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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Los estudios citogenéticos en la Leucemia Linfobl&stica Aguda (LLA),
han demostrado que aproximadamente 70 a 94% de los casos presentan
rearreglos cromosémicos clonales demostrables., Estas alteraciones son
importantes en la evolucidn de la enfermedad, Ya que se correlacionan
con remisién completa, duracién de ésta y sobrevida de los pacientes,

pernitiendo evaluar enfermedad residual en estado asintomitico.

La correlacién de estas alteraciones con la evolucién clinica y el
pronéstico han permitido establecer que en general las anomalias
estructurales son un signo de mal pronéstico y corta sobrevida. Por
otra parte los pacientes con hiperdiploidia con >50 cromosomas
adquieren remisién completa mds larga cursando con un pronéstico
favorable; mientras que aquélles que presentan cariotipos de 47-50

cromogomas se consideran de pronéstico intermedio.

Adem4s los rearreglos estructurales han permitide conocer los
mecanismos implicados en el proceso neopldsico, ya que en los puntos
de ruptura se encuentran oncogenes celulares, gque al ser desplazados
de sus loci especificos sufren un proceso de desregulacién 6
alteraciones en su estructura escapando a los mecanismos de control

normal.

Tomando en cuenta el cariotipo junto con otros factores como edad,

sexo, cuenta leucocitaria inicial, y fenotipo inmunolégico se puede



obtener un diagnéstico mds certero y por lo tanto dar el tratamiento

mis adecuado a los pacientes con Leucemia Linfobl&stica Aguda.

En este trabajo se presenta el seguimiente citogenético realizado en
20 pacientes adultos con LLA, estudiados antes de iniciar el
tratamiento y en etapas subsecuentes del mismo. En el cuil se
discute la importancia del cariotipo inicial como factor de riesgo,
que al asociarlo con otros criterios clinicos nos permite establecer
un mejor diagndstico y pronéstico. Asl mismo el estudio se
complementa evaluando la evolucién del cariotipe permitiéndonos
detectar enfermedad residual, asi{ como comparar los resultados con
diferentes esquemas de tratamiento y correlacionarlo con la sobrevida

de los paclentes.

El prop6sito de esta tesis es dar a conocer la importancia del
seguimiento citogenético en los pacientes con LLA, ya que lleva a un
mejor diagnéstico y prondstico, permitiendo dar el tratamiento nés
adecuado, para obtener una mejor calidad de vida y sobrevida mas

larga en estos pacientes.



CAPITULO 2.

CLASIPICACION DB LA LBUCEMIA LINPOBLASTICA AGUDA |

Considerando a las leucemias como un '"padecimiento proliferativeo
maligno de la médula ésea hematopoyética", cualgquiera de las células
que normalmente se originan en ella pueden, en un momento dado, dar
un cuadro leucémico. Es decir la aparicién de formas inmaduras que
normalmente no estdn en la sangre circulante, como consecuencia de un

aumento en la médula ésea(1l).
Cl&sicamente se diferencian dos grupos evolutives clinices:

1.~Leucemias agudas, de curso répido y fatal.
2.-Leucemias crénicas, de curso m&s lento y evolucién prolongada

(1,2).

Sin embargo este panorama ha cambiado dramiticamente en los Gltimos
20 afios, como resultado del advenimiento de agentas antileucémicos
efectivos, por lo que de hecho, en el momento actual, la
suparvivencia en algunas formas de leucemia aguda es mucho mayor gue
en la crénica, E)l término mds adecuado para la leucemia aguda seria
el de "leucemia de blastos", dado que en estas leucemias el tipo
predominante de células proliferantes es una célula inmadura poco
diferenciada. 1las manifestaciones clinicas y la respuasta al
tratamiento anti-leucémico dependen del tipo de "blastos" implicados

en el procesc leucémico (2).



Las leucemias agudas se clasifican en dos grandes grupos:
linfobldsticas (LLA) y mieloblasticas (LMA), dependiendo de 1la
morfologia de las células (3,4). En este trabajo sélo nos referiremos

a la LLA.

La Leucemia Linfobl4stica Aguda se caracteriza por la infiltracién
progresiva y sustitutiva de la médula ésea normal, asi como de los
organos linfoides por células inmaduras de la serie linfoide (5).

Para su clasificacién se toman en cuenta criterios morfoldgicos,

citoquimicos, bioequimicos, inmunolégicos y citogenéticos.

2.3 CLASIPICACION DEL GRUPO FRANCO = AMERICANO =~ BRITANICO (FAB).

En c'uantc a los criterios morfoldgicos en 1976, el grupo cooperativo
FAB establecié un sistema de clasificacién para 1las Leucemias
Linfobldsticas Agudas, dependiendo de su morfologia en sangre Yy
médula 6&sea, con tinciones de Romanowsky usualmente con May -
Griinwald y Giemsa; complementando con reacciones citoquimicas (6).
Las células leucémicas son clasificadas de acuerdo a: a) tamaflo, b)
cromatina nuclear, c) forma del nfcleo, d) nucleolo, e) cantidad de
citoplasma, e) basofilia del «citoplasma y £) vacuolizacién

citosplasmitica (4-6) (tabla I).

Las caracteristicas de los tres subgrupos de LLA reconocidos por la

clasificacién del FAB (4,6) son:



Leucemia Prolinfobl4dstica Aguda (Ll): Se caracteriza por tener
células pequefas con cromatina nuclear homogénea , forma del nicleo
regular, citoplasma escaso, con poca o nula basofilia, nucleolos no

visibles.

Leucemia Prolinfocitica Aguda (L2): Las células son grandes y de
tamafio heterogéneo, la cromatina nuclear también heterogénea en 1la
mayoria de los casos, forma del nficleo irregular , aparecen uno o mis

nucleclos, la cantidad de citoplasma es variable a veces abundante.

Leucemia de Burkitt (L3): Tamafio de las células grandes y homogéneas,
cromatina nuclear con moteado fino y homogéneo, forma del nicleo oval
o redondo, citoplasma abundante, basefilia y vacuolizacién

citoplasmitica notable.

La clasificacién citoquimica ha sido establecida como auxiliar en la
identificacién de 1los diversos tipos celulares. Las téchicas
empleadas estan basadas en la demostracién de cilertas enzimas y
constituyentes quimicos de las células, lo que caracteriza tipo y

grado de diferenciacién celular (1,4).

Dentro de las tinciones se pueden mencionar a la de Sudan Negro,
mieloperoxidasa, y esterasa que son positivas para LMA y negativas
para LLA. Las tinciones con 4cido periédico (shifft) y fosfatasa
scida son positivas para LLA, aGn cuando no son especificas para ésta

ya que se observa positiva para los subtipos de LMA~M5-=M7, por lo que



LEA (5)

TABLA I: CLABIPICACION DEL FAB EN LA
CARACTERISTICAS Ll L2 L3
CITOLOGICAS
Tamafio de las Predominan Grandes Yy Grandes y
células pequeias heterogéneas homogéneas
Cromatina nuclear Homogénea Variable: moteado fino y
Heterogénea homogéneo
Forma del nGcleo  Regular con Irregular con Regular: oval
indentaciones Indentaciones y 6 redondo
6 fisuras fisuras
Nucléolo No visible, Uno 6 mas Importantes:
pequeiio y son grandes unoc 6 mis
vesiculares
Cantidad de Escaso ' Variable,a veces Abundante
citoplasma moderadamente
abundante
Basofilia del Minima, ' 6 Variable,a veces Intensisima
citoplasma moderada abundante
Vacuolacién Variable Variable Notable
citoplasmitica




es importante hacer las de peroxidasa y esterasa para descartarlas

(4,5) tabla II.

En relacién a la caracterizacié ibocjuiinica de la LLA se ha descrito

la deoxinucleotidil_trah‘s',te'raéva terminal (Tdt), que es una enzima que

permite diferenci:arblfaiyr.. e la LMA ya' que es una enzima presente

n’los linfocitos normales, ni en la

serie mieloide (1,4).

Desde el punto de vista pronéstico, esta clasificacién morfolégica
tiene cierta utilidad, as{ es bien conocido el hecho de que los
pacientes con LLA-L3 tienen en términos generales un pronéstico més

desfavorable que aquellos pacientes con LLA-L1 (4).

El conocimiento cada vez mds claro de la diferenciacién de las
células linfoides humanas y el empleo de marcadores y reactivos
especificos como anticuerpos monoclonales para identificar a las
células, han hecho que la clasificacién morfolégica de las LLA
resulte incompleta. Por ésto es muy importante tomar en cuenta otros
criterios como los inmunolégicos y citogenéticos para su

clasificacién (7,8).

2.2 CLASIFICACION INMUNOLOGICA

Se han identificado 5 subtipos principales en la LLA que dependen de
la expresién selectiva de varios marcadores (7,8). Estos se muestran

en la figura 1 y son:



TABLA 111

CITOQUIMICA BN LA LLA (5).

Mielo- : i
PAS  peroxidasa = S.Negro Esterasa
Leucemia linfobl&stica +++ = PR PR
Leucemia mielobléstica 4= T . Ul
L. mielomonobléistica R ++ e +.;.
L. monoblédstica +- - o 44
Leucemia promielocitica +- ++4 Laas -
Eritroleucemia +t - - e




LLA da células T {LLA-T).. Expresan antigeno. especifico para células
T en. la mem).irana célular y forman rosetas eritrociticas (comprenden

20-25% de .los casyos)(7,a).

LLA de células B (LLA-B}). Las células exhiben inmunoglobulinas
monoclonales de superficie (sIg), siendo poco frecuente (2% de los

casos) (7,8).

LLA "no T- no B", No expresan sIg o marcadores de células T en su
superficie. Dentro de este subtipo se incluyen la variante LLA comGn
que expresa en su superficie el antigeno CALLA {Antigeno linfocitario
comin de la leucemia linfoblastica aquda)(representa 50-75% de los

casos) (7,8).

LLA pre-B. Se caracteriza por la presencia citoplasm&tica de una

cadena/u de inmunoglobulinas {(15-25% de los casos) (7,8).

LLA de c¢élulas nulas. También pertensce al subtipo "no T~ no B",

expresan el antigeno Ia-libre pero son CALLA negativas (7,8).

Sin embargc se han presentado evidencias que sugieren que la mayoria
de las LLA no T-no B corresponden a células de estirpe B en un

estadio temprano tal como se muestra en el andlisis molecular (8).

Normalmente el cambio principal que ocurre en la maduracién de
linfocitos B es el rearreglo de los genes de inmunoglobulinas en la

linea germinal, Estos Jlogf se 1localizan en tres cromosomas



diferentes: el locus de cadenas pesadas en 14q32; el locus de cadenas
ligeras Kappa en 2pl2 y el locus de cadenas ligeras lambda en 22q11
(9,10). Los genes de cadena pesada incluyen los de las regiones
variables (V), de diversidad (D), de unién (J) y constantes(C)(9-11).
El evento primaric en la expresién de estos genes es la recombinacién
somdtica de los elementos de la linea germinal como inicio en 1la
diferenciacién hacia células B. Cuando las moléculas son ensambladas
se presentan primero en el citoplasma. Después en la maduracién de
las células B, las moléculas de Ig se expresan en la superficie

celular y son detectadas por reaceciones inmunoldgicas (10,11).

