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GLOSARIO DE _ABREVIATURAS

abi: Oncogén Abelson.

ADN:Acido desoxirribonucleico.

AHAI: Anemia hemolitica autoinmuine.

ALTMO: TMO alégeno.

AMCA: Amino metil cumarina.

ANAE: Alfa naftil acetato esterasa.

ARN: Acido ribonucleico.

ATMO: TMOQ autdlogo.

ber: “Breakpoint cluster region”.

BMO: Biopsia de médula dsea.

CHOP: Ciclofosfamida, adriamicina, vincristina, prednisona.
COP: Ciclofosfamida, vincristina, prednisona.

CRD: Células reticulares dendriticas.

Cromosoma Filadelfia: Cromosoma Ph.
DABCO: 1,4 diazabiciclo (2,2,2) octano.

DAPI: 4,6 diamino-2-fenil indol 2CIH

DHAP: Dexametasona, Ara-C a altas dosis, platino.
DE: Desviacién estandar.

EH:Enfermedad de Hodgkin.

FAG :Fosfatasa alcalina granulocitica.

FC: Fracaso completo.

FITC: isotiocianato de fluoresceina.

Hb: Hemoglobina.

HIS: Hibridacion “in situ”.

ICT: Irradiacion corporal total.

INF o Interferén aifa.

Ig: Inmunoglobulina.

lgs: Inmunoglobulinas.

IP: loduro de propidio.

IWCLL: "International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia”.
LB: Linfocitos B.

LDH: Lactato-deshidrogenasa.

LH-D: Linfoma histiocitico, difuso.

LH-N: Linfoma histiocitico, nedular.

LLA: Leucemia linfoblastica aguda.

LLBD-D: Linfoma linfocitico bien diferenciado, difuso.
LLC: Leucemia linfatica cronica.

LLCB: LLC de origen B.

LLCP: Linfoma linfocitico de células pequefas.
LLCT: LLC de origen T.



LLMD-D: Linfoma linfocitico mal diferenciado, difuso.
LLMD-N: Linfoma linfocitico mal diferenciado. nodular.
LMC: Leucemia mieloide crénica.

LM-D: Linfoma mixto, difuso.

LM-N: Linfoma mixto, nodular.

LNH: Linfoma no Hodgkin.

LP: Leucemia prolinfocitica.

LPS: Lipopolisacaridos.

LT: Linfocitos T.

Mber: “Major breakpoint cluster region”.

mber: “Minor breakpoint cluster region"..

MIME: Meti-GAG, ifosfamida, metotrexato, VP-16.
MO: Médula dsea.

MTT:Masa tumoral total.

NCI: “Nationat Cancer Institute”.

P BS: Tampén fostato salino.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PHA : Fitohemaglutinina.

RC: Remision completa.

RP: Remisién parcial.

RFLPs: Fragmentos de restriccién de longitud poiimérfica.
 rpm: Revoluciones por minuto.

SLP:Sindrome linfoproliferativo.

SLPc:Sindrome linfoproliferativo crénico.

Smilg: inmunoglobulina de superficie.

SMPc: Sindrome mieloproliferativo crénicé.

SNC: Sistema nervioso central.

SP: Sangre periférica.

TA :Temperatura ambiente.

Test de Coombs directo:"Test” directo antiglobulina.
TDL: Tiempo necesario para doblar el contaje de linfocitos en sangre.
TM: Temperatura de fusion.

TMO: Transplante de médula dsea.

TPA: Acetato de tetra decanoil forbol.

TRITC: Tetra metil rodamina.

VCM: Voilumen corpuscular medio.

VEB: Virus de Epstein-Barr.

VSG: Velocidad de sedimentacion giobular.
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.- INTRODUCCION,

.- SINDROMES LINFOPROLIFERATIVOS CRONICOS DE EXPRESION LEUCEMICA.

Bajo el 1érmino de sindromes linfoproliferativos (SLP) se incluye un grupo heterogéneo de
enfermedades que tienen en comtin el origen linfoide de las células que en elios proliferan (Williams
et al, 1990; Rozman, 1993). Dentro de los SLP cabe distinguir los agudos y los crénicos. Estos, a su
vez, pueden cursar con expresion leucémica (es decir con la presencia en sangre peritérica (SP) de
elementos linfoides atipicos) o no (entre estos Ultimos se incluyen los linfomas no hodgkinianos)
(LNH). L
Las primeras descripciones de la leucemia linfatica crénica (LLC) se remontan a 1845
(Virchow), no obstante ha sido en los Ultimos afios cuando el interés por estas enfermedades ha
aumentado notabiemente. Ello se debi¢ a dos hechos: por una parte, ai conocimiento de que el
sistema linfoide no podia seguir cor_‘rsideréndose de forma Gnica, sino fomando en consideracion las
distintas poblaciones linfoides (T y B), y por otra, a los estudios de Ia propia ontogenia de Ios linfocitos
Ty B (LT y LB), que han hecho que las enfermedades linfoproliferativas se consideren como la
consecuencia de la detencion del proceso madurativo normal de los linfocitos en alguna de sus
etapas, |0 que da lugar, segun el punto en que esta detencidn se opera, a diferentes enfermedades.
L.1. CLASIFICACION,

En la tabla 1 se muestra una clasificacién de los SLP crénicos (SLPc) con expresién

leucémica basada en su origen T 6 B.

Origen 8
Leucemia linfatica cronica (LLC)
Tabla1: Clasificacién de los SLPc con expresién leucémica, | Forma tipica
Forma atipica (estimulada)
LLC-leucemia profiniocitica
Leucemia prolinfocitica
Tricoleucemia
forma clasica
Forma varante
Linfomas leucemizados
Centrocitico
Centrocitico-centroblastico
Ceniroblasiico
Linfoplasmocitoide (Waldenstrom}
Espiénico de céiulas vellosas
Leucemia de células plasmaticas

Qrigen T

Leucemia linfatica cronica T

Leucemia prolinfocitica

Tricoleucemia

Leucemia/flinfoma T dei adulto (HTLV{+)

Crigen NK ]
Sindrome de los linfocitos grandes granulados

Linfomas cutineos de células T leucemizados (Sézary) '

NK: natural killer.



I.1.1.8LPc. CON EXPRESION LEUCEMICA DE ORIGEN B.
1L1.1.1.LEUCEMIA LINFATICA CRONICA.
1.1.1.a. Progreso en LLC: una prespectiva historica.

En décadas pasadas, se hicieron importantes avances en relacién al entendimiento de los
desardenes linfoproliferativos con expresién feucémica. Los avances en técnicas inmunologicas
permitieron una mejor clasificacion de estos desdrdenes. Recientemente, gracias al desarrolio de
metodologias citogenéticas y de biologia molecular se tiene una mejor idea de la naturaleza de los
diferentes tipos de neoplasias linfoides. El desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos ofrece
nuevas ayudas para poder controlar estas enfermedades.

1.1.1.b. Periodo de reconocimiento de LLC como una entidad distinta: 1845-
1924.

John Hughes Bennett (1812-1875) y Rudoiph Virchow (1821-1902) descubrieron la
patologia en 1845 que hoy es reconocida como leucemia.

No fue hasta después de 1877 (o tal vez 1891), cuando Paul Ehrlich desarrollé el método de
tincion tridcido para estudiar corpusculos rojos y blancos, y fue posible una distincidn morfolégica
clara entre células mieloides-y linfoides (Wintrobe, 1980).

Virchow y Bennett habian observado que la leucemia podria ser subdividida en dos formas
diferentes, esplénica (la cual hoy es reconocida como mieloide) y linfatica. La primera sugerencia de
subdivision adicional en formas aguda y crénica de leucemia fue hecha por Ebstein en 1889. Los
métodos de Ehrlich para tincién de células de la sangre fueron realizados hace aproximadamente 100
anos y fue entonces cuando los descubrimientos microscopicos y morfolégicos pudieron ser
correlacionados con las caracteristicas clinicas, haciendo posible clasificar las leucemias mieloide y‘
linfoide en sus respectivas formas cronica y aguda (Gunz, 1980).

Kundrat en 1893, seguido por Turk en 1903 y Symmers en 1918 separaron LLC de linfoma.
Qsler publicd su libro “The Principles and Practice of Medicine” en 1892 e indicé que, la LLC
constituia el 22% de todas las leucemias y que la enfermedad estaba asociada con un agrandamiento
generalizado de los nédulos linfaticos. El noté que en los pacientes con LLC se observaban periodos
de supervivencia largos, de hasta 3 y 11 afios. Los primeros trabajos clinicos extensos en pacientes
con LLC fueron publicados por Minot e Isaacs en 1924 quienes indicaron que el tiempo de

supervivencia medio era aproximadamente de 40 meses.



Asi, aunque los primeros pacientes con leucemias fueron descritos en 1845, el
descubrimiento real de LLC como una entidad clinica reconocida y bien descrita deberia ser
considerado en 1924 con el trabajo de Minot e 1saacs.

1.1.1.c. Periodo de definicion precisa y descripcién clinica de LLC: 1924-1973.

Este periodo tuvo numerosos contribuciones importantes que ayudaron a los médicos al
entendimiento de como diagnosticar la LLC, como era su historia natural, y cuales eran las varias
opciones de tratamiento. Leavell en 1938 presenté una revision de la incidencia y de los factores que
influyen en el tiempo de supervivencia. En 1939, Wintrobe y Hansenbush describieron datos clinicos
en 86 casos enfatizando la fase temprana de.la enfermedad. Hayhoe en su libro, “Leukemia”,
proporciond una visién en 1960 de todos los aspectos clinicos de LLC.

Una descripcion extensa de los criterios de diagndstico, caracteristicas cifnicas, respuesta a la
terapia y datos de supervivencia en una serie grande de pacientes con LLC fue publicado por Boggs
et al en 1966. Este trabajo confirmé el amplic rango de los tiempos de supervivencia asociados con
esta enfermedad. Boggs et al concluyeron gue pacientes que sobrevian menos de 5 afos tenian
evidencia de enfermedad mas avanzada en el momento de diagndstico inicial que aquellos que
sobrevivian mas tiempo. Galton, también en 1966, indicé que el patron de aumento en el contaje de
tinfocitos en sangre en LLC era un predictor del curso clinico: pacientes con una tendencia de
continuo y progresivo aumento tenfan peor prongstico comparado con aguellos cuyos contajes de
linfocitos permanecieron estables durante un largo periodo de tiempo. Dameshek en 1967 hizo
observaciones similares a aquellas observadas por Galton (1966) y Boggs et al (1966) y propusieron
un método de estratificar la extensidon de la enfermedad por la presencia o ausencia de ciertos
criterios clinicos tales como sintomas relacionados con la enfermedad, agrandamiento d‘e los nédutos
linfaticos, bazo e higado, y anomalias en el contaje en sangre. En 1873 Hansen presenté datos
clinicos detallados en unas series grandes de pacientes con LLC. El curso de la enfermedad en las
series de Hansen pareci6 confirmar as conclusiones de Dameshek, Galton y Boggs et al que cuanto
mayor era la evidencia clinica de LLC el prondstico en conjunto era peor.

1.1.1.d. La era moderna: 1973-1994.

En la primera de las dos décadas que siguen el trabsjo de Hansen en 1973 se realizd la
identificacion de los criterios pronésticos y el desarrollo de los sistemas de clasificacién por estadios
en LLC, y en la segunda década, finalizada en 1994, progreso en la caracterizacidén inmunoiégica de

la célula leucémicaen laLLC.



1.1.1.e. La LLC forma tipica.

Es una neoplasia hematolégica de origen clonal que se caracteriza por la proliteracion y
acumulacion de linfocitos de aspecto relativamente maduro. En la inmensa mayoria de los casos
(95%]) la LLC es consecuencia de la expansion de una Unica clona de LB que experimentan una
transformacion maligna e invaden la médula dsea (MQ), los 6rganos linfoides y la SP (Brouet et al,
1975; Gale et al, 1985; Stansfeld et al, 1988) y en menos de un 5% de los casos las células son de
origen T (Juiliusson et al, 1990a,b).

e.1.Frecuencia.

La LLC representa el 30% de todas las leucemias, es por ello la forma mas comun de leucemia
humana. Predomina en los varones (2:1) (Henderson y Han, 1986). La edad media de los enfermos
en el momento del diagnostico es de 60 afios (Farreras y Rozman, 1993).

e.2. Etiopatogenia.

En su origen no se reconoce influencia alguna de las radiaciones ionizantes ni de sustancias
toxicas.

e.3. Fisiopatologia.

Los LB de la LLC presentan inmunoglobulinas de superficie (Smig) en escasa cantidad (Han
et al, 1982), que habitualmente son de tipo IgM 6 IgM + IgD. Expresan asimismo cadenas kappa o
lambda, pero nunca ambas, lo que junto con el reordenamiento de los genes de las
inmunoglobulinas (Igs) , demuestra su monoclonalidad (Henderson y Han, 1986; Bennet et al, 1989;
International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukaemia, 1989a,b).

Los LB de la LLC expresan un antigeno de membrana (CDS) que es una glucoproteina de
5000 daltons.

La presencia de Smlg en escasa cantidad, rosetas M y positividad para el CD5 son los
marcadores tipicos de esta proliferacién. Otro marcador de superficie de los LB de la LLC Gtil para el
diagnostico es el CD19 (Lennert et al, 1991). Los linfocitos de lta LLC expresan también otros
determinantes antigénicos propios de los LB (CD20, CD22, CD24, CD37), FcR y receptores para el
complemento, siendo los C3d (CR2) mds numerosos que los C3b (CR1). En algunos casos también
tienen receptores para la interleucina 2 (TAC, CD25) (Freedman, 1990: Hanson et al, 1990

Wormsley et al, 1990).



Desde el punto de vista de ia cinética celular, la LLC es una enfermedad mas acumulativa que
proliferativa. £l numero de células en fase de sintesis y de mitosis es muy bajo. Por oftra parte, la
recirculacion de la pobiacién de LB entre los distintos compartimentos linfoides es anémala. Los LT
estan disminuidos, en parte, debido a la dilucién que experimentan por la expansién de |a poblacién
de LB ieucémicos. En las fases mas avanzadas de la enfermedad el nimero de LT supresores (CD8)
tiende a aumentar. La proporcién de LT colaboradores (CD4) y supresores (CD8) se halla descendida
en la SP y aumentada en la MO. Es posible que estos hechos guarden relacién con la
hipogammaglobulinemia que tan a menudo presentan los enfermos con LLC (Dighiero et al, 1991).

Por otro lado, en la LLC se han hallado alteraciones de la funcién de los granulocitos,
complemento, y actividad "natural killer” lo que, unido a hipogammaglobulinemia, explicaria las
frecuentes infecciones bacterianas que sufren estos enfermos. La posible existencia de
componentes monocionales, es otra expresion de las complejas alteraciones de la inmunidad que se
observan en este proceso.

e.4, Cuadro clinico.

Aproximadamente la mitad de los casos de LLC se descubren al practicar una analitica por
cualquier motivo banal. En otras ocasiones, los primeros sintomas consisten en la aparicion de
adenopatias, astenia o alteracion del estado general. Otras veces son las infecciones repetidas,
sobre todo de origen broncopulmonar. Es mucho mas raro que sea una anemia hemolitica
autoinmune (AHAI) la primera manifestacién de la LLC. Sin embargo, alrededor del 15% de los
enfermos presentan AHAI en algin momento de su evolucién.

L.a exploracién fisica puede ser anodina, como sucede en los casos poco avanzados de la
enfermedad, o bien revelar la presencia de numerosas adenopatias de caracter simétrico, grandes e
indoloras, asi como hepatomegalia y esplenomegalia, hallazgos propios de las formas mas avanzadas
del proceso. Las adenopatias mediastinicas o la infiltracién det anillo linfatico de Waldeyer son
sumamente raras. A diferencia de Io gue ccurre en los linfomas, no son habituales ta fiebre, la
sudoracién, ni la pérdida de peso.

Por otro lado, et 5-15% de los enfermos con LLC presentan en algin momento de su
evolucion, a veces de forma simultanea con el diagndstico, neoplasias asociadas, sobre todo de piel,
tubo digestivo y pulmén. De forma excepcional los linfocitos de la LLC pueden infiltrar la piel, el tubo

digestivo, el pulmén, la pleura o el sistema nervioso central (SNC).



e.5. Datos de laboratorio.
El dato mas caracteristico consiste en leucocitosis con linfocitosis absoluta. En menos de 1/3
de los enfermos hay anemia o trombocitopenia en el momento del diagndstico. La cifra de lactato-

deshidrogenasa (LDH) puede estar ligeramente aumentada. El recuento de leucocitos suele ser
superior a 15 x 109/L, de los cuales mas del 90% son linfocitos de aspecto maduro, con nucleo

redondo de cromatina densa, sin apenas nucleolos y escaso citoplasma. Hay variabilidad en la
maortologia de los I[_rifocitos que proliferan. En la mayoria de los pacientes con LLC de crigen B
{LLCB), los linfocitos son pequefios. En la LLCB, no hay aumento en los linfoblastos como ocurre en
la feucemia linfoblastica aguda (LLA). Los LB de la LLC son muy fragiles, por io gue se rompen con
facilidad al efectuar las extensiones de SP, dando lugar a las caracteristicas sombras nucleares o
sombras de Gumprecht. A diferencia de lo que ocurre en las proliferaciones linfoides T, la
betaglucuronidasa y la fosfatasa acida linfocitarias estan muy disminuidas. La MO se halla infiltrada por
tinfocitos de aspecto maduro. La biopsia medular (BMO) revela asimismo diversos patrones
histolégicos: nodular, intersticial, mixto (nodular+intersticial) y difuso, que tienen interés pronostico
{Lipshutz et al, 1980; Rozman et al, 1984). Puede haber variabilidad entre diferentes areas de una
biopsia. Si cualquier drea de la biopsia cumple con el criterio para envolvimiento difuso, el proceso
deberia ser clasificado como difuso. A diferencia de lo que ocurre en los linfomas centrofoliculares,
los nodulos linfoides de la MO ocupan una situacidén central y no paratrabecular. La
hipogammaglobulinemia es frecuente (30-40% de los casos). La IgM es la Ig que con mayor
frecuencia se halla disminuida, seguida de la IgG y 1a IgA. La prueba de Coombs puede ser positiva en
el 10-15% de los pacientes, sin que necesariamente exista una AHA| evidente.
e.B. ‘Diagnést'ico. 7

El diagndstico de la LLC en su forma clasica es fécil. El hallazgo de leucocitosis con linfocitosis
absoluta, con linfocitos de aspecto tipico (pequefios, con escaso citoplasma, nucleo redondo y
cromatina condensada y sin nucleolos) y de sombras de Gumprecht, con escasas (menos del 10%)
células linfoides atipicas (centrocitos, centroblastos) en un individuo adulto, por lo general mayor de
40 ahos, evoca de inmediato el diagndstico de LLC. En ccasiones, sin embargo, el cuadro clinico v,
sobre todo, el hemoperiférico no son tan concluyentes. '

Recientemente, el “International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia” (IWCLL) ha

recomendado empiear los siguientes criterios diagndsticos: a) linfocitosis mantenida



en SP = 10 x 1091, b) morfologia tipica y c) fenotipo caracteristico (Smig de intensidad débil, CDS,
rosetas M) o aspirado y/o BMO compatibles. £n los casos con un recuento de linfocitos inferior a 10 x
10%/L es necesario confirmar el diagnoéstico tanto por el estudio de los marcadores de membrana
como por el de MO.

La biopsia gangtionar, medular, esplénica y, sobre todo, e! estudio de! fenotipe de las células
son de gran ayuda en el diagndstico de los casos dificiles.

e.7. Prondstico.

Si bien existen casos benignos con evoluciones que superzn los 10-15 afos, la
supervivencia media de los enfermos con LLC no 'sobrepasa los 5-6 afios. Las causas mas frecuentes
de muerte son las infecciones, la anemia irreversible por invasién medular y los 'accidentes
hemaorragicos por trombocitopenia. _

La introduccion en 1975 de un sistema de clasificacién por estadios de la LLC (Rai et al,
1975; 1987b) representé un avance considerable en la posibilidad de predecir la evolucion de los
pacientes con esta enfermedad. El sistema propuesto por Rai et al divide a los pacientes en cinco
grupos, con tiempos medios de supervivencia gue oscilan desde mas de 100 meses para los

estadios poco avanzados de |a enfermedad a menos de 25 meses para los estadios mas avanzados

(Tabia 2).

Mediana de
Estadio : Criterios SUPDCTUILERIC 1Y
Tabla 2: LLC: clasificacién de Rai. - o ) R “(mosesy
n " Linfocitosis en‘sangre periférica >120 - -
: (> 15 x 10WL) y medula
Osea (> 40 %) .
I Limfocitosis + adenopatias = 120
i .. - - Linlochosis + hepatomegalia yfo. . 5060
..0" | -esplenomegaba . - "~ .. - -
ur Linfocitosis + anemia ‘ C 2436 -
. ’ (hemaoglobina < 11-g/dL) e
o * "Linlocitosis + plaquetopenia . 24360
(Maguetas < 100 x 10Y/L)

En 1981, Binet et al; propusieron un sistema de clasificacién por estadios (Binet et al, 1977;
1981). En este sistema destaca la impor‘cancié de las masas de tumores enfatizada, teniendo en
cuenta el potencial de agrandamiento de las 5 areas linfoides diferentes: (1) cervical; (2) axilar; (3)
nodulos linfaticos inguinales (uni o bilateraies); (4} bazo; y (5) higado. En base al nimero de dreas
linfoides envueltas y la presencia o no de anemia yfo trombocitopenia, se distinguen 3 grupos
prondstico. Las supervivencias medias para los pacientes en estadios A, By C son 12, 5y 2 afios,

respectivamente (Tabla 3, Fig. 1).



Tabla 3: LLC: clasificacion de Binet.

Tres 0 mas areas “linloides”
aumentadas de tamano

CC Anemia (hemoglobina < 10

; a/dLl) y/o plaquetopenia

(plaguetas < 100 x 10%/L)

con independencia del

nomero de areas “linloides”

afectas

Mediana de
Estadio Criterios SUPErIDERCIC
{meses)
A Ni anemia ni plaguetapenia > 120
Menos de tres areas “linfoides®
awmentadas de tamano”
B No anemia ni plagquetopenia S50-60

24

es (ya sean unilalerales o bilaterales), higado y bazo.

* Areas “linfoides™ adenopalias en regiones laterocervicales, axilares e tnguﬂe

Fig. 1: LLC: supervivencia de 443 pacientes seguidos

en ta “Postgraduate School of Haematology

Farreras Vaienti”, de acuerdo ala

clasificacion de Binet (p=0.001).
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El IWCLL, primero en 1981 y nuevamente en 1989 (International Workshop on CLL, 1981;
1989a.b), recomendaron que los sistemas de Rai y de Binet deberian ser integrados al afadir al
estadio de Rai apropiado el estadio de Binet, proporcionando asi una descripeion completa de

cualquier estadio clinico del paciente. Esta recomendacion no ha sido ampliamente adoptada, y la

mayoria de los clinicos usan uno u otro sistema en la practica.

En 1987, los 5 estadios en el sistema de Rai original fueron reducidos a 3, en

reconocimiento a las 3 curvas de supervivencia (Rai y Montserrat, 1987a} (Fig 2).
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Fig. 2: LLC: supervivencia de 443 pacientes seguidos
en la "Postgraduate School of Haematology
Farreras Valenti®, de acuerdo a 1a

clasificacion de Rai modificada (p=0.001).
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e.B. Otros sistemas de clasificacion, |

Se hicieron varios intentos para mejorar los sistemas de clasificacion. En 1981, Jaksic y Vitale
propusieron un método para estimar la masa tumoral total (MTT) en LLC y que era 0til para predecir la
supervivencia. Pacientes con un-altc MTT en el diagndstico (por ejempio = 9.0) tenian una
supervivencia media de 39 meses, comparada con 101 meses cuando la MTT era <9.0.

Mandelii et al (1987) evaluaron unas series grandes de pacientes e identificaron 4 grupos de
riesgo en base a los parametros siguientes: (1) nivel de hemoglobina (Hb)<11g/dL; {2) linfocitosis en
SP> 80x1094; (3) ndmero de lugares de nodulos linfaticos (cervical, axilar, inguinal y otros) envueitos
(por ejemplo>2cm) y (4) hepatomegalia {por ejemp|o>acfn). Pacientes con ninguno de estos factores
desfavorables son considerados como en estadio | (linfocitosis benigna), y aquelloscon 1,26 3, 6
los 4 factores arriba mencionados de peor prondstico son considerados como en estadio i! (bajo
riesgo), iii( riesgo intermedio) y |V( alto riesgo), respectivamente. La supervivencia media es mucho
menor en pacientes én estadio avanzado.

Aunque todos estos sistemas, y otros (Baccarani et al, 1982; Lee et al, 1987) son validos para
identificar pacientes, etios no afiaden informacién sustancial a aquella ofrecida por las clasificaciones
de Rai, Binet y la integrada en IWCLL, estos ultimos sistemas tienen la ventaja de simplicidad y

aplicacién mas facil.
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e.9. Otros parametros prondsticos.

Para determinar si el curso de la enfermedad puede ser predicho y la exactitud de los
sistemas de clasificacion, casi todos los parametros medibles de la e-nferrﬁaeqad han sido evaltiados
para valorar su significado pronéstico. Como resultado, durante los Ultimos afios, se ha acumulado
mucha informacién con respecto a los 'parérr[‘etros pronéético para la LLC {Montserrat y Rozman,
1988; Foon et al, 1890; Dighiero et al, 19917;‘Cheéon. 1983). La mayoria de estos pardmetros, sin
embargo, no son dtiles para predecir progresion y no afiaden informacién adicional al estadio clinico,
solo los pardmetros discutidos abajo  son importantes a este respecto.

e.9.1. Contaje de linfocitos en sangre.

En LLC el nimero absoluto de linfocitos en sangre puede ser considerado como un simple y
real reflejo de la masa del tumor y, por lo tanto, un parametre til para valorar el prondstico. Su valor
prondstico ha sido bastante controvertido. Antiguamente, algunos autores habian encontrado gue
un alto contaje de linfocitos era indicativo de peor prondstico (Galton et al, 1961; 1966; Dameshek,
1967, Hansen, 1973; Gray et al, 1974) mientras que otros no (Coeur et al, 1970; Binet et al, 1981;
Geisler et al, 1986). No obstante, en andlisis recientes (Baccarani et al, 1982; Rozman et al, 1982;
Mandelli et al, 1987, French Co-operative Group on CLL, 1890; Jarque et al, 1991), el contaje de
linfocitos se ha encontrado que es un importante predictor de la supervivencia.

e.9.2, Tiempo de duplicacion de la_cifra de linfocitos.

El significado prondstico de los valores de linfocitos en SP fue sugerida primero por Galton
(1966). Desde entonces varios estudios han demostrado que el tiempo hecesario para duplicarse la
cifra de linfocitos en sangre (TDL) es un factor prondstico independiente (Montserrat et al, 1986). En
la practica, TDL es un excelente parametro para averiguar la marcha del paciente: pacientes con
contajes de linfocitos que progresan rapidamente (por ejemplo TDL<12 meses) tienen un curso
agresivo y una corta supervivencia, mientras que aquellos con contajes estables tienden a tener un
curso indolente y no progresivo. El significado prondgstico del TDL ha sido confirmado en varios
estudios (Molica y Alberti, 1987; Dhodapkar et al, 1992; Jarque et al, 1991).

e.9.3. Morfologia de linfocitos.

Los linfocitos en SP en LLC presentan una gran heterogeneidad. Esto ha llevado a
subclasificar la LLC en diferentes variantes morfoldgicas (Melo et al, 1986; Orfao et al, 1988; Bennet
et al, 1989) asi como a estudios dirigidos a averiguar el valor prondstico de la variabilidad merfolégica

en LLC (Dubner et al, 1978; Ghani y Krause, 1986). A pesar de algunas discrepancias
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entre estudios, probablemente debidas a la metodologia, hay un acuerdo general que un aumento
en el numero de linfacitos grandes e inmaduros (prolinfocitos) esta asociado normalmente con
enfermedad avanzada y supervivencia mas corta. Recientemente, Melo et al (1987) han mostrado

que un aumento en el numero de prolinfocitos (por ejemplo>5-10%; >5-15x109/L) es una .

caracteristica independiente de peor prondstico.
e.9.4. Histopatoloqgia de la_MO.

Diferentes clasificaciones de los patrones Ade histopatologia de la MO en LLC han sido
propuestos. En 1977, Hernandez-Nieto et al reconocieron 4 tipos diferentes de infiltracién: {1
nodular; (2) intersticial; (3) mixta (nodular + intersticial); y (4) difusa. Esta clasificacion es facil de
reproducir y ha sido ampliamente aceptada. Sin embargo, en términos de prondstico, se pueden
distinguir dos grupos amplios: difuso y no difuso (Lipshutz et al, 1980; Barl et al, 1982; Rozman et al,
1984, Montserrat y Rozman, 1987). Pacientes con infiltracion difusa tienen una supervivencia media
<2-4 anos, comparada con >8-10 afios para aquellos con patrones no difusos.

El patrén de infiltracion de la MO normalmente se correlaciona con el estadio clinico. Asi,
mientras que el patrén difusc predomina en estadios avanzados (Gray et al, 1974; Lipshutz et al,
1980; Rozman et al, 1982; 1984; Han et al, 1984b: Geisler at al, 1986, 1991, Pangalis et al, 1987),
patrones no difusos se encuentran con mayor frecuencia en estadios tempranos (Hernandez-Nieto
etal, 1977, Lipshutz et al, 1980; Bartl et al, 1982; Rozman et al, 1982; 1984; Han et al, 1984a: Geisler
et al, 1986; 1991; Pangaiis et al, 1987). Sin embargo, esta correlacidén no es absoluta. Asi, pacientes
en estadio clinico temprano pueden ser subclasificados en 2 subgrupos prondstice diferentes en
base a |a histologia de la MO: bajo fiesgo, cuando la infiltraciéon es no difusa; aito riesgo, cuando el

patrén de MO es difuso (Bartl et al, 1982; Geisler et al, 1986; 1991: Montserrat y Rozman, 1987). Los
pacientes en estadios tempranos y con histologia difusa tienden a progresar rapidamente y a tener
una supervivencia mas corta (Bartl et al, 1982; Montserrat y Rozman, 1987, Pangalis et al, 1987).

Aln cuando el valor prondstico de los patrones de MO en LLC ha sido claramente
demostrado (Rozman et al, 1984; Geisler et al, 1986; 1991), en algunos estudios, la histologia de la
MO, se ha encontrado que esta correlacionada con el estadio clinico o con la progresidn de la
enfermedad pero no con la supervivencia (Lipshutz et al, 1980; Geisler et al, 1986: 1991). Esto
puede ser debido a variaciones en el nimero de pacientes incluidos en cada estudio, en la longitud

det seguimiento o en el criterio usado para evatuar las BMO.
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La BMO es dtil no sélo en el diagnostico, sino también en evaluar la respuesta a la terapia

{Cheson et al, 1987; International WorksﬁOp en LLC, 1981; 1989a).
e.9.5. Citogenética.

El impagztg de las anomalias cromosdmicas en el prondstico no ha sido completamente
establecido c-i'é‘bido a las dificuitades del andiisis citogenético convencional en la LLC. £l anatisis
mediante citogenética convencional después de! cultivo de las células con mitégenos de células B,
ha mostrado anomalias cromosomicas en el 50% de los pacientes con LLC. Se ha visto que la trisomia
12 es la anomalia cromosémica mas frecuente en los pacientes con LLCB (1/3 de ios casos) {Gahrton
et al, 1980a,b; Gahrton et al, 1982; Pittman y Catvovsky, 1983; Han et al, 1984a,b; Autio et al, 1987
Juliusson et al, 1990a,b; Datta et al, 1991) y en algunos casos ha sido asociado con disminucién de la
supervivencia y necesidad para un tratamiento mas temprano (Han et al, 1984b; Juliusson et al,
1890a,b). Su presencia fue detectada inicialmente mediante técnicas citogenéticas convencionales
después del cultivo con mitégenos de células B (Robért et al, 1978), pero este tipo de estudio es
dificil debido al bajo indice mitdtico espontaneo de las célutas leucémicas B ¥ SuU pobre respuesta a la
estimulacién con mitégenos (Juliusson et al, 1990a,b: Dethomme-Bachy et al, 1992). Asi en muchos
casos no se producen metafases analizables o cuando estas estan presentes eltas muestran un
cariotipo normal. Por ello la verdadera incidencia de anomalfas cromosdmicas, tales como la trisomia
12, es desconccida.

Otras anomalias incluyen los cromosomas 6, 11, 13 y 14 (Robert et al, 1982; Pittman y
Catovsky, 1984; Gahrton et al, 1987; Geisler et al, 1989; Juliusson et al, 1990a,b). Pacientes en
estadios tempranas tienden a tener menos anomalias citogenéticas (20%) que aquellos en estadio
avanzado (70%) (Han et al, 1987). Los pacientes con anomalias cromosdmicas se asocian con un
peor prondstico comparado con pacientes con cariotipos diploides (Pittman y Catovsky, 1984; Han et
al, 1988; Juliusson et al, 1990a,b; Oscier et al, 1990).

1.1.1.f. LLC Ilatente.

Se distinguen dos formas de L.LC Utiles para decidir si se trata o no al enfermo: las LLC activas
(0 agresivas) y las LLC inactivas (o quiescentes). Las LLC activas presentan un TDL corto (inferior a 12
meses), grandes adenopatias que aumentan de tamafio, visceromegalias que ocasionan problemas,
fiebre, sudoracién, pérdida de peso o cualquier otro hecho que interfiera en I_a vida normal del

enfermo. Por el contrario, los pacientes en estadio inicial (A), histopatologia medular no difusa,
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Hb =13g/L, linfocitos < 30 x 109/dL y TOL prolongado {superior a 12 meses) presentan una forma

sumamente guiescente de ia enfermedad, con escasas probabilidades de progresion y una
esperanza de vida igual a la de la poblacion control (Montserrat et al, 1991b; 1993).
1.1.1.g. Tratamiento de la Li.C.

El curso variable de Ia enfermedad, la edad avanzada de la mayoria de los pacientes y la
ausencia de un criterio uniforme para evaluar el tratamiento han constituido importantes reveses en la
terapia en la LLC. La llegada de los sistemas de clasificacion clinicos por estadios, los cuales permiten
la identificacién de pacientes con diferentes riesgos y el planteamiento de una terapia apropiada,
constituye una importante ventaja. Resultados de los ensayos basados en estos sistemas de
clasificacion por estadios, han demostrado que e! tratamiento de pacientes con LLC en estadio inicial
no presenta ningun beneficio y puede ser incluso perjudicial (Rozman and Montserrat, 1989). Por el
contrario, hay acuerdo general de que los pacientes en estadio avanzado deberian ser tratados.

El clorambucil, administrado diariamente o intermitente, y dado sélo o con corticosteroides, es
la droga usada comunmente (Galton et al; 1961, Montserrat y Rozman, 1984; Gale y Foon, 1985;
Travade et al, 1987; Foon et al, 1990) . Otros agentes Unicos usados en LLC incluyen prednisona,
busulfan y ciclofosfamida (Montserrat y Rozman, 1984; Gale y Foon, 1985; Travade et al, 1987). Los
resultados son a menudo comparables con aquellos observados con clorambucil sélo, aunque
algunas veces con mas toxicidad. El beneficio en términos de supervivencia de todas estas drogas
aun no estd demostrado. Nuevos agentes, tales como fludarabina (Keating et ai, 1989,90: Robertson
et al, 1992), 2-desoxicoformicina (O'Dwyer et al, 1988; Dillman, 1989) y 2-clorodesoxiadencsina (Piro
et al, 1988; Keating, 1993), presentan unas perspectivas prometedoras. Sin embargo, la superioridad
de estas drogas sobre el clorambugil no esta todavia demostrada. La mayoria de Ids regimehes de
terapia combinada no han mostrado ninguna ventaja sobre el clorambucil con o sin prednisona
cuande se compararon diferentes ensayos clinicos. En un ensayo, el “French Co-operative Group on
CLL", mostro el pape! beneficioso para la adriamicina dada a bajas dosis con ciclofostamida, vincristina
y prednisona (mini-CHOP) en pacientes con estadio C de la enfermedad. Sin embargo, estos
resultados fueron obtenidos en unas series pequefias de pacientes y necesitan ser confirmados.

La esplenec;tomia puede ser valida en pacientes con AHA| o trombocitopenia, con
destruccion esplénica (Ferrant et al, 1986; Stein et al, 1987; Delpero et al, 1990). La radioterapia es

efectiva en unos pocos pacientes, pero una secuela frecuente sueie ser la mielosupresion (Lawrence
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et al. 1949; Chanana et al, 1976). La irradiacidon espiénica ha sido usada en el caso de
esplenomegalia masiva o inmunocitopenia cuando la esplenectorﬁ ia era dificil. Nuevas estrategias,
incluyendo el uso de modificadores de la respuesta biolégica {interferones (Montserrat et al,
1991a.b.c) , interteucinas 2 y 4 (Kay et al, 1988; Luo et al, 1980), eritropoyetina, ciclosporina (Tura et
al, 1988) y anticuerpos monoclonales sélos o conjugados con inmunotoxinas)], estan bajo estudio.

Aungue una remision completa (RC) en términos clasicos, es observada frecuentemente con
estas terapias, la remisién clonal es un hecho muy raro y la curacién no se puede lograr. La cuestion
de si regimenes de quimioterapia mas intensiva, incluyendo el uso de factores de crecimiento
recombinantes hematopoyéticos y transplante de méduia ¢sea autdlogo (ATMO) (Rabinowe et al,
1992) y alogeno (ALTMO) (Michallet et al, 1991), pueden mejorar la supervivencia en LLC estan
siendo investigados. Sin embargo, la morbilidad y la mortalidad asociadas con estos procedimientos
hace necesario considerar su indicacidn cuidadosamente y reservarlos para pacientes mas jovenes
que sufren de enfermedad mas avanzada o LLC resistente a quimioterapia.

