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1 INTRODUCCION

1.1 JUSTIFICACION DEL. TEMA

Las leucemias pueden definirse como la proliferacién no
controlada o la expansion de clones de células
Bematopoyéticas. que pierden la capacidad de diferenciarse
mormalmente a células sanguineas maduras (Sawyers et al..
1991). De acuerdo a esta definicidén algunas malignidades
hematoldgicas no son estrictamente leucemias, ya que sdélo
muestran parte del fenotipo leucémico completo. A saber. los
sindromes mieloproliferativos solamente presentan expansion
del crecimiento ¥y en las mielodisplasias sdlo se blogquea la
diferenciacion (Heim vy Mitelman., 18987). Aungue ambas
entidades pueden progresar a leucemia aguda.

Como cdncer gque es, el fenotipo leucémico es &
resdultado de una multitud de cambios genéticos (Heim v
Mitelman, 18B87) y los genes que participan en el proceso
patogenetico de las leucemias pueden ser agrupados en cinco
grandes familias (Cline, 1994)

a. Aguellos que transmiten =seflales estimuladoras del
crecimiento desde la membrana celular hasta al nucleo

(genes ras. por ejemplo).

b. Genes que activan la transcripcidn (oncogén c-myc, por
ejemplo) .,
c. Los que participan en la diferenciacién celular

(receptor a del Acide retincice, por ejemplo) .,

d. Genes gque participan en la apoptosis o© muerte celular
programada (gen p53, por ejemplo).

&, Antioncogenes : suprimen &1 crecimiento tumoral (el gen

del retinoblastoma, por ejemplo).

Es posible gue un gen cualguiera posea mas de una

funcidén. Un ejemplo es el gen HOX11, el cual esta involucrado




Cuadro 1. Anormalidades genéticas

en las leucemias

Tipo de Funcidn Alteracion Anormalidad Leucemia
gen molecular cariotipica
Ras Transduccion mutaciones Ninguna LANL
de la sefial N-ras LAL
LM
X Transducec1on Fusion c-abl/ber £(9:22) LCM
quirasas de la sefial LAL
Elementos Transcripcion Fusidn myc/Ig t(8:14) LAL-B
de la génica Fusion SCL/TCR t(1:14) LAL-T
transcrip. Fusién Ttgl/TCR t(11:14) [AL-T
Homeodomi— Diferenciacién Fusidn HOX11/TCR  t(10:14) LAL-T
nio y Lranscrip. Translocac. HRX  t(11g23) LAL
LANL
ceptor Diferenciacidon Fusidn RARa/PML  t(15:17) LAF
Anti- Supresion de Pérdida de p53 del (17) LCM
ONCOJenses tumores v LANL
apoptosis Deleccidn de RB1 del (13q) LAL
LANL
Ctros Funcidn Fusidn de MLL £(11g23) LAL
desconccida Fusién de AMLL t(8;21) LANL
Regulacidn del Fusion de IL-3 t(5:14) LAL-B
crecimiento
Fuente : Cline (1994).
(a) : LANL : leucemia aguda no linfocitica.
LAL leucemia amquda linfocitica.
LM : leucemia crdnica mieloide.
LAL-T : leucemia aguda linfocitica de células T.
LAP : leucemia aguda promielocitica.
[AL-B . leucemia aguda linfocitica de celulas B.




tanto en la diferenciacidén celular como en la activacion de
la transcripecidn. y pS3 es un gen supresor de tumores gue
también puede participar en la apoptosis y en el control de
la transcripcion de otros genes. El1 Cuadro 1 (Cline, 1994)
muestra los principales genes alterados en los diferentes
tipos de leucemias., asi come la funcion de cada uno de ellos.

La clasificacién anterior es util para explicar las
diferencias entre las leucemias agudas ¥y las cronicas, gue
presentan patrones clinicos muy diferentes. Por ejempleo, las
leucemias crénicas tienen usualmente un 1nicio insidioso,
mientras la aparicién de las agudas es abrupto. También las
leucemias agudas (excepto la mieloide) presentan un pico de
la incidencia en la infancia alrededor de los 2 a 3 afios de
edad: lag leucemias cronicas tienden a Lener una mayorl
incidencia en los grupos de mayor edad (Heim y Mitelman,
1987, Bain, 1990, Rabbitts, 1991). PFarece ser que los genes
alterados en ambos tipos de leucemias tilenen funciones
diferentes. En las leucemias cronicas los genes activados
participan en la preoliferacién y sobrevivencia celular,
mientras gque los asociados con las leucemias agudas estén en
la cima de la cascada reguladora, o sea aquellos que actuan
en el control de la transcripcidn y de la diferencilacion
(Rabbitts, 1991). Como apoyo a esta hipdtesis esta el hecho
de que la diferenciacion =5 afectada en las leucemias agudas,
pero no en las cronicas (Heim y Mitelman, 1987).

BRlgunas de las ancormalidades citadas en el Cuadro 1
estdn asociadas con cambios cromosémicos visibles, y de hecho
estas aberraciones cariotipicas han sido a menudo utiles para
clonar 1los genes involucrados en la patogénesis de las
leucemias (Cline, 1994), De ahi. aparte de su importancia en
el diagnéstice y prondstico de los diferentes tipos de

leucemias, el analisis cariotipico es importante para

detectar nuevos genes gque participan en la transftformacidn
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maligna tales como el pML en la leucemia aguda promielocitica
(Kakizuka et al., 1991), el gen MLL en las leucemias agudas
{Tkachuk et al.. 1992, Thirman et al.. 1993) ¥y el gen

homedtico HOX-1] en las leucemias agudas de linaje T (Hatano

et al,, 1991, Kennedy et al., 1991) entre otres, 1o cual
llevaria a una mejor comprensidén de la patogénesis de las
leucemias y a la creacidén de terapias mas efectivas. Un
ejemplo es el caso de la leucemia aguda promielocitica (LAF).
en la cual el descubrimiente de la fusidn del gen del
receptor ¢ del dcide retinoico con el gen denominade FML
(Kakizuka et al., 1991), alterd radicalmente £] tratamiento
para esta enfermedad. La terapia actual para pacientes con
LAP consiste en inducir la remision con dcido retinocico Yy
luego <consolidar la misma con guimioterapia convencional.
Esto produce porcentajes de remisién de hasta el 94% y de
duracién mayor que la inducida con s¢le guimioterapia (Chen

et al., 1991),

1.2 PLANTEAMIENTO DEL. PROBL.EMA

En Costa Rica, en loz altimos veinte afios, disminuyo
notablemente la mortalidad por infeccicnes, de manera gque las
enfermedades cardiovasculares vy el cancer pasaron 4a ocupar.
respectivamente, la primera y la segunda causa de muerte
(Jaramillo, 1983).

Entre las causas de muerte por cdncer. mas f[recuentes en
nuestro pais en el periodo de 1978 a 1982, la leucemia
mieloide ocupd el sexto lugar vy la linfoide el noveno en

hombres, mientras gque la leucemia mieloide ocupé el octavo

lugar ¥ la linfoide el noveno en mujeres (Sierra y Barrantes,

19867} .
En un estudio epidemioldégico de las leucemias humanas en




Costa Rica de los afies de 1979 a 1984, que comprendid un

total de 712 casos registrados se encontré lo siguiente

- el 48% de las casos correspondieron a leucemia
iinfocitica aguda y de éstos el 68% fueron nifios menores
de 15 afios,

= &l 34% represent¢ casos de leucemia mieloide aguda, de
los cuales el 76% fueron individucs de 15 y mas afios,

- el 12% fueron pacientes con sindromes
mieloproliferativos (todos los casos de 15 y mas afios).
-

- el 1% restante correspondi¢ a sindromes mielodisplasicos
(todos los casos de 15 vy mids afies) (Solis, en
publicacion).

En otro estudio mas reclente de los afiog de 1990 a
1992, de 117 casos de pacientes con leucemia que acudieron al
Bospital México., el cua | incluyo mayoritariamente a
individuos mayores de 15 afios, se encontrd gue el diagnostico
mis frecuente fue de leucemia crénica mieloide seguido de los
sindromes mielodispldsicos. El resto de las demas leucemias u
ptros trastornos hematologicos comprendieron el 44% de 1los
casos (Castro et al.. 1993).

En la actualidad esta ampliamente aceptado que 108
cambios cariotipicos de las células tumorales no estan
gniformemente distribuidos a lo largo del genoma. Diferentes
cromosomas, regiones y bandas estdn 1nvolucrados. de manera
preferencial. en diversas neoplasias (Heim y Mitelman., 1987).
Bd=mis. un numero cada wvez mayor de anormalidades estan
asociadas con trastornos especificos.

En las diferentes clases de leucemias, el cariotipo
constituye un factor de prondstico independiente. que predice

&l logro de remision completa, duracion de la remisidn Y

sobrevidsa, ayn cuando sean considerados otros factores de




riesgo (Pui et al.. 1990, List y Jacobs., 1992). Es tambien
util en el manejo de enfermedad residual o recurrente durante
la remision.

En consecuencia, en los palises desarrollados se realiza
al andlisis cromosdmico de los paclentes leucémicos para
manejarlos clinicamente de una manera mas efectiva.