El receptor de células T (TCR), es un receptor tan caracteristico de
la célula T, comc la inmunoglobulina de superficie de la célula B, Se
han clonado 4 clases de DNA especifico para TCR: alfa, beta, gama y
delta ., Los genes que codifican para las cadenas alfa y delta de TCR
han sido mapeados en el cromosoma 14gli-ql2. El Jlogus del gen beta de
TCR ha sido asignado a la regién 7q32-q36 y el gen para la cadena
gamma de TCR se encuentra situado en 7pl5 (9,12). Los rearreglos que
afectan a las diferentes cadenas de TCR, tienden a seguir una
secuencia similar a la de los genes de inmunoglobulinas, as{ gque
rearreglos de T-gamma Yy T-beta se han detectado durante fases
tempranas de diferenciacién T, mientras que la aparicién de T-alfa y

T-delta reflejan una etapa de maduracién mds tardia (12).

El conocimiento de estos logi ha sido motivo de gran estudio scbre |

todo por la asociacién a diferentes rearreglos cromosémicos en estas

10
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FIGURA 1
ESQUEMA DE DIPERENCIACION LINFOIDE PRESENTANDO PENOTIPOS CELULARES Y

8U RELACION A LEUCEMIAB8 LINFOIDES (8).
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regiones, lo cual. significa que estdn implicados directamente en 1la

leucemogénesis (9).

2.3 CLASIFICACION MORFOLOGICA; INMUNOLOGICA Y CITGGRNETICA (MIC)

Los estudios citogenéticos realizados en neoplasias demuestran, sin
lugar a duda, que las alteraciones cromosémicas se distribuyen en el
genoma de un modo no aleatorio . En los desérdenes hematolégicos es
donde mayores evidencias se han acumulado, demostrando el papel tan
importante de los cambios cromosémicos en el desarrolle de la
enfernedad (13). El MIC asocia estas alteraciones citogéneticas con
los subtipos morfolégicos e  inmunolégices, reflejando las
caracteristicas patobiolégicas de la LLA (14). Esta clasificacién
raconoce mis de 15 subtipos, implicando una alteracién cromosémica
especifica, y caracteristicas clinicas bien definidas para cada
grupo. Por lo que se ha considerado por algunes autores la més
completa por proveer de gran ayuda al diagnéstico y prondstico de
estos pacientes (123,14).

La tabla III muestra estas nuevas subentidades de la LLA reconocidas

por el MIC.

12



~ . TABLA I1I
CLASIFICACION DEL MIC
ANORMALIDADES CROMOSOMICAS:ESTRUCTURALES PRIMARIAS EN LLA (15)

. MORFOLOGIA INMUNOFENOTIPO

PUNTO DE = REARREGLO
AR MAS 'FRECUENTE ASOCIADO

RUPTURA

Ll LLA pre-B

1p32 t(1711)(p32iq23
t(1;19 1p13 <Ll - LLA pre-B

1923

2p12 L3 LLA-B

4q21 LLA precursor-B
temprano
Fenotipo mixto

6q ;
8q24 £(8714) (q24;q11

‘t(8;14) (q247932
t(8722)(q24;q11)"

L2 LLA=comtn

LLA-T
LLA-B
LLA-B

LLA precursor-T
temprano

LLA-T

LLA precursor-B
tempranc

LLA comGn
LLA-pre-B

LLA=T

LLA-T
LLA-T

(11714)(p13;qll
(12;14) (q23;q32

LLA comin

LLA-T
LLA-T

LLA-B
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CAPITULO 3

ANORMALIDADES CROMOSOMICAS CARACTERISTICAS DE LLA

Al establecerse la relacién entre malignidad y cambios cromosémices,
los estudios citogenéticos han resultado de gran significancia en un
gran ntimero de desérdenes hematolégicos. Asi con el gran avance de
las téecnicas citogenéticas y de biolegfia molecular se ha podide
elucidar en muchos casos los mecanismos que con llevan a la neoplasia

(15).

3,1 Metodologia Citogenética.

La investigacién de las anormalidades cromosémicas adquiridas en las
células leucémicas, depende de la habilidad para intervenir en el
ciclo mitético y aislar células en metafase, y de esta manera poder
obtener la extensién cromosémica adecuada (15). Para asegurar que los
resultados corresponden a lo que sucede in _vive, se prefieren
preparacicnes directas a partir de un aspirado de médula 6sea, 6
cultives sin estimulacién de 48-72 horas. Las preparaclones directas
tienen la desventaja de que el Indice mitético es muy bajo, les
cromosomas aparecen mis condensados resultando pequefies Yy con
morfologia difusa. Mientras que en cultivos sin estimulacién, aungue
la divisién celular se efectla in vitro, tienen la ventaja de que la
morfoleogia de los cromosomas se mejora, ademds de que es mds probable

tener un resultado positivo (16,17). Por ello es importante realizar

14



ambos métodos para comparar . las -anormalidades  cromosdmicas

encontradas .

Si el ndmero de células circulantes en divisidén es alte, las muestras
de sangre periférica pueden ser suficientes, si se cultiva de ¢8-72
horas, sin adicionar fitohemaglutinina. Sin embargo si se estimula
pueden observarse clonas normales desarrolladas jin vitro, por lo que
hay que tener mucho cuidado y no considerar la presencia de células
normales ya que puede corresponder a linfocitos maduros y no a parte
de las clonas leucémicas, lo que darfa lugar a dar un resultado falso

(15-17).

Los cromosomas obtenidos ya sea de médula &gsea o de sangre periférica
se ldentifican por medio de técnicas de tincién que producen una
serie de bandas caracteristicas a lo largo de los cromosomas, las mas

cominmente utilizadas son: bandas QFQ, GTG, RFA, TFA, y CBG (18,19).

Bandas QFQ: Se producen por tratamiento de los cromosomas con
colorantes fluorescentes del tipo mostaza de quinacrina y otros
derivados de la acridina (20). El1 razonamiento de algunos
investigadores es que ip vitre la fluorescencia de la quinacrina se
incrementa al incorporarse al ADN rico en AT, mientras que el ADN
rico en G-C se enmascara (21). Sin embargo este tipo de metodologia
tiene la desventaja, de que las preparaciones deben ser revisadas

inmediatamente después en un microscopio de flourescencia.
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Bandas GTG: Son consideradas como un tipo de bandeo positivo, son
estructuras constituidas por heterocromatina intercalar que
comprenden cerca de 50% de las cromdtidas. El patrén de bandas G es
muy similar al de las bandas Q, s6lo difieren en que los centrémeros
de todos los cromosomas tifien obscure con bandas G, mientras gque la
heterocromatina centromérica no fluorece (16,17,21). Existen varios
métodos capaces de inducir bandas G e incluyen tratamientos con
&lcalis, detergentes, y enzimas proteoliticas como la tripsina (GTG),
entre otros (17,22). Las bandas G se tifien con Giemsa y se observan

con un microscopio de luz convencional,

Bandas RPA : La base principal de las bandas R 6 reversas se basa en
el tratamiento con altas temperaturas y soluciones salinas
concentradas, tefiidas con cromomicina, naranja de acridina (RFA) 6
Giemsa, dando un patrén inverso al de las bandas QFQ/GTG (23). Una
variante de ésta son las bandas TFA, que se usan para delinear los
segmentos terminales de los cromosomas (telémeros) para poder

identificar los puntos de ruptura en algunas translocaciones (23,24).

Bandas CBGs Esta técnica es utilizada para identificar
heterocromatina constitutiva localizada en todos los centrémeros,
regiones pericentroméricas de los cromosomas 1, 9, 16 y regién distal
de los brazos largos del Y (17,21).Las bandas C de los respectivos
cromosomas homblogos pueden variar significativamente, as{ como

también entre individuos (17). Las variaciones son comGnmente
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conocidas como polimorfismos & heteromorfismos. Los heteromorfismos
de las bandas C no tienen siqniricancié ‘elinica, El tamado y posicién
de las bandas C en cada cromosoma-es caracteristico y consistente en
diferentes células y tejidos. Sin embarge, translocaciones con al
menos un punto de ruptura en la regién de bandas C pueden ser
investigadas para precisar el punto de ruptura y evaluar el estado de

la regién centromérica (17,22).

El ndmero de bandas que se obtienen en cromosomas metafdsicos, por
conjunto haploide, varifa entre 150 y 320 bandas. Al utilizar técnicas
de bandeo de alta resolucién es posible observar hasta 1,200 bandas
por conjunto haploide. Si se sincroniza a las células con el empleo
de metrotexato, con lo cudl cesa la sintesis de ADN y ésta es
renovada con timidina, los cromosomas pueden observase en profase
tardfa o en prometafase (16,19). Esto ha permitido incrementar la
agudeza de la correlacién clinico citogenética, lo cual ha tenido
particular aplicacién en el estudio de las alteraciones citogenéticas

en las leucenmias.

sin embargo, con el advenimiento de las técnicas de genética
molecular y su combinacién con los progresos en otras 4reas de la
biologia celular y tumoral se ha intentado elucidar, en muchos casos,
el mecanismo molecular implicado en la iniciacién y progresién

neopldsica {13), aunque aGn queda mucho por estudiar y descubrir.
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3.2 Nomenclatura

El ISCN en el IV Congreso Internacional de Genética Humana, que tuvo
lugar en Parf{s en 1971, acords tratar de uniformar el sistema de
identificacién de los cromosomas humanos. Se establecié que los
cromosomas se clasificaban segin su tamafo, localizacién del
centrémero, Y patrén de bandeo de cada brazo. Los autosomas se
enumeran desde el par 1 al 22 en orden decreciente de longitud, el
par sexual se denomina X y Y. Cuando los cromosomas son tefiidos sin
aplicar técnicas de bandeo se pueden identificar siete grupos
cromosémicos ( A, B, ¢, D, E, F, G), teniendo en cuenta el tamafdoc y
posicién relativa del centrémero. Cuando sea realizan técnicas de
bandeo, todos los miembros de los grupos A-G pueden caracterizarse
por su patrén de bandeo especifico, lo que permite individualizar a

cada uno de ellos (26,27).

Los brazos cromesémicos se denominan: corto (p) y largo (gq); en cada
uno de ellos podemos identificar bandas gque son enumeradas
consecutivamente desde el centrémero hacia el telémero de cada brazo.
Para designar cada banda se requieren 4 requisitos: a) el nfimero de
cromosoma, b) el simbolo del brazo, d) el nGmero de la regién, y d)

el nGmero de la banda y subbanda (26,27).

Las alteraciones cromosémicas pueden ser numéricas significando 1a
perdida & ganancia de cromosomas completos (escribiéndose un - 6 un +
antes de los cromosomas en cuestién), 6 pueden ser estructurales que

se denotan como: (t) translocacién, (inv) inversién, (ins) insercién,

18



(del) delecién, (dup) duplicacién, (1) isocromesoma, (r) anillo,

(dic) dicéntrico, (marc) marcador (26,27).

Ademds se establecié que la observacién de al menos dos células
"pseudodiploides?® & hiperdiploides o de tres células hipodiploides
con la misma alteracién, pone de manifiesto la presencia de una clona
anormal. Los pacientes cuyas células no muestran alteraciones & en
quiénes éstas no son constantes son considerados normales. Los
cambios aislados pueden deberse a artefactos técnicos 6 errores
mitéticos al azar. La presencia de una clona normal se confirma por
la observacién de al menos una célula sin alteraciones, siempre y

cuando no se usen estimuladeres ip vitrs (19).

Heim y Mitelman (28) sugieren que las aberraciones cromosémicas en

desérdenes neoplidsicos son de tres tipos:

Primarias: Se encuentran frecuentemente como anormalidad Gnica y se
asocian especificamente al tipo de tumor, estas son el paso esencial

en el establecimiento de la neoplasia.