En contraste a los avances en el entendimiento de la biologia y de la historia de la LLC, &l
progreso en el tratamiento ha sido lento. Numerosos datos indican que la respuesta a la terapia esta
asociada con un aumento en la supervivencia (Chescn et al, 1988; International Workshop on CLL,
198%9a.b; French Co-operative Group on CLL, 1991; Hansen et al, 1991, Keating, 1993).
También.una terapia més intensiva esta asociada con una respuesta aumentada (Jaksic y Brugiatelli,
1988; Conlan y Mosher, 1989; French Co-operative Group on CLL, 1988,1991; Keating et al, 1989;
Hansen et al, 1991; Caballero et al, 1992; Rai, 1993). Sin embargo, pocos datos sugieren que esto se
translade en cura, incluse en pacientes aparentemente libres de células de LLC usando técnicas de
- deteccion sensibles. Resultados preliminares con ALTMO y ATMO son prometedores {Bandini et al,
1891, Michallet et al, 1991, Bastion et al, 1992; Khouri et ai, 1992; Montserrat et al, 1992; Rabinowe
et al, 1992; Jarque et al, 1993;) pero ensayos controladcs son necesarios para determinar la
supervivencia y/o la cura. Varias consideraciones sugieren que la {erapia inténsiva deberia ser
reservada para personas jovenes con caracteristicas pronéstico adversas que no responden al
tratamiento convencional (Pangalis et al, 1991, Dhodapkar et al, 1992; Montserrat et al, 1992; Rai,

1993).
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1.1.1.h. Valoracidon de la respuesta
No existen criterios aceptados de forma general para valorar la respuesta al tratamiento. De
acuerdo con el IWCLL se distinguen los siguientes tipos de respuesta (Cheson et al, 1988;
International Workshop on CLL, 1988a,b):

1. Bespuesta completa clinica. Se define por los siguientes criterios; a) ausencia de sintomas

y signos atribuibles a la enfermedad, b) linfocitos en SP < 4 x 109/L, ¢) granulocitos > 1.5 x 109/, d)

plaquetas > 100 x 109/L y e) aspirado y BMO normales aunque la presencia de focos o nédulos

linfoides en esta dltima no es incompatible con la respuesta completa. )

2. Respuesta completa clonal. Ademas de los criterios anteriores, es preciso demgostrar la
desaparicion de la clona leucémica por estudic de marcadores celulares.

3. Respuesta parcial. Cuando, tras el tratamiento, la enfermedad pasa a un estadic menos
avanzado.

4. Enfermedad estable. Cuando no se produce modificacion alguna en el estadio de la

enfermedad tras el tratamiento.

5. Progresién. Cuando la enfermedad progresa de estadio bajo tratamiento.

1.1.1.4, La LLC forma atipica.

incluye dos subtipos morfolégic'os. En el primero, hay I-infocitos pequefios y grandes
entremezctados. Los linfocitos mds grandes tienen un citoplasma moderadamente abundante y poco
o ligeramente basdfilo. La cromatina nuclear esta agrupada; los nucleolos si estdn presentes, no son
prominentes. El nimero de prolinfocitos es menos de 11%. El sequndo tipo de células mezcladas es
la leucemia linfatica crénica-leucemia prolinfocitica (LLC-LP). Es definidva por la presencia de 11-54%
de prolinfocitos én la sangre. Pacientes con LLC-LP tienen caracteristicas ciinicas intermedias entre
LLC y LP (Melo et al, 1986) y generalmente presentan linfadencpatia y esplenomegalia. El grado de
esplenomegalia es desproporcionado al de linfadenopatia. Las secciones de MO pueden contener

focos de transformacion o una mezcla de pequefios linfocitos y prolinfocitos.
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1.1.1.2. LEUCEMIA DE CELULAS PELUDAS (TRICOLEUCEMIA).

Esta enfermedad fue descrita por Bouroncle en 1958 con el nombre de reticuicendoteliosis
leucémica. La denominacion tricoleucemia hace referencia a la presencia en el bazo, la MO y la SP de
células linfoides provistas de prolongaciones citoplasmaticas a modo de pelos (Bouroncle et al; 1958,
1979).

Es una enfermedad rara que representa et 1-2% de todas las leucemias y linfomas. Afecta con
mayor frecuencia a los varones que a las mujeres (4/1) y la edad media en el momento del diagnéstico
es de 40 anos (Golomb et al, 1978a,b). )

1.1.2.a. Cuadro clinico.

El inicio de la enfermedad es dificil de precisar. Pueden pasar mas de 12 meses entre los
primeros sintomas y el diagnéstico. Las manifestaciones mas frecuentes son astenia, palidez,
purpura, gingivorragias e infecciones. La invasién de la MO y el bazo por los tricoleucocitos puede
originar una pancitopenia muy acusada. Las infecciones son frecuentes. El dato mas llamative de la
exploracidn fisica es la esplenomegalia, aunque puede faltar hasta en una tercera parte de los casos.
Las adenopatias son muy poco frecuentes (Jansen et al, 1982).

1.1.2.h. Datos de labaoratorio.

Casi siempre hay pancitopenia (Hb < 10g/dL, leucocitos < 4.5 x 109 y plaquetas < 100 x

109/L). E! volumen corpuscular medio (VCM) estd incrementado. Se comprueba neutropenia y, de
farma caracteristica, monocitopenia. El indice de fosfatasa alcalina granulocitica (FAG) suele ser alto.
En la extension de SP se observa un numero variable de tricoleucocitos. Se trata de células de
aspecto linfoide con prolongaciones citoplasmaticas, citoplasma azuIadé) sin granulacién y m]cleos de
aspecto redondo o arrifionado, sin r.\ucieolos.. Estas células toman la tincidén de la fosfata acida
{isoenzima 5), la cual resiste la incubacién con Acido L-tartdrico. Poseen Smlg en cantidad abundante
(a diferencia de lo que ocurre en la LLC), forman rosetas M {aungue en menor cantidad que en la
LLC), tienen receptores para la fraccion Fc de la IgG y expresan antigenos de membrana
caracteristicos (FMC7, CD25 6 anti-Tac, CD11c¢). Puede haber elementos ultraestructurales tipicos
denominados compiejos ribosdémicos lamelares. En muy raras ocasiones la tricoleucemia puede tener
fenotipo T (Bennet et al, 1989). El aspirado de MO es dificil de obtener debido a la fibrosis. La BMO
revela un aspecto tipico de infiltracion laxa por tricoleucocitos y fibrosis reticulinica (Jandl, 1987;

Doane et al, 1990).

18



1.1.2.c. Diagndstico.

La posibilidad de una tricoleucemia debe tenerse en cuenta en el estudic de toda
pancitopenia. El examen de la SP es importante para llegar al diagndstico, perc en muchos casos el
numer0 de tricoleucocitos es muy bajo 0 éstos se hallan ausentes. LLa BMO es esencial para el
diagnostico. E! estudio de los marcadores celulares es util para establecer el diagndstico definitivo.

Recientemente, ha sido descrita una forma variante de la tricoleucemia {Sainati et al, 1990),

que tiene varias caracteristicas que difieren de la forma clasica de la enfermedad (Cawiley et al, 1980).
Estos incluyen la tendencia a afectar a individuos mas viejos y a hembras, presentacion en la fase
leucémica, ausencia de monocitopenia y, mas importantemente, peor repuesta al tratamiento con
interferén o 2-desoxicoformicina (Sainati et al, 1990; Catovsky, 1993).
1.1.2.d. Pronéstico.

En la mayoria de las serfes la media de supervivencia es de 4-3 anos, aunque alrededor del
10% de los enfermos presentan un curso indolente y pueden vivir casi sin problemas 10 afios 0 més.
Los factores que se han asociado a un peor prondstico son el tamafio del bazo, la intensidad de la
granulocitopenia, la anemia y la falta de respuesta a la esplenectomia. La causa de muerte mas
frecuente son las infecciones.

1.1.2.e. Tratamiento.

En la tricoleucemia hay una serie de posibilidades terapedticas gue no se excluyen entre si.
La esplenectomia (Golomb et ai, 1978) consigue corregir la pancitopenia, al menos temporalmente,
en alrededor del 75% de los casos, sobre todo cuando 1a infiltracidn de la MO no es masiva. Es el
_ tratamiento indicado en los pacientes jovenes con significativa esplenomegalia y sélo minimo
envolvimiento de la MO. El interferdn alfa (INF a) (Platanias y Golomb, 1992) es el tratamiento de
eleccién en los casos en los que la esplenectomia no ha resultado eficaz o se producen recaidas tras
elia. Bl INF « es Gtit incluso en los casos en los que no se ha extirpado e bazo. Aungue se consiguen
excelentes respuestas, éstas fara vez son completas. Las recaidas de la enfermedad tras el
tratamiento con INF a son frecuentes. El INF « induce remision en aproximadamente 90% de los
pacientes con tricoleucemia, pero RC es obtenida sélo en 5-10%. El desarrolio de anticuerpos contra
el INF « fue iniciaimente considerado un problema muy importante, pero mayores seguimientos de
pacientes que desarrollaron anticuerpos ha mostrado que es transitorio y no tiene un impacto
significativo en la respuesta en conjunto al tratamiento. Recientemente se ha comprobado que la 2-

desoxicoformicina (pentostatin) (Cassileth et al, 1991) es muy eficaz en este procesa, incluso en
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casos resistentes al INF «, el pentostatin induce RC en 60-70% de los pacientes y remision parcial
(RP) en 20-40%. La 2-clorodesoxiadenosina también se ha visto que es muy eficaz (Juliusson y
Liliemark, 1992). Es una droga muy prometedora, incluyendo RC en aproximadamente 80% de los
pacientes. Asimismo, se han descrito algunos casos de pacientes curados mediante TMO o gue han
respondido bien a quimioterapias intensivas. Por Qltimo, los factores de crecimiento hematopoyético
se han mostrado Utiles para corregir la granulocitopenia de estos enfermos. Mientras que el INF a no
cura la enfermedad, es posible que un grupo de pacientes tratados con pentostatin ¢ 2-

clorodesoxiadenosina sean curados.

.1.1.3. ENFERMEDADES GANGLIONARES: LINFOMAS MALIGNOS.

Reciben el nombre de linfomas malignos las neoplasias del sistema linforreticular gue
asientan preferentemente en los ganglios linfaticos (Berard et al, 1987, Habeshaw y Lauder, 1988).
Cebido a la heterogeneidad funcional de los linfocites y porque los linfocitos por su naturaleza tienen
acceso a casi cualquier sitio anatdmico, estas enfermedades pueden envolver cualquier érgano y son
muy heterogéneas. Las diferencias entre leucemia y linforma resultan bastante arbitrarias. Es leucemia
la neoplasia iinforreticutar que afecta ala MO y que se acompania del paso a la SP de células atipicas,
y es linfoma la que queda localizada en los ganglios linfaticos u otros tejidos linfoides y carece, al
menos iniciaimente, dei comportamiento leucémico, (McElwain y Lister, 1987; Mantserrat, 1989).

1.1.3.a. CLASIFICACION.

La clasificacion de los linfomas malignos ha tropezado desde antiguo con grandes
dificultades de tipo conceptual y semantico. Thomas Hodgkin, en 1832, descubrio la enfermedad
que despues llevaria su nombre. Virchow, en 1863, identifico el linfosarcoma. Brill et al, en 1925, y
Symmers, en 1927, describieron el linforna folicular gigante, y, por Gltimo, Roulet, en 1830, introdujo
el reticulosarcoma. Estos términos acabaron por resultar confusos. En 1942, Gall y Mallory
propusieron una clasificacién en ta que se modiﬁc‘aban esos términos y solo se conservaba el de
linfoma folicular gigante come entidad independiente. Jackson y Parker, en 1947, subclasificarcn la
enfermedad de Hodgkin en tres tipes: paragranuloma, granuloma y sarcoma. En 1965, Lukes y Butler
publicaron una clasificacion.

En la practica, los linfomas malignos se dividen en dos grandes grupos: enfermedad de
Hodgkin (EH) y LNH, los cuales, a su vez, estan constituidos por un grupo mdy heterogéneo de

linfomas.
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a.t. LINFOMAS NO HODGKIN.
tos LNM son un grupe heterogéneo de desdrdenes caracterizadgs por la proliteracion
maligna de LB y LT. Se incluyen bajo esta denominacién los antiguamente llamados linfosarcoma,
reticulosarcoma y linfosarcoma folicular gigante. Estos términos-han perdido en gran parte su sentido |
y por ello es mejor atenerse a una descripcién global de los LNH segin fa clasificacion de Rappaport
{1566) y otras clasificaciones mas recientés. ’
a.1.1. Etiologia.

Su eticlogia es desconocida. En la leucemiadinfoma T del adulto, la participacion de un virus
especifico en la etiologia esta plenamente demostrada. £n el linfoma de Burkitt, el virus de Epstein-
Barsr (\VEB) es el agente responsable.

Ademas del oncogén ¢-myc, ligado al linfoma de Burkitt, otros oncogenes estan relacionados
con diversos tipos de linforma. Asi,el bel-1, caracteristico de! linforna linfocitico de células pequefias y
difuso de céluias grandes, y ef bcl-2, que se asocia de forma bastante especifica a los linfomas
foliculares B.

Diversos transtornos de ta inmunidad favorecen la aparicion de linfomas.

a.1.2. Frecuencia,' edad y sexo.

Los LINH son 2-3 veces menos frecuentes que la EH. La edad media de presentacion son los
50 afios, aungue pueden observarse a cualquier edad. Los linfomas difusos predominan en los
varones (2:1), mientras que en los foliculares no prevalece ninguin sexo.

a.1.3. Clasificacién.

En 1966, Rappaport publicaba una clasificacién de los LNH en la que distinguia dos tipos
basicos de afeccion linfomatesa: la nodular {folicular) y la difusa; ademas segun el tipo celular
implicado y su grado de diferenciacion, se admitian diversos tipos de linfoma.

{ a existencia de dos poblaciones linfocitarias distintas identificables con marcadores celulares
(LB y LT) hace evidenté la necesidad de clasificar los linfomas malignos ségl]n que su origen radique
enloslT 46 LB yno conéiderando. como hacia Rappaport, una sola linea linfoide. En los centros
foliculares existen cuatro tipos fundamentales de células: reticulares dendriticas, macréfagos, células
hendidas {centrocitos, segun Lennert) y células no hendidas (centroblastos, segun Lennert). En el
interior de los centros foliculares se operarfa una auténtica transformacion “in vivo” de los linfocitos (fig

3).
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Fig. 3: Transformacion centrofolicular de tas células linfoides.

Cahdas hendidas : Ceiulas no hendidas (Lukes)
{Cleaved cells) [Non-clgavad cells) Inmunoblasto
LY P
Centrocitos . Centroblastos {Kial) B
Caluia reticular
dendritica

- 4 -
Linfocito 8 :

*

a b ¢ d :

Lintocito T

Linlocito Ptagmatica ']

Basandose en estudios de caracter inmunoldgico v funcional se han propuesto diversas
clasificaciones de los linfomas maiignos. Las mas aceptadas han sido las propugnadas por Lukes y

Collins y por el grupo de Kiel (Lennert et al, 1991 ). Ambas clasificaciones difieren fundamentalmente

en ia terminologia.

En 1882, un comité de expertos disefid una clasificacion de los LNH con interés pronéstico

basada en el grado de malignidad de dichos tumores (*Working formulation™). La tabla 4 muestra sus

equivalencias con las clasificaciones mas utilizadas.
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Como puede observarse (Ersboll y Schultz, 1989), Ios linfomas se separan en tres arupos

distintos atendiendo a su grade de malignidad: los linfomas de baja malignidad, los de malignidad

intermedia y los de alta malignidad. E1 20-40% de los linfomas de baja malignidad (“buen pronéstico”)

acaban por fransformarse en linfomas de alta malignidad ("mal prondstico™).

a.1.4. Anatomia patoiégica.

A continuacién se exponen las principaies caracteristicas de los LNH. La nomenciatura gue

se emplea es la de Ia "“Working Formulation” (entre paréntesis figuran los términos equivalentes en la

clasificacion de Rappaport).
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a.1.4.1. Linfoma linfocitico de células pequefas (LLCP) (linfoma linfociticg bien

diferenciado difuso, LLBD-D).

Comprende el 5-10% de todos los linfomas. La arquitectura ganglionar se halla totaimente

borrada. En ocasiones el citoplasma es baééﬂlo (linfoma linfoplasmocitoide, macroglobulinemia de
Waldestrom) (Waldestrom, 1544, Juliusson et al; 1985b). Hay nula o escasa actividad mitética. Esta
histiopatologia es indistinguible de la que se observa en la LLC, aunque en ésta puede haber un
patrén seudofolicular en vez de difuso. El fenotipo es, practicamente, siempre B con Smig (IgM & igM
+D) de dévil intensidad, receptores para el complemento (CD21), HLA-DR (la) y positividad para los
"d-eterminantes antigénicos CDS, CD19, CD20, CD23 y CD24. El CDS y el CD10, en cambio, son
negativos y sélo una tercera parte expresan el CD25 (Heinz et al, 1981; Engelhard et al, 1991).

a.1.4.2, Linfomas foliculares.

Los linfomas folicutares constituyen el 40-50% de todos los linfomas. Su rasgo principal
reside en [a estructura folicutar (0 nodular) que presentan. Basta la existencia de aigunos nodulos,
con independencia de su nimero, para que el linfoma se considere folicular. En gcasiones hay zonas
de infiltracién difusa.

| No lo hay que confundir con el denominade linfoma “compuesto” en el que, de forma
excepcional, se hallan distintas histopatologias en el mismo ganglio.

Los linfomas foliculares (Melo et al, 1988) tienen su origen en las células centrofoliculares Y,
segun la célula neopldsica predominante, se distinguen las siguientes variedades: a) de células
pequenas hendidas (linfocitico mal diferenciado nodular, LLMD-N} (20% de todos los linfomas);
(Foucar et al, 1979; Mc Kenna et al, 1975; 1985) b) de células pequenas hendidas y de células
grandes (mixto nodular, LM-N) (20%) y ¢) de células grandes (histiocitico nodular, LH-N) {10%). ElI
diagnastico diferencial entre estas formas no siempre es facil.

Et fenotipo de las células es invariablemente B. Expresan Smig (IigM 6 IgM + D) de fuerte
intensidad y los siguientes determinantes antigénicos: CD9, CD10, CD1g, CD20, CD22, CD24, CD37
y HLA-DR. EI CDS, caracteristico de los LLCP, es negativo. En ef interior de los foliculos linfoides se
identifican células reticulares dendriticas (CRD+) muy prominentes y también ¢éiulas T (CD4+), a

veces en gran cantidad.
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a.1.4.3. Linfomas difusos.

Representan el 50-60% de los linfomas. En este grupo de linfomas la arquitectura ganglionar
esta totaimente borrada por la proliferacién neoplasica. Con excepcion del LLCP, todos los linfomas
difusos son de malignidad intermedia o alta.

Entre los linfomas de malignidad intermedia se distinguen: a) de células pequeiias hendidas
(linfocitico mal diferenciado difuse, LLMD-D) {10-15% de todos los linfomas); b) de células pequehas
hendidas y de células grandes {mixto difuso, LM-D) (5%), y c¢) de células grandes (“histiocitico” difuso,
LH-D) (20%). En el 80 % de los casos el fenotipo es B.

Entre los linfomas de malignidad alta se distinguen: a) inmunobilastico (histiocitico difuso, LH-
D) (10% de los linfomas); b) linfoblastico (5%), ¥ ¢) células pequenas no hendidas (Burkitt) (5%). El
linfoma inmunobldstico puede ser B (90% de los casos) 6 T (5-10%) y afecta primordialmente a
individuos de edad avanzada con trastornos de la inmunidad.

La presencia de esclerosis puede tener significado prondstico favarable, sobre todo en el
denominado linfoma de células grandes con esclerosis.

a.1.5. Cuadro clinico.

a.1.5.1. Inicio_extranodal.

En el 15-25% de los casos .los LNH (Come et al; 1980) se manifiestan en drganos
extraganglionares. Las localizaciones extraganglionares mas frecuentes son: anillo linfatico de
Waidevyer, tubo digestivo, piel, esqueleto, pulmén, tiroides y génadas. En la mayoria de los casos la
histotogia es de tipo difuso.

a.1.5.2._Inicic nodal.

Las adenopatias son la forma de presentacion mas comun de los LNH. En el caso de los
linfomas de baja malignidad es tipica adenopatias en diversos territorios con fluctuaciones
espontaneas del tamafo de los ganglios e incluso su desaparicion. Las adenopatfas suelen ser
simeétricas, indoloras y faciimente movilizables. A diferencia de o que ocurre en la EH, pueden
observarse adenopatias epitrocleares. Los ganglios retroperitoneales se hallan afectos en alrededor
del 90% de los casos. La invasion de los ganglios mesentéricos es muy comdin. A veces, el tamafo
de las adenopatias es tal que pueden llegar a formar mazacotes paipables en el abdomen. El estado
general suele ser conservado. -

En los linfomas de alta malignidad la historia clinica suele ser breve, de semanas o, & lo sumo,

meses de duracion. El inicio puede ser brusco. A veces, las adenopatias no tienen caricter simétrico
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sino que se hallan localizadas en un territorio ganglionar. La afeccion del estado general suele ser
importante.
a.1.6. Otras manifestaciones.

En el 15-25% de ios casos puede haber fiebre, sudacién y pérdida de peso. El 20-30% de
los enfermos, sobre todo aquellos con histologias de bajo grado de malignidad, presentan
esplenomegalia. Alrededor del 20% presentan adenopatias mediastinicas. Las adenopatias
mediastinicas son menos frecuentes en los LNH (20% de los casos) que en la EH (40-80%) y. a
diferencia de lo que ocurre en ésta, en los LNH puede haber afeccién a un lado y otro del diafragma
sin adenopatias mediastinicas (salto mediastinico). La afeccién del parénquima pulmonar es rara al
inicio de la enfermedad pero puede broducirse en los casos avanzados, en recaidas o en los
enfermos resistentes al tratamiento.

El hallazgo de hepatomegalia no es demasiado frecuente. Aunque |a infiltracién de la piel es
propia de los linfomas cutaneos de células T, también los linfomas B pueden acompafiarse de
lesiones cutaneas infiltrativas.

En el momento dei diagndstico, sélo el 1% de los enfermos presentan infiltracion del SNC,
pero, alo largo de la evolucién, el 10% puede llegar a presentar esta complicacion. Los enfermos con
linforna linfoblastico, linfoma de Burkitt o linfoma de células grandes, jovenes y con invasién de la MO
se hallan especialmente predispuestos a presentar esta complicacién.

a.1.7. Datos de laboratorio.

La velocidad de sedimentacion granulocitica (VSG), la Hb, los leucocitos y las plaquetas
pueden ser normales. El incremento de la VSG es un parametro de actividad de la enfermedad o de
presencia de disproteinemia (gammapatia monoclonal, etc.). En algunos casos hay anemia moderada.
También es posible {a existencia de trombocitopenia, en algunos casos de origen inmune. Puede

haber linfopenia {(menos de 1 x 109/L).

La BMO muestra infittracién por linfoma en alrededor del 50% de los casos. La infiltracién es
basicamente de caracter nodular, intersticial o difuso. A diferencia de lo que ocutre en la LLC, los
noduios son de situacién paratrabecular. La infiltracion es mas frecuente en los linfomas de bajo grado

de malignidad (5-15%). De forma similar a lo que ocurre en la MO, la expresién hemoperiférica de los
LNH es frecuente. La cifra de leucocitos suele ser normal 0 moderadamente alta (15-30 x 109/L). E

. porcentaje de células linfoides atipicas no suele superar el 50%. Con gran frecuencia se observa la
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presencia de LB monaclonales en SP, como expresion de enfermedad generalizada. El significado
clinico de tal hallazgo se desconoce.

La cifra de LDH puede aumentar, especialmente en los linfomas de aito grado de malignidad,
con mucha masa tumoral y mal prondstico. En el 5-10% de los enfermos, sobre todo con linfomas de
bajo grado de malignidad, puede haber componentes monoclonales 1gG & IgM. En ocasiones hay
hipercaicemia, dato que es muy constante en |a leucemiadinfoma T de!l adulto. Asimismo, los valores
sericos del receptor para la interleucina 2 {IL-2) (CD25) pueden ser altos, lo cual se ha relacionado con
la extensidn y la actividad de la enfermedad.

a.1.8. Diagndstico.

El diagnéstico es histoldgico. La eleccién del ganglio a biopsiar es importante, y deben
escogerse, siempre que sea posible, los situados en |as regiones supraclaviculares o laterocervicales
en vez de los axilares o inguinales, donde las lesiones reactivas inespecificas son mas comunes.

a.1.9. Estudio de extensién.
Sirve para conocer el estadio de la enfermedad. La histologia del linfoma, su estadio y los

factores pronosticos son esenciales para elegir la estrategia terapéutica mas adecuada para cada

- €aso,

Los linfomas foliculares tienden a afectar particularmente los 6rganos donde el tejido linfoide
es mas abundante: ganglios linfaticos, MO, bazo, respetando los tejidos extralinfaticos. Los linfomas
difusos de alto grado de malignidad pueden afectar 6rganos extralinfaticos.

La MO se afecta en el 60-80% de los enfermos con linfomas de bajo grado de malignidad. En
cambio, en los linfomas de alto grado de malignidad esta circunstancia es mas rara (5-15% de los
casos). La biopsia hepatica revela infiltracion por linfoma en el 20-40% de los casos, sobre todo en
aquelios con histologia de bajo grado de malignidad. A diferencia de 1o que ocurre en la EH, en los
LNH la afeccién det anillo linfatico de Waldeyer es trecuente (10-20%).

La mayoria de los enfermos (85-95%) con linfomas de bajo grado de malignidad se hallan en
estadios 11l 6 IV en el momento del diagnéstico, y séio el 5-15% se encuentran aparentemente en
estadios [ 6 II. En el caso de los linfomas de malignidad intermedia y alta, el 20-30% de los casos se

haitan en estadios | § il y el resto (70-80%) en estadios 11l & V.
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a.1.10. Prondstico.

El factor prondstico de mayor importancia es la histologia del linfoma. Los pacientes con
linfomas de bajo grade de malignidad tienen una media de supervivencia de 5-10 afios. A su vez,
aquellos con linfomas de grado intermedio y alto de malignidad tienen una media de supervivencia de
1.5-3 anos.

En el prondstico de los LNH intervienen factores relacionados con el paciente, el linfoma y el
tratamiento muchos de los cuales también se relacionan entre si. Los factores pronéstico mas
importantes en el momento del diagndstico son la histologia y la masa tumoral, de ia que la cifra de

LDH es un fiel refiejo. Posteriormente, una rapida respuesta al tratamiento sirve para predecir

Redacionadus con e enlermo
remisiones y supervivencias prolongadas. Eg:frr;:‘g:;zdi:;aa.miadas (p. ¢j.. SIDAY
Simomas gencrales B

Mal estado gencral

Tabla 5: Factores prongstico desfavorables en los LNH. Rel';::g;:j‘;:-‘ con el linfoma .
Masa tumoral
Multiples territarios ganglionares alecios
Masas > 10 cm
Afeccian extranodal (p. ef., SNC)
Datos analiticos
VSG aumentada
Anemia
LDH-alta
fy-microglobufina elevady
VIH+
Fenotipo T (sdio para estadios 1V)
Presencia de glucoproteina p+
Indice mitélico alto
Numero de céfulas Ki-67+ elevadn
Alteraciones de los cromnsomas 7 o 37,

Relacionados con el tratamiento

. Respuesta lenia (> 3 ciclos para alcanzar 12 remision)
a.1.11. Tratamiento, Disminucion de la dosis de citostaticas previstas
Fracaso ierapéutico

a.1.11.1. Linfomas de bajo grado de malignidad.
1.a. Estadios Iy 11
Sélo un 5-15% de los eniermos presentan formas localizadas de la enfermedad (Ersboll y
Schuitz, 1989:; Montserrat, 1989). La radioterapia localizada se considera el tratamiento de eleccién
para estas formas. La radioterapia sola no parece suficiente. Por ello, suelen emplearse guimioterapia
y radioterapia de forma conjunta.

1.b. Estadios Ill y IV,

Comprende el 85-95% de los pacientes con estos linfomas. Ei tratamiento éptimo para estos
estadios se desconoce. En el momento actual ningun tratamiento es capaz de curar a los enfermos
con finfomas de bajo grado de malignidad en estadio avanzado. Con |a aplicacion de radioterapia total
nodal en los pacientes en estadio !l se consigue una tasa elevada de RC. La irradiacion corporal total
(ICT) constituye un arma terapéhtica util en los linfomas linfociticos en estadio avanzado, con
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alrededor de un 80% de RC. La ICT suele producir intensa depresion medular que compromete la
posterior administracion de quimioterapia. Con agentes alquilantes se consigue un 13-65% de RC. El
emplec de quimioterapias mas intensivas produce una tasa de RC superior, pero {a supervivencia no
difiere de la que se observa en pacientes tratados con regimenes menos intensivos.

Los estudios en los que se comparan tratamientos poliquimioterapicos frente a tratamientos
con agentes monoalquilantes, no han demostrado diferencias sustanciales en el nimero de RC, en
su duracion ni en la supervivencia. Sin embargo, el tiempo necesario para alcanzar la remisién es
sensiblemente superior con los alquilantes que con los regimenes poliquimioterapicos. Este hecho
debe tenerse en cuenta cuando es preciso alcanzar rapidamente una remisién.

Un estudio emprendido por el “National Cancer Institute” en el que se comparan actitudes
opuestas en el tratamiento de estos linfomas. Se observa que la duracién de la RC es mas larga en los
enfermos tratados inicialmente con poliquimioterapia intensiva que en los tratados tras un intervalo de
abstencion terapéutica.

1.c. Tratamiento de las recaidas.

Las recaidas, a razén del 10-15% anual, son constantes en este tipo de linfomas. Las
recaidas en forma de linfoma de aita malignidad suelen responder mal al tratamiento y tienen un
prongstico desfavorable. Cuando las recaidas conservan la histologia de baja malignidad, suele ser
facil conseguir nuevas remisicnes con el mismo régimen terapéutico con el que se alcanzé la anterior,
aunque las remisiones sucesivas que van obteniendo son cada vez de mas corta duracién.

1.d. Nuevas tendencias.

En el tratamiento de los linfomas de buen prondstico se estan investigando nuevas
| modalidades terapéuticas: anticuerpos monoclonales, INF, linfocinas y TMO.

Los anticuerpos monocionales no han mostrado una gran eficacia debido a una serie de
limitaciones bien conocidas (falta de especificidad, presencia de antigenos tumorales libres en el
suero, etc). Los anticuerpos monoclonales unidoé a toxinas, citostaticos o sustancias radioactivas
ofrecen perspectivas prometedoras.

Bl INF o ha sido ampliamente ensayado en los linfomas de buen prondstico. En las recaidas
los resultados son malos. Sin embargo, como tratamiento de primera linea da lugar a un 50% de
respuestas con un 10-15% de RC, aungue por lo general de corta duracién. Administrado de forma
aislada, el INF a no ofrece ventajas con respecto a ios citostaticos. Sin embargo, algurios estudios

sugieren que puede mejorar los resuitados de ta quimioterapia prolongando ias RC.
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El empleo combinado de diversos maodificadores de la respuesta bioldgica es otro de los
aspectos que esta en estudio. Asimismo, se estan investigando los factores de crecimiento
hematopoyético que permiten administrar tratamientos intensivos disminuyendo la toxicidad
hematoldgica. )

La experiencia con TMO en este tipo de linfomas es limitada. Los tratamientos pretransplante
son muy variados. El estado general del enfermo, el grado de respuesta alcanzado antes del
transplante, la guimioterapia recibida previamente y la sensibilidad del linfoma al tratamiento son los
factores prondstico mas importantes.

a.1.11.2. Linfomas de grado intermedio y aito de malignidad.
2.a, Estadios | y II.

Alrededor del 20-30% de los enfermos con estos tipos histoldgicos presentan formas
localizadas de la enfermedad (Ersboll y Schultz, 1989; Montserrat, 1989). El tratamiento de eleccion
es la quimioterapia. Es recomendable utiiizar radioterapia de forma complementaria cuando se trata de
estadios Il o cuando en el momento del diagndstico existen grandes masas adenopaticas. La
persistencia de adenopatias tras |a quimioterapia es otra indicacion de |a radioterapia complementaria.

En los linfomas localizados det tubo digestivo la cirugia erradicativa es fundamental para poder
alcanzar la curacion. Tras ia cirugia debe efectuarse un tratamiento compiementario basado en la
quimioterapia.

2.b. Estadios | vy IV.

Mediante el empleo de CHOP se consiguen un 40-60% de RC. Alrededor del 30% de los
pacientes recaen.

Mediante el empleo de regimenes con muitiples citostaticos o quimioterapias intensivas en
sertes muy seleccionadas se han conseguido tasas de RC de 70-80%.

La eficacia del tratamiento depende de la forma de administracion de la quimioterapia y de los
factores pronéstices. .

En los estadios avanzados la radioterapia desempefia un papel compiementario.

2.c. Tratamiento de las resistencias y de las recaidas.

Los casos resistentes tienen mat prondstico, ya que no suelen responder a ningln
tratamiento. La esperanza de vida de estos enfermos es muy corta. En los pacientes en recaida, las
quimioterapias de “"rescate” como el metil-GAG, ifosfamida, metotrexato, VP-16 (MIME) o

dexametasona, ARA-C a altas dosis, platino (DHAP) proporciona alrededor de un 30% de nuevas RC,
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pero incluso en las mejores series solo el 10-20% de los enfermos alcanzan una RC continuada. Los
factores prongstico mas importantes son el grado de respuesta alcanzado previamente y su duracion.

Eil TMC ofrece resultados algo superiores a los logrados sélo con quimioterapia. Las RC son
de! 40-680%, y el 20-30% de los enfermos continuan vivos v libres de enfermedad. La mortalidad
directamente ligada al transplante es alta. Los resultados no parecen diterir considerablemente segun
el lipo de transplante utilizado. Por ello, el tipo de transplante mas utilizado es el ATMO, excepto que
la MO esté infiltrada por el linfoma 0 sea muy hipocelular. El nimero de pacientes con linfoma en
recaida que pueden beneficiarse del transplante es escaso, ya que sélo en los menores de 55-60
afos, con muy buen estado general, linfoma que todavia responda al tratamiento.rsin evidencia de
transformacion histoldgica y con una buena respuesta al tratamiento de “rescate”, los resuitados
justifican el procedimiento.

2.d. Nuevas tendencias.

Las quimioterapias mas recientes ofrecen perspectivas en el tfratamiento de los linfomas con
histologia desfavorable. Dados los resultados alcanzados con regimenes que incluyen plating en &l
tratamiento de “rescate”, este farmaco se estd ensayando, junto con otros de eficacia ya comprobada,
en el tratamiento de primera linea de estos linfomas. También se ensaya la administracion de
citostaticos en forma de infusion continua.

El estudio de factores prondstico ha permitido identificar un grupo de pacientes en los que
los resulfados con la quimioterapia convencional son insatisfactorios. En tales pacientes se esta
investigando el ATMO como parte del tratamiento inicial, utilizandoto como consolidacién una vez
lograda la RC. Respecto al transplante, la SP se empieza a utilizar como alternativa a la MO para
obtener células madre (“stem-celis”) también en estos pacientes. Por otra parte se estan investigando
diferentes regfménes pre-TMO para erradicar el linfoma y el papel de |a radioterapia en ios mismos.
Por uitimo, los factores de crecimiento hematopoyético, que permiten administrar con mayor
seguridad aitas dosis de quimioterapia, se estan ensayando. |

a.1.11.3. Valoracion de la respuesta al tratamiento.

La respuesta al tratamiento se valora por datos clinicos y exploraciones complementarias.

Se distinguen los siguientes tipos de respuesta: RC: desaparicién de todos los signos y
sintomas de la enfermedad, durante un periodo de tiempo no inferior a un mes; RP: disminucion en
mas del 50% de todos los pardmetros mensurables de la enfermedad, y fracaso (FC): respuestas que

no alcanzan el grado de RP y enfermedad estable o en progresién. Al lado de la tasa de RC, la
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duracion de la RC y la supervivencia han venido siendo los parametros clasicos para vaiorar la eficacia

de un determinado tratamiento.

.1.2. SLPc CON EXPRESION LEUCEMICA DE ORIGEN T.

En 1975, Brouet et al describieron un cuadro clinico que afectaba a individuos adultos,
caracterizado por la proliferacion de LT, con escasa leucocitosis, frecuente infiltracion cutdnea,
moderada infiltracidn linfoide de la MO, pocas o ninguna adenopatia y ocasional

hepatoesplenomegalia .

.1.2.1. LEUCEMIA LINFATICA CRONICA T.

Alrededor del 2% de las LL.C forman rosetas espontaneas con hematies de carnero. La LLCT
es una enfermedad heterogénea tanto desde el punto de vista citoldgico como clinico.

1.2.1.a. Cuadro clinico.

Es una enfermedad que predomina en varones (2/1) aduitos (40-50 afos). E! diagnéstico
puede hacerse de forma totalmente fortuita, al investigar episodios infecciosos de repeticién 0 como
parte del estudio de una neutropenia crénica. En algunos casos las manifestaciones clinicas son
evidentes, en forma de adenopatias generalizadas e infiltracion cuténea.

1.2.1.b. Datos de laboratorio.

