 que la paciente presentaba mas de 2 células con un cariotipo
hiperdiploide con tendencia hacia los 48 cromosomas, por lo cual se consigné dentro de este grupo
de acuerdo con su ploidia.
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Figura 17. Imagen A, cariograma 48,XX,+8,?inv(16)(p13g22),+22. Imagen B, Metafase
47,XX,+11,?del(11)(g23) la flecha roja sefiala una probable delecion de brazo largo del
cromosoma 11 en g23.
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e Paciente con translocacion (9;22)(g34;911) y monosomia del 9

Se trataba de un paciente masculino de 7 afos, referido a esta Institucion por sospecha diagndstica
de leucemia linfoblastica aguda pre-B por inmunofenotipo externo, para abordaje integrar y manejo
por unidad médica de tercer nivel.

Presentaba un sindrome anémico y sindrome infiltrativo de 1 mes de evolucion, con pérdida de peso
inintencionada de mas de 10 kilos en el Gltimo mes, asi como astenia y adinamia, acompafada de
nausea, mareos y cefalea.

Como abordaje inicial se solicito aspirado de médula dsea con toma de biopsia, la
inmunotipificacién, el panel de translocaciones HEMAVISION® y cariotipo en medula 6sea.

El resultado de citometria de flujo reporto 84% de bastos detectados, con un perfil de expresion
compatible con marcadores linfoides B CD10 100%, CD19 100%, CD9 100%, CD123 100%, CD22
95%.

El panel de translocaciones detecté mediante RT-PCR la presencia del transcrito correspondiente
a la translocacion (9;22)(q34;q11)

Por parte del departamento de Citogenética se realiz6 el proceso previamente descrito para la
obtencion de material analizable, y se revisaron 15 metafases con un nivel de resolucion de 300 —
400 bandas.

Los resultados fueron los siguientes:

45~46,XY,-9[3],der(22)t(9;22)(q34:q11)[4]/46,XY[11]

Se identifico en 11 células, la presencia de un derivado 22, producto de una translocacion entre el
brazo largo del cromosoma 9 en la regién 3 banda 4 y el brazo largo del cromosoma 22 en la regiéon
1 banda 1 (figura 18).

A su vez, se encontraron 3 metafases con una monosomia del cromosoma 9, lo que resultaba en
un cariotipo hipodiploide (figura 19).

La deteccion de la translocacion (9;22) fue concordante mediante la realizacion de 2 técnicas
diferentes, el andlisis de metafases por medio del cariotipo en médula 6sea (citogenética) y la
deteccidn del transcrito mediante del panel HEMAVISION® (molecular).

En estos casos seria ideal la confirmacion por medio de la realizacion de FISH (citogenética
molecular), con sonda secuencia especifica para esta translocacion ya que el impacto en el
tratamiento es sumamente importante.

Con base en la identificacion de la translocacion 9;22 en el paciente, un rearreglo de buen pronéstico
de tratarse de una LLM, la leucemia linfoide aguda se clasific6 como de alto riesgo, y se inicié
tratamiento especifico con inhibidor de BCR-ABL1.
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Figura 18. Cariograma del paciente donde se identifica la presencia de un derivativo 22,

t(9;22)(q34;911) flecharoja.
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Figura 19. Cariograma del paciente donde se evidencia la monosomia 9, recuadro rojo.
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e Paciente con LMA y delecién del brazo largo del cromosoma 5

Se trataba de un paciente masculino de 9 afos, que era conocido por multiples servicios en nuestro
hospital por presentar los siguientes diagnésticos: diferencia del desarrollo sexual 46,XY, secuelas
de labio y paladar fisurado, OP de fisura nasoalveolar y queiloplastia, OP de plastia inguinal bilateral
laparoscépica.

Ingresa a la consulta de urgencias por presentar astenia y adinamia de 3 dias de evolucion, subita,
progresiva. Adenopatias cervicales de 24 horas de evolucion, de inicio subito, progresivas,
dolorosas a la palpacién, fiebre asociada a piloereccion y diaforesis, ictericia y coluria.

Se corroboran las adenopatias cervicales, ademas de axilares e inguinales, asociadas a
hepatomegalia por lo que se inicia abordaje para sindrome infiltrativo versus falla hepética aguda
versus sindrome hemofagocitico.

En la citometria de flujo no se detectaron células fenotipicamente compatibles con blastos
leucémicos, con una celularidad linfocitos 5.6%, neutréfilos 86%, monocitos 4.7% células rojas
binucleadas 3.2%, células progenitoras mieloides 0.44%.

Se reportdé como negativo el resultado obtenido del panel de translocaciones, sin poder identificar
ninguna de los 27 transcritos analizados mediante RT-PCR.

Por parte del Laboratorio de Citogenética, se procesé la muestra de médula ésea, sin obtener
metafases para su analisis, sin embargo, se decidié realizar el estudio molecular de Hibridacion
Fluorescente in situ (FISH), de acuerdo con la frecuencia de las alteraciones citogenéticas
reportadas para LMA y la disponibilidad de los reactivos, ya que se utilizaron sondas empleadas
para diagnostico de sindromes de microdelecion (sindrome de Cri-du-Chat y sindrome de Williams).

Se realiz6 la técnica con las sondas de secuencia Unica: LS| EGR1 (5¢g31) espectro naranja, como
sonda control D5S23, D5S721 (5p15.2) espectro verde y LSI D7S486, D7S522 (7g31) espectro
verde, como sonda control LSI ELN (7g11.23) espectro naranja, ambas de la marca Vysis®, en
muestra de sangre periférica, analizandose 250 nucleos interfasicos por cada sonda, encontrando
el siguiente resultado de acuerdo al Sistema Internacional de Nomenclatura para Citogenémica
Humana (2020), para nucleo interfasico:

46,XYc[25].nuc ish(D5S23,D55721x2,EGR1x1)[3/250],(D7S486,D7S522x2, ELNx2)[250]

El resultado de la hibridacion para el cromosoma 5 con la sonda D5S23, D5S721 y EGR1, en 247
células analizadas la presencia de ambas sefiales, mientras que en tres células se observé la
ausencia de la sonda EGR1 (naranja), dado el resultado, se puede observar que en al menos 3
células se observa delecion en el brazo largo del cromosoma 5 en la regién q31 (figura 20).