Secundarias: Nunca se encuentran como cambios Gnicos , a menudo son
adicionales a la anormalidad primaria y son importantes en la

progresién del tumor.
Ruido citogenético: Estd constituido por cambios cromosémicos al
azar, no ejercen un papel trascendental en la progresién de la

enfermedad.
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3.3 ANORMALIDADES CROMOSOMICAS PRIMARIAS EN LLA

Actualmente se sabe que las anomalias cromosémicas encontradas en las
células malignas no son alteraciones censtitucionales del individuo
sino adquiridas durante el proceso maligno. Es por ello que el poder
demostrar la presencia de alteraclones cromésomicas de tipo clonal
resulta sumamente importante para la caracterizacién de la enfermedad
(28). En la LLA se ha encontrado que 50-70% de los casos presentan
anormalidades cromosémicas clonales con técnicas estdndar, mientras

que con técnicas de alta resolucién hasta 70-95% de los casos (14).

En trabajos recientes se muestran claras evidencias de que en las
translocaciones detectadas durante el procesc neopldsico estén
implicadas zonas del genoma que contiene oncogenes celulares, los que
al ser desplazados de sus loci especificos sufren un proceso de
desregulacién o alteraciones en su estructura, escapandoe a los

mecanismos de control normal (13,14,19).

3.3.1 Alteraciones Numdricas.
Las alteraciones numéricas en la LLA se observan en aproximadamente

50% de los casos con alteraciones clonales y se han considerado de

gran influencia en el diagnéstico de estos pacientes (29).
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A.~ Hiperdiploidia
Esta alteracién numérica se ha clasificado en dos grupos dependiendo

del nimero de cromosomas implicados:

Grupe I.~ incluye el range de 47-50 cromosomas, se asocia
preferentemente a morfologia L2, se consideran con un pronéstico
intermedio, y los cromosomas principalmente implicados en este grupo

son: +21, +4, +8, +18 (29,30).

Grupo II.~ posee mds de 50 cromosomas , las ganancias se observan en:
+21, +6, +18, +14, +4, +10. Frecuentemente se asocia a morfologia del
FAB L1, se considera de bajo riesgo con respuesta al tratamiento
favorable, presentando remisién completa larga (>40 meses) y una
sobrevida mayor después de la quimioterapia (m&s de 21 meses en

adultos) (29,30).

ambos subgrupos se restringen a inmunofenotipo de linea B y Pre B,
tienen caracteristicas clinicas muy peculiares como: baja cuenta
leucocitaria, niveles bajos de deshidrogenasa l4ctica. Se ha viste
muy frecuente en poblacién masculina y sobretodo en nifios (20% de los

casos con LLA) (14,28,31).

Se desconoce la significancia biolégica de la hiperdiploidia en el
proceso leucémico (31).Los cromosomas extras pueden ser resultado de
una seleccién de células sometidas a una no-disyuncién de cromoscmas
homolégos, gque contienen una mutacién que provee a la célula ventaja

proliferativa dosis-dependiente. Esta hipétesis implica la presencia
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de muta;léneéiynyq‘ ééﬁdiencas en cada uno de los cromosomas afectados.
sin’emb'a:g’c;l" "1“a;'1’nut:'ac‘16n ‘del gen no es critica en el desarrollo de la
hipefdiblq@ia,i s‘ino la ganancia de ciertos cromosomas aumenta la
':pfoiifé:éc;én de células linfoides debido a un cambio de dosis o

dosis relativa de un conjunto de genes (30).

B.- Hipodiploidia y casi Haploidia.

La hipedipleidia (40-45 cromosomas) es una alteracién poco frecuente
en la LLA (3-10% de los casos), y su significado pronéstico es pobre
(32). Se asocia preferentemente a subtipo morfolégice L2 con
inmunofenctipo de LLA comGn, sin embargo también se han reportado
casos con morfologfa Ll., En cuanto a parémetros clinicos se
caracteriza por poseer niveles bajos de deshidrogenasa l&ctica y se
ha cbservado en nifios. Generalmente esta alteracién se acompafla & es

secundaria a un rearreglo cromosémico estructural (32,33},

La casi haploidia también es un evento muy raro en las células
leucémicas de la LLA, aungue no se ha observado en la LMA por lo que
se sugiere gue es una alteracifén no al azar del carictipo (34). Este
subgrupo presenta un nGmero modal de cromosomas entre 26-28 y
frecuentemente los cromosomas adicionales a la haploidia son:

21,10,14,18,16 e ¥ (14,34},

La LLA casi haploide se asocia con un inmunofenotipo de LLA comGn y

morfologfa L1 & L2. La sobrevida de estos pacientes es menor de un
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afic {6 a 9 meses) y actualmente se considera de mal pronéstico . por

tener una respuesta pobre a la quimioteraﬁia (32-34).

La ganancia & pérdida de cromoso»mas' como eventos primarios finicos
produciendo monosomias o triscmlas“ son mé&s comines en LLAique en LMA.
En el material analizado por el Tercer Taller Internacional de
Cromosomas en Leucemias (330 casos). la trisomfa 21 fue la mas
frecuente, sequida de +6, +8, y +18. Las monosomias observadas fueron

-7, =5 y =20 (33},

3.3.2 Alteraciones Bstructurales.

La alteracifén més comGn es 1a.pseudodiploid1a (69%), dentro de este
grupo se han reportado mi&s de 15 anormalidades estructurales
diferentes como eventos primaries en LLA. Alqunas de ellas tienen
importancia clinica particular, ya que se asocian especificamente con
un inmuncfenotipo y proveen de un mecanismo molecular para la
patogénesis de la LiA (14,28). En general clinicamente es importante
la identificacién de los paclentes con pseudodiploidfa debido a que
tienen muy mal pronéstico. Se necesitan tratamientos muy agresivoes
para preparar a los pacientes para un transplante de médula 6sea
durante la primera remisién. En un tercio de los adultos con tales
aperraciones el promedio de sobrevida es menor de 12 meses, con mis

de 5 meses de remisiétn completa. (33).
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A. £(1719) (q23,p13)

Este rearreglo fue descrito por distint‘os grupos de 1nvestigacién,
(Carroll, 1984; Michael, 1984; Williams, 1984)., Al inicio se reporté
como una translocacién en 1p21 y 19q13. Subsecuentemente se vié que
el punto de ruptura del cromosoma 19 era en 19p13 (35-37). Esta
translocacién puede ocurrir en dos formas: como una translocacién
balanceada donde las células tienen un 1g- y el 19p+; y como una
translocacién no balanceada donde los dos cromosomas 1 son normales y
el material cromosémico adicional derivado del 1 se encuentra en

19p+; siendo ésta Gltima la mds frecuente (38).

El porcentaje de aparicién es variable entre 5-10% en distintas
publicaciones (35-37). Esta alteracién est4 asociada a morfologia Li
del FAB e inmunofenotipo pre-B (38)., E1 pronéstico para estos
pacientes es controversial, sin embargo alqunos investigadores 1lo
consideran de alto riesgo (38-40). Otras publicaciones consideran que
aquéllos pacientes con t(1;19) no balanceada tienen mejor pronéstico
que aquéllos que tienen la t(1;19) balanceada (40), Sin embargo,
Raymondi (39) sugiere que la sobrevida de estos pacientes puede

mejorar con tratamientos intensivos.

Las anormalidades cromosémicas adicionales a la t(1;19), se han
reportado en 50-70% de los casos, siendo las mads frecuentes copias
adicionales de 1q, del 6q, i(9q) y t(14p). S6lo los casos
der(19)t(1;19) presentan i(7q) y del(9p) y en los de la t(1;19)

presentan rearreglos en 13q (40). Este @ltimo mas tarde fué de
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particular’ 1njtvex:éus,yav‘ q\ie aqui se encuentra localizado el gen de
.retihobla"st‘oha‘ ("Rb).k"é;ug"’en estudios recientes se ha visto implicade

en leucemia

-_No_s've"conoce ‘aln el mecanismo exacts por medio del cual la

t(1,19) (q;{J’;pi;) ‘vpﬁr;icipa en la leucemogénesis. Sin embargo se ha
:vist{:tiqué"yh‘n;‘:;ic'a al gen E2A localizado en 19pl3 el cuidl incluye dos
‘.DN}’\“s };opiﬁ E12 y E47 que normalmente se unen a la secuencia kappa E2
"del‘DNA, ‘localizada en el "enhancer" de la cadena kappa de las
inmunoglobulinas. las consecuencias genéticas de la t(1;19) son el
rearreglo y la juxtaposicién del gen E2A en 19pl3 con un gen en el
cromosoma 1, PBX1l el cual codifica para una proteina con una caja
homeética(4l). El rearreglo presenta como resultado la sintesis de un
transcrito m&s largo que el mensajerc normal de E2A, del cuil se
desconoce su actividad, por lo que se requiere una investigacién mas
exhaustiva. En cuanto a la variante der (19), se desconocen las
consecuencias del rearreglo. Observaciones hechas en algunos estudios
reportan un mejor pronéstico para aquellos pacientes que pierden la
clona der l1q. Esto sugiere que los eventos que ocurren en este locus
pueden ser mds importantes que la quimera E2A/PBX1 en la resistencia

al tratamiento (42-43).

B. t(4;11) (q21;q23)

Este rearreglo fue descrito por primera vez por Oshimura en 1977

(44), y posteriormente por Van den Berghe en 1979 (45). Su frecuencia
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es de aproximadamente 6% de los casos con LLA, se presenta tanto en
nifios come en adultos sobre todo en jévenes (46). Cursa con cuadros
clinicos muy agresivos como hiperleucocitocis, alto porcentaje de
blastos en sangre periférica, hepatoesplenomegalia y/o
linfadenopatias. Esta translocacién est& asociada a muy mal
prondstico, pueden lograr una remisién completa con duracién menor a
4 meses, La sobrevida es de 7 a 12 meses cuando se presenta como
anormalidad f(nica; pero cuando se asocia a otros rearreglos
(translocaciones e hiperdiploidias > de 50 cromosomas) el pronéstico

mejora (45,47).

Se asocia a morfologfia L1 6 L2 del FAB e inmunofenotipo de células
pre-B. Sin embarge el origen de las células blasticas ha sido muy
discutido ya que se han presentado evidencias de que las células
presentan caracteristicas de diferenciacién hacia la linea linfoide y
mieloide ) (14,46,47). Estos estudios sugieren dque existe wuna
transformacién de un precursor multipotencial 6 bien que la expresién
del gen translocado produzca el fenotipo ambiquo, dando
caracteristicas mixtas a las células. Algunos estudios con bioclogia
molecular han reportado rearreglos en el locus de cadenas pesadas de
Ig‘s. Mirro (48) demuestra un patron de hibridizacién méltiple en
estas regiones, resultado de la gran diversidad de combinaciones de
los segmentos V, D, J; presentando todos sus pacientes pérdida de la
cadena ligera de Ig 6 rearreglos en el dgen TCR, indicando que la
malignidad de la clona es derivada de un precursor temprano de

células B.
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ruptura Etecuente en la LLA.

£(11;19) (g23;p13) en 2% y

. g(l;l{l) (p32,q23) en %i%:,v('sl'). En estudios recientes se reporté que el
gen LLA-l se l'oa.:aliza en 11q23 y abarca aproximadamente 100kb, este
conéiene por lo menos 21 exones y codifica para una proteina de mds
de 13910 aminoacidos. Contiene 3 regiones homélogas al gen Trithorax
de Drosophila, dos de estas regiones contienen dominios de dedos de
zinc que presumiblemente linteractGan con el DNA, La Ultima regién
constituida por 220 amincacidos corresponde a la porcién terminal.
Por tal homologia se ha extrapolado la actividad del producto del gen
Trithorax a la del gen LLA-1. Asf{ se ha definido como un factor de
transcripcién que estd implicado en la regulacién de genes que
controlan el desarrollo y/o diferenciacién  tisular  humana

(transformacién homeética) (52).