En Costa Rica, por diverses factores, no se reallzan
estos tipos de estudiocos de manera rutinaria en los pacientes
con leucemia. Estos proporciconarian informacién bdsica muy
importante para el conocimiento de la enfermedad en nuestro
pals y su comparacion con los patrones de comportamlento en
otros palses, Rdemas tendrian una aplicacion practica

trascendental en 1 manejo hospitalaric de los pacientes.
1.3 REVISION DE LITERATURA
1.3.1 LEUCEMIA CRONICA MIELOIDE (LCM)

La leucemia crénica mieloide (LCM) es un mal clonal
mielopreoliferative de la ceélula hematopoyética primordial

(Golde vy Champlin, 1985). Inveolucra elementos mielocides.

eritroides, megacariociticeos, ceélulas B y algunas wvaces

células T (Kantariian et al., 1993), pero no afecta a los
fibroblastos de la meédula (Greenberg et al.. 1378).
La leucemia cronica mieloilde se caracteriza por

la hetercgeneidad entre los pacientes de la enfermedad.
2. una evelucidén en tres fases : croénica., acelerada Yy
blastica. Del 20 al 25% de los pacientes mueren por
complicaciones en la fase acelerada, mientras gue oOLro
25% desarrclla la erisis blastica sin pasar por la fase
acelerada (Kantarjian et al.. 1993).

3. la presencia de un marcador cromosomico, el cromosoma




Filadelfia (PhY, en lag celulas leucemicas (Golde v
Champlin. 1985).

La proliferacion es una caracteristica que comparten la
LM vy otros desérdenes mieloproliferativos tales como la
trombocitosis esencial, la policitemia vera ¥ la
mielofibrogis/metaplasia mieloide. Aungue estas entidades son
distintas, se observa de mariera ocasional un traslape en la
presentacion clinica., lo que resulta en un diagnéstico
confuso. Asi, es importante confirmay la diagneosis de LCM. ya
sea por estudios citogenéticos o moleculares., porgue la
historia natural v el tratamiento de los desdrdenes
mieloproliferativos son diferentes (Kantarjian et al.. 1993},

Cerca del 95% de los pacientes poseen el cromosoma
Filadelfia (PhY (Nakamura et al., 1993a). En la mayoria de
los casos ¢éste se origina por medio de una translocacion
entre los cromosomas 9 y 22, L(9:22)(g34:qll) (Rowley. 1973},
Del 4 al 8% de los pacientes que presentan el cromosoma PH
tienen translocaciones complejas en las cuales participan

tres o mas cromosomas,. dos de los cuales gson lo3 cromosomas 9

¥ 22 (Hagemeijer et al.. 1984, Ishihara et al., 1983), Con
la excepcidn del b todos los cromosomas han sido
inyv

olucrados en estas variantes complejas (Heim v Mitelman,
1987

involucradas en este Lipeo de translocacicnes (MackKeithan et
al.. 1993).

I, silendo la banda 17g21 una de las mds frecuentemente

La presencia de un tercer cromosoma en la formacién del

Ph' no ofrece ninguna ventala selectiva adicional a las

celulas malignas. No se encuentran diferencias clinicas entre
los pacientes con la t(9:22) comun ¥y aguellos <¢on
translocaciones complejas (MacKeithan et al.., 1993),

La translocacidn anterior mueve el protooncogén c—abl de

su  localizacidn normal en el cromosoma 9, & una nueva
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posicidén en el cromosoma 22, dentro de la region denominada
bher, 1o que causa la formacion del gen hibride BCR-ABL. Este

produce un ARNm anormal de 8.5 kb, en lugar del ARNm—albl

normal de 6 kb, que codifica una proteina de 210 kD (p2l10*™

**! | en lugar del producto normal Abl de 145 kD (Dreazen et
al., 1988). En el nueve polipéptido, al menos 25 aminoacidos

que normalmente se encuentran en el extremo N-terminal son

reemplazados por 600 a 700 residuos codificados por ber (Heim

y Mitelman, 1987). Se cree que la proteina hibrida. a traves

de su actividad tirosina quinasa aumentada con respecto al

producto Ab] normal, transforma las células hematopoyeticas

en células leucémicas (Daley et al.. 1990). Ademas, la

proteina tirosina quinasa Abl normal sSe encuentra en el

nucleo,  mientras la proteina hibrida es citoplasmastica

(Sawyers y Denny. 1994),

En la gran mayoria de |os casos de LCM las rupturas en
el gen BCR ocurren dentro de la regidn mayor de los puntos de
ruptura (M=-ber) (Nakamura et al., 1993a). gque abarca los
exones 2y 3 de diche gen (van der Plas ef al.. 198%]. EI

significado clinico de la variabilidad de los diferentes

puntos de ruptura dentro de M-bcr es adn controversial

(Schaefer—Rego et al., 1987, Mills et al.. 1988, Inokuchi et
al.. 1991, Mills y Birnie, 1991). La ocurrencia de la ruptura

dentro de M-ber lleva a la formacién de la p2l™™ (Nakamura
et al., 1993a). En casos muy raros de pacientes con LCM, la
translocacién ocurre dentro del primer intron de BCR, 1o cual

provoca la formacion de una proteina de 190 kb (plopber-enl)

(Nakamura et al., 1993a). Si1 bien la plo@®™*® presenta una
actividad transformante in vitro mayor que la p210P**™  (Lugo
et al., 1990), las diferencias clinicas entre ambos tipos de

proteinas son aun controversiales y se ha wvisto gque ambas

pueden inducir leucemia aguda ¢ creonica dependiendo de la

c&lula blanco (Suryanarayan et al.. 1991)
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Aungue de manera ocasional los pacientes con LCM
presentan otras anormalidades cromosémicas durante la fase
dmicial, en los casos tipicos la t(9:22) ez la udnica
smormalidad citogenética a lo largo de la etapa cronica (Heim
% Niteiman. 1987). 8in embargo., cuando la enfermedad
progresa. del 75% al 80% de los paclentes desarrcllan
aberraciones cromosomicas adicionales. Estos cambios
Sscundarios preceden por varios meses a las manifestaciones
ma= malignas de la enfermedad Yy por lo tanto pueden servir
eomo indicadores pronosticos valiosos.

Los mecanismos por los cuales la LCM progresa de su fase
erdnica a la acelerada y a la crisis blastica no han side aun
@aclarecidos. aungue Se han encontrade varilos eventos qgue
@=tin ascciados y podrian contribufr a la evelucicon maligna
@e Ia leucemia. Asi. por ejemplo, ha side informado que el
2% de los pacientes con LCM-Ph+ en fase acelerada o en
grisis blastica presentan reestructuraciones en el gen p33
fEslman =t al.. 1989, Feinstein et al., 1991). La proteina
P53 esta [ocalizada en el nucleo y presenta actividad anti-
emcogénica en células normales (Baker et al..1989%, Fanlay et
@l.. 1989). Las mutaciones en este gen llevarian a la perdida
@e su capacidad supresora de tumores provocando la evolucidn
@s la ILCM hacia fases mas malignas (Foti et al.. 1991). Esto
@8 compatible con la observacidn de que la progresidén de la
W de la fase crénica a la acelerada involucra aberracicnes
frecuentes del cromosoma 17, principalmente en forma de
$417g). donde estda localizado el gen p33 (Kelman et al.,
1989) .

Otro evento asociade con la progresion de la LCM hacia
grisis blastica e3 la metilacidn anormal de wvarios loci en
23p Malinen et al., 1991, Nelkin et al.. 1991). Se cree que
estos cambios en la metilacidn tienen el potencial de alterar
fa conformacicén de la cromatina. le gque provocaria la
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PH-positiva y trisomia 19 menos Ccomun que en LUM

FrH—ocs

portadores de la t(7:;11)(pl5:pl5) fue informado en Japon
(K

tiva. Un peguefio subgrupo de pacientes Ph' negatives,

=]

aneko e 1. 1985).

1.3.2 LEUCEMIA AGUDA NO LINFOCITICA (LANL)

Las leucemias agudas son un mal de amplia distribucion

Mitelman., 1987).
En 1976, el Grupo de Estudic Franco—Americano=Britanico

mundial, alcanzande un pico en personas de 55 a 60 anos (Heim
Y

(FAE)., propusc wuna Serie de criterios que posterlormente
fueron aceptados en la clasificacion de la LANL (Cuadro 2)
{Bennet et al.. 1985).

En wvariocs estudies, del 70% al B0% de los
pacientespresentaron cariotipos anormales (Misawa et al..
1986, Prigogina et al.. 1986)

Aunque &l perfil cariotipico eri diferentes casos
puede wvariar considerablemente. la evidencia disponible
muestra que la distribucién de las aberraciones no e€s
azarosa. Ademas. varios de estos cambios estan asocilados con
los subtipos hematologicos definidos por la clasificacion FAB
(Cuadro 3) (Heim y Mitelman. 1987).

El B80% de los pacientes citogenéticamente anormales

/]

tienen uno de los cambios mostrades en el Cuadre 3. Esta
aberraciones primarias estan frecuentemente acompafiadas por
anormalidades secundarias adicionales. En promedic, 395% de
log pacientes con anormalidades cariotipicas tienen solo un
rearreglo, el 45% tienen dos o mas. Solamente los Subgrupos
FAB M3 y M6 se desvian de estas cifras. En M3 el 90% de los

pacientes (Grignani £t 1.. 1993) vy en Mo el 25% (heim ¥

Mitelman, 1987) tienen un solo cambio citogenetico.




