Revista de la Facultad de Ciencias Médicas (Quito), 1986 157

HALLAZGOS CITOGENETICOS EN VEINTIDOS
TRASTORNOS HEMATOLOGICOS
PRELEUCEMICOS Y LEUCEMICOS

Dr. CESAR PAZ Y MINO

Unidad de Génetica Médica. Fundacion “Simén Bolivar” — Unidad de Investigacion Médica.
Quito-Ecuador

RESUMEN

Se presentan los resultados citogenéticos de 22 trastornos hematoldgicos preleucémicos y
leucémicos, haciendo una revisidn de las alteraciones cromosémicas mds frecuentes y su implica-
cién en la clfnica, diagnéstico y evolucién de la enfermedad. Se estudié 8 Leucemias Agudas (LA),
6 y 2 Eosinofilias: Las preparaciones cromosémicas se hicieron con técnica directa, los cromoso-
mas se los estudié con tincién normal Giemsa, bandas Q y bandas GTG. Las edades de los pacien-
tes oscilan entre 9 y 63 afios. Los cromosomas mds implicados en reestructuraciones y aneuploi-
dias fueron el 9, el 22 y ¢l 8 en 22,70/0 de casos; el 18 en 18,10/0; el 17 en 9,090/0 y el resto de
cromosomas: 5, 11,15, 21 y otros inespecificos del grupo C y'D en 4,50/0 cada uno. Estos hallaz-
gos citogenéticos coinciden con los referidos ¢n la literatura. Los hallazgos mis frecuentes fueron
la translocacién 8;14 en la LAL; la translocacién 15;17, la t (8;21) y la trisomi{a 8 en la LANL; el
cromosoma filadelfia (Ph) en la LMC; el marcador 5q— (delecién del brazo largo del cromosoma
5) y la trisomia 18 en los SMD; en las eosinofilias no se encontrd alteraciones cromosémicas. Se
hace también una breve revisién de datos de la literatura sobre los oncogenes secuenciales en los si-
tios de las réestructuraciones éromosémicas 1mphcadas en las leucemias, como son los oncogenes

c—fis y erb Al en la translocacién 15q22; 17921 en las LANL, el c—fms en el 5q—y el ¢ abl—ber

implicado en el cromosoma Ph, sobre los oncogenes se revisa la posible implicacién en el desarro-
llo de los procesos malignos. Finalmente se resalta la importancia de la citogenética y su idénea
utilizacién en la clinica y la mvestxgacwn (Revista de la Facultad de Ciencias Médicas (Quito),
11:157, 1986).

INTRODUCCION

En 1960, Nowell (1) reporta la primera
anomalfa cromosdmica relacxonada con un
proceso maligno, la describié .como una anor-
malidad de un cromosoma del grupo G, al que
llamé Cromosoma Filadelfia, por el sitio en que
fue descrito. Desde aquel momento los estudios
citogénéticos encaminados a relacionar altera-
ciones cromosémicas- especificas con alteracio-

nes hematoldgicas han sido innumerables. Las
nuevas técnicas en citogenética, la sencillez rela-
tiva de las mismas, el bandeo de los cromoso-
mas y la genética molecular, han sido de gran
ayuda para dilucidar las cuestiones relacionadas
con los cambios cromosémicos en los procesos
hematolbgicos premalignos v malignos.

La citogenética aplicada a la clinica, hoy
centra su estudio en los siguientes aspectos (2):
(a) deteccién de alteraciones cromosdmicas co-
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mo medio diagnéstico; (b) clasificacién citoge-
nética de los procesos hematolégicos; (¢) carac-
terizacidn de los diferentes grados de desarrollo
de Ia enfermedad; (d) evaluacién de la remisién

co de la enfermedad. 7

A parte de la -utilidad clinica; a nivel in-
vestigativo, el hallazgo de alteraciones citogené-
ticas especificas o marcadores de malignidad de
ciertos trastornos, o la frecuente asociacién de
una cromosomopatia con un proceso-hematold-
gico, han servido para la localizacién de oncoge-
nes, que estin ayudando en la_comprensién de

la etiopatogenia y comportamiento de los pro-

cesos malignos en general.