El mecanismo molecular implicado en la t(4;11), sugiere gque el gen
LLA-1 se rompe en una regién codificante dando como resultado la
fusién en fase de un marco de lectura abierta de LLA-1 con un gen en
el cromosoma 4 (AF-4). Se predice la presencia de dos proteinas
quimericas producto de la t(4;11). Sin embargo se carece de
informacién sobre la proteina normal AF-4, por lo que no es posible
saber si también es factor de transcripcién que intercambia dominios
funcionales con LLA-1 dando lugar a un factor de transcripcién
quimérico. Asi mismo, tampoce se ha podido establecer cudl de los dos
productos es oncogénico, aunque probablemente sea el derivado de

LLA-1 el responsable (51,52).
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C. t(9:22) (g34;q81).

La presencia del cromosoma Filadelfia (Ph’}, en células de médula
ésea de pacientes con LLA se describié por primera vez en 1970 antes
de la introduccién de las técnicas de bandeo (14). El Tercer Taller
Internacional de Cromosomas en Leucemias informa gue esta alteracién
es una de las mds comines en L1 y L2 (nunca se observé en L) (53).
Se presenta en 15-25% de los casos adultos y en 5% de los casos
pedistricos. Independientemente de la edad, cursan con mal pronéstico
ya que responden pobremente a la terapia, y s6lo 54% de ellos
alcanzan la remisién completa (con duracién de 8-12 meses). Por lo
que estos pacientes son candidatos a recibir transplante de médula
6sea al adquirir la primera remisién, sin embarge atn asi la

sobrevida de estos pacientes es corta, 12 meses (53,54).

En cuanto a la caracterizacién inmunolégica de los casos Ph+, la gran
mayoria presenta fenotipo compatible, con diferenciacién B (precursor
B, LLA comGn & pre B); ocasionalmente exhiben caracteristicas de

células T (14,28,54).

Citogenéticamente el marcador Ph+ en células de LLA, es
indistinguible de la t(9;22)(g34;qll) especifica de LMC, a partir de
aqui{ suge la interrogante de si la LLA Ph+, verdaderamente representa
una leucemia aguda de nove & es un estado bl4stico de LGC, no
diagnosticade previamente. Ya que ambos padecimientos presentan
cambios semejantes tales como un segundo cromosoma Ph’, trisomia 8 y

monoscomia total o parcial del 7 (55,56).
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Sin embargo, se than presentado elgunas diferencias que han permitido
diferenciar a estas dos entidades y son las que a continuacién se

mencicnan:

a) Las metafases normales en médula ésea son muy frecuentes en LLA y
no han sido cbservadas en LMC en crisis bl&stica. Sin embargo, se ha
visto presente el cromosoma Ph’, précticamente en todas las lineas
celulares en LMC y en cambio en la LLA se observé que estd ausente en
colonias no linfobldsticas como las eritroides y mononucleares entre

otras (56,57).

b) El cromosma Ph’ usualmente desaparece durante la remisién y en la

LMC es raro (57}.

c) Cltogenéticamente hay otros rearreglos cromosémicos como del(l0q),
t(1;4), +4, =20, +19, inv(3), que han sido reportadas tanto en
pacientes con LLA Ph+ como Ph- y que estd4n ausentes en crisis

bl&stica de LMC (56,57).

d) En la LMC se presentan translocaciones variantes del cromosoma Ph’
que pueden implicar tres & m&s cromosomas. Estos rearreglos
frecuentemente implican un segmento de 22q translocado a otro
cromosoma diferente del 9, principalmente el 2. En la mayoria de
estas translocaciones citogenéticamente no parece participar el
cromoscma 9, pero molecularmente si se detecta su presencia en el

rearreglo (56,57).
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e) Hay casos de LGC en los que el Ph’ no se reconoece en los
intercambios complejos, que corresponderian a"un: Ph'l‘ enmascarado,
pero por técnicas moleculares se ve que 'si estd. implicado el

cromosoma 22. Esto no se presenta en LLA Ph+ (33),

El cromosoma Ph’, fué la primera anormalidad citogenética asociada
especificamente con leucemia (53). En 1973, se descubrié que el Ph’
resulta de la transleocacién reci{proca balanceada del cromesoma 9 y
22, pero mis tarde con el gran avance de la técnicas a nivel
molecular se han elucidado las bases moleculares de este rearreglo
(56-58) .

Esta se forma por la fusisn de los genes abl del cromesoma $ y ber

del cromosoma 22 (58).

El proto-oncegén c-abl (9934.1) es el homélogo normal del gen
transformante del virus de la leucemia murina de Abelson, que causa
leucemia de células pre-B en el ratén (56,57). Tiene una longuitud de
230 pb y comprende 11 exones de los cuales el primeroc en el extremo
5/ es alternativo (Ia 6 Ib) y les restantes son constantes (53-55).
Codifica para una tirosincinasa localizada en el citoplasma 6 en el
ndcleo dependiendo de su primer exén. Las leucemias asociadas con
proteinas ABL, presentan tanto jn _ vijve «como in _ vitre
autofosforilacién de residuos de tirosina mientras que la proteina
celular normal no presenta autofosforilacién. Esto hace pensar que la
alteracién de la actividad de la protein-cinasa es crucial en la

leucemogénesis (57,58).

a0



El punto de ruptura en el cromosoma 22 ocurre en la regién bcr
(breakpoint cluster region), que contiene 13 exones gque codifican
para una serie de fosfoprotefnas ; esta proteina BCR tiene actividad
de serin-treonincinasa, su funcién hasta ahora es desconocida (56}.
El punto de ruptura es variable, cuande la translocacién abarca el
primer exén se denomina regién menor de BCR (m-BCR), y si es el 20, y
Jer. ex6n reqgién mayor de BCR (M=BCR}. En publicaciones recientes se
report6 gque la LLA de novo puede presentar los dos tipos de ruptura

(m-BCR/M~-BCR} , mientras que en la LMA sélo se presenta en M-BCR (58).

El transcrito quimérico bcr/abl de 8.5 Kb se traduce a una proteina
quimerica de 210 kd en las células de IMC y en algunos casos de LLA
(rompimiento en M~BCR). Cuando el rompimiento es en m~BCR se forma un
RNAm de 7 kb que se traduce en una proteina de 190 Kd exclusivamente
encontrada en LLA., Ambas proteinas tienen una actividad incrementada

de tirosincinasa dando lugar a la leucemogénesis {57).

Los mecanismos gque llevan a ésta translocacién adn no son muy claros.
sin embargo, se han plantedo dos hipétasis que podrian explicar la
naturaleza del rearreglo: La primera supone que la t(9;22), resulta
de un error en el mantenimiento de la reparacién del wmaterial
genético. La seleccién somitica de un rearreglo en particular come
esta translocacién puede ocurrir a causa de su potencial maligno. Ya
que puede tener un efecto de 'mancha caliente” debido a
caracteristicas propias de las secuencias tipo bcr y abl 1o cual

promueve su ruptura y unién racurrente (59).
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.Algunos estudios en c¢élulas malignas linfociticas, proponen come
posible mecanismo la 2a. hipétesis: Esta supone que el rearreqlo es
generado por errores en los mecanismos de la recombinacién somitica
activados en los genes de inmunoglobulinas y receptor de células T

(59) .

Estos errores implican un seqgundo locus gue citogenéticamente produce
la translocacién. En 1985 Rogers (60), suglere que las secuencias
Alu son las "manchas calientes" que pueden generar una recombinacién
ilegitima en la t(9;22), ya que estas secuencias han sido detectadas
en las secuencias bcr-abl. Esto fué mas evidenciado al encontrar
reportado un caso de LLA Ph+, con un rearreglc en el primer intrén de
bcr observindose invertidas las secuencias Alu en el punto de ruptura
tanto del cromosoma 9 como del 22. Esta mecanismo propuesto es el
resultado del mal apareamiento de 2 horquillas por la inversién de
las secuencias Alu. Sin embargo, este hecho no se ha reportado en
otros casos y serifa intrigante saber si dichas horquillas implican un
Jer punto de ruptura comdn, visto en las translocaciones variantes

del Ph+ (57,59).

Sin embargo habrifa que estudiar mds a fondo estos mecanismos para
tomarlos como causales de la t(9;22), y con esto permitir dar mejor

tratamiento a estos pacientes.
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D. del(6q) (q15-q21)

Esta es una alteracién bastante frecuente (5-10%) en LLA y en
linfomas no-Hodgkin, pero nunca se ha encontrado en LMA, La razén de
esta especificidad celular se desconoce (14).

La mayoria de los casos 6q- corresponden a LLA comdn, la morfologfa
siempre es L1 6 L2 . Se han comunicado muy pocos casos de delecién 6q
y linaje T. Predomina en niflos y adolescentes. Esta alteracién se
considera de pronéstico intermedie, con buena respuesta al
tratamiento, Entran en remisién completa 75% de los casos hasta por

25 meses y tienen una sobrevida de 29 meses (14,28).

Al igual que en la del(5g) en sindromes mielodisplasicos (SMD), el
punto de ruptura en el cromosoma 6 es muy variable, y va desde

deleciones intersticiales a terminales (33).

Un oncogén celular, c-myb, se ha localizado en 6q21-24. Se ha podido
determinar niveles elevados de RNAm da c-myb en células portadoras
del marcador 6q-. Estos estudios demuestran que la alteracién a nivel
del oncogen puede ser de importancia en la patogénesis de las
neoplasias linfoides. La principal consecuencia de la delecién seria
un efecto de posicién mids que la pérdida en el segmento cromosémico

de un gen con actividad de antioncogen & tumor-supresor.(61).
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P..-‘ t(9:v)(P21;Vv) o del (9)(p21).

Las anormalidades en brazo corto del cromosoma ¢, son bien conocidas
en la LLA (62). El primero en reportar esta anormalidad fué Chilcote
en 1985 en un grupo de nifics con LLA y anormalidades en 9p, en
quienes sugiririé que la monosomfa parcial de 9p estd asociada con
inmunofenotipo de células T, con marcada leucocitocis, esplenomegalia
y nédulos linfaticos agrandades (62,63). Un panorama mds heterogéneo
fué sugeride por otros autores, que incluian en sus publicaciones
tanto pacientes con translocacién balanceda implicando 9p como
pacientes con monosomia de esta regién., Ellos describian pacientes
con diferentes tipos de LLA de células B; y sugirieron que aunque el
porcentaje de esta alteracién era frecuente (7-10%), no estaba
relacionado con el inmunofenotipo (63). MA&s tarde en 1989, Murphy
{64) comentd que esta anormalidad presenta un cariotipo complejo,
pero que es notable que estos pacientes tengan caracteristicas bien
definidas por 1o que se trataba de una nueva translocacién especifica
{64). Aunque en la literatura se menciona como una alteracién casi
exclusiva en nifios, recientemente se ha reportado en pacientes

adultos sobre todo j6venes (62).

El mecanismo por el cual el material cromosémico se pierde es muy
variado e incluye deleciones, translocaciones no balanceadas vy
pérdida completa del cromosoma 9. Los puntos de ruptura mids comunes

son en la reqgién 9p21i-22 (14,62).
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Los genes para el interferon alfa y el interferon beta-1  se
encuentran localizados en el cromosoma 9p22 (65). Diaz y cols (66),
encontraron pérdida de la homocigocidad y heterogocidad del gen de
interferon en 7 de 15 lineas celulares provenientes de pacientes con
LLA. Estos investigadores especulan que la perdida o ganancia de
estos genes de interferon podrfan estar relacionado con la
proliferacién maligna en LLA, ya que se conoce que el interferon
afecta la proliferacién y diferenciacién celular. Alternativamente
la pérdida de un conjunto de genes tumor-supresores pueden ser
defectos genéticos relevantes asociados con leucemogénesis en células

con esta delecién (66).

F.- del 12 (p12).