Cuadro 2. Clasificacican FAB de las leucemias
agudas no linfociticas

LEUCEMIAS AGUDAS NO LINFOCITICAS (LANL)

leucemia aguda mielobldstica Sin maduracion celular  (LAM).
Predominan los mieloblastas 1 rmadurcs ; <10% de
promielocitos/mielocitos o monocitos. Frecuencia : 20% de todos los
cascs de LANL.

Leucemia aguda mielobldstica con  madwacicn celular (LAM).
Predominan los mieloblastos inmadurcs, pero hay mas maduracidn due
an la ML (>10% promielocitos/mielocitos): <20% de monocitos: la
mayoria de las células son peroxidasa pesitive, Frecuencia @ 30% de
todos los casos de LANL.

Leucemia aguda promielocitica (LAP)

Predeminan los promielocitos: hay granulacion marcada en mas del
3% de las células; los granulos no gon visibles por microscopla de
iz en la M3, Frecuencia : 10% de los cascs de LANL,

Leucemia agquda mielomonocitica (LAMM)

Mezcla de células monocitoldes ancrmales ( 2200%) b4
mieloblastes/promielocitos (220%); del 1-30% de eosinofilos en la
M4,. Frecuencia : 20% de los casos de LANL.

Leucemia aguda monocitica (LAMo)

Predominan las células monocitoides (80%); en la M3, *6U% de las
células no eritroides son monoblastos immadurcs: en la  M§. 22U%
gon celulas mds maduras (monocites). Frecuencia : 15% de los casos
de 1ANL.

Eyitreleucemia aouwds (ELA)

Predominan los mieloblastos vy los eritroblastos |(200%): los
eritroblastos multinucleados anormales contienen bloques  FAS-
positives. Frecuencia : 5% de los casos de LANL.

Leucemia aguda megacarioblastica (LAMeqg)

Las celulas megacariociticas son detectadas por reactividad de las
plaguetas a la peroxidasa en &1 mICrosSCoplo electronico: a  menudo
se observa mielofibrosis. Frecuencia : <5% de todos los cascs de
LANL.

Fuente : Fennett et al, (1985),




Cuadro 3.

19

Aberraciones cromosdémicas primarias en LANL

izacisn
ca

Tipo de
arregloe

g21-25
y 3g26

10pi4
11g13-14
1123
12p11-13
5q22

16pl3 y 16422

17pli-gll
17q25
19pl3

20g

21

Caracteristicas
hematoldgicas

C(l1:3Y(p36:qil)

t(l:7)(pll:pll})
t(2:11) (p2l:q23)

L3593 (g2l=25:g31=30)

ing(3:3) (g26:921g26)
inv(3) (g2lq26)
t(3;:3)(q21:026)

+4

-5

del (5g)

t(6:9) (p23:q34)

El6:11) (g27:q23)

=7

+8

t(8:16) (pll:pl3)
L(B;21) (gdl:q22)
£(9:11)(p21-22:g23}

del (9qg)
t(6:9) (p23:q34)
£{9:22)(g34:qll)
tf{l10:11)(pld:ql3—14)
del/t(ll)(gl3-14)
t{10:11)(pl4:ql13-14)
del/c(l1l)(g23d)
cf{2:11)(p2ligdld)
t(6:11)(g27:923)
del/t(l2p)
£(15:17)(g22:q11-12)
inv(l16) (pl3q22)
t(l16:16) (pli:g22)
i(17q)
t{11:17)(g23:q25)
t(11:;19)(g23:pl3)
del(20q)
t21
=¥

Dismegacariocito—
poyesis

LANL-¢*' M4

Megacariocitos
anormales y
trombocitosis
Mz y M4

LANL—-s

LANL—3

M2 v M4 con
basofilia

M3, principalmente
MSa

LANL-3

M3 con fagocitosgis
MZ con eosinofilia
M5, principalmente
MS5a

M1 y M2
M4 y MS
M4 vy M5

M4 y MS
LANL-s,

M3 y M5
M3o

MZ @ Mdy,

Me

fa) : LANL-=s ;

Faente : Heim v Mitelman, 1987.
leucemia aguda no linfocitica secundaria.
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Algunas de estas aberraciones estan asociladas ©on

L1 ]

daterminados subgrupos hematologicos. For elemplo.

£IB:21)(g22:922) ocurre tiplcamente en el grupe Mi. la
£(15:17)(gq22:q11) en M3, la 1inv(le)(pl3gzZd) en M4 con
mesinofilia y la t(9:11)(p21:g23) en MO (Hagemeljer et al..
$982, Le Beau et al., 1983, Larson et al.. 1984, Owirsky et
@8 . 1984). aunque la frecuencia de estos camblos presenta
: #esrogeneidad geografica (Mitelman, 1986, Johansson et al..
2991) .

Dentro del grupo de las LANL cabe hacer mencion aparte
e la leucemia aguda promielocitica (LAP} o M3, Que
‘pepresenta o] 10% de las LANL de adultos (Stone ¥ Mayer.
2990) y cuya principal caracteristica biologica es la
expansion clonal de precursores hemalopoyellcos en el estadio
promielocitico (Bain, 1990).

La anormalidad citogenética caracteristica de la LAF es
88 £(15;17)(g22;qll) que se encuentra en el 100% de los Casos
$¥&rignani et al.,. 1993). siende un marcador diagnégtco de
LA La t(i5;17) fusiona el gen RARzx (receptor a del
&cido retinoico). localizado en 17gll., con el gen del factor
@e transcripcion FML en 15g22 (de The et al.. 1990, Kakizuka

et al.. 1991). Ambos genes quimericos, el PML-RARa en el
Ser(15) v el RARa-FML en el der(1l7) son transcritos | Goddard
&t al.. 1991), aungue dos hechos sefialan que el gen FML-RAKa
@=s ] responsable de la patogénesis de la LAF
- a] ARNm-RARa/PML siempre aparece junto con el ARNm-
FML/RARa: nunca aparece solo ¥y
- los casos ARNm=AARa-/FML son sSiempre ARNm'-FPML/RARa
{Alcalay et al.., 1992).
La proteina hibrida PML-RARa (pPML-KAKx) tliene un De3SO
aproximado de 90 kD y consiste de 707 amincacides (Kakizuka
et al.. 1991). Lsta fusion sustituye los primeros 59

aminocacidos del extremo amino de la proteina RARa con los




|

residuos del Ffactor de transcripcion

oML
1991). Ademas. la pPML-RAHa conserva los

AUN ¥ al dcido retinoico de la proteina

&l
los dominios runcicnalea (incluyendo un

cisteilna) del factor PML (Iivck et al.. 1994)
que la pPML-RARa congerva el dominio de union
retinoico. ha side postulade gue la acco1on
tica de 1la pPML-KARa =erla antagonizar oon la
RARz normal ., blogueando La diferenciaclaon
tica (Kakizuka et al.. 1991). Sin embargo. esta
j@=3i= choca con dos hechos importantes
ia LAF e2 aitamente sensible & la accion diferenciadora
asl dcido retinoico tanto JIn VwIiftro como 1n  Vivo
#Grignan: &t al.,1993),
ia pFPFML-FANKa presenta tanto un efecto negativo comd UNO
positive sSobre la diferenciacion de loz mielocitos
g@ependiendc de las concentraciones fisioloégicas del
@cido retinoico (de Thé et al.., 1991, Grignani et al..
1993

Secientemsnte =Se ha 1nformade gue la protelina EBEMT
i &3 parte de una nueva organela macromolecular (DOP
mice Oncogeénicos PML) localizada en el nucleo. gue es

ganizada por la expresidon de la proteina hibrida pFML-

fDyck 2t al.. 1994, Koken et al.. 1994). Se cree que ]la

ganizacioan de los DUP's estd asociada con el blogueo de

(@iferenciacion de los promielocitos., va gue el tratamiento

dcido retinoico induce tante la reorganizacion de los

= 1a diferenciacion celular (Bvck et al.. 1594,
994, Weis et al.. 1994).

rtante hacer notar que en la LAF. aparte de la

ccurren otros eventos cominmente asociadeos con

multifasica de la mayoria de las leucemias o




i

general. Asi, por ejemplo. no se observan

los genes #FAS o en el gen pi3. lo gue sugiere

D17 s el unice regquerimiento para i

ion maligna y la progresion de la LAP (Grignani et

las anormalidades vcariotipicas ascciladas con la
principalmente con la leucemia aguda monocitica | LAMo )

la reestructuracion de la banda 11gZ23 [(Heim ¥y

berraciones en 1123 estan presentes en ¢l
LANL ¥ se encuentran principalmente n la
ocaciones reciprocas. entre las cuales estan
t19:11) (p22:923}). E(6: 111 (qg27:g23) ¥
(Gu et al.. 1992). Se ha informado gJue en
anormalidades citogeneticas Sse reestructura un
en 11923 (Tkachuk et al., 1992, Tharman et ali.
denominado de diversas maneras : MLL (van
1991), Htrx (Djabali et al.. 1992). ALL-]

o HRX (Tkachuk et al.. 1892).

presenta homologia con el gen triforax de

jla melanogaster (Tkachuk et al.., 1992, Domer et al..