Para el andlisis del cromosoma 7 con la sonda D7S486, D7S522 y ELN se observo la presencia de

ambas sefiales estudiadas en los brazos largos de ambos cromosomas 7 en 250 células analizadas
(figura 21).
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Figura 20: Nacleos interfasicos con la sonda LSI EGR1 (5g31) espectro naranja, como sonda
control D5S23, D5S721 (5p15.2) espectro verde. Imagen A. Se observa la presencia de las
sondas verde (5p15.2) y naranja (5q31) en ambos cromosomas 5. Imagen B. Se observa la
ausencia de la sonda naranja EGR1 (5931) en uno de los cromosomas 5.

C

Figura 21: Imagen C. Nucleo interfasico con la sonda LSI D75S486, D7S522 (7q31) espectro
verde, como sonda control LSI ELN (7q11.23) espectro naranja. Se observo la presencia de
dos sefiales para las sondas naranja (7q11.23) y verde (7g31) de ambos cromosomas 7.

Ante la sospecha de una neoplasia hematoldgica, por la ausencia de blastos en la citometria de
flujo, las manifestaciones atipicas del paciente y los hallazgos en FISH (delecion 5q), no
descartamos que pudiera haberse tratado de un sindrome mielodisplasico.

En el anexo 9 se describen todas las variables analizadas de cada una de las muestras de médula
Osea.
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16. Discusion

Los resultados presentados en este trabajo sobre el proceso y andlisis de 40 muestras de médula
Osea para la realizacion de cariotipo en pacientes pediatricos referidos de los servicios de
Hematologia y Oncologia Pediatrica del Hospital Infantil de México Federico Gomez durante el
periodo de enero 2023 hasta abril 2024 revelan informacion significativa sobre la efectividad del
proceso y la caracterizacion citogenética de diversas patologias.

A continuacion, se realiza una discusion de los hallazgos principales:

La estandarizacion del procedimiento de cariotipo en médula 6sea fue fundamental para asegurar
la calidad del material celular y la obtencién de metafases analizables y se basé segun las directrices
americanas y espafiolas. 2%:3°

Las muestras se estandarizaron mediante el uso de medio MarrowMax® en tiempos de cultivo de
24, 48y 72 horas para determinar el tiempo éptimo para obtener metafases de calidad. Se estableci6
un protocolo en el que las muestras se procesaron en dos tubos: uno con proceso directo y otro con
cultivo de 48 horas. Este enfoque permitié obtener un crecimiento celular en el 95% de las muestras.

Esta estandarizacion es crucial para asegurar la reproducibilidad y la calidad del analisis
citogenético.!®

La distribucién por sexo de los pacientes fue bastante similar, con 52% de casos femeninos y 48%
masculinos. La edad promedio de los pacientes fue de 6.95 afios, con una concentracion notable
de casos en pacientes de 2 afios. Este dato es relevante porque la edad puede influir en la
presentacion y el prondstico de las neoplasias hematoldgicas.

Este hallazgo resalta la prevalencia de neoplasias hematolégicas en la primera infancia,
alineandose con estudios que indican que las leucemias agudas son mas comunes en este grupo
etario y en términos generales de leucemias sin predileccion de sexo.%!

Las indicaciones para el cariotipo en médula 6sea variaron, siendo la sospecha de leucemia
linfoblastica aguda (LLA) la mas frecuente con 19 casos. Otras indicaciones incluyeron sindromes
mielodisplasicos, sospecha de recaidas de leucemias previas y diversas entidades hematolégicas
no oncolégicas.

Sin embargo, es importante considerar que no en todas estas patologias podriamos encontrar
alteraciones citogenéticas relevantes para el diagnéstico, por lo cual tener una indicacion precisa
para la realizacion de este procedimiento es fundamental para que los resultados obtenidos en este
sean de utilidad clinica para el paciente.*

Un porcentaje significativo de pacientes (62.5%) contaba con estudios complementarios de
inmunofenotipo, mientras que el 67.5% tenia resultados del panel de translocaciones
HEMAVISION®. En este panel, 20.8% de los pacientes presentaron alteraciones citogenéticas
detectables mediante RT-PCR, incluyendo translocaciones como t(12;21) y t(9;22), comunes en
LLA y LMA respectivamente.

Estas herramientas complementarias son esenciales para una caracterizacion mas detallada de las
neoplasias hematoldgicas y pueden influir en el enfoque terapéutico.
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Sin embargo, se debe tener en cuenta que estas técnicas son no son mutuamente excluyentes, ya
gue existen alteraciones gendmicas que pueden ser visibles mediante una u otra técnica y es
necesario la realizacion de alguna otra prueba complementaria (FISH, RT-PCR, NGS o MOG) para
confirmar los hallazgos. 3

Se obtuvo crecimiento celular en el 95% de las muestras, aunque solo el 89% de ellas tuvo
metafases adecuadas para el analisis. En los casos en los que no se observd material de buena
calidad nos subraya la necesidad de continuar optimizando y mejorando las técnicas de cultivo
implementando el uso de otros reactivos como el Bromuro de Etidio, que permitan mejorar la
resolucion, asi como usar un tiempo de cultivo diferente a lo empleado en el laboratorio, como la
técnica de overnight que ha tenido éxito en otros laboratorios. 293¢

La resolucién alcanzada fue de 300 a 425 bandas, limitando la deteccion de alteraciones
estructurales menores a 10 Mb. La calidad de las metafases es un factor critico, ya que afecta la
capacidad de detectar alteraciones cromosémicas presentes. 3*

De las 34 muestras con metafases adecuadas, el 50% presentaba un cariotipo diploide, el 34.7%
hipodiploide y el 17.6% hiperdiploide. Estas distribuciones son consistentes con la literatura que
asocia ploidias anormales con peor pronéstico en leucemias.

En 32 muestras, 37.5% fueron cariotipos normales y 62.5% alterados, incluyendo tanto alteraciones
numéricas como estructurales, siendo lo mas frecuente tener cariotipos complejos en los que ambas
alteraciones coexistian.

