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I. INTRODUCCION

««...qulero proponer el nombre "cromosoma", para agquellas
formaciones que fueron llamadas por Boveri "elementos
cromdticos", en las cuales ocurre uno de los actos mas
importantes de la cariocinesis: la divisién longitudinal....

W.Waldeyer

A.- BASE GENETICA DEL CANCER

Varios son los caminos que han conducido, a lo largo de
muchos afios de investigacién, primero a sospechar vy
posteriormente a confirmar, que en la célula cancerosa se

produce una alteracién de la dotacidn genética del individuo.

Un heche gque no ofrece dudas es la existencia de la
correlacidén entre la mutacién de una célula germinal y la
presencia de malformaciones. Tampoco ofrece dudas actualmente
pensar que alli donde aparece un proceso maligno, existe una

mutacidén previa de la célula somidtica que lo padece.

Las alteraciones cromosémicas que se encuentran en los
tumores confirman este pensamiento, enunciado ya por Boveri

en el siglo pasado.

Estas anomalias cromosOmicas ofrecen una gran
diversidad en los distintos tipos de tumores, aunque suelen
ser iguales en las células de un mismo tumor. Cuando existen
diferencias entre ellas, la mayoria de las veces se trata de
cambios evolutivos de la linea primitiva.



La relacidén entre cromosomopatia ¥y neoplasia es
dificil de precisar, planteandonos aitin toda clase de
interrogantes sobre los pasos intermedios que intervienen en
el desarrollo de la carcinogénesis. La hipétesis més
frecuentemente enunciada parece dirigirse hacia la creencia
de que el impacto causado por agentes cancerigenos (factores
quimicos, radiaciones y virus ) produce roturas cromosémicas,
las cuales se combinan produciendo nuevas estructuras o
reajustes de los cromosomas. Se piensa también que la
reorganizacion cromosémica resultante, confiere a la célula
(o a su progenie) una ventaja selectiva hacia la
proliferacién celular.

La conviccién de que existe una base genética, que
favorece la transformacién de una célula normal en cancerocsa,
ha cobrado importancia en época reciente mediante el hallazgo
de determinados genes gque desempeflan un papel especifico en
el desarrollo de las neoplasias: los oncogenes.

B.- HISTORTIA DE LA CITOGENETICA

A finales del siglo pasado, algunos
investigadores llamaron la atencidn sobre las
anomalias cromosdmicas presentes en los tumores.
Arnold en 1879, advirtié que los tejidos malignos
presentaban con frecuencia irregularidades en la
mitosis. En un primer momento, se valoraron estas
irregularidades comoc posibles factores etiolégicos de
la enfermedad neoplésica, relacionandolas con las
alteraciones caracteristicas de los procesos de
proliferacidén celular, avanzando ya la idea de que
podian ser un dato Gtil a la hora de determinar 1los
estados de malignidad tisular. Es destacable la obra

de David wvon Haseman (1890} en estudios realizados



sobre Dbiopsias de carcinomas, al observar una
distribucién desigual de la cromatina en las células
resultantes de la divisién celular.

La hip6tesis de que una distribucidén desigual de
la cromatina, consecuente a mitosis asimétricas,
puediera ser la causa del crecimiento desordenado de
las células cancerosas, fué desarrcllado por Theodor
Boveri quien en 1914 publica sus famosas teorias sobre
el céncer. El punto de partida de sus planteamientos
se sitda en la idea de que los cambios experimentados
por las células son el producto de una mutacién,
llegando a apuntar - ya en época tan temprana- que es
en los cromosomas, donde debe buscarse la causa de las
transformaciones malignas gque convertiran la célula
normal en una célula patoldgica. Los aspectos
fundamentales de su teoria podrian resumirse en las
ideas siguientes: 1) los cambios del gencma vienen
causados por la accidn de agentes exdgenos, aungue en
los tumores hereditarios existe wuna predisposicién
antecedente; 2) los  tumores tienen un origen
monoclonal y sus caracteristicas citol6gicas wvienen a
expresarse en correlativos cambios cromosémicos; 3)
los cambios experimentados por la funcidén cromosdmica
pueden determinar una alteracién en la diferenciacién
celular, dando lugar a un tejido distinto del
original.

Boveri aparece como el gran precursor de las
teorias genéticas del céncer y a €l se le ocurre
también la idea de la existencia de determinadas "
unidades hereditarias", localizadas en los cromosomas
donde se mantienen en equilibrio, siendo dicho
egquilibrio un factor absolutamente indispensable para
el buen funcionamiento celular.



El avance que esta doctrina representé respecto
a la ciencia de su tiempc no pudo valorarse
convenientemente hasta mucho después, ya gque en los
anos sucesivos fracasaron todos los 1intentos
dirigidos a conocer la auténtica constitucidn

cromosédmica del individuo.

El avance y llegada de nuevos conocimientos se
Situa en 1956, fecha en 1la que Tjio y Levan,
cultivando tejido pulmonar fetal, describen el nimero
cromosémico de nuestra especie como de 46 cromosomas.

Los pasos siguientes tienen un valor
metodolégico o instrumental y, entre ellos, destacan
aquellos que favorecieron la obtencién de cromosomas
facilmente analizables : por un lado se advierte que
anadiendo colchicina a los cultivos celulares, estos
paralizan la divisién de la célula en metafase; por
otro se comprueba que tratados dichos cultivos con
soluciones hipoténicas, se consigue liberar a 1los
cromosomas de la matriz citopléasmica y, finalmente, en
el afio 1960, se descubre por Hungerford y cols. una
sustancia -la Phitohemaglutinina- que ahadida a los
cultivos de sangre periférica, viene a estimular la
divisién de los linfocitos. Todos estos
descubrimientos son fundamentales para el desarrollo

de la citogenética y su aplicacién clinica.

El mismo afio 1960 trae uno de los
descubrimientos citogenéticos més relevantes al
describirse 1la primera anomalia constante en una
neoplasia: se trata del cromosoma Philadelphia,
denominado asi en honor a la ciudad en la que fué
descubierta esta alteracién por Nowell y Hungerford.
En ese momento se describe como un cromosoma del grupo
G de menor tamafio, pero no se conoce todavia si su



aparicién es debida a una delecidén o© a una

translocacién.

El descubrimiento de este cromosoma anormal
coincide con el inicio de toda una serie de ensayos
gue se orientan al reconocimiento y ordenacidén de cada
cromosoma. El primer intento tiene lugar en Denver ese
mismo afio, en una reunidén de la gue saldrad un criterio
que ordena los cromoscomas sSegfin su tamafio y 1la

posicién de su centrdmero.

Como se deduce de lo anteriormente expuesto, el
descubrimiento del cromosoma Philadelphia es paralelo
al comienzo de la citogenética humana y por ello no
debe de sorprender gque no fuera seguido de progresos
importantes. El1 avance posterior resulta lento y han
de pasar aln varios afios, antes de poder ver la
importancia o la relacién de puede tener la

citogenética en el céncer.

La aparicién del cromosoma Philadelphia,
constituye el primer testimonio de que las teorias de
Boveri son una realidad y, con é&llo, se inagura la
primera etapa de los estudios cromostmicos en el
céncer, gque desde el punto de vista cronolégico se
situa entre los afios 60 y 70. Es sin embargo esta, una
etapa escéptica en la que la opinidén generalizada
piensa gque las anomalias cromosémicas advertidas en
gquienes padecen Jla enfermedad son hechos meramente
casuales, sin ninguna relacidn con el proceso
neoplésico. A esta opinibén negativa contribuye, de una
parte, el advertir gque desde el punto de vista
citogenético unos pacientes parecian normales mientras
otros se manifestaban como patolédgicos, y de otra,
-colaborando tambien a ese rechazo de cualquier
correlacién entre las anomalias cromosémicas y céncer-



la comprobacidén de que el patrén al que respondian las
posibles alteraciones cromosOmicas resultaba
extraordinariamente variable (Levan y cols. 18977;
Sandberg 1980,1990). Como datos constantes y que
sugieren una efectiva interrelacién, solo permanecen
en ese tiempo la presencia del cromosoma Philadelphia
en la leucemia mieloide crénica y la aparicién de una
caracteristica monosomia del cromosoma 22 en el

meningioma (2Zang y Singer 1967; Mark 1870).

A partir de los afios 70, asistimos a una répida
evolucidén en todos los campos de la citogenética
coincidiendo con el descubrimiento de nuevas técnicas
gue permiten, no solo identificar cada cromosoma e
igualarloc con su pareja, sinoc que ponen de manifiesto
tambien, la existencia de pequefias alteraciones que no

era posible identificar anteriormente.

La primera de las técnicas de identificacién
cromosSmica es la descrita por Casperson (1970),
basada en la tincibén diferencial de los brazos de los
cromosomas c¢on sustancias flucorescentes. Aplicando
estos nuevos métodos de laboratoric al estudio de los
tumores se observa que las conclusiones del primer
momento no eran correctas. En la segunda etapa, se
empieza a advertir que existen leucemias y linfomas
relacicnadas con anomalias concretas, comenzandose a
intuir gue, tanto las anomalias cromosémicas que
afectan al namero, como aquellas que afectan a la
estructura, no ocurren al azar (Rowley y Testa 1982).
Se llega a precisar que el 50% de los enfermos con
leucemia aguda tienen anomalias cromosémicas en la
célula leucémica.



Una tercera etapa se situa con el inicio de las
denominadas técnicas de alta resolucidén, basadas en la
sincronizacién de la divisién celular para obtener el
mayor nimero de células en prometafase, Su
descubrimiento se debe a Yunis y en el afio 1976, esas
técnicas van a permitir observar minimas anomalias que

con métodos convencionales no se podian observar.

La cuarta etapa se produce con la reciente
introduccién de las técnicas moleculares que permiten
averiguar la presencia, localizacién y activacién de
genes; en este caso, de los genes relacionados con el
cncer u oncogenes. De su conocimiento se va a
desprender una amplia informacién, tanto a nivel
teorico como practico, en el terreno del céncer.
(Goldman 1985, Hall 1987, Heim y Mitelman 1987).

Los avances Jlogrados por la tecnologia
molecular han permitido conocer como regulan el
crecimiento y la diferenciacién las células normales,
asi como el descontrol y multiplicacién de las células
anormales. Consecuente a estos avances aparecen 1los
conceptos de : "proto-oncogen", gen celular normal que
controla el crecimiento, desarrollo y diferenciacién
celular y el de "oncogen", fallo o muataci6én de los
proto-oncogenes, que conduciria al desarrollo de la
célula cancerosa (Burk K.B., Lui E.T. y Larrick J.W.
1988).

Es, por tanto, el término oncogen, la palabra
acufiada para definir al gen capaz de producir céncer
(Teich N.M.,1991) y el céncer, puede definirse como la
aparicién progresiva de sucesos genéticos gue ocurren
en un clon celular, motivado por las alteraciones de
unos genes especificos : los oncogenes. La asociacidn
de alteraciones cromosémicas permanentes con



particulares tipos de céncer, han conducido a la
identificacién de algunos de estos genes y a la
sospecha de sus mecanismos de accién. Un proto-oncogen
puede convertirse en un oncogen por una gran variedad
de procesos submicroscépicos, como mutacionmes
puntuales, inserciones o minimas deleciones Y
reajustes de regiones cromosdmicas gue pueden
observarse citogenéticamente como translocaciones o
inversiones( Sheer 1991, Solomon y cols.1991).

El descubrimiento de translocaciones,
inversiones, deleciones etc..., no es un proceso gque
haya llegado a su fin. Las revisiones mAs amplias
hasta el momento sobre cromosomas y neoplasias son
las efectuadas por Sandberg en 1980 y 1590, asi como
las de Mitelman en 1985 y 1990, junto a los datos
recogidos en las reuniones internacionales sobre este
tema, entre los anos 1979-1985.

C.— ANOMAT.TAS CTITOGENETICAS EN EL CANCER

Todos los cromosomas pueden verse involucrados
en la patologia neopldsica no obstante, ciertos
cromosomas y dentro de estos, determinadas regiones,
se ven asociadas a distintos tipos de tumores.

Las anomalias cromoséSmicas pueden afectar al

nimerc y/o a la estructura.

Las anomalias numéricas pueden ser por ganancia
de cromosomas, lo que produce trisomias, tetrasomias,
pentasomias, polisomias en general, o por pérdida de
de cromescomas, lo que produce monosomias,



Las alteraciones que afectan a la estructura del
cromosoma pueden ser, en el céncer, de todos los tipos
conocidos: deleciones, translocaciones, inversiones,
anillos... Todas, salvo los isocromosomas, van a tener

como base la rotura cromosdmica.

Un aspecto de interés es que no todas las
alteraciones tienen el mismo significado. Existen unos
cambios que se pueden considerar primarics , en
relacién con el origen de la enfermedad y otros a los
que se les considera secundarios, producidos por la
terapia utilizada o© por la propia progresién de la
célula cancerosa,

Cual es el mecanismo, mediante el cual, los
factores mutagénicos ambientales & los factores
genéticos predisponentes hacen gque se produzcan
determinadas alteraciones, es todavia un terreno no
comprensible a pesar de los estudios gue existen
sobre el tema. Lo que si parece claro es que los
cambios cromosOmicos gue tienen lugar en la célula
neopldsica no son al azar, incluso aquellos que hoy se

consideran secundarios.

Sobre este 1dltimo tema destaca el estudio
efectuado por Mitelman en 1986, en el que revisa 5.345
casos de céncer con estudios citogenéticos. Busca los
casos con una Gnica anomalia y selecciona aquellos en
los que, por lo menos esta tUnica anomalia, se
encuentra en 2 tumores con morfologia similar.

Encuentra 77 anomalias que reunen estas
caracteristicas correspondientes a 161 puntos de
rotura y estos 161 puntos, se sitdan en solo 83

bandas, lo que representa 1/4 del cariotipo humano.
Destaca posteriormente 1la importancia de estas

alteraciones cromosémicas, al comprobar gue alguna de



estas 83 bandas participan en el 96% de los casos con

cariotipos complejos.

Las anomalias cromosdmicas de neoplasias
similares pueden tener una variacién geografica. Esta
variacién puede ser real, quizds en relacién con
determinados factores genéticos o ambientales, o puede

que sea exclusivamente un reflejo de las diferencias

técnologicas entre los laboratorios. De estas
consideraciones se desprenden dos aspectos
destacables: 1) la importancia de los agentes

mutagénicos y 2) la predisposicién genética en el
terreno del céncer.

Ambos conceptos, mutagénesis y herencia, pueden
encontrarse unidos apoyando la teoria de Knudson de
la doble mutacién (Knudson 1973). En lo gue se refiere
a la predisposicidén genética varios son los puntos de
anédlisis que tienen interés:

1) Los sindromes de inestabilidad cromos&mica

2) La agregacién familiar de determinados cénceres.
3) Los cénceres hereditarios.

4) Los cromosomas fragiles.

Es un hecho -sobradamente conocido- la
predisposicién de los enfermos gque presentan los
llamados sindromes de inestabilidad cromosémica,
conocidas y raras enfermedades hereditarias ( Sindrome
de Blcoom, Anemia de Fanconi etc...) para padecer
cancer, especialmente leucemia. (German 1974;
Mulvihill vy cols. 1977; Hecht y Mc Caw 1977;
Schroeder-Kurth T.M. y cols. 1989).

Tambien es conocida, la presencia de un
determinado tumor o de diferentes tumores en una misma

10



familia. Generalmente, la presencia de un mismo tumor
en una familia indica uwna herencia autosdmica
dominante para esta enfermedad, comc es el caso de la
poliposis c¢6lica. Por otro lado , como acabamos de
mencionar, hay familias con una predisposictn especial
para el céncer, formando parte de lo que se conoce
como "agregacién familiar". Se piensa en estas
familias si no se habréd producido en ellas, la unién
de sus caracteristicas genéticas con las
caracteristicas de su entorno o costumbres.

Dentro de este contexto de la base genética del
cancer, aparecen recientemente dos temas de gran
interés, relacionados directamente con la constitucidn
cromosdémica del individuo. Nos referimos en primer
lugar, tanto al retinoblastoma como al tumor de Wilms,
en los que se han  encontrado anomalias
constitucionales consistentes, en una delecidn del
cromosoma 13 en el retinoblastoma © del cromosoma 11
en el tumor de Wilms y, en segundo lugar, a la
existencia de otra anomalia constitucional o variante
polimérfica de reciente aparicidén, los denominados
"puntos fréagiles", de los que aln no se sabe con
certeza si juegan algin papel en la carcinogénesis,
aungue existan algunos indicios que permitan
sospecharlo.

Los puntos fragiles de los cromosbmas,
constituyen un hecho apasionante e incierto dentro de
la citogenética gque ha permanecido oculto hasta fechas
recientes sin la atencién pertinente.

Se caraterizan estos puntos fragiles por ser
zonas cromosémicas con tendencia a la rotura; aparecen
como discontinuidades de la estructura y se aprecian
por 1la presencia de fragmentos acéntricos o de

11



diversas figuras (trirradiales o cuadrirradiales),
siguiendo todos ellos un patrédn hereditario.

Aungue generalmente se consideran variantes sin
repercusién clinica (Sutherland y Hecht 1985), hay en
la literatura casos en los que se ha observado su
asociacién con patologia constitucional (Garcia-
Sagredo y San Romé&n, 1983 ) o neoplésica (Yunis and
Soreng 1984, Le Beau 1986, San Rom&n y cols.1990).

D.- UN MODELO DE_ DANQ CROMOSOMICO, LA TRANSLOCACION

8:14.

Las anomalias cromosémicas gue se producen en el
cdncer, presentan diferentes consecuencias a nivel de

la dotacién genética de la célula afectada.

Es clara la pérdida de material genético en
casos de monosomias y deleciones o la ganancia de este
material en el caso de trisomias y duplicaciones. Los
cambios gque se producen en casos de reajustes
estructurales tienen otro significado, al dar lugar a
distintos tipos de reordenamiento de este material.

Un modelo de los cambios gque ocurre en estos
reajustes estructurales lo constituye la
translocacién, que en el caso de la serie linfoide se
ve representada por la translocacién 8;14.

En 1972 Manolov vy Manolova describieron un
cromosoma 14 que exhibia material extra en sus brazos
largos y gue fué denominado como 1l4g+ en 5 linfomas de
Burkitt.

12



Zech y cols. encuentraron gue este l4g+ del
linfoma de Burkitt, se produce por un mecanismo de
translocacién entre los brazos largos de los
cromosomas 8 y 14, con puntos de rotura en la banda
g24 del cromosoma 8 y en la banda q32 del cromosoma
14. Manolova en 1979, con la aplicacidén de técnicas
més precisas, encuentrd que la translocacibén es
reciproca, es decir, se produce el intercambio de

material entre ambos cromosomas.

Esta translocacidén se presenta en
aproximadamente el 80~85% de los linfomas de Burkitt.
En el resto de los casos aparecen diversas variantes :
la translocacién (8;22)(g24;qll) y la translocacidén
{2;8)(pi2;q24). Todas estas translocaciones presentan
un hecho en comiin, consistente en la participacién
constante de la banda g24 del cromosoma 8.

Los conocimientos a nivel molecular explican
este hecho y muestran que el mismo no es derivado de
la casualidad.El oncogén c-myc se localiza en 8g24 y
se transloca a los otros cromosomas que forman parte
del reajuste. Los puntos de rotura de los cromosomas
2 , 8 vy 14 tienen una significaci6n comin, en ellos se
encuentran localizados los loci gue controlan las
cadenas de las inmunoglobulinas humanas. El c-myc, al
cambiar de lugar, pasa a depender del promotor del gen
de las inmunoglobulinas gue se caracteriza por una
gran actividad. El1 c-myc, previsiblemente, pasa a
transformarse de un gen inactivo en un gen con

expresion.

De esta manera, vemos com¢ una translocacidn
cromosémica que aparece en un tumor, puede dar lugar
a que se produzca la aproximacién entre unos genes

13
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implicados en el desarrollo celular con otros genes

importantes para la funcién de la célula alterada.

TRANSLOCACION  1(8;14) (g24;q32)

14




E.- PATOLOGIA LINFOIDE.

El estudio del linfocito ha despertado el
interés de muchos investigadores en el terreno de las
ciencias biomédicas. Este inter&és se extiende desde
terrenos muy estudiados, como pueden ser los de la
morfologia linfocitaria, hasta los mas recientes
descubrimientos en el campo de la inmunologia, junto a
los espectaculares avances que se observan diariamente

en el campo de la genética.

Varios son los aspectos, que tratando de
definirse en la patologia linfocitaria, han conducido
a sucesivas series de clasificaciones de la
"enfermedad linfoide®. En unas de ellas, se ha
considerado como dato esencial la morfologia; en
otras, se han tenido en cuenta las actividades
inmunolégicas de la célula proliferante; en dltimo
lugar, se han agregado a ellas los estudios
citogenéticos y, hoy en dia, es ya necesario reunir
las caracteristicas morfolégicas, citogquimicas,
inmunolégicas e histopatoldgicas de estos procesocs.

Dentro de la patologia linfoide, se diferencian
claramente aquellos casos que se presentan como una
leucemia aguda (las leucemias agudas linfoblasticas o
las enfermedades 1linfoproliferativas crénicas) de
agquellos otros en los que la enfermedad adquiere forma
tumoral ({los linfomas).

15



F.- LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

1} Concepto

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una
neoplasia hematolégica caracterizada por la
proliferacién vy acumulacidén de c¢células linfoides
inmaduras. La LLA es mds frecuente en la infancia y en
los enfermos jdvenes.

Basados en criterios morfolégicos, la FAB
(French-American-British morphological clasification,
1976) clasifica la LLA en tres grupos : L1, L2, L3. La
mas frecuente es la L1 y la menos frecuente la L3. la
Ll es el tipo més comin en nifios mientras gque la L2 lo
es mads en adultos. Tanto en la L1 como en la L2 puede
haber marcadores de células B o T, o puede no
presentar marcadores definidos: las denominadas no T
no B o de células nulas. La distincién entre la L1 de
caracteristicas uniformes con células pequeilas y la
L2, mA&s heterogenea, es mucho maAs subjetiva que la
diferenciacidén de la L3.

La leucemia linfoblastica aguda tipo L3 presenta
unas células iguales al linfoma de Burkitt, siendo
caracteristico en ella el <citoplasma vacuolado
basofilico. Es de presentacién rara (un 2% de las
leucemias agudas) e inmulogicamente, presenta
marcadores de células B en la mayoria de los casos.

En base a los conocimientos morfolégicos,
inmunolégicos y <citogenéticos aparece una nueva
clasificacién: la clasificacién MIC (First MIC report
1986).

16



2) _ Citogenética

Las revisiones mds amplias sobre 1las alteraciones
citogenéticas en la LLA se hacen en el Tercer Workshop
sobre cromosomas y leucemias, que tuvo lugar en el ano
1981 con la revisidén de 330 LLA (173 adultos y 157
nifos) y el trabajo de Uckun F.M. y cols. en el afio
1989, donde revisan 104 LLA.

El 65% de los casos -en la revisidén del Tercer
Workshop- presentaban anomalias cromosdmicas,
apareciendo comos més frecuentes las de tipo
estructural. Las principales anomalias de este tipo
fueron la translocacién 9;22 (17,9%); la translocacién
4;11 (8,2%); la translocacién 8;14 (7,3%); el 1l4g+
(6,9%) y la delecién de los brazos largos del
cromosoma 6 (6,0%). En el resto de las series
revisadas (Bloomfield y cols, 1977,1980; Sandberg y
cols, 1980,1990; Van den Berghe y cols, 1979; Arthur vy
cols, 1982; Berger y cols, 1979; Kaneko y cols, 1982;
Jackson y cols, 1982; Morse y cols, 1983; Clarkson y
cols, 1985; Uckun y cols, 1989}, la proporcién de
casos anormales varid entre un 60 % y un 70 % , siendo
las alteraciones mas frecuentes comunes a las del
Workshop.