La leucocitosis es moderada, normalmemente inferior a 20 x 109/L. Los LT de la LLCT suelen

tener caracteristicas morfoldgicas tipicas: son grandes, de aspecto maduro, citoplasma abundante y
con granulos azuréfilos que ultraestructuraimente corresponden a los denominados elementos
tubulares paraielos. Asimismo, no suelen obsérvarse sombras de Gumprecht enllas extensiones de |
SP. La fosfatasa acida y la betaglucuronidasa de los linfocitos son intensamente positivas. En cambio,
la alfa naftil acetato esterasa (ANAE) es negativa o muy poco positiva. El fenotipo més caracteristico es
CD3+, CD8+, CD4-, CD57, el cual suele asociarse a un curso clinico relativamente crénico. Los casos
CD4+ son poco frecuentes y suelen tener un curso mas agresive. En otras ocasiones el fenotipo es
diferente. El reordenamiento de las cadenas beta 0 gamma del receptor T 4 la demostracién de
alteraciones citogenéticas sirven para evidenciar la naturaleza clonal del proceso. No suele haber
anemia ni plaquetopenia intensas. En cambio, la granulocitopenia puede ser extrema. Las

gammaglobulinas pueden estar aumentadas de forma heterogénea. En la MO, el higado y ¢l bazo
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puede demostrarse una infiltracion por las células antes descritas. En la MO Ia infiltracién rara vez es
masiva, 1a estructura medular esta conservada.
1.2.1.c. Diagnéstico.
Debe basarse en el cuadro clinico, la existencia de leucocitosis moderada persistente y la
linfocitosis T de caracteristicas morfoldgicas y fenotipicas tipicas. Aunque no hay criterios
diagngsticos bien definidos, suele exigirse la existencia en SP de unos recuentos de linfocitos

grandes granulados superiores a 1-2 x 109/L durante 3-6 meses para que este diagndstico pueda

plantearse (Brouet et al, 1975; Bennet et al, 1989).
) i.2.1.d. - Tratamiento.
El pronéstico es sumamente variable. En las formas CD4+ el curso clinico suele ser malo. La
quimioterapia puede fograr remisiones transitorias. Se han comunicado excelent-es resultados con la
desoxicoformicina. Algunos pueden responder a los glucocorticoides. Los agentes citostaticos son

poco utiles y la esplenectomia tampoco se ha mostrado eficaz.

[.1.2.2. LINFOMAS CUTANEOS DE CELULAS T CON EXPRESION LEUCEMICA
(SINDROME DE SEZARY).

En el afo 1938 Sezary et al describieron el sindrome de Sézary que constituye una
enfermedad que puede afectar a muchos drgancs, posee caracteristicas citologicas e histoldgicas
peculiares y que tiene su origen en la proliferacion de fas células T con fenotipo colaborador.

1.2.2.a. Cuadro clinico.

Afecta practicamente por igual a ambos sexos y suele diagnosticarse en individuos de
alrededor de 50 afios (Bfoder ¥ Bu-un, 1986; Montserrat , 1989: Catovsky y Foa,‘ 1.990).‘ Es tipico que
las lesiones cutdneas iniciales sean reiativamente inespecificas. En una etapa posterior aparecen
placas que infiltran la piel. El prurito es muy frecuente. Puede haber adenopatias y
hepatoespienomegalia. En las fases mas avanzadas de la enfermedad hay invasién de ta MO y
aparicion en SP de las células caracteristicas de esta enfermedad, de caracter linfoide y nucleos

cerebriformes. La cifra de leucocitos en estos casos es muy variable. La leucocitosis puede ser
moderada (12-15 x 109/L) o extrema (superior a 200 x 109/L) (Flandrin y Brouet, 1974; Winkeimann,

1974). El porcentaje de células de Sézary también puede variar mucho de un caso a otro (Flandrin y

Brouet, 1974). Tales células forman rosetas E. La LDH sérica puede aumentar.
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1.2.2.b. Diagnéstico.

Cuando no existe expresion leucémica, el diagndstico debe efectuarse por medio de la
biopsia cutanea, en la que se encuentran las células atipicas infiltrando la piei. El dato mas
caracteristico es la presencia de céluias de Sézary (Sausville et al, 1888).

1.2.2.¢c. Prondéstico.

La media de supervivencia es de unos 5 afcs.

1.2.2.d. Tratamiento.

En las formas localizadas se emplean distintos esquemas de quimioterapia local yfo
radioterapia y/o tratamiento con psoralen.y luz ultravioleta. Cuando la enfermedad estd en fases
avanzadas es obligado el tratamiento con poliquimioterapias del tipo de las utifizadas en los linfomas

malignos. Con ello pueden ohservarse algunas remisiones prolongadas.

Il.- SINDROMES MIELOPROLIFERATIVOS CRONICOS.

Bajo el térming de sindromes mieloproliferativos cranicos (SMPc) se incluyen un conjunto de
hemaopatias que tienen su origen en una célula madre pluripotencial de la hematopoyesis y que
comparten una serie de caracteristicas hematologicas, clinicas y evolutivas. Comprenden la leucemia
mieloide crénica (LMC), la policitemia vera, la mielofibrosis idiopética y la trombocitopenia esencial
(Farreras y Rozman, 1992).

ILi. LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA.
i1.1.1, Concepto.

La leucemia mieloide crénica es un SMPc de naturaleza clonal, con origen en una célula
madre pluripotencial comdn a las tres series hematopoyéticas, si bien el cuadro clinico, biologico e
histolagico de la enfermedad se halla dominado por la existencia de una intensa proliferacion de la
serie granulocftica en la MQ, SP y otros érganos hematopoyéticos_. En casi todos los casos existe una
anomalia cromosdmica en ia MO (él cromosoma Filadelfia o Ph), hecho que confiere a la LMC una gran
personalidad. La enfermedad suele presentar un cuadro evolutivo bifasico, con un periodo inicial o
fase crénica, facil de controlar con diferentes terapéuticas, y otro final o crisis bidstica, muy similar
desde desde el punto de vista clinico y hematolégico a una leucemia aguda, aunque de prondstico
mucheo peor. En algunos pacientes se intercala entre ambgs un tercer perfodo, ia denominada fase

de aceleracién de la LMC (Ciscar y Farreras, 1972; Williams et al, 1980).
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I.1.2. Etiologia, patogenia, incidencia y sexo.

La LMC es una enfermedad neopldsica de etiologia desconocida. La presencia del
cromosoma Ph no sélo en los precursores granulociticos sino también en los eritrociticos,
megacariociticos y linfocites B (y posiblemente en los T) indica que el trastorno que origina la LMC
radica probablemente en una célula madre (“stem cell") comun a todas las células hematopoyéticas.

La LMC representa el 15-20% del total de las leucemias y su incidencia emn los paises
occidentales se estima en un caso nuevo por 100000 habitantes y afo. Puede aparecer a cualquier
edad, pero es mas frecuente en las edades media y avanzada de la vida y rara, en cambio, en la
infancia. La edad media se sitiia alrededor de los 45 afios y el pico de incidencia maxima entre los 30 y
los 40. Predomina ligeramente en los varones.

11.1.3. Cuadro clinico.

El diagnéstico de la LMC suele ir precedido de un periodo de unos meses durante los cuales
los pacientes presentan sintomas inespecificos (astenia, anorexia, pérdida de peso, febricula,
sudacion nocturna). Otras manifestaciones clinicas son bastante menos frecuentes. En el 15% de los
casos el diagndstico de LMC se establece de forma casual, al descubrirse leucocitosis 0 una masa
abdominal en una exploracién de revisién o por otro motivo.

Una forma de presentacion poco habitual de la LMC consiste en la crisis blastica inicial, en
pacientes en quienes la fase crénica de |la enfermedad ha pasado inadvertida. En algunos enfermos
el cuadro recuerda una leucemia aguda, y en otros, con localizacion extramedular de ia crisis blastica
(especiaimente en génglios), puede confundirse con un linfoma. En tales casos la presencia de datos
sugestivos de LMC, como esplenomegalia, basofilia, miefemia o trombocitosis, permite sospechar el
auténtico diagndstico, que se confirmara al demostrar el cromosoma Ph.

El hallazgo mas constante de la exploracion fisica es la esplenomegalia, presente en el 80%
de los pacientes. Su tamafio es muy variable y suele guardar relacion con la cifra de leucocitos, siendo
frecuente que alcance o incluso sobrebase la linea umbilical. En la mitad de los casosse detecta
hepatomegalia, por lo general moderada.

l.1.4. Datos de laboratorio.

Et dato mas caracteristico es la leucocitosis, por lo general entre 50 y 300x109/L, a base de
granulocitos en todos los estadios madurativos. Si bien las formas maduras son mas numerosas que
las inmaduras, es tipico que los mielocitos predominen sobre los metamielocitos. En general, la
proporcion de blastos en SP es pequeiia (0-8%). La basofilia es practicamente constante y la
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eosinofilia es mas rara. En la mitad de los casos se observan eritroblastos circulantes. Suele existir
anemia moderada. En cuanto a las plaquetas, casi siempre son normales o elevadas y presentan
alteraciones en su funcionalismo, lo que explica la tendencia de estos enfermos a suftir hemorragias.

Un pardmetro de gran valor diagndstico es la disminuctdn de la actividad de la FAG, que muy a
menudo llega a ser de 0, hallazgo que ayuda en el diagndstico diferencial con otras entidades.

CE aumento constante en los niveles séricos de vitamina 812 y transcobalaminas y casi
constante de la LGH y del acido drico séricos reflejan el aumento del recambio granulocitario que se
produce en la enfermedad. Suele existir un aumento moderado de la muramidasa sérica y es
igualmente frecuente la hipocolesterolemia, que desaparece con el tratamiento.

El examen del aspirado medular revela un intenso aumento de la celularidad hematopéyética,
en especial de la serie granulocitica, por lo que la relacién mieloeritroide se halla notablemente
aumentada. Los mielocitos y metamielocitos son los elementos predominantes y la proporcién inicial
de blastos pocas veces supera el 5%. Con frecuencia se evidencia una notable hiperpiasia de los
magacariocitos. Aungue la disminucién del hierro medular y de los sideroblastos es habitual, dicho
hallazgo no traduce la existencia de un auténticoestado de ferropenia, ya que la ferritinemia suele ser
normal (Cervantes et al, 1983).

El estudio citogenético de la MO demuestra |a existencia del cromosoma Ph en mas del 90%
de los casos. Nowell y Hungerford en 1960 descubrieron en la LMC el cromosoma Filadelfia o

cromosoma Ph1 (Ph como las iniciales del nombre inglés de esta ciudad, “Philadelphia”, en la cual

radicaba el laboratorio donde el cromosoma anémalo en cuestion fue descubierto, y el exponente 1
para indicar que era el primer cromosoma, anormal encontrado en la misma, ya que habia la posibilidad
de que descubrieran més‘y entonces serian denominados Ph 2, Ph3, etc.). Consiste en la pérdida del
material de los brazos largos de uno de los cromosomas del par 22, por translocacién al cromosoma 9.
Por tanto el cromosoma Ph es en realidad un cromosoma 22 de menor tamafio que su homdlogo. El
reciente desarrollo de las técnicas de analisis molecuiar ha permitido reconocer que la translocacion
entre los cromosomas 22 y 9 es reciproca, ya que el cromosoma 9 transfiere a su vez una pequefa
porcidn de sus brazos largos al 22. Dicho material constituye el oncogén abl que, al unirse a la region
ber (“breakpoint cluster region”) del cromosoma 22 da origen al oncogeén ber-abl. En los pacientes
con LMC, el punto de ruptura en el gen ber ocurre dentro de una regidn de 5-8 kilobases denominada

regién ber “major” (Mber). En el 50% de los pacientes con LLA que tienen 1(9:22)(q34:q11 .2), el
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punto de ruptura es en Mber; en el otro 50% el punto de .ruptura es en otra region del ber tlamada
“minor ber” {mber). Sea cual sea el punto de ruptura en ber, la unién de ber y abi parece tener
potencial maligno. £l significado clinico de! sitio “minor” y “major” no‘ se conoce. El oncogén ber-abl
sintetiza un acido ribonucieico mensajero (ARNm) quimérico, que codifica 1a sintesis de una proteina
con actividad tirosinocinasa anémala. Dicha proteina (que regula el crecimiento celular) parece la
responsable de fa transformacion neoplésica de las células hematopoyéticas. EI cromosoma Ph
persiste en la crisis blastica, fase en la que en el 60-80% de los casos existen otras anomalias
ctogeneticas, siendo las mas frecuentes la trisomia 8, la aparicién de un segundo cromosoma Ph y el
isocromosoma 17 (Cervantes et al, 1988).

La investigacion de este cromosoma tiene gran importancia cuando existen dudas
diagnosticas, y puede hacerse en SP o en MO. Este cromosoma se encuentra en todas las fases de

la enfermedad.

Fig. 1: Diagrama que muestra parte del cromosoma 22 y el gen ber (no a escala).
Un segmento del cromosoma 9 que incluye abl esta entre 1a zona 57y
3’de un M-ber que esta dividido. Se indican las posiciones de los lugares

de unién 5y 3’y los lugares de ias sondas M-ber.
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I1.1.5. Formas clinicas,

Tradicionalmente se distinguian dos formas de LMC, segtin presentasen o no el cromosoma
Ph: LMC convencional (Ph-positiva) y LMC Ph-negativa. La aplicacién en los Gltimos afos de criterios
mas precisos para el diagnéstico de sindromes mielodisplasicos, asi como la introduccion de las
modernas técnicas de andlisis molecular, han hecho que tienda a cuestionarse la existencia dehla LMC

Ph-negativa. Se ha comprobado que muchos de estos pacientes se hallan afectos en realidad de una
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mielodisplasia, mientras que en otros se detecta la aiteracion molecular caracteristica de la LMC (el
reardenamiento ber-abl). De esta forma quedarian pocos pacientes con LMC auténticamente Ph-
negativa.

En la infancia se reconocen dos formas de LMC: |a forma aduita y 1a Hamada forma juvenil. La
primera afecta a nifios mayores de 5 afos, es Ph-positiva y resulta en todo indistinguible de la LMC del
adulto. En cuanto a la forma juvenil, se trata en realidad de una forma mielomonocitica subaguda o
cronica de la infancia, que muestra cierytos rasgos caracteristicos, como la edad de los pgqientes
inferior a 5 afos, la frecuente presencia de erupciones cutaneas, adenopatias u otras localizaciones
leucémicas extramedulares, el menor grado de leucacitosis, la presencia de monocitosis, la frecuente
plaquetopenia, la existencia de alteraciones en los antigenos eritrocitarios y aumento de la
hemoglobina fetal, a resistencia al tratamiento con busuifan y Ia corta supervivencia.

La crisis blastica inicial de la LMC presenta dos variantes: seudoleucemia aguda vy
seudolinfoma.

También se pueden distinguir dos entidades extremadamente diferentes de la LMC: la
leucemia neutrofilica crénica y la la leucemia eosinofilica.

I.1.6. Evolucién y prondstico.

La supervivencia media de los pacientes con LMC es de 3-4 afios.

Los factores iniciales que determinan un prondstico mas desfavorabie son la edad avanzada,
el mayor tamafio del bazo, ta trombocitosis intensa y un mayor porcentaje de biastos circulantes.

II1.7. Fase de aceleracién y crisis blastica.

Durante |a fase cronica la LMC es una enfermedad poco agresiva y facil de controlar, que
permite a los pacientes una vida practicamente normai. Al cabo de un pericdo variable, cuyo promedio
es de unos 3 anos, la enfermedad entra en una fase terminal muy agresiva y resistente al tratamiento.
Este periodo final de la LMC sigue dos grandes patrones clinicohematolégicos: la fase de aceleracion
y la crisis biastica.

La fase de aceleracién se observa en airededor de un tercio de los pacientes. En elios
cambian las caracteristicas de la enfermedad, sin que el porcentaje de balstos en SP 0 en MO sea de
momento suficiente para establecer el diagndstico de crisis bldstica. Si bien no existen unos criterios
diagndsticos de aceptacion generalizada, la aparicion a lo largo de la fase crénica de la LMC de dos o
mas de las caracteristicas siguientes permite diagnosticar ia fase de aceleracion: fiebre ylo sudoracicn

nocturna inexplicables, esplenomegaiia progresiva y resistencia al tratamiento, anemia o
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plaquetopenia no atribuibles a la quimioterapia, leucocitosis resistente al tratamiento, trombocitosis
superior a 1000x109/L en ausencia de esplenectomia, blastosis del 10-20% en SP o0 en MO y
aparicion de anomalias citogenéticas adicionales al cromosoma Ph. Algunos pacientes fallecen en
esta fase por infeccion o hemorragia, pero la mayoria acaban por presentar en pocos meses criterios
de crisis blastica.

La crisis blastica “auténtica” consiste en el paso sin solucién de continuidad de ia fase crénica

a un cuadro superponible al de la leucemia aguda, con la invasidn mas o menos absoluta de la Mo, la
SP y a veces otros érganos por blastos. Este patrén evolutivo es el mas frecuente, ya que se da en el
80% de los pacientes. Para el diagndstico de crisis blastica se exige la presencia de uno de los
. siguientes criterios: a) blastos 220% en SP o MO; b) blastos+promielocitos=30% en SP ¢ 250% en
MO, y ¢} infiltracidn blastica extrameduiar (crisis blastica extramedutar) en ganglios, periostio, SNC, piel
0 partes blandas. Desde el punto de vista clinico se observa un rapido deteﬁ'c;ro de los enfermos, que
presentan anorexia, astenia, pérdida de peso, fiebre, sudoracién profusa, dolores 6seos, molestias
por el crecimiento masivo del bazo, sindrome anémico, infecciones, hemorragias. Estas dos dltimas
complicaciones constituyen las causas habituales de muerte. Aparte de la blastosis periférica,
aparecen anemia y plaguetopenia. Los blastos son de estirpe mieloide en el 60% de los pacientes,
linfoide en el 25% y megacarioblastica o eritroide en ei resto, mientras que en el 60%-80% de los
casos se observan nuevas anomalias citogenéticas (trisomia 8, duplicacién del cromosoma Ph,
isocromosoma 17). La supervivencia media es de sélo 4-5 meses desde el diagnéstico de la crisis
bilastica.
11.1.8. Tratamiento.

Cuando la LMC se deja a su libre evoluciéh, la supervivencia medié es de unos 19 meses. E
tratamiento la alarga hasta 3-4 afios.

Fase crénica: El busulfan es el farmaco de eleccion. La hidroxiurea es tan eficaz como el

busulfan. Su efecto es mucho mas rapido. Otro farmaco de interés es la &-mercaptopurina, que, por
su menor efecto sobre la proliferacién megacariocitica, suele reservarse en ios casos en los que
aparece plaguetopenia.

Ctras modaiidades terapéuticas de escasa aplicacién actual son la radioterapia esplénica, el

32pP y a esplenectomia.
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Fase de aceleracion: La aparicion de esta fase obliga a cambiar el tratamiento, paralo cual se
aprovecha la falta de resistencia cruzada entre el busulfan y la hidroxiurea. Por tanto debera cambiarse
a hidroxiurea si se emplea el busulfan, y viceversa, De este modo es posible restabiecer, a veces, el
control de la enfermedad durante uncs meses, hasta que finalmente aparece la crisis blastica.

Crisis btastica: El tratamiento en este caso es poco efectivo. Cuando la crisis biastica es de
fenotipo linfoide existen elevadas posibilidades de obtener una remisién temporal con la asociacion
de vincristina, prednisona y adriamicina.

Nuevas tendencias: En los ditimos afios se esta empleando el interferén alfa en la fase
cronica de la LMC. Con este tratamiento se consiguen remisiones clinicohematoldgicas en el 70% de
los casos, pero rara vez se logra eliminar el cromosoma Ph, desconociéndose por el momento su
efecto sobre la supervivencia. ‘

La Unica medida terapéutica que ha logrado la curacién aparente en algunos pacientes con
LMC es el TMO (Goldman et al, 1988). Debe realizarse en individuos menores de 45 afios y en la fase

cronica de la enfermedad.

lll.- CITOGENETICA EN LLC Y EN DESORDENES RELACIONADOS.

Las anomalias cromosdmicas en células de tumores permiten |a identificacion de los genes
que estan envueitos en la transformacion maligna, y pueden también ser de ayuda en la
determinacion del pronéstico y en el manejo clinico de los pacientes con tumores (Mitelman y Levan,
1981).

Hace B0 afos, en 1914, Boveri describié cambios cromosdmicos en células del tumor. La
transformacion de las celulas normaies a céluias tumorales requiere mdltiples sucesos, de los cuales al
menos algunos son reflejados por cambios estructurales en el genoma.

La primera anomalia cromosomica especifica de tumor identificada fue el cromosoma Ph, un
cromosoma pequefio en LMC, descrito por Nowell y Hungerford en 1960. 10 afios después, debido
al desarrollo de las técnicas de bandeo cromosémico por Caspersson et al en 1971, fue posible A
identificar el cromosoma Ph que es un cromosoma 22 alterado (Caspersson et al, 1970) que resulta
de una 4(9:22) (q34,q11.2) (Rowley, 1973). En el afio 1980 se estudiaron los puntos de ruptura
especificos dentro de! gen ber vy el oncogen abl, el gen hibrido especifico del tumor identificado, el
producto del gen caracterizado (Kurzrock et al, 1988) y la amplificacion génica con la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para deteccion simplifiéada y altamente sensible de células
con el cromosoma Ph.
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E! segundo ejemplo de descubrimientos cromosdémicos son los linfomas foliculares. Este
subtipo de linfomas es caracterizado por una translocacién t(14;18) (g32;921) (Yunis et al, 1982).
Posteriormente se produjo la identificacion del gen bel-2 (Tsujimoto et al, 1984a) y su producto
génico {Chen Levy et al, 1989)

Se ha demostrado que las anomalias cromosémicas llevan informacion prondstico. Asi, los
descubrimientos cromosdmicos en individuos con leucemia mieicide aguda {Yunis et al, 1984}y LLA
(Bloomfield et al, 1986) son importantes en la seleccién de pacientes para tratamientos especificos.
Ademas, esfuerzos para identificar y caracterizar anomalias cromosémicas en otros tipos de tumor con
técnicas citogenéticas y moleculares, mejoran el conocimiento de la patofisiclogia del tumor,
diagnéstico y tratamiento para varias clases de tumor.

Las técnicas citogenéticas requieren células en metafase de buena calidad. Los tumores que
proliteran rapidamente, tales como en leucemias agudas, normalmente presentan mitosis
espontaneas. Sin embargo, células de enfermedades perezosas, tales como LLC, tienen un indice
mitGtico muy bajo y la activacion “in vitro™ con mitégenos es requerida para inducir mitosis en células
del tumor de tales enfermedades. Para evaluar anomalias cromosdmicas la técnica consistia en
cultivar células de SP con fitohemagiutinina (PHA), que es un potente activador de células T,
produciendo metafases de LT. Asi, cuando o cultivos de MO no estimulados o células de SP
estimulados con PHA de pacientes con LLC eran anaiizadas, como ocurrié en los afios 1970, sélo las
células normales eran evaluables para el analisis cromosdmico. La conclusidn entonces era que no
habia anomalias cromosdmicas en LLC (Crossen, 1975).

En 1978 fue documentada la primera activacién con éxito en las célutas de LLC (Robért et ai,
1978) y fueron detectadas las anomalias cromosdmicas (Gahrton et al, 1980a,b). Los mitdgenos con
mas éxito han sido lipopolisacéridos (LPS), sobrenadante de VEB y acetato dé tetra decanoil forbol
(TPA). Células de LLC muestran una heterogeneidad en Ia respuesta a los mitégenos (Robért et al,
1978).

Desafortunadamente, la calidad de las metafases de ias células del tumor son peores que las
de células normales que contaminan. Es por lo tanto importante intentar el andlisis de las metatases
de peor calidad para permitir la identificacién de las anomalias de las células del tumor, ya que la
mayoria de los cultivos de células contienen célutas normales mezcladas con una proporcién variable

de céluias de tumor.

41



M.1.8LPc CON EXPRESION LEUCEMICA DE ORIGEN B.
M.1.1.LEUCEMIA LINFATICA CRONICA B.

La LLC es la leucemia mas comun en ia europa del oeste y en USA, pero esrara en Asia. Las
células leucémicas de pacientes con LLC son obtenidas facimente, ya que son abundantes en SP,
los pacientes frecuentemente no tienen necesidad para el tratamiento y tienen larga vida, y la terapia
tradicional no ha sido efectiva en la erradicacion de la leucemia. A pesar de esto, Ia incapacidad para
inducir mitosis de células leucémicas “in vitro” impidid el analisis cromosdmico con éxito hasta 1979
(Gahrton et al, 1979). La trisomia 12 fue identificada como la anomalia mas frecuente (Gahrton et al,
1980a,b), encontrada en 15% de todos los pacientes estudiados, y en aproximadamente 1/3 de
aquellos con anomalias cromosémicas.

Las anomalias estructurales envuelven frecuentemente el brazo largo det cromosoma 13
(Peterson et al, 1992), con diferentes puntos de ruptura {Tabla 6). La mayoria de estas anomalias.

envuelven una deleccion de la banda 13q14, el lugar del gen supresor del retinobiastoma.
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Sin embargo, el otro alelo normalmente tiene un gen de retinoblastoma normal {Liu et al,
1992), y el producto dei gen del retinoblastoma es expresado normaimente en pacientes con

delecciones del gen del retinoblastoma (Kay et al, 1991; Brown et al, 1993; Liu et al, 1993).
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Otros cromosomas frecuentemente afectados en la LLCB incluyen n® 11, 6 y 14. Ei
cromosoma 14 esconde los genes para las cadenas pesadas de las Ig en la banda q32 en el extremo
distal del brazo largo. Estas anomalias seAdeben normalmente a ta presencia de material cromosomico
extra en el brazo g, que origina un cromosoma marcador 14g+. E! matenal adicional transtocado a 14q
puede originarse de cualguier cromosoma. Sin embargo, hay ciertos cromosomas donadores no al
azar. E! mas frecuente es el cromosoma 11, con una ruptura en 11q13 (Tabla 3}, originando una
translocacion 1(11;14) (g12;032) que une &l gen bel-1 (Tsujimoto et al, 1984h; Meeker et af, 1989) v el
gen para la cadena pesada de la Ig. Aunque comun en la LLC, esta translocacién es especialmente
caracteristica para LP y ciertos linfomas, tales como linfomas intermedics y linfomas esplénicos con
linfocitos vellosos (Pambo de Qliveira et al, 1989, Brito-Babapuile et al, 1991). Qtras anomalias que
envueiven el cromosoma 14 son delecciones terminales del brazo largo, mas comunmente con

puntos de ruptura en q21-q24 (Tabla 7).

Tabla 7: Anomalias estructuraies del crbrnosoma 14.
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q22 1{14;1R)(q22:92!) dei{ 14)(422)
q23 del(14)(q23) n=2 :
q24 del{ 14)(g24) n=3

ins(13:14)(q14:q24q32)
1{13:14}(gld:q24)
q3! : del(14)(q31)
: 1{7:14){q11;927931)

1(14:18)(g32:421)
1(14:18)(q32:q13)
1(2:14)(p14:q32)
(9:14}(pi2;q32)

1(14:19)(q32;q13)
104, M{q32;7)

Q32 W(11:14)(q13:q32) n=7

n=3

t(31;14)(qi3:432) n=12

1(11;14)(q15:932)
t14;18)(q32:421)
1(1;14)(n22:932) .
(2:14)(p12;p32)
1(2:14){p16;q32)
1(2;14)(p22;932)
1(5:14)(7:q32)
t(8;14)(q24:932)
1{12:14)(q15:q32)
W4 17)(g32:q11)
1(14:19){432;41)
H{14:7)(a32:7)

ne 12

Un gquinto cromosoma, frecuentemente envuelto en anomalias de la LLC, es el n%6,
principalmente como deleciones del brazo largo, o translocaciones con puntos de ruptura muy

variables en ambos brazos (Juliusson y Gahrton, 1990a,b; 1893a,b; Philip et al, 1991).
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Enla LLC, andlisis cromoséfniéos realizados adecuadamente gue siguen a ia estimulacién
adecuada con mitégenos de las células B (Robeért et al, 1978; Callen y Ford, 1983) revela cambios
clonales en la mitad de los casos. Mas de la mitad de estos cariotipos anormales estan constituidos por
anomalias Unicas, mientras que cariotipos complejos son encontrados en 10-15% de los pacientes,
Anomalias cromosomicas unicas encontradas en LLC son listadas en la tabla 8. La trisomia 12 es la
unica anomalia en el 55% de los casos, y anomatlias 13q aparecen individualmente en 45%, mientras
que séio 1/3 de las anomalias 11q y 6g son Unicas. Anomalias 14q son acompafadas por otras

anomalias en mas de 3/4 de los pacientes.

. - Abnormality Na_ of patienis

Tabla 8: Anomalias cromosomicas unicas en LLC. +12 o
{iq 458
involving 13q14 kI
fy— .o
11q= {cxck. t{11:14)) 17
14+ |
1(i11:14)(q12y32) 5
1(14;18)(q32:921) 2
1(14:19) !
+3 4
+18 R 4
iso(17)q 3
+21 3
+X 3
+8 2
+16 2
8q+ z
9= 2
p—- 2
inv(9) 2

Genes de importancia patofisiolégica especifica pueden ser detectados a través de
anomatias cromosdomicas estructurales especificas. Al contrario &e LMC y algunas leucemias agudas,
en las que hay evidencias del papel de los oncogenes, los oncogenes definidos hasta ahora
localizados en el cromosoma 12 no se ha visto que estean activados en la LLC (Butturini y Gale, 1988;
Juliusson y Gahrton, 1990a,b; Tsujimoto, 1993). Una pista de los genes gue estan envueltos puede
venir de las anomalias estru-cturales del cromosoma 12 que son vistas en la tabla 9. Los puntos de
ruptura mas comunes parecen ser p11, q13 y 922, Varias de ias anomalias estructurales producen
trisomias parciales, principalmente de partes del brazo largo del cromosoma 12 (Gahrion et al, 1982;
Crossen y Horn, 1987; Mecucci et al, 1988; Bird et al, 1989; Xiao et al, 1990).-

Parece haber alguna correlacion entre cariotipo y estadio clinico. Las anomalias son menos

frecuentes en el estadio A de Binet (Binet et al, 1981), y mas comunes en el estadio C. La mayoria

44



de ios pacientes muestran progresion del tumor sin un cambio en los descubrimientos cromosémicos
(Juliusson et al, 1988a,b; Nowell et al, 1988, Oscier et al, 1991). Cuando anomalias 14gq aparecen
individuaimente, ellas son casi exclusivamente encontradas en el estadlo A, mientras que cariotipos

complejos 14q son una caracteristica comun de la enfermedad en estadio C.

Tabla 9: Anomalias estructurates del cromosoma 12.

Band Single Complex
plt t(12:19(pl1:g13) . {4;12){q21;pi1)
H9:12)q34:pl 1) 2 (pl 17
dup{12){(plipi3)
. pl2. ) e 127 p12:7)
+1(10;12)(q22:p12)
pi3 ((12:19)p13:pl12)

A 12){q!5:p13)
dup(12){p13qi1)
qll _ +1(4;12)(q35:q11)
a3 5:12)(q21:913) H6:12)(p22:913)
t(312:17)(q13:pl 1)
112:17)(qi3:pl3)
+W{12: 17 q13:pl3)
dup{12)(q134q22)

qld 1(12:13)(g14:q14)
qls 1{12:14)(g15:932)
q22 +del(12{q22) -
q4 H2:12)(pi1:q24)

712l 1:g24)
927 t(12;13)(q27;ql14)

1.1.1. Estudios moleculares de anomalias cromosémicas en LLC.

Las técnicas moleculares, recientemente desarrolladas, permiten la identificacion de
anomalias cromosomicas (Rechavi et al, 1989; Adachi et al, 1980; Einhom et al, 1990; Raghoebier et
al, 1991b; Delhomme-Bachy et al, 1992).

Sélo desde hace unos pocos afos, estan disponibles sondas de ADN marcadas con biotina
especificas para las secuencias repetidas a-satélite en |a regién centromérica del cromosoma 12. HIS
fluorescente de esta sonda puede por lo tanto detectar 3 copias del cromosoma 12, no sdlo en
célutas en metafase, sino .también en células en interfase. Varios estudios han mostrado que
individuos con trisomia 12 pueden ser identificados por HIS fluorescente, incluso cuando la anomalia
cromosomica no es detectada en las preparaciones para citogenética convencional (Tabla 10).

Debido a la activacion no correcta, utilizando mitdgenos activos de células-T, ia incidencia de
la trisomia 12 detectada por HIS fluorescente es mayor que la que ha sido publicada en los pacientes

estudiados mediante técnicas citogenéticas. HIS fluorescente podria ser un método mas simple para
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la deteccién de trisomia 12, aungue anomalias estructurales con regiones centroméricas
supranumeéricas, frecuentes pérdidas al azar y células hiperdiploides seran mal interpretados.
Tambieén, los estudios citogenéticos tienen la gran ventaja de permitir !a identificacién de multiples
anomalias cromosomicas a 1a vez. Asi, estas técnicas preferiblemente deberian ser usadas juntas. Si
no es posible, es necesario un minimo panel de sondas de ADN que hibridan a varios cromosomas,

como es ya empleado por algunas instituciones (Lewis et af, 1972,93).

Tabla 10: Analisis molecular de trisomia 12 en LLC.

Cytlogenetics 7 FISH
Range of cells
Reference With +12/total  With +12total  with + 12 (%)
Cuneo et al (1992) Co0r0 () 4720 (20} 15-25
Perez Losada et af (1991) 013 {0y . 213 (15) 3, 56
Anastasi et al (1992) 40 (18) 12/40 (30} 24-08
Not performed | 20 (30} 4R-72
Escudier el af (1991) 187294 (R) 26/R0 (33) median 42 (6726 < 1)
Déhner et al {1991a) 2720 (10) 4120 (20)
Chen et al (1992a,b) o {0) 310 (30)
Qumsiyveh & Tharapei (1992) 17 (14 47 (57
. Raghaebier et al {1991a) Not periormed 761 (11) 3091
.V Einhorn et al (1990) k) 013t

Values are numbers of patients with perceniages in parentheses,

* One patient subgeguently had 4 12 in 712 cells.

t Anatysed by RELP; in most studies, cells were selected for FIST or RFLP due o previons
cytogenetic results,

1.1.2. Hallazgos cromosomicos y pronostico.
Robert et al observaron en 1982 que la trisomia 12 era un signo de prondstico adverso
{Robert et al, 1982). Este descubrimiento fue aitamente significativo en analisis siguientes {(Juliusson
et af, 1985b), pero fue car_nbiado por los investigadores que no encontraron diferencias en €l indice
de supervivencia en conjunto para los pacientes ¢con y sin trisomia 12 (Han et al, 1984a,b; Pittman vy
Catovsky, 1984). En efecto, hasta que el IWCCLL recopild los datos de cariotipos y de supervivencia

de 400 pacientes no fue posible confirmar el efecto adverso de la trisomia 12 enla supervivencia
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{Juliusson et al, 1990a,b), aunque las curvas de supervivencia de la mayoria de los estudios tienen
una apariencia similar. El efecto édverso de la trisomia 12 puede .ser escondido si pacientes con
cariotipos complejos son incluidos. En la Fig 3 Juliusson y Gahrton muestran la supervivencia de
pacientes con trisomia 12 como la Gnica anomalia en comparacion con otras anomalias unicas
especificas. Pacientes con anomatias estructurates en el cromosoma 13 parecen tener tan buen
pronostico como aquellos con un cariotipo normal (Juliusson et al, 1990a,b).

Cualquier anomalia cromosémica indica un peor prondstico comparado a un cariotipo normal
(Han et al, 1884a.b). Sin embargo, la complejidad del cariotipo es un parametro pronéstico mas
significativo (Juliusson et al, 1985b;.1990a,b; Juliusson, 1986). Anomalias cromosdmicas Unicas en
LLC indican una supervivencia mas grande que muiltiples anomalias (Juliusson et al, 1985b; 1990a,b;
1991), y resultados similares fueron vistos en LNH (Kristoffersson et al, 1987). El impacto adverso en
la supervivencia de los cromosomas 14qg+ (Juliusson et al, 1990a.b), primero mostrado por Pittman y
Catovsky (1984), parece ser debido a la fuerte asociacién entre marcadores 14q+ y cariotipos
complejos: anomalias 14q solas funcionan tan bien como otras anomalias solas, excluyendo la
trisomia 12 (Fig 3). Es ampliamente reconocido que hay una correlacién inversa entre supervivencia y
la extension de las anomalias cromosdmicas en esta enfermedad (Juliusson et al, 1990a,b; Juliusson
y Gahrton, 1993b).

Una alta proporcion de metafases anormales seria un signo de activacion preferencial de
células de leucemia comparado con células normales, y asi compatible con peor prondstico (Juliusson
et ai, 1985b, 1990; Juliusson, 1986). Se requieren grandes estudios, y la citogenética convencional

es ademas necesaria para la deteccion de cariotipos compiegjos.
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Figura 3: Curvas de supervivencia de acuerdo a los descubrimientos
cromosomicos en 649 pacientes con LLC (Juliusson et al, 1891). (a)
Cariotipo normal (n=293); 1, 2, 3 é mas anomalias clonales, n=176, 64y
71, respectivamente. (b) Anomalias tnicas solo: +12 (n=61), anomalias
estructurales que afectan a los cromosomas 13 (n=33), 11 (n=18) y 14

(h=17).
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1.1.3. Origen y Mecanismo de ia trisomia 12.