Dado el tamafio limitado de la muestra poblacional analizada y la ausencia de datos sobre la
clasificacion de riesgo de cada neoplasia, ain no es posible hacer comparaciones con lo
documentado en la literatura. Por lo tanto, es crucial seguir utilizando esta técnica en el diagnéstico
de los pacientes en nuestro centro médico. Esto nos permitird generar nuestras propias estadisticas
en relaciébn con las anomalias citogenéticas y mejorar asi nuestro entendimiento de estas
enfermedades en nuestra poblacién especifica. La identificacion de alteraciones estructurales y
numeéricas es vital para el diagnéstico y pronéstico de las neoplasias hematoldgicas.

En el paciente con Sindrome de Down y delecién del cromosoma 7q, se detecté una delecién del
brazo largo de este cromosoma en 20 de 25 metafases, junto con una trisomia 21 en todas las
metafases, confirmando el diagnéstico de sindrome de Down. Hallazgo relevante por la trisomia 21
y delecién 7q, que implica un mal prondstico en leucemias. Este caso resalta la importancia de la
citogenética en la deteccion de alteraciones complejas que pueden influir en el manejo clinico.

El sindrome de Down, causado por la trisomia del cromosoma 21, esta asociado con un mayor
riesgo de desarrollar leucemias, especialmente leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia
megacarioblastica aguda (LMCA), debido a anomalias genéticas y moleculares que afectan la
hematopoyesis y la regulacion del ciclo celular.®®

Los nifios con sindrome de Down tienen un riesgo 10-20 veces mayor de desarrollar LLA. con una
edad de presentacion comunmente entre los 2 y 4 afios. Por otro lado, el riesgo para presentar una
leucemia mieloide aguda, especificamente M7 o megacarioblastica, es 500 veces mayor en los
primeros 5 afios de vida y esto se debe a la triple dosis del gen GATAL que se localiza en la regién
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critica del sindrome de Down, 21g22.3, lo cual conlleva en una Producciéon anormal de
megacarioblastos y la predisposiciéon a leucemia.®

Otro caso analizado fue en paciente con Inversion del cromosoma 16 y cariotipo complejo, donde
la combinacion de técnica citogenética y RT-PCR permiti6 identificar una inversion pericéntrica del
cromosoma 16, junto con otras alteraciones complejas. Este hallazgo individual de la inversién del
cromosoma 16 estratifica a la leucemia mieloide aguda dentro de un riesgo bajo, esto se debe a
que la inv(16) forma parte de las leucemias con anomalias de los genes del core-binding factor
(CBF-AML), las cuales responden bien a la quimioterapia convencional. Estudios han demostrado
que estos pacientes tienen una tasa de supervivencia libre de enfermedad y una tasa de
supervivencia global significativamente mejores en comparacién con otros subtipos de LMA.3¢

Sin embargo, en el contexto de este paciente hay que tener en cuenta que ademas de la inv(16) se
presentaba un cariotipo complejo, el cual se define por la presencia de tres 0 mas aberraciones
citogenéticas distintas y suele estar asociado con un pronéstico desfavorable en LMA.

Cuando esto ocurre, inv(16) y un cariotipo complejo, el prondstico se ve influenciado negativamente
a pesar de la presencia de inv(16). Estudios han mostrado que la coexistencia de inv(16) con otras
aberraciones cromosomicas complejas puede atenuar el prondstico favorable habitualmente
asociado con inv(16) sola. La presencia de multiples aberraciones genéticas puede indicar una
enfermedad mas agresiva y menos sensible a la terapia estandar, lo cual puede requerir enfoques
terapéuticos mas intensivos y personalizados.®’

Por lo cual, este caso evidencia la importancia de contar con un enfoque integral y algoritmo
estandarizado para la complementacién diagndstica con las técnicas necesarias para una correcta
clasificacion de las leucemias (figura 22).

Leucemia Astenia, adinamia, fiebre, pérdida de peso, sangrado, equimosis, sintomas
aguda relacionados con anemia, trombocitopenia, leucocitosis o leucopenia.
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MO: Médula 6sea, LLA: Leucemia linfoide aguda, LMA: Leucemia mieloide aguda, LPM: Leucemia promielocitica aguda.
Figura 22. Algoritmo para el diagndstico de leucemia aguda?®®
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El siguiente caso descrito involucraba a un paciente con un cromosoma derivado (22) resultante de
una translocacion (9;22) y una monosomia del cromosoma 9. Aunque la identificacion de esta
alteracion es caracteristica de la LMA, la translocacion t(9;22)(q34;g11), que forma el cromosoma
Filadelfia (Ph), es una alteracién genética significativa en la leucemia linfoblastica aguda (LLA). Este
rearreglo da lugar a la fusion de los genes BCR (en el cromosoma 22) y ABL1 (en el cromosoma 9),
produciendo una proteina quimérica BCR-ABL1 con actividad tirosina cinasa constitutiva, la cual
contribuye a la oncogénesis.®

La LLA Ph+ est4 asociada con un prondstico mas desfavorable en comparacion con la LLA Ph-. Los
pacientes suelen tener una tasa de remisidbn mas baja y una mayor tasa de recaida, asi como una
mayor resistencia a los regimenes de quimioterapia estandar, lo que hace necesario el uso de
tratamientos mas agresivos y especificos.3®

La deteccion de la translocacion (9;22) mediante dos técnicas diferentes confirmé el diagnéstico de
leucemia linfoblastica aguda (LLA) de alto riesgo. Este caso ejemplifica la necesidad de técnicas
confirmatorias adicionales como FISH para una caracterizacién precisa.

El altimo caso por discutir es sobre el paciente con delecion del cromosoma 5q, en el que, a pesar
de no obtener metafases, el uso de FISH permitié identificar una delecion en el cromosoma 5. La
delecién del brazo largo del cromosoma 5 (del(5q)) es una anomalia citogenética relevante en varias
neoplasias hematolégicas. En el contexto de un paciente sin blastos, pero con un sindrome
infiltrativo, la deteccion de una del(5q) puede tener implicaciones clinicas y pronésticas
significativas.