Los rearreglos cromosémicos implicande 12pl2 ocurren en 10% de los
pacientes con LLA. En un estudio de 23 casos con anormalidades en
12p12 hecho por Raimondi (67), 18 tenian LLA comfin, 3 pre-B, y 2 LLA-
T. Sin embargo ninguno de estos casos tenfan pronéstico favorable ya
que presentaban cuenta leucocitaria alta. En otras publicaciones se
reportaron dos translocaciones no al azar , t(7;12)}(qli;pl2) vy
dic(9;12) (pl1-pl2;pl2), que tienen puntos de ruptura en esta regién.
En las cudles 8 pacientes reportados con dic(9;12), 7 tenfan
cariotipo hipodiploide como anormalidad secundaria, todos eran nifios,
y se encuentran en remisién. Por lo que el pronéstico y

significancia de ésta anormalidad es controversial (68).
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El oncogén K-ras-2 se localiza en izpl2 y posiblemente esté implicado

en«la'pétogénésis de ia enfermedad (69).

G.= t{8;14){q24:q32), t(8;22) (q24;q11) ¥y t{2;9)(p1r2;q24)

Estas tres translocaciones se encuentran en LLA tipe L3 ¥ en linfomas
Burkitt. Estdn especificamente asociadas a cé&lulas de estirpe B (70).
Algunos estudios han demostrado que estaos marcadores se encuentran
mids £recuentemente en varonea adultos que en nifiecs 6 mujeres., Se

asoclan a baja respuesta al tratamiento y corta sobrevida (5 meses en
promedio) (33,53).

La translocacién (8;14) es la n4s comGn (?75-85%) de los casos de L3,
constituyendo la t{2;8) y t(8;22) el 10-15%. La naturaleza del
rearreglo se establecié por técnicas de alta resgolucién identificando
a las sub-bandas 8924.13 y 14g32.33 (71). Adends de que se han
reportado cambios cromosémicos adicionales a estas translocaciones en
70t de astos casos. Los rearreglos estructurales en el cromosoma 1
son las anormalldades secundarias mds frecuentes, en particular la

trisomia parcial de 1q presente en 30% de los pacientes (14,33,70).

lLas tres translocaciones muestran en comlin el punto de ruptura en el
cronosoma 8, en la banda 8g24, lugar donde se encuentra ubicado c-myc
(hombloge humano del oncogen del virus de la mielocitomatosis
aviar) .El oncogén c~myc consta de trea exones interrumpidos por dos

intrones. El primer exdn en el extremo 5‘tiene un codén de
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terminacién y por ‘lo tanto no se traduce en protefna. El segundo y
tercer exones se transcriben a RNAm y se traducen a una protefna con

propiedades de unién a DNA (33).

Los _otros tres cromosomas 2, 14 y 22, poseen genes de
inmunoglobulinas, localizados precisamente, en los puntos de ruptura
que caracterizan a las translocaciones antes mencionadas. En el
cromosoma 14 se encuentran los genes para las cadenas pesadas, en el
22 para las cadenas ligeras lambda y en el 2 para las cadenas ligeras
Kappa (10,11).

En el cromosoma 14, la regién C del gen de cadena pesada de
inmunoglobulinas es proximal y la V es distal, a nivel de la banda
149q32. Al producirse la t(8;14) la regién V se transloca al brazo
largo del cromosoma 8 y el gen c-myc pasa a la regién distal del
brazo largo del cromosoma 14, Cuande se estudian las £(2;8) y t(8;22)
se observa que las regiones C y V de los genes de las cadenas ligeras
Kappa y lambda muestran una orientacién invertida, siendo la regién
proximal V y la distal €. Al producirse las translocaciones, en ambos
casos, el oncogen c-myc se mantiene en el cromosoma 8 y se le une la
regién C, mientras gque la regién V permanece en el cromosoma de
origen. Como vemos en las t(2;8) y t(8;22), el c-myc permanece
intacto, en tanto qua la t(8;14) el c-myc se rompe y solamente una
porcién de éste es translocada y queda con una orientacién invertida
con respecto a la regién C del gen de las cadenas pesadas en el

cromosoma 14 (70).
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El resultado de este fendémeno es la yuxtaposicién del c-myc con un
locus de inmunoglobulinas. Se piensa que este fendmeno conduce a 1la
desregulacién del c-myc con su consecuente expresién constitutiva en
las células tumorales, lo gue podria ser la base de la transformacién
maligna (70).

Ho= t(8;34) (q24;q11), £(10:14)(q24;q11) ¥y t(11;14) (p13;qi1).

Estas tres aberraciones fueron asociadas con neoplasias de células T
por varios autores (72). Se asocian a morfologfa L1 6 L2 del FAB y
actualmente no hay caracteristicas clinicas gque lo distingan de otros
subgrupos de LLA (14,33), De los pacientes con alteraciones
cromosémicas de cualquiera de estos tres tipos y sus variantes, 60%
alcanza la remisién completa con duracién de 4 meses. En general
tiene una sobrevida corta (4meses) cuando se presenta como
anormalidad primaria dnica. Pero el prondéstice se modifica alargando
la sobrevida cuando el paciente desarrolla comoc anormalidad

secundaria, hiperdipleoidia >50 cromosomas (14,33,53).

Existen mGltiples reportes acerca del mecanismo por el cual estos
rearreglos contribuyen en la leucemogénesis ya que molecularmente
estas anormalidades estdn bien definidas: las tres implican una
ruptura proximal en el brazo largo del cromosoma 14 y por técnicas de
alta resolucién se ha elucidado el punto de ruptura (14qll.2} (33),

En este sitio se han mapeado los genes para las cadenhas alfa y delta
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del receptor de células T (TCR) y cada una de éstés Variiahtesﬁlmplica

uno de estos loci en el rearreglo (12,14).

£(8;14) (q24;q11) Esta translocacién se ha com

que ocurre en las neoplasias de células B con

mismo sistema enzimdtico es responsable de la unién v J ue participa

en la recombinacién entre c-myc y TCR (73}.

t(10;14) (924;q1l) Esta alteracién se ha observado en las células
leucémicas de 5-10% de los casos de LLA de células T (76). Un gran
nimero de andlisis moleculares han revelado que este rearreglo es una
simple translocacién entre el gen de la cadena delta del receptor
delta y la regién 10q24. Sin embargo, publicaciones recientes han
sugerido que se trata de un rearreglo genético muy complejo. Ya que
adicionalmente a la translocacién entre el receptor delta de TCR y la
regién 10924, ocurre una inversién entre las regiones V y J de TCR.
El punto de ruptura en el cromosoma 10 implica la existencia de un
nuevo gen que se activa confiriendo ventaja selectiva a las células
leucémicas (14,74). E1 sistema de recombinacién enzimitica que
produce los rearreglos en los genes de inmunoglobulinas, podria tener

una funcién importante en el mecanismo de la translocacién (74}.

t(11;14) (pl3;qll) En el punto de ruptura del cromosoma 14(qll) mapea
la cadena alfa de TCR por lo que se ha relacionado especificamente
esta alteracién al linaje T. En este lgcys se observé que el punto de
ruptura ocurre entre las regiones V y C; por lo que las regiones J y

¢ se translocan al derivado 1lip+ y la regién V permanece en el
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marcadbf‘ l{q-. Estos resultados han permitido determinar la
o;ientacién‘ de estas regiones la cual es: centrémero-regiébn V -
‘reqiéh J - regién € - telémero . El oncogen Hras-1l se ha mapeade en
11§i3-i4 Yy parece ser que su expresién se incrementa o se modifica

‘cuando se combina con el locus de cadena alfa de TCR (14,75,76}.

I, £(7;v) & del (7q)

Las anormalidades numéricas y estructurales del cromosoma 7 son
comunes en los desérdenes hematoldgicos (14,28,33).

En caso de presentarse como anormalidad estructural los puntos de
ruptura son variables, pero especificos para un inmunofenotipo
determinade (9,14). En los casos de LLA de células T los puntos de
ruptura se restringen a la regién terminal de 7q (7932 y 7936);
cuando es de células B la ruptura ocurre en la regién proximal de 7q

(7911 y 7q22) (77).
El mecanismo molecular establecido para estos rearreglos, implica la

activacién de genes del locus de TCR (cadena beta del receptor de

células T) localizado en 7q3l-qi6 (78,79).

Jo= CARIOTIPO NORMAL.

El hallazgo de cariotipos normales en la LLA es frecuente. Esto se

observa en los casos en que las células leucémicas poseen una escasa
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divisién celular y, por lo tanto, es diffcil obtener metafases del
tejido - maligno. En otros pacientes 1la existencia de cambios
submicroscépicos solo detectables a nivel molecular determinan un
aspecto citogenéticoe normal, a pesar de los camblos a nivel génico.
Por Gltimo en otros casos, la clona anémala puede tener muy baja
incidencia, por lo tanto prevalecen las células normales,
Generalmente en este grupo se incluyen todos los pacientes sin
alteracliones aparentes. La presencia de cariotipos normales determina
un factor pronéstico favorable (80).

Otro hallazgo frecuente en la LLA es la falta de células en divisién,.
En muchos casos los estudios citogenéticos reiterados resultan
infructuosos y ello se debe a la escasez de células en divisién. El
pronéstico de estos pacientes es malo puesto que las células en
repose son mAs resistentes a la accién de los agentes

quinioterapeuticos (14).

La presencia o ausencia de células normales en médula Ssea es muy
importante, ya que si en médula hay presencia de células alteradas,
el riesgo de mala evolucién es mucho mayor que en los casos en los
que se ven células normales y anormales & totalmente normales, Esta
observacién se relaciona con el hecho de gue al erradicar la clona
leucémica por efecto del medicamento, las cé&lulas normales presentes
podrian repoblar 1la médula ésea, llevando al paciente a remisién de

1la enfermedad (14,18},
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CAPITULO 4

CORRELACION CLINICA.

La relacién de las anormalidades cromosémicas con el prondstico de
los pacientes con LLA, ha sido debatida por los investigadores
durante muchos afos (80,81). Secker-Walker (82} y colaboradores
fueron los primeros en presentar evidencias de que el nimero
cromésomico es un indicador pronéstico independiente, para evaluar el
tratamiento en la LLA .

Mds tarde en el "El Tercer Taller Internacional de Cromosomas en
Leucemias" se encuentra que tanto el nlmero como las alteraciones
cromosémicas especificas son un factor importante en la evolucién de
la enfermedad ya que se correlacionan con remisién completa, duracién

de ésta y sobrevida de los pacientes (83). Tabla IV.

Se establecié que las alteraciones numéricas como la hiperdiploidia
>50 cromosomas son de prondstico favorable y sobrevidas largas
(mayores de 1 afo}, y aquellos pacientes con hiperdiploidfa <50
cromosomas son considerades de pronéstico intermediec (81,83). Sin
embargo los pacientes con casi haploidia, aunque es poco frecuente se

consideran de mal pronéstico (39).
Los pacientes con pseudodiploidifa principalmente con t(4;11),

t(1;19), t(9;22), t(8;14), y rearreglos que implican a los cromosomas

14q, 12p, 9p, 79 son de prondstico desfavorable, sobrevidas menores a
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TABLA IV

SIGNIFICADO PRONOSTICO DEL CARIOTIPO EN MEDULA OBEA
AL REALIZAR EL DIAGNOBTICO (14).

CARIOTIPO REMIBION DURACION DE BOBREVIDA
COMPLETA (%) LA RC (MEBES) (MESES)
>50 cromosomas 87 40 57
Normal 92 19 31
6q~ 75 25 29
46 anormal 78 16 22
47-50 77 16 18
<46 71 8 12
t(9;22) 54 8 12
14q+ 53 24 9
t(4;11) 69 4 7
t(8;14) 60 4 5
incluyendo
variantes
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‘un aflo y un bajo porcentajé adquiere remisién completa. S6lo la

del (6q) se considera de pronéstico intermedio (84,85).