Wang et al en 1985 y Crossen et al en 1987, usando sondas moleculares que detectan
polimorfismos en el cromosoma 12, indican que 1a presencia de un cromosoma 12 adicional en ia LLC
no se produce por triplicacién de un homéiogo. Sugieren que la LLC se puede alcanzar a través de
un mecanismo dosis-gen. La duplicacién de un cromosoma que contiene un gen aiterado o un
oncogén activado daria dos copias del gen y podria lievar a neoplasia. La posterior pérdida del
cromosoma normal y su reemplazamiento por el homélogo anormal llevaria tres copiaé del gen

alterado.
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Mecucci et al en 1988 sefialan un efecto dosis gen para explicar las consecuencias de la
trisomia cromosémica en la enfermedad. Dicen que el origen de la trisomia 12 en la LLC es la
duplicacion de un homdlogo por una no disyuncién y no la triplicacion de un cromosoma asociada
con perdida del homélogo. Sefialan que la duplicacién del brazo iargo del cromosoma 12 es el paso
critico en la LLC. Aunque normaimente una trisomia 12 completa se encuentra en LLC,
aparentemente una trisomia del brazo largo es suficiente para tener el efecto de trisomia 12 en LLC.
Esto confirma la evidencia, previamente obtenida, que un segmento en el cromosoma 12, la banda
g13-q22, es critica enla LLC. Esta zona es la zona del gen que es importante para la transformacion
maligna. El aislamiento del gen relevante permitiria determinar si la transformacion maligna es
realmente debida a un efecto dosis-gen o a una activacién mutacional del gen.

Einhorn et al en 1989 investigaron a nivel molecular el origen citogenético del cromosoma 12
extra y mostraron que resulta de una simple duplicacidn de uno de los alelos, lo que esta de acuerdo
con los estudios anteriores (Wang, Crossen y Mecucci). Las céiulas en metafase de pacientes con
trisomia 12 que tienen un cariotipo normal derivan de una pequefia fraccién de células normales y
faciimente estimuladas y no de una segunda gran poblacién de células malignas con un cariotipo
normal.

Los resultados de Xiao et al en 1990 son consistentes con la idea que la LLC se puede
alcanzar a través de un mecanismo dosis gen. Los genes localizados en el brazo largo del cromosoma
12 posiblemente juegen un papel importante en el desarrollo de la LLCRB junto con un mecanismo

dosis-gen, confirmando los estudios anteriores.

.1.2. LEUCEMIA DE CELULAS PELUDAS (TRICOLEUCEMIA).

Esta leucemia presenta cambios cromosdmicos algunos comunes y ofros no con otras
leucemias de células B. Mediante andiisis citogenético, en la tricoleucemia se ha descrito Ia presencia
de trisomia 12 en el 9% de los pacientes utilizando SP y 40% en cuitivo de lineas celulares. Hay que
resaltar que el estudio citogenético no se logra con éxito en todas las muestras analizadas ya que en
muchos casos no se producen metafases analizables o cuando estas estan presentes, muestran un
cariotipo normal.

Han et al en 1988 mostraron gque otras anomalias encontradas en pacientes con

tricoleucemia eran -10, -17, 8q-, etc.
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De 153 casos publicados con  tricoleucemia (tabla 11), 38 (25%) tenian anomalias clonales. El
cromosoma 14 estaba envuelto en anomalias clonales, como un marcador 14q+ en 9 pacientes, y con
una deleccion ¢ insercion en 7. Un cromosoma 12 extra fue encontrado en 4 paciente#, delecciones
12p en 3 pacientes y delecciones 12q en 1. Anomalias estructuraies de 6q y 11q fueron encontradas
en 10 y 6 pacientes respectivamente. Monosomia del cromosoma 10 y 12 fueron encontradas, pero

su significado no esta claro debido a la frecuente pérdida de cromosomas en células de tricoleucemia,

Tabla 11: Tricoleucemia: Estudios cromosdmicos pubiicados.

Na.
Toual nay, Nao. with clonmai
Location of study studicd cvoluahle  abmormalities  Relerences
Huddinge, Sweden 36 30 20 Juliusson et al, 1943
Bulfalo, USA 28 24 15 Sadamori & Sandberg
{1983}, Sadamnri ¢t
al (1985}, Ohyashiki
ct al {1987 1an et 2
. (1988)
London, UK 19 15 12 Brito-Bubapulle el al
i (1986)
Kynin, Japan 3 3 k| Nishida et al (1989)
Paris, France 17 2 2 Berger et al (F9R5)
Chicago, USA 58 44 2 Golemb e 2l
(1978a.h), Ueshima
el al (1983)
Maodena, Italy 16 12 2 Emilia ct al {1985}
Cambridge, UK 7 5 t Khalid et al (1981)
Toulouse, France | 1 ! Duchayne et al (1991}
Cambridge, UK ) 1 I Nacheva et al {1992)
Mew Yok, UISA q 4 ] Lele et a) (1981}
Tenal 190 141 59
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II.1.3. FASES LEUCEMICAS DE LOS LNH.

Los estados leucémicos de los linfomas malignos (Rowley, 1973; Spiro et al, 1975; Melo et al,
1888) probablemente tienen las mismas anomalias cromosdmicas como las formas correspondientes
no leucémicas (Levine et al, 1985; Cabanilias et al, 1986; Yunis et al, 1987).

1.3.1. Enel Linfoma linfocitico de células pequefias, Sandberg en 1981, describio ia
presencia de un marcader 14g+. Yunis et al en 1982, describieron ia presencia de t(14,18) (g32,921)
en 16 de 19 pacientes y la presencia de trisomia 12 en 4 de 11 pacientes analizados mediante analisis
citogenético (36%). Levine et al en 1985, describieron también |a presencia de trisomia 12 en 4 de 19
pacientes analizados mediante analisis citogenético. .

1.3.2.Los linfomas foliculares. L.a mayoria de los linfomas foliculares humanos de céiulas B y
sobre el 30% de los linfomas difusos de células B grandes llevan la t(14;18) {@32:921) (Yunis et al,
1882), la cual yuxtapone el locus para el gen de la cadena pesada de la Ig en el cromosoma 14 al gen
bel-2 localizado en ef cromosoma 18 (Tsujimoto et al, 1984a; Lipford et al, 1987; Adachi et al, 1990).
En el linfoma folicular de células pequefias, Sandberg et al en 1981 describieron la presencia de un
marcador 14g+. Yunis et al, en 1982, describieron la presencia de t(14;18) (@32;g21) en 16 de 19
pacientes evaluables mediante andlisis citogenético. No describieron la presencia de trisomia 12,
pero si de delecciones del cromosoma 12 en un caso. En 1987 Yunis et al {1 de 7 pacientes
estudiados; 14%) describieron la presencia de +12, mediante andlisis citogenético.

En el linfoma folicuiar de células grandes Yunis et al, en 1982, describieron la presencia de
(14;18) (q32;g21) en 16 de 19 pacientes evaluables mediante andiisis citogenético. De 3 pacientes
analizados citogenéticamente, 1 presentaba +12 (33%) y otro anomalias estructurales del
cromosoma 12. En 1987 Yunis et al, mostraron en estos pacientes que la presencia de una deleccion’
Bq junto con +7 y/é +12 significaba un curso mds agresivo en |a enfermedad. Encontraron que de 17
pacientes analizados citogenéticamente 8 presentaban +12 (47%). Otras alteraciones que
encontraron en estos pacientes fueron +3, +18 y +21.

1.3.3.Enlos linfomas difusos, la anomaiia mas frecuente es fa t(11;14) (q23:932) (en relacién
con el oncogen bei-1); con menor frecuencia se observan (8;14) (q24,g32), t(14:18) (q32,p21) ¥
(3:22) (q27.q11). Las anomalias y la trisomia del cromosoma 7 se han asociado con un mal
prondstico. En el linfoma inmunobléstico  Yunis et al, en 1982, describieron la presencia de 1(14:18)
(@32;921) en 5 de 6 pacientes evaluables mediante analisis citogenético y no describen la presencia

de trisomia 12. Las anomaifas que afectan at cromosoma 12 son anomalias estructurales.
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Juliusson et al en 1985 sugirieron que +12 era un marcador también para los linfornas
linfociticos y que estd también presente en tricoleucemia y en LP. La trisomia 12 estaba asociada
con un peor pronostico, necesidad para un tratamiento mas temprano, pero esto no estaba claro.
Quizas estas anomalias proporcionaban una ventaja funcional al proceso neoplasico (Miteiman y

Levan, 1981).

ill.2. SLP CON EXPRESION LEUCEMICA DE ORIGEN T.
HI.2.1. LEUCEMIA LINFATICA CRONICA T.

En la LLCT se han descrito una serie de anomalias citogenéticas pero ninguna asociacion
consistente ha sido reconocida. Las anomalias cromosémicas mas frecuentes son ia inversion del
cromosoma 14 (q11,a32) y t(11,14) (p13,g11), detectados mediante estudios citogenéticos (Nowell
et al, 1986). Nowell et al en 1980 describieron la presencia de trisomia 12 mediante analisis

citogenético, en 1 paciente con LLCT, pero no estd muy claro si realmente era una LLCB o una LLCT.

11.2.2. LINFOMAS CUTANEOS DE CELULAS T CON EXPRESION LEUCEMICA
{SINDROME DE SEZARY).

En el sindrome de Sézary se han descrito una gran variedad de anomalias citogenéticas sin
que ninguna asociacion consistente sea aparente. Los cariotipos son a menudo muy complejos y no
se ha descrito fa presencia de trisomia 12. Citogenéticamente, las hiperdiploidias son frecuentes. En
la mayoria de los linfomas cutdneos, la aneuploidia es frecuente, las anomalias numéricas y
estructurales también son frecuentes, la formacién dei clon, llega a ser evidente sdlo en la fase Ultima
o terminai de la enfermedad (Buun et al, 1980). Los cambios estructurales afectan frecuentemente al
cromosoma 1, seguido por los cromosomas 7, 14, 16, 6 y 9 en orden de frecuencia. Los cambios
numeéricos mas a menudo envuelven a los cromosomas 8, 15, 11, 17, 22 y 10. Presentan los
siguientes cambios cariotipicos: t{4;14) conduciendo a 4g+y 14q-, 1(2;9), 1(2;13), 17p+, 19p+ v otras,

asi como una serie de cambios numéricos (Edelson et al, 1979).
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IV.- ASPECTOS HISTORICOS Y DESCRIPTIVOS DE LA TECNICA DE HIS
FLUORESCENTE.

Las anomalias cromosdmicas se descubren con cierta frecuencia en el seno de los tumores
humanos. En las enfermedades hematoldgicas malignas, las anomalias numéricas y estructuralés
especificas se asocian con distintos subtipos de leucemia o linfoma que tienen caracteristicas
morfolégicas, inmunofenotipicas y clinicas Gnicas, tales como son la respuesta a ia terapia (Mitelman vy
Heim, 1989, Le Beau y Rowley, 1990; Mitelman et al, 1991). Actuaimente, el andlisis citogenético
de celulas malignas individuales juega un papel principal en el diagndstico y subclasificacién de una’
neoplasia hematoldgica, en la seleccidn de la terapia apropiada, y en el control de los efectos de la
terapia, | '

Importantes avances en la deteccion de anomalias cromosémicas en los tumores humanos
han ocurrido con el desarrollo de nuevas técnicas que permiten identificar cromosomas, mejores
métodos para cultivar células, y técnicas méas sensibles para detectar células cromosomicamente
anormales. Por ejemplo, el desarrollo de las técnicas de bandeo cromosémico permitid a los
investigadores distinguir cromosomas humanos e identificar exactamente cromosomas reordenados.
Mejoras en la metodologia del cultivo de células, particularmente el uso de nuevos sustratos de
crecimiento (tales como matrices extracelulares) y factores de crecimiento, han facilitado ef cultivo “in
vitro" y el analisis citogenético de tumores sélidos. 7

La interpretacién de patrones cromosdmicos de bandeo requiere personal altamente
experto. Ademas, el analisis de tumores humanos es a menudo diticil debido a la presencia de
multiples lineas celulares anormales y a la complejidad de! patrén cromosémico presente. El analisis
citogenético de tumores sdlidos humanos es complicado ademas por la dificultad para obtener células
en metafase en nimero adecuado y de suficiente calidad. Estos factores han llevado a los
investigadores a buscar métodos alternativos para identificar anomalias cromosdmicas; estos
métodos que son aplicables a células en interfase y en metafase son una ayuda a los métodos
corrientes de andlisis citogenético. La identificacién de los genes que estan envueltos en las
translocaciones cromosdmicas en los tumores humanos ha permitido el uso de las técnicas basadas
en el ADN, tales como andlisis “Southern Biot” del ADN de células del tumor.

Recientemente, ha sido desarrollada otra técnica que tiene aplicaciones en Ia deteccién de
anomalias cromosémicas, denominada, HIS fluorescente (Langer et al, 1981; Landegent et al, 1984:

Pinkel et al,1986). El desarrollo de esta técnica fue posible gracias a avances en técnicas de
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hibridacion molecular, particularmente el uso de HIS de sondas no radiactivas que son detectadas por
fluorescencia, la mayor disponibilidad de sondas de ADN que son Utiles para tales hibridaciones, y el
desarrollo de la instrumentacion, tal como son los sistemas de analisis de imagen, que permiten a uno
captar y manipuiar imagenes microscopicas.

Con las técnicas de HIS, secuencias especificas de acidos nucleicos pueden ser detectadas
en cromosomas conservados morfoldgicamente en buen estado, células y cortes de tejidos. Por
consiguiente, la HIS y su combinacién con la inmunocitoquimica, es capaz de establecer una
conexion entre la informacion topoldgica microscdpica con la localizacién génica y la actividad génica.
La técnica puede, por lo tanto, hacer importantes contribuciones a la genética y biologia celular
(Lichter y Ward, 1990; Trask, 1991).

La técnica de HIS fue desarroliada por Pardue y Gall (1969) y John et al (1969) hace més de
20 afos. Hasta este momento, los radicisotopos eran las Unicas técnicas de marcaje disponibles
para los acidos nucleicos, y la autoradiografia ha sido el Gnico medio para detectar secuencias
hibridadas "in situ” durante mucho tiempo. Ademads, como el clonaje no era posible en aguellos dias,
la HIS estaba restringuida a aquellas secuencias que podian ser purificados y aislados por medios
bioquimicos convencionales {por ejemplo ADN satélite de ratén, ADN viral). Con el clonaje molecutar
de los acidos nucleicos, sintesis enzimatica “in vitro” de ADN y ARN por medio respectivamente de,
reaccion PCR y sistemas de transcripcion “in vitro” asi como el perfeccionamiento de las técnicas de
marcaje radioactivo han cambiado este cuadro enormemente. En los afios 1980, la HIS radicactiva ha
alcanzado una sensibilidad muy alta: pbr ejemplo, secuencias de ADN de uncs pocos cientos de
pares de bases en longitud pueden ser detectadas en cromosomas en metafase con cortos tiempos
de exposicion autoradiografica (Harper et al, 1981; Jhanwag et al, 1984; Rabin et al, 1984; Schroeder
et al, 1984). A pesar de |a sensibilidad, 1a aplicacién de las técnicas radicactivas han estado
restringuida a los laboratorios de investigacion, principaimente debido a los incovenientes impuestos
por el uso de radioactividad tales como medidas de seguridad, vida media limitada de los
radicisotopos y tiempos relativamente largos de exposicién autoradiografica. Ademas, la HIS
radioactiva tiene la desventaja de la resolucién espacial limitada. Finalmente, la multiplicidad de HIS,
por ejemplo et nimero de diferentes blancos que pueden ser distinguidos simultéqeamente, es sdio
uno usando autoradiografia. '

El andlisis del patrén citogenético de células no divididas por HIS fluorescente fue primero

introducido por Cremer et al en 1986, y es generaimente denominado como citogenética en
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interfase. La reciente descripcion de técnicas de HIS para la identificacién de secuencias especificas
de ADN por métedos no radioactivos (Rudkin y Stollar, 1977, Bauman et al, 1980; Bauman et al,
1981; Langer et al, 1681, Leary et al, 1983) ha abiertc nuevas prespectivas en el campoe de {a
genética tumoral. La produccién en la Ultima década de un gran numero de sondas dirigidas frente a
secuencias especificas del ADN humano ha contribuido de forma notable a que su utilizacion se halla

extendido en el campo de [a biomedicina (Anastasi et al, 1990; Poddinghe et al, 1991).

IV.1. ESQUEMA DE MARCAJE DE LAS SONDAS.

Una variedad de esquemas han sido descritos para el marcaje de sendas con compuestos no
radioactivos; estos incluyen incorporacidn enzimatica de nucledtidos modificados y técnicas de
marcaje quimicas. Incorporacion enzimatica de nucledtidos modificados con bigtina, digoxigenina,
dinitrofencl, o nucledtidos halogenados (BrdU, Frdl)) por “nick-translation” o técnicas de marcaje con
oligos resultan en una alta eficacia de marcaje y son normalmente preferidas sobre las técnicas de
marcaje quimicas que emplean componentes fotoreactivos (por ejemplo, fotobiotina). Sin embargo,
otros esquemas de modificacién quimica que usan acetilaminofluoreno {Landegent et al, 1984),
mercuracion (Hopman et al, 1987), o sulfonacién han sido usados con éxito para deteccién no

radicactiva sensible de sondas de acidos nucleicos hibridados. -

IV.2. DETECCION DE SONDAS HIBRIDADAS.

En caso de utilizar métodos de marcaje no radiactivos, los hibridos formados “in situ” pueden
ser detectados mediante la aplicacion de diversas técnicas inmunocitoquimicas. La fluorescencia fue
uno de los primeros sistemas no autorradiograficos utilizados en ensayos de HIS. Sin embargo,
también se han aplicado métodos de deteccidon enzimética y, especiaimente a nivel de microscopia
electrénica, la utilizacién de oro coloidal ha proporcionado excelentes resultados. La deteccion
inmunocitoquimica es muche mas rapida que la autorradiografia, proporcicna en general menos ruido
de fondo y ofrece mayor resolucién espacial.

Cada uno de los métodos descritos arriba tipicamente usa procedimientos de deteccién
indirectos. Para los métodos indirectos, es crucial que la sonda contenga un elemento, gue lo vuelva
detectable por afinidad citoquimica, de aqui el término indirecto. Su presencia no deberia, 0 s6lo en
una manera timitéda, interferir con la reaccion de hibridacién y la estabilidad del hibrido resultante, y
ademas, deberia ser accesible a los anticuerpbs { Rudkin y Stollar, 1977; Langer et al, 1981; Leary et
al, 1983, Landegent et al, 1984; Hopman et él, 1986; Lichter et al, 1991).
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Recientemente, han sido desarrolladas técnicas de marcaje directas en las cuales son
marcadas las sondas directamente con fluorocromos (Wiegant et al, 1991). Esto permite el examen
microscopico inmediatamente después de la hibridacion y no requiere los pasos de deteccién. Para

tales metodos es esencial que el complejo sonda-fluorocromo sobreviva las condiciones de

hibridacion y de lavado. Este complejo no deberia, o s6lo a un nivel aceptable, interferir con ia
reaccion de hibridacién y también los métodos directos son susceptibles de amplificacion

inmunocitoguimica.

IV.3. SONDAS PARA HIS. - --

Actualmente, una de Ias_ principales limitaciones de HIS fluorescente es la disponibilidad de
sondas de ADN; anomalias cromosdmicas u otras mutaciones genéticas sélo pueden ser detectadas
si estan disponibles las sondas adecuadas. Como resultado de varios factores, el nimero y la
naturaleza de las sondas que pueden ser usadas para HIS fluorescente han aumentado
enormemente durante los Uitimos  afios. |

Varios tipos de sonda pueden ser usados para detectar anomalias cromosomicas por HIS
fluorescente. En general, estas sondas pueden ser divididas en tres grupos (Willard y Wage, 1987,
Cremer et al, 1988a,b; Pinkel et al, 1988; Lichter y Ward, 1990) dependiende del tamafo y de la
localizacion de las secuencias que identifican:

t.Sondas para estructuras cromosdmicas especificas.

2. Sondas compiejas o librerias.

3. Sondas dirigidas frente a genes, locus o subregiones mas o0 menos amplias del genoma.

IV.3.1.Las sondas para estructuras cromosémicas especificas.

Inciuyen las sondas ADN satélite y las sondas para telémeros. Las sondas ADN satélite
hibridan al ADN satélite alfa o beta u otras secuencias repetitivas presentes en los centrémeros de los
cromosomas humanos (Willard y Wage, 1887; Anastasi et al, 1990). La organizacion basica de este
ADN o satélite se caracteriza por la presencia de mondémeros de alrededor de 170 pares de bases
repetidos en “tandem”. Aunque hay excepciones, estas sondas pueden ser especificas de un sélo
cromosoma o par de cromosomas, existiendo en la actualidad sondas que permiten identificar la casi
totalidad de los cromosomas humanos (Willard y Wage, 1987). Dado que la secuencia de nuciedtidos

y la distribucion y organizacién de los mondmeros difiere de un cromosoma a otro, han podido
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elaborarse sondas que en condiciones de astringencia elevada reconocen a un sélo cromosoma o
par de cromosomas (Vogt, 1990). El ADN alfa satélite es el mas abundante ADN satélite centromeérico
en el cromosoma humano.

Este tipo de sondas se viene utilizando con fines muy diverses, sin embarge su principal
aplicacion se centra en la deteccidn de alteraciones cromosdmicas de tipo numérico tanto en los
tumores sdlidos ( Moyzis et al, 1987, Cremer et al, 1988a,b; Nederlof et al, 1989 Hopman et al, 1991;
Jenkins et al, 1992;) como en las hemopatias malignas ( Tkachuk et al, 1990; Anastasi et al. 1991a,b:
Pérez Losada et al, 1991; Poddinghe et al,1991; Ried et al, 1992) al permitir detectar un ndmero
anomalo de sefiales de hibridacién, hipoploidias e hiperdiploidias, tanto en nucleos interfasicos como
en cromosomas en metafase (Cremer et al, 1988a,b; Anastasi et al, 1990; Lichter et al, 1991). Sondas
. DNA satélite hibridan a muitiples copias de la unidad que se repite presente en los centrémeros, lo
cual resulta en una sefial fluorescente muy brillante en células en metafase o en interfase. Con ellas
pedemos identificar los diferentes cromosomas humanos no sélo en células en metafase sino
tambien en nicleos interfasicos (Nederlof et al, 1989). Las_sondas beta satélite se distinguen de las
alfa satélite, en que el DNA beta satélite consiste en secuencias monoméricas de 68 pares de bases

repetidas en “tdndem”. Las sondas teloméricas hibridan a las unidades de DNA repetitivo presentes

en los teldmeros de los cromosomas humanos.
IV.3.2. Sondas complejas o librerias.

Contienen secuencias derivadas de todas las partes del cromosoma (Cremer et al, 1988a,b:
Lichter et al, 1988; Pinkel et al, 1988). Estas sondas pintan el cromosoma enterg, y son
especialmente Utiles en identificar reordenamientos estructurales en células en metafase, tales como
translocaciones ( Cremer et al, 1988a,b; Lichter et al, 1988; Pinkel et al, 1988). No son utiles para el
analisis de células en interfase, porque los dominios de la sefial son muy grandes y difusos.
Actualmente, estan disponibles comerciaimente las sondas libreria para cromosomas 1-4, 6-14, 16-18
y 22 y cromosoma X; las sondas para los otroé cromosomas se espera que estén disponibles pronto.
IV.3.3. Sondas dirigidas frente a genes, locus o subregiones mis o menos amplias
del génoma.

Son normalmente clones gendmicos que varian de tamafio dependiendo de la naturaleza
del vector de clonaje; estas incluyen clones de plasmidos ( ~ 500 pb - ~5 Kb), clones de bacteriofagos

A(~8- ~15 Kb}, clones de cosmidos (~20 - 50 Kb}, y clones de cromosomas artificiales de levaduras
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(YAC) (50-1000 Kb). Son también utiles en detectar reordenamientos estructurales (Rowley et al,

1990) sin embargo, ellas son derivadas de una porcidn mas pequefa del cromosoma.

V.4, INSTRUMENTACION QPTICA E IMAGEN DIGITAL.

Los métodos HIS fluorescente han llegado a ser aplicados generalmente en investigaciones
y aplicados a la investigacion clinica (Jovin y Arndt-Jovin, 1989). Para utilizar plenamente estas
técnicas son inevitables altas demandas con respecto al microscopio. Primero, el microscopio no
puede limitar |a sensibilidad de la técnica de HIS; la fuente de luz de excitacién y los filtros por lo tanto
tienen que ser elegidos para que se obtenga una dptima (1) sensibilidad del microscopio.
Ademas, se usa un iluminador fluorescente multilongitud de onda ya que los métodos de HIS son a
menudo usados para demostrar (2) multiples blancos o dianas en el mismo especimen.
Especialmente en los Ultimos afios hay una mayor necesidad de proporcionar (3) informacion
cuantitativa sobre las moléculas blanco que son demostradas por HIS. Evidentemente, esto
requiere sensores (cadmaras o tubos fotomuitiplicadores) por los cuales la intensidad de la

fluorescencia pueda ser cuantificada.

IV.5. APLICACIONES DE HIS FLUORESCENTE.

&l desarrollo de técnicas de hibridacién molecular, tales como HIS fluorescente, han tenido

un impacto principal para detectar y caracterizar los cambios genéticos que dan lugar a los tumores
humanos (Trask, 1991). Estas técnicas ya han afterado los procedimientos usados por los laboratorios
de citogenética clinica. HIS fluorescente es mas poderoso cuando el analisis esta dirigido hacia
‘aquellas anomalias que se sabe que estan asociadas con una enfermedad particuiar o tumor. Un
ejemplo de como HIS fluorescente podria ser usado en un seguimiento clinico es como sigue: El
analisis citogenético podria ser realizado en el momento del diagnéstico para idenfificar las anomalias
cromosomicas en células individuales malignas de un paciente. Por lo tanto, HIS fluorescente podria
ser usado para detectar enfermedad residual o recaida temprana y ensayar la eficacia de regimenes
terapeuticos.

Algunas de las aplicaciones mas importantes de la HIS fluorescente son las siguientes:

a) Examinar el patrén cariotipico de celulas en metafase o en interfase. (ﬁ_mastasi et al; 1992}

b) Identificar anomalias cromosomicas numéricas v estructurales . (Moyzis et al, 1987; Cremer
et al, 1988a,b; Tkachuk et al, 1980; Hopman et al, 1991; Poddinghe et al, 1991; Le Beau et al, 1993).
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c) Controlar los efectos de la terapia y detectar enfermedad minima residual o recaida
temprana. (Anastasi et al, 1991a,b).

d) Determinar el linaje de las células neoplasicas (Anastasi et al, 1991a.b).

e)_Identificar el origen de Ias células de MO que siguen at TMO. (Van Dekken et al, 1989).

f)_Mapeo cromasdémico.

IV.6. VENTAJAS Y LIMITACIONES DE HIS FLUQRESCENTE.

El conocimiento actual de tas alteraciones cromosémicas presentes en muchos tumores
sigue siendo relativamente escaso. Esto es debido entre otras razones, a las limitaciones que
presentan las técnicas citogenéticas convencionales como son la necesidad de obtener metafases y
la posible seleccion de determinadas subpoblaciones celulares por el cultivo. Et andlisis citogenético
por métodos canvencionales, el medio tradidicional de detectar anomalias cromosémicas; es una
labor muy intensiva. Esta técnica tiene la ventaja que esencialmente todas las anomalfas citogenéticas
pueden ser detectadas por un “test” (nico; sin embargo, la naturaleza de la labor intensa del analisis
citogenético impide obtener resultados en menos de 2 a 4 semanas salvo casos excepcionales. El
desarrollo de |a técnica de HIS empleando métodos no radiactivos, elimina en gran medida algunos
de los incovenientes de la citogenética convencional. Hay varias ventajas en la citogenética en
interfase: ‘

1- No depende de fa poblacion de células due se dividen, necesaria para el -anslisis
citogenético clasico. El analisis simultaneo de metafases y de nicleos en interfase y por otra parte la
identificacion de forma especifica de cromosomas, genes u otras secuencias de ADN (Moyzis et al,
1987, Willard y Wage, 1987, Cremer et al, 1988a,b; Pinkel et al, 1988; Nederlof et al, 1989; Lichter y
Ward, 1990). |

2- Es posible un rapido andlisis de la muestra ya gue no se requieren ningunas técnicas de
cultivo y puede ser analizado un gran nimero de células y los resuitados pueden ser sometidos a
analisis estadistico. El material para HIS fluorescente puede ser procesado en 4 a 24 horas, vy el
analisis de 1000 a 2000 células puede ser efectuado en 15 a 45 minutos. Asi HIS fluorescente es una
tecnica rapida que permite a uno obtener informacién sobre el patrén citogenético de las células del
tumor en un breve espacio de tiempo permitiendo asi ser considerados estos datos para tomar

decisiones sobre el tratamiento.
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3- Aumenta el grado de deteccion de anomalias cromosomicas clonales, por ejemplo, en
estudios retrospectivos de trisomia 12 en LLC, HIS fluorescente reveld una mas aita proporcion de
pacientes con trisomia comparada‘”é;n la encontrada con analisis citogenéticos normales.

La citogenética en interfase ha sido usada también en el diagndstico prenatal para el analisis
rapido de aneuploidias cromosomicas.

4- La eficacia de [a hibridacion y la deteccién es muy eievada y la sensibilidad y especificidad
son muy altas.

5- Datos citogenéticos pueden ser obtenidos de muestras malas, que contienen demasiadas
pocas células, para estudios de citogenética de rutina (por ejemplo, muestras obtenidas de pacientes
después de quimioterapia o un TMO o de pacientes con LMC que tienen fibrosis de médula o
meédulas hipocelulares que siguen a la terapia de INF durante un largo periodo de tiempo).

8- La técnica permite la correlacién directa de caracteristicas citogenéticas y citologia
(morfologia, la cual permite a los patélogos diferenciar condiciones malignas de condiciones benignas
en casos equivocos). | A |

7- Latécnica puede ser adaptada para sistemas automatizados.

No todas son ventéjas ya que esta técnica presenta también una serie de limitaciones. La mas
notable de éstas es que la deteccién de anomalias esta limitada a aquellas que pueden ser
detectadas con las sondas que son disponibles. Actualmente sondas centrémero especificas son
disponibles para todos los 24 cromosomas humanos, y sondas librerias, disponibles para 18
Cromosomas.

Otras limitaciones de HIS fluorescente son relativas a factores técnicos.

En primer lugar, la técnica ha demostrado ser altamente sensible para la detecciéon de
trisomia, pero HIS fluorescente es menos sensible en detectar pérdida de cromosomas (Moyzis et al,
1987, Pinkel et al, 1988, Poddinghe et al, 1991; Jenkins et al, 1992). La falsa proporcién de
monosomia (presencia de 1 sefial en una célula diploide) puede variar de 2 a 10% de todas las células
nucleadas en preparacion de MO o de SP, por lo tanto, la disponibilidad de HIS fluorescente para
detectar monosomia en un pequefo porcentaje de la poblacion celtular (por ejemplo enfermedad
minima residual en leucemia) es limitada.

En segundo lugar, el procesado de célufas de MO y de SP de pacientes con enfermedades
hematoldgicas malignas es relativamente simp]e; sin embargo, el procesado de otros tejidos, tales

como tejidos embebidos en parafina o secciones congeladas de tumores sélidos o de biopsias de
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ganglio linfatico es mas dificil. Artefactos creados por el aplastamiento y seccionado del tejido y
factores técnicos relativos a la penetracion de ta sonda dentro de los nicleos de la célula pueden
llevar a resuftados desencaminados. £n estos tejidas, el porcentaje de células que muestran falsa
monosomia puede ser muy alta (>50%). El empleo de material incluido en parafina presenta una serie
de incovenientes, ya que, la utilizacidén de cortes tisulares de 2-10um en vez de suspensiones
celulares ocasiona fa pérdida de parte del ADN de muchos de los nucleos presentes en el &rea de
analisis (Arnoldus et al, 1991). En el caso de utilizar material incluido en parafina, hay que tener en
consideracién que la ausencia de una metodologia perfectamente controlada, en lo que hace
referencia a la fijacion de la muestra y a su inclusién en parafina, puede afectar la calidad de los
resuitados obtenidos. Ademas, el tamafio variable de las piezas incluidas en parafina infiluye también
de forma importante en ia hibridacién. Un incoveniente en el estudio del material inciuido en parafina
es la autofluorescencia que limita el andlisis de los resultados al empleo de métodos
inmunohistoquimices y microscopia éptica, reduciendo por un lado la sensibilidad de deteccion de la
tecnica y por otra parte la posibilidad de realizar marcajes mditiples. Para el andiisis de alteraciones
cromosémicas de tipo numérico mediante técnica de HIS se acenseja la utilizacién de suspensiones
celulares de material obtenido en fresco (Arnoldus et al, 1991). Muchos de estos problemas han sido-
gliminados parcialmente por mejoras en las técnicas de hibridacion . 7

Una tercera limitacidn importante de HIS fluorescentie, es ei hecho que los datos
citogenéticos pueden ser obtenidos sélo de los cromosomas blanco. En contraste, el analisis
citogenético convencional puede detectar la presencia de cualquier anomalia cromosdmica,
incluyendo multiples anomalias, por un “test” unico. Este problema ha sido resuelto en parte por el
rectente desarrollo de métodos de hibridacion multicolor, que permiten la visualizacién simuitanea de
2 0 mas regiones de ADN (Nederlof et al, 1989; Ried et al, 1992). Estas Gitimas técnicas requieren
equipos mas sofisticados, tal como sistemas de andlisis de imagenes; sin embargo |a fluorescencia
doble color es factible con un microscopio de fluorescencia simple equipado con un filtro doble.

Una de las desventajas del andlisis citogenético ya sea por cariotipo 0 HIS es que no da
informacién del tipo de célula en ia cual la anomalia ha ocurrido. Varias técnicas han sido desarrolladas
para determinar la morfologia, marcadores de superticie celular y cariotipo de células intactas (técnica

MAC).
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IV.7. RECIENTES DESARROLLOS EN HIS fluorescente.
1.7.1. Sondas marcadas directamente.

Recientes desarrollos que han Hevado a mejorar la tecnoiogia de HIS fluorescente incluyen el
desarrollo de sondas directamente marcadas con fluorocromos, las cuales emiten bastante luz para
ser detectadas facilmente por microscopia de fluorescencia, simplificando la técnica por efiminacion
de los pasos de deteccién (Wiegant et al, 1991). Estas sondas producen sefiales muy fuertes y son
disponibie_s para aplicaciones clinicas.
11.3.8.2. Técnicas de marcaje combinado.

Otra técnica que es importante en las apiicaciones clinicas de HIS f luorescente es el método
de marcaje combinado (Nederlof et al, 1989; Ried et ai, 1992), en el cual las sondas son marcadas con
mas de una molécula. Esta técnica aumenta el nimero de secuencias blanco que pueden ser
detectadas simultdneamente. La deteccion de las sondas hibridadas es realizada usando un sistema

de analisis de imagen digital.
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lIl.- PROYECTO DE TRABAJO Y OBJETIVOS CONCRETOS.

El proyecto de trabajo que constituye el punto de partida de esta tesis viene fundamentado

por los siguientes aspectos:
1. La descripcion de fa presencia de trisomia 12 en algunos procesos oncohematoldgicos.

2. La importancia de la trisomia 12, que mediante estudios citogenéticos fundamentalmente,
ha venido siendo apuntada en algunos de estos procesos, asi como también, la correcta deteccién

de esta anomalfa cromosémica trafa consigo importantes implicaciones diagnésticas y terapéuticas.

3. Debido a las limitaciones que presentaba la citogenética convencional, actualmente se
comenzg a utilizar una nueva técnica denominada hibridacién “in situ” ( HIS) fluorescente que ofrece
ventajas frente a la citogenética convencional. HIS es una técnica rapida para detectar anomalias
cromosomicas en células en interfase o durante la metafase. Se puede analizar un mayor ndmero de

células, y se puede hacer una valoracién exacta de la proporcion de células anormales.
4. Por ultimo, la disponibilidad en nuestro Servicio de estudiar pacientes afectos de

diferentes procesos oncohematolégicos que proporcionan una oportunidad ideal para el

planteamiento y posterior desarrollo de un proyecto de investigacion.
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Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, nos hemos propuesto los siguientes

OBJETIVOS CONCRETOS:

i. La aplicacion de HIS fluorescente a fos bacientes afectos de diferentes sindromes
linfoproliferativos crénicos (SLPc) de origen B 6 T, para el diagndstico de la trisomia 12, comparando
su sensibilidad con los métodos de citogenética convencionales en el caso de la leucemia linfatica

cronica de origen B (LLCB).

2. Determinacién de trisomia 12 en una serie de pacientes atendidos en nuestro Servicio,
que mostraban diferentes patologias: pacientes diagnosticados de LLCB en diferentes estadios,
pacientes afectos de diferentes tipos de SLPc de origen T y de diferentes tipos de linfomas
leucemizados, fundamentalmente, linfoma linfocitico de células pequefias y por Gitimo, pacientes

diagnosticados de tricoleucemia.

3. Seguimiento de estos pacientes durante un periodo de dos afigs, para controlar la
frecuencia de trisomia 12 en nicleos en interfase en el curso de la enfermedad y valorar ef significado

pronostico de esta anomalia cromosdmica en ias diferentes enfermedades oncohematoldgicas.

3. Asimismo, nos propusimos valorar la relacion entre |a presencia de trisomia 12 en los

pacientes afectos de LLCB con diferentes caracterfsticas clinicas y de laboratario.
4. Finalmente, nos parecia de sumo interés determinar mediante HIS fluorescente y

mediante citogenética convencional, la presencia del cromosoma Filadelfia (Ph) en pacientes afectos

de leucemia mieloide crénica (LMC), comparando |a sensibilidad de estas dos técnicas.
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(H. MATERIAL Y METODOS.