La delecién de 59 se asocia tipicamente con un subtipo especifico de sindrome mielodisplasico
conocido como sindrome del 5qg. Este subtipo se caracteriza por citopenias, especialmente anemia,
y megacariocitos hipolobulados en la médula 6sea. Generalmente, los pacientes con del(5q) tienen
un prongstico relativamente favorable comparado con otros subtipos de SMD, con una baja tasa de
progresion a leucemia mieloide aguda (LMA).

Aunque la del(5q) se asocia con un mejor pronéstico en SMD, la presencia de otras anomalias
citogenéticas puede influir negativamente en el prondstico. Por lo tanto, la deteccién de del(5q) debe
ser evaluada en el contexto del cariotipo completo del paciente, lo cual no fue posible realizar en
este caso.*

Este caso demuestra la utilidad de métodos moleculares cuando la citogenética convencional no es
posible.

El diagnostico de las neoplasias hematol6gicas es un proceso multifacético que requiere la
integracion de multiples métodos diagnésticos. Este abordaje permite una caracterizacion precisa
de la enfermedad, lo cual es crucial para determinar el prondstico y la estrategia terapéutica
adecuada.

De acuerdo a la metodologia empleada se pueden identificar diferentes alteraciones genémicas, y
la combinacion de estas técnicas proporciona un perfil detallado de las neoplasias hematoldgicas
(tabla 11).
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Tabla 11: Comparacién de diferentes técnicas citogenémicas *°

Bandeo FISH FISH Array NGS*

cromosOmico metafase interfase gendémico
Nivel de resolucidn >5 Mb >1-5 Mb >50 kb >50 kb 1nt
aproximado
Se requiere cultivo + + + - -
celular
Se requieren - + + - -
sondas
preseleccionadas
Enlace directo al - +/- 1 +/-t + +
mapa de secuencia
Heterogeneidad + + + +/-8 +/-8
intercelular
detectada
Tipo de alteracién detectada
Reordenamientos + + + - +
equilibrados
Aneuploidias + + + + +1
Alteraciones + + + + +
estructurales
Desbalances - - - +/- 1t +
alélicos de
nuameros de copias
neutros

* Aplica a secuenciacién de genoma completo con cobertura éptima.

T Las sondas de copia Unica basadas en bibliotecas generalmente se definen en mapas fisicos del genoma, pero las
sondas de pintura y las sondas satelitales no.

§ Requiere preparacion unicelular o interpretacion bioinformatica especifica.

1 Requiere analisis bioinformético/estadistico del nimero de lecturas.

11 Posible si los SNP estan incluidos en la matriz.

En la actualidad, se dispone de técnicas mas precisas para llevar a cabo un analisis genémico
completo de las neoplasias hematoldgicas, como el Mapeo Optico del Genoma (MOG), que se
considera que en un futuro préximo podria sustituir eficazmente las técnicas convencionales y
simplificar el diagndstico de la leucemia aguda.*°

El MOG posibilita una identificacion mas precisa de las anomalias genéticas, lo que puede llevar a
una estratificacibn mas exacta del riesgo de los pacientes al evaluar la carga genética especifica
asociada con la enfermedad. Al detectar anomalias adicionales y proporcionar una descripcién mas
completa del perfil genético de la leucemia aguda, el MOG puede ayudar a identificar subgrupos de
pacientes con un mayor riesgo o un prondstico desfavorable.*®

La informacion detallada obtenida a través del MOG permite una estratificacion mas refinada de los
pacientes en diferentes categorias de riesgo, lo que a su vez puede orientar decisiones terapéuticas
mas personalizadas y efectivas.*
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17. Conclusién

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo demuestran que la implementacion del cariotipo en
médula 6sea en el Hospital Infantil de México Federico Gémez proporciona informacion valiosa para
el diagnéstico y manejo de enfermedades hematolégicas. La combinacién de citogenética
convencional con estudios moleculares e inmunofenotipo permitié una caracterizacion detallada de
las alteraciones genéticas, lo cual es esencial para el tratamiento personalizado de los pacientes.
Las mejoras continuas en las técnicas de cultivo y analisis son necesarias para optimizar los
resultados y expandir las capacidades diagnosticas del laboratorio.

El diagnostico de las neoplasias hematolbgicas requiere una aproximacién integral que combine
técnicas cito morfolégicas, inmunoldgicas, citogenéticas y moleculares. Cada técnica aporta
informacion Unica y complementaria que, en conjunto, permite una caracterizacion precisa de la
enfermedad, fundamental para guiar el tratamiento y mejorar los resultados clinicos. La continua
evolucion de estas tecnologias y su integracion en protocolos diagnésticos estandarizados promete
mejorar alin mas la precision diagnéstica y las estrategias terapéuticas.
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20. Limitaciones del estudio
- Indicacion del estudio para cariotipo en médula 6sea
- Calidad de la muestra tomada
- Obtencion de material para andlisis
- Tiempo de andlisis
- Falta de insumos para una técnica confirmatoria
- Falta de insumos para un estudio molecular complementario
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21. Anexos

Anexo 1: Obtenciéon de médula 6sea

1.1. Aspirado de médula 6sea:
Requerimientos por el Laboratorio de Citogenética

La muestra debe ser tomada en una jeringa previamente heparinizada con 0.2 ml de
heparina sédica (1000 Ul/ml) o en vacutainer® con heparina sodica (tapén verde
obscuro) adecuadamente rotulada (nombre y registro).

Cantidad minima de 2 ml de médula 6sea y se homogeneiza con el fin de evitar que se
coagule la muestra.

Después de realizado el expandido celular, se solicita que la muestra aspirada sea para
la prueba de cariotipo (2da parte del aspirado).

De preferencia una vez obtenida la muestra se envia al Laboratorio de Citogenética los
dias lunes, martes o miércoles dentro de un horario de 7 am a 12 pm; manteniéndose
siempre a temperatura ambiente.