Al establecerse que la citogenética es un indicador pronéstico
independiente de otros criterios, se considera de suma importancia el
diagnéstico citogenético que fija la pauta para determinar el
tratamiento del paciente. Ademds si se realiza un sequimiento se
puede determinar la evolucién del padecimiente y respuesta al

tratamiento (84-86).

Algunos estudios en LLA especialmente con cromosomas no bandeados
reportan como un evento raro la evolucién del cariotipo (87). Sin
embarge recientemente se han reportado cambios en el cariotipo,
durante la evolucién de la enfermedad con una alta incidencia (80%).
Hay quienes dicen que los cambios numéricos predominan sobre 1los
estructurales; sin embargo Testa (88) reporta lo contrario.

Los cambios cromosémicos adicionales mds comdnmente implicados son:
deleciones de 6q, 7q y 9p, asl como trisomfas de los cromosomas 8,18,

Yy 21 (87}.

En los pacientes que se encuentran en remisién, la presencia de
alteraciones cromosémicas secundarias serd indicativa de recaida afn

cuando no se presente sintomatologia clinica (87).
El uso combinado de los hallazgos citogenéticos junto con los
pardmetros clinicos, ha demostrado que se llega a un mejor

diagnéstico, lo cuil permite dar el tratamiento més adecuado.
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En. 1986 se llevé a cabo un Taller Internacional sobre factores
pronésticos (89/) Se aceptaron como los mis importantes: la cuenta
leucocitaria inicial, morfologfa del FAB, inmunofenotips, edad, sexo,
Y en consecuencia la infiltracién al SNC, presencia de

hepatoesplenomegalia, y masa mediastinal.Tabla Vv

La cuenta inicial de leucocitos se considerd una variable
independiente y segfin alqunos autores , el indicador predictive mis
importante en la respuesta al tratamiento. Estos estudios indican que
cuanto mayor es la cifra de leucocitos, mis se anremeﬁta el riesgo
para la recaida temprana (89). En algunas series se ha enfatizado que
cifras de leucocitos mayores de 30,000/m.ui° al momento del diagnéstico
tienen un pronéstico pobre. La diferencia de la cifra de leucocitos
ha sido analizada en un periodo dr 10 afios, encontrindose que en los
pacientes con cifras altas de leucocitos s6lo 27% permanecian en
remisisén completa, en comparacién con los pacientes con cifras bajas,
en los cuales 65% permanecen en remisién completa. La presencia de
esta variable junto otros factores como son: La infiltracitn inicial
al SNC, presencia de hepatoesplenomegalia, asf como masa mediastinal

empeoran el prondstico en estos pacientes (86,89).

La edad es otra variable pronéstica independiente. Los nifios con un
mejor pronéstico son los gque se encuentran entre 2 y 9 aflos de edad,
mientras que los adultos con nds de 35 afios se consideran de mal

pronéstico por responder pobremente al tratamiento (86,89).
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TABLA V

PACTORES PRONOSTICO EN LLA (3,89)

FACTOR FAVORABLR DRSFAVORARLE
Cuenta leucocitaria  <30,000/ul »>30,000/ul
inicial
Morfologia FAB L1 o L2 L3
Inmunofenotipo CALLA, pre-B, nula LLA-B o T
Edad Niflos »2aflos, Nifios<2 afios,

Adultos <35afos Adultos>35 afios
Sexo Femenino Masculino
Afeccién al SNC Ausente Presente
Adenopatias Ausentes Presentes
Hepatoesplenomegalia Ausente a moderada Notable
Niveles de Ig’s Normales Disminucién
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Otra ‘variable independiente es la variedad morfoléqica, la de mejor

pronéstico es la LI, siguiende la L2 y la de peor: prondstico es la
L,

R Y clasificacién inmunolégica también tiene implicaciones

pronésticas, la variedad CALLA+ con lleva un buen prondstico, al
igual gue las varliedades inmaduras de celulas B; sin embargo,
aquellas células con inmunofenotipe madure {LLa-B, LLA-T), se

consideran de mal pronéstico (9).

En relacién al sexo se acepta gue el sexo masculine tiene mejor

prondstico, que el femenino (86,89).

La correlacién de las alteraciones cromosémicas con estos parimetros
clinicos, ha permitido llevar un mejor manejo de los paclentes con
LLA, clasificAndolos en alto y bajo riesgo segln sus caracteristicas
citegenédticas y clinicas. Graclas a estos avances se ha alargado la

sobrevida de estos pacientes dando el tratamiento mids adecuado.
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Capitulo 5§

TRATAMIENTO

El tratamiento en algunas leucemias ha avanzado grandemente y ya no
s6lo se intenté inducir una remisién completa sino lograr la
curacién., En la LLA se ha hablado de una posible curacién, por tanto,
antes de planear el tratamiento, se debe intentar llegar al
diagnéstico definitive wusando informacién clinica, morfologia
cldsica, citoquimica y citogenética. Ademds puede evaluarsa la
evolucién de la enfermedad por medio de las técnicas citogen&ticas y
de blolegfa molecular. Posteriormente se debe determinar si es
posible tratar de conseguir la curacién, dada la naturaleza de la
enfermedad, el tratamiento requerido, la edad y condicién general del
paciente, Si sSe considera imposible obtener curacién por la
afectacién general, sblo se trata con agentes citotbxicos para
reducir la masa tumoral total mejorande la funcién orgdnica y la

calidad de vida (90).

$.1 QUIMIOTERAPIA

En la mayorfa de los protocolos terapelGticos el tratamiento de la LLA
consta de tres fases que son: Induccién a la remisién, profildxis del

SNC, mantenimiento de la remisién.
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5.1,1.~ INDUCCION DE LA REMIBSION.

Consiste en la aplicacién de una quimioterapia capaz de provocar una

destruccién blastica hasta c guir la ausencia de signos de

enfermedad (91). La combinacién de prednisona Yy vincristina induce
la remisién completa en B85-95% de los pacientes con LLA., La adicién
de un tercer firmaco en esta fase , L-asparaginasa o antraciclinas,
no mejora la tasa de remisién pero prolonga la permanencia en
remisién completa, aunque desafortunadamente, aumenta la toxicidad.
Durante esta fase existe un pequefioc porcentaje de fallecimientos
debido a complicaciones infecciosas, nmientras que en aproximadamente
5% de los pacientes se observa una refractariedad al tratamiento, no
pudiendo alcanzar con estos farmacos la remisién completa (91,92).

Ello constituye un signo de mal pronéstico.

En estos casos se ha consequido la remisién completa con la
combinacién de otros férmacos, como VM~26 (epipodofilotoxina) vy

arabinéside de citesina (92).

En condiciones normales, la duracién de esta fase del tratamiento es
de 4 semanas aproximadamente. Algunos protocolos incluyen, al
finalizar la induccién de la remisién, una fase de consolidacién,
consistente en una intensificacién del tratamiento con el fin de
reducir la masa de células tumorales, especialmente las de
localizacién extramedular (bazo,higado,rifién). Es de corta duracién y
gran agresividad, por lo que se utiliza usualmente sélo en los

pacientes de mal pronéSstico (91-93).
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5,1.2.- PROFILAXIS DBL BNC.

Durante algin tiempe las recafidas en el sistema nervioso central,
fueron una de las causas mis importantes del mal pronéstice de las
leucemias. El acantonamiento y proliferacién de linfoblastos en el
SNC, considerado come un "santuario leucémico", era posible debido al
diffcil paso de la barrera hematoencefdlica por los farmacos

habitualmente empleados (91).

En los afios sesenta se observé que la irradiacion craneal protegia a
los enfermos contra las recaidas leucémicas meningeas. La irradiacién
craneospinal se mostré mis efectiva, pero en ambos casos se producia
una toxicidad importante, con niveles altos de inmunodepresisén y

deterioro intelectual notable (91,94).

La administracién de farmacos (metotrexato o arabinésido de citosina)
por via intrarraquidea ha resultado también eficaz en la prevencién
de la recaida meningea de las leucemias, por lo que actualmente los
protocolos de profilaxis neurolégica constan de metotrexato
intratecal, combinado con arabinéside de citosina , o solo junto con

irradiacién craneospinal a bajas dosis (91).

Para los pacientes da riesgo estindar, parece suficiente la
administracién de metotrexato intratecal, mientra que los pacientes
de riesgo elevado, gque presentan una mayor posibilidad de recaida,

deben someterse a irradiacién o arabinésido de citosina, combinados
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con metotrexato. Esta fase del tratamiento .se  1lleva a“_cabo

inmediatamente después de completar la induccién de la’ remisiér; (52).

5.1,3.~ MANTENIMIENTO DE LA REMISION.

Tras la induccién de la remisidn y la profilaxis del SNC, es
necesario continuar el tratamiento, puesto que de otro modo, la
mayoria de los pacientes sufrirfa recaida medular. La agresividad
terapéutica mostrada durante la primera fase no puede mantenerse a

causa de los efectos secundarios (92,93).

Existen diferentes esquemas para continuar el tratamiento durante

esta fase:

En pacientes con riesgo estidndar, el protocolo mis comtn es la

utilizacién continua de 6-mercaptopurina (6~MP) y metotrexato.

Alqunos ensayos terapéuticos han utilizado "pulsos de reinduccién"
con una quimjoterapia mis agresiva, semejante a la utilizada en la
fase de induccién de la remisién, que se continGa con periodos largos

de terapéutica de mantenimiento.
Otros autores han propuesto quimioterapia intermitente con periédos

de tratamiento agresivo de 5 dfas cada tres semanas, permitiendo la

recuperacién medular durante las fases libres de terapéutica.
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En pacientes de riesgo elevado, el tratamiento es mds agresive,
utilizindose habitualmente grupos de f4rmaces en forma alternativa,

combinades con profilaxis del SCN (93).

5.1.4 DURACION DEL TRATAMIENTO.

Aungue este problema no ha side claramente definido, 1la practica
habitual es 1la supresién del tratamiento tras 2.5 a 5 afios de

remisién continua, aunque no parece ofrecer ventajas la prolongacién

por mas de 3 afios (91,94).

De cualgquier modo, la duracién éptima depende de la naturaleza del
programa terapéutico. En enfermos de riesgo semejante, los protocoles
mdés agresivos deben tener una duraci6n mds corta que los programas
menos intensivos (9%94).

Parece haber acuerds en cuanto al hecho de que los pacientes que
presentan remisién continua de su enfermedad leucémica durante un
periode de 6 afios y medio tras el inicio del tratamiento, apenas

tienen riesgo de recalda, por lo que pueden ser considerados como

curados da su padecimiente (51,94).

5.2 TRANSPLANTE DE MEDULA OSEA

Ha aido durante los dltimos afios el gran tema de discusién e

investigacién en el tratamiento en las leucemias. Aunque tebricamente
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incuesgibnébie,‘ ‘las difiéultad’vas para encontrar un donante HLA-
idént;ﬁo y v‘ias'complicaciones postransplante han hecho disminuir la
: eufofi_a sobre’ las posibilidades reales de este tratamiento y su
aplicacién en la LLA (95).

La finalidad del TMO es la quimerizacién en el enfermo de la médula
6sea de un donante histocompatible (alotransplante), tras haber
destruido la médula 6sea propia mediante una terapéutica muy
agresiva. Se recomienda la realizacién de TMO, siempre que exista un
donante HLA idé&ntico, en los enfermos con LLA que habiendo recafde
durante la quimiocterapia logran una segunda remisién completa

(91,95).