3) Andlisis de los marcadores especificos

3.1 1lé4g+

Dentrc de la patologia del cromosoma 14 hay que
separar la translocacién 8;14, caracteristica de la
" enfermedad de Burkitt" (leucemia o linfoma).
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Las leucemias linfoblasticas agudas tipo
Burkitt, portadoras de la translocacidn 8;14, aparecen
con mas frecuencia en varones. La mayoria presentan
morfologia de L3 y son proliferaciones de células B.
Los puntos de rotura de los cromosomas 8 y 14 son
iguales a los gue ocurren en el linfoma de Burkitt:
8g24 y 14g32. También en ella se han descrito las
variantes de esta translocacién que tienen lugar en el
linfoma: la translocacién 2;8 y la translocacidn 8;22,

Ia igualdad citogenética de ambas enfermedades
constituye un fuerte argumente, en apoyc de gque se

trate del mismo proceso con diferente manifestacién.

El 14g+, consecuencia de muy diversas
translocaciones, se asocia con leucemias de células
B; con aquellas de fenotipo pre-B y También se ha
visto en algunos casos de células T ( Kaneko y cols.
1980).

3.2 Cromosoma Philadelphia

En 1560 Nowell y Hungerford describen un pequero
cromosoma del grupo G asociado a un tipo de leucemia:
la leucemia mieloide crénica. Aungue constituyd desde
el principio, la alteracidén citogenética mAs constante
asociada a una enfermedad tumoral, debieron
transcurrir muchos afios antes de que se comenzara a
entender su significado. En 1los afios 60, aln no se
podia distinguir si se trataba de un cromosoma 21 & un
cromoscma 22.

En 1970, Prieto y cols. descubren gque el
pequefio cromosoma Philadelphia (Ph) se corresponde
con un cromosoma 22 aparentemente delecionado. En
1971, O‘Riordan y cols. lo confirman con té&cnicas
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fluorescentes. En 1973, Rowley determina el origen del
cromosoma Ph, demostrando gque este cromosoma no es la
consecuencia de una delecitn como se wvenia pensando
sino de una  translocacidén gque se produce entre los
cromosomas 9 y 22, con puntos de rotura en g34 y gqll.
Con posterioridad a este descubrimiento, por
mediciones del DNA, se aprecia gque la translocacién
es reciproca y gque por tanto, en ella, no se pierde

material (Mayal vy cols.1977).

Los polimorfismos cromosémicos gque aparecen en
este cromosoma, vienen a confirmar una de las primeras
teorias de Boveri : el origen monoclonal de las
neoplasias. Se pudo demostrar el origen monoclonal de
esta enfermedad a través del estudio del polimorfismo

del cromosoma Philadelphia.

A la clasica translocacién 9:22
t(9;22)(g34;9ll), le surgieron dos tipos de variantes
(Hayata y cols. 1975) : una simple, en la que
participan el cromosoma 22 y otro cromosoma diferente
al 8, y otra compleja, en la que participan los
cromosomas 9, 22 y otro u otros cromosomas.

Existe otra alteracién diferente, en la que el
cromosoma Philadelphia, en lugar de ser reducido es de
mayor tamafio, debido a Qque el cromosoma 22 acumula
material extra de otro cromosoma -~al contrario de lo
habitual- recibiendo entonces el nombre de
Philadelphia enmascarado (Sandberg AA 1990).

La incidencia de translocaciones entre otros
cromosomas, diferentes a la clésica t(9;22), ocurre

entre un 5 y un 10% .
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3.2.1 Cromosoma Ph en la leucemia linfoblastica aguda

El cromosoma Philadelphia se presenta en el
2-3 % de las leucemias linfobléasticas infantiles, lle-
gandose a encontrar en un 30% de las leucemias
linfoblésticas agudas del adulto (Third International
Workshop 1981; Sandberg y cols. 1990). Las leucemias
agudas, Philadelphia positivas, presentan una dgran
heterogeneidad, apareciendo en algunas de ellas
marcadores de células B; otras se comportan como no T

no B y -excepcionalmente- son de células T.

Las leucemias linfobl&sticas agudas Ph+ no se
diferencian morfolégicamente de las LLA Ph-, aunque la
presencia de este cromosoma parece llevar consigo
implicaciones prondésticas importantes. En general el
pronéstico de la LLA Ph+ es malo, como se recoge en
los trabajos publicados por Chessels y cols(1977) ¥y
Bloomfield y cols(1980).

En este tipo de leucemias el cromosoma
Philadelphia no difiere morfolégicamente del
encontrado en la leucemia mieloide crénica. Tampoco
existen diferencias en el tipo de variantes, aunque
son menos frecuentes (menos del 5 %, Sandberg 1985).
En las leucemias agudas, el cromosoma Ph se presenta
generalmente en mosaico con linea celular normal, 1lo

que es infrecuente en la LMC.

Al aparecer el cromosoma Ph en la LLA surgié la
duda de si respondia a una nueva entidad 6 por el
contrario, se trataba de una LMC en fase aguda. Este
tema fue revisado por Catowsky (1979). Existen
argumentos que estdn a favor de gue constituyan una
misma entidad, como los de que - en algunos casos- al

entrar en remisidén se manifiestan como una LMC. Entre
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los argumentos en contra, se encuentra el
comportamiento del cromosoma Philadelphia, ya que en
la leucemia aguda el cromosoma Ph desaparece, lo que
no ocurre en la crdnica.

Hoy en dia, con los conocimientos adguiridos en
el campo de la genética molecular, se ha comprobado
gue unocs casos de LLA pueden tener el reajuste entre
c-abl/bcr de la LMC y que en otros, varia este
reordenamiento genético, siendo verdaderas leucemias
agudas,

3.3 Translocacidn 11;14 (gq23;932)

Esta alteracién aparece mas frecuentemente en el
linfoma linfocitico de célula pequefia; en la leucemia
linfoide crénica-B después, v més raramente, en la
LLA tipo Ll. Ha sido estudiada a nivel molecular por
el grupo de Tsujimoto y cols. en 1985, encontrando
que el punto de rotura en 14g32 ocurre dentro del
locus de la cadena pesada de 1las inmunoglobulinas,
entre las regiones J y V. La regién V, en esta
translocacidén, pasa al cromosoma 11gq-, permaneciendo

las otras regiones en el 14.

Otra translocacién afectando a los mismos
cromosomas 11 y 14, pero con distintos puntos de
rotura (11pl3 y 1l4qll), aparece en ocasiones en las
neoplasias de células T con morfologia de L1 & L2. En
esta translocacién, se interfiere la secuencia del
locus de la cadena o y & del receptor de células T
(Lewis y cols. 1985; Erikson y cols. 1985, Harvey y
cols. 1989).
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3.4 Translocacién 4;11(qg2l;g23)

Descrita por Van den Berghe en 1979 , aparece en la
leucemia congénita aguda 6 en los primeros meses de edad de
los nifios. En los adultos, se presenta con mas frecuencia en
el sexo femenino. El cuadro clinico se caracteriza por
leucocitosis, gran esplenomegalia y mal prondstico. Su
frecuencia varia en las distintas series entre un 2% y un 20%
(Mirro y cols. 1986; Bjerrum y cols. 1985), no conociéndose
si tiene alguna significacién su variacién geogréfica.

Morfoldgicamente, se han incluide la mayoria de
log casos en el grupo de los procesos linfoides,
aunque existen publicaciones indicando que pueda
tratarse de una proliferacidén de células mieloides
inmaduras (Parkin y cols. 1982).

El estudio de los reajustes que se producen a
nivel molecular parece apoyar la primera asociacién
descrita con la patclogfia linfoide, particularmente
con la de células B (Stong y cols. 1985). La mayoria
de los casos se han catalogado como L1 & L2 vy
excepcionalmente, se ha visto en un caso con
morfologia L3 ( Ferro y San Romé&n 1986). Otro tipo de
leucemia aguda con el gque se ha asociado es con la
leucemia aguda con caracteristicas mielomonociticas,
sugiriendo algunos autores (Nagasaka 1983; Parkin
1982) gue esta leucemia probablemente se origina en
un precursor temprano de estas células. '

Al igual gue ocurre en otras translocaciones, se ha
localizado un oncogén en el punto de rotura del cromosoma
llg, el c-~est 1 ( Sacchi y cols 1986). Ofrece el interés de
que el punto de rotura en 11g23-24, se encuentra afectado
tanto en la linea linfoide como en la mieloide (Berger vy
cols. 1982; Ferro y San Rom&n, 1986).
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3.5 Translocacibén 1;19 (g23;pl3.3)

Identificada en nifios con LLA pre-B (Shikano T. ¥y
cols.1986)

4. Deleciones en la LLA

Los cromosomas 6 y 9 son los que mas frecuentemente
aparecen delecionados y con los dque se han establecido
ciertas correlaciones.

La delecién de los brazos largos del cromosoma 6 (con
puntos de rotura variables) se ha encontrado preferentemente
en la LLA no T no B, aungue hay algunos casos descritos con
marcadores de célula T o B (Berger y cols. 1985; Heerema y
cols. 1985). La morfologia, en la mayoria de los trabajos,
es de L1 y L2. La delecidén es relativamente frecuente,
encontrandose aproximadamente en un 10% de los casos, aunque
esta cifra es muy variable en los distintos estudios. También
es variable el punto por donde se rompe este cromosoma.

En la zona delecionada con mas frecuencia (g22), se ha
localizado el oncogén c-myb (Barletta y cols. 1987). En los
casos investigados, el oncogén no se perdié aunque si estaba
aumentada su actividad, indicando esto un efecto posicional
de la delecién y no una homocigosidad como ocurre en otros
casos.

La delecién del cromosoma 9 ocurre en la mayoria de los
casos en los brazos cortos (p2l), al contrario de lo que
hemos visto en el cromosoma 6 gue ocurre en los brazos
largos.
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La delecién del cromosoma 9 necesita wuna mayor
definicidén, ya que se ha observado su presencia en LLA con
diferentes caracteristicas morfolégicas e inmunolégicas. Sin
embargo, parece gque las caracteristicas clinicas de 1los
enfermos tienen rasgos coincidentes, c¢on abundante masa
tumoral y mal pronéstico (Kowalczyk y cols. 1983; Maseki y
cols. 1986).

5. Ancomalias numéricas en LLA

En la leucemia linfoblastica aguda los cromosomas que con
méds frecuencia se pierden son el cromosoma 7 y el cromosoma
20. Cuando aumenta el nimerc cromosSmico, las trisomias més

comunes son la 6, 8 , 18 y 21.

Existen dos cuadros cromosémicos especiales en la LLA:
en unos casocs, el cariotipo se encuentra cerca del nimero
haploide, con un nimero modal entre 26 y 28 cromosomas,
apareciendo ademads una poblacién en la que se duplica este
nimerc hipodiploide con sus correspondientes marcadores
cromosdmicos; en otros casos, aparece una hiperdiploidia
importante con m&s de 50 cromosomas. El grupo con
hiperdiploidia se ha asociado a buen pronéstico, ocurriendo
lo contrario en las leucemias que presentan una hipodiploidia

severa.
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En la tabla siguiente se resumen las cambios

cromosdmicos especificos y no al azar, presentes en las

leucemias linfoblasticas agudas:

Tipo Cambios cromosémicos
L1 6g-, t(1;19)(g23;ql13)
t(11;14) (gi3;g32),Ph+

L2 t(4;11),12p~, Ph+
L3 t(8;14)

t(2;8)

t({8;22)

G.—- LOS RESULTADOS CITOGENETICOS COMO FACTOR PRONOSTICO EN

LA T.LA.

Unc de los problemas mAs importantes gque se
plantea el hematélogo cuando se hace un diagnf6stico de
LLA, es tratar de conocer la evolucidédn que va a sufrir
la enfermedad.

Son diversos los factores prondsticos a tener en
cuenta en una leucemia aguda. Por una parte, la LLA es
una enfermedad curable y por otra, los tratamientos de
eleccién varian segln la valoracidén de cada caso.

Citogenéticamente, a través del cariotipo,
podemos encontrar diferentes resultados gque nos
conducirdn hacia un wvalor prondstico sobre 1la
evolucién de la célula neoplésica.
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El primer aspecto gue se tiene en cuenta en la
valoracién de un caso es si es normal o patolégico, es
decir, si es AA (todas las células anormales), AN
{células anormales con normales) o NN (todas
normales). Este criterio ha sido aplicado en el Tercer
Workshop, encontrando gque aquellos enfermos con
cariotipo AA tienen una evolucidén peor y pueden ser
candidatos a trasplante de médula 6sea precoz.

Un segundo aspecto importante, es la correlacidn
que puede existir entre el prondéstico de un
determinado caso y el tipo de alteraciones simples o
complejas de su cariotipo, es decir, si este es de
tipo MAKA (major karyotypic abnormalities}) o de tipo
MIKA (minor karyotypic abnormalities). Los casos MAKA
por lo general tienen una supervivencia menor gue los
casos MIKA.

El tercer aspecto a valorar, se refiere al
nimero cromosémico encontrado en las células
leucémicas. En los trabajos de Secker-Walker y cols.
1982 v de Williams y cols. 1982, se llega a la

conclusidn de que la hiperdiploidia elevada o las
células diploides normales, son signo de buen
prondstico.

Por dltimo, la presencia de determinadas
alteraciones ha sido asociada con un determinado
pronéstico. Asi, la translocacién 9;22, se considera
de mal prondstico (The Third International Workshop on
Chromosomes in Leukemia 1981,1983; Bloomfield y cols.
1977,1980; Sandberg y cols.1980,1990). Las
translocaciones (4;11) y (8:;14) se han considerado
igualmente de mal prondéstico, con una mala respuesta
al tratamiento por parte de aquellos enfermos gque las
presentan, junto a una escasa supervivencia. (The
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Third International Workshop on Chromosomes in
Leukemia 1981,1983; Arthur y cols 1982; Berger y cols.
1979).

H.- _ ANALISIS  COMPARATIVO DE __ LAS _ ANOMALIAS

CITOGENETICAS EN I.OS PROCESOS LINFOPROLIFERATIVOS

El estudio cromosémico de los linfomas presenta
grandes dificultades debido, por una parte, al escaso
namero de metafases que se encuentran en los cultivos
Yy por otra, a la dificultad que existe para su
definicién, lo gque conduce a 1la diversidad de sus
clasificaciones (Rapaport 1966, Lukes y Collins 1974,
Lennert 1974, etc), entorpeciendo el establecimiento
de la correlacién entre los hallazgos citogenéticos y
el tipo de tumor.

Como la célula enferma es aparentemente la misma
-2l linfocito- pero el cuadro c¢linico es diferente, vy
las alteraciones citogenéticas <coinciden algunas
veces, vamos a resumir répidamente estas coincidencias
o sus diferencias
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Los hechos que mis destacan en cuanto a las similjitudes

dentro de las anomalias estructurales son :

- La translocacidén entre el cromosoma 14

los

cromosomas 2, 8 y 22 tanto en el Linfoma de Burkitt como en

la L3.

- La translocacién (11;14) (gl3;32) en el
linfoma difuso de células pequeflas y en la leucemia
aguda linfoblastica tipo L1.
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- La delecién de 6g en todos los tipos de leucemia
linfoblastica aguda y en el linfoma difuso de células
grandes.

El 14g+ en los procesos linfoproliferativos T,
independiente del tipo de manifestacién de la enfermedad.

En cuanto a las diferencias es de destacar la aparicién
frecuente del <cromosoma Philadelphia en la leucemia
linfobl&stica aguda tipo L1 y L2 y no en los linfomas, asi
como la presencia, aunque mds rara, de la translocacidén 1;18
en la LLA pre-B y no en los linfomas. Por el contrario la
translocacién 14;:18 caracteristica de lcs linfomas

foliculares no se ha encontrado en las leucemias agudas.

Las anomalias numéricas ofrecen también grandes
similitudes como las trisomias 1 y 3 en 1los procesos
linfoproliferativos tipo Burkitt con manifestacidén de tipo
leucémico o linfomatoso. Entre las diferencias, se encuentra
la alta frecuencia de la trisomia 21 en las leucemias agudas,
no asi en los linfomas.

I.- LOCALIZACTON CROMOSOMICA DE ONCOGENES EN LAS ENFERMEDADES
LINFOIDES.

Las técnicas _ citogenéticas, unidas a los
descubrimientos en genética molecular, han producido un gran
avance en el conocimiento de la patogenia del céncer. Varios
son los oncogenes cuya localizacién coincide con los puntos
de rotura de las anomalias especificas de las neoplasias. En
la tabla siguiente mostramos los gue esta&n relacionados con
algunas de las anomalias de la leucemia linfoblastica aguda.
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Localizacién cromosdémica de los oncogenes:

oncogén localizacién enfermedad alt.cromosoma

c-myb 6g22-24 LLA 6qg-

c-myc 8g24 LLA(L3) t(8;14)
t(8;22)
t(2;8)

c-abl 5q34 LLA

c-est 11g23-24 LLA

¢-K-ras 2 12pl1.1-12.1 Lna-T

c-sis 22ql3 LLA{L3) t(8;22)
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II- PROPOSITO DEL TRABAJO

Segiin lo gue acabo de indicar en la Introduccién, en un
principio los estudios citogenéticos en el hombre, utilizando
la técnica que Moorhead y cols.(1960) pusieron a punto para
el estudio de los cromosomas, tuvieron una aplicacidén
limitada al campo de las malformaciones o de los problemas de
la reproduccitn. El descubrimiento del cromosoma Philadelphia
con esta técnica representd la primera de las alteraciones
cromosdémicas estructurales intimamente relacionada con una
enfermedad hematolégica maligna, ilusionando a los
citogenetistas y haciendo que intentaran extrapolar este

hallazgo a otros tipos de hemoblastosis.

La gran variacién de las alteraciones que aparecieron
junto a su irregular presentacién en las leucemias agudas,
hizo perder -momenténeamente- las esperanzas puestas en el
estudio del cariotipo de las hemopatias agudas. La aparicién
de las técnicas de bandas que identificaban aisladamente los
cromoscmas (Caspersson 1970), permitié ver que las células
leucémicas presentaban, verdaderamente, alteraciones
cromosémicas especificas. Ello ha dado paso, con
posterioridad, a pensar que las alteraciones cromosémicas gque
aparecen en las leucemias, est&n estrechamente relacionadas -

a través de los puntos de rotura cromosbmicos- con el
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proceso tumoral, lo que estd permitiendo mediante la genética
molecular, conocer 1la localizacién de los oncogenes,

generalmente en o alrededor de dichos puntos.

Mi interés por el estudio de las anomalias cromosOmicas
en las neoplasias me ha permitido obtener una amplia
experiencia en este campo, concretamente en el de las
hemoblastosis. En este trabajo de tesis para obtener el
titule de Doctor en Medicina, me he centrado en el estudio de
las leucemias linfoblasticas agudas empleando las técnicas de
cultivos celulares de sangre periférica y médula 6sea, en 107

enfermos de LLA.

Los objetivos de este trabajo son :

1) Estudiar los cromosomas de un grupo de enfermos
diagnosticados de leucemia linfoide aguda.
2) Analizar las alteraciones cromosémicas gue puedan
presentarse, recogiendo:
a) la frecuencia de anomalias cromosémicas.
b) tipo de alteraciones : numéricas y/o
estructurales.
c) la localizacién de estas alteraciones en

cromosomas concretos.



3) Analizar los puntos de rotura de los cromosomas y
observar su correspondencia con los loci de los

oncogenes conocidos.

4) Buscar la relacidén entre las distintas alteraciones
encontradas y los grupos morfolégicos e inmunolégicos
de las leucemias linfoblésticas agudas, contribuyendo

a un mejor diagndstico de la enfermedad.

5) Tratar de encontrar las variaciones de las
alteraciones cromosémicas durante la evolucién de la
enfermedad y estudiar las posibles consecuencias del

tratamiento.
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ITI. MATERIAL Y METODOS

A- NUMERQ DE PACIENTES Y FROCEDENCTIA

El estudio se realizdé en enfermos diagnosticados
de leucemia linfoblastica aguda, enviados a nuestro
servicio desde varios Hospitales comprendidos en el
area de Madrid. La mayoria procedian del Hospital
Ramén y Cajal, Hospital de la Princesa, Hospital
Clinico de San Carios y Ciudad Sanitaria de la Paz.

El niimero total de enfermos con LLA fué de 107.
De ellos, el numero de adultos con LLA fué de 61.
El namero de nifios (Edad < 15 afios) con LLA fué

de 46.

lLa clasificacién del tipo de leucemia se efectud
por los estudios morfolégicos, citoquimicos e
inmunolégicos.

B- CLASIFICACION HEMATOLQOGICA

Se procedié a la clasificacidén de los enfermos
con leucemia aguda linfobldstica segin los criterios
dados por la FAB . Los tipos morfol6gicos segin esta
clasificacién fueron L1, L2 y L3.
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C~ESTUDIOS CITOGENETICOS

1-Tejido utilizado.

En todos los casos el estudioc citogenético se
realizé en células de médula ©6sea obtenidas por
puncidén-aspiracion de la misma.

Eventualmente se realizaron estudios en células
procedentes de sangre periférica, sobre todo en
aquellos casos en los que el fenotipo del paciente o
los hallazgos citogenéticos de la médula 6sea hicieron
sospechar la existencia de una anomalia cromosémica
constitucional {alteracidn numérica, inversién

pericéntrica etc.) no conocida.

2- Recogida de la muestra.

Las células obtenidas de la médula o&sea fueron
procesadas dentro de las dos horas siguientes a su
extraccién; la demora en este paso lleva consigo un
detrimento de la calidad de las metafases obtenidas.

3- Métodos utilizados para el cultivo de médula &sea
con la finalidad de obtener cromosomas en metafase.

Las muestras fueron estudiadas por método
directo o después de un cultivo a corto plazo y/o con
sincronizacién cromosémica. El1 empleo simulténeo de
estos tres métodos permite obtener material adecuado
en cantidad y calidad por una parte, y por otra, tener
la certeza de que los resultados no han sido
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condicionados por  las condiciones del cultivo

utilizado.

Los estudios directos expresan mejor la
situacidén real de la médula 6sea, al noc seleccionar
clones; nos informan de la patologia neoplésica y nos
permiten conocer si la médula conserva celularidad
normal. Tienen adem&s la ventaja de no falsear los
resultados y de no requerir unas condiciones estrictas

de esterilidad.

Los cultivos a corto plazo utilizados por
nosotros han sido de 24 y 48 horas. Tienen la ventaja
de recclectar un mayor nimeroc de células y ademas,
ponen de manifiesto clones que en el estudio directo
pueden pasar desapercibidos, bien porque el nimerc de
células patolégicas sea mayor, o bien porgque permitan
estudiar células neoplésicas Que requieran mayor
tiempo para alcanzar la metafase.

Las técnicas de sincronizacién cromosémica nos
permiten obtener los cromosomas en un momento dado de
la divisidn (prometafésicos), en los que es més facil
averiguar una pequefa anomalia estructural. De entre
las diferentes técnicas de sincronizacidén que pueden
utilizarse nosotros hemos elegide las técnicas de
sincronizacién con Methotrexathe.

Por dltimo, y a titulo experimental, montamos en
nuestro laboratorio técnicas en las que empleamos los
sobrenadantes de los cultivos de amniocitos de liquido
amnidtico como factores enrigquecedores del medio.
Ofrecen la ventaja de gque aumenta el nimero de mitosis
obtenidas.
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Se hicieron tambien cultivos con estimulantes,
siendo los elegidos por nosotros el pokweed y TPA,
para estimular los linfocitos B Y la

Phitohemaglutinina para estimular los T.