.- MATERIAL
1.1. SUJETOS NORMALES

Se escogieron para la realizacion de este estudio 38 sujetos sanos, que se ofrecieron
amablemente a tal fin, de diferente edad y sexo, que no habian recibido ninguna medicacién durante
al menos un mes antes del estudio. Las muestras de sangre obtenidas fueron utifizadas para la
siguiente valoracion:

a).- Calculo de! rango de normalidad para pactentes con SLPc (n=28).

En el presente estudio se ha empleado sangre con heparina litiada de cada uno de los
donantes, centrifugada a 3500 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 minutos, a 4°C. Se separd
el "buffy-coat”. Se afadieron 10 gotas en un tubo faicon estéril de 15 ml. Se le afadid 10 gotas de
tampdn fosfato salino (PBS) (pH=7.2) y mientras se esta agitando la muestra en el “vortex”, se fe
afiade, gota a gota, 10 gotas de solucién de fijacion (metanoci-Acido acético glacial 3:1) el cual, debe
ser preparado fresco, diariamente. Seguidamente, mientras se estd agitando la muestra en el
“vortex’, se le va afiadiendo gota a gota, mas solucién de fijacidn hasta un volumen de 10 ml. Se deja
reposar la muestra 20 minutos a temperatura ambiente (TA) y se centrifuga nuevamente a 1500 rpm
durante 8 minutos, a 4°C. Se elimina el sobrenadante y se lava nuevamente et "pellet” con solucién
de fijacion, como se ha descrito anteriormente. Asi se realizan al menos tres lavados, hasta que el
“pellet” quéda blanco. Se guarda asf la muestra en solucién de fijacion a -20°C hasta el momento de
realizar ia hibridacion en estos sujetos sanos. De esta forma, se pudo calcular posteriormente el rango
de normalidad de este parametro.

b).- Cdlculo del rango de normalidad para pacientes con SMPc (n=10).

Se emplearon dos métodos para la preparacién de las células:

1- Directo.

2- Separaracidn de células. _

1- Directo. Se parte de tubos de extraccidon sin ningun aditivo a los que se le ha introducido
aproximadamente 1cc de heparina Rovi al 1% y que estan guardados en nevera a 4°C hasta el
momento de la extraccidn. Es muy importante que no lleve ningun aditivo la heparina. Se parte de 8

mi de medio RPMI o HANS o suero fisicldgico, 1mi de sangre total extraida en heparina sin aditivos y
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0.1ml de colchicina (0.5mgr/ml). Se pone en la estufa a 37°C y durante 50 minutos. Se centrifuga a
1200 rpm durante 10 minutos. Se elimina el sobrenadante. Se afiade 10 ml de cloruro potasico
0.075M , que estd a 37°C, y se deja 30 minutos a 37°C. Se centrifuga a 1200 rpm durante 10 minutos.
Se elimina el sobrenadante. Se fija con metanol:acido acético glacial (3:1) aproximadamente unas 2
veces y se guarda a -20°C.

2- Separaracion de célutas. Una vez realizada a extraccién en tubos sin ningln aditivo a los

que se les ha afiadido aproximadamente 1cc de heparina Rovi al 1% y que estan guardados en
nevera a 4°C hasta el momento de la extraccion, se procede a desplaquetizar la muestra. Para ello se
centrifuga 5 minutos a 1200rpm y a TA. Se desecha el plasma. Se afade unos 2ml de medio RPMI,
HANS o suero fisioldgico y se mezcla. Luego se afaden 3m! de Ficoi o “Lymphoprep” por cada 2ml
de sangre y se centrifugan 30 minutos a 1600rpm y a TA. Se separa la interfase y se pone en otro
tubo. Se afiaden hasta unos 10 mi de medio RPMI 0 HANS o suero fisiolégico y se centrifuga 10
minutos a 2000rpm. Se quita el sobrenadante, se deja el “pellet’, y se le afiade medio RPMI o HANS o
suero fisiolégico hasta 8 6 10 ml y se centrifuga 10 minutos a 2000 rpm. Se quita el sobrenadante, se
deja el "pellet’, y se afiade medio RPMI hasta 5ml y 0.1 ml de colchicina {(0.5mgr/ml). Se deja una hora
a 37°C. Se centrifuga 5 6 10 minutos a 1200 rpm. Se elimina el sobrenadante. Se afiade hasta 10 m!
de Cloruro potésico 0.075M {que esta a 37°C), y se deja 30 minutos a 37°C. Se centrifuga 5 minutos a
1200rpm. Se efimina el sobrenadante. Se afiade metanol:acido acético glacial (3:1). Se deja a 4°C
cerrados los tubos durante 10 minutos. Se centrifuga a 1200 rpm durante 10 minutos y se elimina el
sobrenadante. Se anade un nuevo fijador metancl:dcido acético glacial {3:1) y se guarda a -20°C hasta
el momento de realizar la hibridacion en estos sujetos sanos.

Siguiendo estos dos métodos, se pudo calcular posteriormente el rango de normalidad de

este pardmetro en estos sujetos.
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1.2. PACIENTES
En este trabajo se han estudiado un total de 74 pacientes diagnosticados de SLPc de

expresion leucémica y 3 pacientes con SMPe¢ tipo LMC.

PACIENTES DIAGNOSTICADCS DE SLPc DE EXPRESION LEUCEMICA.

1._De origen B:

1.1. Pacientes pertenecientes al grupo de LLC. 7
Los 45 pacientes diagnosticados de LLC se distribuyen de la siguiente manera segun la
clasificacidn de BINET:
- 24 pacientes pertenecientes al estadio A.
- 12 pacientes pertenecientes al estadio B.
- 9 pacientes pertenecientes al estadio C.
1.2. Pacientes pertenecientes al grupo de Trigoleucemia.
Se han estudiado 5 pacientes diagnosticados de tricoleucemia, 4 pertenecientes a la
forma clasica y 1 perteneciente a la forma variante. |
1.3. Pacientes pertenecientes al grupo de Linfomas leucemizados.
Los 19 pacientes diagnosticados de linfomas leucemizados se distribuyen de la siguiente
manera segln la clasificacion “Working formulation”
1.2.1. Bajo grado de malignidad.
- 11 pacientes pertenecientes al grupo denominado LLCP.
- 1 paciente perteneciente al grupo folicular con predominio de células hendidas
pequefas.
1.3.2. Malignidad intermedia.
- 3 pacientes pertenecientes al grupoe folicular con predominio de ¢élulas grandes.
1.3.3. Alto grado de malignidad.

- 4 pacientes pertenecientes al grupo inmunoblastico, células grandes.
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2.DeongenT:

2.1. Pacientes pertenecientes al grupo de LLC.

- 3 pacientes diagnosticados de LLC.

2.2. Pacientes pertenecientes al grupo de linforas cuténeos de células T leucemizados
(Sézary).

- 2 pacientes diagnosticados de Sézary.
PACIENTES DIAGNOSTICADOS DE SMPc.
Se han estudiado 3 pacientes diagnosticados de LMC.

.2.1. Descripcién de los pacientes.

En el presente estudio las muestras de SP de los 45 pacientes con LLCB fueron
obtenidas desde octubre de 1991 a octubre de 1993: 24 hombres y 21 mujeres con una edad
comprendida entre 40 y 88 afnos, media 65 afos. £l diagndstico de LLCB tipica estaba basado en
caracteristicas clinicas, morfologia celular y marcadores inmunolégicos. En el momento de iniciar este
estudio 17. pacientes estaban sometidos a tratamiento quimioterapéutico.12 pacientes fueron
diagnosticados coincidiendo con su estudio mediante HiS, mientras que 33 pacientes ya habian sido
diagnosticados anteriormente (1-15 afios antes de su admisién en este estudio).

Las muestras de SP de los 5 pacientes con tricoleucemia fueron también obtenidas
desde octubre de 1991 a agosto de 1993: 3 hombres y 2 mujeres, con una edad comprendida entre
54 y 60 anos, media 56 afios. El diagndstico de tricoleucemia fue confirmado por la demostracion de
celulas fosfatasa &cida positivas, dcido tartarico resistentes en los 5 casos, y la presencia de
marcadores FMC7, CD11c y CD25 positivos. Las BMO obtenidas en cada caso también confirmaron
el diagndstico de tricoleucemia. Tres pacientes (P1, P2 y P4) fueron esplenectomizados después de
su admisién en el hospital. En el momento de iniciar el presente estudio, 2 pacientes (P1 y P4)
estaban sometidos a tratamiento con INF «. Un paciente. fue diagndsticado coincidiendo con su
estudio mediante HIS fluorescente, mientras que los otros 4 pacientes ya habian sido diagnodsticados

anteriormente (1-10 afios antes de su estudio mediante HIS).
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Las muestras de SP de los19 pacientes diagnosticados de diferentes tipos de linfomas
leucemizados de origen B , que fueron también estudiadas desde octubre de 1991 hasta octubre de
1993 (11 hombres y 8 mujeres) presentaban una edad media de 60 afios (rango 48-70 aftos). El
diagndstico de linfomas leucemizados en estos pacientes fue confirmado en todos los casos
histologicamente. Estos 19 pacientes fueron clasificados en diferentes subtipos segun la "“Working
formulation” como LLCP (11 casos, 8 no sometidos a tratamiento al comienzo de este estudio),
folicular de células hendidas pequefias (1 caso, no tratado), folicular de céiulas grandes (3 casos, 3 no
tratados al comienzo de este estudio) e inmunoblastico de células grandes (4 casos, 3 no sometidos

' a tratamiento al comienzo de este estudio). 7 pacientes fueron diagnosticados coincidiendo con su
estudio mediante HIS, mientras que 12 pacientes ya habian sido diagnosticados anteriormente (1-5
anos antes de su admision en este estudio). Los 19 casos eran de fenotipo B.

Las muestras de SP de los 5 pacientes diagnosticados de diferentes tipos de SLP de
origen T, que fueron estudiados desde octubre de 1991 hasta octubre de 1993, tenian una edad
media de 54 afios (rango48-65 afos) (3 hombres y 2 mujeres). El diagndstico de LLCT en estos
pacientes fue confirmado por la presencia de linfocitosis, moderada o nula, con granulocitopenia,
énemia aplasica o pancitopénica. Presencia de linfocitos atipicos en SP de gran tamafio, cromatina
laxa y granulacion azuréfila en el citoplasma y 1a presencia de marcadores CD3, CD8, CD57, HLA-DR y
CD38 positivos. CD5 tiene muy baja o ausente expresion. El diagnéstico de Sézary fue confirmado
por la presencia de células linfomatosas en SP (células de pequefio o gran tamafio, con nlcleos de
aspecto cerebriforme). Presencia de infiltracién cutanea por células linfomatosas y presencia de
marcadores CD2, CD3, CD4 y CDS5 positivos y CD8 negativo. Estos 5 pacientes fueron clasificados
en dos grupos diferentes: LLCT (3 casos, 2 no tratados al comienzo de este estudio) y linfoma
cutaneo de células T leucemizado (2 casos, no tratados al comienzo de este estudio). Un paciente
fué diagnosticado coincidiendo con su estudio mediante HIS, mientras que 4 pacientes ya habian
sido diagnosticados anteriormente (1-5 afios antes de su admision en este estudio).

Por dltimo, el estudio en los 3 pacientes con LMC (2 hombres y una mujer con una edad
media de 46 afios) fue hecho en muestras de SP y cuando estos pacientes se encontraban en
diferentes momentos de su evolucién, concretamente cuando la enfermedad no estaba en fase de
actividad, sino bastante controlada, gracias al tratamiento al que estaban sometidos los 3 pacientes.
El diagnéstico de la LMC fue confirmado por |a presencia de leucocitosis mielocitarias, neoplasia del

sistema granulopoyético de la MO y en ocasiones esplenomegalias gigantes.
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1.3. REACTIVOS

- " Kit" para hibridacién en cromosomas en metafase o en nicleos en interfase (ONCOR;
Gaithersburg, MD}.

- " Kit" para deteccion Digoxigenina-Rodamina (ONCOR; Gaithersburg, MD).

- " Kit" para deteccion Biotina-Fluoresceina (ONCOR; Gaithersburg, MD).
REACTIVOS EMPLEADCS EN LA PREPARACION DE CELULAS Y DE PORTAS

- Acido acético glacial (Merck; Darmstadt, Federal Republic of Germany).

- Cloruro sodico 1M {Baker; Deventer, Holland).

- Cloruro potasico 0.075M (Merck; Darmstadt, Federal Republic of Germany).
- Coichicina 0.5mgr/ml (Sigma Chemical Co; St Louis, MQ).

- Etanol 100 % (Panreac; Madrid, Spain).

- Eter 100 % (Panreac; Madrid, Spain).

- Fosfato disodico 1M (Merck; Darmstadt, Federal Republic of Germany).

- Fosfato monosodico 1M (Baker; Deventer, Holland).

- “Lymphoprep” (Nycomed Pharma AS; Osio, Norway).

- Medio TC HANKS Sclution (Difco Laboratories; USA).

- Metanol {Panreac; Madrid, Spain).

REACTIVOS EMPLEADOS EN LA HIBRIDACION

- Acido clorhidrico 0.1M (Merck; Darmstadt, Federal Repubilic of Germany).

- Acido clorhidrico 1 M {Merck; Darmstadt, Federal Republic of Germany).

- Acido clorhidrico 2 M (Merck; Darmstadt, Federal Republiic of Germany).

- Acido desoxirribonucleico de esperma de arenque “sodium salt type XIV™ (Sigma Chemical
Co: St Louis, MO).

- Cloruro magnésico 1M (Merck; Darmstadt, Federal Republic of Germany).

- Citrato sédico 0.3 M (Baker; Deventer, Holland).

- Cloruro sédico 1M (Baker; Deventer, Holland).

- Cloruro sédico 3 M (Baker; Deventer, Holland).
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- Dextran suifato (Pharmacia; Uppasala, Sweeden).
- Etanol 70 %, 80%, 85 %, 90%, 95%,100 % (Panreac; Madrid, Spain).
- Formaldehido 1 %(Baker; Deventer, Holland).
- Formamida 50% desionizada (y sin desionizar) pH=7.00 (USB; Cleveland, Ohia).
- Formamida 70 % desionizada (y sin desionizar) pH=7.00 (USB; Cleveland, Ohio).
- Fosfato disédico 1M (Merck; Darmstadt, Federal Republic of Germany).
- Fosfato monosodico 0.5M pH=7.0 (Baker; Deventer, Holland).
- Fosfato monosddico 1M (Baker; Deventer, Holland).
- “Glass coversiip seatant” (ONCOR; Gaithersburg, MD).
- “lon exchanger” (Serva; Heidelberg, Federal Republic of Germany).
- Pepsina al 10% (Sigma Chemical Co; St Louis, MO).
- RNAsa 10mgr/mi (Sigma Chemical Co; St Louis, MO).
- Sonda abl (ONCOR; Gaithersburg, MD).
- Sonda ber (ONCOR; Gaithersburg, MD).
- Sonda berfabl (ONCOH; Gaithersburg, MD).
. Sonda para el cromosoma 12 « satélite D12Z3 (ONCOR; Gaithersburg, MD).
- Tritdn X-100 0.05 % (Merck; Darmstadt, Federal Republic of Germany).

- Tween 20 (Aldrich; Steinheim, West Germany).

REACTIVOS EMPLEADOS EN LA DETECCION Y EN LA AMPLIFICACION.

- Acido clorhidrico SM (Merck; Darmstadt, Federal Republic of Germany).

- Antiavidina conjugada con biotina (Vector Laboratories, Burilingame, CA).

- Anticuerpo antiavidin de cabra biotinilado (Vector Laboratories; Burilingame, CA).

- Anticuerpo antidigoxigenina de ratén {Sigma Chemical Co; St Louis, MQ).

- Anticuerpo antiratén de conejo marcado con rodamina (Sigma Chemical Co; St Louis, MO).

- Avidin conjugado con isotiocianato de fluoresceina (Avidin-FITC) (Vector Laboratories;
Burilingame, CA}.

- Azida sddica 0.02%(Sigma Chemicat Co; St Louis, MO).

- AzZida sodica al 20% (Sigma Chemical Co; St Louis, MO).

- Citrato sodico 0.3 M (Baker; Deventer, Hoiland).

- Cloruro sédico 0.15 M (Baker; Deventer, Holland).

75



- Cloruro s6dico 1M {Baker; Deventer, Hol!aﬁd). -

- Clorure sédi€o 1.5M pH=7.5 (Ba;ker: Deventer, Holland).

- Cloruro sdico 3 M (Baker; Deventér, Holland). -

- 4,67diamino-2-fe:ilinqol 2CIH (DAPI) (Serva; Meidelberg, Federal Republic of Germany).
% 1,4‘diazabiciclq(r:2,2-:-2) octano (DABCOQ) (Sigma Chemicai Go; St Louis, MO). -

- Formamida 56;/; desionizada (USB; Cleveland, Chio).

- Fostato disddico (Merck; Darmstadt, Federal Republic of Germany).

- Fosf.altorrponosédico {Baker; Deventer, Holland).

'-'Glicgrd (Sigma Chemical Co; St Louis, MO). .
~ - Hidréxido sddico 1 M (Baker; Deventer, Holland).

- loduro de propidio 10ng/mi (IP) (Sigma Chemical Co; St Louis, MO).

- Leche en polvo al 0.5%.

- Leche en polvo 5% .

- Nonidet P-40 0.1 % (Sigma Chemical Co; St Louis, MO).

- “Phenyiendiamine dihydrochioride” (Sigma Chemical Co; St Louis, MO).

- Tris 1M pH=7 .5 (Sigma Chemicat Co; St Louis, MO). |

- Tris CIH 0.1M (Sigma Chemical Co; St Louis, MO).

- Tris CIH 1M pH=7.5 (Sigma Chemical Co; St Louis, MO).

- Tween 20 al 10% (Aldrich; Steinheim, West Germany).

.4. PREPARACION DE REACTIVOS.

- Para eliminar el “background”™:

Acido clorhidrico 0.1N y Tritdn X-100 0.05 %.

- Para fijar las céluias:

Formaldehido 1 % en PBS, pH=7.2.

- Para desnaturalizar:

Formamida 70 % en tampén 2 x SSC, pH=7.00 y a 70°C.

- Preparacién del ADN de esperma de arenque:

250 mg en 50 mi de agua bidestilada. Mezclar durante 24 horas a TA. Sonicar durante 3

minutos. Guafdar a -20°C.
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- "Master mix":

20xSSC: 1 ml; Formamida 50%: 5m‘l; Dextran sulfato: 1 g; Tween- 20; 10ul; Completar con
agua hasta 8 ml. Disolver esta mezcla a 70°C. Ajustar a pH=7.0 con CIH 2N. Guardar a -20°C.

- Solucidén de hibridacién:

“Master Mix”: Sonda de ADN: ADN de esperma de arenque: 8pl : Tul : 1ul

- Para eliminar las uniones inespecificas: ‘

Formamida 50 % en tampén 2 x SSC, pH=7.00 y a 45°C.

- Solucién "stock” para avidin y antiavidin:

0.02% de solucion “stock” para azida sddica (= 10ul de 2.0 g de azida sodica en 100 ml de
agua) + Leche en poivo 5% (500mg/10 mi en tampodn 4 x SSC, pH=7.5). Disolver esta mezcla a 37°C.
Dejarta en oscuridad y en reposo al menos 24 horas. Centrifugar a 1000 rpm durante 5 min. Quitar el
sobrenadante y ajustaric a pH=7.00. Guardar a 4°C en oscuridad.

- Preparacion de avidin y antiavidin.

Avidin: 995ul solucién "stock” para avidin y antiavidin y Sul avidin. Guardar a 4°C.

Antiavidin: 990wl solucidn “stock” para avidin y antiavidin y 10ul antiavidin. Guardar a 4°C.

- “Antifade”:

100mg de “phenylendiamine dihydrochloride” en 10-ml de PBS. Ajustar a pH=8.00 con
hidroxido sodico. Afadir hasta 90 ml de glicerol. Fiitrar a través de filtros de 0.22u para quitar las
particulas sin disolver. Almacenar a -20°C en oscuridad.

- “Antifade” + loduro de propidio {(1ng/tml):

1000ul "Antifade” + 3 ul loduro de propidio. Almacenar a 4°C en oscuridad.

- Soluciones para el pretratamiento de portas.

1. RNAsa 10mgr/ml. Se cogen 10 mgr de RNAsa en 1 ml de agua. De este stock se cogen
10ul y 990 ul de 2xSSC pH=7.0.

. 2 Pepsina al 10% en agua. Se prepara este stock de pepsina al 10% y se cogen de este
stock 50 ul y se diluyen en 1ml de CIH 1N y 99 mi de agua.

3. Formaldehido al 1% en PBS diluide en CiMg, 1M. Se cogen 92.4 ml de PBS, 5 ml de
CIMg, 1M y 2.6 mi de formaldehido libre de 4cidos.

- Me;cla de hibridacién para resuspender la sonda ber/abl.

70% formamida desionizada/2xSSC/ fosfato monosédico S0mM pH=7.0.

Se cogen 700 ul de 100% form.amida desionizada + 100 ul de 0.5M fosfato monosédico
pH=7.0 + 100 pul de 20xSSC + 100 ul de agua.
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- Desionizar la formamida.

Se afaden 5 grémos de “ion exchanger” a 100 mi de formamida comercial, se centrifuga
durante 2 horas. Se filtra 2 veces a través de papel de filtro “Whatman”. Se hacen alicuotas alicuotas
de 1 ml. Se almacena a -20°C. 7

- Preparacién de DABCO/DABCO-DAPI/DABCO-IP.

Se disuelve 2 gr de DABCO en 90 ml de glicerol durante 15-30 minutos a 60°C. Se afaden
10 mi de 1.0M Tris CIH pH=7.5. Se ajusta el pH a 8.0 con CIH 5M. Se eniria a TA. Se afiade 100 ul de
20% de timerosal 0 azida sédica en agua. Se aflade 6 50 ul de IP (solucion stock imgr/ml en agua) &
15l de DAPI (solucidn stock 1mgr/mi en agua) y se guarda a 4°C.

- Avidin-Isotiocianato de fluoresceina (Avidin-FITC) (1:1000).

1000ul de 4M y 1ui de Avidin-FITC.

- Anticuerpo antiavidin de cabra bictinilado (1:100).

100ul de TNB y 1ul de anticuerpo antiavidin de cabra biotihi!ado

- Anticuerpo antidigoxigenina de ratén (1:500).

500ul de TNB y 1ul de anticuerpo antidigoxigenina de ratén.
.5. TAMPONES

- PBS {pH=7.2):

Fosfato monosédico 0.221g + Fosfato disédico 1.193g + Cloruro sddico 8.773g, en 1 litro de
agua bidestilada. Ajustar a pH=7.2.

- Tampdn 20 x SSC (pH=7):

Citrato sodico 0.3 M 44.116g + Cloruro sédico 3 M 87.678g, en 500mi de agua bidestilada.
Ajustar a pH=7.00. - |

- Tampén 4 x SSC (pH=7.5).

1200 ml de agua bidestilada+ 300 ml de tampén 20xSSC (pH=7.00) + 1.5mi 0.1% Nonidet
P40%. Ajustar a pH=7.5.

- Tampén 4T (4xSSC/ 0.05% Tween 20).

200mi de 20xS5C pH=7.0‘+ 800ml de agua + 5ml_ de Tween 20 al 10% en agua.
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- Tampén 4M (4xSSC/ 5% leche en polvo).

5 gr de leche en polvo ai 5% + 100mi de 4xSSC + 100ul de timerosal o azida sédica al 20%
en agua.

- Tampdn TNT (0,1M Tris CiH/ 0.15M ClINa/ 0.05% Tween 20).

100mi de 1M Tris-1.5M CINa pH=7.5 + 900 m| de agua + Smi de Tween 20 al 10% en agua.

- Tampdn TNB (0. 1M Tris CIH/ 0.15M Ci Na/ 0.5% leche en poivo).

0.5 gr de leche en polvo + 100 ml de 0.1M Tris CIH/ 0.15M C! Na + 100l de timerosal o azida

sddica al 20% en agua. Calentar durante 1 hora a 60°C.

.- METODOS.
i.L1. METODO DE HIS FLUORESCENTE EN CELULAS PARA LA DETECCION DE
LA TRISOMIA 12,

IL1.1. La sonda de ADN.

La sonda de hibridacién es una sonda o satélite (D12Z3-ONCOR, Gaithersburg MD),
conjugada con biotina, especifica para' el cromosoma 12, que hibrida con el ADN « altamente
repetitivo localizado en el centrémero del cromosoma 12. Esta sonda es rica en A-T. Esta conjugada
con biotina que es una pequefia vitamina soluble en agua y su principal ventaja es su punto cast
isoeléctrico el cual, reduce fa unién de ADN no especifico.

I.1.2. Preparaciéon de las células.

E! "buffy coat" fue filado en metanoti dcido acético glaciat (3:1 vol:vol). Las células fijadas fueron
almacenadas a -20°C hasta el momento de la hibridacion. Las suspensiones de céiulas fueron
extendidas sobre portas y secadas al aire. Los portas habian estado, al menos, un dia en metanol a
4°C y no mas de dos dias en agua estéril destilada a 4°C.

11.1.3. Hibridacion. |

Se seieccioné una zona adecuada para la hibridacion mediante el microscopio de contraste
de fases porque la ausencia de citoplasma es crucial para la sensibilidad de Ia HiS. Los portas han de
ser preparados, a ser posible, el dia que se va a realizar la hibridacién, ya que se obtienen mejores
resuitados. Las hibridaciones se hicieron usando el procedimiento modificado,descrito por Pinkel et
al (1986) (Fig.1). Los portas, que contienen las células, se sumergen en 0.1N HCL + 0.05% Tritén X

100 a TA durante 15 minutos, lavadas en 2 x SSC y en PBS durante dos minutos cada lavado y
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fijadas en 1% Formaldehido en PBS durante 5 minutos a TA. Después de dos lavados en PBSy en 2
X SSC cada uno de 2 minutosy a TA, el ADN de las células se desnaturalizé en Formamida, 2 x SSC a
70 °C durante 4 minutos. Los portas se deshidrataron en etanol a diferenies concentraciones (70%,
85% y 100%) y a TA. Los pasos de deshidratacion fueron realizados durante 1 minuto cada ung,
empezando con el etanol al 70% y luego se secaron al aire. 1 pi de la sonda de ADN conjugada con
biotina {ONCOR, Chromosoma 12 « satellite, D1223), fue diluido en 9 ul de la mezcia de hibridacion
(8ul de master mix #50%Formamida, Dextran Sulfato, 20 x SSC, Tween-20, agua bidestilada#, 1ul de
ADN “"carrier” obtenido de ADN de esperma de arenque (Sigma)). Esta mezcla de hibridacion se
desnaturalizé a 70°C, durante 5 minutos y luego fue colocada en hielo. Se aplicé allos portas 10 ul de
esta mezcla, posteriormente se taparcon con cubres 24x32mm y se sellaron con una solucién
pegamento. Los portas fueron incubados durante toda la noche a 37 °C en una camara himeda.
I.1.4. Deteccion.

Los cubres se eliminaron mediante un lavado en 2 x SSC durante 2 minutos. 1.a sonda que
no hibrididd se elimind con tres lavados en 50% Formamida, en 2 x SSC, a 45°C durante 2 minutos,
los dos primeros lavados, y 5 minutos el dltimo lavado, continuando con un lavado en 4 x SSC,
Nonidet P - 40 a TA durante 5 minutos. Para detectar la sonda que hibridd, los portas se incubaron
con 20ul de avidin-FITC (Vector Laboratories) en 4 x SSC + 0.02% azida sédica + 5% leche en polvo
durante 20 minutos a 37°C. A continuacion los portas se lavaron ires veces en 4xSSC a TA durante
dos minutos cada lavado. Si la sefial de hibridacidn no era detectable en este punto, se amplificé con
antiavidina de cabra marcada con biotina (Vector Laboratories) en 4 x SSC + 0.02% azida sddica + 5%
leche en polvo y se incubd durante 20 minutos a 37°C, seguido por otra incubacién con avidin-FITC
(FITC). Hasta dos ampiificaciones fueron realizadas. Las células fueron contrastadas con P (1ng/1ml
Antifade) (Sigma).

Los portas fueron evaiuados usando un microscopio de fluoreséencia Olimpus eqqipado con
un fittro para FITC y otro para IP. El andlisis fue realizado por enumeracion de sefiales de hibridacién en
200 células por paciente/control. El contaje de puntos en células en interfase fue realizada teniendo
en cuenta los siguientes pardmetros:

1- Un punto fue contado sélo como positivo cuando habia o una distancia clgra de los puntos
adyacentes o los diferentes puntos estaban en diferentes pianos de enfoque.

2- Las areas del porta que muestran en conjunto débil hibridacién no fueron contadas.
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3- Se consideraron aquellas células que o no tenian ninguna sefial 0 una sefal ambigua
como ho analizables.

4- Todos los analisis de células en interfase fueron realizados usando portas con una
morfologia buena y completa de las células asi como células que no estan solapadas.

3- Las muestras fueron consideradas evaluabtes si la hibridacidn estaba presente en 290%
de las células o menos del 20% de las células tenian o cero o una sefal.

6- El porcentaje de células con tres sefiales fue calculado del nimero total de céiulas
analizables.

Dos puntos fluorescentes representaban las dos copias' normales del cromosoma 12
mientras que 3 puntos indicaban una célula trisémica. Se contaron también células con 4 é mas
puntos fluorescentes.

Los nucleos en interfase son tridimensionales y por ello requieren la observacion cuidadosa
en el microscopio para revelar puntos fuera de foco. Los portas con bajos porcentajes de trisomia 12

fueron confirmados en todos los casos.

81



euotg

eupjaeuy
oy

euviaosalon|4
“BUIPIAY

(SIH) 31N3DS3HONTA NLIS NI NOIDVaIHEIH 3@ 0Q0L3nW 'L 'Biq

Bueip YNa

YANOS

82



il.2. METODO DE HIBRIDACION EN CELULAS: DETECCION TRANSLOCACION
BCR/ABL.

I1.2.1. La sonda de ADN.

La sonda de ADN para la translocacion Mbcr/abl es una mezcla de césmidos de ADN
marcados con digoxigenina especificos para la regién “major” del gen ber, y un unico cosmido
marcado con hictina para el gen abl.

I.2.2. Preparacion de los portas y de las células.

Se lavan en etanol:éter (1:1) preparado a TA. Se introducen los portas durante 1 minuto en
un vaso de precipitados con etanol y éter (1:1) y luego se sacan , se secan y se dejan de pie en una
gradilla secandose. Los portas se preparan en el momento en que se va a realizar 1a hibridacion. Se
coge el porta, se echa una gota de muestra, se extiende y se mira al microscopio para seleccionar la
zona 6ptima y se dejan guardados en oscuridad, secandose durante 24 horas, hasta que se proceda
a su hibridacién.

11.2.3. HIS Fiuorescente.
Se han comparado dos protocolos de HIS fluorescente para la deteccién de la translocacion

berfabl en pacientes afectos de LMC.

1.2.3.1. PRIMER PROTOCOLO (Fig 2A)

2.3.1.a. Preparacion de los portas.

Se preparan los nlcleos en interfase en portas de cristal de acuerdo a lo indicado
anteriormente.Se precalienta 40 ml de 2xSSC pH=7.0 en una jarra de “kopli" a 37°C en un bafo de
agua. Se colocan los portas en la jarra de "kopli” y se incuban durante 30 minutos.Se deshidratan los
portas en etanol al 70%, 80% y 95% a TA durante 2 minutos cada paso. Se secan los portas al aire.
Estos pasos pueden ser realizados hasta 2 semanas antes de la hibridacién. Estos portas pretratados

~son almacenados a TA, si a continuacidn, no se va a realizar su hibridacion.
2.3.1.b. Desnaturalizacién de los portas.

Se precalienta 40 ml de solucion de desnaturalizacion pH=7.0 (70% de formamida/2xSSC
ajustada a pH=7.0 con CIH) en una jarra de “kapli” a 70°C en un bafio de agua.Se sumergen los portas
en la solucion de desnaturalizacién precalentada durante 2 minutos. No agitar. Se deshidratan los

portas en etanol frio (-20°C) al 70%, 80% y 95% durante 2 minutos cada paso.Se reevaltian los portas
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usando un microscopio de contraste de fases. Si las células parecen muy palidas, comparadas a su
apariencia antes de la desnaturalizacion, no hibridan bien. Se deben usar los portas ei mismo dia que
son desnaturalizados. '

2.3.1.c. Hibridacién.

Se ha empleado una sonda de secuendia unica para la transfocacién Mbcrfabl en pacientes
afectos de LMC. Se precalienta la sonda a 37°C durante 5 minutos. Se colocan 10 ul de la sonda en
cada porta y se cubre con un cubre de cristal, tratado, de 25x25mm. Se sella el perimetra del cubre de
cristal al porta con una capa delgadade seltador. Se incuban los portas a 37°C, en una camara himeda
(realizada, empapando toallitas de papel en 50% de formamida a pH=7.0). Se ponen los portas en
esta camara hiimeda, a 37°C toda la noche.

Para tratar los cubres se hierven durante 10 minutos en CIH 0.1M . Se dejan enfriar un poco y
se pasan por agua del grifo, agua desmineralizada, agua destilada, etanol y luego se secan con papel
de filtro y sé meten en la estufa en otro vaso de precipitado tapado con papel albal a 180°C y durante
2 horas y luego se guardan a TA y tapados para que no cojan polvo. |

2.3.1.d. Lavados rapidos de post-hibridacion.

Se quita cuidadosamente el sellador . Se quitan ios cubres. Se hace 1 lavado en formamida al
50% a 43°C durante 45 minutos y con agitacién. Se precalienta 40 ml de 2xSSC en una jarra de
“kopli” a 72°C en un bafio de agua.Se sumergen los portas en 2xSSC durante 5 minutos. No agitar.
Se transfieren los portas a una jarra de "kopli* que contiene 40 mi de 1xPBD durante 2 minutos, luego
se procede a la deteccion. El tiempo en esta solucién no es critico. Los portas pueden ser
mantenidos durante varias horas a TA o almacenados hasta 2 semanas a 4°C en 1xPBD.
2.3.1.e. DPeteccion.

Se quitan los portas del 1xPBD y se seca el exceso de liquido del borde. No se puede dejar
secar la superficie del porta. Se aplican 60 wl del reactivo de deteccién a cada porta ( se mezclan 30
de antidigoxigenina marcada con rodamina y 30 ul de avidin-FITC) y se coloca un cubre de plastico
sobre la solucién. Se incuban los portas a 37°C durante 5 minutos en una camara himeda {hecha en
agua). Se quitan cuidadosamente los cubres y se lavan los portas, para quitar el exceso de
componentes de deteccion, 3 veces durante 2 minutos cada lavado en 40 mi de 1xPBD a TA. Se

puede proceder a la amplificacion, si es necesaria ,0 a la contratincion,
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2.3.1.1. Contratincion fluorescente.

Se quitan los portas del 1xPBD y se seca el exceso de liquido del borde. No se debe permitir
que se seque |a superficie del porta. Se aplican 10 ul de la contratincidn apropiada, que es en este
caso DAPY/Antifade. Se cubre con un cubre de cristal 22x50 mm. Se cubre el porta con una toallita de
papel y se presiona suavemente para quitar cualquier exceso de liquido teniendo cuidado de no
mover e cubre.

Las celulas fueron vistas a través de un microscopio de fluorescencia con filtros para
rodamina, FITC, DAP!.

Cada una de las 3 muestras fueron estudiadas independientemente por dos personas. Cada
uno contd 200 nicleos en interfase de buena calidad de diferentes dreas de la misma preparacion.

2.3.1.g. Amplificacidn.

Si los portas fueron contratefidos antes de la amplificacion, se sumergen los portas en 40 ml
de 1xPBD a TA hasta que los cubres floten, luego se transfieren los portas a una jarra de “kopli” con
40 mide 1xPBD fresco a TA y se dejan 5 minutos para destefiirlos. Se quitan los portas del 1xPBD y
sg seca el exceso de liquido del borde. No se debe dejar secar la superficie del porta. Se aplica 60l
de anticuerpo dé conejo antioveja a cada porta. Se coloca un cubre de plastico sobre ta solucién. Se
incuba durante 15 minutos a 37°C (en camara humeda, hecha en agua). Cuidadosamente se quitan
los cubres de plastico y se lavan los portas 3 veces durante 2 minutos cada lavado en 40 ml de 1xPBD
a TA. Se aplican 60 ul de anticuerpo anti conejo conjugado con rodamina a cada porta. Se coloca un
cubre de plastico sobre la solucidn. Se incuba durante 15 minutos a 37°C. Cuidadosamente se quitan
los cubres de pléstico y se lavan los portas 3 veces durante 2 minutos cada lavado en 40 ml de 1xPBD
‘a TA. Se aplica 60 ul de anticuerpo antiavidin a cada porta. Se coloca un cubre de plastico sobre la
solucién. Se incuba durante 5 minutos a 37°C. Cuidadosamente se quitan los cubres de plastico y se
lavan los portas 3 veces durante 2 minutos cada lavado en 40 ml de 1xPBD a TA. Se aplica 60 ul de
avidin-FITC a cada porta y se cubre con un cubre de plastico. Se incuba 5 minutos a 37°C.
Cuidadosamente se quitan los cubres de plastico y se lavan los portas 3 veces durante 2 minutos

cada lavado en 40 m! de 1xPBD a TA. Se procede a la contratincion.
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1.2.3.2. SEGUNDO PROTOCOLO (Fig. 28B)

2.3.2.a. Preparacién de portas.