Nakamura et al.. 1993b)., el cual reprime la expresion
nes homeoticeos durante el desarrollo de la mosca de
(Castelli-Gair y Garcia-Bellido, 1990, Sedkov gL
Debido a esto ge cree que lds reestructuracliones
Mii podrian llevar a la desregulacion de genes
involucrados en la ontogenia hematopoyetica, lo
fenotipe maligno tanto de linaje mieloide

orral et al.. 1993, Parry et al.. 1l333).
undaria tienes mayor cantidad de anormalidades
les cambiog cromosdémicos mas Caracteristicos

5/5q—- (Le Beau et al., 1986, FPedersen ¥

8i bien el marcador 5g- se encuentra tambien




1H
&=n la [LANL de :
a nmyve, en el 10% de los casos ciltogeneticamente
anormales (Le Beau et al.. 1993), es mucho mas frecuente en
ia LANL secundaria, en el 50% de los pacientes (Willman et

ml., 1993

$-2.3 LEUCEMIA AGUDA LINFOCITICA (LAL)

La leucemila aguda lintocitica (LAL) 28 el cancer mas
in en la 1nfancia (Bleyer, 1990).

La clasificacion de este tipo de leucemias., segun el

FAB., =e muestra en el Cudadro 4 (Bennett et al., 1974,

En 1985, durante un Taller Internacional realizado en

dgica. se propuso una clasificacion morfologica,

Smmunoldgica ¥y citogenetica (MIC) de las leucemias agudas
:linfﬂhlastlcas, la cual se muestra de manera separada para
&= |eucemias de ceélulas B y para las de ceélulas T en los
Wwadros S vy © (Primer Grupo de Estudio Coeoperativo MIC,

Aproximadamente dos tercios de todos los pacientes con
BRI presentan anormalidades citogenéticas (Heim y Mitelmahn,

21987) v en los nifics tales aberraciones pueden ser detactadas

gl

Y

en ] 60% al 94% de leog casoz (Michael &t al,., 19880,

Los cambios cromusémices mas frecuentes, asil como los

subtipos de LAL con los cuales ge asccian se muestran en &1
Cua {Heim v Mitelman, 1987},

Dentro de la LAL de linaje B (LAL-B) las aberraciones

estructurales mds frecuentes son las siguientes

Heesatructuraciones de la banda B8g24

Las dnormalidade=s cariotipicas que involucran a la banda




Cuadro 4. Clasificacién FAB de las leucemias
agudas linfociticas

LEUCEMIAS AGUDAS LINFOCITICAS (LAL)
redominan las células peqguefias: la forma del nucleo es
regular vy la cromatina esta finamente dispersada; el
cleale no es wvisible, el gitoplasma &8 €8CaS0 ¥
moderamente hasofilice. La homogensidad de todos estos
rasgos €5 caracteristica,
ndes lintfoblastos y mas heterogensos gque en la Ll: el
lea es irregular c¢on hendidurag [recuentes: varios
lecloz estd presentes a menudo. Frecuentemente las

lulas tienen citoplasma bhasofilico oscuro.

des blastes homogenecs € lidenticos eh apatrlencila a
llos en la LAL tipe Burkitt. La cromatina nuclear

inamente punteada Y hay uno o mas nucleolos. El
plasma es intensamente Dbasorilico con NUMEroesSas
olas

Bennett ot al. (1976).




Clasmificacion morfoldgica, inmunoldgica vy
citogenédtica de la LAL-B

ia y Marcador celular Morfologia
- FAB
Chl19 TdT Ia CD10 elIg slg
: temprana + + + - - = L1,L2
Efa-11
{922
L comcr B - + - - - L1, E2
loide
s (12D
g9 2z
= i + = 4 + - [.1
®43:15)
RS- 22) )
Belulas E + - + +/= =/+ o+ L3
BiS:14
:a‘-
L = Brry
=

: Primer reporte MIC (1986)

Coadro 6. Clasificacidn morfoldgica. inmunolégica vy
citogendtica de las LAL de linaje T

Marcador celular
goria y cariotipo Morfologia

cD7 CD2 T4T FAB
—1 temprana + = + Li,LZ
aal (Sp
de células 7 + + + Ll,L3Z
£(11i:14
BN Sq-

Foente : Frimer reporte MIC (15985)




Cuadro 7. Anormalidades cromosémicas estructurales
primarias en las leucemias agudas linfociticas (LAL)

-

) Fuptura

Arreglo Morfelogia

Inmunofenotipo

Ip32
ig23
2pl2
4g21

&g
8g24

Er1:311)ip32:q43)
ctl:19V(qd3;pl3)
ti2:8)(pl2:g2d}

t(4:11)1g21:922)

del (fa)
t(2:8)(pl2d;g24)
t(8:14)(g24:91l)
t(B:14)(q24:934)
tig:22)(g24:gq1l1}

del/t(9p)
t(9:22)(g34:qll)

til0:14)1g24:q11)
£E(11:14)(pl3:g1l}
t(1;11) (p3d:g2d3)
tid:11)(q2i:q23)
E(11:14)(q23:g32)
£{11:19) (g23:pl3)
del/t(12p)
t(8:14) (g24:q1l)
tilo:1411924:qil)
t(ll1:14)(pl3:qll)
del/t(14)(gl1l)
t{8:14) (gdd:q3)
t{11:24) (q23:932)
otras t(l4){g3z)
£{1:19) (q23:pl3)
t(11:19)(g23;pl3)
tiB:22)(q24:q911)
t(9:22) (q34:ql1l)

L1
L1
L3

LJ!-I

L1,

LAL=-pre-B
LAL-pre-E
LAL-B
LAL-pre-B
temprana
LAL-comun

LAL-T
LAL-B
LAL-B

LAL~-T ©
LAL-pre-T
LAL-pre-~pg

LAL-T
LAL-T

LAL-comun

: Heim y Mitelman (1987).




la forma de tranalocaciones reciprocas
LA 14) (gadyq3dy, tf{2:8)1ql2;a3d)
{Heim vy Mitelman. 1987). La frecuencia
egatas translocacianes es del B5% al S0% de laos
L-8/1Ig" (RHaimondi. 1993). El evento crucial en

as aberraciones BS Ia YUuxtaposicion de |

~-myc localizado en 8g24 con los genes de la

g de las inmunoglobinas (Ig-u) en 14q32Z. la cadena k
en 2Zpl2 o con el gen de la cadena A (lg-A) en 22gll
y Nowell. 1985). Todas estas reestructuracieones
c—Mye bajo la Iecuencla de secuendlas

la transcripcion en cada wuno de 1os loe)

lo 'gue provoca la desregulacion d4& O0YE
incrementada del mismo. y probablemente e3td Calsa

neoplasice (Rabbitts et al.. 1984).

19:22) (q34:qll1)

El cromosoma Ph' =e presenta principalmente en la LAL

precursores de células B (LAL/pre-B) (Raimondi. 1993). 3e

sntra aproximadante en el 5% de los casos de LAL de
ptes (Ribeiro et al., 1987. Fletcher et al.. 19391) ¥ en
15% a] 20% de la LAL de adultes (Suryanarayan et al
1) .
A diferencia de la LCM., en la LAL las rupturas en el
psoma 22 no ocurren en  la regién mayor de  los puntos de
gra (M-beor). sirio de manera preferencial dentro del
intron del gen BCR. en la region menor de los puntos
(m-ber), 50 kb corriente arriba de M-becr (Rubin et
Survanaravan £t al.. 1991y, Esto lleva a la
de menos SeCcuenclas de HCR dentro del gern

por lo que #] ARNm ¥y la proteina correspondientes




Bon =23 reausfins (Rubin et al 1988 ) La proteina nus S8

Expresa es la plog*® (Heisterkamp et al.. 1989).

t
Otra diferencia con respecto a la LCM. es gque en e&sta el

v

Frﬂnp oma FH es retenido a lo largo de toda la enfermedad.

entras gue en la LAL dicheo cromosoma no es detectahle por
lisi3 citogenetico durante la remigidn (Heim y Mitelman.

El significado clinice de la presencia continua del

soma FH  (enfermedad minima residusal)! no es aun claro
imondi 19933,

ructuracicnes de la banda 11Q23

Al i1gual! gue en la LANL. en la LAL también se observan
tructuraciones de la khanda 1123 gque atecian al dgen MLL

a
yash et al.. 1993, Tharman et al.. 1993} y 3Zon mas

$recuentes en  infantes (70% de los casos) que en adultes
#Chen ot al.. 1993). Dlchas anormalidades en 1lgz3 se
entarn principalmente en Eorma de transliocaciones
eCcIiprocas t t{1;111(p32:923). trd:11)(4q21:023) Y
1:19)(g23;pl3) (Heim v Mitelman., 1987)
Los genes ean los cromosomas 4 0y 18 (AF-4 p  ENL
Fescect ivamente) ., los cuales participat en las
fransccaciones con 1123, va han sido clonados, EsS

hacer notar gue ambos comparten homologia de
@ecuesncia y Se cree (Jue podrian ser activadores de la
franscripcion (Nakamura et al.. 1993h). De esta manera. la

el gen MLL con un gen activador de la transcripcion
eraria la expresion de genes que participan en 13
ogenia hematopoyética. produciendose la leucemia (LOorra.