4-Técnicas empleadas para la obtencidén de cromosomas

4.1- Reactivos.

Soluciones empleadas para el cultivo celular y
procesado de los cromosomas en las distintas muestras
y técnicas:
l1- medios de cultivo:

RPMI 1640
McCoy
2- suero bovino fetal.
3- antibiéticos (solucidn de penicilina -
estreptomicina).
4- Glutamina.
5- Hepes.
6- Mitdégenos.
7- Colchicina.
8- Methotrexathe.
9 -Cloruro potésico.
10~ Carnoy (metanol 3: acético 1).
11- Tinciones: Giemsa y Leisman.

4.2- Preparacion de di o]

RPMI 1640, 100 ml.

McCoy, 100 ml.

Suero bovino fetal, al 20% en caso de utilizar RPMI y
al 7% en caso de hacer el cultivo con McCoy.
Antibiéticos (solucién de penicilina Yy
estreptomicina), 1,5 ml.

Hepes, 1,5 ml.

Glutamina 1,5 ml.
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4.3- Técnica del método directo

1- Aspirado de 0,5 ml. de médula &6sea, heparinizada y
estéril.

2- Se siembra la muestra,variando la cantidad segiin la
celularidad, en un frasco estéril gque contiene 5 ml.
de medio RPMI 1640 preparado de la forma que hemos
expuesto anteriormente.

3- Se anade colchicina a una concentracién de 0,015
pugr/ml.

Se emplean tiempos cortos de exposicién, dada la
especial sensibilidad gque presentan Jlas cé€lulas
leucémicas a la colchicina, con el fin de evitar la
condensacidn cromosémica, lo que nos dificultaria su
posterior andlisis. Segin nuestra experiencia el
tiempo 6ptimo es de 30 minutos.

4- Se incuba durante este tiempo en estufa a una
temperatura de 37°. Ligeros cambios en la temperatura
empobrecen el cultivo.
5- Transcurridc este tiempo de exposicién a la
colchicina, se pasa el cultivoe a un tubo de
centrifuga de 15 ml.
6- Se centrifuga a una velocidad de 800 r.p.m. durante
10 minutocs.
7- Se elimina el sobrenadante, excepto 0,5 ml. y se
resuspende suavemente con pipeta Pasteur.
8- Anadimos 0,5 ml. de cloruro potasico 0,075 M. y se
resuspende nuevamente, con la suavidad que regquiere
todo el proceso.
9- A continuacién se afladen otros 4,5 ml. més de
cloruro potéasico, resuspendiendo de nuevo.

El tratamiento <con cloruro potésico (choque
hipotdénico), se realiza introduciendeo el tubo en un
bafic a 37° durante 30 minutos. Del tiempo y 1la
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cantidad del chogue hipoténico, depende el que los
cromosomas gqueden libres de la matriz citoplasmica.
10- Pasado los 30 minutos, se procede a centrifugar a
800 revoluciones por minuto, durante 10 minutos.

11- Eliminamos el sobrenadante, dejando 0,5 ml. del
mismo y resuspendemos nuevamente.

12- Afadimos 0,5 ml. de Carnoy suavemente. Se va
echando gota a gota y resuspendiendo al mismo tiempo.
13- Se arfiade el resto del fijador, hasta 5 ml. y se
vuelve a resuspender.

14- Se repite el procedimiento las veces gue sean
necesarias, hasta que el cultivo gquede trasparente.
Generalmente es suficiente con dos o tres pases.

15- Después del Ultime lavado, se pueden dejar los
tubos en el frigorifico o a temperatura ambiente.
Nosotros hemos obtenido mejores resultados,
dejandolos a temperatura ambiente durante 24 horas.
16- Después de un dltimo centrifugado, para proceder a
la extensidén, se decanta y se afiade 1lml.de fijador
fresco.

17~ Los portas se preparan lavandclos en alcohol ¥y
secandolos con un pafio limpio. De los miltiples
procedimientos existentes para mejorar la extensién,
los portas no deben calentarse ya que dificultan las
diferentes técnicas de bandas cromosdmicas.

18- La tincién utilizada es la de Leishman, durante S
minutos.

4.4- Técnica de cultivos de corto tiempo (24 y 48
horas).

Para la obtencién de metafases, se procede de
forma idéntica a la descrita en el método directo,
con la Gnica diferencia de que antes de afiadir 1la
colchicina mantenemos el frasco con el cultivo medular

en la estufa, durante un tiempo de 24-48 horas.
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4.5~ T&cnica de cultive utilizando sobrenadante

derivado de cultivo de fibroblastos.

Hemos empleado, como sustancia enriquecedora, el
sobrenadante del cultivo de fibroblastos de los

cultivos de liquido amniotico.

La médula se deposita en los frascos habituales,
en los gue hemos puesto 2,5 ml. de medio RPMI 1640
preparado segin es norma y otros 2,5 ml. del
sobrenadante de los cultivos celulares amniéticos.

4.6- Técnicas de sincronizacién cromosédmica.

Después de un periodo inicial de cultivo
asincrénico que varia, segin sea sangre o médula 6sea
el material que se analiza (entre 48-72 horas para la
primera y 3- 5 horas para la segunda), se afiade un
agente bloqueante (Ametopterina) para inducir la
sincronizacién (la Ametopterina es un antagonista del
acido f6lico; el &cido félico se requiere para la
incorporacidén de la timidina y por la accién de 1la
Ametopterina, las células se bloquean en la frontera
entre G1/S). Después de 17 horas (20 como méximo), se
interrumpe el bloqueo lavando las células con medio y
se vuelve a resuspenderlas en otro medio rico en
timidina. '

a) Método utilizado

Se cultiva la sangre o médula 6sea, durante 48 horas
en un medio sin timidina (McCoy’s 5A).
1- Entre las 14-16 horas se inicia el cultivo segin
se ha indicado anteriormente, en estufa a 37°
centigrados.
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2- Después de transcurridas las horas indicadas, se
afiade Methotrexathe a una concentracidén de 10-7 M,
3- Se incuban los cultivos durante toda la noche
(16-17 horas).
4- Se centrifugan los liquidos y se elimina el
sobrenadante.
5- Se lavan las células con Ham’s F-10 sin
suplementar.
6- Se afladen 4 ml. de Ham’'s F-10 completo vy
suplementado ademds con timidina (10.5M).
7- Se reincuba durante otras 5 horas.
8- Se anaden de 30 a 40 ml. de Colcemid y se
mantienen en &1, entre 15 y 30 minutos.
9- Se sacrifica el cultivo segin el método habitual.

b) Soluciones

Ametopterina.- Se mezcla un vial de 2 cc. (5 mg. de
ametopterina con 98 ml. de BSS}. Se diluye 1 a 10 en
BSS para obtener una solucién de trabajo a una
dilucién de 10.5 M. Se usan 50 pg/5ml.de medio para
obtener una concentracién final de 10.7 M,

Timidina.- Se afiaden 10 mg. de timidina a 40 cc. de
BSS. Esto representa una solucidén 10.3 M. Para
preparar la solucién de trabajo, 10.5 M., se afaden

0,1 cc. a 10 ml. del medio completo.
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4.7- Té&cnica del cultivo de 1linfocitos de sangre

periférica v de medula bsea, estimulando con

Phitohemaglutinina.
(Basado en el método de Moorhead y cols. 1960)

1- A 5 ml. de medio RPMI 1640, preparado segin hemos
referido pero con menor concentracién de suero (10
ml. por 100 ml. de medio), se le afiaden 0,5 ml. de
sangre.

2- Se agregan 0.25 ml. de Phitohemaglutinina a cada
frasco de cultivo con el fin de estimular la divisidn
de los linfocitos T.

3~ Se incuba en una estufa a 37° centigrados de
temperatura, durante un periocdo de tiempo de 72 horas.

4- Pasado este tiempo de incubacién, se afiade
Colchicina a una concentracién final de 0,005 pg/ml.
y se reincuban los cultivos durante una hora mas.

5~ Se pasa el liquido a un tubo cbnico de y se
centrifuga a 1000 revoluciones por minuto, durante 5
minutos.

6- Se decanta el sobrenadante y se procede a dar el
choque hipoténico de igual forma que en médula 6sea,
aunque con menor duracién (unos 10 minutos son
suficientes).

7- Finalizado el tiempo del chogue, se centrifuga,
se decanta y se procede a dar los pasos de fijacién
con Carnoy.

8- Una vez que el cultivo se observa transparente,
se deja con fijador en el frigorifico por un tiempo
minimo de 30 minutos.

9- Transcurrido este tiempo se puede proceder a la
extension.
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4.8- Técnica de cultivo de linfocitos de sangre
periférica y médula 6sea con estimulantes de células
B.

Son similares a las descritas en el apartado
anterior cambiando la Phitohemaglutinina por Pokweed
y TPA. Se necesita una duracién del cultivo mas
larga, de 5 o 6 dias.

Las cantidades de Pokweed utilizadas por
nosotros fueron de 0,1 ml. por 10 cc. de medio y las
de TPA de 50ug/ml.

5- Técnicag de identificaciédn cromosémica por bandas.

Por medio de diversos tratamientos y tinciones
se pueden ver los cromoscomas come una serie continua

de bandas oscuras y claras.

Estas tinciones se describen por primera vez
para los cromosomas humanos por Cassperson y cols. en
el afio 1968 y desde entonces van a permitir definir
cada cromosoma, igualéandolo a su pareja vy
diferenciandclo de los demds. Son técnicas, que
ademids sirven para precisar regiones cromosémicas
polimérficas (variables dentro de las parejas
cromosémicas y entre individuos) y gracias a ellas, es
posible determinar reajustes estructurales que
anteriormente eran dificiles de reconocer, sobre todo
en las células neogpldésicas.

Existen dos grandes grupos de estas técnicas de
bandas. Uno comprende las bandas que se distribuyen a
lo largo de todo el cromosoma : G o Giemsa, Q o
Quinacrina y R o Reverse); otro abarca aquellas que
tifien solco un nimero restringido de bandas : C o
Centroméricas, T o Terminales y NOR o satelitares).



Nosotros hemos utilizado de modo rutinario las
bandas G mediante tripsina y en aquellos casos que lo
consideramos necesario, empleamos las técnicas de
bandas Q y C.

5.1 Técnica de bandas G.

El término deriva del nombre de su tincién
(Giemsa), aunque tambien se emplea GT (bandas G por
tripsina).

La técnica consiste en una modificacién de 1la
descrita por Marinba Seabright en 1972.

1- Se hace una dilucién de 0,1 gr. de Tripsina
(Gibco 1:250) en 4 ml. de agua destilada. De esta
solucién se toman 0,25 ml. y se diluyen en 50 ml. de
solucién salina isoténica.

2- Las preparaciones se ponen en contacto con la
solucién de tripsina por un tiempo comprendido entre
30 segundos y 5 minutos, variando el tiempo de
exposicién seglin la antiguedad de la preparacién y
la calidad de 1los cromosomas. Nosotros dejamos
envejecer los portas durante 7 dias a temperatura
ambiente.

3- Se lavan bien con agua destilada.

4- Se tifien con Leishman. (0,2 gr. diluidos en 10
ml. de alcohol como solucidn madre; la solucidén de
trabajo se hace en proporcién 1:4 con Buffer pH 6,8).
La tincién se aplica durante 3-4 minutos y se lava
con Buffer a pH 6,8.(Utilizamos Leishman en lugar de

Giemsa por la rapidez de la tincifn).
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5.2 Técnica de bandas 0.

Descrita por CASSPERSON y cols. en 1968, se basa
en la tincién con compuestos acridinicos. Es de una
gran sencillez y de resultados muy seguros, ya dque
los cromosomas no se deshacen como ocurre con el uso
de la tripsina. Otras ventajas que presenta es gue
nos permiten analizar las regiones polimérficas de los
cromosomas y que los portas pueden reutilizarse para
cualguier otra técnica. Tiene sin embargo el
inconveniente de que las bandas dque se producen no
tienen la calidad de las enzimAticas y se desvanecen
rapidamente.

l1- Una vez preparados los portas, se sumergen en
una solucién  alcohélica (Metanol) de  Atebrina
(Quinacrina dihidroclorada) al 0,5%, un tiempo minimo
de 10 minutos.

2- A continuacidén se lavan y se secan al aire.

3- Para su visualizaci6én se utiliza un microscopio
de fluorescencia.
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5.3 Técnica de bandas C.

Las técnicas de bandas C muestran las distintas
regiones centroméricas Yy las constricciones
secundarias. Las regiones centroméricas contienen
heterocromatina constitutiva y forman parte de los
llamados polimorfismos cromosémicos. En el cariotipo
humano, las regiones que se sefialan mads claramente con
las bandas C son las constricciones secundarias
situadas por debajo de los de 1los centrémeros 1,9 y
16, las regiones satelitares de los cromosomas
acrocéntricos y la parte distal de los brazos largos
del cromosoma Y.

Se emplea 1la técnica de Arrighi y Hsu 1971
modificada por Sumer en 1972.

L.a técnica aplicada se desarrolla del siguiente modo:
l1- Se colocan los portas en contacto con &acido
clorhidrico 0,2 M. durante 15 minutos a temperatura
ambiente.
2- Se lavan con agua destilada.
3- Se introducen en una solucién de hidréxido
barico a 60°de temperatura, durante 4 minutos,
4- Se lavan con agua destilada.
5- A continuacién se pasan las preparaciones a un
recipiente con 2x8SC a 60°, durante 60 minutos.
6- Se lavan con agua destilada.

7- 8e tifen con Giemsa, durante 60 minutos

Las soluciones que se emplean son las siguientes:
Cl H- 1,44 gr. en 200 ml de agua destilada.

Ba (OH) 2 - 5 gr. en 100 ml. de agua destilada.
2x SSC - ClNa 4,38 gr.

Citrato trisédico 2,206 gr.

Diluido todo en 250 ml. de agua destilada.
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Giemsa - 1 ml. de Giemsa en 50 ml. de Buffer pH 6,8.

A pesar de todos los avances, obténer buenas
preparaciones cromosdmicas de los cultivos de sangre o
de médula 6sea de los enfermos leucémicos, es una de
los logros mas dificiles en un laboratorio de
genética. Esta dificultad viene dada por el diferente
comportamiento de cada muestra y por la la calidad de
los cromosomas, que muchas veces dificultan el
realizar las técnicas de bandas.

6- An&lisis microscédpico

La busqueda de metafases se realizé mediante un
patrén fijo de barrido del portaobjetos con un
objetivo de 10x, sin wutilizar ningin método de
seleccién previo.

El anélisis de cada una de las metafases se
realizé con un objetivo plano de inmersién 100x.

Al analizar las metafases hay que tener en
consideracién un aspecto muy importante : la mayoria
de las cé&lulas anormales son las que tienen una mala
morfologia y las de mejor calidad son las células
normales. Por ello es fundamental no hacer una
seleccién de las metafases que se estudian atendiendo
a su calidad.

46



D~ CRITERIOS PARA LA VALORACION DEL ANALISIS

CITOGENETICO

Si es posible, se ha de analizar un minimo de 30
metafases por caso. Con bandas se estudian un minimo
de 10.

Se considera un estudio como patoldégice cuando:
a) 2 o mas metafases, repiten el mismo
cromosoma extra.
b) 2 o mé&s metafases, presentan la misma
anomalia estructural.
¢) 3 o mas metafases, sufren la pérdida del

mismo Ccromosoma.

Estos criterios son los adoptados en la primera
Reunidn Internacional sobre Cromosomas y Leucemias
{1977}).

En nuestro estudio se determiné el niamero de
clones en cada caso y el nimero de metafases en cada
clén.

Los casos fueron clasificados siguiendo los
criterios de Sandberg (1980):

AA (Todas las metafases anormales).
AN (Mézcla de metafases normales y
anormales).

NN (Todas las metafases normales).

Los cambios aislados, considerados
inespecificos, fueron recogidos pero noc se valoraron
como linea patolégica ya que pueden ser errores en
una scla mitosis.
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En la recogida de datos se ha tenido en cuenta
en cada caso el origen de la muestra :médula OJsea,
sangre periférica, ganglio, etc.etc. E1 método y
tiempo de cultivo (directo, 24 horas, 48 horas, 72
horas...). TLa existencia o no de estimulacién (PW,
PHA, sobrenadante) o de sincronizacién y las bandas
utilizadas para la identificacién de cromosomas
(G,Q,C).

Se contabilizaron las metafases estudiadas con y
sin bandas y 1las fotografiadas en cada caso. Se
tipificé el tipo de anomalia (numérica, estructural,
numérica y estructural, roturas, aneuploidias, etc.) y
se tuvo en cuenta el nimero de metafases gque la
presentaban. Se observé si existia mds de un clén
patolégico.

Finalmente, se tuve en cuenta la existencia o né
de tratamiento previc y la situaciédn hematolédgica de
la enfermedad (inicial, en remisidén o en recaida).
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E- APENDICE, NOMENCLATURA

Varios son los intentos que se han realizado
para encontrar un sistema de nomenclatura de los
cromosomas humanos en metafase.

Comienzan estos en la reunién de Denver del aho
1960, donse se ordenan los cromosomas segin su tamaflo
y posicién del centrémero. Le siguen las reuniones de
Londres y Chicago, en las que se continta fijando la
atencién en la morfologia y no es hasdta la reunidn de
Paris en 1971, cuando se aporta una nueva organizacidn
de los cromosomas gracias a la aplicacidén de las
técnicas de bandas que permite, como queda dicho, el
reconocimiento individual de los cromosomas. Se
perfecciona este 1Oltimo sistema en la Reunidén
Internacional que a tal efecto tiene lugar en el afio
1978. (ISNC 1878).

En nuestro trabajo, las alteraciones
cromosdémicas han sido expresadas siguiendo la
nomenclatura de esta reunidén internacional y de la

gue se hace un resumen en el anexo 1.

Lo primerc que se menciona al describir el
cariotipo es el numero cromosémico (46), seguido por
el sexo cromosémico (XX/XY) y la ganancia o pérdida de
cromosomas(+3 ¢ -~7,etc). Por 14ltimo se anotan las
anomalias estructurales (roturas, reajustes,

inversiones, etc).

Los brazos cortos se nombran con la letra p y
los largos con la g.
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La ganancia de cromosomas se indica por el signo
+ y la prédida por el signo -.

En cuanto a las anomalias estructurales:

1. Translocacidén.- Se sefiala con una t y a
continuacién los cromosomas que participan, encerrados
entre paréntesis. En un paréntesis posterior se ponen
los brazos y bandas gque se han afectado por la rotura.
Ejemplo: t(9;22) (g34;gll).

2. Delecidn.- Se indica por del y se pone a
continuacién el cromosoma afectado, el brazo de este y
el punto de rotura. Ejemplo : del (9)(g22).

3. Isocromosoma.- La letra i se usa para indicar
un isocromosoma. A continuacién se pone entre
paréntesis el cromosoma que lo forma y una p © g

segin sea de brazos cortos o largos. Ejempleo : i (8q).

4., Cromosoma en anillo.- La r es la letra
utilizada para indicar los anillos, poniendose a
continuacién entre paréntesis el cromosoma gque lo
forma. Ejemplo : r(1l).

5. Inversibén.- Para indicar una inversién se
utiliza la abreviatura inv. Después de ella tambien se
pone cromoscoma, brazo y punto de rotura. Ejemploc : inv
3{g21,926}.

6. ac, indica un fragmento acéntrico.

7. M, cromosoma marcador.

Otras abreviaturas son las siguientes:

der- crcomosoma derivado.
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dic- cromosoma dicéntrico.

DMS- doble cromosoma minuto.

dup- duplicacién.

end- endorreduplicacién.

f- fragmento.

g- gap o discontinuidad sin rotura.

h- heterocromatina o constriccién secundaria.

pcc- condesacién cromosdémica prematura.

?- identificacién dudosa de un cromosoma.

s- satélites o masa de cromatina en el extremo de
los brazos cortos de los cromosomas. Son variables
entre los individuos y se pueden analizar como
marcadores.

Mosaicos- se dice de aquellos casos en los que
existen diferentes lineas cromos®Gmicas.

Nimero cromosémico modal- el nlmero cromosdmico
predominante.

Polimorfismo~ Variante cromosdmica sin
repercusién clinica.

Pseudodiploide~ Cariotipo con anomalia
estructural y nimero cromosémico normal.

En los cromosomas sin tincién de bandas, se hacen
7 grupos basados en el tamafioc y posicién del
centrémero.

Grupo A (cromosomas 1-2-3): Cromosomas
metacéntricos grandes.

Grupo B (cromosomas 4 y 5): Cromosomas
submetacéntricos largos.

Grupo C {del 6 al 12 vy el X): Cromosomas
metacéntricos y submetacéntricos de tamafio mediano.
Imposibles de individualizar sin técnica de bandas.

Grupo D (cromosomas del 13 al 15): Cromosomas
acrocéntricos satelitados, de tamafio mediano.



Grupo E (cromosomas del 16 al 18 ): Cromosomas
metacéntricos Y submetacéntricos, relativamente
cortos.

Grupo F (cromosomas 19 y 20): Metacéntricos
cortos.

Grupo G (21-22-Y): Cromosomas acrocéntricos
cortos, con satélites. El cromosoma Y es parecido al
21 6 22, sin satélites.
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IV. RESULTADOS

A.- ANALISIS GENERAL DE LOS DATOS

Desde el mes de Marzo de 1979 al mes de Enero de 1990,
estudiames en nuestro laboratorio de <citogenética 140
enfermos, en los gue se hizo el diagnéstico hematdlogico de
leucemia linfobléstica aguda. Se han eliminado del estudio 33
enfermos por no haber obtenido un nimero suficiente de
metafases o por dificultad en revisar las historias clinicas,

con lo gue nuestro trabajo se centra en 107 pacientes.

Estos 107 casos de leucemia aguda no linfobléstica se
distribuyeron de la siguiente forma:

LLA en el adulto.......... .. 61

LLA en el nifio <15 afios..... 46 (Fig.l).

De ellos, 66 fueron varones y 41 hembras.

Siguiendo la clasificacién de la FAB, aparecieron 47
casos de L1, 52 correspondieron a L2 y la L3 constituyd el
grupo nMenos numeroso con 8 casos, (Fig.2).

De los 88 casos con estudio inmunolégico, 12 casos
respondian al fenotipo B, 15 casos al T, 58 al no T no B y 3
al tipo pre-B, (Fig.3).

B.~ ESTUDIOS CITOGENETICOS

Los estudios citogenéticos en estos casos se

realizaron:
En el momento inicial........ . 94 casos
Solo en remisidn....... ... 2 casos
POSETMO. ..t v v i i snasrasssnsae 11 casos

ReviSiOoNneS. i o1 treeresicsseranans 25 casos



Los 2 casos gque fueron estudiados solamente en remisidn
mostraron un cariotipo normal.

El nimero total de metafases estudiadas en cada tejido
se puede ver en la tabla ne 1.

Tabla n2l . Nimero de metafases estudiadas en cada
tejido.

ne de metafases en médula....... ... i aenn 4.038.

n? de metafases en SaANQre.....creestssrvnn - 508.

Total....eoneen. e i ...4.546

C- INCIDENCIA DE ANOMALIAS

E]l andlisis de la patologia cromosémica se realizé en
los 94 casos (58 wvarones y 36 hembras) gue se estudiaron en
el momento inicial. En capitulo aparte se comentarén 1los
resultados de los casos estudiados posTMO. De estos 94 casos
se encontrd patologia cromosémica en 60 ( 38 varones y 22
hembras), lo que corresponde a un 63,8% (65,5% de los varones
y 61,1% de las hembras).