Se acompafia de la solicitud para cariotipo en médula ésea y adecuadamente
requisitada.
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Anexo 2: Cultivo de médula 6sea

1. Material:

Medio de cultivo suplementado, especial para cariotipo en médula ésea (MarrowMax®)
Tubos de ensayo de 15 ml estériles desechables de polipropileno

Guantes estériles

Gasas

Jeringa estéril de 20 ml

Aguja amarilla (20x32)

Cinta adhesiva

Marcador indeleble

2. Equipo:
e Campana de flujo laminar
e Incubadora

3. Método

Todo el proceso se realiza con guantes estériles y en la campana de flujo laminar

En un vaso de precipitado colocar agua corriente, e introducir los tubos de ensayo
previamente alicuotados con 4.5 o 5 ml de medio Marrow Max, ya descongelado agitar
suavemente sin crear burbujas, verificar que el medio de cultivo esté homogéneo y no tenga
precipitado
Preparar dos tubos por cada muestra. Rotularlos con las letras Ay B, y con el nUmero de
registro asignado a la muestra, los datos se marcaran de la siguiente manera:
o Enla etapa de cada tubo se coloca la letra y el nUmero del cultivo
o En el cuerpo del tubo se coloca un fragmento de cinta adhesiva con el namero
completo de la muestra, las iniciales del paciente y la letra correspondiente a cada
tubo
Limpiar el frasco con gasa impregnado con solucién antiséptica y retirar el sello de
seguridad, limpie nuevamente con solucién antiséptica.
Tomar la muestra, agitar suavemente, ya homogénea retire la aguja con todo y capuchén
Desechar la primera gota en una gasa
Inocular en cada tubo 1 a 2 ml la muestra
Tapar inmediatamente y agite suavemente para homogenizar
Introduzca los tubos en la incubadora
Incubar los cultivos a 37°C por un periodo de 48 horas
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Anexo 3: Procedimiento de Cosecha

1. Material:
e Solucion de trabajo de colchicina (0.02%)
e Solucion hipotonica de Cloruro de potasio (KCI) 0.075 M
e Solucion de Carnoy (fijador)
e Vaso de precipitado
e Micropipeta
e Puntas para micropipeta
e Pipeta de transferencia
2. Equipo:
e Campana de flujo laminar
e Centrifuga
e Incubadora
e Refrigerador
e Vortex (agitador)
e CronOmetro
3. Método:
e Sacar los tubos de la incubadora, agregar 15 pl de la solucién trabajo de colchicina
e Incubar nuevamente por 15 minutos
e Calentar la solucién hipoténica a 37°C (en incubadora)
e Al término del tiempo de exposicion centrifugar 8 minutos a 1800 rpm
¢ Remover el sobrenadante, con pipeta de transferencia, dejar un poco del liquido sobre
el boton celular
e Resuspender el botén celular en el vortex
e Adicionar lentamente y con agitacion 1-2 ml de solucion hipoténica (a 37°C)
e Fuera del vortex llevar a volumen de 10 ml
e Agitar para homogenizar
e Incubar por 20 minutos
e Elaborar la solucién de Carnoy (fijador) y refrigerar
e Al término del tiempo de exposicion, sacar los tubos de la incubadora
e Agregar 1 ml de fijador en cada tubo
e Agitar suavemente hasta obtener un viraje en la suspensién, de color rojo vivo a un
marrén oscuro
e Centrifugar 8 minutos a 1800 rpm
¢ Remover el sobrenadante, con pipeta de transferencia
e Resuspender el botdn celular, adicionar con agitacion constante 5 ml de solucién fijadora
e Repetir los pasos hasta obtener una de dos condiciones:
1. Boton celular blanco
2. Sobrenadante trasparente
o Realice inmediatamente el sigueinte procedimiento
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Anexo 4: Goteo y revision de laminillas

1.

Material:

Portaobjetos

Agua fria

Alcohol etilico 90%

Pipetas

Lapiz punta diamante (carburo de tungsteno)
Pinzas punta roma

Vaso de precipitados

Equipo

Centrifuga
Vortex
Microscopio
Estufa a 60°C

Método:

Los portaobjetos son previamente lavados con jabdn neutro, enjuagados con agua y
preservados en alcohol en refrigeraciéon

Retirar el sobrenadante de los tubos (a revision) con pipeta de transferencia dejar un
poco de sobrenadante

Resuspender el botén celular y agregar solucién de Carnoy (fresco y frio) a un volumen
de 1 ml (1-2 ml segun tamafio del boton celular)

Tomar un portaobjetos y quitar el excedente de liquido, gotear de 1 a 2 gotas del cultivo
en suspensién

Dejar secar las laminillas

Rotular con el lapiz diamante el numero de la muestra y el tubo de cultivo del cual se
obtuvo el extendido celular

Observar en el microscopio

Evalular la calidad y cantidad de las metafases

Anotar en la bitacora de goteo si hubo crecimiento, si es escaso o no lo hay

De la revision del cultivo, se obtienen entre 3 y 4 laminillas por tubo

Madurar las laminillas en la estufa a 60°C por unas 24 horas
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Anexo 5: Tincién para bandas GTW

1.

Materiales

Solucién buffer de fosfatos pH 7.4
Solucion Buffer de fosfatos pH 6.8
Tripsina (solucion de trabajo)
Colorante Wrigth

Colorante Giemsa

Cubreobjetos

Gasas

Guantes

Vasos coplin

Vasos de precipitado

Pipeta graduada

Probeta graduada

Pipeta de transferencia

Pipeta Pasteur

Entellan

Equipo

Cronometro
Microscopio
Pinzas punta roma

Método

Preparar en tren: 4 vasos coplin y 1 vaso de precipitado cada una de las siguientes
soluciones:

1) 49 ml de la solucion buffer pH 7.4 y 1 ml de tripsina

2) Solucion buffer pH 7.4

3) 48 ml de la solucién buffer pH 6.8 y 2 ml de colorante Wrigth

4) 48 ml de la solucién buffer 6.8 y 2 ml de colorante Giemsa

5) Vaso de precipitado con agua corriente

Sumergir de 40-50 segundos una laminilla en el primer vaso coplin (digestion)

Sacar la laminilla al término del tiempo y enjuagarla en el segundo coplin (parar actividad)
Sumergir la laminilla en el siguiente coplin 2 minutos (tincién con Wrigth)

Sumergir la laminilla en el sigueinte coplin 2 minutos (tincién con Giemsa)