Este trabajo presenta los resultados cito-
genéticos de 22 diferentes trastornos hematolé-
gicos leucémicos y -preleucémicos, como tam-
bién hace una breve revision de las alteraciones
mds frecuentes en los mismos y sus implicacio-
nes.

PACIENTES Y METODOS

Las médulas 6seas de 22 pacientes con di-
ferentes alteraciones hematoldgicas fugron estu-
diadas citogenéticamente. 12 muestras estudia-
das provinieron de centros a51sten01ales publicos
y privados de Quito y 10 muestras fueron estu-

diadas en Madrid — Departamento de Genética,
Instituto de Investigaciones Médicas—Funda- -

cién “Jiménez Dfaz”
Para el estudio se considero: a) el diagnds-
tico hematologlco b) edad de Jos pacxentes c)

sexo, y d) férmula cnogenetlca La serie estu-:
diada comprende 8 Leucemias Agudas (LA),

3 Linfocfticas (LAL) y 5 no Linfocfiticas
(LANL); 6 Leucemias Cronicas (LMC); un total

de 6 diferentes Sfndromes MielddisplisiCOS'

(SMD); y finalmente 2 casos de eosmoflhas
mcspecxflcas clasificadas como OTROS ‘
La muestra de médula Ssea se extrajo por
puncién dlrecta de cresta ilfaca, la médula se
recolecté en un frasco con antlcoagulante (he-
parina). Inmedlatamentc se prepard la médula
con tccmca directa (3, 4) para el estudio cromo-
sémico: se colocé la muestra en 5 cc de medio
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de cultivo RPMI 1640, anadido suero Newborn
a una concentracién de 13,50/0 penicilina—es-

. treptomicina.- 0,075 ml, glutamma 0,075 mly
" hepes buffer 0,025 ml. Se agregd 250 microli-
o agudizacién de la enfermedad y (e) pronostl-

tros de colchicina (bloqueador de mitosis) y se
incub6 por 1 30 horas a 37 grados centfgrados.
Pasado este tiempo se sacrifico el cultivo con la
técnica habitual: choque hipoténico con citra-
to sédico al 10/0 en agua por 20 minutos; fija-
dor de Carnoy (1:3 4cido acético: metanol)
por .20 minutos y 3 lavados consecutivos; ex-
tensién de los cromosomas y tincién con Giem-
sa. Se realiz6 técnica de bandas Q (fluorescencia
a la quinacrina) y bandas GTG (tripsina Giem-
sa). Un mfnimo de 20 metafases fueron conta-
bilizadas en cada caso, anotdndose las alteracio-
nes numéricas o estructurales existentes.

RESULTADOS

- Un total de 10 pacientes mujeres y 12

_hombres conforman la muestra, sus edades es-

tdn comprendidas entre 9 y 63 afios.
Los resultados citogenéticos son variados

en. los diferentes grupos de afecciones, concor-

dando los mismos con reportes de otras series
de la. literatura (2, .5, 8), los resultados de
los hallazgos citogenéticos se los presenta en la

tabla No. 1.

Una revision general de todos los cromo-

somas implicados en reestructuraciones o aneu-
- ploidias, muestran que los cromosomas mads

afectados en orden de frecuencia son: el 9 y el
22 implicados en el cromosoma Ph en 5 casos
(22, 70/0) cada uno;‘e“,l 8 en 5 casos (22, 70/0);
el 18 en 4 casos (18,180/0); el 17 en 2 casos
(9,090/0); y el resto de cromosomas 5, 11,15,
21 y otros inespecificos de los grupos C y D
manifestados en un caso cada uno (4,50/0).