Se preparan las camaras humedas, una con agua y otra con 50% de formamida pH=7.0. Se
tapan con papet albal y se meten a 37°C, para gue estén a esta temperatura cuando se vayan a utilizar.
Los portas se han estado secando durante 24 horas a TA y en oscuridad. No se deben dejar mas de
24 horas. Se prepara un “stock™ de RNAsa (10mgr/mi): 10 mgr de RNAsa en 1mi de agua y este
“stock” se guarda a -20°C. De éste “stock” se cogen 10 ul y se le afaden $90 ni de 2xSSC a pH=7.0.
Se pone en cada cubre 100w de esta solucion (10 ul de stock RNAsa+930 ul de 2xSSC a pH=7.0).
Se coloca el porta encima y se incuban boca abajo en una jarra de “kopli” Que se pone en la camara
himeda (hecha con agua) a 37°C y durante 1 hora, tapada la cdmara con papel albal. Los cubres que
se utilizan para poner |a sonda se tratan siempre, l0s otros cubres se pueden tratar o no.Una vez
incubados en RNAsa, se saca la jarra de "kopli® y se hacen tres lavados en 2xSSC con agitacion
durante 5 minutos cada lavado y a TA. Bl cuarto lavado es a 37°C, con agitacién y también en 2xSSC.
Se introducen con el cubre en el primer lavado en 2xSSC para que se caigan los cubres.

Se prepara solucién “stock” de pepsina al 10% en agua. De este “stock” se cojen 50 ul y se
diluyen en 1m! de CIH1N+98mi de agua. Una vez terminados los lavados en 2xSSC |, se incuban los
portas durante 10 minutos a 37°C en-ia solucidn de pepsina que se ha preparado. A continuacién se
realizan dos lavados de 5 minutos cada uno en PBS a TA y en agitacion. '

Se prepara , a continuacién la solucidén de formaldehido. Se cogen de CiMg1M, Smi y se le
anaden 92.4ml de PBS y 2.6ml de formaldehido, libre de acidos. Se incuban los portas durante 10
minutos en la solucion de formaidehido a 37°C. Se lavan los portas 2 veces durante 5 minutos en
PBS a TA y con agitacién. Se deshidratan en etanol al 70%, 90% y 100% durante 5 minutos cada
paso a TA y con agitacion. Se secan los portas al aire y en oscuridad y a TA.
2.3.2.b.Desnaturalizacion/Hibridacion.

Se prepara la mezcia de hibridacion. Para resuspender la sonda y para desnaturalizar se usa
formamida desionizada al 100%. Se cogen 700ul de 100% formamida desionizada, 100wl de 0.5M
fosfato monosddico pH=7.0, 100ul de 20xSSC v 100 ul de agua. Se cogen 10ul de sonda bery 10 ul
de sonda abl, se ponen en un eppendorf y en el bafio a 37°C durante 5 minutos, para desnaturalizar
la sonda. En cada cubre de 24x50mm no tratado necesariamente se cofocan 120 ul de la mezcia de
hibridacign (700ul de 100% formamida desionizada, 100ul de 0.5M fosfato monosddico pH=7.0,

10Cul de 20xSSC y 100 ul de agua). Se pone el porta encima y se ponen a incubar a 80°C en estufa.
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Se ponen sobre la placa de la estufa los portas directamente, durante 2 minutos y medio, para
desnaturalizar ios portas. Luego se sacan y sé sacuden para dejar caer los cubres y se meten en
etanol al 70% y a -20°C directamente durante 5 minutos y en agitacion. Se meten a continuacion en
etanol al 90% y a TA, durante 5 minutos y en agitacion. Luego en etanol al 100% a TA en agitacion y
durante 5 minutos. Se sacan del etanol y se secan en una placa de calor que esta a 37°C
honzontalmente lgs portas y boca amiba. Se afiaden a cada porta 10 i de |a sonda. Se pone un cubre
tratado de 18x18mm. Se sellan. Se deja secar el sellador y se ponen a incubar en la camara humeda
{hecha con 50% de formamida pH=7.0). Se ponen a incubar a 37°C toda la noche.
2.3.2.c.Lavados posthibridacién. .

Se quita el seilador con pinzas y sin mover los cubres. Se sumergen los portas en formamida
al 50% pH=7.0 en 2xSSC y a 45°C durante 5 minutos, en agitacién, para que se caigan los cubres. Se
transfieren los portas sin cubres a una nueva jarra y se lavan 3 veces durante 5 minutos con 50%
formamida, 2xSSC, pH=7.0 a 45°C y en agitacién. A continuacién se lavan los portas en 0.1x8SC, 3
veces durante 5 minutos en agitacion y a 60°C. Se lavan 1 vez durante 5 minutos con '4T en agitacion
y a TA. A partir de ahora es importante gue no se seduen los portas solo escurrirlos.

2.3.2.d.Bloqueo. _

Durante 30 minutos a 37°C se procede al blogqueo con 4M y en cdmara humeda. Se pone
para ello 100wl de 4M en cada cubre y encima el porta y se ponen a incubar los portas en camara
humeda {hecha con agua). A continuacién se hace un lavado de 5 minutos con 4T y en agitacién y a
TA.

2.3.2.e. Incubaciones inmunocitoguimicas.
Se sacan los portas de la cubeta y se ponen en vertical para escurrir pero no se dejan secar. .Se
preparan 1000wl de 4M y 1wl de avidin-FITC. Se pone de esta mezcta 100ul en cada cubre no tratado.
Se pone el porta ¥ se ponen a incubar, en camara himeda (hecha con agua), a 37°C durante 30
minutos. Dos lavados de 5 minutos cada uno con 4T a TA con agitacién y en oscuridad. Un lavado de
5 minutos con TNT en oscuridad a TA y en agitacién. Se prepara 10ul de anticuerpo antiavidin de
cabra biotinitado (proporcién 1:100), 2ui de anticuerpo antidigoxigenina de ratén (proporcidn 1:500)
y 1000ul de TNB. Se ponen 100ul de esta mezcla en cada cubre no tto y se pone a incubar una vez
puesto el porta encima, en camara humeda (hecha con agua), a 37°C. Se hacen 3 lavados con TNT
dur;'ante 5 minutos con agitacién y a TA. Se coge 1ul de avidin-FITC (1:1000 en TNB), 1ul de

anticuerpo antiratén de conejo niarcado con rodamina (1:10C0 en TNB} y 1000ul de TNB. De esta

88



mezcla se ponen en cada cubre no tto, 100 ul y se pone a incubar una vez puesto el porta encima en
camara humeda (hecha con agua), a 37°C . Se hacen 3 lavados con TNT durante 5 minutos con
agitacion y a TA. Se prepara anticuerpo anticonejo de cabra marcado con rodamina (1:1000 en TNB)
con 1ul de anticuerpo anticonejo de cabra y 1000ul de TNB. De esta mezcia se ponen 100 ul en
cada cubre no tto, y se incuba una vez puesto el porta encima boca abajo,en camara himeda (con
agua), a 37°C. Se hacen 3 lavados con TNT durante 5 minutos con agitacion y a TA. Luego 1 lavado
de 5 minutos con PBS a TA. Un favado con etanol al 70% a TA en agitacidn durante 5 minutos. Un
lavado con etanol al 80% a TA ,en agitacion, durante 5 minutos, Un lavado con etanol al 100% a TA,
en agitacion, durante 5 minutos. Se secan en oscuridad. Se montan las preparaciones con 35ul de
DABCO/MAPI por ponta.

Con estos dos métodos la sonda abl tiene una sefal verde, la sonda Mbcr tiene una sefal
roja, y la cromatina de fondo es azul. Cualquier translocacién que comprende la fusion de las regiones
abl y Mber da como resultado dos sefiales roja y verde juntas o una senal fusionada roja y verde, que

algunas veces aparece amarilia {Fig. 3).
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Figura 3: Representacion esquematica de la t(9;22) en la LMC, mostrando los genes abl y
bcr en cromosomas en metafase normales (arriba, izquierda), cromosomas en metafase de paciente
con LMC (arriba, derecha), nucleos en interfase normales (abajo, izquierda), y nicleos en interfase de

paciente con LMC (abajo, derecha)
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iI.L3. METODOS ESTADISTICOS.

Los métodos estadisticos empleados para el analisis de datos fueron el estimador de
Kolmogorov, para testar si los datos se ajustan a una normai. A continuacion, se emplearon los test
ANOVA, Regresion y tablas de contingencia para investigar las correlaciones entre varias
caracteristicas clinicas y datos de laboratorio y la presencia de trisomia 12. Por ditimo las curvas de
supervivencia que comparan los pacientes con y sin trisomia 12 fueron hechas para los datos de!
estudio en interfase por HIS, usando el estimador de Kaplan y Meier. La supervivencia fue medida
desde la fecha de diagnéstico a la fecha de muerte 0 a la fecha det ditimo seguimiento. Se empled
el test de Mantel-Cox (Logrank) para ver si las diferencias entre las curvas de supervivencia de los

pacientes con y sin trisomia 12 eran significativas.

92



RESULTADOS






IV. RESULTADOS

l.- LEUCEMIA LINFATICA CRONICA DE ORIGEN B.

I.1. CONTROLES.

La frecuencia de células controi normales (n=28) con una sefal de hibridacion era: 0.93%
(rango 0%-2%. intervalo de confianza, 0.53% a 1.33%. desviacién estandar DE 0.76%);
97.86% (rango 96% a 99%, intervalos de confianza, 97.33 a 98.38; DE 1.01) tenian dos sefales. Las
tres sefales de hibridacién indicando "falsa trisomia” fueron vistas en 1.21% de las células ( rango 0%
a 3%; intervalos de confianza, 0.78 a 1.65; DE 0.83%). Asi, se considera que un paciente
presentaba trisomia 12 cuando estas tres sefiales se detectan en 24% de las células (media +/ 3DE
de los controles).

i.2. PACIENTES.
1.2.1.HIS fluorescente a! inicio del estudio.

La hibridac_ién en células en interfase fue posible en los 45 casos. La sonda de ADN
centromero-especifica en la mayoria de los casos dié sefales de hibridacidn fuertes con buena
resolucion espacial, que permitieron la rapida enumeracién de la sefiales. La trisomia 12 fue
detectada en 20 pacientes con LLCB {44.4%) . El numero medio de células trisdmicas era en estos
casos de 19.1 (rango 4% a 38% ). Latabla 1 muestra las proporciones de células con ninguna, una,
dos, tres o cuatrd sefales. Dos sefiales de hibridacion, en nucleos en interfase, fueron detectadas
en el 60%-59% de los casos. Ninguna sefial 0 $6lo una sefal fue observada en 0%-3% de las células
y cuatro sefales de hibridacion fueron observadas en 0%-2% de las células.

1.2.2. Citogenética.

Bl estudio citogenético habia sido realizado en14 pacientes con LLCB. Los resultados
citogenéticos en estos fueron los siguientes: no se obtuvieron metafases aptas para el estudio en 4
casos y se obtuvo un cariotipo normal en 10 pacientes. Entre los 4 pacientes en los que no se
obtuvieron metafases analizables, 2 pacientes tenian trisomia 12 en el 5%-18% de las células (P8,
P15), mientras que entre los 10 casos con cariotipo normal la trisomia 12 estaba presente en 5 en 4%

a 26% de las células (P10, P16, P19, P32, P44).
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1.2.3. Relaciones entre distintas caracteristicas clinicas y de laboratorio y la
trisomia 12,

La relacion entre las caracteristicas clinicas y de laboratorio v la presencia de trisomia 12 son
examinadas en la tabla 2. Desde el punto de vista clinico-bioldgico, las LLCB con trisomia 12 tenian
una mayor incidencia de esplenomegalia (70% vs 36%, p=0.0234) y patrdn difuso de infiltracion
medular (85% vs 36%, p=0.0027) asi como niveles de leucocitosis peritérico mas elevados (64.5 vs
26.3, p=0.0021}. Habia una tendencia, en los pacientes con trisomia 12, a tener una mayor
incidencia de adenopatias que los pacientes sin trisomia 12 (65% vs 32%, p=0.0275) y también a
tener unos mas bajos niveles de Hb pero no estadisticamente significativos (12.1 vs 13.6, p=0.059).

Tenian estadio de Binet avanzado [A25% (5/20) vs 76% (19/25); B:40% ( 8/20) vs 16% {4/25);

C:35% (7/20) vs 8% (2/25), p=0.0229] comparados con aquellos sin trisomia 12. No se detecté por
el contrario ninguna correlacién con la presencia de trisomia 12 y otras caracteristicas clinicas ¥
bioldgicas de la enfermedad como son el sexo, edad, hepatomegalia, VCM, VSG, plaquetas vy
recuento granulogitico o linfocitario.

En relaciéon con los niveles séricos de Igs los pacientes con trisomia 12 mostraban niveles
medios de IgG mas bajos ( 638 vs 910.5, p=0.0402). No se observaron diferencias significativas con
respecto a los niveles séricos de las otras Igs (IgA y igM) al comparar pacientes con trisomia 12 y sin
trisomia 12, Gnicamente habia una tendencia en los pacientes con trisomia 12 a tener mas bajos
niveles de IgA gue los pacientes sin trisomia 12 pero no estadisticamente significativo (p=0.0745).
No se encontraron tampoco relaciones entre ambos grupos de pacientes, con respecto a otras
caracteristicas clinicas, como son niveles de alfa 1 antitripsina y de haptoglobina, asi como tampoco
con respecto a los niveles de LDH vy de albOmina, ni tampbco con respecto al test directo
antiglobulina.

Fenotipicamente, la existencia de trisomia 12 no se relaciond con una mayor expresién de los
marcadores tipicos de la LLCB (FMC7, CD19, CD5) . Tampoco se apreciaron diferencias entre los dos
grupos entre otros marcadores utiles también para el diagnostico de la LLCB, como son CD20 v
CD22 y los receptores para el complemento (C3d). Tampoco se encontré correlacion con la expresion
de los CD8y CD4 entre los dos grupos.

Los pacientes con trisomia 12 era mas frecuentemente estar tratados previamente (55% vs

24%, p=0.0331).
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.2.4. Seguimiento.

A fin de confirmar estos resultados y controlar la frecuencia de trisomia 12 durante el curso de
la entermedad, la HIS fluorescente fue repetida en estos 45 pacientes, aproximadamente cada 6
meses, en muestras de SP recogidas a lo largo de 2 afios. De los 45 pacientes, 24 (53.3%)
mostraron trisomia 12 en diferentes momentos de su evolucién.

De los 20 pacientes que eran inicialmente positivos se observo:

- 9 pacientes (P8, P10, P15, P16, P21, P22, P30, P31, P45) se mantenian sin cambios
significativos en su porcentaje de células trisémicas (5%-28%: media=19.4; 6%-27%: media=19.4
6%-28%: media=19.3; 6%-28%: media=19.3) (p=0.99). En estos pacientes . tampoco se aprecié un
cambio de estadio [4 pacientes en estadio A (1 paciente sometido a tto), 2 en estadio B {sometidos a
tratamiento) y 3 en estadio C (sometidos a tratamiento)].

- En 7 pacientes (P1, P6, P24, P32, P33, P43, P44) (4 en estadio C ¥y 3 en estadic B) se
encontré un aumento significativo en el porcentaje de células en interfase con tres sefiales, con un
rango entre 12%-40% (media=23.43); 12%-48% (media=27.86); 18%-52% (media=31.86); 26%-
55% (media=40.57} {p=0.0486), respectivamente, en cada una de las 4 revisiones mediante HIS a las
que fueron sometidos. Ademas, en 2 de estos pacientes (P6, P33) se produjo también un cambio de
estadio de B a C. P24, P43 y P44 estaban ya sometidos a tratamiento al inicio de este estudio y P1,
P8, P32 y P33 son sometidos a tratamiento en la segunda revisién.

- En los pacientes (P19, P27, P41) no se pudo apreciar la presencia de trisomia 12 ,12
meses después de tratamiento, pero en uno de estos 3 pacientes (P41) esta trisomia 12 se volvié a
detectar a los 12 meses de haber conseguido su remisién, con un 6% de células trisdmicas. Por
ultimo, en el pacie-nte P4 (que estaba a tratamiento), el porcentaje de células trisémicas fue
disminuyendo hasta 6%, pero no llegdé a desaparecer a pesar del tratamiento. Al comienzo del
seguimiento de estos pacientes P19 y P41 son sometidos a tratamiento.

En los 25 pacientes gue no presentaban trisomia 12 al inicio de este estudio. tampoco se

observé su presencia durante los dos afos de seguimiento, asl cofno tampoco un cambio de estadio,
a excepcion de 4 pacientes (P3, P7, P14, P39). En los pacientes P3, P14 y P39 se mostré la
presencia de trisomia 12, pero sin cambio de estadio y se aprecid un incremento en el porcentaje de
c_:élulas con tres sefiales en las sucesivas revisiones (3%-12%, media=7.7; 8%-19%, media=12: 17%-
28%, media=21.7; 25%-32%, media=28.7) (p=0.0037). P3 y P39 estaban a tratamiento desde el

inicio del estudio y P14 es sometido a tratamiento en la segunda revisién. P7 evoluciond de estadio A
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a estadio B, apreciandose la presencia de trisomia 12 y un incremento en el porcentaje de células en
interfase con tres senales de hibridacién en cada una de las revisiones sucesivas (3%,estadioA;
15%,estadioB; 18%,estadioB; 25%,estadioB) y no fue sometido a tratamiento.

En las cuatro revisiones a las que fueron sometidos estos pacientes durante 2 afos, se
sigue observando la asociacion entre la presencia de la trisomia 12 y un estadio de Binet avanzado, y
ésta relacion se va estrechando en las sucesivas revisiones:

- Segunda revision: (A: 22.7 vs 82.6; B: 40.9vs 13.04; C: 36.4 vs 4.3; p=0.0028).

- Tercera revision: (A:19.04 vs 79.16; B: 38.09 vs 16.6; C. 42.8 vs 4.2; p=0.0001).

- Cuarta revision: (A: 15 vs 82.6; B: 35vs 13.04; C: 50 vs 4.3; p=0.0001).

- Quinta revision: (A: 14.3 vs 86.4; B: 38.1vs 9.1; C: 47.6 vs 4.5; p=0.0001).

En las cuatro revisiones también se aprecia una mayor tendencia en los pacientes con
trisomia 12 a estar sometidos a tratamiento:

- Segunda revision: [81.8 (18/22) vs 21.7 (5/23), p=0.0028).

- Tercera revision: (85 (17/20) vs 24 (6/25), p=0.006].

- Cuarta revisién: [85 (17/20) vs 26 (6/23), p=0.0011].

- Quinta revision: (86 (18/21) vs 23 (5/22), p=0.001].

Si se tiene en cuenta las 4 revisiones, en conjunto, se puede apreciar una tendencia global al
incremento del porcentaje de células trisémicas en las sucesivas revisiones (18.6%, 22.08%, 23.9%,
26.7%) (p=0.0968).

El porcentaje de células trisdmicas en cada una de las sucesivas revisiones, asi como las
caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran en la tabla 1.

P6 y P33 se mantuvieron positivos durante ios dos afios de seguimiento, pero se observéd
una evoiucion de estadio B a estadfo C, aprecidndose al mismo tiempo un aumento en el porcentaje
de células trisdmicas en las sucesivas revisiones. En estos pacientes, que fueron sometidos a
tratamiehto, se detectd la aparicion de una anemia hemalitica, Coombs positiva, asi como sucesivas
infecciones que deterioraron su estado general. En P33 se vié ademas un adenocarcinoma de
origen, probablemente digestivo.

P1, P24, P32, P43 y P44 se mantuvieron positivos durante el periodo que se siguié su
evolucién y aunque no se cbservé un cambio de estadio, sf se aprecié una progresion en su
enfermedad, manifestdndose un progresivo deterioro del estado general, refractariedad a Ia

quimioterapia que ya recibian (P24, P43, P44) o a la que fueron sometidos (P1, P32) e
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hipogammaglobulinemia; asi como un aumento en el porcentaje de células trisomicas en [as
sucesivas revisiones y aumento en su masa tumoral.

P3, P7, P14 y P38 no presentaban trisomia 12 al inicio de este estudio pero ésta se
manifesto posteriormente, al mismo tiempo que se aprecio un aumento en su recuento plaquetar y
linfocitario, asi como un progre§ivo deterioro de su estado general, que en P7 coincidid con un
cambio de estadic A a B. P3 y P39 ya estaban sometidos a tratamiento quimioterapico, mientras que
P14 es sometido a dicho tratamiento al observarse una progresion en su enfermedad con anemia
persistente.

En P4, P19, Pé?, P41 se observa una mejoria en su estado general, manifestdndose una
reduccion en su linfocitosis y en su masa tumoral, asi como una buena respuesta a la quimioterapia a
la que estaban (P4, P41) o que fueron sometidos (P19), consiguiéndose reducir el porcentaje de
células trisémicas hasta negativizarse incluso la presencia de trisomia 12 en los pacientes P19, P27,
P41. Pero un aumento del recuento linfocitario nuevamente, y un aumento del tamafic de la
esplenomegalia y de las adenopatias, asi como un deterioro de su aspecto, coincidio’ en el paciente
P41 con nuevamente un aumento en su porcentaje de células trisdmicas. ‘

P8, P10, P15, P16, P21, P45 (que estaban sometidos a tratamiento quimioterapéutico) y
P22, P30, P31 (que no estaban sometidos a tratamiento quimioterapéutico) mostraron la presencia
de trisomia 12 durante todo su seguimiento, asi como una elevada linfocitosis,
hipogammaglobulinemia y la presencia de esplenomegalia y adenopatias que se mantuvieron
aparentemente homogéneas durante su seguimiento.

P2, P5. P9, P11, P12, P13, P17, P18, P20, P25, P26, P28, P29, P34, P35, P40, P42 (que
no estaban sometidos a tratamiento quimioterapéutico) y P23, P36, P37, P38 (que estaban
sometidos a tratamiento quimioterapéutico) no mostraron la presencia de trisomia 12 durante los dos
afios en los que se siguié su evolucién, asi como presentaron una buena evolucion clinica y analitica.
.2.5. Super\}ivencia..

Las curvas de supervivencia, para el analisis en interfase, en pacientes con y sin trisomia 12
muestran diferencias, aprecidndose una tendencia hacia una peor supervivencia para los pacientes

con trisomia 12 (Fig. 2).
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Tabla 2: Caracteristicas clinicas_de pacientes con LLCB con y_sin trisomia_12 al

inicio_del presente estudio _mediante HIS fluorescente.

Edad (afios)

Sexo

Vardn

Hembra

Parametros hematolégicos
Leucocitos (x103/ul)
Linfocitos absolutos (x103/ul)
Granuiocitos (x103/ul)

Hb {g/dL)

VCM (fL)

Plaquetas (x108/uL)

V3G

Estadio de Binet (%)

A

B

cC

Organomegalias (%)
Hepatomegalia
Esplenomeqalia
Adenopatias
inmunofenotipo (migrs %)
G

IgA

o] 1%

a4 antitripsina

Haptoglobina

Parametros bioquimicos
LDH (UAL)

albdmina (G/dL)

Test directo antiglobulina negativo (%)

Trisomia 12

presente
65.6

55
45

64.5
62.4
305
12.2
80.5
165.4
16.5

25
40
35

50
70
65

638.8
114.3
76.8
156.7
90.6

188.2

4.4
95

108

Trisomia 12
ausente
64.6

52
48

26.3
72.3
21.2
13.5
91.9
161.4
10.1

786
16

28
36
32

910.5
199
78.5
150.7
71.3

182.1
4.2
100

Nivel de

significacion

p=0.8835
p=08411

p=0.0021"
p=0.167
p=0.1985
p=0.0571
p=0.377
p=0.57
p=0.4734
p=0.0229

p=0.0234
p=0.0275

p=0.0402
p=0.0745
p=0.9716
p=0.5238
p=0.3957

p:0.4323
p=0.3671



Meédula dsea (%)
Patrén difuso
Patron nodular
Patron intersticial
Marcadores (%)
FMC7

CD19

CDs

CD20

cbh22

Cchs

CDh4

C3d
Tratamiento(%)

No tratamiento anterior
Si tratamiento anterior

BS
15

13.5
67.3
28

51.7
34.8
11

11.3
23.9

45
55

108

36
40
24

13
72.8
243
57.9
29.4
7.7

16.2

76
24

p=0.00277

p=0.3147
p=0.7293
p=0.7972
p=0.8407
p=0.5103
p=0.3197
p=0.0613
p=0.2886
p=0.0331



Figura 1: Estudio de trisomia 12 mediante HIS fluorescente. (A) Célula en interfase, con
dos sefales de un controle normal, después de hibridacion con una sonda centromérica D12Z3
(detectada por medio de avidin-FITC). (B) Célula en interfase del paciente 1 (P1), despues de la
hibridacion con una sonda de ADN centromérica (como en A): se aprecian tres sefiales en el nucleo.
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Figura 2: Curvas de suprevivencia para los pacientes con LLCB con y sin trisomia 12,
mediante la técnica de HIS fluorescente.
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fl.- LEUCEMIA DE CELULAS PELUDAS.

I.1. CONTROLES.

La frecuencia de células control normales (n=28) con una sefial de hibridacién era: 0.93%
(rango 0%-2%: intervaio de confianza, 0.53% a 1.33%; DE 0.76%); 97.86% {rango 96% a 99%,;
intervalos de confianza, 97.33 a 98.38; DE 1.01) tenian dos senales, y 1.21% de las células { rango
0% a 3%, intervalos de confianza, 0.78 a 1.65, DE 0.83%) tenian tres sefiales. Las muestras fueron
consideradas positivas para trisomia 12 cuando 24% de las células tenian tres sefiales de hibridacién
{ media +- 3 DE de los controles). ..

l.2. PACIENTES.

La HiS fluorescente fue posible en los 5 casos. Tres de los cinco pacientes (60%) mostraron
trisomia 12 en diferentes momentos de su evolucion. El porcentaje de células trisdmicas estaba
entre 4%-15%. La tabia 1 muestra las proporciones de células con ninguna, una, dos, tres o cuatro
sefiales. Dos sefiales de hibridacion, en nucteos en interfase, tueron detectadas en el 83% al 98%
de los casos. Ninguna sefial 0 solo una sefal fue observada en 0%-3% de las células. Las
caracteristicas clinicas de los pacientes y su evolucién se muestran en la Tabla 2y 3.

P1 que habia sido esplenectomizado y que no habia estado a tratamiento con INF, mostro
evolucién clinica y satisfactoria hasta 7 afios después de su operacién. Tras recaida de su
tricoleucemia, se reinicia el tratamiento con INF, aprecidndose también la presencia de trisomia 12
(Fig 1). En el tltimo afic se diagnosticd anemia progresiva y meningitis pneumocécica y se observé
la presencia de tricoleucocitos en SP y de linfocitosis. presentandose también un mayor porcentaje
‘de células trisdbmicas (12%).

P2 que habia sido esplenectomizado seis afios antes de que se realizara el primer estudio
mediante HIS fluorescente, estaba clinicamente y analiticamente estable. Tras recaida de su
tricoleucemia, se observé un deterioro de su estado general junto con anemia progresiva,
macrocitosis, linfocitosis, la presencia de tricoleucocitos en SP, IgG aumentada, un bajo nivel de
haptoglobina y un test directo antiglobutina positivo, aprecidndose la presencia de trisomia 12.
Cuando se inici6 el tratamiento con INF y esteroides, se consiguié una remisién clinica y analitica y la

trisomia 12 desaparecid.
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P4 tenia esplenomegalia y fue inicialmente tratado con INF. Una vez que la esplenectomia
fue reaiizada, la terapia con INF fue reiniciada debido a un aumento de linfocitos y a la presencia de

tricoleucocitos en SP, observandose un aumento en el porcentaje de céiulas trisomicas (8% y 12%,

=

respectivamente en la 2° y 32 revision). Se alcanzo la remision de la enfermedad después de un
pericdo de 18 meses, desapareciendo la trisomia 12.
P5 habia estado sometido a tratamiento con INF hasta 5 meses antes de su estudio

“alcanzandose la remision de la enfermedad.

£l estudio en P3 comenzd cuando |a tricoleucemia fue diagnosticada. Este paciente mostréd

buen progreso clinico y analitico.

En estos dos Ultimos pacientes PS5 y P3 no se aprecid la presencia de trisomia 12,
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Tabla 1: Datos de HIS fluorescente en muestras de SP_(200 células
analizadas/muestra)

HIS fluorescente
Paciente Fecha N2 Sefiales
N delestudo 0 1 2 3 4 % de
tisomig 12

P1 4-92 2 4 184 10 0 5
4-33 0] 4 172 24 0 12

P2 10-91 4 0 192 4 0 2
4-92 0 2 168 30 0 15

10-92 0 2 196 2 0 1

493 0 2 194 4 0} 2

P3 1093 0 4 180 6 0 3
P4 10-91 2 4 186 8 0 4
4-92 0 0 184 16 0] 8

10-92 4 & 166 24 0] 12

493 0 2 194 4 0 2

P5 5-93 4 190 3] 0 3
1093 4 190 4 0 2
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Tabla 3: Caracteristicas clinicas de los pacientes y su_evolucién.

Evolucién HIS flugrescente

1° 2° i 4
Paciente Tratamiento Estado/Tto /HIS Estado/Tto /HIS Estado/ Tto MIS Estado/ Tio MHIS
antes del estudio  dlinico clinico clinico clinico
P1 tsplenectomia RP/Si/ + RP/Si/ +
P2 Esplenectomia RM /No/- RP /Si/+ RM /Si/- AM /Si/-
P3 Ninguno RM/Nof-
P4 Esplenectomia RP /Si/+ RP /Si/+ RP /Si/+ AM /Sil/-
e INF
Ps INF RM/No/- BM /No/-
RM: Remision.
RP: Recaida.
Tio: Tratamiento.
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Figura 1: (A, C) Células en interfase de P1 y P4, respectivamente, después de HIS

fluorescente, con una sonda « satélite especifica para el cromosoma 12, mostrando tres sefales de
hibridacién que evidencian la presencia de trisomia 12 . (B) Célula en interfase de un control normal,
mostrando dos sefiales de hibridacion en el nicleo.

La deteccidn ha sido realizada por medio del sistema biotina-avidin-FITC.
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tIl.- LINFOMAS LEUCEMIZADOS DE ORIGEN B.

Il.1. CONTROLES.

La frecuencia de células control normales {n=28) con una senal de hibridacién era: 0.93%
(rango 0-2%,; intervale de confianza, 0.53% a 1.33%; DE 0.76%); dos senales en el 97.86% (rango
96% to 99%,; intervalos de confianza, 97.33 2 98.38; DE 1.01) , ¥ tres sefiales en el 1.21% de las
- células ( rango :_O% a 3%, intervalos de confianza, 0.78 a 1.65; DE 0.83%). Las muestras fueron
consideradas positivas para trisomia 12 cuando =4% de las células tenian tres sefiales de hibridacion
{ media +- 3 DE de ios controles).

i.2. PACIENTES.

La HIS fluorescente fue posibie en los 19 casos estudiados. En estos pacientes
diagnosticados de linfomas leucemizados de arigen B, el porcentaje de células trisémicas, oscilaba
entre 9%-19%. La tabla 1 muestra ias proporciones de células con ninguna, una, dos, tres o cuatro
sefales. Dos sefales de hibridacién en niclecs en inteﬁase fueron detectadas en el 79% al 98% de
los casos. Ninguna sefial o sélo una sefial fue observada en (%-2% de las células y cuatro sefales de
hibridacion fueron vistas en el 0%-2% de las células. Se aprecian diferencias durante ef seguimiento,
respecto a la presencia de la trisomia 12 en los diferentes subtipos de linfomas leucemizados de
origen B, cbservandose la presencia de trisomia 12 en los grupos LLCP vy linfoma folicular de células
grandes. En los otros subtipos estudiados no se ap‘recié la presencia de trisomia 12.

En los pacientes diagnosticados de LLCP se aprecia la presencia de trisomia 12 en 5 de los
11 pacientes (45.5%) en diferentes momentos de su evoiucion. El porcentaje de células trisdmicas
én este grupo, también ascilaba entre 9%-19%. Dos sefiales de hibridacién en nicleos en interfase
fueron detectadas en el 79% at 98% de los cascs. Ninguna sefal o sélo una sefial fue observada en
0%-2% de las células y cuatro sefiales de hibridacion fueron vistaé en el 0%-2% de las células. El
paciente diagnosticado de linfoma folircular con predominio de células hendidas pequefias no mostro
trisomia 12 a lo largo de su evolucion. En los 3 pacientes diagnosticados de linfoma folicular con
predominic de células grandes, sélo uno mostré trisomia 12 a lo largo de la evolucion, con un 10% de
células trisdmicas, y ninguno de los pacientes diagnosticados de linfoma inmunobldstico de céluias
grandes presentaroh trisomia 12 a lo largo de la evolucién.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con LLCP vy linfoma folicutar de céiulas grandes,
asi como su evolucién se muestran en la Tabla 2.
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Pacientes diagnosticados de LLCP:

P1 fue diagnosticado en 1988 y, desde entonces y esporadicamente, ha estado sometido a
tratamiento con clorambucil. Desde enero de 1992 al observarse citopenizacién progresiva en SP se
le dié clorambucil diario, no apreciandose mejoria, pero si se aprecié un aumento dela lg M y la
presencia de trisomia 12, con un 16% de células trisomicas. Se le retird este tratamiento y se le dié
CHOP, pero se vi6 un aumenio de la VSG, descenso de leucocitos y aumento de la IgM por lo que se
veia que la enfermedad estaba progresando. Se apreciaron asimisme infecciones repetidas, asi como
un aumento en el porcentaje de células trisdmicas (19%). Después de 6 ciclos, ingresa por fiebre,
distensién abdominal, marcada palidez cutanea y mal estado general, falleciendo posteriormente.

P2 fue diagnosticado en 1991, presentando gran esplenomegalia, MO infiltrada por linforna,

pérdida de peso, adenopatias y hepatomegalia asi como anemia y plaquetopenias progresivas y

presencia de células trisémicas, cuyo porcentaje va aumentando progresivamente (8%,en 12 revision

y 10% en 2&.revisién). Se inicid tratamiento con clorambucit obteniéndose una buena respuesta, con

reduccion de la hepatoesplenomegalia y consiguiendo remitir la enfermedad con el tratamiento con
clorambucil y desaparece la trisomia 12. ‘

P3 fue diagnosticado en 1990. Ingresé por lesiones perifaringeas y por medio de biopsia se
le objetivd la presencia de un LNH de bajo grado a nivel perifaringueo. Recibié radioterapia y
posteriormente tratamiento con CHOP, con buena respuesta, consiguiendo una RC. Ingresa en
enero de 1992 por bultoma inguinal izquierdo, adenopatias y hepatomegalias, diagnosticandose de
linfoma folicutar con predominio de células grandes y se aprecia la presencia de trisomia 12 (14%). Se
le instaura tratamiento con MIME, pero a pesar de ello se aprecia aq Y an Muy aumentadas, asi como
la haptoglobina. También se le aprecian poliadenomegatias. Todo ello sugiere una actividad intensa

de su enfermedad, ya que el linfoma evoluciond de bajo grado a linfoma de grado intermedio de
malignidad , apreciandose un aumento en el porcentaje de células trisdmicas (14%, en 12 revisién y
18% en 24 revision) (Fig 1).

P5 fue diagnosticado en 1988 y tratado inicialmente con COP, lograndose la RP.
Posteriormente se trata con clorambucii-prednisona y se consigue que su visceromegalia se

estabilize, suspendiéndose posteriormente el tratamiento. Pero en 1992 se le aprecia anemizacion

progresiva y citopenizacién progresiva, con grandes organomegalias dispersas. Se le instaura
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tratamiento con CHOP y responde mal at tratamiento, observandose como progresa lentamente

debido a la presencia de feucopenia, trombopenia y anemia, apreciandose asimismo la presencia de
trisomia 12, cuyo porcentaje va en aumento en las sucesivas revisiones (9%, en 32revision y 12% en
48 ravision).

P& fue diagnosticado en 1989, recibié tratamiento con clorambucil y prednisona, con buena
respuesta y se le suspendid el tratamiento. Acude en 1931 por aumento de su disnea, mal estado
general, gran visceromegalia. Se le da de nuevo tratamiento con clorambucil y prednisona pero
responde mal, aprecidndose anemia, leucopenia, trombopenia, descenso de la IgG, aumento de
VSG, adenopatias, hepatomegalia, persistencia del mal estado generat y presencia de trisomia 12
(12%).

P4 y P7 habian estado sometidos a tratamiento con clorambucil y con CHOP
respectivamente, alcanzandose la remisiéon de la enfermedad con recuperacién de la serie roja,
plaguetas e incluso el recuento leucocitario. La Ig M también se encontraba muy estabilizada y
tambien con escasa visceromegalia. En estos pacientes no se aprecié la presencia de trisomia 12.

P8, P9, P10 y P11 no habian estado sometidos a tratamiento y, dado el curso indolente y la
naturaleza del bajo grado de su linfoma, se estd en una actitud expectante, dejando ademas al
paciente sin tratamiento. En estos pacientes tampoco se aprecié la presencia de la trisomia 12.

Pacientes diagnosticados de _linfoma folicular de células pegueifias y pacientes

diagngsticados de linfoma inmunobldstico de células grandes:

No se pudo detectar la presencia de trisomia 12, ni en el paciente con linfoma folicular de
celulas pequenas, asi como tampoco se pudo detectar su presencia en los cuatro pacientes
diagnosticados de linfoma inmunoblastico de células grandes.

Pacientes diagnosticados de linfoma folicutlar de células grandes:

En 1 de los 3 pacientes con linfoma folicular de célutas grandes se pudo detectar la presencia
de trisomia 12 en aigin momento de su evolucién. Este paciente (P3), que fue diagnosticado en
1981 de linfoma de alto grado, se le aprecié la presencia de hepatomegalia, adenopatfas y gran
esplenomegalia y por ello se le sometid a tratamiento con CHOP con buena respuesta, tolerancia y
disminucion de la masa tumoral. Pero en 1992 recae, apreciandose gran visceromegalia asi como

anemia y presencia de trisomia 12 (10%).
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Los otros dos pacientes, P1 y P2, fueron diagnosticados en 1991 encontrandose
asintomaticos, analiticamente estacionarios. Unicamente cabe destacar la presencia de

hepatomedgalia y no se detectd la presencia de trisomia 12.
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Tabla 2 : Caracteristicas clinicas de los pacientes con LLCP y su evolucion.