Un 62,4% de los nifios mostraron patologia y de 1los
adultos un 64,8 %, (Fig.4)

Analizada la incidencia de patologia cromosémica dentro
de cada grupo de la FAB, en la Ll encontramos un 60% de
patologia (24 casos de 40), en la L2 un 63% (29 casos de 46),
y en la L3 un 87,5% (7 casos de 8), (Fig. 5, 6, 7).

La incidencia de anomalias en cada grupo en relaciotn
con la morfologia se refleja en las tablas ne 2 y n2 3.
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Tabla n2.2 LAL en nifios (total casos 40). Incidencia de

anomalias.

Tipo FAB ne casos cariotipo anormal (%)

L1 26 17 65,3

L2 12 7 58,3

L3 2 1 50
Tabla ne3 . LAL en adultos (Total casos 52). Incidencia de
anomalias.

Tipo FAB n2 casos cariotipo anormal (%)

Ll 14 7 50
L2 34 22 64,6
L3 6 6 100

Analizada la incidencia de patologia cromosémica dentro
de cada grupo inmunoldégico, en la de células B encontramos
un 75% de patologia (9 casos de 12), en la células T un 50%
(6 casos de 12), en la no T no B un 67,3% (35 casos de 52) y
en la preB un 100% (2 casos de 2), (Fig. 8 ¥ 9).

La incidencia de anomalias en relacién con el

inmunofenotipo se refleja en las tablas ne 4 y 5.

Tabla n¢4. LAL en adultos (total casos 45).Incidencia de
anomalias.

Tipo inmunclégico nlcasos cariotipo anormal 3

B 8 7 87,5
T 8 4 50
no T no B 27 17 63

pre B 2 2 100
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Tabla ne5. LAL en nifios (total casos 33). Incidencia de
anomalias.

Tipo inmulégico nfcasos cariotipo anormal &%
B 4 2 50
T 4 2 50
no T no B 25 18 72
preB - -

D-DESCRIPCTON DEIL, CARTOTIPO.

Los resultados cromosSmicos se recogen en la lista
siguiente. En ella se expone el cariotipo de los 107 casos
gque componen la serie.

CARIOTIPOS EN LLA.

ne 1-46,XY,DMS.

ne 2-46,XX/47,%XX,+X,t(1;7)(p36;pl5),t(5;9)(g33;p22).
ne 3-46,XY.

ne 4-46,XX%X/46,XX,micro.

ne 5-46,XX.

ne 6-46,XX.

ne 7-46,XY/46,XY,t(9;22)(g34;q11).

n2 B8-46,XY.

ne 9- 42,Y,-3,-3,-5,-5,-7,~18,- X,t(6;12)
(p21.2;pl3),t(13;14)(ql4;q32), M1, M2.

44,XY’“3,-5,t(6;12)(p21-2;p13)’
t(13;14)(q14;932),t(3;5)(q22;?).
ne 10-46,XY/46,XY,t(9;22)(q34;ql1).
ne 11-46,XX,t(4;11)(g21;923). del(12)(pll).

ne 12- 46,XX/45,XX-21.



13-

14-
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46,XY (en remisidn).

46,XY/46XY,t(9;22)(q34;qll).

15-46 ,XX/49 ,XX,+8,+21,+X,t(4;11)(g21;923).

16-46,XY/46,XY,+C,t(9;22)(q34;q11).

17-
18-

19-

20-
21-
22-
23-
24-
25-
26-
27-

28-

29-
30-
31~
32~
33-
34-
35-
36—
37-
38~

45,XY,-4,-10,der(1),t(6;13)(p25;q14),12 p+,17q-.
46,XY/46,XY,del (4)(cen).

9,del(11)(gl3),der (13), l4g+,der(15), M1, M2.

46 ,XX,der(1).

46 ,XY,dup (1)(g2l;gq32),t(8;14)(g24;932),del(18)(pl2).
46 ,XY/46,XY,t(4;11)(q21;923).
46,XX/46,XX,t(14;22)(g32;911).

46,XY.

46 ,XY/hiperdiploidia.

46,XY/53,XY.

46 ,XY/465,XY,t(5;20)(gl5;913),t(9;22)(g34;911).

46 ,XY,+10,-14,del(9)(pl3),t(11;14)(g23;g32)/47,+10,
-14,+21,del(9)(pl3),t(11;14)(q23;932).

86,XX.

46,XY,del(11)(g23).

52,XY.

52,%XX,anomalias estructurales.
46 ,XX,t(9;22)(g34;q1l1).

46 ,XX.

46 ,XX/64,XX,mar (9).

TMO

46,XX,-13,+ t(13;13)(pll;qll).
46 ,XX,t(9;22)(g34;q1l1).



39~
40~

41~

43~
44-
45-
46-
47 -
48-
49-

50~

51-
52~
53~
54~
55-
56-
57-
58~
59-

60-

46 ,XY.

46 ,XY.

46,XY,t(9;22)(g34;9ll).

> 50 hiperdiploide.

46 ,XX.

46 ,XX.

46 ,XY.

T™O.

46 ,XX remisidn.

46 ,XX/46 ,XX,t(9;22)(g34;9qll).

47,XY,t(8;14) (g ;qg32),+der (1).

47 ,XY,t(8;14)(q :q32),+der (1l),der (5).

46,XY,-1,t(8;14)(q ;g32),+der (1),der(5).

46,XY,-1,t(8;14)(q ;q32),+der (1), der(5), del
(4)(pl4).

49,XY,-1,t(8;14) (g ;q32),+derl, M1,M2,M3.

46 ,XY/46,XY,t(9322) (q34;qll)

/47 ,XY,t(9;22)(g34;911),+C.

46, XY,

47,XY,-15,dup (1)(g2l-g32)t(8;14)(g ;g32),M1,M2.

46 ,XY.

46 ,XY.

44 ,XX,-9,-10,t(11;14)(pl13;qll),4p+.
46 ,XX/56 ,XX.

46 ,XY/54 ,XY.

46 ,XX,t(9;22)(g34;qll).

46 ,XY.

46,XY/52,XY,Ph,Ph,+7,+8,+14? ,+X,+Y,t(9;11) (p24;921).

5
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61- 46,XX/52,XX.

62- TMO.

63- 46,XX,t(9;22)(g34;qll),iso (9q).
64- 47,XY,t(8;14)( ;q32),+7.

65- TMO.

66— 46,XY,DMS.

67~ TMO.
68~ TMO.
69- 46,XX.
70- TMO.
71- 46 ,XX.
72- 46,XX.
73- 46 ,XX.
74- TMO.
75- 46,XX.
76~ TMO.
77- 46,XY,t(9;22)(q34;q11).

78~ 46,XY,t(9;22)(g34;ql1l).

79~ 46,XX.

80- 46,XY.

81- 46 ,XY.

82- T™O.

83- 46,XX.

84- TMO.

85-46,XY.

86- 46,X,-X, 3g+,4q9-,t(3;4)(?;:;?), del (9)(q22),

del (12)(pl2),+mar.



87-
88-
89-
50-
91-

92-
93-
94~
95-
96-
97-
98-
99-
100-
101-
102-
103-
104~
105-
106-

107~

60

46 ,XX,t(11;14)(?;?).

46 ,XY.
47,XX,t(4;11)(g21;923),+micro.
46 ,XY.

44,-3,-7,%(9;22)(g34;9q11),inv(1)(p36;931),del
(3)(p13),R.

46 ,XY,t(9;22)(g34;q11),inv (9).
46 ,XX.

46 ,XY/46,XY,t(9;22)(g34;911).
47 ,XYY (constitucional).

46 ,XX/46,XX,t(8;14)(gq ;932).
45,XX,mar.

46,XY.

49 ,XY,+21,+21,+21.

46 ,XY.

46, XY,

46 ,XY.

46 ,XY/48,XY,+5,+22.

46 ,XY/46 ,XY,t(9;22)(g34;qll).
46 ,XY/47 ,XY,+13.

46,XY.

46 ,XY/47,XY,+D.



Por grupos morfolégicos los cariotipos fueron los siguientes:

LAL en el adulto

Tipo L1

caso cariotipo

neleé 46 ,XY/47,XY,+C,t(9;22)(g34,qll).

ne24 46 ,XY.

nezs 46 ,XY¥/hiperdiploidia.

ne27 46,XY/46,XY,£(5;20)(gl5;913),t(9;22)(g34;ql1l).
n230 46 ,XY,del (11)(g23).

nelsg T™O
ne40 46 ,XY.
n246 TMO.
neeGs TMO.
nee6s 46 ,XX.

ne73  46,XX.
ne77  46,XY,t(9;22)(g34;qll).
n2380 46 ,XY.
n281 46, XY,
ne90  46,XY.

ne9l 44 ,-3,-7,t(9;22)(g34;911),inv (1) (p36;931),del
(9)(p13),R.

ne92  46,XY,£(9;22)(q34;qll),inv (9).
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ne3 46 ,XY.
neg 46 ,XX.

neg 42,Y,-3,-3,-5,-5,-7,-18,- X,t(6;12)
(p21.2;p13),t(13;14)(gl4;q32), M1, M2.

44,XY,-3,-5,t(6;12})({p21.2;pl13),
t(13;14)(914;932),t(3;5)(g22;7?).

nelz2 46 ,XX/45,XX,-21.

nel3 46 ,XY (en remisibn).

nel’ 45,-8,-10,-22,del (5)(gll),del(6)(g2l1),der
9,del(11)(gl3),der (13), l4q+,der(15), M1,M2.

ne23 46,XX/46,XX,t(14;22)(g32;ql1).

ne32 52,XX,anomlias estructurales.

ne33 46 ,XX,1t(9;22)(g34;ql11).

ne35 46 ,XX/64,XX,mar (9).

ne37 46 ,XX,-13,+ t(13;13)(pll;qll).

ne3s 46,%XX,t(9:;22)(g34;qll).

ne3sy 46 ,XY.

ne4l 46 ,XY,t(9;22)(g34;gql1l).

ne44 46 ,XX.

ne4s 46 ,XY.

nedg 46 ,XX/46,XX,t(9;22)(g34;qll).

neso 46 ,XY/46,XY,t(9;22)(q34;qll)
/47,XY,t(93;22)(q34;ql1),+C.

nes54 46 ,XY.
ne66 46 ,XY,DMS.
nee67 TMO.

ne70 TMO.

ne7l 46 ,XX.



ne72 46 ,XX.

neis 46,XX.

ne76 TMO.

ne78 46 ,XY,t(9;22)(g34;ql1l).

negs 46,X,-X, t(3:;4)(?;:;?), del (9)(q22),
del (12)(pl2),+mar.

neg? 46,XX,t(11;14)(pl3;qll).

negs 46 ,XY.

neg9y 47,XY,t(4;11)(g21;923),+micro.

ne93 46 ,XX.

neg4 46 ,XY/46 ,XY,t(9;22)(gq34;qll).

ne9s 47,XYY (constitucional).

neg? 45 ,X¥,mar.

nelo4 46 ,XY/46,XY,t(9;22)(g34;:qll).

nelos 46 ,XY/47,XY,+13.

nel07 46,XY/47,XY,+D.

Tipo L3

nel5  46,XX/49,XX,+8,+21,+X,t(4;11)(g21;923).

ne2l 46,XY,dup (1){(g2l;q32),t(8;14)(q24;q932),del(18)(pl2}.

ne42 > 50 hiperdiploide.

ne49 47 ,XY,t(8;14)(g24;932) ,+der (1).

47,XY,t(8;14)(g24;q32),+der (1l),der (5).
46 ,XY,-1,t(8;14)(g24;932),+der (1),der(5).
46 ,XY,-1,t(8;14)(g24;932),+der (1), der(5), del

(4)(p14).
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49,XY,-1,t(8;14)(g24;932),+derl M1 ,M2 M3.

nes52 47 ,XY,-15,dup (1)(g21-g32)t(8;14)(g24;932),M1,M2.

ne9%6 46 ,XX/46,XX,t(8;14)(g24;932).

LLA en el nifo

Tipo L1

ne?2 46 ,XX/47 XX, +X,t(1;7)(p36;p15),t(5;9)(g33;p22)
ned 46 ,XX/47,XX,+micro.

ne8  46,XY.

nel0 46,XY/46,XY,t(9;22)(g34;9ll).

nell 46,XX,t(4;:;11}(g21;923),del(12)(pll).

nel7 45,XY,-4,-10,der(1),t(6;13)(p25;914),12 p+,17g-.
nel8 46,XY/46,XY,del(4)(cen).

ne20 46,XX,der (1).

ne22 46,XY/46,XY,t(4;11)(qg21;923).

ne26 46,XY/53,XY.

ne3l 52,XY.

ne43 46,%X.

n251 46,XY.

ne53 46,XY.

ne56 46,XX/56,%XX.

ne57 46,XY/54,XY.

ne58 46,XX,t(9;22)(g34;91l).

ne60 46,XY/52,XY,t(9;22)(q34;q911),t(9;22)(q34;q1l),
+7,+8,+147,+X,+Y,t(9;11) (p24;q21).

n26l 46,XX/52,XX.
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n262 TMO

ne63 46,XX,t(9;22)(g34;:qll),is0 (9q).
ne68 TMO.

ne74 TMO.

ne79 46,XX.

neg82 TMO.

ne85 46,XY.

neg99 49,XY,+21,+21,+21.

n2101 46,XY.

nel02 46,XY.

Tipo L2

nel 46 ,XY,DMS.

neb 46 ,XX.

ne7 46 ,XY/46,XY,t(9;22)(g34;q91l).
nel4 46,XY/46,XY,t(9;22)(g34;9ll).

ne28 46,XY,+10,-14,del(9)(pl3),t(11;14)(g23;932)/47,+10,
-14,+21,del(9)(pl3),t(11;14)(q23;q32).

ne29 B86,XY.

ne47 46,XX (remisién).

ne55 44,%XX,-9,-10,t(11;14)(pl3;qll),4p+.
ne59 46,XY.

ne84 TMO.

ne9%8 46,XY.

nel00 46,XY.

nel03 46,XY/48,XY,+5,+22.

nel06 46,XY.
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Tipo L3
ne64 47 ,XY,t(8;14)(g24;932),+7.
nes3 46 ,XX.

Por grupos inmunolégicos los cariotipos fueron los
siguientes:

LI.A en el adulto

Tipo B
ng6 46 ,XX
nel5 46,XX/49,XX,+8,+21,+X,t(4;11)(g21;923).

ne2l 46,XY,dup (1)(g921--932),t(8;14)(qg24;932),del
(18)(pl2).

ne37 46,XX,-13,+t(13;13)(pll;qll).
ne42 Hiperdiploide >50,XX.
ne4s9 47,XY,t(8;14)(g24;932),+der (1).
47 ,XY,t(8;14)(g24;q32),+der (1),der (5).
46 ,XY,~-1,t(8;14)(g24:932),+der (1),der(5)}.
46 ,XY,-1,t(8;14)(g24;932),+der (1}, der(5), del
(4)(pld).
49,XY,-1,t(8;14)(g24;932),+derl ,M1,M2,M3.
nes52 ;i,ﬁg,-lE, dup (1)(q2i--gq32), T(8;1l4)(g24;q932),

ne96  46,XX/46,%XX,t(8;14)(q24;932).
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neiod?7

45,-8,-10,-22,del (5)(qll),del (6)(g2l), der (9),del
(11)(q13), del (13), 1l4g+, del (15), M1l,M2.

46 ,XY.
TMO.
46,XY.

46,X,~X, t(3;4)(?;?), del (9)(q22), del (12)(pi2),
+mar.

46 ,XY.
46,XY.
45,¥XX, mar.

46 ,XY/47 ,XY,+D.

Tipo no T no B

ne 16
ne 23
ne 25
ne 27
ne 30
ne 32
ne 33
n?2 35
ne 36
ne 38
ne 39
ne 49
ne 41

ne 46

46 ,XY/46 ,XY,+C,t(9;22)(g34;qll).
46 ,XX/46,XX,t(14;22)(g32;q1l).
46 ,XY/hiperdiploidia.
46,XY/46,XY,t(5;20)(gl5;q913),t(9;22)(g34;ql1l1).
46,XY,del(11)(q23).
52,XX,anomalias estructurales.
46 ,XX,t(9;22)(g34;qll).

46 ,%XX/64 ,XX,mar (9).

TMO

46 ,XX,t(9;22)(g34;qll).

46 ,XY.

46,XY.

46,XY,t(9;22)(q34;ql1).

TMO .



ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

48
50

65
67
69
72
73
75
80
87
89
91

92
93
94
95

46,XX/46,XX,t(93;22)(q34;ql1).

46,XY/46,XY,t(9;22) (a34;qll)
/47,XY,t(9;22) (g34;qll),+C.

™O.

TMO.

46 ,XX.

46 ,XX.

46 ,XX.

46 ,XX.

46,XY.
46 ,XX,t(11;14)(p13;qll).

47 ,XX,t(4;11){(g21;923),+micro.

44,-3,-7,t(9;22)(g34;qll),inv(1)(p36;q31),del
(9)(p13),R.

46,XY,t(9;22)(g34;gl1),inv (9).
46 ,XX.
46 ,XY/46,XY,t(9;22)(g34;9l1l).

47,XYY (constitucional).

Tipo Pre-B

nel3l 46,XY (remisidn).

nee6s 46 ,XY,DMS.

ne278 46 ,XY,t(9;22)(q34;91l1).
LLA en el nifio

Tipo B

nes59 46 ,XY.

neeG4 47 ,XY,t(8;14) (g34;q9l11),+7.
neg3 46 ,XX.

n2l03 46,XY/48,XY,+5,+22,
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ne2  46,%XX/47,XX,+X,t(1;7)(p36;p15),t(5;9)(g33:p22).

nel7 45,XY,-4,-10,+der (1),t(6;13)(p25;ql4),12p+,17g-.

ne47 46,XX (remisidn).
ne82 TMO.
ne¢l00 46,XY.

ne106 46,XY.

Tipo noc T no B

nel  46,XY,DMS.

ne4 46 ,XX/46 ,XX,micro.

ne7  46,XY/46,XY,t(9;22)(g34;qll).

nel0 46,XY/46,XY,t(9;22)(g34;qll).

nell 46,XX,t(4;11)(g21;g23). del(12)(pll).
neld 46,XY/46XY,t(9;22)(g34;q11).

nel8 46 ,XY/46,XY,del (4)(cen).

ne22 46,XY/46 ,XY,t(4;11)(g21;923).

ne26 46 ,XY/53,XY.

nei3l 52,%Y.

ne3d  46,XX.

ned3 46,XX,

nes3 46, XY,

nes5 44,XX,-9,-10,t(11;14)(pl3;gll), 4p+.
nes56 46 ,XX/56 ,XX.

nes7 46,XY/54,XY.

ne58 46,XX,t(9;22)(q34;qll).
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ne60 46,XY/52,XY,Ph,Ph,+7,+8,+147,+X,+Y,t(9;11)(p24;921).
ne6l 46,XX/52,%X.

nee2 TMO.

ne63 46,XX,t(9;22)(g34;41ll),iso (9q).

n268 TMO.

ne79 46 ,XX.

n2g4 TMO.

ne98 46,XY.

ne99 49 ,XY,+21,+21,+21.

nelol 46,XY.

nel02 46,XY.

E-CLASTFICACION CROMOSOMICA DE LOS CASOS PATOLOGICOS

Los casos patoldgicos se dividieron en : aquellos que
mostraron todas sus metafases anormales (AA) y aquellos que
conservaron linea cromosémica normal (AN) (fig. 10).

El total de casos AN fué de 29, de los cuales 17
correspondieron a la serie infantil y 12 a la de adultos. El
total de casos AA fué de 31, de los cuales 10 correspondieron
a la serie infantil y 21 a la de adultos.

La correlacién de los casos AR y AN con el tipo morfolégico
de leucemia se puede observar en la tabla ne6 y Fig. 11.
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Tabla ne6., Casos AA/AN en relacién con la clasificacidédn de la
FAB.

Tipo FAB ne casos patolégicos AA/AN
L1 24 11/13
L2 29 15/14
L3 7 5/2

Total 60 31/29

La correlacién de los casos AA y AN con el tipo
inmunclégico se puede ver en la tabla ne 7 y Fig.l1l2.

Tabla n27. Casos AA/AN en relacién con el fenotipo
inmunolégico.

Tipo inmunoldgico n¢ casos patologicos AA/AN

B 9 6/3

T 6 4/2

no T no B 36 14/22

PreB 2 2/~

Total 53 26/27

F- TIPO DE ANOMAT,IAS CROMOSOMICAS

Los casos se dividieron en : aquellos que presentaron
solamente anomalias en el namero de cromosomas, bien por
ganancia (hiperdiploidia) 0 pérdida (hipodiploidia);
aquellos en los que la alteraciédn cromosdmica fué de tipo
estructural y aquellos en los gue se encontraron ambas
patologias : de nimero y estructura (mixtas) (fig 13 y 14).

El cariotipo que se encontré mads frecuente fué aquel
que solo presentaba anomalias de tipo estructural : 27 casos
de los 60 patolbgicos. Le siguié en frecuencia, el cariotipo

con anomalias de tipo mixto con 20 casos y por dltimo, el
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cariotipo que aparecid con menor frecuencia, fué aguel en el
que las anomalias cromosémicas solo fueron de tipe numérico:

13 casos.

La distribucién de estas anomalias : de numero,
estructura y mixtas, en relacién con la morfologia segun la
clasificaci6tn de la FAB y en relacién con el inmunofenotipo,
se observa en las tablas n?2 8 y 9 y figs. 15 y 16.

Tabla n?2 8 . Tipo de anomalias cromosédmicas en relacidén con

la clasificacién de la FAB.

Tipo FAB Alt. n2 Alt. estructura mixtas Total

Ll 7 11 & 24

L2 5 14 10 29

L3 1 2 4 7

Total 13 27 20 60

Tabla n2 9 . Tipo de anomalias cromosdSmicas en relacidén con

el fenotipo inmunolégico.

Tipo inmunolégico Alt. n2 Alt. estructura mixtas Total

B 2 3 4
T 1 5
no T no B 7 19 9
prebB

En relaci6én al nidmero modal, los cariotipos se
dividieron en pseudodiploides (nimero modal = 46),
hiperdiploides (niimero modal > 46) e hipodiploides (nimero
modal < 46).
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Del total de casos patolégicos 28 fueron
pseudodiploides, 25  hiperdiploides y 7  |Thipodiploides.
(Fig.17,18, 19 y 20).

La distribucién de los casos hiper hipo Y
pseudodiploides se puede observar en las tablas n® 10 y 11.

Tabhla n210. Distribucidn en relacidén con la clasificacitn de
la FAB.

Tipo FAB Hipodiploides Hipexdiploides Pseudodiploides
Ll 2 11 11
L2 5 g 15
L3 - 2

Total 7 25 28

Tabla n® 11. Distribucidén en relacién al fenotipo inmulégico.

Tipo inmuldgico Hipodiploides Hiperdiploides Pseudodiploides

B - 6
T 3 2
no T no B 2 15 18
preB 2

G-~ ANOMAT.IAS CLONALES

1- Cromosomas implicados.

Los cromosomas gque participaron en las anomalias
numéricas y estructurales se recogen en las figuras ne 21 y
22 (se excluyeron las anomalias cuya identificacidén no fué
precisa con la técnica de bandas G).

2-Anomalias estructurales.
El nimerc y tipo de ellas, en cada grupo de leucemia aguda
no linfoblaAstica, se pueden ver en la tabla n2e 12.
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Tabla n2 12. Anomalias estructurales en cada grupo de la FAB

Tipo Micro Del. Trans. Inv, Mar. R. DMS Der. p+g+ Iso Dup
FAB

Ll 1 5 17 1 1 2 1 1

L2 1 6 19 6 2 4 2

L3 2 4 3 2
Total 2 13 40 1 9 1 2 9 3 1 2

En total se tipificaron 83 anomalias, siendo las més
frecuentes las traslocaciones, que correspondieron a un 48%
del total.