Los hallazgos citogenéticos mds frecuen-
tes fueron: la translocacién 8;14 en la LAL;
la translocacién 15;17, la translocacién 8;21
y la trisomfa 8 en la LANL; el cromosoma Ph
en todos los casos d¢ LMC; el marcador 5q-—
(delecién del brazo largo del cromosoma 5) y
la trisomfa 18 en los SMD; en los dos casos de
eosmoflllas estudxados no se evidenci6 altera-
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 Tabla No.,1.~ Hallazgos itogenéticos en los 22 casos estudiados

TIPO DE TRASTORNO EDAD ANOS _SEXO  GITOGENETICA, o/o DE PRESENTACION
o _EN OTRAS SERIES

[

LEUCEMIAS AGUDAS .
46,Xy, 11814 90

46, XY, +8 I
46, XX i (17q) >

LAL ... . 46
LAL - .. . . .. 13,

46, XY, t (15;17) 90
46,XY del (11q) 22
46,XX,t(821). . ... . .. 13
47,XY,+8 . . .. .. 23
44, XX, —C, —D_k, .

LANL(M3) .. . - 29

LANL (M4) - ... . 33 . .
LANL (M2) 39
LANL(MS) . .. . .. 53 ..
LANL, . o 41 ,

g = _‘.n = B

LEUCEMIAS CRONICAS |

LMC‘ e JI TR 32 T e
LMC .o 15,
MC 9

LMC . T
LMC e

46 xx Ph+ e .8
46, XX,Ph+ : '
46,XY,Ph+ .

46,XY,Ph+

46,XY,Ph +

46, XY, Ph +

sszzea

SINDROMES
MIELODISPLASICOS

46, XX i A T R
47, XX, + 8 .-, .20
47,XY, .18/47, XY, +8 (1]
46,XY,5q—. . . .. . 22

ANEMIA APLASTICA 19 e
PANCITOPENIA . = . 66 -
ANEMIA REFRACTARIA . 67 .
ANEMIA REFRACTARIA . 16 . . .
ANEMIA . .. . e
MEGALOBLASTICA 78 -
TROMBOCITOP: - .

46,,_XX .

i

EOSINOFILIA . . . .46 = F .. 46,XX_
EOSINOFILIA 39 M. 46,XY
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ciones citogenéticas, en la literatura tampoco
se han reportado alteraciones, excepto en leuce-
mias eosinofilicas, estos dos casos mds bien son
eosinofilias inespecificas. Estas alteraciones es-
tructurales halladas, en su mayorfa han sido
descritas con anterioridad en otras series (2—8)
y constituyen mds o menos marcadores cromo-

sdmicos especificos de los diferentes procesos

hematolégicos. En la tabla No. 1 se recogen

los hallazgos citogenéticos en los diferentes ti- .
pos de procesos premalignos o malignos de la -

serie estudiada, haciendo una comparacién
con datos de otras series.

DISCUSION

El presente estudio es una recopilacién re-
presentativa de algunos procesos hematoldgicos
y de los hallazgos citogenéticos frecuentemente
descritos. Los resultados citogenéticos positivos
y coincidentes con los resultados de otras series
demuestran la validez de la metodologia em-
pleada en las preparaciones cromosémicas y la
importancia del empleo de la citogenética como
diagnéstico. Aunque es una serie corta y no se
puede sacar conclusiones generales, sirve de
revision de las alteraciones cromosémicas mds
frecuentes en hematologia. '

En las LAL (3, 9) las alteraciones cromo-
sémicas han sido observadas solamente en el
500/0 de casos estudiados, es frecuente las alte-
raciones numéricas (aneuploidias por ganancia
o pérdida cromosdmica) en las que estdn impli-
cados los cromosomas 21, 14 y 13, deleciones
del 16q— (pérdida de parte del brazo largo del
cromosoma 16); en linfocitos B. se ha visto el
marcador 14q+ por ganancia de material cro-
mosdémico de parte del cromosoma 8q u 11q,
En algunas LA se ha descrito la presencia del
cromosoma Ph, postulindose este hecho como
que este tipo de leucemias serfan leucemias
cronicas de evolucion violenta (7). En el presen-
te estudio en las LA se ha encontrado la translo-
caciéon 8;14 tipica del 90o/o de LAL, la triso-
mia 8 y el isocromosoma 17q.