Bt al.. 1993, Parry et al.. 1993).

o8 puntecs de ruptura en el gen MLL en todas BSTas

franslocaciones esatan agrupados en una region de 8.3 Kb Jue
driip :
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1ca comun  de todas estas aberracianes es s
~16n de los genes de las cadenas o« Yy O del
ia= eelulas T (ReT) localizado en 14qll (Erikson

Champagne et al.., 1989).
anermal 1dades anteriores
que =S  encuentra en
2 T ({LAL-T) (Hatane
causa la fuzicon del locus o ' cadenas o ¥
ldqll con el ¢ imE O o HOXII en l0g24.
sriginalmente TCL3 (£ : at al.. 1990). El gen
e expresa en celulas normales., peroe =1 en
£(10:14). gsa razon se plensa gue el aen

rurturado activa en estas celulas un  proarams

genes especificos de otro linaje calulay. lo que

la necplasia de linfocitos T (Hatano et al..

Otra anormalidad citogenetica en la cual la banda 14gll

involucrada es la ti(l:14)(p34:qll). que se encuentra en

1
Ae ¥ el w

9% Jde log casos de LAL-T {Carroll

anslocacian causa la  fusién del

pascripcion TALY ¢on las subunildades o

2

cual

- T

- T (Begley et al.. 1989, Finger et
LB} la desregulacion de la expresion
ios por TALl (¥ia et al.. 1891).
11:14) (p15:q11) se gncuentra en el 1% de lo= casocs

148

neoplasias de c¢élulas T (Ribeiro et al., 1991 En el

wsoma 11 la ruptura ocurre en =1 gen denominadd e

ransiocacién 1 de las Células T) o REIN! [(Hombotina

~odifica una preotelina nuclear cuya estructurs ha
conservada entre diversas espercies. lo que sudl
importante durante la ontogenia (Boehm st al.
atre gen de la familia de las romborlnas

fue encontrade en la banda 1lpl3 que participa en la
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BT LT ie importancia patogenetica (Juliusson er
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El marcaccr l4g+ se encuentra en el 25% de los casos ta

con cariotipe anormal (Heim y Mitelman. 1987) e

a ree=atructuraciones de la banda 14qg32. Los pacientes

a ancrmalidad representan 2| grypo de peopr pPronostica

de 1z 1EL-B. aungue en la mayoria de 05 Cagos el

l4g+ se presenta acompafiade de otras anormalidades
) et a2i 1990

A% de log paclentes sinig LE&L.-FB gque presantan

jdades citogeneticas se observa el marcader 13g-, que

al.. 1993). Debido a gque el gen del retipoblastoma

asta localizado en 13gl4 (Cavenee et al., 1983). s¢

en un inicia gie diche gen pedria estar involucrado €T
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o

que tienen dichas deleccliones
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™
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jusson er al., 1990). Recientemente Tue intermads gue 1of

Etentes con el Cromogsoma l3g— tisnen hivelws normales del
4

s proteina del retinoblastoma. Ademas no =€ han

do mutacianes puntuales o delecciones submicrosScoplcas
alels RH! remanente, por lo gue més Dlen un  10CUs
re & RRI seria el relevante para el desarrollo de iaq

n estos casos (Liu gt al.. 1583)

Jeneral, la presenclia de cualguier anormalidad

5 implica una corta sobrevida en la LCL-B, Asl, 10s

sof  cariotipo normal presentan una  sobrevida

o de 15 afios, cofmparado con l1os
&

ambios citogenéticos (Julilusson et al.. 199U

it 14)(gliq3z

L]

= gung aberraclon cromogomica Jque S

de manera consi=stenrte epn ta LEL-T. asi como en la

cemia de adultos de celulas T. La reestructiuraclion del g=h
lza ecadens o dal receptor de as celujas T. qus esta
izadeo en 14agll y de ciertos oncogenes, parece Jer U
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2.1 CULTIVO DIRECTO DE MEDULA OSEA




Cuadro 8. Composicion del medio de cultive de transporte

- - == == =
Componentes Cantidad
Meai [0 | FrH i

1€ ima pFedal £ mi
! I -1 3 1 | b mn
Estrept i 1 r
L—g 3 1
gl (LA & E 1 1 Pk
w b mig | 1
Heparina 2

—

Modiricad = Williams &t a i

Cuadro 9. Composicion del medic de cultivo

l Componentes Cantidad

II Medis REMI-164 LU







2.2 CULTIVO CORTO DE MEDULA OSEA

=.3 CULTIVO DIRECIO DE SANGRE
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3 RESULTADObL

3.1 ANALISTIS METODOLOGTICO

Para la realizacion de este estudio, se hicieron algunas
modificaciones a las técnicas de citogenética descritas para
el estudio de las leucemias. En primer lugar se utilizo un
medio de transporte con bromuro de etidio. Esto permitio
efectuar =1 andlisis directo del cariletipo en menor tiesmpo.
ya gue la muestra de médula fue puesta en ese medio de
cultivo después de tomada Yy ser procesada inmediatamente al
llegar al laboratorio. Peor otra parte, el uso del bromuro de
etidio nos permitié exponer las c¢élulas al Colcemad a wun
tiempo mucho mayor, con lo cual se obtuvieron mayor numero de
mitosis sin reduccién apreciable en el tamafio de los
CromosSomas .,

El tiempo durante el cual sSe asometid las celulas al
tratamiento con Colcemid junt¢ con el bromuro de etidieo. fue
de 1.5 horas, mucho mayor en comparacién con los tilempos
usados tradicionalmente.

l.La concentracién de bromuro de etidio a la cual se
obtuvieron los me jores resultados, fue de 10 ugs/ml .
Concentraciones mayores a ésta, no proporcionaron alguna
me joria adicional en el tamafio de lus ¢romosomas.

Es interesante hacer notar que los cromosomas obtenidos
por cultivo de sangre periférica estimulados con
fitohemaglutinina, tratados por 1.5 horas con bromurc de
etidio vy Colecemid., siempre fueron mucho mas largos que 10s de
las células leucémicas.

Durante la realizacidn de este estudio se recolecto un

total de 34 casos, 16 del Hospital Calderdn Guardia y 18 del

Hospital Nacional de Nifios.




2.2 HOSPITAL CAIDFRON GUARDIA

De les 16 pacientes, 9 fueron wvarones y 7 mujeres

i il

(Cuadreo 10). La edad de este grupo ¢scild entre losz 14 v BG
aflos,

La leucemia aguda mielobldstica sin maduracion (LANL-M1)
fue el diagnéstico mas frecuente (37.5%). seguida por la
leucemia cronica mieloide (18.8%). Diez casos correspondieron
a leucemias agudas, cinco a leucemias cronicas y hubo un caso
de policitemia wvera (Cuadre 10).

De 13 pacientes a los cuales 8se les contaron los
cromosomas, B presentaron un  namero modal de 45 cromosomas.
En el Cuadro 12 se muestra el cariotipo del tumor para cada
paciente, asi como su diagndstico. Es importante resaltar que
todos los pacientes a los cuales se les pude realizar el
analisis c¢itogenéticeo, mostraron anormalidades cromosomicas
consistentes, la mayoria de las cuales corresponden a cambios

numeri1cos.

o HOSPFPITAL NACIONAL DE NINOS

Este grupo abarcd 18 pacientes. con edades entre los 11
meses hasta los nueve afios y once meses, B8 mujeres y 10
varones (Cuadro 11).

Al igual que en los pacientes del Hospital Calderal

Guardia. las leucemias agudas representaron la mayoria de los
casos (17), 12 linfoblasticas ¥ 5 mieloblasticas (Cuadro 11)
El paciente restante fue un caso de sindrome mielodisplasico
(SMLY) .

De 17 pacientes a los que sSe les coontaron los

cromosomas. 12 presentaron un nimero modal de 46 cromosomas,

En el Cuadro 13 se muestra el cariotipo de cada nine, asi




Cuadro 10.

Calderon Guardia por

Clasificacion de los pacientes del Hospital

de leucemia, sBaxg v edad

NGmer o Sexo Edad Tipo de
ga ca=so lapos) lelvcemia
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Cuadre 11. Clasificacidén de los pacientes del Hospital
Nacional de Nifies por tipo de leucemia, sexp vy edad

I Muimeio Sexo Edad Tipo de
de caso {afos) leucemia




Cuadro 12, Resultados del estudio citpgenético en los
pacientes con leucemia o algan trastorno relacionado

reclutados en 2l Hospital Calderon Guardia durante
los afos de 19931994

MGmero Tipo de Cariptipe (cp)
de Ccaso leucemia
1.1
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Cuadro 13. Resultado del estudio citogenetico en los
pacientes con leucemia o alogdn trastorno relacionado
reclutrados en &l Hospital Macional de Mifos
durante los afios de 19%3—-19%4

MNUmero Tipo de Cariotipo icp)
e caso levwcemla
HpM =1 LAl } i)
HiME o i i
NN ! T
IIIIIII 1L e g .
II I_ 1L i
gl ] - |
I.r 1 &l
HE M =1 L Al
| rd e L ferd f ] il dal il 1
TRIE | 4B i
I'd | bin, F r
HFivlN ) L ]
H | &1
i J q4 j!
1]
| fil i 1
|'lII (] & ¥ 5 1 1
Hidpd=] & L S Ay d =10 15, —~15. +19%




Cuadre 14, Clasificacidn de lops pacientes de ambos
fioepitales por tipo de leucemisa v por ploidia

Tipo de Mumero de N* de cromosaomas
leucemia Casoe 45 44 i
1 S

Tetal 24 ! 22 o




coma su diag

n
De todos los casos a lo=z cuale

& gSe les realizo el
analisis citogenético. sdélo un caso (N° 4) tuve =l
cariotipdo normal. La mayoria de lag aberraciones fueron

cambhios numéricos (Cuadro 13).