En la serie infantil, es de destacar qgque no se

encontraron cromosomas marcadores.

2.1 Translocaciones

Los cromosomas que intervinieron en las translocaciones
y el numerc de veces gue se encontraron figuran en la tabla
n¢ 13.

Tabla ne 13. Translocaciones encontradas en el estudio

inicial.
TRANSLOCACION K. DE VECES
t(1;7) {p36;pl5) 1

t(3:4) (? ; ?)

t(3:5) (922;? )
t(4;11) (qg21;923)
t(5:9) (q33:p22)
t(5;20) (gl5;gl3)
t{6;12) (p2l;p23)
t(6;13) (p25;924)
t(8;14) (g24;932)

S S L . T e



75

t(9;11) (p24;g2l) 1
t(9:;22) (g34;qll) 20
t(11;14) (g23;932)
t(11;14) (pl3;gll)
t(13;13) (pll;qll)
t(13;14) (gléd;g32)
t(14;22) (g32;9ll)

e i e

De las 16 translocaciones tipificadas al inicio de 1la
enfermedad, 5 correspondieron a las denominadas especificas y
2 se consideraron variantes de estas. Las restantes fueron
nuevas translocaciones.

2.2 Deleciones

El namero total de cromosomas con delecién fué de 13.
La Gnica delecidén que se repitid fué la del cromosoma 9 en el
punto pl3. Los cromosomas delecionados y los puntos de rotura
se pueden observar en la tabla nel4.

Tabla n2 14. Deleciones cromosémicas.

Cromosoma punto de rotura
4 pl4
4 cen
5 gll
6 g2l
9 pl3
9 q22
11 gl3
11 q23
12 pll
12 pl2
17 q-
18 pl2

Tocdas las deleciones fueron de tipo terminal,
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2.3 Otras anomalias estructurales

Se observaron 9 cromosomas marcadores y 9 cromosomas
derivados. Otros tipos de anomalias fueron menos frecuentes :
pt Y g+ aparecieron en 3 ocasiones; DMS, duplicaciones,
microcromosomas y anillos, 2 veces ; inversiones, anillos e

isocromosomas 1 vez.

El cromosoma que mAs participdé en estas anomalias fué
el cromosoma 1, del gque se observaron duplicaciones, una

inversidn y cromosomas derivados.

H-PUNTOS DE ROTURA CROMOSOMICA EN EL TOTAL DE LA SERIE.

1- p36,p36,921,9q21,q31,q932,q32.

3- g22,qter.

4- pter,plé4,cen,q2l,q2l1,921,q2l.

5- p22,gql11,9l15,g933.

6- p25,p21,q92l.

7- pl5.

8- g24,924,q24,g924,g24.

9- p13,pl13,pl13,p24,cen,qll,g22,934,934,934,934,934,934,934,
g34,934,934,q34,934,934,934,934 g34 g34 g34,g34,934.

10-

11- pter,pl3,pl3,ql3,q921,923,923,923,923,923,923.

12- pter,pll,pl2,pl3.

13- pll,qll,gl4,qlld.

14- gll,ql1,932,932,932,932,932,932,932,932,qter.

15

16
17
18- pl2
19
20- qgl3

21
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22- gqll,ql1,gq11,q11,q11,q911,911,q91},q11,ql11,911,qll,
qll,qgll,qll,qll,qll,qll,qll,qll.
X
Y
El ntmero total de puntos de rotura identificados en
nuestra serie fué de 106, restringidos a 41 bandas de las que

componen el cariotipo standar.

I.- EVOLUCION DEI. CARIOTIPO POSTRATAMIENTO QUIMIOTERAPICO.

Se estudiaron 26 enfermos a lo largo de la enfermedad
(tabla n¢ 15). De ellos 17 fueron estudiados en el momento de
la remisidén completa, 1 en remisidén parcial, 6 en recaida y
en 2 se hicieron estudios en remisién y recaida.

Tabla ne 15. Evoluci6én del <cariotipo postratamiento

quimioterépico.

ne FAB T.inmuldégico I/A (C.inicial C.remisién C.recaida

2 Ll T I AA AA
5 L2 - I NN NN

b L2 B A NN NN

8 Ll - I NN NN

9 2 - A AN NN

10 11 N I AN NN

12 L2 - A AN NN

leé Ll N A AN AN
19 L2 T A AR NN

21 L3 B A AR NN

23 L2 N A AN NN

27 L1 N A {(ver tabla n@ )

29 L2 - I AR NN
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30 L1 N A AA NN

32 L2 N A AR AR
37 L2 B A AA AA
40 11 N A NN NN

48 L2 N A AN NN AN+
50 L2 N A AN NN

60 L1 N 1 AN AN
86 L2 T A AR NN

87 L2 N A AN NN

94 T2 N A AN AN (RP)

95 L2 N A NN AA
99 11 N I AR NN

105 L2 - A AN NN

J.- EVOLUCION DET. CARIQTIPQ POSTRASPLANTE DE MEDULA OSEA.

La evolucién citogenética de los casos de leucemia
sometidos a  trasplante de médula Ssea ofrece unas
caracteristicas especiales, por lo gque los consideramos en
capitulo independiente del apartado anterior.

Tabla n? 16. Evolucién del cariotipo postrasplante de médula

p—

Osea.

Ne caso C. pretrasplante (. postrasplante C.Recaida

36 v. 46 ,XX
38 Ph 46 ,XX
43 46, XX 46 ,XY
46 H 46,XY
62 v 46 ,XX
65 v. 46 ,%XX
67 v 46 , XX
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68 Ph 46 ,XY
70 H. 46 ,XY
74 v 46 ,XX 46 ,XX 46 ,XX/46,XY
76 V. 46 ,XX
77 Ph 46 ,XX
82 V. 46 ,XX
84 V. 46 XY
91 AR 46 ,XY
106 V. 46,XY

Se estudiaron 16 casos postrasplante de médula &sea.
Como referimos al inicio, 11 casos solo fueron estudiados
postrasplante de médula &6sea. En 5 se hizo el estudio al
inicio y postrasplante.

K.- DIFERENCIAS EN LOS RESULTADOS SEGUN LOS METODOS
UTILIZADOS.

El namero de casos en los que se realizé més de un
cultivo simultédneo fué de 15. La tnica diferencia existente,
fué la variaci6én en la proporcién de la linea patol6gica en
un caso. En este enfermo, se encontrd cromosoma Philadelphia
en el 20% de las metafases en el estudio directo, y en el 75%
de las metafases, en el estudio con Metrothexate.

L.- ANOMAT.,IAS CONSTITUCTONALES

En el total de la serie, solo aparecieron 2 casos
con anomalias constitucionales (casos n? 32 y 95). En uno de
ellos (caso n? 92), la anomalia consisti® en una variante
polimérfica sin repercusién clinica aparente; en el otro
(caso n2 95), la alteracién cromosémica afectdé al par sexual.
En la tabla n2 17, ©podemos ©observar a gque Jrupo
correspondieron estos casos y las anomalias adquiridas que se

asociaron a la constitucional.
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_Tabla ne 17. Casos con anomalias constitucionales.

Tipo FAB Tipo inmulégico A. constitucional A. adquirida
L1 no T no B inv (9) Ph

L2 no T no B 47 , XYY +C(evolutiva)

M.- TRANSLOCACIONES ESPECIFICAS

De las translocaciones consideradas especificas de las
leucemias, encontramos 4 casos con translocacioén
(4;11)(g21;q23); 5 casos con translocacidén (B;l1l4)(g24;g32);
20 casos con translocacién (9;22)(g34;qll); 1 caso con
translocacién (11;14)(g23;932) y 1 caso con translocacién
(11;14)(pl3;qll).

La distribucién de estos enefremos en relacién con la
morfologia o inmunoclogia, la edad, el sexo, % de la
translocacién y las anomalias asociadas, se pueden ver en las
tablas n¢ 18, 19, 20, 21 y 22.

Tabla n2 18 . Casos con translocacién 4;11

Ne SEXO EDAD T.FAB T.INMULOGICO A.ASOCIADAS % t(4;11)
11 H 2 L1 no T no B del(12)(pll) 100
15 H 48 L3 B +8,+21,+X 90
22 v 2 L1 no T no B - 18
89 v 26 L2 no T no B + micro 100



Tabla n? 19 . Casos con translocacién 8;14

Ne SEX0 EDAD T.FAB T.INMULOGICO A.ASQOCTADAS % t(8;14)

21 \ 17 L3 B dup(1l),del(18) 100

49 v 42 L3 B der(1),der(5) 100
del(4),mar

52 v 27 L3 B dup(l),mar 100

64 v 4 L3 B ) 5+7 100

96 H 19 L3 B - 100



Tabla n¢ 20. Casos con traslocacién 9;22.

2
s}

10
14

16
27
33
38
41
48
50
58
60

63
77
78

91

92
94

104

SEXO EDAD
v 14
\'4 4
v 8
v 55
v 52
H 53
H 34
A 29
H 28
v 58
\Y% 12
H 12
H 8
v 20
v 35
H 29
v 19
v 52
v 70

T.FAB T.INMULOGICO A.ASOCIADAS

L2

L1

L2

Ll
L1
L2
L2
L2
L2
L2
L1

L1

L1
L1
L2

L1

L1
L2

L2

no T no B -

preB

no T no B

+C
t(5;20)

+C

$ £(9;22)
16
18

20 (MD)
75(Mtx)

20
92
100
100
100
95
80
100

Ph,+7,+8,+14,+X,+Y,10

t(9;11)8p24;q21)

iso (9q)

-3,-7,inv(1
del (9),R

inv(9)

100
100
100
},100

100
95
90

82
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Tabla ne2l. Casos con t(11;14)(g23;932)

Ne SEXO EDAD T.FAB T INMULOGICO A.ASOCIADAS $
28V 8 L2 - +10,-14,Del(9) 100
+21

Tabla n®22. Casos con t(11;14)(pl3;qll)

N¢ SEXO EDAD T.FAB T.INMULOGICO A.ASOCIADAS %
87 H 19 L2 no T no B - 100

N.- ANOMALIAS CROMOSOMICAS UNICAS

Las anomalias nimericas que sclo afectaron a un cromosoma se
redujeron, a una monosmia 21 y una trisomia 13.

En cuanto a las anomalias estructurales que se presentaron
como {inica alteracién, aparecieron las que se reflejan en la
tabla ne23.

Tabla n® 23. Anomalias estructurales Gnicas

der (1)

del (4)

t (4;11)

t (87;14)

t (9:22)

del (11g23)
t (11;14)



Distribucion por edades
(Total casos 107)

315 anos
81

& afos
48



- N°® Casos.Clasificacion FAB
(Total casos 107)




Tipo inmunolégico
(Total casos 107)

,,///////////////




Distribucion de casos patoldgicos
(Total de casos 94)

Normales Normales
15 16

Patologlcos Patologlcos
25 35

Serie nNinos Searie adultos



N¢ casos patoldgicos
en cada grupo FAB

Tipo FAB

Ml Total casos Casos patoldgicos



N® casos patoloégicos
y FAB (serie nifios)

L2 L3
Tipo FAB

Bl Totaless Patologicos

(Total casos 42}



N¢ casos patoldgicos
v FAB (serie adultos)

Tipo FAB
BN 1otales Patologicos

{Total casos 52}



N® de casos patoldgicos en cada
grupo inmunolégico (serie adultos)

30

..................................................................................................................

..................................................................................................................

pre B B T

Il Totales Patologicos

{Total casos 45)



N° de casos patoldogicos en cada
grupo inmunologico (serie nifios)

30

25 e R

20 | .. T, - - . .. ... iierecsaaraa e R LR E R TR T

15 T IR e R T R

10 | .. 1 .. .. et reiera e e e e e ettt bateen it ibaiar e aen

noTnoB preB

Hl Totales Patologicos

(Total casos 33}



CASOS AA/AN/NN
(Total casos 107)

AA-Todas las metafases anormales
AN-Metafases anormales y normales
NN-Todas lag metafases normales

Fig. 10



Distribucion en relacion con la FAB
(Total casos 94)

N® de casos

20 |

Bl As E=AN [TINN




Distribucion segian inmunofenotipo
(Total casos 78)

25 -

201._. ........................................................................................................................

ol b

0 SEREE [
noTnoB preB B T

Bl AA EAAN EEEINN

16 sin estudio inmunoldgico



Distribucion segun el tipo de anomalia
(Total de casos patologicos 60)




Tipo de Anomalia
(Total casos patologicos 60)

A.Numeéricas A. Estructurales

Bl Ninos Adultos

Nifios 25/ Aduitos 356



o N A O ®

Tipo de anomalia y FAB

(Total de casos patolégicos 60)

B A. nomero A. estructura A. mixtas

Fig. 15



Tipo de anomalia e inmunofenotipo
(total de casos patolégicos 52)

n® casos
20
-'5 N e [
10 R e [ e eean
5 -
noTnoB

Bl A. nimero A. estructura A. mixtas

Fig. 16



Distribucion segin el nidmero cromosoémico

(Total

casos patolégicos 60)

Hiperdipioides
25



Numero cromosomico
(Total casos patologicos 60)

60

Hipodiploide Hiperdiploide Pseudodiploide

B Nifios Adultos
Nifios 25/Adultos 35

Fig. 18

10T



Anomalias numéricas y tipo FAB
(Total de casos patolégicos 60)

Bl Hipodiploide Hiperdiploide Pseudodiploide

Fig. 19

20T



Inmunofenotipo y anomalias numéricas
(Total casos patolégicos 52)

n® casos
20

15 E o ......................................................................................................

job O 00O

5l e % ............................................

noTnoB preB B T

Bl Hipodiploide Hiperdiploide Pseudodiploide

Fig. 20

€01



TRANSLOCACION 1(9;22) (q34.1;911.2)
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Fig.21-~ Esguema y cariotipo
translocacibn (9;22)(g34;gll).
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iso(9q) 9 9:22 22,9 22

Fig.23- caso n? 23 de nuestra serie mostrando cromosoma

Philadelphia por translocacidn 9;22, asociado a un
isocromosoma 9q.
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Fig.24- Esquema y caritipo parcial de la translocacidn

Q21
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TRANSLOCACION

g
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especifica (4;11)(gq21;g23).

11

1

(g21:923)

T

107



108

|'I'|

| e
i

SERVICHD DF GEMETICA MEDICA
HOEFTTAL “RAMON ¥ CAJAL™

/
N n " a0
e i
8 33 san 8z a8 §3 ae

00 00 00 4 e 00 +: o

1¥ TSTPTCTRR | ) ——| | I8 iF [F ] 5] k1]

| . I3 X CARMITIFD p®

- 1]

Fig.25- Cariotipo del caso n® 15, una LLA tipo L3. Se cbserva
la translocacidn especifica (4;11)(g2l;g23), asociada a una
trisomia de los cromosomas 8,21 y X.
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Fig.26- Caritipo mostrando la translocacidn (B;14)(qg24;q32),
asociada a anomalias del cromosoma 1.






(caso n® 52).

28~ Marcadores derivados del cromosoma 1
Técnica de céntromeros.

Fig.
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(TRANSLOCACION  t(8;14) (q24;,932)
14
» am
@z 12
Q
h_iﬁ 932
q24 ii
B— f —
8 814 14.8 4 |
1
v f 8

Fig.29- Detalle de la translocacién (8;14)(g24;932)
caracteristica de la leucemia/linfoma de Burkitt.
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Fig.31- Cariotipo del caso anterior (n® 37
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Fig.32- Caritipo de médula 6sea del caso n2 27 mostrando 1la
translocacién (5;20)(gl5;q13). Esquema precisando los puntos

de rotura de esta translocacidn.
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DELECION del(6) (q21)

C—myb

¥ig.33- Detalle del caritipo del caso n® 19 (LLA-T) mostrandoc
1a delecién de los brazos largos del cromosoma 6.
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DELECION del(9) (p21)

Fig.34- Esquema y caritipo parcial de la delecién de los
brazos cortos del cromosoma 9.
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Fig. 35- Cariotipo de médula &sea del caso n® 30 (LLA no T no

B, tipo L1) mostrando la delecidn de los brazos largos del
cromosoma 11 a nivel de g23.



Fig.

DELECION del(12) (p11-12)

12

p11-12 C~K-rga 2

g%

36- Detalle de la delecién de los brazos cortos del

cromosoma 12 del caso ne 11.
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aso n? 35 mostrando el doble cromosoma

afaspes dal caso
ca de bandas G.
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Fig.38- Metafase del caso anterior con técnica de bandas Q.
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V. DISCUSION

De los 107 casos recogidos en nuestro trabajo,
encontramos gue la distribucién por sexos de esta enfermedad

mostré un predominio de varones sobre hembras: 66 varones y

41 hembras.

El estudio de la patologia cromosdédmica encontrada se
centré en 94 enfermos (58 varones y 36 hembras), en los que
se hizo el estudio cromosdmico desde el inicio de 1la
enfermedad. El porcentaje de varones y hembras patoldgicos
fué muy similar: 65,5% de los varones y 61,1% de las hembras.
E]l porcentaje total de casos cromosémicamente patoldgicos fué
de un 63,8%, cifra coincidente con la mayoria de las series.
En el Tercer Workshop Internaciocnal, encuentran patologia en
el 66% de los casos.

También fué muy similar la patologia encontrada en la
serie infantil y en la serie de adultos: en la primera las
alteraciones correspondieron a un 62,4% y en la segunda a un
64,8%.

Analizando el tipo de anomalias: numéricas o]
estructurales, encontramos en nuestra serie un predominio de
las anomalia estructurales en 27 casos de los 60 patoldgicos
(45%). Le siguid en frecuencia el cariotipo con anomalias de
tipo mixto: 20 casos (33,3%) y en Gltimo lugar, se situé el
grupc de las numéricas con 13 casos (21,6%). Estas cifras
fueron similares a las encontradas en el Tercer Workshop:

Tipo de anomalia 32 Workshop(#%) Nosotros (%)
A. nlimero (ne) 20 21,6
A. estructurales 40 45

A. n? y estructura 40 33,3
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Considerando la <c¢lasificacién de los casos segln
presentaran solo linea anormal (AA) o con mezcla de linea
normal y anormal (AN), los datos variaron de los encontrados

en el Workshop:

Workshop (%) Nosotros (%)
AR 29,1 51,6
AN 70,8 48,4

Pensamos que estas diferencias pueden ser atribuibles a
las técnicas wutilizadas; principalmente a las horas de
cultivo empleadas en cada laboratorio que pueden favorecer la
aparici6tn de una u otra linea celular, como de hecho
comentamos en el apartado C,3 de Material y Métodos.

Teniendo en consideracidén el nimerco cromosdmico, se
encontrd una mayor proporcién de casos pseudodiploides,
seguidos de los hiperdiploides y en 1altimo lugar, los
hipodiploides. La misma relacién se encontrdé en el Tercer

Workshop:
Workshop (%) nosotros (%)
Hiperdiploides 36,8 41,6
Hipodiploides 12,3 11,6
Pseudodiploides 46,6 50,9

El porcentaje de casos patoldégicos en cada tipo
inmunolégico varidé sensiblemente. En las leucemias agudas de
célula B, la patologia correspondidé a un 78,5% de los casos;
en las de células T, a un 50% y en las no T no B, a un 67,3%.
En el tercer Workshop todas las leucemias de tipo B fueron
patolégicas; en el grupo no T no B lo fueron en un 70% y en

el de leucemias T, solo se encontrd patologia en un 39%.
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B- PUNTOS DE ROTURA DE LOS CROMOSOMAS

Teniendo en cuenta gue los Cromosomas sSe rompen en
determinados puntos en el cancer y gque estos puntos son
identificables con las bandas, analizamos los 106 puntos de
rotura identificables en nuestros casos, gue a su vez se
limitaron a 41 bandas. Este nuimero de bandas corresponde
aproximadamente a un séptimo de las bandas del cariotipo

humano standar.

Los cambios cromosdmicos no se producen al azar. Este
hecho ha sido confirmado por distintos autocres (Mitelman y
Levan 1981; Yunis 1983; Rowley 1984,Mitelman 1991). En el aho
1981 Mitelman y Levan llevaron a cabo una recopilacién de
1.871 casos de neoplasia, encontrando que 15 de los 23 pares
de cromosomas participaban de forma selectiva en 1las
neoplasias humanas.

En un andlisis mas profundo, realizado por el propio
Mitelman en 1986, este autor recogi6é en su registro de
neoplasias 5.345 enfermos. En los casos en los que habia un
dnico cambio cromosémico, analizé si este cambio lo
presentaban al menos dos neoplasias del mismo tipo y llegd a
reunir, con este criterio, 77 anomalias diferentes. La
conclusidn més interesanteué que 1los puntos de rotura de
estas alteraciones cromostmicas afectaban solo a 83 bandas,
lo que representaba, aproximadamente, la cuarta parte de las
gque muestra un cariotipo humano analizado con las técnicas

habituales de bandas.

En el tercer Workshop la distribucién de 333 puntos de
rotura no fué al azar. De ellos, 194 fueron confinados a 7
regiones cromosémicas.

Nuestros hallazgos no pueden compararse con los de
Mitelman vya gque, por una parte, tomamos en consideracién
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todos los casos y no solo agquellos en los que habia una lnica
anomalia, y por otra, nuestro estudioc se restringié a un solo

tipo de neoplasia.

C-TRANSLOCACIONES ESPECIFICAS

Dentro de las +translocaciones consideradas como
especificas, encontramos 5 de ellas: la tranlocacidén 4;11,
8;14, 9;22, y la 11;14 con dos puntos de rotura diferentes.
De estas dos dltimas solo encontramos un caso de cada una.

El hecho méAs destacable en nuestra serie, fué la
intensa asociacidén entre la morfologia de los blastos y las
translocaciones especificas. Todos los pacientes que portaban
una translocacién (8;14)(g24;g32) tenian morfologia L3. Se
obtiene un resultado similar en el tercer Workshop en el que
encuentran gque todos los pacientes, salvo uno con la
translocacién 8;14 (tipo Ll1), tenian morfelogia L3. Ningin
caso con cromosoma Philadelphia & 6g-, pertenecié al grupo
de la L3 tanto en nuestra serie como en el Workshop.

1- Cromoscoma Philadelphia

El cromosoma Philadelphia fué la anomalia estructural
més frecuente en nuestra serie, en la que aparecieron 20
casos con esta alteracidén. En uno de ellos se observé un
doble Philadelphia. La proporcidén de cromosoma Philadelphia
en la serie fué de un 21%, del total de los casos gue se
estudiaron en el momento inicial del proceso leucémico. Esta
cifra representa un 33% de todos los casos con patologia
cromosdmica.

El descubrimiento del cromosoma Philadelphia en las
leucemias agudas, tanto de tipo mieloide como 1linfoide, ha
llevado a plantear la relacién existente entre las ancmalias
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cromosSémicas y la proliferacién de un determinado tipo
celular. En los Gltimos anos se ha encontrado que este
cromosoma se asocia con frecuencia con la leucemia
linfoblastica aguda (20-30% de los casos) y aungue mis
raramente, también se encuentra en las leucemias agudas no
linfoblasticas (2-3% de los casos)({Sandberg 90; Mitelman 91).

El andlisis morfolégico de los casos de nuestra serie
con cromosoma Philadelphia mostré que todos pertenecian a la
L1 6 la L2 en una proporcidén muy similar: 9 L1 y 11 L2.

Se encontrd con mayor frecuencia en la serie de adultos
(22%) gque en la de nifios (13%). Estos hechos coinciden con
los reflejados en el tercer Workshop, en donde también
encuentran que fué mucho mas frecuente en adultos gque en
nifios. La razén de adultos a nifios fué tres veces mayor;
todos fueron no T no B y ninguno se encontré dentro del grupo
de la L3. Los porcentajes que encuentran para €l cromosoma
Philadelphia son del 5,7% en los nifios y del 17,0% en los
adultos.