En la LANL (3, 9, 11) igualmente sdlo el
500/0 de pacientes presentan alteraciones cito-
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genéticas en fase diagndstica. 850/0 de casos
tienen 45, 46 o 47 cromosomas, siendo los mis
afectados: 8 y 21 enexcesoy el 7y 5 en pérdi-
da. Alteraciones cromosdémicas relacionadas con
los diferentes estadfos segiin la clasificacion de

“la FAB (2,10, 11) son: ‘Fase M1 o M2 en meno-

res de 30 afos la translocacién 69. Fase M3 la
translocacién 15;17 con puntos de rotura
15q22; 17q21, a este nivel se han podido se-
cuenciar dos oncogenes el c—fis'en el cromoso-
ma 15 en su banda q25 muy préximo al punto
de rotura de la translocacién 15517 y el onco-
gen erb Al en el cromosoma 17 en su banda
q21, éste tendria papel mds activo en el proce-
so de proliferacion ilimitada de las LANL M3.
En fase M4 y M5 se ha encontrado la’ delecién
del cromosoma 11-en su brazo largo (11q—) y
la translocacién 9;11, también en un 40/0 de
casos de M4 se ha encontrado la delecion del 16
en su brazo largo (16q—) o la inversién del bra-
zo largo (inv 16q). Otra alteracion encontrada
en ciertos progesos leucémicos es la delecion
del brazo largo del cromosoma 5q— (del 5q13—
33), a este nivel se ha secuenciado un oncogen
el c—fms el cual podrfa estar implicado en la
etiologia de este tipo de leucemias, aunque la
delecién 5q— ha sido descrita en algunas LANL
es mas tipico en leucemias secundarias (agentes
mutantes, quimicos, radiaciones).

Las LMC (3, 7, 9), son la base de Ios
adelantos investigativos en cxtogenetlca de la
malignidad, desde que Nowell reporté el cro-
mosoma Ph, Se ha visto que 900/0 de casosde
LMC son Ph+ y 100/0 son Ph—,un 2 a 30/0
son mosaicos Ph~+ /Ph—. En 1973 por el desa-
rrollo de las técnicas de bandas se descubre el
origen del cromosoma Ph (12). 950/0 de casos
el Ph resulta de una tipica translocacién entre el
cromosoma 9 y el 22 a nivel de las bandas
9q34 y 22ql1, el 50/0 restante es producto de:
otras reestructuraciones. o

El Ph se lo puede detectar tan solo en mé-
dula bsea, ya que se encuentra en todas las célu-
las precursoras mieloides (granulocitos, eritroci-
tos y megacariocitos), en sangre periférica no
aparece ‘el Ph y los pacientes tienen cariotipo
normal, excepto que existan blastos en sangre
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(9). En fase aguda de la LC el Ph+ apareceen el
800/0 de casos. Otras alteraciones frecuentes
son eli(17q), la trisomfa 8 y la 19. En fase cré6-
nica 10 a 300/0 de casos son Ph+ y es frecuen-
te la pérdida del cromosoma 'y, la trisomla 8y
el doble Ph.

Las técnicas de secuenciacién del ADN
han puesto de manifiesto que la disposicién de
los genes en el cromosoma Ph son los responsa-
bles de la proliferacién de las células micloides.
En 1982 se localizé un oncogen, el c—abl en el
cromosoma 9 a nivel de la banda q11; el ARN
de-este gen (protoncogen), de 6 kilobases de
longitud (6.000 pares de bases) produce una
proteina de 145.000 de PM. El punto de rotura
del cromosoma 9, implicado en la traslocacién
es variable (50 a2 100 Kb). En el cromosoma 22,
el punto. de rotura implicado en la traslocaci6bn
es muy especifico, centrado en una regidn
de 5,8 Kb ilamada ber (breakpoint cluster re-
gion), Durante la reestructuracion de la translo-
cacion, el c—abl del cromosoma 9 se localiza
en el medio del gen ber del 22 en direccibn
5'~3' de la cadena de ADN; el nuevo gen
(oncogen) resultante de la translocacién 9, 22,
formado de la union de cabl—bcr tienen una
nueva longitud de 8,6 Kb 'y produce una
protefna de 210.000 PM. Esta nueva pro-
tefna de oncogen no se sabe cémo funciona,
aunque se sabe s, que tiene actividad de tirosin-
quinasa y actda en varios receptores de mem-
brana como factores de crecimiento epidérmi-
co; podria también el oncogen activo, estar re-
gulado por un antioncogen, que modificaria su
accién o la bloquearia, se ha comprobado que
siempre que exista un cromosoma Ph o una
reestructuracién diferente de cromosomas en
las que este implicado €l cromosoma 22, debe
darse la reorganizacién del oncogen como se
ha descrito, quedan todavia muchos aspectos
por aclarar en el funcionamiento de éste y de
otros oncogenes (13 — 15).