3.4 DIFERENTES LEUCEMIAS

En el Cuadro 14 se presenta un rezumen del total de

pacientes analizados. En el misme podemos cbservar gue hubo
12 casos de LANL. Deaspués de las leucemias agudas

linfociticas, representaron el =egundo grupo de mayor

¥

frecuencia De estog 12 pacientes, seis correspondieron a
perscnas de 15 o mids afios. No se contd con la edad de un
paciente (casc N® 11 del Hospital Calderdn Guardia, Cuadro
10

Niez casos mostrarcon un namero modal de 46 cromoscmas.
Hubo 7 mujeres ¥y 5 varones.

51 se consideran los diversos subtipos de LANL
ohservados (M1, M3, M4  M5), las aberracioneés Ccromoscmicas
observadas en més de un caso fueron las sigulentes

+B

del (1l1)(gz3)

-15

Las leucemias agudas linfociticas fueron el tipo de
leucemias de mayor frecuencia (15/34). De todos los casos de

LAL que se obtuvieron., 12 correspondieron a personas de menos

de 10 afios de edad
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Al igual gue para la LANL, se observe  un
proporcitn de casos con 46 cromosomas  como  numeroe modal
{7/15). El numero de wvarones fue =] doble gue el de mujleres
0«5 .

Las walteraciones ciltogenéticas gue se observaron de
manera consistente en mAs de un paciente fueron:

del(6)(g2l)

+8

19

+20

+21

Aparte de la trisomia 8., el cromosoma ® aparecio
involucrade también en la £(8:14)(g24;g1l)

El cromosoma 14 estuve también involucradeo e&n la
translocacidn anterior ¥ en una monosomila.

El cromosoma 17 se vid tanto en una monosomia come en un

I(17q).

Se obtuvieron tres casos de LCM gque correspendieron a
personas de mds de 18 afios de edad, dos de las cuales
mostraron un numero modal de 46 cromosomas.

La t(9:22)(934:ql1) que origina el cromosomas Filadelfis
{PhY) ., se detectd en log tresg cascs. Ademds en dos de los

pacientes se detectd una trisoemia 19,

Se detectaron dos casos de leucemlas cronicas
linfociticas gue fueron LCL-B. Las dos personas tenian mas de
15 afios de edad. gue correspondieron 4 un varon ¥y & una
mujer,

Los dos pacientes mogstraron un <cariotipe hipodipleoide
(<46 cromosomas La dnica anormalidad citoegenetica que se




pregento en los dos casos fue +24.

& del(6)(g2l). que es tina

caracteristica de las malignidades

El unico caso de sindrome mieleodisplasice correspondilo

un nifio. Presentd un cariotipo seudodiploide.

Los cambios gue sSe observaron
-18

2Tl

En un paciente se

aberracion

hematologicas linfoides.

este

paclente

Cromosoemic

Se obtuvo un unice caso de policitemia vera, gque

vardan de 79 aflos.

La tunica anomalia consistente gue

paciente fue la pérdida del cromosoma Y.

obserwvi

rue

flleron:

(']

]




4 DISCUSION

2.1 BROMURCO DE ETIDIO

Uno de los problemas con el due nos encontramos durante
la realizacien de este estudic., fue obtener un numerc
suficiente de metafases para el andlisis cltogenetico,
principalmente en nifios, =n los cuales en la mayoria de casos
la muestra de meédula dsea fue muy pequelia para la realizacién
de los cultivos. Debide a esto. a los pacientes del Hospital
Nacional de Nifios también se Jes realizaron cultives directos
de sangre periférica.

Fara detener la division de las células en metafase se
exponen a vcolguicina., © a su derivado di—acetil-metil
colquicina (Colecemid) por un Clempo promedio de 25 a 30 min.
(Yunis, 1981, Dewald et al., 1985, Williams et al.., 1986),
pere los cultivos directos de méduls dsea a menudo posesn un
bajo indice mitédtico (0.01 a 0.2%), con cromosomas contraidos
¥ pobremente bandeados (150 a 3200 Dbandas por complementc
haploide) (Bottura v Ferrari, 1960) . La sincronizacidén
celular con ametopterina permite obtener preparaciones de
alta calidad con un fndice mitetlico incrementade (0.1 a 1%),
231 como cromosomas elongados ¥ finamente bandeados (320 =
8930 Dbanda®z por complemento naploide) (Yunis, 1976). Sin
embargo este Gltime métode es Jumamente tedioso. ademas de
demandar mucho tiempo,

ilna manera de obtener mayor cantidad de metafase=s &2

exponer las celulas al Colcemid Por mas de 30 min., perc
estos Ciempos de exposiclon producen Cromosomas muy

condensados. que no son utiles para el andlisis cltogendtico.

Por lo tanto fue recesario encontrar una manera de lograr un

tiempe mayor de exposicidn al Colcemid e impedir la




condensacidén excesiva de los cromoscmas.

El wuseo del bromuro de etidio (S—-etil-3.,8-diamino-6-
fenilfenantridiniobromuro) nos permitid n Liempo de
exposicidn al Ceolcemid de hasta 1.5 horas., con una buena
longitud de los cromosomas, obteniéndose los mejores
resultados a una concentracion final de 10 ug/ml. Si bien el

bromuro de etidio ya habia sido utilizado en cultivos de
linfocitos (Ikeuchi ¥y Sasaki, 1979) v &n la leucemis aguda
promielocitica (Sheer et al,., 1983), ssta es la primera vez
que sSe utiliza para tratar cultivos de otros tipos de
leucemias. Ademds lo utilizamos en la composicidn de un medio
de transporte para el cultive directo,

El bromuro de etidio EtHr) es un tinte aromatico

policiclice, gue se une al ADN intercalandose entre los pares

de bases (Macgregor et al., 1983). aungue tambisen e capaz de
unirse al ARN, principalmente ARNt (Lambert y Le Fecg. 1984,
Ferguson v Yang. 1986). La unidén del EtBr al ADRN libre casi

no muestra especificidad de bases, aungue prefilere los zities
de secuencia (5'-3') purina—-pirimidina (McMurray y wan Holde,
1991). Ademas Hardin et al.. (1988) mencionan un amplic rango
de actividades bicldogicas del EtBr inhibicion de la
duplicacion de i ADN, de a transcripcion. de la
recombinacion, del editajie del ARN v altera la funcidn de= los
ribosomas.

La mayoria de los estudios de la accion del EtbBr sobre
el ADN no muestran la manera de ¢dmo la cromatina afecta la
unidn EtHr-ADN., o de como dicha uniodn altera la estructura de

la cromatina. Sin embargo. McMurray v wvan Holde (1991} han

informado gue 2]l EtBr induce 1la disociacidén de los
nuclegsomas., causando la liberacidén de laz histonas
constituyentes y del ADN., Debido & que Ips nuclecsomas

iT
[
1
i
T

constituyen mas simple de empagusetamients del ADN

lAvers. 1991). la desorganizacidn de €stos interferiria en la




condensacion de los cromosomas. Todavia se desconoce =21 2|
EtHr afecta niveles superiores de organizacidn de 13

cromatina

En resumen, el uUSc del EtBr permitic una mayor
exposicion de las células al Colcemid, obteniéndose mayor

cantidad de metafasez con cromosomas de longitud apreciabla.
Ademdas. =u uso en el medio de transporte facilité la

realizacidn de los cultiveos directos, vya que éstog fueron

-l

procesados inmediatamente después de llegar las muestras al

laboratorio.

4.2 CONSIDERACIONES GENERATLES

El presente estudio no tuve cardcter epidemiologico ¥
debido al bajo numero de casos estudiados, la Irecuencla
obtenida de cada tipo de leucemia Y demds Lrastornos

relacionados quizds no refleje la incidencia vreal de es

in
WD
a
=2
ol
m
L
e
b
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desdrdenes hematologico pals. A pesar de esto

creemos gue vale la pena hacer algunas congideracionecs.
Laz leucemias agudas representarcen la gran mayoria de
los casos estudiados (79.4%). Esto concuerda con el estudlo
epidemiolégico de Solis (en publicacidn). En diche trabajo se
eancontre que las leucemias agudas (linfociticas ¥ mieloides)

sumaban el 82% de los casos de leucemias y demas trastornos

]

relacionados registradeos en Costa Rica durante log dafic

1979 a 1984.

n

Como es de ssperar, las leucemias agudas linfociticas

fueron mas frecuentes en personas de menos de 15 afios de edad

(Cuadros 10 ¥y 11)., ¥ ha sido 1informado que la incidencia de
LAL alcanza el mdximo en las edades de 3 a 5 afios Heim ¥

Mitelman. 1987

Doz estudics anteriores realizedos en Costa Rica




ravelayron ezts misma tLendencia Arroya et | 1982)

informaron que el 71.8% de los casos de LAL registrados =2n

d

los hospitale

1

Li1]

la capital durante les afioz d
correspondieron a pacientes de menos de 15
Ademds, el trabajo de Solis inTerma un percan
(68%) de casos de LAL de menos de 15 afios de adad,
En las leucemias agudas no linfociticas el 50% de los
caSos correspondieron a personas mayores de 15 afios de edad.
En Costa HRica, este parcentale puede iIir desde un 66 7%
(Arroyo et al., 1982) hasta un 76% (Solis. en publicacisan).
Las diferencias entre estos porcentaijes puede deberse a ia
muestra pequefla (12) de casos de LANL gque obtuvimos.