En todos nuestros casos, el cromosoma Philadelphia se
produjo por la translocacién clésica t(9,22), excepto en una
L2 del adulto (caso n2 23) en la gue el cromosoma 22 se
translocé a los brazos largos de un cromosoma 14. En el
Workshop, también encontraron una baja proporcién de
variantes; salvo en 4 casos, todos tenian la translocacién
(9;22). Las variantes consistieron en 2 translocaciones
simples (6;22) y(21;22) y una translocacién compleja(3;9;22).
En un caso no vieron la translocacion.

En 23 de los 45 pacientes, encontraron anomalias
adicionales al cromosoma Philadelphia; esta frecuencia es
mucho menor gue la que presentan los casos con LMC en crisis
blastica. En nuestra serie, también queda reflejada la menor
proporcién de anomalias asociadas que las gque se observan en
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la leucemia mieloide crénica. Nosotros encontramos anomalias
asociadas solo en 6 casos. En un caso (n2 60) algunas de las
anomalias asociadas fueron del tipo de las gue tienen lugar
en la crisis blésticas de la leucemia mieloide crénica: doble

Philadelphia v trisomia 8. Las demés alteraciones
cromosémicas asociadas al Philadelphia, no son
caracteristicas de la crisis bléstica en 1la leucemia

mieloide crénica. El tipo de alteraciones asocciadas varib:
encontramos translocaciones balanceadas, ganancia y pérdida
de diferentes cromosomas, isocromosoma 9g, un anillo, una
delecidn del cromosoma 9 y una inversién del cromosoma 1.

En el tercer Workshop, la anomalia adicional numérica
més frecuente, fué la ganancia de un cromosoma Ph o de un
cromosoma 8. Encontraron adem&s un anillo del cromosoma 21, 2
translocaciones balanceadas y un caso con ganancia del
cromosoma 5. En las alteraciones estructurales el cromosoma
que con mas frecuencia se alterd fué el cromosoma 7.

En el momento actual y a la vista de nuestros resultados
y de los comentados en la literatura, parece claro gue no
existe un patrén determinado de anomalias adicionales al
cromosoma Philadelphia en las leucemias agudas, aunque es de
destacar la alteracién de los brazos cortos del cromosoma 9
observada en nuestra serie y constatada también por Rieder y
Fonatsch (1991). En tres casos de su serie de LLA, encuentran
una delecién de 9p y en un caso, un isocromosoma 9q similar
al nuestro, sugiriendo estos autores que puede ser una
alteracién secundaria, no al azar, en los casos de LLA, Ph+.
A nivel molecular, anomalias del brazo corto del 9 pueden dar
lugar a la pérdida de genes que codifican las citockinas, las
cuales inhiben la proliferaciém celular y podrian, también,
dar lugar a la delecién o al reajuste de un gen supresor.

Como es sabido, el cromosoma Philadelphia se asocié

durante varios afios con la leucemia mieloide crénica y no es
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hasta el afio 70, es decir 10 afios después de su
descubrimiento (Nowell y Hungerford 1960), cuando se hace la
primera descripci6n en la leucemia aguda (Prop y Lizzi 1970).

Se ha especulade mucho sobre el significado del
cromosoma Ph en este tipo de leucemias. La pregunta mas
importante al respecto es, si verdaderamente existe la
leucemia aguda Philadelphia positiva o si se trata, mas bien,
de una manifestacién de la leucemia mieloide crénica. Ya en
1977 Gibs y cols. se plantean esta interrogante. Estudian
estos autores dos casos de LLA Ph+, encontrando en ellos un
comportamiento diferente. En un caso, al remitir el cuadro
agudo, se desarrollé una LMC Ph+, sin embargo en el otro, al
entrar en remisién desaparecidé el cromosoma Philadelphia,
volviendose a evidenciar en la recaida. Estos distintos
comportamientos llevan a pensar, que puede haber diferentes
entidades dentro de este grupo de leucemias agudas
Philadelphia positivas. Varios autores se plantean entonces,
si se trata verdaderamente de distintas entidades o todos los
casos Philadelphia positivos corresponden a una misma
enfermedad, con manifestaciones diferentes (Catowsky 1979).
Los estudios moleculares llevados a cabo en las leucemias
agudas Ph positivas, indican gque en algunos casos la
alteracidén a ese nivel es similar a la gue tiene lugar en la

leucemia mieloide crénica, variando en otros.

Por lo que a la citogenética se refiere, el cromosoma
Philadelphia tiene efectivamente un comportamiento diferente
en las leucemias agudas y en la leucemia mieloide crénica.
Estas diferencias son las siguientes:

~ En las leucemias agudas se presenta generalmente en mosaico
con linea celular normal.

~ Cuando 1la enfermedad entra en remisién desaparece el
cromosoma Philadelphia.
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~ Las anomalias cromosémicas adicionales son diferentes que
las encontradas en la fase blastica de la leucemia mieloide

crénica.

- Son mas frecuentes las variantes del cromosoma
Philadelphia, sobre todo en la leucemia aguda no
linfoblastica.

Abe y cols. en el afio 1985, aportan datos sobre
posibles diferencias entre las leucemias crénicas y leucemias
agudas Philadelphia positivas. Estudian citogenéticamente
colonias eritroides, derivadas de una leucemia linfoblastica
aguda Philadelphia positiva y encuentran gue estas células no
estaban implicadas en la proliferacidén anormal, mientras que
en la LMC si se ha comprobado la participacién de las células

de la serie eritroide (Sandberg 1980).

En nuestro estudio es de resaltar, la formacién del
cromosoma Philadelphia en todos los casos salvo uno por
translocacién 9;22. En 11 casos se puso de manifiesto 1la
existencia de 1linea celular normal y por idltimo, es de
destacar el tipo de anomalias adicionales, tan dispares, de

las encontradas en la leucemia mieloide crénica.

Este cromosoma Ph, indistinguible por citogenética del
gue se presenta en la LMC,puede ser diferente a nivel
molecular. En el 50% de los casos, el punto de rotura en el
cromosoma 22 de la LLA, ocurre en la clasica regidén "ber" de
5,8 Kb y fuera de este segmento, en el resto. La proteina que
aparece en estos ultimos casos, P190, es diferente de la P210
de la LMC.
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Variantes d CIrom Philadelphia

Nosotros solo encontramos un caso con una variante del
cromosoma Philadelphia (Ferro y San Romdn 1986); esto
representa una proporcidén en nuestra serie de un 5%. Esta
proporcidén es mucho menor que la encontrada por Rowley en una
revisidén efectuada en 1981. Esta autora encuentra en la
leucemia aguda no linfobldstica un 33% de variantes, en 1la
leucemia linfoblastica aguda un 13% y en la LMC un 8%,

La variante encontrada por nosotros se trataba de una
translocacién 14;22. Ban sido descritas muchas variantes del
cromosoma Philadelphia (Sandberg AA 1980), no encontrandose
una relacién entre la variante cromosdmica y el tipo de
leucemia que lo porta (leucemia aguda mieloide, leucemia
aguda linfoide, leucemia mieloide crénica con diferentes
tipos de crisis bléstica). En nuestro caso, se puede pensar
que existe esta relaci6én, al formarse con esta translocacién
unc de los marcadores mé&s importantes de la serie linfoide,
el 1l4g+. En la literatura hemos encontrado otros dos casos en
los que esta translocacifn tuvo lugar (Ayraud N y cols.1975).
Los dos casos correspondieron, al igual que el nuestro, a una
leucemia linfoide aguda.

2~Translocacidn 4;11

En nuestra serie de leucemia linfoblastica aguda,
encontramos esta translocacidn en 4 casos; de ellos 2 fueron
ninos de corta edad (2 afios). Esta asociacién de la
translocacién 4;11 con la leucemia aguda linfobldstica en
nifios de corta edad ha sido puesta de relieve por otros
autores (Arthur DC Yy cols. 1982). Se encuentra
preferentemente en hembras y, sobre todo, es la anomalia mas
frecuente en la leucemia congénita. La distribucidn por sexos
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en nuestros casos no siguié la norma general, correspondiendo

2 casos a varones y 2 a hembras.

La translocacién 4;11 (g21;q923), se considera uno de
los marcadores cromosémicos especificos de 1la leucemia
linfoblastica aguda (clasificacién MIC,1986), encontrandose
en los casos que la portan ciertas caracteristicas comunes.
Generalmente es de fenotipo inmunolégico indiferenciado. Hay
3 casos excepcionales, entre los que se encuentra unc de los
incluidos en esta serie ( Ferro y San Rom&n. 1986). Se trata
del caso n? 15, una hembra de 48 afios de edad, diagnosticada
de leuncemia linfoblastica aguda con células blasticas tipo
Burkitt e inmunoglobulinas de superficie positivas. Leroux y
cols.(1988), refieren otro caso excepcional : una
translocacidén 4;11 (g21;923) en una enferma con un linfoma
no Hodgkin. Ambas pacientes eran hembras de mediana edad.

Raynaud y cols. en 1988, encuentran la translocacién
4;11 en una leucemia cuyos blastos presentaban una morfologia
tipo Burkitt y que inmunolégicamente era una LLA pre-B. La
enferma de estos autores era también una mujer y tuvo una
mala evolucidén; fué tratada con un protocolo de alto riesgo,
falleciendo a las 3 semanas del inicio de la enfermedad. E1
caso de estos autores y el nuestro, tienen ademds en comin,
una Pas positividad gue no es lo habitual en la LLA tipo L3
de la clasificacidén de la FAB.

Kokova y cols. 1985, revisan 36 casos de translocacidén
4;11, encontrande que las caracteristicas de este grupo son:
edad joven, morfologia L1 y L2, inmunologia no T no B, pobre
pronéstico y tendencia a desarrcllar comportamiento
mieloide. Una revisién posterior de De Braekeleer y Lin 1986,
de 43 casos, sugieren que esta translocacién se asocia con un
grupo heterogéneo de leucemias, incluyendo la leucemia aguda
no diferenciada y la LLA comin. Se llega a la conclusién de

gque en estos casos, la célula alterada tiene que ser una
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célula pluripotencial, con posibilidad de ambas

diferenciaciones : mieloide y linfoide.

En el MIC comentan que se encuentra en 3 tipos de
leucemia: LLA, tipo L1 y L2; leucemia aguda mielomonocitica y
en las llamadas leucemias agudas de fenotipo mixto. En
nuestra serie los otros casos correspondieron a dos L1 y una
L3.

En el +tercer Workshop, 17 casos no tenian otra
anomalia anadida, 1 tenia una delecién del 17 y otro, una
hiperdiploidia. En 3 de nuestros casos existieron anomalias
asociadas, no coincidentes. Uno fué hiperdiploide y en 1los
otros dos habia anomalias de tipo estructural. La proporcidn
de la translocacién varid desde un 18% a un 100%.

A=lranslocacion 8:14

De los 5 casos con translocacién 8;14, 4 fueron varones y 1
hembra. De ellos, 4 fueron adultos y 1, un nifio. Todos
estaban por debaijo de los 50 afios, desde los 4 a los 42, con
una media de 21.

En el tercer Workshop, también encuentran un mayor
namero de varones que de hembras con esta translocacién y més
adultos que nifios; clasificando los casos dentro de la L3 y
con marcadores B. Todos nuestros casos correspondieron a la
L3 y tenian marcadores de células B. Los puntos de rotura
fueron todos idénticos, gZ24 en el cromosoma 8 y 32 en el
cromosoma 14.

Ocho de los casos del Workshop no tenian anomalias
adicionales y siete las presentaban. De los 7 casos, 5 fueron
pseudodiploides y 2 fueron hiperdiploides. Nosotros
encontramos anomalias adicionales en 4 de los 5 casos; de
ellos, las anomalias adicionales fueron muy similares en 3.
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Los 3 tenian duplicacién de lq, alteracién muy infrecuente en
otros tipos de leucemia. Ademds de duplicacién de 1q,
encontramos marcadores y deleciones. En un caso las anomalias
fueron mas sencillas, solo presentaba ademds de la
translocacién 8;14, una trisomia 7. La translocacibén, se
presentd en 4 casos como Gnica linea celular y uno de ellos
conservaba linea celular normal, aunque en muy baia
proporcidén (4%).

La alteracién del cromosoma 1, ademds de otras
alteraciones hematolégicas, ha sido descrita por algunos
autores en los procesos linfoproliferativoes (Anglani F. y
cols 1981; Slavutsky Y. y cols. 1981; Panani A. y cols.
1984).

El significado de esta alteracién, encontrada por
nosotros en este tipo de leucemia (L3) y no en ningin otro
tipo morfolégico, hace pensar que tiene que estar intimamente
unida al desarrcllo tumoral y condiciconada por la
translocacién primaria, la translocacién (8;14)(g24;g32).

4- Translocaciones 11:14

La translocacidén 11;14 (pl3;qll) se ha encontrado en
procesos linfoproliferativos T y la morfologia L1 o L2. En
14gl1l se ha localizado el locus de la cadena alpha del
receptor de células T (TCR), encontrando algunos autores
(Lewis 1985, Erickson 1985) que el punto de rotura en 14qll
interrumpe el locus del receptor entre las regiones V y C,
dan lugar a la reunién de las secuencias J y C con los brazos
cortos del cromosoma 1ll. Sin embargo hay casos descritos en
los que participan reajustes de 1llg y el fenotipoc inmulébgico

es variable (Dubé y Greenberg 1986).
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En nuestro caso (n? 55) se trataba de una nifia que fué
diagnosticada de L2 no T no B. En el cariotipo habia
anomalias asociadas y al igual que Dubé y Greenberg pensamos
que para conocer una relacidén exacta entre este punto de
rotura (14pll) y el fenotipo inmunolégico es nesario un mayor

conocimiento a nivel molecular.

En cuanto a la translocacién 11;14 (g23;932) la
encontramos tambien en la serie infantil, y el cariotipo fué
al igual que el anterior de tipo complejo. En este nifio no se
pudo definir el fenotipc inmunolégico y morfologicamente la

leucemia correspondié al tipo L2.

D-TRANSLOCACIONES ENTRE CROMOSOMAS HOMOLOGOS

Encontramos una translocacitn entre cromosomas
homélogos de tipo Robertsoniano { 2 cromosomas del grupo D);
esta translocacidén, en nuestro caso, fué de caré&cter
adquirido y produjo en las células leucémicas una trisomia
13.

Este caso (n? 37 de nuestra serie) tenia como dnica
anomalia, tanto en el momento inicial de la enfermedad como
en estudios posteriores, una translocacién robertsoniana o

isocromosoma 13;13.

Una translocaciédn robertsoniana adguirida es
morfolégicamente indistinguible de un isocromosoma y ambas
interpretaciones son posibles, en este caso, al existir un
cromosoma 13 normal, no variando las consecuencias a nivel
génico (trisomia 13).
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Las translocaciones robertsonianas son unas anomalias
estructurales que implican la reunmién de brazos enteros
entre cromosomas acrocéntricos. Pueden participar, por tanto
en ellos, los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22. Los centrémeros
pueden romperse por distinto lugar, originandeo cromosomas
monocéntricos o dicéntricos.

Este tema ha sido revisado por Hecht 1y cols.
recientemente . Comentan los autores que siendo uno de los
cambios mAs comunes entre las anomalias constitucionales,
aparecen con poca frecuencia entre las anomalias adquiridas
en el céncer. Asi de una muestra de 30 translocaciones
robertsonianas que retinen en enfermos con neoplasia, solo 3
eran adquiridas. La frecuencia de esta anomalia es de 1 por
1.100 recién nacidos y de 1 por 10.000 en el céancer.

La tasa de mutacién para los reajustes robertsonianos,
es la tasa mé&s alta de los reajustes cromosdSmicos en el
hombre. Otro hecho curicso gque tiene lugar en estas
translocaciones, es gue no son inducidas por agentes quimicos
o ionizantes. La mls frecuente es la translocacidn 13q;1l4qg
(Hecht y cols. 1988). Quizds la baja presencia de estas
translocaciones en la célula neoplésica, siendo una de las
mas frecuentes constitucionales, sea porque las
translocaciones robertsonianas -por si solas- no confieren a
la célula mutada una ventaja selectiva y solo las observamos
cuando se han produciodo otros mecanismos oncogénicos.

Han sido publicados unos 30 enfermos con translocacién

robertsoniana en el clncer (Morgan R y ceols 1987). 27 de
ellos, eran de origen constitucional. En otros 3, las
translocaciones eran adquiridas; consistian en 2

translocaciones 13q;15g y una translocacién 13g;l4q. Un caso
era una leucemia prolinfocitica; otro caso era una LLA en una
enferma con ataxia-telangiectasia y otro fué una LANL. En los
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3 casos no se presentd® como Unica anomalia sino que fueron
complejos. Los autores propcnen gque el mecanismo de las
translocaciones Robertsonianas, no es el comin para otras
translocaciones en las gue se encuentra como base una rotura.
Piensan que se pueden producir mé&s bien por mecanismos de
recombinacién, por tener cerca del centrémero regiones

homélogas.

Otro caso de translocacién robertsoniana adquirida, ha
sido publicado por Fan Y-S5. y cols 1988. La translocacién
tuvo lugar entre los 2 cromosomas del par 14 y el diagnodstico
fué de sindrome mielodisplésico, apareciendo a continuacién
de un tratamiento de mieloma miltiple. El enfermo tenia en su
cariotipo de médula 6sea, otras anomalias asociadas de tipo

complejo .

El trabajo mls reciente en este tema es el de Horsman y
Kalousek (1990). Estos autores describen 3 enfermos, con
translocaciones robertsonianas adquiridas en el céncer y que
daban lugar a trisomias © tetrasomias. Las translocaciones
que refieren son diferentes de la encontrada por nosotros en
dos aspectos fundamentales: por una parte, estas
translocaciones robertsonianas, en dos pacientes, fueron
adquiridas a lo largo de 1la enfermedad, es decir, se
presentaron como un fenémeno de evolucidn clonal; por otra,
en el tercer paciente se encontré en el estudio inicial, pero
asociada a una de las translocaciones especificas de la
leucemia aguda no linfoblAstica: la translocacién 15;17. Ello
hace pensar que también en este caso, se puede tratar de un

fen6meno secundario.

Nuestro caso es el UGnico en la literatura, en el que
una translocacién de este tipo, dando lugar a una trisomia,
se encuentra comc anomalia fnica e inicial. Esto nos hace

pensar qgue la duplicacién de la informacidén genética que
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produce, puede estar en estrecha relacién con el desarrollo
tumoral (Ferro MT. y San Rom&n C. 1991).

E-OTRAS TRANSLOCACIONES

Aparte de las translocaciones ya comentadas encontramos
otras 9. Ninguna de ellas se produjo como dGnica anomalia, no
pudiendo por ello conocerse si se relacionan con el inicio
de la enfermedad o, por el contrario, se han producido

durante el proceso de evolucién de la célula tumoral.

Una de ellas tiene unas caracteristicas especiales: la
translocacidén 5;20 encontrada en el paciente n2 27. Se trata
de un enfermo de 52 afios de edad, en el que se hizo el
diagndéstico de LAL no T no B. Este enfermo, presentaba 1la
translocacién 5;20 tanto en las recaidas leucémicas como en
los momentos 1libres de enfermedad. En las recaidas, se
observaba ademds una linea celular independiente de la que
presentaba 1la translocacién, en la gque habia cromosoma
Philadelphia. Existia también una linea celular normal. Su
cariotipo, mostrdé la peculiaridad de que al entrar en
remisidén desaparecia el cromosoma Philadelphia, persistiendo
la translocacién 5;20. Se puede pensar que la translocacidn
5;20 era constitucional sin relaci6én con su proceso
leucémico. Sin embargo no la encontramos en repetidos
estudios en sangre periférica, lo gue nos hace descartar esta
hipétesis.

Es posible que 1la leucemia del enfermo, esté en
relacién @nicamente con su translocacidén 9;22. En cuanto a la
translocacién 5;20, constituye un clon anormal sin relacién
en el momento del descubrimiento, con patologia hematolégica.

Esta translocacién ha sido encontrada también por
Stelmach y Nowell (1987). Estos autores refieren 2 casos de
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sindromes mielodisplasicos, ambos con una translocacién 5;20,
con puntos de rotura en gl5 y gl3 respectivamente, igual que
en la nuestra.

La leucemia de nuestro enfermo pudo asentar sobre un
cuadro mielodispléasico previo, confiriendo a su proceso un
mayor grado de malignizacién la adquisicién del cromosoma
Philadelphia.

En este enfermo, pudieron ocurrir dos alteraciones a
nivel de sus genes: la yuxtaposicién de 5g, conteniendo los
genes GMCSF y CSF-1, con el oncogén src mapeado en 20ql3 vy,
por otra parte, el reajuste bcr-cabl.

La descripcién por parte de dos laboratorios diferentes
de una misma anomalia, en este caso el laboratorio de
Stelmach y el nuestro, hace que esta se pueda considerar como
especifica del céncer.

F- OTRAS ANOMAT.TAS ESTRUCTURALES RELACTYONADAS CON LA LLA

1- 14g+

Se encontré un 1l4gq+ en 11 casos. De ellos 5
correspondieron a la translocacién 8;14, 1 a la translocacién
14;22 ya comentada y 5 tuvieron un origen variable. Estos
casos representan un 17% de los patolégicos. Es de destacar
gue los cinco casos en los que el l4g+ fué originado por la
translocacién 8;14 correspondieron todos a la L3,
perteneciendo los demds, morfoldgicamente, a L2. Un caso
tenia marcadores T.

En el Workshop encuentran un 1l4g+ en 15 casos. 56%
fueron de c¢élulas nulas y 44% de células B. El1 149+ se
produjo por una translocacién balanceada en 6 casos, con
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translocaciétn 11;14 (923,932) 3 casos. Encuentran una
asociacién frecuente de 1l4g+ con delecidén del cromosoma 4.
Nosotros no encontramos esta asociacidén en ningin caso y si,
la ya mencionada, de la translocacidén 8;14 con la duplicacién
de 1lqg.

2- Anomalias de 9p

La alteracién de los brazos cortos del cromosoma 9 la
encontramos en 4 casos, los puntos de rotura variaron: 9p
cen, 9pl3, 9p22 y 9p24.

Tres casos fueron L1 y uno L2, perc lo que Jllama la
atencién, es que los 4 casos se aparecieron en la leucemia
infantil. El1 caso con punto de rotura en 9p22 (caso n22)
correspondia a una leucemia tipo T, lo que coincide con los
datos existentes en la literatura. Es un hecho hoy en dia sin
explicacién, la presencia de determinadas anomalias con mayor
frecuencia en los nifios que en los adultos o viceversa.

Se ha considerado que la LLA de los nifnos con anomalias
de 9p, especialmente en las bandas p21-22, forman un subgrupo
especial. Lal y cols. (1988), revisan 128 casos de LLA entre
adultos y nifios encontrando 4 de ellos que tenian anomalias
de 9p.

En 1983 Kowalczyk y Sandberg, refieren 7 casos de nifos
con delecidén parcial del brazo corto del cromosoma 9, entre
las bandas p21-22 o pérdida total del cromosoma. Tenian unas
caracteristicas especiales y la mayoria de las leucemias eran
de origen en las células T. Existen trabajos a favor y en
contra de esta asociacién. Apoyéndola estaria el trabajo de
Chilcote y cols. (1985) y en contra el de Carrol y
cols. (1987).
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No se conoce si el 9p es un defecto primario &
secundario. A favor de que esté involucrado en el desarrcllo
de la leucemia, se encuentra el que forma parte de una de las
translocaciones especificas de 1la LANL tipo M5, de la
clasificacién de la FAB: la translocacién 9;11 y ademés
también lo apoya, el que en esta banda aparece uno de los
puntos frédgiles del genoma humano (Hecht F., Hecht BK 1986).
También el enzima metiltioadenosina fosforilasa, que
participa en el metabolismo de las purinas en los linfocitos
proliferantes, se ha localizado en los brazos cortos del

cromosoma 9 (Carrera y cols. 1984).