Actualmente por la dificultad de encontrar donantes, se han comenzado
a realizar autotransplantes, cuya estrategia es la infusién de médula
6sea del propio paciente, obtenida previamente a la quimioterapia e
irradiacién corporal total y tratada ip vitro, con el fin de dejarla
desprovista de células leucémicas.

Este tipo de transplante, aunque técnicamente es muy complejo, ofrece
la ventaja de no necesitar donante y de evitar la eventual enfermedad
de injerto contra huésped, que junto con las infecciones suponen las

mayores complicaciones postransplante(95).

5.3 HECANISBMOS DE ACCION.

Los sitios de accién conocidos en los medicamentos antileucémicos se

indican en la figura 2.
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PIGURA 2

REBUMEN DE LO8 MECANISMOS Y SITIO8 DE ACCION DE AGENTES
QUIMIOTERAPBUTICOS UTILES BN LAS NEOPLABIAS (96).
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Un buen conocimiento de la cinética del cicle celular es esencial
para utilizar adecuadamente los antineopldsicos de generacién
actualmente conocidos. Ya que muchos de los agentes citotéxicos mis
poderosos actGan en fases especificas del ciclo celular; por lo tanto
tienen actividad contra las células que estdn en proceso de divisién.
La mayor parte de los antineopldsicos actGan especificamente sobre
procesos como la sintesis de DNA, la transcripcién o la funcién del
huso mitético, por lo que se consideran especificos de ciclo celular.

(96) . La tabla VI muestra los medicamentos més comGnes.
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TABLA VI

AGENTBS QUIMIOTERAPEUTICOS UTILES EN BEL TRATAMIENTO DE LA LLA (96

CLASE TIPO DE NOMBRE COMUN
AGENTE {OTROS)
ALQUILANTES MOSTAZA NITROGENADA CICLOFOSFAMIDA
{Citoxan, Endoxan)
ANALOGO DEL METROTEXATO
ACIDO FOLICO (Anetopterina)
CITARABINA {Citosina
ANTIMETABOLITOS arapbinésido, citosar)
ANALOGO DE 6 MERCAPTOPURINA {6-MP,
PIRIMIDINA Purinetol)
6 TIOGUANINA (TG)
ALCALOIDES DE VINCRISTIMA (VCR: Oncovin)
VINCA
DAUNORRUBICINA (Daunomicina
PRODUCTOS rubidomicina, daunoblastina
NATURALES ANTIBIOTICOS
, DOXORRUBICINA (Adriablastin
Adriamicina)
ENZIMAS L-ASPARAGINASA
HORMONAS ADRENOCORTI~ PREDNISONA {Meticorten)
COSTEROIDES
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CAPITULO 6

MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL BIOLQOGICO

Se seleccionaron 20 casos de pacientes adultos con LLA, recibidos en
el servicio de Genética del Hospital General de México, entre 1991~
1993; previamente clasificados por los criterios morfoldgicos vy
citoquimicos del FAB. El estudio citogenético se realizé antes de
iniciar el tratamiento y en etapas subsecuentes del mismo. Se
utilizaron muestras de médula &sea (MO) y/o sangre periferica (SP)

Las primeras se procesaron por técnica directa y/o estidndar de
cultivo de 48-72 hrs. con y sin estimulacién con fitohemaglutinina.
El andlisis se realizé en todos los casos con bandas GTG en un minimo
de 7 metafases. Las alteraciones cromosémicas se reportan de acuerdo
a la nomenclatura del ISCN. Considerande una clona normal cuande se
observan al menos dos células pseudodiploides 6 hiperdiploides &
tres células hipodiploides con la misma alteracién. La presencia de
clona normal se establece por la observacién de al menos una célula

sin alteraciones en MO o en SP sin estimulacién.

6.2 Cariotipo en Nédula Osea (97).

1.- Agregar 0.5 a 1.0 ml de aspirado de médula &sea heparinizado a un

frasco de vidrio 6 tubo cénico, el cual lleva 10 ml de la siguiente
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solucién: 9 partes ,de KCl -0.075M m&s una parte de solucién de
tripsina-EDTA al 0.25% mis colchicina a una concentracién final de

0,08 .g/ml.

2.~ Esta suspensién de células se incuba a 37°C durante 60 min. se
vacia a tubos cénicos de centrifuga de 15 ml para centrifuqarfafa,obo

rpm durante 5min.

3.~ Decantar el sobrenadante y resuspender el botén, fijar en
metanol-icido acético 3:1 fresco. Dejar reposar 30min a temperatura

ambiente,

4.~ Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min y resuspender de nueve en
fijador. Repetir cuantos cambios sean necesarios (10

aproximadamente) .

.- Las preparaciones se hacen goteando la suspesién de células a una
altura de 1.50 m sobre portaobjetos. Obteniéndose mejores resultados
a la flama, Se tifien con Giemsa ( 3nl de Giemsa + 47 nl de
amortiguador de fosfatos pH 6.8) durante 5-8 min,

6.~ Se observan al microscépio y se analizan.

7.- Parte de las laminillas se someten a técnicas de bandas G para

tener un andlisis mds preciso.
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6.3 cCariotipo en Linfocitos de Sangre Periférica (98).

1.~ Las muestras de sangre se toman en condiciones estériles con

jeringa heparinizada,

2.- Colocar 0.5 ml de sangre en 4.5 ml de medio de cultive (McCoy
5a) suplementado con suero fetal de ternera (0.5ml) y antibiéticos
(penicilina 2,000U/ml + estreptomicina 275 mg/ml). Las muestras se
trabajan por duplicado adicionando s6lo a uno de los frascos el

mit&geno (fitohemaglutinina PHA).

3.- Incubar a 37°C durante 70.5 hrs. Adicionar 0.5 ml de solucién de
colchicina al 0.02% (En agua destilada estéril) e incubar a 37°C por
1.5 hrs.

4.- El cultivo se transfiere a tubos cénicos de centrifuga de 15 ml.

para centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min.

5.~ Decantar el sobrenadante y resuspender el botén. Agregar Sml de
solucién hipoténica (KCL 0.075M) a 37°C agitando en el vortex. Dejar

reposar durante 3omin a 37°C.

6.~ Centrifugar a 3,000rpm durante 5 min decantar el sobrenadante y
agregar gota a gota y agitando con el vortex S5ml de fijador recién
preparade (metanol-icido acético 3:1). Dejar reposar 30min a

temperatura ambiente.
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7.~ Centrifugar a 3000 rpm durante 5 min. decantar el sobrenadante y
resuspender en 5 ml de fijador. Repetir esta operacién cuantas veces
sea necesarjo para obtener un botén blanco y un sobrenadante claro (5

veces aproximadamente).

8.~ Para hacer las preparaciones decantar el sobrenadante y adicionar
10 gotas de fijador para resuspender. Tomar con la pipeta Pasteur y
dejar caer 2-3 gotas sobre cada laminilla perfectamente limpia y

desengrasada desde una altura de 10-15 cm. Dejar secar al aire.

9.~ Tefiir con Glemsa durante 5 min. (3 ml de Giemsa + 47 ml, de
amortiguador de fosfatos pH 6.8). Lavar con agua corriente y dejar

Secar.

10.~- Obaervar al microscépio. Si las metafases estan muy cerradas se
pueden abrir haciendo laminillas desde una altura mayor & dando més
cambios en fijador. En ocasiones es necesario hacer las laminillas a
la flama (sobre portaobjetos bafiados en alcochol al 70% y pasando a la
flama para secar). Si por el contrario las metafases est&n rotas, es
posible refrigerar el botén para que se clerren las mitosis durante

toda la noche y posteriormente hacer las laminillas.

6.4 DBandas G (22).

1.~ Las preparaciones cromos&micas se secan al aire y se dejan

envejecer durante una Semana. Se colocan las laminillas por
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aproximadamente 10 seqg o mis, segin cada caso, en una solucién que
contiene 3 ml de solucién de tripsina al 1% + 47 ml de amortiguador
de fosfatos pH (6.8) a 37°C. Nuevamente se lavan con agua corriente y

se secan al aire,

Se analizan al microscopio y se seleccionan metafases bien bandeadas

para fotografia.

B. Solucién de tripsina al 1%.

Para su preparacién se disuelve un gramo de tripsina en 100 ml de
amortiguador de fosfatos 0.01M a pH 6.8 libre de calcio y magnesio
(con EDTA al 0.02%). Agitar durante 5 a 6 hrs en agitador magnético.
Filtrar y fraccionar en alicuotas pequeflas (5-10 ml) para guardar
congelada.

C. Solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8 (Sorensen)

En un matraz aforado de 1000 ml se disuelve en agua destilada 6,63g

KH2PO4 mis 2.569 de Na2HPO4, y se afora ajustando el pH.
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CAPITULO 7

REBULTADOS

Se analizaron 20 paclentes con diagnéstico de -LLA, ‘;é f§g~‘s§xo‘
masculinoe y 4 de sexo femenino; la edéd oscila €ntre 1§f47,£ﬁos
predominando los adultos j&venes con fuhg 'média ®=19 Aﬁﬁé .y una
mediana de 20, ’.'

En cuanto al fenotipo morfolégico sélo.dos bacientes {casos 3 y 4)
fueron diagnosticados como L1 y el regto‘son L2, El'inﬁunofenotipo se

reporta s6lo en aquellos pacientes en que se realizé el estudio.

Se reporta la cuenta leucocitaria inicial, para establecer el riesgo

clinico consideréindose de alto riesgo 30,000 leucocitos/mm.

La remisién completa se establece cuando el paciente esta
asintomadtico y presenta caracteristicas clinicas de riesgo bajo,
observindose que s6lo 4 pacientes no adquieren remisién completa
durante el tratamiento.

Los pacientes estudiados recibieron dos tipos de tratamiento,
dependiendo de la entidad clinica de la que provienen, estos
consistieron en lo siguiente:

TRATAMIENTO #1 (Hospital General de México):

Induccién.- VAP (Vincristina,Ara-C,Prednisona)

Consolidacién.- Ciclofosfamida, Alexan.

Mantenimiento.- 6 mercaptopurina (6 MP), metrotexate (Mtx).

Pseudo reinducciénes.- VM26, Alexén.
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TRATAMIENTO #2 (Centro M&dico Nacional S.XXI)

Induccién.~- OPA, (Oncovin,Prednisona,Ara-C), L-Asparaginasa.
Consolidacién.- Ara-C, Mitoxantrona.

Mantenimiento.- 6 MP, Mtx,

Todos recibieron profilaxis al SNC, después de la primera induccién.

La sobrevida de los pacientes se determindé, a partir del momento en
que fueron diagnosticades, hasta el Qltimo cariotipo realizado. Hubo

tres fallecimientos.

Los datos clinicos de los pacientes al realizarse el diagnéstico se

presentan en la tabla VII.

Todos los casos presentaron clonas anormales, al cariotipo inicial
(75% en MO y 25% en S5P). Por lo que fueron candidatos a realizarles
cariotipos subsecuentes para evaluar la avolucién de la enfermedad.
Estos se realizaron por técnica directa y habitual de cultive de 48-
72 hrs. en MO sin estimular, mientras gque en SP sélo por técnica

habitual, con y sin estimulacién.

El riesgo para cada paciente fué determinado en base a la alteracién
cromosémica primaria en el cariotipo inicial, clasific&ndose en bajo
riesgo aquellos pacientes que presentan anormalidades numéricas
primarias (casos 1-11) y de alto riesgo con anormalidades
estructurales (casos 12-20).

Los rearreglos numéricos predominan como anormalidad primaria (55%)

sobre los estructurales (45%).En el grupo de bajo riesgo, no se
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obsérvaron alteraciones secundarias en el cariotipe inicial, y en 5
pacientes, se presentaron alteraciones secundarias durante el
seqguimiento.