Sumergir y enjuagar la laminilla en el vaso de precipitados

Secar

Revisar la calidad de las bandas

Dejar secar a temperatura ambiente

Montar con 3 gotas de entelan y cubreobjetos

Realizar revision en el microscopio de las laminillas ya tefiidas
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Anexo 6: Preparacién de soluciones

1. Colchicina
a) Solucion madre:
Pesar 0.025 g de colchicina disolver en 25 ml de agua inyectable, en agitador mecanico y
almacenar en congelacion
b) Solucion de trabajo:
Tomar 2 ml de la solucion madre y ajustar a un volumen de 10 ml con agua inyectable (8 ml
de agua), proteger de la luz y almacenar en refrigeracion
2. Solucioén de tripsina

Pesar 0.312 g de tripsina y disolver con agitacion mecanica en 50 ml de agua destilada, alicuotar
en tubos eppendorf de 1 mly mantener en congelacién

3. Solucién hipotbnica

Pesar 5.59 g de KCI colocar en matraz aforado agregar agua destilada, disolver y ajustar el volumen
a un litro

4. Solucién de Carnoy (fijador)

Cualquier volumen por preparar es mediante la relaciéon 3:1 (3 partes de metanol absoluto y una
parte de acido acético glacial)

5. Solucién buffer pH 7.4
Pesar:
a) 8 grde NaCl
b) 0.2 gde KCI
c) 0.92 g de Na2HPO4
d) 0.2 gKH2PO4

Mezclar todas las sustancias en un matraz aforado de un litro, ya mezcladas las sales agregar
agua destilada, disolver y ajustar volumen a 1 litro.

6. Solucién buffer pH 6.8

Colocar una tableta de buffer pH 6.8 (marca GIBCO) en matraz aforado, agregar agua destilada y
disolver, ajustar a un litro.
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Anexo 7. Esquema de métodos de preparacion cromosOmica (modificada de The AGT
Cytogenetics Laboratory Manuals, 2017)

f Sangre o médula ésea
4

— [

Cultivo Cultivo
largo plazo corto plazo

Inhibidor mitético
Colchicina

4
\

1
Dispersion
enzimatica

Centrifugar las células y
remover el medio de

cultivo: resuspender
Agregar solucion
hipotonica

Centrifugar las células y
remover solucion

hipoténica: resuspender

XCKRAK XK S

XX XX XX XKRKXX XX
AN MAA - XX X xx
XX XX mAA XX

A

Colocar en grupos
en el cariotipo

Agregar fijador
y resuspender

/

Contar y analizar
metafases en el
microscopio

Tlncmn de bandas

/

Resuspender el boton
celular y colocarlo en
laminillas

Repetir lavado de3 o0 +
veces seglin sea necesario
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Anexo 8. Técnica de Hibridacién in situ fluorescente (FISH)

Es recomendable trabajar con las sondas en un lugar de poca luz para que el fluorocromo
no pierda su brillantez, y las sondas se guardan a bajas temperaturas de 4 a 6 °C las de uso
y las almacenadas en ultracongeladores a -20 °C

Se utiliza formamida que esta contenida en la sonda Vysis a temperatura de 75° C o bien
puede realizarse la cohibridacion por medio de un Hybrite.

Técnicas de siembray cosecha del material a hibridar

La técnica (ver anexos 2 al 5) utilizada en el Laboratorio para la obtencién del material
biol6gico es la misma ya sea para técnica de citogenética clasica y molecular.

Elaboracion de laminillas

Se realiza un concentrado de la muestra obtenida por medio de centrifugacion y con fijador
Carnoy, a base de &cido acético y metanol 1:3, una cantidad aproximada de 40ml, hasta que
se encuentre libre de detritos para evitar ruido de fondo, esto depende de cada muestra en
particular y se formara el criterio de cuando la muestra ya no requiere de lavados con el
fijador y cual sea la densidad celular requerida para un buen diagndstico.

Se deja caer una gota en el portaobjetos previamente desengrasado almacenado en un vaso
de precipitado de 500ml con alcohol de 70% y con un pafio limpio que no suelte pelusa, se
seca, se marca la laminilla con el nUmero correspondiente al caso en cuestion y con un lapiz
diamante se delimita la zona que se va a hibridar calculando que se usara un area de 18 por
18 mm. Se dejan secar y se observa al microscopio en contraste de fases.

El criterio para seguir es un material limpio cuyas células no se encuentren encimadas, pues
esto va a dar una erronea observacion de la marca, asimismo cuidando que no existan
detritos que también interfieren a la observacion.

Cohibridacién

Posteriormente se colocan 5 pl con una micropipeta calibradas de 10ul de la sonda en un
cubreobjeto de 18X18 mm y se hace coincidir la zona marcada con la sonda, en este paso
debe uno de ser muy cuidadoso de ponerlo encima del material a hibridar.

Més adelante se notifica la forma de hacer la mezcla de la sonda tomando en cuenta que
cada marca de sonda tiene su férmula diferente.

Se sella con una cantidad aproximada de 2ml de un pegamento llamado Iris, cuyas
caracteristicas son adecuadas para que no se deseque el material y sea facil de retirarlo,
poniendo cuidado de que toda la orilla del cubreobjeto quede perfectamente sellada.

Se coloca en el Hybrite el cual cuenta con programas adecuados en cuanto a temperaturas
y tiempos de hibridacion. Los tiempos con los que se trabaja es de 75 °C +-1 por 5 minutos
e inmediatamente se ajusta la temperatura de 37° C. El tiempo de hibridacion es de 48 horas

Lavados post hibridacion

Se saca la lAmina de la camara de hibridacién y se retira el pegamento con mucha
precaucion, teniendo en cuenta que el cubreobjetos no debe de moverse, este paso es muy
delicado, porque el material puede maltratarse con el simple movimiento del cubreobjetos,
posteriormente se sumerge la lamina en un vaso de coplin con 50 ml de la solucion 2XSSC
a temperatura ambiente. Esto es con el fin de que solo resbale el cubreobjetos.
Inmediatamente se sumerge la lamina en un coplin de 50 ml que contiene un detergente
llamado NP40, con el fin de evitar uniones inespecificas de la marca.
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Esta solucion debe de encontrarse a 70° C + - 1 y su concentracion es 0.4XSSC/0.3% NP40)
durante 5 minutos, agitando de vez en cuando para aumentar el efecto por la misma accion
mecanica.