Bvolucién HIS fluorescente

1° 2° ¥ 42y 50

Paciente Tratamiento EstadofTto HIS EstadofTto HIS Estado/ Tto HIS Estado/ Tto HIS

antesdel estudio _ clinico clinico dinico clinico
P1 Cl. RP fNo/ + RP/Si/ + RP/Si/ +
P2 No RP INo/+ RP /Si/+ RM /Si/- RM /Si/-
P3 Rad. RR/SI/ + RP/Si/ + RP/Si/ + RP/Si/ +

y CHOP

P4 Cl. RM/Si/- AM /No/- RM /No/- RM /No/-
P5 COoP RM/No /- RP /Si/- RP /Si/+ RP /Si/+

y ClL+P
P8 Cl+P RP/No/ + RP/Si/ + RP/SI/ + RP/Si/ +
P7 CHOP RM /Si/- RM /No/- RM /No/- RM /No/-
P8 No AM/No/- RM /No/- RM /No/- RM /No/-
Pg No RM /No/- RM /No /- RM /No/- RM /No/-
P_1O No BM/No!/- RM /No/- RM /No/- _RM_ /Ng/-
P11 No RM/No/- RM /No/- RM /No/- RM /No/-

Cl.: Clorambucil.

Cl.+P: Clorambucil y prednisona.
CHOP: Ciclofosfamida, adriamicina, vinctistina, prednisona.

COP: Ciclofosfamida, vincristinag, prednisona.

Rad.. Radioterapia.

RM:. Remisién.
RP: Recaida.

Tto: Tratamiento.
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Tabla 2 {continuacién): Caracteristicas clinicas de_los pacientes con linfoma
folicuiar de células grandes vy _su evolucién.

Evolucién HIS fluorescente

1° 2° 3P Ly
Paciente Tratamiento Estado/Tto HIS Estado/Tto /HIS Estado/ Tto HIS Estado/ Tio MHIS
antes del estudio _clinico dlinico clinico clinico
P No BM/No/- RAM /No/- BM /No/- RM /No/-
P2 _A'No BRM /No/- RM /No/- RM /No/- RM /No /-
=<} CHOP AM/No/- _RM /No /- RP /Si/+ RP /Si/+

CHOP: Ciclofosfamida, adriamicina, vincristina, prednisona.
RM: Remisién.

BP: Recaida.

Tio: Tratamiento.
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Figura 1: (C) Células en interfase de P3 y de un control normal (D), después de HIS
fluorescente con una sonda « satélite especifica para el cromosoma 12, mostrando tres sefiales de
hibridaciéon que evidencian la presencia de trisomia 12 (C) o dos sefiales de hibridacion, en el control
normal . .

La deteccidn ha sido realizada por medio del sistema biotina-avidin-FITC.
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V.- SINDROMES LINFOPROLIFERATIVOS CRONICOS DE ORIGEN T.

IV.1. CONTROLES.

La frecuencia de células control normales (n=28) con una sefal de hibridacién era; 0.93%

(rango 0%-2%, intervalo de confianza, 0.53% a 1.33%,; DE 0.76%); 97.86% (rango 96% to 99%;
intervalos de confianza, 97.33 a 98.38; DE 1.01) tenian dos sefales, v 1.21% de las células ( rango
0% a 3%, intervalos de confianza, 0.78 a 1.65; DE 0.83%) tenian tres sefales. Las muestras fueron
consideradas positivas para trisomia 12 cuando 24% de las células tenfan tres sefiales de hibridacion
{ media +/- 3 DE de ios controles).

tv.2. PACIENTES.

Ninguno de los 5 pacientes mostré trisomia 12 a lo largo de su evolucién. £l porcentaje de
células con tres sefales oscilaba entre 19%-3%. La tabla 1 muestra las proporciones de células con
ninguna, una, dos o tres sefiales. Dos sefales de hibridacion, en nicieos en interfase, fueron
detectadas en el 95% al 98% de los casos. Ninguna sefial o sdlo una senal fue observada en 0%-2%
de las células.

Caracteristicas clinicas de los pacientes con LLCT:

P1 fue diagnosticado en 1989 con ia presencia de moderada linfocitosis en SP, presencia
de linfocitos atipicos en SP de gran tamafio, cromatina laxa y granulacion azurdfila en el citoplasma.
Posteriormente se ve granulocitopenia importante, mayor finfocitosis y anemia, asi como una mayor
organomegalia.

P2 fue diagnosticado en 1991, presentando también linfocitos atipicos en SP, escasa
linfeadenopatia, esplenomegalia y hepatomegaiia. Posteriormente desarrollé neutropenia, anemia y
trombocitopenia, aumentando también la masa tumoral.

P3 presentaba también en el momento de su diagnostico linfocitasis en SP, con linfocitos
atipicos de gran tamano, cromatina laxa y granulacion azurdfila en el citoplasma. Posteriormente
desarrolld granulocitopenia junto con la presencia de anemia y una mayor infiltracién en la MO.

Caracteristicas clinicas de los pactentes con sindrome de Sézary:

P1y P2 fueron diagnosticados en 1990. Presentaban células linfomatosas en SP de
pequefo tamaiio, con nucleos de aspecto cerebriforme. .Asimismo, presentaban infiltracidon cutdnea
por células linfomatosas. En P2 se mostrd, posteriormente, una infiltracién de la Md con un patrén
difuso, presencia de adenopatias y esplenomegalia. |
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Figura 1: P3, diagnosticado de LLCT. Células en interfase después de la HIS con una

sonda especifica para el cromosoma 12 « satélite, mostrando dos sefiales de hibridaciéon en cada una

de sus células.
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V.- LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA.

V. 1. CONTROLES.

EL porcentaje medio de nucleas en interfase con una aparente sefal de fusidn para las series
de los 10 controles normales de SP fue de 3.4% (rango 1% a 7%: intervalo de confianza, 1.88 a 4.92;
DE 2.1%). Esto implica un “cut-off” 210% de células con fusién Mber/abi en 200 células analizadas
para clasificar cualquier muestra como anormal (media +/- 3DE de los controles).

En este estudio, se clasificd cada una de las 3 muestras comoe normal 0 ancrmal por andlisis en
interfase usando el “cut-off" de 10%.

V.2. PACIENTES.

La tabla 1 muestra los resuitados obtenidos en r%mestras de SP de 3 pacientes con LMC
mediante andlisis citogenético e HIS flucrescente. Las caracteristicas clinicas de los pacientes se
muestran en la tabla 2.

En P1 no se lograron obtener metafases analizables. En el P2, de 13 metafases analizadas,
4 son Ph positivas (Fig 1}. En P3, de 15 metafases analizadas, 8 son Ph positivas. Mediante HIS
fluorescente, se pudo apreciar en P1, un 45% de nucleos en interfase Ph-positivos, con una sehal de
- fusién Mberfabl. En P2, un 38% de los nucleos en interfase tenian un cromosoma Ph . En P3 se
aprecio un 72% de los ndcleos en interfase con una sefial de fusidén Mhcer/abl (Fig 2). Estos
porcentajes obtenidos mediante HIS fluorescente se pudieron apreciar al realizar los dos protocolos
diferentes de HIS fluorescente para la deteccidn de la translocacion cromosdmica Mber/abl.

La hibridacién fue realizada con sondas cosmidos obteniéndose sefiales pequefias, pero
claras. -

En nucleos en interfase normales, se vieron dos sehales verdes y dos sefiales rojas
fluorescentes, que estan distribuidos en cuaiquier zona de los nacleos.

En las células de SP de los pacientes con LMC gue eran Ph+, los nﬁc|eos en interfase
mostraron dos puntos fluorescentes rojos y dos verdes después de la doble hibridacion con las
sondas cdsmidos abl y Mbcr. Una de las sefiales fluorescentes rojas y una verde estaban juntas o

sclapadas (Fig 2).
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Tabla 1: Resultados de estudios de citogenética convencional y de HiS flucrescente en muestras

de SP de pacientes con LMC.

Paciente Cariotipo Citogenética HIS fluorescente con Mber/abl
convencional Interfase
Metafases %Ph+ %FPh+ . Células
analizadas analizadas

P1 No se lograron

metafases 45 200
P2 46, XY, t(9,22){q34,g11.2) 13 - 4 38 200.
P3 48, XY, 1(9,22)(q34,g11.2) 15 8 72 200
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Tabla 2: Caracteristicas clinicas de los pacientes con LMC.

Paciente Sexo Fecha Leuco. Plaq. Gran. B-asof. Blastos  Displasia Hepato. Espleno.

N° del (x1091L) (x109fL) {%) (%) (%)
estudio
Pt H 5-94 525 14 1 si si si
H 8-94 6.14 1558 67.1 1 4 si no si
P2 vV 12-83 289 93.2 2 1 no no no
v 8-94 7.9 243 668 3.2 1 st - no st
F3 Vv 11-82 42,4 240 3 3 si si no
A% 8-94 11.2 113 796 0.6 1 si no no
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Figura 1: (A, B) Cariotipo de las células de SP de P2, afecto de LMC.
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Figura 2: Dable hibridacion con las sondas césmidos para abl y Mber en nucleos en

interfase de P3 diagnosticado de LMC, que muestra el cromosoma Ph. Los genes abl y bcr en
ntcleos en interfase detectados con la sonda, para la translocacién Mber/abl de Oncor. La sonda ber
esta marcada con rodamina (roja), la sonda abl estd marcada con fluoresceina (amarilla-verde), y el_
ADN nuclear esta contratefido con DAPI (azul). Se observan senales amarillas o roja/verde, juntas,

que indican la translocacién Mbcr/abl que es caracteristica del cromosoma Ph.
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V. DISCUSION

.- LEUCEMIA LINFATICA CRONICA DE ORIGEN B.

La trisomia 12 ha sido la anomalia ca_lrioti pica observada con mayor frecuencia en pacientes
con LLCB (Gahrton et al, 1980a,b; Gahrton et al, 1982; Datta et al, 1991).

Su presencia parecia que se asociaba a un peor pronostico (Pittman y Catovsky, 1983;
Knuutila et al, 1986; Han et al, 1988; Juliusson y'Gahrton, 1980a; Juliusson et al, 1980b).

Aungue las anomalias cromosér__ﬁicas son importantes en la LLC desde el punto de vista
pronostico, aproximadamente el 50% al 70% de los pacientes presentan un cariotipo normat o bien
no producen metafases adecuadas para el estudio. En estudios recientes en LLCB, HIS fluorescente
detecté una mayor incidencia de trisomia 12 que los estudios de citogenética convencionales. Con el
uso de HIS fluorescente, Escudier et al en 1993, pudieron detectar 2.6 veces mds casos de trisomia
12, que los detectados mediante andlisis citogenético convencional. Esto fue debido a la deteccidn
de trisomia 12 en muestras que fueron clasificadas comao diploides 0 que tenian metafases
insuficientes para el andlisis convencional. La sensibilidad de la deteccion de la trisomia 12 mediante
HIS flubrescente fue por lo tanto mayor que Ia de la citogenética convencional. Por eilo, el cariotipo
no parecia ser un método sensibie de detectar aneuploidia en LLC. Asi, la discrepancia entre varios
estudios respecto a la significacion prondstico en la LLC de la trisomia 12, se podia explicar debido ai
uso de la citogenética convencional (Han et al, 1984a,b; Pittman y Catovsky, 1984; Juliusson y
Gahrton, 1985; Juliusson et al, 1990b).

£n el presente estudio, entre 10s 10 pacientes que mostraron cariotipos normales, se detectd
mediante HIS fluorescente, trisomia 12 en 5 casos en un 4%-26% de las células (P10, P16, P19,
P32, P44) y de 4 pacientes en los que no se obtuvieron metafases evaluables, se detectd trisomia
12 en 2 pacientes (P86, P15), en el 5% y 18% de las células, respectivamente. Este estudio
comparativo de estos 14 pacientes mediante citogenética y mediante HIS fluorescente demuestra Ié
mayor sensibilidad de la citogenética en interfase frente a la citogenética convencional, permitiendo
determinar la presencia de trisomia 12 en una fraccion de pacientes con LLCB no evaiuables
citogenéticamente o con un cariotipo normal .

Esta discrepancia entre los resultados de metafase e interfase que se encuentra en este
estudio, corroboran los trabajos de Pérez Losada et al, que mostraron que 2/13 pacientes que eran

citogenéticamente normales presentaban trisomia 12 por HIS y también el estudio de Cuneo et al,
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en 1892, que vieron que de 25 pacientes {20 con cariotipo normal y 5 inadecuados para
citogenética), 4 presentaban trisomia 12 por medio de HIS fluorescente.

Cuneo et al en 1992, dicen que fa discrepancia para detectar trisomia 12, entre los estudios
citogenéticos y los de HIS fluorescente, ocurren cuando el porcentaje de células en interfase cen
trisomia 12 era inferior a 45%. Anastasi et al, 1992 ; Qumsiyeh y Tharapel, 1992 y Coignet et al,
1693, indicaron que altos niveles de células positivas mediante HIS fluorescente, eran sdlo
observadas en pacientes que mostraban trisomia 12 mediante analisis citogenético convencional
(66%-97.5%). Esto coincide con los resultados de este estudio, ya que en 14 pacientes en los que
se aportd un estudio citogenético, el porcentaje de células trisémicas por medio de estudios en
interfase no superd el 26%. En las sucesivas revisiones a las que fueron sometidos estos pacientes,
aunque en algunos casos se encontraron, mediante HIS fluorescente, porcentajes de células
trisdmicas superiores (P33=53%) al 45% que habia indicado Cuneo et al, no se realizé analisis
carictipico para comprobar si también se podia demostrar la presencia de trisomia 12, mediante dicho
analisis en estos casos.

Cuneo et al en 1992, en una segunda revisién de un paciente, cuando el porcentaje de
células en interfase con trisomia 12 era de 50%, si detecté algunas metafases con trisomia 12
mediante citogenética convencional, que no se habian detectado en |la primera revisién, ‘cuande el
porcentaje de células en interfase por HIS fluorescente que mostraban trisomia 12 era menor del
45%. Por ello, concluyen que HIS flucrescente es importante para detectar trisomia 12 en LLCB,
especialmente cuando el porcentaje de células con trisomia 12 era inferior al 50% y cuando no se
pueden obtener metafases de los cultivos con mitdgenos. En este estudio, aunque no se ha hecho
andlisis citogenético para ver si en las sucesivas revisiones, cuando el porcentaje de céiulas trisdmicas
es superior al 50% se detecta la presencia de trisomia 12, si se puede concluir, que la HIS
fluorescente es importante en detectar trisomia 12 en LLCB cuando no se obtienen metafases de
los cultivos con mitogenos 6 cuando se muestra un cariotipc normal.

En este estudio, asi como en los de Pérez-Losada et al en 1991 y Cuneo et al en 1992, se
encuentra trisomia 12 en células en interfase de pacientes citogenéticamente normales o que no
producen metafases aptas para su estudio, sin embargo, estudios de genética molecular empleando
sondas para la deteccién de RFLPs en gl cromosoma 12, no produjeron evidencia de trisomia 12 en
este cromosoma, en 13 pacientes citogenéticamente normales (Einhorn et al en 1890).

Posiblemente |a heterogeneidad de la poblacién de pacientes en las series diferentes pueda explicar
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estas diferencias. Asi, mientras la mayoria de los pacientes indicados por Einhorn et al en 1990
estaban en estadio 06 1, de acuerdo a la clasificacién de Rai, los pacientes incluidos en el estudio de
Cuneo, estaban en estadios Il y IV y fueron sometidos a HIS en el momento de su hospitalizacion por
progresion de la enfermedad. En este estudio, los 5 pacientes que eran citogenéticamente normales
y positivos mediante HIS, estaban 3 en estadio B (P10, P19, P32) y 2 en estadio C (P16, P44) vy
ademas dos de ellos se encontraban en fase de evolucion de su enfermedad (P32, P44). Los 2
pacientes en los que no se pudieron obtener metafases para su estudio citogenético, pero que eran
positivos mediante HIS fluorescente, se encontaban en estadio B (P6, P15).

En este estudio, la proporcion de células control con dos sefales, era de 95% a 98% pero
nunca 100%. 1%-2% de las células control normales tenian una sefal de hibridacién. No se sabe si
las células con cero o una sefial representan nulisomias o monosomias 12, 0 si ellas son debidas a
una peor penetracion de la sonda , desnaturalizacién incompleta del ADN blanco o diana o posible
dano del ADN durante e! aimacenamiento de las células en solucion de fijacién.. Se vieron tres sefiales
de hibridacion en 1%-3% de las células. Las muestras fueron consideradas positivas para la trisomia
- 12 cuando 24% de las células tenian tres sefiales de hibridacion. Estos resultados son similares a
otros que han sido descritos previamente (Pérez-Losada et al, 1991; Poddinghe et al, 1991: Anastasi
etal, 1992; Cuneo et al, 1992; Chen et al, 1992a,b; Qumsiyeh y Tharapel, 1992).

Otros investigadores seleccionaron, al igual que en el presente estudio, como controles,
muestras de SP de sujetos normales. Asi, Pérez-Losada et al, selecciononaron 6 controles normales,
aunque incluyeron también 1 paciente con trisomia 12 como control positivo y 1 paciente que tenia
una anomalia-estructural del cromosoma 12. Cuneo et al, setecciononaron también 2 sujetos
normales como controles, e inciuyeron también 1 paciente con trisomia 12 como control positivo.
Anastasi et al, seleccionaron como controles, individuos con otras enfermedades no hematolégicas,
que eran sometidos a TMO. Lalkin et al, emplearon en su estudio como controles, Unicamente
individuos normales. Por Gltimo, Escudier et al empiearon para su estudio como controles, sujetos
normales y otros gue tenian otras anomalias distintas de la trisomia 12.

Las células para este estudio, fueron recogidas de SP en los 45 casos y no de MO, ya que
Delhomme-Bachy et al en 1992, demostraron que era mds facil el estudio en SP,

La mayoria de los estudios realizados sobre trisomia 12 en LLCB mediante HIS flucrescente

fueron realizados en muestras de SP (Pérez-Losada et al, 1991; Anastasi et al, 1992; Cuneoc et al,
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1992; Escudier et al, 1983; Lalkin et al, 1993; Que et al, 1993). Aunque, en algunos casos fueron
realizados tambien, en muestras de MO (Anastasi et al, 1992; Escudier et al, 1993; Que et al, 1993) o
incluso, en muestras de nodule linfatico (Anastasi et al, 1992; Déhner et al, 1993).

En el presente estudio se ha observado por medio de HIS flucrescente, una alta frecuencia
de trisomia 12 en pacientes con LLCB {[al inicio del estudio 20/45 (44.4%) de los pacientes mostraban
trisomia 12, pero si se tiene en cuenta la evolucion de estos pacientes, se encuentra una incidencia
un poco mayor (24/45, 53.3%})]. Esta frecuencia es mayor que la previamente indicada basada en
analisis citogenético y también més elevada que la reportada mediante andlisis por medio de HIS
fluorescente, con excepcion de la indicada por Qumsiyeh y Tharapel en 1992 (4/7, 57.14%) y Lalkin
et al en 1993 (12/19, 63%). En el trabajo de Qumsiyeh y Tharapel en 1992, que estudiaron 7
pacientes, encontraron la presencia de trisomia 12 en un 57.14%, mientras que Coignet et af, 1993,
que estudiaron 75 pacientes, encuentran trisomia 12 en un 42.6%. Los resultados de este trabajo
son mas coincidentes con estos estudios.

Existen 12 estudios antericres en la deteccién de frisomia 12 en la LLCB mediante HIS
fluorescente (Pérez-Losada st al, 1991; Raghoebier et al, 1991a,b; Anastasi et al, 1992; Cuneo et al,
1992; Chen et al, 1992a; Qumsiyeh y Tharapel, 1992; Coignet et al, 1993; Déhner et al, 1993;
Escudier et al, 1993; Lalkin et al, 1993; Que et al, 1993; Tabernero et al, 1994). La trisomia 12 fue:
revelada 15% de 13 casos, 30% de 40 casos, 20% de 20 casos , 30% de 10 casos, 57% de 7
casos,11.5% de 61 casos, 42.6% de 75 casos, 14.3% de 42 casos, 35% de 117 casos, 83% de 19
€as0s,11.5% de 183 cases y 20% de 104 casos, respectivamente,

Que et al y Raghoebier et al,encontraron mediante HIS fluorescente una incidencia de un
11.5% de trisomia 12'en LLC, que es mds baja que la encontrada en la mayoria de los otros trabajos,
tambien mediante HIS fluorescente, en la cual la incidencia de trisomia 12 varid entre 15% y 63%
(Perez Losada et al, 1991; Raghoebier et al, 1991a; Anastasi et al, 1992; Cuneo et al, 1992; Chen et
al, 1992a; Qumsiyeh y Tharapel, 1992; Coignet at al, 1993; D6hner et al, 1993; Escudier et al, 1993,
Lalkin et ai, 1993; Que et al, 1993; Tabernero et al, 1994) 0 en trabajos mediante citogenética
convencional (Bird et al, 1989; Juliusson et al, 1990a,b; 1991; Castoldi et al, 1987). La diferente
incidencia de trisomia 12 en estos estudibs, asi como también la encontrada en este trabajo, puede
deberse a diferencias en la seleccion de pacientes o a diferencias en la distribucién geografica de

esta anomalia cromosdmica.
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L.a mayoria de los estudios citogenéticos (recopilacion del MWCCLL) comenzaron en los afios
80, cuando no estaba hecha una clas__ificacién precisa de las enfermedades linfoides de origen B, y
asi se incluyeron algunos casos con un diagnéstico quevprcbablemente no era LLC (Han et al,
1984a,b; 1988, Juliusson et al, 1985a,b,c; Bird et af, 1989). Juliusson et al en 1985 estudiaron 17
pacientes con trisomia 12 por medio de andlisis de citogenética convencional: 6 fueron clasificados
con morfologia tipica de LLC; 10 pacientes tenian inmunocitoma, que es la designacion de linfoma
linfoplasmocitico en la clasificacién de Kiel y uno no fue clasificado. Ademas, Han et al en 1983,
encontraron una alta incidencia de trisomia 12 en pacientes con Waldestrom y LLC asociada a
macroglobulinemia de Waldestrém, que también son clasificados con inmunocitomas. En algunos de
los estudios usando HIS, gue indican una elevada incidencia de trisomia 12 (Perez Losada et
al.1991; Anastasi et al, 1992; Cuneo st al, 1992), se han investigado casos con LP {Anastasi et al,
1992; Cuneo et al, 1992). Anastasi et al, por ejemplo, incluyeron una elevada proporcién de casos de
LLC morfolégicamente atipicos. Ademas uno de los 4 casos con trisomia 12, indicado por Cuneo et
al. tenia LP y los otros dos mostraban morfologia atipica (LLC/LP). Esto esta en concordancia con los
descubrimientos de asociacién entre trisomia 12 y LLC con caracteri s_ticas morfolégicas atipicas asi
coma con casos de LNH de bajo grado en fase leucémica (como se pudo demostrar en el presente
estudio). En este estudio Ginicamente se incluyeron casos de-LLCB tipica, demostrados por medio
de marcadores y de morfologia, por ello, la elevada incidencia que se encuentra de trisomia 12, se da
en pacientes con LLCB tipica.

Castoldi et al en 1987 y Oscier et al en 1990, mediante analisis citogenética convencionat,
habian sugerido, que la frecuencia de trisomia 12 podfa ser mayor en estadios avanzados. Escudier
et al en 1993, si encuentran esta mayor frecuencia en estadios més avanzados, pero no asi otros
investigadores, entre ellos Lalkin et al y Que et al en 1993, que no encuentran esta relacién. En este
estudio se encontré una correlaciéon muy clara entre la presencia de trisomia 12 y el estadio. Se

l encuentra una mayor proporcion de trisomia 12 en los estadios avanzados de la enfermedad (B, C).
Esta relacion con el estadio avanzado se va estrechando a medida que se sigue la evolucién de estos
pacientes, ya que algunos en estadio A con trisomia 12 evolucionan a estadio B o estadio C (P8,
P33) o incluso algunos en estadio B o en estadio C, adquieren trisomia 12 en su evolucién (P3, P14,
P39). Esto demuestra que la trisomia 12 es un signo de peor prondstico en la LLCB en esta
poblacidn, ya que se ve que su presencia esta asociado fundamentaimente a los estadio By C, que

son los estadios mas avanzados de la enfermedad y de peor prondstico. Aunque es necesario un
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estudio mas exhaustivo para confirmar esta correlacién entre la incidencia de trisomia 12 y el éstadio
de la enfermedad, su presencia podria ser importante desde el punto de vista pronéstico. .

En este estudio, los pacientes con trisomia 12 tendian a presentar una mayor incidencia de
esplenomegalia y de adenopatias que los pacientes sin trisomia 12. Esto esta de acuerdo con el
estadio mds avanzado visto en los pacientes con trisomia 12. Asimismo, en este trabajo la presencia
de trisomia 12 también se reiaciond con otros factores prondstico de la enfermedad,..éomo san el
patron difuso de infiltracion medular, mayores niveles de leucocitosis periférica,
hipogammaglobulinemia (IgG), lo que también esta de acuerdo con el estadio mas avanzado visto en
estos pacientes con trisomia 12. Los pacientes.con trisomia 12, también era mas comun, el que
estuvieran tratados previamente. Esto puede ser debido al estadio mas avanzado que requiere
tratamiento mas pronto, como ya indicaron algunos autores (Juliusson, 1986), o bien es un hecho
secundario, asociado con la progresién de la enfermedad. No es frecuente que la trisomia 12 se
desarrolle secundariamente a la quimioterapia. Asi, en este estudio se puede ver como algunos
pacientes presentaban trisomia 12 y no estaban sometidos a tratamiento (P1, P8, P7, P19, P22,
P27, P30, P31, P32, P33).

Debido a que la trisomia 12 se habfa indicado que era indicador prondstico independiente
(Juliusson et al, 1985a,b,¢; 1990), era muy interesante controlar el porcentaje de células en interfase
que llevan la trisomia 12 en estos pacientes en diferentes momentos de su e;/olucién, durante el
curso de la enfermedad. Un aumento del porcentaje de células en interfase con tres sefiales fue vista
en 11 pacientes (P1, P3, P6, P7, P14, P24, P32, P33, P39, P43 y P44), después de 2 afios de

‘estudio. En estos pacientes se aprecié una progresion de su enfermedad durante su seguimiento.
Este aumento en ei‘ porcentaje de células trisémicas en sucesivas revisiones, sugiere que las céluias
con trisomia 12 pueden tener ventaja proliferativa sobre las que no la presentan, y este aumento en ef
tiempo no se debe a diferentes susceptibilidades al tratamiento de los diferentes pacientes, ya que
por ejempio, P7, no estaba sometido a tratamiento durante su seguimiento y, si se observd un
aumento en el porcentaje de células trisdmicas. Por lo tanto se puede concluir que la HIS
fluorescente puede ser (tit en controlar el porcentaje de células trisémicas durante Ia evolucién de la
enfermedad.

En otros 9 pacientes (P8, P10, P15, P16, P21, P22, P30, P31, P45), el porcentaje de
células trisémicas realmente no ha aumentado significativamente en el periodo de 2 afios. En estos

pacientes, aungue no se observé una progresion de su enfermedad, no se habfa alcanzado tampoco
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la remisién clinica y anaiitica, aunque aigunos pacientes estaban sometidos a tratamiento (P8. P10,
P15, P16, P21, P45) y presentaban una buena respuesta.

P2, P5, P9, P11, P12, P13, P17, P18, P20, P25, P26, P28, P29, P34, P35, P40, P42 (no
estaban sometidos a tratamiento quimioterapéutico) y P23, P36, P37, P38 (si estaban sometidos a
tratamiento quimioterapéutico), estos pacientes presentaron un progreso clinico y analitico
satistactorio durante toda su evolucion y na mostraron la presencia de trisomia 12 en ningun
momento de su evolucién.

P4, P19, P27 y P41 mostraron |a presencia de trisomia 12 al comienzo de este estudio, pero
esta trisomia 12 no se evidencié una vez alcanzada la remision clinica y analitica, a excepcion del
paciente P4, en el que si hubo una disminucion del porcentaje de células trisémicas, pero no
desaparecieron totaimente. Tras recaida de su LLCB se evidencié nuevamente la presencia de la
trisomia 12 en el paciente P19, asi como en los pacientes P3, P7, P14y P39,

Estos datos parecen indicar que hay alguna corretacion entre la presencia de la trisomia 12y
ta evolucion de la LLCB en estos pacientes.

La proporcién de células con tres sefiales al inicio de este estudio estaba entre 4%-38%,
mientras que en la Gltima revision era de 6%-55%. Estas proporciones de células trisdémicas son
generalmente, menores que las previamente indicadas por otros autores, también mediante HIS
fluorescente en pacientes con LLCB. Asi, Escudier et al en 1993 y Que et al en 1993, encontrarbn
que la proporcion de células trisémicas era de 4%-89% y 5.5%-76%, respectivamente. Por el
contrario, Qumsiyeh y Tharapel en 1992 y Lalkin et al en 1993, mostraron gue los pacientes con
trisorm'a 12, presentaban una proporcién entre 4%-44% y 6%-35% de células trisomicas,
respectivamente. Estas diferencias pueden ser debidas también, a diferencias en la seleccién de
pacientes o a diferencias en la distribucién geografica de esta anomalia cromosémica.

En el presente estudio se obtuvieron bajos porcentajes de células trisdmicas, confirmadas en
todos los casos (4%-9%), en 4 pacientes (P10, P15, P32, P44). Sélo 1 de los pacientes
diagnosticado como tener trisomia 12 (P44), presentaba 4% de células en interfase con tres sefiales
de fluorescencia. Comparado a los pacientes que eran disémicos para el cromosoma 12, esta
frecuencia estaba sobre el nivel “cut-off” indicando la presencia de trisomia 12.

En este estudio no se puede ver si las células mitdticas normalés presentes en estos casos
eran der.ivadas del clon leucémico que no exhibe trisomia 12 o si ellas se originaron de linfocitos B6 T

normaies. Sin embargo, los estudios ‘de Knuutila (1986}, Autio (1987) y Pérez-Losada (1991) usando
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inmunaofenotipaje secuencial y analisis cariotipico, sugieren que las células mitéticas normales en
pacientes con trisomia 12 representan linfocitos T normales. Estos datos fueron corroborados por
estudios de RFLPs de genes polimdrficos localizados en el brazo largo del cromosoma 12 (Einhorn
etal, 1989).

En este estudio, 33 pacientes no fueron estudiados desde el momento de su diagndstico
(P1, P3, P4, P6, PY, P11, P12, P13, P14, P15, P17, P18, P19, P20, P21, P23, P24, P25, P26,
P28, P29, P32, P34, P35, P36, P37, P38, P39, P40, P42, P43, P44, P48). Aunque en estos
pacientes no se pudo saber si la positividad en la HIS fluorescente estaba presente en el momento
del diagndstico en aquellos pacientes que presentaban esta trisomia 12 durante toda su evolucion
(P1, P4, P6, P15, P21, P24, P32, P43, P44, P45) o si aquellos pacientes que eran positivos al inicio
de este estudio y que posteriormente se negativizaron, si realmente eran negativos al comienzo de
este estudio (P18) o si eran positivos o por el contrario, si pacientes que eran negativos al inicio de
este estudio (P3, P14, P39) y que posteriormente presentaron trisomia 12, si realmente eran
positivos al inicio de este estudio o negativos. Los otros 12 pacientes si pudieron ser estudiados
durante toda su evolucién (P2, P5, P7, P8, P10, P16, P22, P27, P30, P31, P33, P41) y asi se vieron
casos donde era positivd durante toda su evolucién (P8, P10, P16, P22, P30, P31, P33) , casos
negativos durante toda su evolucién (P2, P5, P28, P42), casos donde se aprecié una progresion
(P7) y casos donde va disminuyendo esta trisomia (P27, P41) hasta desparecer o incluso volver a
presentarse en un caso (P41). Estos resultados pueden informar acerca de lo que podria ocurrir en
los otros pacientes en los momentos en los que no fueron estudiados.

Otros estudios tampoco fueron hechos en el momento del diagndstico. Pérez-Losada et al
en 1981, analizaron muestras de SP de 13 pacientes con LLCB que fueron diagnosticados 1-2 aflos
antes. Los 40 pacientes con LLCB analizados por Anastasi et al en 1991, habian sido
diagnosticados anteriormente. Cuneo et al en 1992 analizaron también mediante HIS flucrescente,
muestras de SP de 20 pacientes, con LLCB y con un cériotipo normal, que habian sido
diagnosticados 2-4 afios antes. Escudier et al en 1993 analizaron también mediante andlisis
citogenético y mediante HIS fluorescente, muestras de SP y de MO de 56 pacientes (ya
diagnosticados anteriormente) y 61 (no diagnosticados anteriormente) con LLCB.

En los linfomas foliculares, 'a progresién de ia enfermedad se caracteriza por la presencia de
otras anomalias cromosdmicas ademds de aquellas que se encuentran en la fase temprana de la
enfermedad. Sin embargo algunos autores dicen que en la LLC, tal evolucién carotipica es rara (Han
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et al, 1986; Ohtaki et al, 1986 Juliusson ef al, 1988a.b; Nowell et al, 1988; Oscier et al, 1991),
pacientes con trisomia 12 la muestran tempranamente en la enfermedad y durante toda la progresion,
mientras que la adquisicién de células con trisomia 12 en pacientes con cariotipos normales o con
otras anomalias cromosdmicas durante el curso de la enfermedad es extremadamente rara .

Han et ai en 1987 sugirieron que la trisomia 12 era el primer cambio cariotipico en la LLCB y
que otros cambios cromosémicos se desarrollaron més tarde como resultado de la evolucidn.

El andlisis secuencial con una media de 3.7 muestras de 41 pacientes durante un intervalo
medio de 4.2 afios mostré cambios en las anomalias cromosémicas en un15% (Juliusson et al,
1988a). Resultados similares fueron alcanzados por Nowell et al (1988) y por Oscier et al (1991). Los
cambios cariotipicos eran nuevas anomalias en pacientes con cariotipos ya complejos en el momento
del diagndstico. Ninguln paciente adguiere trisomia 12 en el curso de la enfermedad. Esto indicaba
que la trisomia 12 no era un cambio secundario en la LLCB. Por consiguiente, al contrario de otras
neoplasias linfoides, la evolucién cariotipica parecia ser un fenémeno raro en la LLC, y, cuando
ocurria, no parecia correlacionarse con progresion de la enfermedad (Geisler et al, 1989; Juliusson et
al, 1990a,b). _

Sin embargo, algunos autores indicaban gue la trisomia 12 podria ser adquirida por las células
feucémicas en el curso de la enfermedad. Raghoebier et al en 1992 concluyeron que la trisomia 12
no es un cambio primario en la LLCB. Cuneo et al en 1992 sugieren que la adquisicién de un
cromosoma 12 extra no es un hecho temprano en la génesis de la LLCB y que el desarroiio de
algunas anomalias cromosdmicas en esta enfermedad pueden resultar de |a inestabilidad genética
de los linfocitos B ya transformados (Rechavi et al, 1989).

Este estudio estd de acuerdo con esta Gitima observacién ya que algunos paci'entes
muestran esta trisomia 12 en el momento del diagndstico, pero no durante toda su evolucién (P27,
P41). Por lo tanto a adquisicion de trisomfa 12 en el curso de la enfermedad no es raro como habian
indicado algunos autores (Juliusson et al, 1988a,b; Nowell et al, 1988; Oscier et al, 1991). En este
estudio se encontrd por lo tanto una evolucién, ya que algunos pacientes muestran trisomia 12
durante toda su evolucion (P1, P4, Pg, P8, P10, P15, P16, P21, P22, P24, P31, P32, P33, P43,
P44, P45), mientras que otros la adquieren posteriormente (P3, P7, P14, P39) e incluso en otros la
trisomia 12 va disminuyendo (P4, P19, P27, P41), hasta incluso desaparecer (P19, P27).

£n este estudio se encontré que esta trisomia 12 desaparecia a lo largo de la evolucién en

algunos pacientes (P19, P27, P41). No se sabe si se debe al tratamiento quimioterapéutico al que
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estan sometidos algunos de estos pacientes (P19, P41) o no (P27). Asi, en P22, P27, P30, P31,
persiste la trisomia 12 durante todo el seguimiento y no estan sometidos estos pacientes a
tratamiento , otro paciente (P7), desarroila trisomia 12 durante su evoiucién y no esta sometido a
tratamiento y en otros pacientes, esta trisomia 12 se mantiene a pésar del tratamiento (P1, P4, PG,
P8, P10, P15, P16, P21, P24, P32, P33, P43, P44, P45). Todo ello parece indicar que la trisomia 12
no se desarrolla como consecuencia de la quimioterapia, como ya se habia indicado anteriormente.

En sucesivas revisiones, al igual que se habia observado al inicio de este estudio, también
se aprecibé como los pacientes con trisomia 12 también era mas comun el que estuvieran sometidos a
tratamiento. Esto puede ser debido como ya se ha indicado, al estadio mas avanzado que requiere
tratamiento mas pronto, como ya indicaron algunos autores (Juliusson, 1986), 0 bien es un hecho
secundario asociado con la progresién de la enfermedad. Aumenta el nimero de pacientes
sometidos a tratamiento en las sucesivas revisiones, y algunos pacientes también evolucionan a un
estadio mas avanzado.