En el grupo de alto riesge, 7 de 9 pacientes presentan alteraciocnes
secundarias predominande las numéricas (4 casoes) sobre las
estructurales (3 casos), durante el seguimiento sélo tres pacientes

adquieren alteraciones secundarias de tipo numérico.

Los hallazgos citogenéticos durante la evelucién de los pacientes se

muestran en las tablas VIII y IX.

En las fotos 1-3 se presenta el seguimiento citogenético de dos de

los pacientes estudiados.
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TABLA VII
CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES ADULTOB CON LLA
No. BEXQ/ DX FAB/ LEUCOCITO8 TRATA- RESP BOBREVIDA

CASO EDAD  INMUN INICIAL (mzl) MIENTO TRATAM (meses)
1 M/19 L1/CALLA+ 4 650 1 RC >24
2 M/17 L2 3 600 2 RC >17
3 M/27 L2 7 800 1 RC >12
4 M/18 L2 10 600 2 RC >11
5 M/35 15 000 1 RC >12
6 F/16 30 800 1 RP 15%
7 M/23 96 000 2 RP 9%
8 M/24 35 300 2 RC >9
9 M/20 8 150 1 RC >9
10 M/23- .. 57 400 2 RC >15
11 F/22’ 15 000 1 RC >8
12 M/16 2300 2 - RC >12
liM/25 0" 000 - 2 RP 12
207 8000 .2 “RC >36
L BT 2 600 2 ‘RC >8"
M/167 0000 2 RC >11
‘F/17 2 000 1 RC 16% 4+
M/22 5 000 2 RP 8
" M/19  L2/LLA~B 3 500 2 RC >12
M/47 L2 3 300 2 RC >7

FAB= Clasificacién Franco-Americana-Briténica.
CALLA+ = Antigeno de la Leucemia Linfocitaria ComGn.
BIF= Bifenotipica

RP/RC= Remisgién parcial /completa.

%*= Fallecid

++= Recaida al SNC

1 = Esquema de tratamiento #1

2 = Esquema de tratamiento #2
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TABLA VIII
ANORMALIDADES CROMOBSBOMICAS NUMERICAS DE PACIENTES ADULTOS CON LLA
CONSIDERADOS DE BAJO RIESGO
No. Dx Mat. Cal

caso FAB/ Anal.Anal. CARIOTIPO  MEBES EVOLUCION
INM INICIAL
1 LL MO 10  46,XY/Hiperd>50
CALLA+ MO 15 : 8 46,%XY
SPE 25 12 46,XY
SPE 20 15 46,XY

SPE 15 . . i i 20 46, XY

2 . MO

6,XY/45,XY,.dal (6) (q24),
6,XY/Hiperdip>s

10 - .1MO

B L e I EE D 10

11 L2 MO 10 46,XX/48,XX,
LLA-B +21,+mar.
SPE 15 6 46,XX,t(11;21) {q23;q1l)

CALLA (+)= Antigeno de la Leucemia Linfoblistica comGn
FAB= Clasificacién Franco-Americana Britanica.
MO= Médula Osea SPE/SPNE= sangre periférica estimulada/no estimulada

66



TABLA IX
ANORMALIDADES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES DE PACIENTES ADULTOS CON LLA
CONBIDERADOS DB ALTO RIESGO
No. Dx Mat. cCal
Caso FAB/ Anal.Anal, CARIOTIFO MESES EVOLUCION
INM INICTIAL

12 L2 SPE/ 9  46,XY,t(7;11)
MO 14 - (g34;q23),t(6;18)
(q23;p1l1)
MO 16 12 46,XY,t(7:11) (g34;923)

13 L2 SPE 18 46,XY,t(7;11)
BIF . s (q34;q23)/46,)(¥,"'

: CUUE(7311) (q345q24),

# dup (1) {q21q3z) -

"p{o.

&, XY/46. XY, €(7111)
(q34;q23) o

14

15

116

17

18

{q34) /Hipod (40-45)

+8,+12 ,‘+mar‘.

19 L2 MO e 46 XY
LLA-B . i46;XY,de
MO BRI

20 L2 “SPNE 12 . 46,XY/45,XY
: -16,del (6) {g
MO 15 Tl
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FOTO 1: CARIOTIPO DEL CASO No. 12. A LOS 12 MESBES DE EVOLUCION

46,XY,t(7;11) {q34;q23)
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46,XY,L(3;4) (g24;q26) ,dal(7) {qa4}
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FOTO 3: CARIOTIPO DEL CASO No. 18. A LOS 6 MESES DE EVOLUCION

46,XY,6(374) (q24;q26),de1(7) (q34),+mar.
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CAPITULO 8

DISCUSION Y CONCLUBIONES

Segin lo reportade por varios autores, La hiperdiploidia 550_
cromosomas es una anormalidad cromosémica de pronéstico favorable que
cursa con caracteristicas clinicas de bajo riesgo. Mientras que
aquellos pacientes con 47-50 son considerados de riesgo intermedio
(29,81). En nuestro estudio, en el grupo de bajo riesgo, la
hiperdiploidia >50 cromosomas fué& la alteracién m&s frecuente (8
casos), en todos se observé la anormalidad en MO. En 5 de estos
pacientes (casos 1-5) desaparece la clona anormal inicial, se
encuentran en RC y llevan una SV mayor de 12 meses; ademis de que
presentan caracteristicas clinicas de bajo riesgo. Actualmente 4 de

ellos (casos 1,2,3,5) estdn en suspensién del tratamiento.

E1l resto de los pacientes con ésta alteracién primaria (cases 6, 7 y
8), adguieren una nueva clona anormal durante su evolucién, 2 de
ellos presentaron hiperdipleidia 47-50 cromosomas en SP y MO
respectivamente, no entran en remisién y mueren sin responder al
tratamiento de reinduccién, lo cual podria explicarse por la cuenta
leucocitaria alta que presentan al inicio estos pacientes (89).
Durante el seguimiento el paciente 8 mantiene la clona anormal
inicial en MO y ademds la del{6q) como alteracién secundaria, esto
pronostica una recaida temprana, por lo que es candidato a recibir

nuevas dosis de quimioterapia 6 tratamientos alternativos.
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El resto de.lqs'pécientes de‘este grupo (casos 9,10,11) considerados

de riesgo. interme&ié;fson aguellos que presentan al cariotipo’ inicial

la hiperdiploidia 47 50 cromosomas, estos pacientes se encuentran en
remisién completa no cbstant:e que 2 de ellos (casos 9,11) durante sy

evalucién presentan en SPE alteraciones secundarias con pronéstico

desfavorable (84,85). En este grupo aunhque se estén dando 2 esquemas

de tratamients’no se observaron diferencias.

‘Bl lgx.ju‘b‘ de "_'pacientes considerades de alto riesgo, presentan

’alt'erraczit;ries‘ ' estructurales al cariotipo inicial. Segfin lo reportado
por’:;':i‘af: literatura generalmente estas alteraciones son de mal
pronésgi’co, excepto la del(6q) que es de prondstice intermedio
{B4,85).

Las alteraciones m&s frecuente fusron aquéllas que implican al
cromosoma 7 (casos 12,13,14). El punto de ruptura en 7q33-34 coincide
en los 3 casos, en &ste estd localizado el gen TCR, que
frecuentemente esta implicado en la LLA y se considera de mal
pronéstico (14,28). Todos presentan alteraciones estructurales
secundarias durante el segumiento, En los casos 12 (foto 1) y 13
permanece la clona anormal inicial en MO a los 12 meses de evolucién
y se observan células normales. Sin embargo este Gltimo no adquiere
la remisién completa, ademds que presenta caracteristicas
inmunolégicas bifenotipicas, con pronéstico desfavorable. El caso 14,
a los 6 meses de evolucién responde bien al tratamiento, sin embargo
a los 12 meses recae. Aunque los tres paclentes recibieron el mismo
tratamiento no respondieron de igual forma. Sin embargo se propche

que los pacientes 12 y 13 reciban nuevas dosis de quimioterapia, para
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elimmar la clona'anamal y permitit que proliferen las células

normales .

Las: szgu:.entes alteraciones observadas en 3 de los pacientes (casos '

15, 16 17) se han reportado come frecuentes en la LLA (35 46 53),,

son’ t(l 19),

t(4 ll)vy t(9 22) respectivamente, en el caso- 15 hayv
buena respuesta al tratamlento observindose supresién - de 1a clona
anomal, Yy actualm}ente‘ se . encuentra en remisidn conpleta,
contrariamente a 1o eépérado para el rearreglo cromosémico que
presenta (38-40}, El caso 16 mantiene la alteracién primaria,
presenta una- cuenta leucocitaria alta, sin embargo se encuentra en
remisién completa, gque se explicarfa por 1la presencia de la
hiperdiploidia »>50 cromosomas como alteracidn secundaria lo que
mejora el pronéstico (83,54). El case 17 presenta recaida en el
Sistema Nervioso Central (SNC), y es tratado con reinducciones, sin
embargo, su cariotipo continda siende anormal (hipodiploidia), vy
finalwente fallece a los 16 meses.

En estos paclaentes hay diferencias en el tratamiento, ya que en los
dos primaros son tratades con el protecels 1, y se mantiensn en RC.
Mientras que al caso 17, sa le aplicé el otro tratamliente y no

respondié adecuadamente.

Ademas de las alteraciones descritas anteriormente se encontré ‘otra
anormalidad primaria poco frecuente en la LLA (53), la t(3;4) eﬁ el
paciente 18 (foto 3 y 4}, due ademis de presentar alterécionés :
secundarias en el cariotipo inicial, mantiene la clona anormal a los
6 meses de evolucidén y no integra remisién. Este paciente es tratade

con el protocolo convencional (tratamiento 2), por lo que se
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considera conveniente utilizar un tratamiento m&s agresivo ya que su

evolucién es de mal pronéstico.

Los casos 19 y 20 presentan como anormalidad primaria la del (6q}
considerada por algunog autores de pronéstica intermedio por.
respondar adecuadamente al tratamiento (14,28), aesto coincide con el
pronéstice de astos pacientes ya que actualmente se encuentran en
remisién completa y no han adquirido otra alteraciém. Ambos siguen el

mismo esquema de tratamiento.

De todo lo anterior peodemos seflalar, que las alteraciones
cromosSmicas en la LLA de Novo deben ser consideradas junto con otros
parametraos clinicos come la cuenta leucocitaria inicial y la edad,
para definir el diagnéstico, prondstico y tratamiento. Tal es al caso
de los pacientes 6 y 7 gue aunque presentaban alteracionas
cromosémicas de prondstico faverable, no lograron la RC, por la
cuenta leucocitaria tan alta,

El estudio citogenético fué un factor prondstice independiente en
nuestre estudio, observindose en les pacientes gue presentan
hiperdiploidia >50 cromosomas sobrevida nr&s larga cursando con
pronéstice favorable. Mientras que aguéllos que presentaron
alteraciones estructurales son de prondstice desfavorable, excepto
los que presentan la del{6g) que junte con la hiperdiploidia 47-50
cromosomas fueron de prondstico intermedio.

Esto ha permitido clasificar a los pacientes en alto y bajo riesgo

de acuerdo a las alteraciones cromosémicas encontradas, gracias a
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esto podemos  evitar. tratamientos' agresivos én pacientes de bajo
riesgo y viceversa. ;
El estud;o sa | complementa al llévar a cabe un sequimiento

citogenéti 0, ue nos permite detectar enfermedad residual cuando

el paciente esté asmtomémco, Yy por lo tanto dar el tratamiento mis

adecuado. Ademas de que: también nos permite-evaluar continuamente al

paciente an suspensién selectiva de tratamiento y evitar futuras

| recaidas .
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