Es importante hacer notar que Costa Rica posee la tasa

de incidencia de leucemia aguda linfocitica mds alta de]

mundo, para ambos sexos, en nifios menores de 15 afios (Sierra
et _;_?l_]_... 1988,

De acuerdoe a la hipdtesis de Rabbitts (1991 la
diferencia principal entre las leucemias crénicas v las
agudas serian los genes inveolucrados en la patoegene=sis de |a
malignidad. En ias leucemias crénicas los genes participantes
son agquellos gue tienen funciones en la ProliTeracion W
sobrevivencia celular. mientras los geres asociados con las
leucemias agudas participan en la transcripcion génica y en
la diferenciacién celular. En otras palabras, léa genes
mutados en este ultime tipo de lsucemia egtarian en la cima
de la cascada reguladora de la expresién geénica ({Rabbitts.
1991 ).
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guiendo la 1d de Rabbitts., pedrian existir en

&4
nuestro medio agent: que afectarian de manera preferencial

0

los genes involucrados en el desarrolleo de las leucemias

agudas. principalmente la LAL-infantil.

=
=

i

postulo la teoria de gque la leucemia infantil. al

igual gue las leursmias de relinos, resulta de la exXposicion




bles a un agente infecciosa no
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dentificado (Balteyr, 1992). FEste autor propone gque la

i

leucemia dinfantil podria seyr causada por al menos dos
mutacicnes espontaneas :
- La primera ocurriria en el utero, cuando ias celulas

inmaduras del sistema inmune estan en divizidan

L !
s
T
r
[}
L F]

Wl
i)
E#
r.

una situacion en la cual los arrores de Copl1s

- La sequnda murtacion acurre posteriormente. iurante 1a
infancia. cuando las mi=smas celulas del gigstema inmune
estdn en rapida divisién., peroc esta vez como resultado

de 1

(¥

exposicidn a virus comunes.

El corolario de esta teoria, €5 gue el nivel de "estres
proliferative” o magnitud de la respuesta inmune ayudaria a
la apariciéen de! fenotipo leucémico en nifios susceptibles

Lim hecho dque parece apoyar & esta teoria es la
obzervacién de gue la 1ncidencia de la LAL-infantil es mayao:
en paises desarrollados en comparacidn con aguellos en  vias
de desarrollo. Debido a que en los paises con altos
estdndares de salud los nifios se exponen mas tardiamente en
su vida a agentes infeccioseos (p. ejemp. virus). su sigtema
inmune estara mas maduro ¥ Serd capaz de montar una respuesta
inmune wvigorosa con un alto ectrés prolirerastaive’™. Al
contrario, los niftos expuestos temprdnamente a virus, no
desarrcllarian una respuesta inmune tan fuerte, De ser asi.
deberia d= observarse una mds alta incidencia de LAL-infanti!

en familias de alto nivel scociceconomico en compabacicn <on

lag ciazses menos privilegiladas. como 5¢ observa n
degsarrollados (Balter, 199Z).

Esta hipotesis también concuerda con €] Incrementd
observado en la incidencia de las leucemias intaptiles 2n

Gran Bretafia entre los afios d

it

1920-1945 ¥ poco desSpucss &7




los Estados Unidos, un periocdo en el cual los niveles de
salud e higiens aumentaron grandemente en estos dos paises
(Balter, 1982

Un fendmeno semejante podria estar operando en Costa

il

o

= g

it

Rica, debido al ascenso de los andares de wvida durante lo
te

n
ultimeos wveinte aflos. Faraddiicamen la Jleucemia infantil

podria ser el precio del progreso.

En muchos casos de LAL-infant:]l ésta se presenta antes
del primer afic de wida. y en varias ocasiones se diagnostica

clinicamente leucemia congénita al macimiento (Ford et al..

|+ ]

1953). De hecho, la LAL en nifios de menos de un afio de ed
tiene caracteristicas clinicas v  bhicldgicas 1nusuales gue

difieren grandemente de los casos de LAL en nifios de mayvor

edad (Chen et al.. 1993). Debide a esto. fa LAL que se
desarrolla antes del primer afion de edad se reconoce

actualmente como una entidad especifica. conocida como LAL de
infantes (Cimino et al.. 1993).
La: caracteristica sobresaliente de la LAL de infantes es

la reestructuracidn de la banda 11923 en aproximadamente el

B0% de los casos (Chen et [ HIRY 1993, Cimino et a&l., 1993,
Ford et al., 1993). Ademas. Ford et al. [1993) 1nformaron

tres casos de gemelos i1dénticos en los cuales el gen ALL-1,
localizade en 11923, es reestructurade :in utero. Ezto proves
la primera evidencia de gue algunas mutaciones leucdemogenicas
adgquiridas ocurren durante el desarrollo embrionaric. Este
hallazgo sugiere gue eventos 1niclales en otros canceres de
la infancia pueden ocurriy prenatalmente. lo gue esta muy de
acuerds oon la teoria del “estres proliferativo’” LBalt
1992 )

Las anormalidades de la banda 1123 no sion exclusivas de

la LAL de infantes. El gen ALL-I =se ve involucradeo en las LAL

v LANL tanto de nifios como de adultos (Cleary, 1993, Thirman
et al., 1993). En este trabaio se detectaron aberracionss de
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1a banda 11923 en do= capoo de LABHL; un nifio con LANL-MI
{pociente M° 10 dcl Hospital Hacicnal de Niffies, Cuadro 13) ¥
un adulte con LANL-MS (paciente M* 11 del Hospital Talderdn
Suardia, Caadre 12}. En ambeos cazos la anormalidad de dicha
handa era la del(il){g23). Ademds. en 1o doz pacientes
ritados. 1m celiil1}{q23) fue _a (nica anomalia citogenética
caongistente.

Es impertante hacer notar que las translocaclenes
cromogdmicas qua involucran la Ppanda 11923, son muy comunes
en las LANL securdarias gue se originen &1 pacientes con
cancer, tratados previamente con agenbtes guimisterapelticos
gque inhiken a la ALN-topocisomerasa 1I. taless como las
epidofilotox:inas y el tenipdsido (Cleary, 1%93;. Estos
quimicos inducen v/o0 estabilizan rupturas del AIN & través de
un mecanisme dependiznte de la topoisomerasa II (Ford et al..
1993).

La mayor parte de los cambios numéricos encontradces  en
la LAL corresponrden & Lrisomia de los cromosomas de oS
grupos F v G {(Caadros 12 ¥y 13)}. 5i bien ha sido informada la
ganancia de cualguier cromosoma en los casces de LAL, la +21
6s el cembio numérico mas frecuente en este Lipo de leoucemias
(Heim y Mitelman, 1537, Raimondi, 1%93).

Una del (6)(g2l) se¢ eaccnird en dos e los cases de LAL,
aungue log puntes de ruptura informadeos en la literatura
pueden abarcar la regidn 5415-21 (Raimendi. 1923). Hasta =l
momento no se han encontradeo diferencias enlre lus pacientes
con la ancrmalided 39— ¥ ayuellos gue no la tienen, nil estd
asvuinla con un  immwnofenotipes  especifico.  aungue o un
nar cador cenfiable de malignidades linfoides (Heim v
Mitelmen, 1987). La mancra como a2tz aberracién contribuyve al
procesoc leucemogénico ez aun  incierta  {Barletta at al..

1987},




I.:- o

Otra aberracion estructural gque se encontré en la  LAL
fue la t(8;14)(g24;gll) (case N' O del Hospital Nacicnal de
Nifios., (uadre 13). Como consecuencia de esta translocacidn =1
proto—oncogén o—my¢ &n B8gld es yuxtapuesto a regiones
11, causande su desregulacidén (Erickson et

promefiaras en

al.., 1986)

F
==

£
i

El i(17g) sélo =e chservd en un paciente con LAL (caso

N* 17 del! Hospital Nacional de Nifies, Cuadre 13), siendo
ohservado en casos ocasionales de LAL (Williams et al.. 1982,
Prigogina et al.. 1988). Esta es una anomalla frecuente en la
evolucion de la LCM hacia fases mas agresivas de la
enfermedad (Heim vy Mitelman, 1987). El evento comun en todos
ios casos de 1(17g) es la perdida meonoaleéelica del gen pod.
gue es un supresor de tumores ¥ esta localizado en 17pld. 1

De hecho, se ha informado que la perdida de 17pl3.1 esta
consistentemente asociada c¢on mutaciones en el alelo pa=3
remanente, que inactiwvarian al gen. colaborands 1 la
progresion de la enfermedad (Feinstein et al.. 1091} . 5in
embargo., ]! gen p53 puede diferir del prototipo de los genes
supresores de tumores. En algunos casos alelos mutantes de
p53 se comportan como oncogenes dominantes, siende capaces d

transformar células blances in vitro ¥y de causar TUmores en
ratones transgeénicos aun en presencia del alelo normal
(Gaidano et al.. 1991). Es importante ‘hacer notar que el
r4d el 1{17g) tenia también maltiples cambios

t
numéricos. lo gque le confiere un mal prenéstico (Raimondil.