Posteriormente se sacay se sumerge en otro vaso de coplin de 50 ml conteniendo el mismo
detergente NP4, pero ahora en una concentracion de 2XSSC/0.1%, también durante 5
minutos.

El paso siguiente consiste en sumergir la lamina en un vaso coplin de 50 ml agua destilada
y agitar un poco, para quitar el residuo del detergente.

Se saca del agua y se coloca vertical para que drene y se seque.

Contratincion

Este paso tiene por objeto tefiir el ADN de un color azul con excepcion de las secuencias
que se encuentran hibridadas con la sonda y proporcionar un mayor contraste para dar una
mejor lectura de la marca.

Se realiza una mezcla en un tubo eppendorf de 1 ml con una cantidad d 2.5 microlitros de
DAPI 1l y 2.5 microlitros de ANTIFADE en una proporcion de 1:1

Se colocan sobre el cubreobjetos con una micropipeta calibradas de 10ul una cantidad de 5
ul de esta mezcla y se procede a empalmar con el area del material hibridado

Se deja un tiempo minimo de 10 minutos para que la contra tincién penetre y la observacion
pueda realizarse de una manera adecuada.

Observacion al microscopio

Para esta técnica es necesario contar con un equipo de microscopia de campo claro,
contraste de fases, Epi-fluorescencia, con filtros de fluorescencia para FISH Basico, Cancer
Hematol6gico, Aneuvysion TM, CGH, m-FISH vy cariotipo en 24 colores, otras sondas con
marcaje DAPI, Orange, Green, Aqua, filtro dual Green/Orange V.2.

Debe de contar con el sistema de analisis de imagenes para cariotipo automatizado y
sistema de imagenes en fluorescencia avanzado FISH incluyendo camara de alta resolucion
para campo claro y fluorescencia.

El documento correspondiente a esta interpretacion se encuentra en el Sistema
Internacional de Nomenclatura 2005. Se debe de mencionar la bibliografia, se encuentran
los criterios a los cuales nos hormamos para diagnosticar, y reportar los hallazgos.

Reactivos para latécnica de FISH

Preparacion de la sonda

o Mezclar con Vortex y luego centrifugar la sonda sola, con el fin de colectarla en el
fondo del tubo.

o Enun eppendorf 1ml mezclar la sonda con su buffer:

o Notese que cada sonda tiene un numero de catalogo segun la marca que se maneje
y el tipo de sonda que sea.

o Vysis presenta los buffers para cada sonda tanto LSI, CEP, WCP, TEL, contienen
sulfato dextran, formamida y SSC (pH 7) que esta incluido con la sonda a utilizar.

Para 1 lamina:

o 1 plde sonda

o 2 pl de agua filtrada

o 7 pl de buffer de hibridacion
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Posteriormente mezclar de nuevo, pero ahora la mezcla en el vortex y centrifugar un

pulso en la micro centrifuga alcanzando hasta 4000 rpm.

B) 20 XSSC, marca Vysis N°02J10-032 (500 g)
20 X SSC 1329
Aforar a 500 ml con agua pura, guardar a temperatura ambiente

C) Solucién 2 X SSC
20 X SSC 100ml
Aforar a1000 ml con agua pura, ajustar pHa 7.0 + - 0.2

D) Solucion de lavado.- 2 X SSC/0.1% NP40 Marca Vysis N° 07J05-001
20 X SSC 100 ml

NP 40 1 ml

Agitar con mosca magnética a lograr homogenizacién

Aforar a 1000 ml con agua pura, ajustar pHa 7.0 + - 0.2

Almacenar a temperatura ambiente

E) Solucion de lavado 0.4 X SSC/0.3% NP40

20 XSSC 20ml

NP40 3ml

Agitar con mosca magnética a lograr homogenizacion
Aforar a 1000 ml con agua pura, ajustar pHa 7.0a 7.5
Almacenar a temperatura ambiente.

F) DAPI I

Utilizamos de la marca Vysis N° 06J50-001

2 X 500 pl 8125 ng/mi

Antifade.-

Utilizamos de la marca Vysis N° 06J29-001

240 pl x 2

Consta de 1,4, fenildiamina y glicerol en solucién acuosa buffer.
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Anexo 9. Rearreglos cromosdmicos analizados en panel HEMAVISION®

Por medio de la reaccion de cadena de polimerasa en tiempo real (RT-PCR) se determinan los
transcritos correspondientes a las siguientes alteraciones cromosomicas:

1. t(15;17)(g24;21),
2. inv(16)(p3;922),
3. 1(8;21)(q22;922),
4. t(9;11)(p22;923),
5. t(11;19)(g23;pl13.1),
6. t(16;21)(pl1;922),
7. 1(12;22)(p13;q11-12),
8. 1(6;9)(p23;q34),
9. t(1;11)(p32;923),
10. t(6;11)(927;923),
11.1(1;19)(g23;p13),
12.1(12;21)(p13,922),
13.1(4;11)(g21;923),
14.1(17;19)(g22;p13),
15. del(1)(p32),

16. 1(9;22)(g34;911),
17.1(9;9)(g34;934),
18.1(11;17)(923;921),
19.1(9;12)(g34;p13),
20. 1(5;12)(g33;p13),
21.1(10;11)(p12;923),
22.1(1;11)(g21;923),
23. 1(X;11)(g13;923),
24.1(3;21)(q26;922),
25.1(10;11)(p12;923),
26.1(5;17)(q35;921),
27.1(3;5)(925.1;935).
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Anexo 10: Tabla general con todas las variables estudiadas y resultados de cariotipo de
los 40 pacientes
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Panel de