Alteraciones de 9p22, han aparecido asi mismo en
leucemias agudas linfoblésticas de cé&lulas B (Takeda T. y
cols. 1988), pudiendo indicar que esta anomalia no esta

relacionada con un inmunofenotipo determinado.

La mayoria de los casos con alteracién a nivel de 9p21-p22,
se han clasificado de LLA o leucemia aguda monocitica (Rowley
1984). Parece que cuandoc hay translocacidén, se diferencia méas
la célula como monocitica y, cuando hay delecién, como LLA.
En la clasificacidén MIC se refiere que aparece sobre todo con
los fenotipos morfolégicos L1,L2 y el inmunolégico T.

3- _bg-

Solo encontramos un caso con delecidén de 6gq en la banda
g2l. Se trataba del caso n2 19 de nuestra serie, una leucemia
aguda linfoblAstica en un vardén adulto, de morfologia L2 y
fenotipo T. En el Workshop la encuentran més en nifios que en
adultos.

En la MIC comentan gque las bandas varian de 6gl5 a
6g21. Se encuentra mis en L1 o L2, aunque también se ha visto

en otros tipos.
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4- 11g23

El punto 11q23 se ha encontrado alterado en 2 de las
translocaciones especificas: la translocacién 4;11 y la
translocacién 11;14. Como flnica anomalia lo vimos en un caso

de Ll no T no B (n2 30 de nuestra serie}.

En este enfermo, ocurrié un cambio de estirpe celular
de su proceso leucémico en el momento de la recaida.
Diagnosticado al inicio de una leucemia linfoblastica aguda,
posteriormente cambidé a leucemia aguda monocitica (Del Potro
y cols. 1988). La apreciacién en este caso de un cambio de
estirpe celular ofrece un gran interés, ya que se discute si
la anomalia 11423 se asocia a la leucemia aguda linfoblastica
0o a una leucemia de caracteristicas mielomonociticas.

Anomalias cromosémicas con participacidén de 11g23 se
han visto en varias leucemias agudas. Una especifica es la
translocacién 9;11 (p2l1l &6 22;g23) asociada a la leucemia
aguda monocitica (Hagemeijer A. y cols. 1982); otra la
translocacién 4;11, ya comentada. En 11g23 se ha localizado
un oncogén, el c-estl, gue puede jugar un papel en el
desarrollo de la leucemia ( De Taisne y cols. 1984).

Fan y cols.(1988), refieren esta translocacidn c¢on
diferentes puntos de rotura en el cromosoma 9 en una leucemia
aguda linfobléstica tipo T y morfologia L2.

Un caso con cambio de estirpe celular y afectacidén de
1123 es descrito por Abe y cols.(1988). El1 enfermo fué
diagnosticado de LLA tipo L2, sin embargo las células tenian
positividad para antigenos antimieloides monoclonales y los
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marcadores eran linfoides. Las leucemias con alteracién de la
regién g23 en el cromosoma 11, se consideran por algunos
autores dentro de un subtipo especifico independiente (Kaneko
y cols. 1986). |

G- ANOMAT.IAS NUMERICAS RELACIONADAS CON TA LLA

l- Trisomia 3 y trisomia 8

Estas trisomias se observan en algunos casos de linfoma
no Heodking, atribuyendosele por algunos autores un papel en
los procesos linfoproliferativos (Fleischman EW y cols. 1977;
Kaneko Y. y cols. 1982).

La trisomia 8, tan frecuente en la leucemia aguda no
linfobl&stica, nosotros la encontramos solo en dos casos de
leucemia aguda linfoblistica. Uno de ellos, se trataba de una
mujer de la serie de adultos, cuya leucemia tenia
caracteristicas de células B. Las anomalias que le
acompafiaron fueron: una trisomia X, una trisomia 21 y una
translocacién 4;11. Teniendo en cuenta que la translocacién
4;11 se puede considerar comoc una de las anomalias
especificas, la ganancia del cromosoma 8 entraria dentro de
los sucesos considerados secundarios. El1 segundo caso con
trisomia 8, fué un nifio con una L1 no T no B. Se acompahd
también de otras trisomias y, al igual que la anterior, de
una de 1las translocaciones especificas: la translocacidn
9;22, por lo que la trisomia 8, se puede considerar que
presenta las mismas caracteristicas que en el primer caso.

En cuanto a otra de las trisomias consideradas como
relacionadas con los procesos linfoproliferativos: la
trisomia 3, nc la encontramos en ningin caso en nuestra

serie.
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2- Otras trisomias

Las anomalias numéricas encontradas c¢omo un hecho
primario en las leucemias, son raras comparadas con las
translocaciones, inversiones 6 deleciones, Casos con
anomalias numéricas solamente y con menos de 50 cromosomas,
que consideraremos en un grupo aparte, solo aparecieron 5 : 3
en la serie de adultos y 2 en la infantil. De ellos fueron 4
varones y 1 hembra. En un caso, el caso n? 12 de la serie de
adultos, la anomalia numérica fué una monosomia : la
monosomia 21. Los otros 4 casos tenian trisomia de diferentes
caracteristicas. Los cromosomas que participaron fueron el 5,
13, 21 y 22.

Solo las trisomias 4, 8 y 1l en la leucemia aguda no
linfobléstica y la trisomia 21 en la leucemia linfobléastica,
han sido aceptadas como cambios primarios ( Sandberg AA 1986)

El cromosoma 5 contiene determinados genes relacionados
con la hematopoyesis y por ello, se puede pensar, que la
trisomia pueda ser determinante en algunos casos del
desarrollo del proceso neoplasico. Estos genes incluyen entre
otros el "fms", un grupo de genes que tiene un papel en el
crecimiento y diferenciacién de la célula mieloide (CSF-1,
CSF-2, GM-CSF y PDGFR) y otro grupo, que juega un papel en el
metabolismo celular (YRL, DHFR y HPRTP2). La trisomia del
cromosoma 5 no es infrecuente en los linfomas y se ha
descritoc igualmente en la leucemia linfoblastica aguda
(Sandberg A.A. 1988). Nuestro caso de trisomia 5 era un vardn
de la serie infantil con leucemia aguda linfobléstica del
tipo T, asociada a trisomia 22. En este caso, al estar unida
a la trisomia 22, no se puede asegurar un papel primario en
la enfermedad.
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En lo que se refiere al cromosoma 21, se ha pensado
siempre que esta trisomia podia tener un papel especial en
las leucemias, al ser la anomalia cromos6mica que produce el
sindrome de Down, tan relacionado con esta patologia
hematolégica. Esta trisomia es muy frecuente en las leucemias
agudas, llegande a un 20% en los nihos con leucemia
linfobléastica aguda (Thir International Workshop on
chromosomes in Leukemia 1980 (1981). No solo como anomalia
numérica se produce la trisomia 21, hay asi mismo casos en
los cuales la anomalia es estructural y conduce a las mismas
consecuencias que la de tipo numérico: un aumento de la dosis
génica de este cromosoma ( Dube y El-Solh, 1986). El f{nico
caso de nuestra serie con aumento del nimero de cromosomas
del par 21, fué una leucemia congénita que comentaremos en

capitulo aparte.

El oncogén c-ets 2, se localiza en el cromoscma 21, en
las bandas 21g22.1-22.3 (Watson y cols.1985), encontrandose
que este oncogen se transloca al cromosoma 8 en la
translocacidén especifica (8;21). Seth y Watson (1989)
demuestran que la dosis extra o la sobre-expresién del ets
2" murino, tiene actividad mutagénica y oncogénica "in vitro"
e "in wvivo". Apoyando estos trabajos, se encuentra
recientemente la publicacién de Santoro y cols. (1992) en
donde se relata la amplificacién del "ets 2" en un caso de
LANL, con translocacién (6;21;18). Parecen existir, por tanto,
evidencias de que dosis extra del c¢romosoma 21, tanto en
forma constitucional (sindrome de Down) como adguirida,
representa una sobreproduccién de la funcién del gen "ets 2".

Otro de nuestros casos presentaba como Unica anomalia
una trisomia del cromosoma 13.

La importancia de la patologia del cromosoma 13 en las
leucemias no ofrece duda en lo que respecta a la pérdida de
la banda gql4; en la mayoria de 1los casos por delecidn

intersticial (Johnson y cols. 1985).
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L.a escasa frecuencia de anomalias numéricas unicas,
queda constatada también en el tercer Workshop, en donde
encuentran ganancia o pérdida de un tGnico cromosoma solo en 4

casos.

3~ Hiperdiploidia de mds de 50 cromosomas

Dentro de este grupo, hemos incluido 10 casos; de ellos
7 pertenecientes a la serie infantil y 3 a la serie de
adultos. De los nifios, la mayoria correspondieron a varones
{ 5 de los casos). En la serie de adultos, todos fueron
hembras. Salvo un caso que tenia marcadores B, los restantes
correspondieron a un imunofenotipo no T no B. En cuanto a la
morfologia, 6 correspondiercn a la Li, 3 a la L2 y el de
marcadores B a la L3.

Berger y cols. en 1990 publican 44 casos de leucemia
aguda linfoblAstica de células T. Encontraron hiperdiploidia
de més de 50 cromosomas en 1 caso Unicamente. Nosotros no
hemos encontrado ningin caso de estas caracteristicas dentro
del grupo de la leucemia linfoblastica T.

H- ANOMATLIAS ESTRUCTURALES NO RELACIONADAS CON LA LLA

l~- Inversiones

Esta alteracién es de gran rareza en la leucemia aguda.
Solo encontramos 2 casos con inversién cromosémica. Una de
estas inversiones era de tipo constitucional, la inversién
pericéntrica del cromosoma 9. La otra inversidén hallada fué
de carécter adquirido y afectaba al cromosoma 1, con puntos
de rotura en p36 y g3l y asociada a una translocacidn 9;22
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junto con otras anomalias, entre las que se encontraba un
cromosoma en anillo. Este caso (n291 de nuestra serie) ofrece
un cariotipo infrecuente en las leucemias agudas tanto por la
inversién como por el anillo.

2- Isocromosomas

En los leucemias agudas se ha encontrado
esporidicamente este tipo de alteracién.lLos isocromosomas
consisten en la formacién de una figura con dos brazos
idénticos wunidos por un centrémero, originado por una
divisidén transversal de este o en un cromosoma dicéntrico,
cuando la divisién es en la regidén paracentromérica (de la
Chapelle 1982).

El ejemplo més conocido de isocromosoma, dentro de las
enfermedades hmatolGgicas malignas, es el isocromosoma 17 en
la crisis blastica de la LMC. Han sido descritos otros varios
{ Sandberg AA 1980 ). De Vinuesa y cols.{(1987), refieren 9
enfermos con isocromosomas y enfermedades hematolégicas
malignas; de ellos 5 tenian leucemia, 1 anemia siderobléastica
y 3 enfermedades linfoides malignas. Estos ultimos eran 2
linfomas y una micosis fungoide. Los isocromosomas que
encontraron fueron de los cromosomas 7,11,17 y 21.

Nosotros encontramos en nuestra serie, un casco cierto de
isocromosoma (9q) y otro que se puede interpretar comoc un
isocromosoma o una translocacién Robertsoniana (13q).

El isocromosoma de los brazos largos del cromosoma 9,
se puede considerar como un caso excepcional, en el que
estaban involucradeos los dos cromosomas del par 9. Uno como
isocromosoma y el otro, formando parte del cromosoma
Philadelphia. Este caso pertenecia a la serie infantil, era

una hembra y su leucemia se clasificé como L1, no T no B.
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En cuanto el caso del isocromosoma 13 ha sido comentado

en el apartado de las translocaciones.

3- Cromosomas en anillo

La proporcién de cromosomas en anillo fué muy baja. Si
se exceptian los microcromosomas cuyo origen es discutible,
solo observamos 1 caso con este tipo de alteracidn. Contrasta
con la mayor frecuencia de esta anomalia en nuestra serie de
LANL, en la que se aparecieron 7 casos con anillos. Werner-
Faure y cols.(1986), encuentran en su serie de 292 pacientes
con enfermedades hematolégicas, 9 con cromosomas en anillo:
siete adultos y dos nifios. En ocho de ellos el anillo fué
adquirido, mientras que el noveno era constitucional. Este
Gltimo se trataba de un anillo del cromosoma 21. De los 9
casos, 2 correspondian a leucemia linfoide aguda, siendo una
de ellas la del anillo constitucional, por lo que sclo un
caso de LLA, habia adquiride un anilloc debido a su proceso

hematoldégico maligno.

La descripcién de anillos asociados a las enfermedades
hematolégicas malignas fué ya descrito por Sandberg y cols.
en 1962. Posteriormente recoge en su libro (Sandberg 1980),
una docena de casos. Sadamori y cols. en 1983, comentan 50 de
ellos Y posteriormente Sandgerg (1990) recoge 85, de los
cuales solo 2 aparecen en LLA, correspondiendo la mayoria de
ellos a la LANL, tipo M6.

Los anillos se consideran formados por la fusién de los
extremos cromoséSmicos rotos (Dutrillaux vy cols. 1978).
Generalmente, se trata de una anomalia inestable que puede
interferir o impedir la divisi6n celular. Sin embargo los
anillos en las leucemias presentan una perspectiva diferente:
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en ellas superan la divisién celular y se perpetian, formando
parte del clon patolédgico. Le confieren a la enfermedad que
los porta una gran agresividad y la supervivencia media,

después de la aparicién de un anillo, es muy corta.

Se ha demostrado que los cromosomas en anillo pueden
ser inducidos por radiacién o quimioterapia. No obstante, en
las revisiones de Sadamori y cols, y en la de Werner-Favre y
cols., la mayoria de los enfermos no tenian una exposicién
conocida a agentes mutagénicos.

Nuestro caso, se presentd con anomalias asociadas
complejas: monosomia 3 y 7, translocacién (9;22) (g34;qgil),
inversién del cromosoma 1 y delecién del cromosoma 9. Esta
linea derivaba de otra en la que el anillo no existia. Este
dato, junto con la existencia de una de las translocaciones
especificas: la translocacidn 9;22, hace pensar que
representa una evolucién de 1la célula tumoral y no se
encuentra en relacidn con el origen de la enfermedad. Esta
anomalia es una de las gue corroboran el hecho de gque las
asociaciones con el cromosoma  Philadelphia, son muy
diferentes en las leucemias agudas y en la leucemia mieloide
crénica. Este enfermo tampoco tenia exposicién conocida a
mutéagenos.

4- Microcromosomas y dobles cromosomas minutos (DMS)

EFn un caso encontramos dobles cromosomas minutos; se
trataba de un enfermo de la serie de adultos tipo L2 e
inmunolidgicamente pre-B. No se pudo conocer su evolucidn.

En otros 2 casos se encontré un microcromosoma. Uno de
ellos lo tenia como Gnica anomalia; era una L1 de la serie

infantil, inmunolégicamente no T no B. Este enfermo tuvo una



149

supervivencia de 5 meses. En el otro caso, €l microcromosoma
se presentaba asociadoc a una de las translocaciones
especificas: la translocacién 4;11.

Los dobles cromosomas minutos son excepcionales en las
leucemias agudas, ya que su frecuencia méxima se cifra en un
3-4% de todas las leucemias (Li 1983).

Los DMS se ven como pequefios puntos dobles con aspecto
de fragmentos o anillos. Se trata de pequefias particulas de
cromatina gue se replican y segregan en ausencia del
centrémero. Es un hecho sin explicacidédn convincente hasta la
fecha, el que estas estructuras puedan persistir sin regién
centromérica en la poblacidn de células tumorales vya que,
comc es sabido, la replicacién y segregacién de los
cromosomas implica la presencia de DNA centromérico. El que
los DMS no se pierdan en la divisién puede deberse a una
replicacidén o segregacidén anormal. También puede ser que los
DMS perduren por una transferencia extramitStica entre las
células.

Balaban-Malenbaum y Gilbert (19%980) proponen gque el
origen de los dobles minutos deriva de otro tipo de anomalia
cromosémica, a saber, las regiones de tincién homogénea
(HSR). Lo han intentado demostrar hibridando células de un
neuroblastoma que tenia regiones de este tipo y una linea de
fibroblastos de ratén. Obtuvieron de este modo clones
hibridos con DMS y desaparicién de las HSR, estimando en
consecuencia gque los DMS se originan por rotura de estos
Gltimos.

Los HSR y DMS, se han descrito también en lineas
celulares resistentes al Methotrexate, caracterizadas por 1la
produccién de un enzima particular: lJa dihidrofolato
reductasa (DHFR). La hibridacidén in situ, usando sondas de
DNA especificas para este gen (DHFR), han mostrado que en las
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HSR pueden estar localizadas miltiples copias del gen, o lo
que es lo mismo, gque los DMS y HSR constituirian fendmenos
iguales de amplificacién de tales genes (Schwah y cols. 1983;
Trent y cols. 1984; Krizman y cols. 1985).

Recientemente se ha prestado mayor atencién al papel de
las HSR en la biologia de las células del cancer, pareciendo
probable su conexién con la localizacién de oncogenes (Kovacs
1985). En el neuroblastoma, donde es m&s frecuente este tipo
de alteraciones, se ha demostrado que las secuencias de DNA
amplificadas se limitan al oncogén c-myc (Shwab y cols. 1984;
Rudduck y cols.1992).

Al valorar los DMS en la leucemia, se piensa que pueden
existir dos categorias diferentes: unos, los comentados
anteriormente y otros formados por la fragmentacidn de
cromosomas (Bullerdiek y cols.1983).

En cuanto a la relacién con el momento de la
enfermedad, hay algunos documentos, aunque escasos. Hartley y
Toclis(1980), describen un caso de ILANL en el que en el
momento del diagndéstico encuentran que en sangre periférica y
médula 6sea hay un 50% de las células con DMS, desapareciendo
estos cuando el enfermo entra en remisién tras la aplicacién
de gquimioterapia. Ohyashiki y cols.{1987), encuentran en un
caso de leucemia aguda no linfoblastica tipo M4, dobles
cromosomas minutos. Nosotros, en nuestra serie de LANL
encontramos también un caso con DMS. En nuestro'enfermo, no
se pudo conocer la evolucién al morir en el periodo de
induccién. Estos casos, en los gue la tinica anomalia son los
DMS, son interesantes en cuanto gue pueden aportar
conocimientos sobre la relacién de esta anomalia con el
prondéstico de la leucemia. La mayoria de las veces, se
asocian a otras anomalias que pueden tomar parte en la mala

evolucién del tumor. No obstante, muchos autores piensan que
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los tumores o leucemias que tienen esta amplificacidén de
genes, son muy agresivos y con pobre respuesta al tratamiento
(Cooperman y cols. 1981).

Weh y cols.(1982), han descrito 2 leucemias secundarias
(una M2 y una M6) con DMS. Ampliando su revisidén a casos con
leucemia secundaria descritos en la literatura, observaron
que no es un hecho raro después del tratamiento con

radiaciones o quimioterapia.

5~ Deleciones

En anteriores capitulos hemos comentado deleciones de
los cromosomas 6, 9 y 1l1. En nuestra serie hemos encontrado
también otra delecién que se considera ligada a determinados
procesos hematoldgicos malignos, la delecién del cromosoma 12
(Sandberg 1983).

Que el cromosoma 12 no participa al azar en los
procesos hematolédgicos malignos y premalignos, es un hecho
constatado recientemente por diversos autores (Wilmoth ¥y
cols. 1985; Zaccaria y cols. 1985; Berger y cols. 1986 y Weh
y cols. 1986; Turloc y cols. 1989; Cargone y cols. 1992).
Todos ellos han hecho referencia a la mayor participacién de
dicho cromosoma en procesos neoplasicos hematoldgicos
secundarios. En concreto Wilmoth vy cols., estudian 20
pacientes con LANL o SMD que habian recibido terapia con
Alkeran y en 4 de ellos, encontraron 1la delecién del
cromosoma 12 a nivel de pllpl2. En esta regién se ha
localizado precisamente un oncogén, el c-ras-2, cuyo punto
exacto de 1localizacién se ha situado en pl2.1 (Jahnwar y
cols.1983; Saguchi 1983). En la misma linea de estudio
Zaccaria y cols.(1985), describen otros 4 enfermos con
reajustes del cromosoma 12, igualmente a nivel de la banda
pll.
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Esta anomalia no corresponde, sin embargo, a ningln
tipo de leucemia en especial ya que se ha visto tanto en la
IANL como en la LLA; en preleucemias y en linfomas. La
mayoria de las veces se trata, como gqueda dicho, de procesos
secundarios o estd asociada a otras anomalias que quizés
tengan un papel mds principal o primario en el desarrollo de
la enfermedad.

La revisi6n mis amplia de este cromosoma hasta la
fecha, la han realizado Berger y cols.(1986). Revisan estos
autores 18 enfermos con anomalia del cromosoma 12; de ellos
7, tenian una leucemia aquda no linfobldstica "de novo"
mientras gue los otros 11, presentaban sindromes
dismielopoyéticos o LANL secundarias a tratamientos de otras
neoplasias. Como en otros casos de deleciones, se piensa aqui
gque la alteracién de ese cromosoma puede dar lugar a la
expresién de un gen recesivo mutado.

Los dos enfermos de nuestra serie con delecién del 12 a
nivel de pllpl2, presentaban diferentes caracteristicas. En
uno de los casos, se trataba de una hembra de la serie
infantil con inmunofenotipo no T no B (caso n2ll). La
delecidtn estaba asociada a una de las translocaciones
especificas: la translocacién 4;11, por 1lo gue se puede
considerar como una anomalia secundaria.

El otro caso correspondia a la serie de adultos (caso
n2g6); era una hembra con una L2, de fenotipo inmunolégico T,
gue aparecié asociada a otras anomalias. Fallecit

inmediatamente posterior al trasplante de médula oGsea.

En ninguno de estos 2 casos se tuvo conocimiento de
exposicién a mutégenos.
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I-CITOGENETICA DE LOS PROCESOS LINFOPROLIFERATIVOS T

El estudio de procesos linfoproliferativos en nuestra
serie consta de 9 casos de la serie de adultos y 6 casos de

la serie de nifos.

En la serie de adultos, un caso fue estudiado después
de realizarle trasplante de médula 6sea y el resultado, como
era de esperar, fue normal. En la serie de nifios un caso se
estudid postrasplante y otro en remisidén, siendo ambos
normales. Tanto en la serie de adultos como en la de ninos,

un 50% de los casos fueron patoldgicos.

En la serie de adultos, 2 casos presentaban ancmalias
simples y en otros 2, las anomalias fueron de tipo complejo.
Estos dos Gltimos, tuvieron en comin una alteracidn
estructural del cromosoma 9. La mayoria de las deleciones
encontradas en nuestra serie aparecieron en ellos. En uno,
aparecieron delecionados los cromosomas 5, 6, 11, 13 y 15
junto con un 14g+, en el que no se pudo identificar el
material extra dado gue aparecian otros marcadores que
dificultaban la interpretacién. En el otro, las delecicnes
fueron del 9 y 12. Los 2 casos patol6gicos en la serie
infantil, fueron igualmente de tipo complejo. En uno,
existian 2 translocaciones (t{(1;7) y t(5;9) y en el otro,
ademads de una translocacién t(6;13), tenia 3 cromosomas con

anomalias de estructura (cromosomas 1, 12 y 17).