Come =e menciond en log resultados. en los casos de LAL
analizados predominaron los cariotipos seudodiploides. los
ruaies estan asociados con una enfermedad agresiva aito
conteo de glébulos blancos y niveles elevados de la enzima

lactato deshidrogenasa. Actualmente. gracias al desarroilc de

la moderna guimlioterapla multiagentes, este grupoe de
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pacientes poseen una sScobrevida mayor ague en €1  pasado

(Fletcher et al., L9BS}, excepto para aquelloes gue portan

Cleytas translocaciones caomo l1a ti(9:22), ti4£:11) a tig:14)
({Raimondi 1949

Iqualmente, an  la LANL predominaron log cambios

-

numerlcos, principalimen amosomas de 108 arunos F R

it
it

(Cuadros 12 y 13).

Un caso interesante es 2! N' 6 del Hospital Nacional de
Nifies [(Cuadreo 13) al cual se le diagnosticd LANL-M3

leucemia aguds promislocitica [(LAP). Esta =e caracteriza pol
la presencia de la £015:1 1ue a3 detectada en el 100% de
o8 cascs Yy en el 90% de 0 pacientes con LAP e3 la unica
afnomalia citogenetica (Grignani gt al.. 1993). 5in embargs en
esLe paciente NG se SNCONTY O avidencla (1£ CGI1CA
tranzlocacion. la cual puade debersge a la pregsencla e
cambilaos Suomlierescoplecos €0 Q8 cromosomas L5 a0 17 gue no
fueron detectados al nivel le resolucion empleado
Recientements se ha Informado la presencia del gen guimes
RARa—FML. que resulta de la T(15:17)., #n un caso de LCM en
transformacion promielocitica con coplas normales del
cromosoma 15 (Amano et al.. 1993). De esta manera. tanio an
la LAP como en la crisiz blastica promielocitica de la LCM,
la presencia del gen hibride FKARo-FPML seria un evente
esencial para el desarreollo de la enfermedad aun en casos
donde no se detecten anormalidades morfoldgicas de 3
CYomoS:
Un paciente con LANL (caso N'15 del Hospital Nacional de
Nifios. Cuadro 13) presento moncosomia del cromosoma 5, gue
mwnte con la deleecidn del brazo largc del mismo (3g-—)

representan =1 10% de 1og casos de LANL con cariotipo anormal

& ‘Beau et Al 1L2937). Entre o= genes gue pueden

importancia patogenetica en la LANL con =5/5g— estan el I[REF=I




que es un activador d= la transcripcidn de los genes de los
interferones oy 8 (I[FN-g e IFN-/ (Willman et al.. 1993). vy
el Jen  EGR-! gque presenta actividad reguladora de 1la
transcripecian (Le Beauy at al 1993} . Ambos se encuentran er
la regidén distal de Zg ¥ siempre se plerden en loz2 pacientes
con 5q— (Le Beau et al 1893, Willman =% al 1993)

Otro caso de 1interes es el N 14 del Hospital Calderon
Guardia (Cuadro 12 En &1 mismo se etectsd una trisomia 8,
la cual ocurre aproximadamente &n el 7% de l|los casos de LANI

citogenédticamente anormales (Heim vy Mitelman, 198 Ademas.,
este pacliente mosStro ina monosomia del cromosoma l3. Qgue =5
donde s2 encuentra el gen supresor del crecimiento del
retinoblastoma (XB Sparkes et  al 1983). Je ha informado
que el gen RB gse expreza de manera anormal en el 55% de los
agos de LANL=-M4 v M5 (Weide =t al |993) v en &l 27% de |as
lelicemias agudas monocit! dichs gen muestra anormalidades
estructurales (Ahuja £ al 16971), aunque el papel lel gen
RB en las lsucemias agudas 10 linfoclticas es  aun po
conotido.

L&s Hnicas anormal idades egtructurales gue se
encontraron &n los pacientes con LANL fueron la del (11} (g23
que va fue tratada anteriormente, b ig presencia de
cromoscoma PR en el caso N° 8§ del Hospital Calderdn Guardia.

al cual se le diagno
ia sSi1do encontrado

principalmente de i

r1en

¥}

7). =1

agudas

=
m=if |

LCM.

LCM los
mayorit
(M—=ber) .
Plas

exlsten

punt

L=

arilamnete erl

di1ferenc

(Cuadroe 129, Este marcador

ern asos  raros de LANL de adultos
s Subtipos M1 v M2 (Heim vy Mitelman
nivel C1tC ';I":'*]"L-Etil"_ 13 Ci9:221 e = LS
indistinguible de la gue se presenta  er
ias entre ambas. En primer lugar. en

de ruptura en el cromosoma 22 ogurran
la region mayer de los puntdos de ruptura
s exones 2 v 3 del gen BCR van det
En las |eucemias agudas los puntos de




ruptura aourren &n el primel intron de BCR n o raeglion
menor de les puntos de ruptura (m=ber), gue se localiza BO kb

corriente arriba de M-bcr {Huban et al.. !9HH, Survanarayar

et al., L99]l), Ademas, 4 diferaencia de 1 e cUrre an la
LCM, en las leucemias agudas el cromosoma Fh' desapars

cuande = alganza la remision de la senfermedad iHeim v
Mitelman, 1987). E! sivgnificado e¢linice de la presencia
continua del cromosoma Ph ar) la LCM &in ne ha =sido

determinade (Raimondi, 1843),

Los trez rcaseos de LCM obtenides fueron PH+ (Cuadre 12}
En uno de estos pacientes rasgo N° 6 de] Hospital Calderon
Guardia) =se enpcontraron dos cromosomas PH., aparte de

miltiples cambios numericos. lo que suglere evolucidn clonal.
va que la presencia de aberraciones cromosomicas secundarias

como un cromosoma PR v la trisomia 19, usualmente preceden a

la aparicion de la grisi=s blastica en 2 A O mege:

|
|
I
i
(=)
=

Mitelman, 1987)

Los pacientes con LCL fueron ambos de linaje B (casos
5 v & del Hospital Calderon Guardisz. Cuadz L2}, Jue

telmarn.

i
el

¥
k
=
.
gl
—
(=]
—
=
-
=

repriesenta el 95% de todos |
198

de un cromosoma 18, gue Se sheervd en uno de
los pacientes con LCL=-B., ha -sido informada en algunhos casos
de LANL, ernn la LCM v raramente en la LAL {(Mitelman, 1991)
pero ain no en la LCL. La caracteristica comun d4de todas las

mal ignidades hematoldgicas gue muestran la monosomia 15 235 la

ng eXpresion en muey bajos hiveles del gen 0O |ocalizad ¢
18g2}Y f(Porfiri st ail.. 1993) Se ha informado que la perdids

de unc de g alelos o la expresidn disminulas de DU gouUrre

enn mas del Tl e lios cdnceres colo-rectales qe ahl su

nombre, ¢ Geletadd en




P
1990) De esta manara ante a Lo gue Ur¥e en lo=s
~anceres colo-rectales, la perdida dsl gen DOT pueds tenesr u
pape | anp el £5a | x malignidades hematologlcas qQue
muestran monoesomis 18 (Poarfiri et al 1993), ipncluida la LCL
en la cual por primers wvwez ge detecta dicha perdida

E t¥o paciente con LUL-B (cas | tady
presentd una trisomia 12 ue @5 la anovmalidad cCcromosomica
rlonal mas comun descrita en la LCL (Escudier et &l 19931)
giendo especifica de naje B (KEnuutila 2t al | e Es
misme paciente muestr multiples cambicos ¢clonales, gqus 2]
general ~onifieven una sSobrevida promedic de 7 SR al=

omparado a g 15 afos de sobrevida para pacientes L
gariotipo normal Juliusson et Al 1990

Otya anormalidad cariotiplca gue sSe encontrd €n este
mismo paciente fus 1a il (6 la2l), gue tambien se detact a1

ios casos de LAI agsas N® 16 Cuadro 1 ~aso N i Cuadre
Y gue e85 un marcagol contfiable de malignidades linfoides
{Heim v Mitelman. 1957

Se analizd un 4dni aso de policitemia vera (PV). Esta
ag un desorden croénic elopreoliferativeo rejativamente raro,
~on upa  incidencia promedio anual de 100000 vy una eda
promedic de 60 afios  |Helm Mitelman lag7) . El egtudi
raclente le Castro & 3 195921 1nio in total s &
paclentes (23 ¥ PV en LoTa de 117 rasos de leucemias U
otras hematopatias., recolectados & =ta Rica durante 5
afios  de 1990 a 1992 La nica anormalidad ariotiplca
ponsistente que se encont en este paciente fue la perdida
del cromosoma ¥. gque bien puede Ser un fenomen ia 1€l
con la alta edad del paciente 9 afios). i importan
patogenet 1ca 10t pe constitucional ami &l mes
dicha perdida, 1o gue demuestra gque 1icha ynomalila €5t

presente en las celulas normales de | indiwviduy




probablements intervians, &5 este &380 en el orige! p
lesarral le 4 1 policitemia

El dnico paciente gon sindrome mielodisplasico presentd
S0t Abheyrracionss numericas (caso N 12 del Hospital MNacional
ja -uadre 13), principalmente de los grupes F -

Este pacientt mostrra una moposomia 1B, gus i Tue
mencionads esta asociada g =1g ina baja expresion del qean

supresor de tumores IDIC (Porfiri et al 1993). La monosomia
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