ID | Edad | S |Indicacion Infe Blastos X Crec | Cariotipo Alteracion Ploidia
translocaciones
1 8 F SMD No No No | - - Si Alterado 40~46,XX,-7[2],-15[2],-20[2][cp2]/46,XX[23] Hipodiploide
2 6 F LLA Si 96% Si | Neg - Si Alterado 34~40,XX[3] Hipodiploide
, No se , , Normal .
3 10 F LLA Si detectan Si | Neg - Si 46, XX(5] Diploide
, 4%, , Normal -
4 10 F LLA Si normales Externo Si 46 XX[25] Diploide
, , Normal -
5 2 F Otros No No Si | Neg - Si 46,XX[25] Diploide
, Normal S
6 2 F Otros No No No | - - Si 46 XX[14] Diploide
, Normal S
7 5 F Otros No No No - - Si 46, XX[10] Diploide
8 5 F Otros No No No | - - Si Alterado 49,XX,+12[1],+19[1],+21c[7] Hiperdiploide
, , Normal S
9 1 M Otros No No Si | Neg - Si 46XY[25] Diploide
, , Normal S
10 15 M SMD No No Si | Neg - Si 46 XY[25] Diploide
, Normal S
11 8 M Otros No No No | - - Si 46,XV[25] Diploide
12 7 F Otros No No No | - - Si Sin metafases para analizar
13 2 M LLA Si 90% No | - - Si Sin metafases para analizar
14 6 M | Recaida Si 95% Si | Neg - Si Sin metafases para analizar
, 52% mie , , . S
15 14 M LMA Si 13% linfo Si | Neg - Si Alterado 47,XY,+21c[10] Hiperdiploide
16 8 F LLA Si 80% Si | Neg - Escaso Sin metafases para analizar
17 12 LLA Si 92% No | - - Si Alterado 45,X,?add(X)(q28),-4,der(6)t(6;7)(q13;p22),add(7)(p22),del(9)(p?13)[25] Hipodiploide
18 1 F LLA Si 14% Si | Neg - Si | Alterado 47,XX,del(7)(g22),+21c[20]/47, XX, +21c[5] Hiperdiploide
Linai
191 7 |m n'qu‘:tjs Si 25% Si | Neg| - si | Alterado 46,XY,t(5;17)(?q13;?q12)[25] Diploide
20 9 M LLA Si 90% Si | Neg - Si Alterado 48,XY,+mar,+mar[5]/46,XY[7] Hiperdiploide
20 11 | ™ LLA Si 70% | si | Pos |t(12:21)| si | Norma Diploide*
46,XY
Normal
22 9 F Otros No No No - - Si 46,XX Diploide
[10]




23 16 M SMD No No No | - - Si Alterado 42~46,XY,?del(5)(q11.2913)[3],-18[3][cp3],46,XY[19] Hipodiploide
24 13 F LLA Si 88% Si | Neg - Si Alterado 41~47,XX,-3,-4,-4,-7,-12[1],+mar[1][cp2] Hipodiploide
25 9 F LLA Si 94% Si | Neg - Si Alterado 43~47,XX,+16[4],+17[2],-19[2],-21[2],+mar[2][cp10] Hiperdiploide
. , , 32~45,XX,-2(2],-3[2],-5[3],-7[2],-10[2],-13[2],-14[2],-15[2],-16[2],-20[2][cp5]/ L
0, .
26 2 F LLA Si 82% Si | Pos | t(1;19) Si Alterado 46 XX, 2del(20)(p13)[3]/246,XX[2]/46,XX[17] Hipodiploide
, En s
27 1 M SMD No No No | - - Si - Diploide
analisis
28 2 M SMD No No No | - - Si En Diploide
analisis*
, , Normal -
29 2 M Otros No No Si | Neg - Si 46,XY[25] Diploide
. . , 43~47 XY,-2[2],-3[3],-5[41,-6[4],9[2],-10[3],-11(3],-14[5],-15[3],-17[4],-20[4],21[4],- | . . .
0, -
30 17 M LLA Si 76% Si | Neg Si Alterado 22[2],2del(22)(q13)[13],+mar(2][cp30] Hipodiploide
31 15 F LMA Si 45% Si | Pos | inv(16 Si Alterado | 46~48,XX,+8[2],+11[2],?del(11)(g23)[9],?inv(16)(p13922)[5],+22[3][cp14]/46,XX[5] | Hiperdiploide
(16) q p13q p perdip
32 7 M LLA Coagulada - Si | Neg - Si Alterado Hipodiploide
33 7 M LLA Si 84% Si | Pos | t(9;22) | Si | Alterado 45~46,XY,-9[3],der(22)t(9;22)(q34;q11)[41/46,XY[11] Hipodiploide
34 5 F LLA Si 25% Si | Neg - No Sin material para analizar
, No se , . . .
35 2 M Otros Si Si | Neg - No Sin material para analizar
detectan
36 0.8 F Otros Coagulada - Si | Ne - Si Alterado 45~46,<x2n>,X,add(X)(q22)[2][cp10]/46,XX[13]* Hipodiploide
g g p
, No se , , 46,XYc[25].nuc L
S I & cheeen | OB - A || AErEeD ish(D5523,D55721x2,EGR1x1)[3/250],(D75486,D75522x2,ELNx2)[250] RlEleles
25~46,XX,-X[3],-1[4],-2[4],-3[3],-4[5],-5(2],-6(3],-7[2],-8[5],-9[5],-10[5],-11[5],-
38 5 F LLA Si 25% Si | Neg - Si Alterado 12[4],-13[3],-14[2],-16[6],-17[5],-18[5],-19[2],-20[3],-21[3][cp10]/ Hipodiploide
46,XX[15]
39 6 M LLA Si 83% Si | Neg - Si Alterado 46,XY,t(4;9)(p13;921)[15] Diploide
Normal
, o . . , -
40 2 F LLA Si 89% Si | Pos | t(1;19) Si 46 XX[20] Diploide

ID: numero de identificacidn del paciente, S: sexo, F: femenino, M: masculino, LLA: leucemia linfoide aguda, LMA: leucemia mieloide aguda, SMD: sindrome mielodisplasico, Infe: inmunofenotipo,
Crec: crecimiento, Neg: negativo, Pos: positivo, inv: inversidn t: translocacidn, add: material adicional de origen desconocido, del: delecion, der: derivativo, mar: cromosoma marcador, 21c:
cromosoma 21 constitutivo, cp: cariotipo compuesto, +: cercano a, ~ rango, nuc ish: FISH en nucleo en interfase, ? alteracion dudosa, mieloide, linfoide.

Los casos marcados en amarillo fueron descritos a detalle previamente dentro del apartado “Resultados”.
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