En la translocacion 1;7, el punto de rotura en el
cromosoma 7 tuvo lugar a nivel de la banda pl5. Esta regidn,
7pl5, es el locus del gen de la cadena gamma del receptor de
células T (Kaneko y cols. 1988).
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Otro de los puntos de rotura, relacionados con los
procesos linfoproliferativos T gue encontramos en nuestra
serie, fue la delecién de 6g, siendo en esta regién de los
brazos largos del cromcsoma 6 donde se sitla el proto~-oncogen
"c-myb". En los estudios realizados en enfermos con esta
alteracién no se han encontrado reordenamientos del locus ni
su pérdida, peri si se ha visto poxr Barletta y cols. (1987),
una mayor expresién del ‘“"c-myb" en las células con la
delecién gque en las c¢é€lulas malignas sin esta anomalia
estructural.

Otras regiones cromosémicas gue se asocian a LLA-T son
la 12p y la 9p (Raimondi y cols. 1986). En nuestra serie de
LLA-T, encontramos alteraciones del 12p en un tercio de los
casos patoldégicos y el 9 alterado en la mitad de ellos,

aungue en estos (ltimos variaron los puntos de rotura.

En el trabajo de Berger y cols.(1990) sobre leucemia
aguda linfoblastica de células T. Un 25% de ellos fueron
normales, encontrando hiperdiploidia de m&s de 50 cromosomas
solo en 1 enfermo. Algunas de las anomalias cromostmicas
encontradas por estos auntores, al igual gque en nuestros
casos, fueron similares a las descritas en otras leucemias
linfoblasticas: 6q-, 9p-, y 12p-, confirmandc gque estas
alteraciones no son especificas de ningin tipo de leucemia
linfoblastica aguda. Analizan asi mismo la incidencia de
alteraciones en los cromosomas 7 y 14, en donde se encuentran
los loci de los genes de los receptores de las cé&lulas T.
Encuentran un 36% de reajustes de estos cromosomas dentro los
casos con cariotipo anormal, lo que corresponde a un 27%
dentro del total de los casos estudiados.
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En la serie de Berger y cols, hubo una predominancia de
varones: 35 varones y 9 hembras. Estos datos son coincidentes
con los nuestros en donde 11 fueron varones y 4 hembras. De
los 33 enfermos patolégicos estudiados por estos autores, 29
fueron AN y los 4 restantes fueron AA. Nosotros encontramos 4
AA y 2 AN.

Es importante resaltar que en las neoplasias de células
T, 1los reajustes a nivel de 1los loci de receptores de
células T solo ocurren en un 20% de los casos. En esto se
diferencian de las neoplasias de las células B, en las que
los reajustes a nivel de la zona donde se localizan los genes
de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, aparecen en
alrededor del 50% de los casos (Heim S. y Mitelman F. 1987)

J-CITOGENETICA DE LOS CAS0S SOMETIDOS A TRASPLANTE DE
MEDULA OSEA

El trasplante de médula &sea es una terapéutica cada
dia mas difundida en el tratamiento de las enfermedades
hematolégicas malignas. Varios son los marcadores gue se
utilizan en el reconocimiento del injerto y entre ellos se
encuentran los citogenéticos. Aunque este proceder ha sido
utilizado sistemdticamente durante estos 1dltimos afios,
todavia se conoce muy poco respecto al comportamiento de las
células del donante y receptor.

Los paré&metros citogenéticos utilizados para el estudio
de la médula Ssea postrasplante son:

a) La diferencia en 1la férmula sexual, cuando 1los
enfermos son de distinto sexo.
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b} La bisqueda de polimorfismos cromosémicos, si ambos
son del mismo sexo.

c) La normalizacidn del cariotipo, previamente
patolégico,

d} En casos excepcionales por su rareza, la existencia
de anomalias constitucionales en el donante o receptor., (Sark
1981).

Nosotros estudiamos 16 enfermos de nuestra serie que
fueron tratados con trasplante de médula 6sea. En 5 casos se
conocié el cariotipo inicial y en 11 solo el cariotipo
realizado despues de haber efectuado el trasplante.

De los 5 casos estudiados al inicio de la enfermedad, 4
fueron patolégicos. En 3 de ellos, la patologia consistidé en
la presencia de un cromosoma Philadelphia gue desaparecié en
el estudio postrasplante. En otro caso (n2 91), aparecieron
anomalias complejas entre las gue se encontraba el cromosoma
Philadelphia, inversiones, anillos... y en el cariotipo
realizado después del trasplante, el resultado fue normal en
los diversos controles efectuados; los casos con esta
patologia cromosdmica (anillos, inversiones, etc. },
excepcionalmente sobreviven a los pocos meses del
diagnéstico. Este enfermo persistia, en una situacidén clinica
vy hematolégica de normalidad, a los 2 afios de efectuado el
trasplante,.

En 13 casos de los 16, hubo un cambic de sexo
cromosémico en las células de la médula Ssea, lo que permitié
reconocer el trasplante a los pocos dias de efectuado. En un
caso que recidivd, se encontraron en el cariotipo de médula
0sea células del donante y del receptor.
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El estudio cromosémico efectuado en la médula 6sea de
un paciente trasplantado, nos ayuda a reconocer el origen de
las c¢élulas. La citogenética de 1los trasplantes, no solo
tiene interés para identificar el origen celular, sino gue
también nos da informacién sobre las recaidas de la
enfermedad y en que célula tiene lugar esta recaida, como lo
apoyan los estudios realizados por Zaccaria y cols (1987) en

la leucemia linfoblastica aguda.

Los trabajos efectuados sobre este tema no son muy
abundantes. G&dde-Salz en 1986 publica 27 casos en los que
hicieron estos estudios y comenta gque los estudios
citogenéticos constituyen uno de los marcadores mis precoces.
De los 27 enfermos publicados, 16 tenian un cambioc de sexo;
en 8 habia diversos marcadores y en uno, aparecia una
variante pelimérfica del cromesoma 9. Se identificaron las
células del donante en 25 casos de 27. El momento de la

identificacidén varié entre 10 y 21 dias.

K-ANOMATLTAS CONSTITUCIONALES

Solo 2 casos presentaban anomalias constitucionales y
de ellos, 1 era una variante polimérfica: la inversién del
cromesoma 9, gque se considera sin repercusién clinica. En
este caso la inversién se asociaba a un cromosoma
Philadelphia.

El otro caso con un problema cromosOmico
constitucional, fue un varén de 16 afos diagnosticado de
leucemia aguda linfobladstica no T no B; su cariotipo

constitucional mostraba la ganancia de un cromosoma Y. En la



158

célula leucémica, no se vieron anomalias asociadas, aungue en
un estudio posterior se encontrd un cromosoma extra del grupo
C, sugiriende un fendémeno de evolucién clonal (Pérez de
Oteyza y cols.).

La incidencia de anomalias constitucionales en nuestra
serie no es mayor que la existente en la poblacién general.

En el tercer Workshop encuentran 5 nifios con anomalias
constitucionales: 4 con sindrome de Down y unc con sindrome
de Klinefelter. Dos adultos tenian una translocacién
Robertsoniana. La incidencia de anomalias constitucionales
{(2,1%), es mads alta gue en la poblacidén general.(0,73%), lo
que no ocurre en nuestra serie (0,9%).

La bisgueda de una relacién entre anomalia
constitucional y leucemia (Alimena y cols.1985) es constante
en la literatura mundial, aunque no se han podido obtener
resultados concretos salvo en lo que se refiere a la trisomia
21 o sindrome de Down.

La asociacién del sindrome de Down con la leucemia es
un hecho ampliamente documentade. La incidencia de leucemia
en estos enfermos es 20 veces mayor gque en la poblacién
general. Los tipos de leucemia son similares a los gue tienen
Iugar en la poblacién general. La leucemia aguda congénita,
ocurre también con una frecuencia mayor en los pacientes con
sindrome de Down. En el estudio méds amplio realizado en
enfermos con alteraciones constitucionales y leucemia (Groupe
Francais de Cytogenetique Hematologique. 1988), se analizaron
56 enfermos. Entre ellos se encontraban : 25 con triscomia 21;
9 con anomalia del par sexual y 22 con un reajuste
estructural. En el grupo con sindrome de Down, 11 tenian LLA.
De los casos con LANL, 2 presentaban una leucemia aguda
megacarioblastica. Este hecho 1les 1llama la atencién vy
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sugieren que la trisomia 21 puede estar en relacidén con la
megacariopoyesis (Simon JH y cols. 1987).

En las reacciones leucemoides congénitas, no es
infrecuente encontrar nifiocs fenotipicamente normales, con
una linea con trisomia 21 en el estudio medular. En el tercer
Workshop scbre cromosomas y leucemias, aparece también la
trisomia 21 como la anomalia cromosfdmica mids frecuente en la
LIL.A de personas constitucionalmente normales. Esto apoya
también la intima relacién de la trisomia 21 con 1la

proliferacién medular anormal.

No todos los nifios con trisomia 21 desarrcllan leucemia, lo
que lleva a sospechar que esta anomalia constituye la primera
mutacién, siendo necesario una segunda mutacidén para
declararse la enfermedad ( Knudson AG y Strong LC 1972).

XYY

Un comentario especial requiere la anomalia encontrada

por nosotros, la del vardn 47,XYY.

Esporédicamente se publican en la literatura casos de
varones XYY que desarrollan un proceso hematoldgico maligno.
Ohyashiki y cols.(1982) y Chaganti y cols. (1984), describen
2 wvarones con este cariotipo constitucional y leucemia
mieloide c¢rénica. Alimena y cols.(1985) y Ohyashiki ¥y
cols.(1987), publican 3 pacientes con sindrome XYY y leucemia
aguda no linfobléastica.

Entre los casos de aneuploidia del par sexual que
recoge el grupo francés de citogenética hematolégica, se

describen 2 casos con un cariotipo constitucional XYY. Los
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diagnésticos fueron SMD y LLA tipo L1, de la clasificacién de
la FAB. En el cariotipo de las células leucémicas del caso
con leucemia aguda linfoblastica, no se encontraron anomalias

adicionales a este dobkle Y.

Benitez y cols.(1987), publican 9 casos con
alteraciones hematolégicas asociadas a nn cariotipo
constitucional anormal. De ellos uno tenia una LLA y
cariotipo XYY.

L- LEUCEMIA CONGENITA

El nimero 99 de nuestra serie fue wuna leucemnia
congénita en un varén. Su leucemia fue de tipo no T no B y
morfolégicamente correspondié a una Ll.

El cariotipo de este nific mostr6 una pentasomia 21 al
inicio de la enfermedad. Los estudios realizados en remisidn
fueron todos normales. El cariotipo constitucional, realizado
en sangre periférica estimulada con Phitohemaglutinina y en
fibroblastes de piel, fue normal.

Sikand y cols 1980, refieren una nina fenotipicamente
normal, con un estado preleucémico y trisomia 21 en médula
6sea. En fibroblastos, el cariotipo, al igual que en nuestro
caso, fue normal. Roger y cols. 1983, refieren un recién
nacido con sindrome de Down y leucemia congénita transitoria
que tenia 2 lineas celulares: una trisémica 21 y otra con
pentasomia 21, la pentasomia 21 desaparecié cuando remitié
espontaneamente su proceso hematolégico. Otro caso con este
tipo de leucemia y pentascmia 21, es el referido por Van den
Berghe y cels., en 1983.
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En el cromosoma 21 se encuentra localizado el oncogén
Hu-ets-2 (Watson DK y cols.1985), pudiendo este oncogén estar

implicado en la formacién del proceso leucémico.

M-DIFERENCIAS EN LOS RESULTADOS OBTENIDOS SEGUN EL TIPO
DE CULTIVO REALIZADO

El ntimero de casos en los que se realizdé mlds de un

cultivo simultaneo fue de 15.

La Gnica variacidn consistié en la proporcién de la
linea patolégica encontrada en un enfermo. En este caso se
aparecid el cromosoma Philadelphia en el 20% de las metafases
estudiadas por método directo y en el 75% de las metafases

obtenidas en cultivo con methotrexate.

Estos datos son coincidentes con nuestra experiencia en
la leucemia aguda no linfoblastica. En dicha serie, de 148
enfermos, se hicieron cultivos de corto tiempo, ademéds del
métodeo directe, en 26 cascos. Solamente en dos encontramos
diferencias segiin el método utilizado y, estas diferencias,
también consistieron en una variacién en la proporcién de la
linea patolégica. En ambos casos hubo un aumento de la linea
patelégica con el método de cultivo con methotrexate.

En ambas series no encontramos ningln cambio de 1la
linea normal a anormal o de anormal a normal.

Las diferencias en los resultados del cariotipo segin
el tipo de cultivo realizado, es un aspecto que bajo la
apariencia de poca importancia, reviste un gran interés en el
enjuiciamiento del significado de las anomalias cromosémicas

en las leucemias agudas. Si los métodos in vitro, no nos
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ofrecen una clara relacién de los hechos que estin ocurriendo
in wvivo, 1las conclusiones tendr&n que ser algo cautelosas,
refiriéndonos sobre todo al valor prondstico que se le da al

cariotipo en las leucemias,.

En algunas ocasiones, el no encontrar anomalias puede
deberse a que el estudio se hace en un nimero de metafases
limitadas; en otros casos, puede ocurrir gque la linea
patolégica no se manifieste en el cultivo. También puede
haber errores en la apreciacidén de si un caso tiene solamente
linea patolégica o, por el contrario, conserva linea celular
normal. En cultivos de corta duracién se han visto anomalias
gque no se habian detectado con el método directo (Testa y
cols. 1983). Sin embargo las diferencias encontradas segin
los diferentes cultivos utilizados, no son alarmantes, salvo
en el caso concreto de la leucemia aguda promielocitica
(Fitzgerald y cols. 1982).

Un trabajo especificamente dirigido al anédlisis de este
tema es el de Dewald y cols. en 1985. Analizando 90 enfermos
con enfermedades hematolégicas en las gque se hicieron
diferentes tipos de cultivos, solo se encontr6 diferencia en
uno de ellos diagnosticade de mielodisplasia. En este caso,
se encontrd alteracidén cromosémica clonal en el estudio
directo ¥ no en el de 24 horas, si bien las metafases gue
estudiaron fueron muy pocas, sobre todo en el cultivo de 24
horas (9 metafases). Esta circunstancia reduce la fiabilidad
del resultado y ademéds, reafirmando lo dudoso de este caso,
estd el dato de que en el estudio directo la linea patolégica
era muy baja ya que solo la encontraron en 2 metafases de 15
gue analizaron. Cuatro casos de esta misma serie, estudiados
por el método directo fueron AN y en los cultivados AA, y en
otros 2 casos ocurrid a la inversa, fueron AA en el directo y
AN en el cultivo de 24 horas. Estas diferencias no resultaron
significativas.
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Existen varios trabajos ma&s que reafirman que los
cultivos de corto periodo de tiempo ayudan a poner de
manifiesto las anomalias cromosSmicas (Knnutila y cols. 1980;
Fitzgerald y cols. 1982). Otros trabajos sin embargo,
demuestran alteraciones en el método directo que no se
observan en los cultivados como el publicado por Weh y
cols.(1983). Estos autores refieren un caso de M4 con
cariotipo hipotetraploide (79-80 cromosomas) en el método
directo, que en los cultivos de 24 y 48 horas presenté un
cariotipo normal.

Los ejemplos comentados indican la necesidad de hacer
varios cultivos para aproximarse lo mAs posible a 1la
situacién cromosdmica verdadera de 1la célula neopléasica.
Estos hechos pueden ser la causa de las discrepancias entre
distintos autores en relacién al pronéstico que aporta el
cariotipo en 1las leucemias. En numerosos estudios se ha
sugerido gque aproximadamente el 50% de los pacientes con
leucemia aguda tienen anomalias clonales. La mayoria de estos
estudios se han realizado por métodos directos. Sin embargo
en estudios como el de Misawa y cols.(1986), en 53 pacientes
de LANL utilizando cultivos de corto tiempo, con y sin
methotrexate, encuentran anomalias en el 84% de los casos.

N- EVOLUCION DEL ARTOTIPO A TRAVES DEL PROCESO
LEUCEMICO.

La evolucidén del cariotipoc es un hecho frecuente y
reconocido por todos los autores en la leucemia mieloide
crénica (Sandberg 1980, 1990), sin embargo en la leucemia
aguda es un hecho raro (Testa y «cols. 1979; Fourth
International Workshop on Chromosomes in leukemia 1984).
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La evolucién del cariotipo cuando ocurre durante el

curso de la LLA, puede significar una progresién del tumor.

En el tercer Workshop, estudiaron 11 casos a lo largo
de la enfermedad encontrando el mismo clon en las recaidas,
aunque en B8 de ellos evolucionado. Incluyeron casos que
habian sido tratades y no respondieron a la terapia,

permaneciendo anormales.

La evolucién del cariotipo a lo largo de la enfermedad
puede ser de dos tipos, segin venga a sumar ancmalias
adicionales al primer cariotipo anormal o determine que un
primer cariotipo que en principic fue normal, sea
posteriormente anormal.

La evolucién clonal ayuda a pensar que el origen de la
enfermedad es unicelular y el cariotipo progresa en base a la
inestabilidad genética dando lugar a subpoblaciones mutantes,
con aumento de las propiedades malignas (Nowell 1976).

Hay algunos autores gue piensan gque esta evolucidn
clonal, puede ser debida a una variacién en la proporcién de
clones y su visualizacién dependerid de esta proporcidn
(Lawler y cols. 1980).

En nuestra serie realizamos mAs de un estudio
cromosémico en 26 enfermos. De los casos estudiados en
recaida, fueron anormales 7(A-A) al igual que al inicio; 1
tenia anomalias asociadas a las del inicio (A-A+) y 1 pasd de
ser normal (tenia una anomalia constitucional, pero no de la
célula neoplésica) a anormal (N-A). Solo se vié evolucién

clonal, por tanto, en 2 casos.

Es de destacar uno de los casos en el que los estudios
se hicieron en remisién y en recaida. Como es sabido, el
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cariotipo en remisién de un caso con leucemia aguda es normal
salvo que el ©paciente sea portador de una anomalia
constitucional. Sin embargo el paciente n2 27 de nuestro
serie, un var6n con una leucemia tipo L1 no T no B, no mostrd
este comportamiento. En su cariotipo, al entrar en remisién,
persistia una translocaci6én 5;20 y desaparecia la 9;22. El

cariotipo en sangre periférica, fue en todo tiempc normal.

Estos estudios han servido, entre otros, para dividir
las alteraciones en primarias y secundarias. Normalmente las
anomalias que aparecen a lo largo de la enfermedad son del
segundo tipo. Se piensa que las alteraciones secundarias no
ocurren al azar, pudiendo estar condicionadas por la anomalia
primaria o por el tipo de tumor.

N- ANOMALIAS DEL PAR SEXUAL.

En 5 casos encontramos alteracibénes del par sexual. En
ellos variaron tanto los diagnésticos morfolégicos como los
inmunolégicos. Se encontraron tanto en la L1 como en la L2 y
la L3 y en cuanto a los fenotipos inmunoldgicos, 2 se
diagnosticaron de cé&lulas T, uno de c¢élulas B y uno de

células no T no B. En un caso no se hicieron marcadores.

En 3 casos hubo ganancia de un cromosoma X y en 2
pérdida de este cromosoma; en todos ellos hubo anomalias
asociadas, que fueron de tipo complejo.

En un caso con pérdida del cromosoma X, este se presentd como
un fendémenc de evolucién clonal, por lo gque hay que
considerarlo como una anomalia de tipo secundario. En nuestra
serie de LANL, solo se encontré un caso con pérdida del

cromosoma X y ninguno con ganancia.
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La relacidtn del cromosoma X con las neoplasias intenta
vincularse, como en todas las cromosomopatias, a determinados
oncogenes. En el caso de este cromosoma le ha sido asignado
el c-Haras 2 (O'Brien 1983).

El Y tuvo una escasa participacién en nuestra serie,
como anomalia adguirida solo lo encontramos en un enfermo.
Este caso consistia en una duplicacién del cromosocma Y. La
ganancia de este cromosoma es excepcional en las leucemias.

No encontramos ningin caso con pérdida del cromosoma Y,
esto también es un hecho gque llama la atencién ya que 1la
pérdida del cromosoma Y se ha relacionado con el
envejecimiento de las células de la médula o6sea y se
encuentra con cierta frecuencia en estos estudios (0O’Riordan
y cols. 1970; Secker-Walker 1971; Pierre y Hoagland 1972). La
pérdida del cromosoma Y se ha mostrado evidente cuando la
edad de los varones supera los 60 afios.
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CONCLUSIONES

La frecuencia de anomalias cromosémicas en la serie ha
sido del 63,8%, proporcién similar a la encontrada en
otras series.

En las leucemias con fenotipo B la frecuencia de
alteraciones cromosSmicas ha sido del 75%. En el grupo
no T no B la frecuencia ha sido del 67,3% y en el grupo
de leucemias por linfocitos T, ha aparecido una
frecuencia del 50%.

En las leucemias tipo T, es frecuente la aparicién de
roturas cromosémicas en los puntos : 6q2l1, 7pl5, 9p22 y
12pl12, pudiendo ser considerados como especificos de este
subgrupo.

Algunos tipos de alteraciones cromosémicas pueden
considerarse como especificos en algunos de los subtipos
de leucemias. La translocaci6én 8;14 solo se encontrd en
la L3 y la translocacién 9;22 en L1 y L2,

En la L3 con t(8;14), se ha encontrado de manera
excepcional la duplicacién de 1lg, lo que la separa de los

linfomas en los que la asociacién es mas frecuente.
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La translocacién 4;11 gue presenta alta especificidad
para las leucemias linfoblasticas, es de presentacién
heterogénea ya que, aungue la hemos encontrado
preferentemente en los tipos L1 y L2, también ha
aparecido en L3.
La anomalia 11g23, encontrada en un caso con cambio de
estirpe celular, indica la posible diferenciacidén tanto
mieloide como linfoide del clon celular leucémico.
La translocacién 9;22 del cromosoma Philadelphia se
encontrd en el 33% de las leucemias con alteraciones del
cariotipo. La Gnica variante del cromosoma Ph fue la que
implicaba al cromosoma 14 en su banda g32, donde se
encuentra el gen que ceodifica la cadena pesada de las
inmunoglobulinas.

El Ph en la LLA se asocid a anomalias no observadas en
la LMC: inv (1), 1iso (9gq), r (21).
Hay que considerar como excepcional la translocacién
robertsoniana 13;13, aparecida con cardcter adquirido en
uno de los casos.
En esta serie, ha quedado "tipificada" como alteracién
cromosdmica adquirida en las LLA, la translocacién 5;20.
En las recaidas de las leucemias linfoblAsticas agudas,
el cariotipo se mostrd similar al de la fase inicial
salvo en dos ocasiones ( 7 %), lo que indica la
estabilidad citogenética del clon en este tipo de

leucemias.
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11- El estudio del cariotipo en los enfermos con LLA
sometidos a transplante de médula 6sea permite reconocer
con prontitud, en el 87% de los casos, el &€xito de la
implantacién de las células transfundidas.

12- Se ha encontrado un aumento de la dosis génica del
cromosoma 21 en un caso de leucemia congénita con
pentasomia 21. Este caso apoya la importancia que puede
tener el desequilibrio génico en el desarrollo
neopléasico.

13- Como hallazgo anecddtico, se encontré un caso de LLA no T
no B en un enfermo con cariotipo constitucional 47,XYY.

l4- La presencia de puntos de rotura en la LLA en 5q, bq, 8q,
9q, llg, 12p, 14q, 20q y 21q, como deleciones aisladas o
formando parte de las translocaciones especificas, tiene
capital importancia, ya que en ellos se encuentran
ubicados los oncogenes c~fms, c-myb, c-abl, c-myc,c-est,
c-K-ras 2, src, Hu-est2, responsables de la proliferacién

celular.
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