En la presente serie la Gnica alteracién en-
centrada en las LC es el cromosomsa Fh en su
forma estructural tipica t (9q34;22q11).

En los SMD o estados preleucémicos (16,
17) la primera dificuitad que se tiene es la divi-
si6n entre estados preleucémicos y leucemias,
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la clasificacién mds aceptada considera SMD:
desérdenes ‘mieloproliferativos: mieloesclerosis
y mielofibrosis.. LMC Ph=, anemias, pancito-
trombocitopenias y - granulocitopenias,
Los hallazgos citogenéticos son variados: dele-
cion del brazo largo del cromosoma 20 (20g—)
y trisomfa 8 0 9 en 25—-300/0 de pancitopenias.
En-anemias refractarias la trisomia 8 y el 5q—;
en anemias siderobldsticas ‘el 20q—. En la serie
estudiada s6lo un caso presenté el marcador
5q—.

La mayorfa de alteraciones encontradas
en las diferentes series estudiadas y en la presen-
te son de origen estructural antes que numérico,
este hecho sustenta mejor la hipétesis de activa-
cién de oncogenes en las reestructuraciones cro-
mosémicas (13, 14), asi mismo en la fase aguda
de la enfermedad es cuando mayor frecuencia
de alteraciones estructurales se encuentra, inien-
tras que las alteraciones numéricas estdn relacio-
nadas con la evolucién de una afeccién ya ins-
taurada. Bajo esta perspectiva, se postula que,
una primera alteracién en un oncogen se mani-
festard en toda la lfnea celular dependiente de
esa primera célula plurlpotenclal este fendme-
no se conoce como evolucién clonal y ha sido
comprobado con técnicas enzimdticas y marca-
dores de membrana, concluyendo que la mayo-
ria de alteraciones cromosémicas de los proce-
sos hematolégicos malignos efectivamente deri-
van de una dUnica célula (3, 7).

Se ha visto también que las alteraciones
cromosémicas observadas no permanecen esta-
bles y cambian segin el curso de la enferme-
dad. La mayorfa de observaciones coinciden.
en que las alteraciones tienden a desaparecer
en las fases de'remisién y reaparecen ‘en-la fase
de agudizacion, esto ha servido para que se uti-
lice los resultados citogenéticos en la valoraciéon
pronédstica, evolutiva y atin clasificatoria de los
procesos hematolbgicos. En fase diagnéstica de
LA, con lifnea citogenética normal la supervi-
vencia es de 10 meses, con una lfnea celular ci-
togenéticamente normal y otra alterada la su-
pervivencia es de 7 meses, y si solamente exis-
ten lfneas citogenétiéamente alteradas la super-
vivencia es de 4 meses. En la. LMC la presencia
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del'Ph es: de.mejor prondstico, 4 afios, frente a

10 meses: cuando es Ph—, asi. mismo la presen- -

cia del i (17) es de peor prondstico que la pér-

dida del cromosoma Y, los.mosaicos Ph+/Ph—.

son-de mejor prondstico. (3, 18),

- Finalmente es de destacar:la importancia.
que tiene la citogenética enzel mangjo clinico.y.
a njvel investigativo en los.diferentes pracesos,

hematolédgicos .preleucémicos. y - leucémicos.
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