El contaje de sefales ha de ser muy cuidadoso ya que en algln paciente, aungque no se
diagnosticd como portador de trisomia 12, parecia como si sus porcentajes de células trisémicas
estuvieran sobre el nivel “cut-off”. Ello se debia a que en algunas células dos de los tres puntos
estaban conectados por un hilo fluorescente fino y por lo tanto estos 2 puntos tenian que ser
considerados como una regién pericentromérica. En estas células habia enorme descondensacién
del ADN dando falsos porcentajes de células trisémicas positivas. La causa de esta descondensacion
del ADN no es conocida. Esto demuestra que la evaluacién de la sefial ha de ser hecha
cuidadosamente para no sobreestimar el porcentaje de células trisémicas.

En 1984 Han et al indicaron gue la supervivencia de los pacientes con trisomia 12 , como
unica anomalia cromosémica, no era significativamente diferente de la de los pacientes con un
cariotipo diploide. La supervivencia media para los pacientes con LLC se ha visto que es de 9 afios
aproximadamente (Foon et al, 1990). Los pacientes que presentan anomalias cromosémiéas tienden
a presentar una supervivencia mas corta. Asi, anomalias complejas, porcentajes elevados de
metafases anormales, anomalias del brazo largo del cromosoma 14 y trisomfa 12 han sido asociadas
con una menor supervivencia (Juliusson et al, 1986; 1990a,b; 1991).En el estudio de Anastasi et a|
en 1991, se sugtrié la existencia de una menor supervivencia en los pacientes con trisomia 12 .
Escudier et al confirmaron estos resultados con una supervivencia mas corta en pacientes con

trisomia 12 (7.8 afos) comparada con pacientes con carotipos diploides (14.4 anos).
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Cuando se observan datos de supervivencia en el presente estudio, se encuentra una
tendencia que indica peor supervivencia asociada a trisomia 12, aunque no estadisticamente
significativa, quizas debido a que el nimero de pacientes estudiados no es muy elevado. De
confirmarse esta tendencia, esta anomalia cromosémica podria tener una significacion clinica.

Ya que solo se empled una sonda especifica para el cromosoma 12, no se puedo valorar la‘
posibilidad que podria tener la presencia de otras anomalias cromosémicas en estos pacientes con
LLCB. '

Algunos autores analizan 500 células/paciente. Sin embargo, muchos autores analizan
menos células, incluso 100 células/paciente. Por ello, se cree que 200células/paciente es un ndmero
de analisis adecuado. Anastasi et al, analizaron 100-300 células/paciente. Coignet et al, analizaron -
un numero variable de células, 200células/paciente en algunos casos, 300 célulasf/paciente en otros
casos, y en aigunos casos analizan sélo 100 6 hasta 600células/paciente. Dohner et al, analizaron
300 células/paciente aungue en algunos casos analizaron 600 células/paciente & 700
células/paciente. Pérez Losada et al, analizaron 250 células/paciente. Escudier et al , 200-250
células por paciente y por Uitimo, Que et al, analizaron 200 céiulas por paciente al iguat que Cuneo et
al.

Los resultados del presente estudio muestran que la HIS con una sonda alfa satélite
especifica para el cromosoma 12 es una técnica mas simple, rapida y sensible, para detectar la trisomia
12 en la LLCB, lo que esté de acuerdo con estudios anteriores (Perez Losada et al, 1991: Anastasi et
al, 1992; Cuneo et al, 1992). Su principal ventaja es que permite estudiar células en interfase.

No obstante, ya que el andlisis convencional da mas informacién sobre otras anomalias

- cromosomicas ademas de la trisomia 12, ja mejor eleccién seria usar las dos téchicas en paralelo para
combinar la informacién de la citogenética y de la HIS fluorescente (Nederlof et al, 1989; Cremer et al,
1986; Eastmond et al, 1989; Hopman et al, 1989; Van Dekken et al, 1990). Sin embargo, nuevas

- técnicas estan haciendo posible usar un numero grande de sondas juntas y asi contar

simultaneamente multiples aberraciones, incluyendo transiocaciones asi como anomalias numéricas.

Otras técnicas han sido ensayadas para la deteccién de la trisomia 12 en la LLCB usando "Southern

blot” {(Einhorn et al, 1990). Pero estas técnicas tendrian éxito si una proporcion adecuada de células
mostraran trisomia 12. Esto se debe a que una pequefia poblacién de células con trisomia 12 podria
no traducirse en una diferencia observable en intensidad de banda en la autoradiografia.

Este estudio sugiere ademas, .que la presencia de trisomia 12 en la LLCB podria ser un (til
marcador para indicar un peor pronéstico en dicha enfermedad y que en vista de lo sugerido, podria
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utilizarse la trisomia 12 en la LLCB, junto con otros factores prondstico. La HIS fluorescente podria

ademas ayudar a controlar el porcentaje de células trisémicas a lo largo de la evolucién del paciente.
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. LEUCEMIA DE CELULAS PELUDAS.

En 1978, Golomb et al, evaluaron los cromosomas de 20 pacientes con tricoleucemia para
averiguar 1a frecuencia y tipo de anomalias cromosomicas. Se obtuvieron muestras de 17 pacientes a
partir de cultivos de SP. Después de esto, ampliaron su estudio incluyendo seis pacientes mas (n=26)
y en este caso, se obtuvieron metafases adecuadas en 21 pacientes. En ambos estudios, sdlo dos
pacientes tenian trisomia 12 (9.5%-12%) y en un tercer paciente vardn, el cariotipo fue 46,X,+C
marcador, el brazo largo distat det marcador C recordaba mas claramente a un cromasoma 12, pero el
brazo corto y el brazo largo proximal eran de origen no determinado. En 1988, Han et al estudiaron 28
pacientes con tricoleucemia por medio de analisis citogenético de linfocitos de SP que fueron
cultivadds con poderosos mitdgenos. Se cbtuvieron metafases adecuadas en sélo 24 pacientes.
Sélo en un paciente con tricoteucemia (3%) se vid trisomia 12 como Unica anom.ail’a. En 1989,
utilizande células leucémicas de SP, MO, bazo de 9 pacientes con tricoleucemia, identificaron con
éxito lineas celulares y describieron 1a presencia de trisomia 12 en 2 de las 5 lineas celulares con
tricoleucemia (40%). Recientemente, Lewis et al en 1993, estudiaron 24 pacientes con tricoleucemia,
mediante HIS fluorescente, usando sondas especificas para 16 cromosomas humanos. La trisomia
12 no fue detectada en ninguno de los 24 pacientes. La tricoleucemia parece ser diploide para los 16
cromosomas estudiados y muestra el fendmeno de apareamiento del centrémero y del brazo.p del
cromosoma 15 durante la interfase. Asimismo, Haglund y Juliusson en un trabajo reciente de 1994,
estudiaron mediante analisis citogenético las células estimuladas con mitdgenos de células B de 36
pacientes con tricoleucemia. Se obtuvieron metafases evaluables en 30 pacientes y 20 (67%)
mostraban anomalias cromosémicas. Las anomalias cromosémicas afectaban a los cromosomas 1, 2,
5, 8, 11, 19 y 20. Las anomalias eran, comunmente, inversiones y delecciones, mientras que
transiocaciones y anomalias numéricas, excepto trisomia 5, eran poco frecuentes. No se detectd la
presencia de trisomia. 12.

Varios estudios han détectado uﬁa disminucion en la respuesta a la estimulacién con
m_itégenos de los tricoleucocitos, lo cual hace €l analisis citogenético en la tricoleucemia diticil. HIS
fluorescente en céiulas en interfase tiene la capacidad de compiementar las técnicas de citogenética
clasicas. En este trabajo se ha empleado HIS fluorescente de nicleos humanos en interfase, una
simple y rapida técnica, para detectar trisomia 12 en pacientes con tricoleucemia. Los resultados de
este estudio fueron también comparados a otros estudios que describen la presencia de trisomia 12

en tricoleucemia. Estos dltimos estudios fueron llevados a cabo por medio de andlisis citogenético
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usando SP o lineas celuiares cultivadas. Asimismo, también se compararon los resultados de este -
estudio con otro dos estudios de la tricoleucemia mediante HIS fluorescente.

En el presente trabajo la proporcidn de células control con dos sefiales era de 95% a 98%
pero nunca 100%. 1%-2% de las células control normales tenian una sefial de hibridacién. No se
sabe si las celulas con cero 0 una sefal representan nulisomias o monosomias 12, o si ellas son
debidas a una peor penetracién de la sonda , incompleta desnaturalizacion del ADN blanco o diana o
posible dafio del ADN durante el tiempo de almacenamiento de las ¢élulas en solucion de fijacion. Se
vieron tres sefiales en 1%-3% de las células. Las muestras fueron consideradas positivas para la
trisomia 12 cuando =4% de las células tenian tres sefales de hibridacién. Estos resuitados son
similares a otros que han sido previamente descrifos (Perez- Losada et al, 1991; Poddinghe et al,
1991, Anastasi et al, 1992; Cuneo et al, 1992; Chen et al, 1992a; Qumsiyeh y Tharapel, 1992). En
este trabajo se ha cobservado, por medio de HIS fluorescente, una aita frecuencia (3/5; 60%) de
trisomia 12 en pacientes con tricoleucemia en aigin momento de la evolucion de la enfermedad. Esta
frecuencia es mas alta que la previamente reportada basada en andlisis citogenético.

Tras recaida de |a tricoleucemia la trisomia 12 fue evidente en 3 pacientes (tabla 1). P2, (tabla
2), habia sido esplenectomizado tras el diagndstico de su tricoleucemia, después de lo cual se
alcanzd remision clinica y analitica y la trisomia 12 desaparecid. La trisomia 12 fue nuevamente
detectada tras recaida, pero desaparecid después de alcanzar la remision de la enfermedad y estar
sometido a tratamiento con INF y esternides. Después de esplenectomia, P4 fue tratado con INF, por
lo tanto alcanzandose remision clinica y analitica. La trisomia 12 fue detectada tras recaida,
detectandose un aumento en el porcentaje de céluias trisémicas, pero también desaparecio una vez
el tratamiento con INF y esteroides fue reiniciado y la remisién fue alcanzada. P1 habia sido
esplenectomizado 7 afos antes de este estudio y mostrd un progreso satisfactorio clinica y
analiticamente, ast como ausencia de trisomia 12. Sin embargo, tras recaida de fa tricoleucemia la
trisomia 12 persistié a pesar del tratamiento con INF y se observd una progresion de la enfermedad,
apreciandose también un aumento en el porcentaje de células trisémicas. Los otros dos pacientes
eran negativos para la trisomia 12. PS5 habla estado sometido a tratamiento con INF hasta 5 meses
antes de este estudio y se alcanzé la remisién de la enfermedad. El estudio de P3 empezé cuando la
tricoleucemia fue diagnosticada primeramente, y el paciente estd actualmente sujeto al

correspondiente seguimiento.
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Estos datos parecen indicar que hay alguna correlacion entre trisomia 12 y evolucion de la
tricoleucemia. En este estudio se puede apreciar como la HIS fluorescente con una sonda para el
cromosoma 12 es un método simple y sensible para la deteccidn de trisomia 12 en la tricoleucemia,
asi coma es Util para controlar el porcentaje de célutas trisdmicas a lo largo de la evolucién de ia
enfermedad del paciente.

En el presente estudio se ve que hay una evolucién variable en el porcentaje de células
tnsémicas en estos pacientes. Hay algunos pacientes que muestran esta trisomia 12 a io largo de toda
su evoiucion (P1) y otros pacientes la adquieren en el curso de la enfermedad (P2). Por Ultimo, en
otros pacientes esta trisomia 12 desaparece en el-trascurso de la enfermedad (P2 y P4).

Estos pacientes no fueron estudiados en el momento del diagndstico. Por esta razén se
desconoce:

a) si la positividad en la HIS fluorescente estaba ya presente en el momento del diagndstico
en aquellos pacientes que mostraban positividad a lo largo de su evolucién (P1).

b) si P4 era negativo en el momento del diagndstico o si era inicialmente positivo y llegd a ser
negativo después de la terapia.

Sin embargo, a pesar de la falta de esta informacion, tos datos recogidos desde el comienzo
de este estudio, creemos, nos permiten apuntar las conclusiones indicadas aqui.

Otros estudios no fueron hechos tampoco en el momento del diagnéstico. En el trabajo de
Golomb et al cinco pacientes habian sido sometidos a esplenectomia antes de ser remitidos al centro
para su estudio. Cuatro pacientes habian sido esplenectomizados una vez realizado el estudio
cromosomico original. En el trabajo de Haglund et al, 13 pacientes habian sido esplenectomizados
y/o habian recibido tratamiento con INF antes de su estudio. 5 pacientes habian sido sometidos a
muttiples tratamientos antes del estudio cromosémico.

Ya que sélo una sonda especifica para el cromosoma 12 fue usada en el presente estudio,
no se pudo valorar la posibilidad que en estos pacientes-con tricoleucemia podrian haber tenido otras
anomalias.

La razén para la discrepancia entre el presente estudio y el de Lewis, que no encontré
ninguna trisomia 12 en los 24 pacientes con tricoleucemia mediante HIS fluorescente, no esta clara.
En este trabajo se encontrd positividad mediante HIS fluorescente, en ei 60% de los pacientes (3/5)
y Lewis en ninguno (0/24), incluso analizando material espiénico después de esplenectomia.
Aungue, la serie de pacientes de este trabajo no es tan grande como la de Lewis, la razdén para esté
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discrepancia no esta completamente clara. Probablemente, pueda ser debido a diferencias en la
distribucion geografica de esta anomalia cromosémica o de seleccidn de pacientes. Ademas, Lewis et
al, analizan 50 celulasfpaciente y en este estudio se analizan 200células/paciente. Por ello, se cree
gue estos resultados podrian ser mas aceplabies.

Por otra parte, Haglund y Juliusson en su trabajo, emplearon analisis citogenético en células
de 36 pacientes con tricoleucemia estimuladas con mitégenos de células B. Se obtuvieron metafases
evaluables en séio 30 pacientes. Como ya se ha indicado en la introduccion, el andlisis citogenético
presenta importantes limitaciones con respecto a la técnica de HIS fluorescente. El andlisis
citogenético es realizado después del cultivo de fas células con mitégenos que estimulan ias células
B, pero este es un método dificil, debido ai bajo indice mitético de las célulés leucémicas de origen B
¥ a su peor réépuesta a la estimulacién con mitégenos. En muchos casos no-se producen meta'féses
analizables o cuando las metatases estdn presentes, presentan un cariotipo normal. La HIS
fluorescente es un método rapido para detectar las anomalias cromosomicas en células en interfase o
durante la metatase. Se puede analizar un mayor nimero de célutas que por medio del analisis
citogenético convencional. La HIS ﬂuorescente detecta anomalias cromosdmicas en muchds casos '
en donde no se puede hacer un andlisis citogenético convencional. La HIS elimina el sesgo
introducido al depender el andlisis citogenético de la division de las células B gracias a |a accién de-
mutagenos, evitando asi los peligros de division de células normales frente a células cancerosas y
facilita el rapido andlisis y hace posible el andlisis de casos en los que las células en metafase no se
pueden obtener. Escudier et al dicen que la HIS fluorescente identifica la trisomia 12
aproximadamente 2.6 veces mas a menudo que el andlisis citogenético.

Deducimos, que no esta suficientemente demostrado que la trisomia 12 sea un predictor de
la evolucion en la tricoleucemia, ya que en el presente trabajo sélo se estudiaron 5 casos. Asimismo,
su significado de peor prondstico no estd demostrado por datos suficientes, para indicar una
necesidad para suministrar tratamiento en un periodo temprano o la necesidad para una temprana
intervencion por la misma razon, pero si, como indican los resultados de este estudio, |a trisomia 12
podria ser un-marcador (til, ya que los datos de los pacientes parecen indicar que hay alguna
correlacién entre trisomia 12 y evolucion de la tricoleucemia, aunque muchos casos mds deberian ser
estudiados.

Algunos autores analizan 500células/paciente. Sin embargo, muchos autores analizan

menos células, incluso 100células/paciente. Asi, se cree que 200células/paciente es un nimero
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adecuado. Anastasi et al, analizaron 300células/paciente. Coignet et al, analizaron un niumero
variable de celulas, 200células/paciente en algunos casos, 300 células/paciente en otros casos, y en
algunos casos, analizan soélo 100 6 hasta 600células/paciente. Déhner et al, analizaron 300
céluias/paciente, aunque en algunos casos elios analizaron 600 células/paciente 6 700
células/paciente. Pérez Losada et al, analizaron 250 células/paciente.

Esta técnica permite identificar pacientes con trisomia 12. Este estudio sugiere que, como ha
sido demostrado para otras anomalias cromosémicas, la presencia de trisomia 12 en pacientes con
tricoleucemia podria ser un Util marcador para indicar evolucién de |a tricoleucemia. No obstante,

estudios posteriores seran necesarios para confirmar esta hipdtesis.
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Hl. LINFOMAS iLEUCEMIZADOS DE ORIGEN B.

Sandberg en 1981, concluye que las anomalias en los cromosomas 3 y 12 parecen ser
comunes y no al azar en enfermedades hematologicas de tipo maligno y premaligno.

Yunis et al en 1982, estudiaron mediante técnicas citogenéticas de alta resolucion, biopsias
de noddulos linfaticos de 44 pacientes diagnosticados de varios subtipos de LNH. Se obtuvieron
metafases adecuadas para el estudio en 42 pacientes. Pudieron ver que la t(14;18) era la anomalia
cromosomica observada, con mayor frecuencia, en 16 de los 19 pacientes diagnosticados de linfoma
foliculares y la t(8;14) en 5 de 6 pacientes afectos de LNH tipo inmunobiéstico de céiulas grandes.
Asimismo, pudieron detectar trisomia 12 en 4 de 11 pacientes afectos de LLCP. En uno de los 11
pacientes diagnosticados de linfoma folicular de células pequefias se ven delecciones del
cromosoma 12, pero no se ve trisomia 12, De 3 pacientes afectos de linfoma folicular de células
grandes, se pudo apreciar la presencia de trisomia 12 en uno de ellos. En 2 de 3 pacientes afectos
de linfoma inmunoblastico se pudo ver una #(8;14){(q24.1:q32.3), pero no trisomia 12. No se conoce
el significado de estas anomalias, quizds ellas proporcionen una ventaja funcional al proceso
neoplasico, por ello en los subtipos de linfomas ocurren defectos cromosdmicos caracteristicos.

Levine et al en 1985, analizaron mediante estudios citogenéticos en nédulos lintaticos u
otras masas del tumor, 120 pacientes diagnosticados de diferentes subtipos de LNH. En su trabajo, el
mas extenso de los reaiizados en pacientes afectos de esta patologia, indican que se disponen de
pacos datos con respecto a las anomalias cromosdmicas en los LNH, aunque casi todos los casos
presentan anomaiias cromosdmicas y han sugerido que las anomalias cromosémicas se correlacionan
con caracteristicas morfoldgicas especificas. La t(14:18)(q32;q21) ha sido asociada con los linfomas
foliculares. En los 19 casos diagnésticados de LLCP las anomalias cromosdmicas mas frecuentes,
afectan a los cromosomas 14 (53%), 11 (37%) y 12(32%). Las anomalias del cromosoma 12 son,
fundamentalmente, trisomia 12 en 4 casos y una ruptura 12p13 en 2 casos, aunque dicen que la
trisomia 12 no era mas comun en este subtipo que en los otros. En los 28 éasos diagnosticados de
linforna folicular de células pequefas las anomalias observadas con mayor frecuencia, afectaban a los
cromosomas 14(89%) y 18(68%). En los 13 casos diagnosticados de linfoma folicular de céiulas
grandes, las anomalias del cromosoma 14 correspondian a un 85% vy las del cromosoma 18 a un §2%.
Ninguna anomalia especifica de estos cromosomas fue mas comun que en los otros subtipos de
linfomas. Por Gitimo en los 3 pacientes pertenecientes al grupo inmunoblastico de células grandes se

pudo apreciar una t(6;11)(q21,p14) en un caso y una del(6)(q21) en 2 casos. En su trabajo conciuyen
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que dada la manera como las anomalias cromosdmicas segregan, puede ser que ellas afadan
informacion prondstico significativa a la histolégica y nos permitan predecir aquellos pacientes que
tendran una mayar supervivencia.

Juliusson et al en 1985, analizan mediante analisis citogenético muestras de SP de 29
pacientes con LLCP y solo se obtuvieron metafases evaluables en 16 pacientes, de los cuales §
presentaban trisomia 12. La trisomia 12 1a asociaron con un peor prondstico y parecia que la trisomia
12 era un marcador mas para los linfomas que para la LLCB.

Cabanillas et al en 1986, obtuvieron metafases evaluables en 17 de 25 pacientes
diagnosticados de varios subtipos de LNH. En muestras de néduio linfatico y MO de 2 pacientes
diagnosticados de linfoma folicular de células grandes se apreci6 la presencia de t(14:18) y en
muestras de bazo de 1 de 3 pacientes diagnosticados de LLCP, se detecto la presencia de +12. No
esta claro si la presencia de una anomalia cromosémica especifica tiene impacto en su prondstico.

Yunis et al en 1987, vieron que varios pasos en la evolucién clinica de las neopiasias
humanas son asociadas con una variedad de defectos cromosémicos que pedrian ser esenciales
para el e_ntendendimiento del cancer. Encontraron, mediante andlisis citogenético, en muestras de
tejido linfoide fresco, 15 tipos de anomalias cromosémicas en un estudio de 71 pacientes con
linfomas foliculares. Una t(14;18) observada en el 85% era el patrén determinante en el tipo folicular.
Ademas de esta translocacion, se observaron otras anomalias cromosémicas con una frecuencia
variable y la mayoria correlacionadas con un subtipo histopatolégico dado y un peor pronéstico. Una
deleccién 6q junto con una comgpleta o parcial +7 & +12 6 las dos, fueron asociadas con el linfoma
folicuiar de células grandes gque a menudo proviene del linfoma folicular de células pequefas (+12, en.
1'de 7 pacientes diagnosticados de linforna folicular de células pequefas y en 8 de 17 pacientes
diagnosticados de linfoma folicular de células grandes). Una +2 6 duplicacién 2p aparece en todos los
linfomas foliculares acompafiando un curso clinico acelerado y una peor respuesta al tratamiento.
Este estudio sugiere que varios defectos gendmicos discretos pueden gobernar la evolucién de una
enfermedad maligna.

Nishida et al en 1989, estudian 17 pacientes con LNH mediante andlisis citogenético. -
Observan una t(14;18) en 4 de los 5 pacientes con linfomas foliculares y una 1(8,14) en 1 de los
paéientes con linfoma inmunoblastico de células grandes. Dicen que las anomalias cromosémicas

pueden tener valor prondstico.
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En este trabajo, se ha empleado HIS fluorescente en células en interfase, que es una técnica
mas simple y mas réapida que el andlisis citogenético clasico, para la deteccion de trisomia 12 en estos
pacientes. Estos resultados fueron comparados con otros estudios que describen la presencia de
trisomia 12 en diferentes subtipos de linfomas leucemizados mediante analisis citogenético, todos
eilos en ndduio linfatico o bazo, a excepcion dei trabajo de Juliusson que fue realizado en muestras
de SP.

En el presente estudio la proporcion de céiulas control con dos sefiales era de 79% a 98%
peroc nunca 100%. 0%-2% de las células control normales tenian una sefal de hibridacién. Al igual
que ocurria en la tricoleucemia, no se conoce.si las células con cero o una sefial representan
nulisomias o monosomias 12, o si ellas son debidas a una peor penetracién de la sonda , incompleta
desnaturalizacion del ADN blanco o diana o posible dafic del ADN durante el tiempo de
almacenamiento de las céluias en solucién de fijacién. Se vieron tres sefiales en 1%-19% de las
células. Las muestras fueron consideradas positivas para la trisomia 12 cuando =4% de las células
tenian tres sefales de hibridacién. Estos resultados son similares a otros que han sido previamente
descritos (Pérez- Losada et al, 1991; Poddinghe et al, 1991: Anastasi et al, 1992: Cuneo et al, 1992;
Chen et al, 1992a; Qumsiyeh y Tharapel, 1992).

En este trabajo se ha observado por medio de HIS fluorescente la presencia de trisomia 12-
en varios subtipos de linfoma. Tras recaida del LNH, 13 frisomia 12 fue evidente en 5 pacientes (5/11;
45.5%) con LLCP (Tabla 1). Esta frecuencia es bastante elevada.

'Tras recaida del LNH, la trisomia 12 fue también evidente, en 1 paciente con linfoma folicular
de células grandes (1/3) (Tabla 1). )

No se detecté mediante HIS fluorescente la presencia de trisomia 12 en los otros dos
subtipos de LNH, inmunobiastico de células grandes y folicular de células pequefias.

Pacientes con LLCP.

P1 (tabla 2) habia estado a tratémiento con clorambucil alcanzdndose la remisidn clinica y
analitica. Pero 2 afios mas tarde se apreci6 una recaida de la enfermedad observandose la presencia
de trisomia 12, cuyo porcentaje de células trisémicas auments en sucesivas revisiones. Esta trisomia
12 se mantuvo pese al tratamiento con clorambucil y CHOP aprecidndose una progresién de la
enfermedad que llevo a su fallecimiento.

P2 fue tratado con ciorambucil, obteniéndose una buena respuesta clinica y analitica y la

trisomfa 12 desaparecio.
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P3 alcanzo la RC tras una buena respuesta al tratamiento con radioterapia y CHOP para su
LNH de bajo grado localizado a nivel perifaringueo. Pero 2 afios mas tarde, su linfoma de bajo grado
se transforma ep un linforna de grado intermedio y se observa |a presencia de trisomia 12 que
persiste pese’ él tratamiento con MIME, apreciandose asimismo una actividad intensa de su proceso
neoplasico-y un aumento en el porcentaje de células trisdmicas.

PS fue tratado inicialmente con COP, lograndose una RP de su enfermedad, mostrando un
progreso clinico y analitico satisfactorio, asi como ausencia de trisomia 12. Tras recaida de su linfoma,
se aprecio la presencia de trisomia 12, asf como un aumento en su porcentaje, que persistié pese al
tratamiento con CHOP y una progresién lenta de la enfermedad.

P6 habia estado sometido a tratamiento con clorambucil y prednisona obteniéndose ia
remision ciinica y analitica. Se le suspendié el tratamiento, pero 2 afios mas tarde tras recaida de su
linfoma se le objetivé la presencia de trisomia 12 que persistic pese al tratamiento con clorambucif y
prednisona, observandose al mismo tiempo una progresién de su neoplasia.

P4 y P7 estaban sometidos a tratamiento con clorambucil y CHOP respectivamente hasta 2
meses después de iniciar este estudio, alcanzandose la remisién clinica y analitica y no se detecté la
presencia de trisomia 12.

Los otros cuatro pacientes (P8, P9, P10 y P11) no habian estado ni se encontraron
sometidos a tratamiento durante este estudio, encontrandose analiticamente estables, y no se
observo 1a presencia de trisomfa 12.

En los pacientes pertenecientes al grupo inmunobléstico de células grandes no se detecté la
presencia de trisomia 12 en ninguno de los 4 pacientes estudiados asi como tampoco en el paciente
diagnosticado de linfoma folicuiar de células pequefas.

En 1delos 3 pacientes diagnosticados de linfoma folicular de células grandes, se detectd la
presencia de trisomia 12. Este paciente (P3) habia estado sometido a tratamiento con CHOP
lograndose la remision clfnica y analitica de la enfermedad y no se observo la presencia de trisomia
12. Tras recaida de su linfoma se le reinstaura el tratamiento con CHOP y se aprecia la presencia de
trisomia 12 (10%). Los otros dos pacientes (P1 y P2) no habian estado sometidos a tratamiento y se
encontraban analiticamente estacionarios y asintométicos, no apreciadndose la presencia de la trisomia
12.

Estos datos parecen indicar, al igual que ocurrfa en la tricoleucemia, que hay alguna

carrelacién entre trisomia 12 y evolucién en algunos subtipos de linfomas concretamente en el LIL.CP
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y, quizas también, en el folicular de céluias grandes, pero en este caso solo se han estudiado 3 casos
que son muy pocos.

Estos pacientes no fueron estudiados en el momento del diagndstico. Por ello no se puede
saber:

a) si la positividad en la HIS fluorescente estaba presente en el momento del diagnéstico en
aquellos pacientes que mostraban positividad a lo largo de su evolucion (P1, P3, P6).

b) si P2 era negativo en el momento del diagndstico o si el era inicialmente positivo.Se
conoce que la mayoria de las leucemias y linfomas son asociados con anomalias cromosdémicas
caracteristicas.

¢) si P5 era positivo en el momento del diagndstice ¢ si el era inicialmente negativo.

A pesar de no disponer de estos datos, se cree que los datos de los que se disponen
permiten indicar las conclusiones antes mencionadas.

Los trabajos mencionados anteriormente, tampoco fueron realizados en el momento del
diagnostico. En el trabajo de Juliusson et al en 1985, 7 de los pacientes que analizaron habian
recibido tratamiento antes del estudio, incluso varios afios antes de! anélisis citogenético. Yunis et al
en 1982, estudiaron 27 pacientes antes del tratamiento y 18 pacientes habfan recibido ya
quimicterapia, radioterapia ¢ ambas cuando fue iniciado su estudio. El andlisis en los pacientes no
tratados fue realizado en o dentro de pocos meses después de su diagndstico. La mayoria de los
pacientes tratados fueron estudiados dentro de 6 meses a 5 aitos después de su diagndstico. Levine
et al analizaron 78 pacientes en el momento del diagndstico, antes de la recaida y 42 pacientes
fueron estudiados en recaida. i

Como en el presente estudic se ha empleado una sonda para el cromosoma 12 dnicamente,
no se puede valorar |a presencia 0 ausencia y el significado de otras anomalias cromosémicas en
estos pacientes.

En 1985 con el trabajo de Juliusson se tuvo la irﬁpresién gue la trisomia 12 era mas comun
entre los pacientes con LL_CP y tenia un mayor prongstico adverso que en la LLCB, pero con el
estudio de un mayor niimero de pacientes y su seguimiento las diferencias desaparecieron. No
obstante, en el presente estudio, mediante HIS fluorescente, se encuentra una elevada frecuencia
de trisomia 12 en este grupo de pacientes en muestras de SP, al igual que en el frabajo de Juliusson,
mediante analisis citogenético convencional. Esto quizas se pueda explicar porgue, como ya se ha

visto esta anomalia cromosdmica es la que se encuentra més frecuentemente en la LLCB, y el LLCP
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es una entermedad muy similar a la LLCB, es el equivalente a la LLCB en el noduio linfatico. El que
esta anomalia cromosémica aparezca en algunos pacientes antes del tratamiento indica que no es
inducida por dicho tratamiento (P1, P2, P6). A excepcion de Levine que habia dicho que esta
anomalia podria significar una peor supervivencia y Juliusson que significaba un peor prondstico, los
otros autores no sabian su significado. En este estudio se puede ver una relacion entre la presencia
de trisomia 12 y la evolucidn del LNH.

En este estudio se ve que los pacientes con LLCP (P1, P2, P3, P5, P86) presentan una
evolucion variable en el porcentaje de células trisémicas. Hay algunos pacientes que muestran esta
trisomia 12 a lo largo de toda la evolucion de la enfermedad (P1, P3, P6) y algunos pacientes
adquieren células con trisomia 12 durante el curso de la enfermedad (P5), asi como en otros
pacientes esta trisomia 12 desaparece a lo largo de la evolucién de la enfermedad del paciente (P2).

En los pacientes con linfoma folicular de células grandes se detectd la presencia de trisomia
12 en un paciente y también se relacioné su presencia con la evolucion de la enfermedad. Yunis en
1982, vio la presencia de trisomia 12, en 1 de 3 pacientes estudiado.s y en 1987 en 8 de 17
pacientes analizados. En este estudio no se puede concluir nada sobre su importancia ya que solo se
analizaron 3 pacientes y su presencia fue vista sélo en uno de ellos, pero en este paciente que se ha
analizado, -se relaciona su presencia con la evolucién de la enfermedad y se aprecio también una
evolucion en el porcentaje de células trisémicas en este paciente (P3).

En los otros dos subtipos de LNH, folicular de células pequefas e inmunobléstico no se ha
encontrado presencia de trisomia 12 en los casos analizados, no obstante se ha estudiado un
nimero muy reducido de casos. Unicamente, Yunis et al en 1987, habian descrito su presencia
mediante analisis citogenético, en 1 de los 7 pacientes diagnosticados de linfoma folicular de células
pequefias. En el presente estudio, por medio de HIS fluorescente, se ha analizado Unicamente un
paciente con este diagndstico en el que no se encontrd trisomia 12, esto no es significativo ni
extrapoiable a lo que puede ocurrir entre estos pacientes.

En este estudio se puede ver como fa HIS fluorescente con una sonda para el cromosoma 12
es un método sensible y répido para la deteccion de ia trisomia 12 en los pacientes con LNH y para
controlar el porcentaje de células trisdmicas a lo largo de la evolucion de estos pacientes.

Se considera que la trisomia 12 podria ser un marcador Util, como indican los resultados del

presente estudio, ya que los datos de los pacientes parecen indicar que hay alguna correlacién entre
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trisomia 12 y evolucién en algunos subtipos de linfomas, aunque I"fl.l-J(;h'OS més casos deberian ser
estudiados para poder confirmar esta hipdtesis.

Para confirmar la asociacion de esta alteracidén cromosémica con un peor prondstico o una
evolucion de la enfermedad, se requiere un estudio de un gran nimero de pacientes. Esta anomalia
cromosomica no sélo es observada en un subtipo histoldgico. Esto sugiere que esta anomalia no

siempre determina un fenotipo linfoide distinto.
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IV. SINDROMES LINFOPROLIFERATIVOS CRONICOS DE ORIGEN T.

Los datos de cambios cromosomicos en los pacientes con SLPc de origen T son muy
escasos.

Nowell et al en 1980 estudiaron mediante analisis citogenético, clones anormales en cultivos
de células T de 9 pacientes con LLCT. Ningun cambio cromosémico consistente fue detectado en
estos pacientes, los cromosomas afectados fundamentalmente eran 2, 14 y 18. Un paciente tenia
trisomia 12, 18 y 19 y dos pacientes tenian un clon con una transiocacién que envalvia el cromosoma
14: uno era una transtocacién entre los cromosomas 14 y 18 y el otro entre los cromosomas 14 y 11,

En 1981 Sandberg analiz6, mediante andlisis citogenético nodulos linfaticos, bazo o masas
de tejido en pacientes diagnosticados de linfomas cutdneos de células T. En este estudio,
concluyen que la aneuploidia es muy frecuente en esta enfermedad, asi como las anomalias
cariotipicas numéricas y estructurales. Los cambios estructurales afectan fundamentaimente a los
cromosomas 7, 14, 16, 6 y 9 en orden de frecuencia. Los cambios numéricos afectan
fundamentalmente a los cromosomas 8, 15, 11, 17, 22 y 10. Asi los cambios mas frecuentes son una
1(4;14) que lleva a un 4g+ y 14g-, 1(2;9), 1(2;13), 17p+, 19p+, y otras, asi como una gran variedad de
cambios numeéricos. En los pacientes con LLCT describieron la presencia de 14q+ en algunos casos.
Pero se desconocia si existia alguna correlacién entre las anomalias cariotipicas y otras caracteristicas
de la enfermedad.

Ueshima et al en 1984 analizaron mediante estudios citogenéticos 3 pacientes con LLCT.
Todos los pacientes tenian un reordenamiento del brazo largo del cromosoma 14, con una ruptura en
la banda 14q11, que puede conferir una ventaja proliferativa.

Zech et al en 1984 también vieron mediante analisis citogenético, que en los pacientes con
LLCT la inversion del cromosoma 14, inv(14)(q11.2q32.3), ocurre frecuentemente.

Knuutila et al en 1986, desarroilaron un método citogenético que permitia el analisis
simultaneo de la morfologia de la célula, fenotipo inmunolégico, y cariotipo en la misma célula.
Estudiaron dos pacientes con LLCB y vieron que la trisomia 12 en la LLCB ocurre en las células 8
perc no en las células T.

Autio et al en 1987, analizaron mediante la técnica MAC, que permite el andlisis simultaneo de
la morfologia, fenotipo inmunoldgico y cariotipo de la misma célula mitética, linfocitos de 14 pacientes
con LLCB y uno con LLCT. En los pacientes con LLCT una inversién del cromosoma 14 es la
-anomalfa cromosdmica mas frecuente.
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Escudier et al en 1991 también confirmaron la restriccion de la trisomia 12 a las células By su
ausencia en células T usando la técnica H!S fluorescente/FACS.

Debido a la dificultad que presentan los estudios cromosdmicos en las células LLC
neoplasicas, los estudios cromosdmicos en estos pacientes son escasos asi como en los pacientes
afectos de sindrome de Sézary. Las células LLC neoplésicas tienen un bajo indice mitético. Por ello,
ha sido dificil inducir divisiones mitéticas en las célutas malignas en los cultivos de linfocitos o cuando
se obtienen metafases, muchas veces son normales. HIS flugrescente en células en interfase tiene la
capacidad de complementar tas técnicas de citogenética clasicas. En este trabajo, se ha usado HIS
fluorescente, en ndcleos en interfase de muestras de SP, para detectar la trisomia 12 en pacientes
con SLPc de origen T. Estos resultados fueron comparados con otros estudios llevados a cabo por
medio de analisis citogenético en pacientes con SLPc de origen T.

Como ya se ha descrito anteriormente, en el presente estudio la proporcién de células controt
con dos sefiales era de 95% a 98% pero nunca 100%. 1%-2% de las células control normales tenfan
una senal de hibridacion. No se conoce si las células con cero o una sefial representan nulisomias o
monosomias 12, o si ellas son debidas a una peor penetracién de la sonda , incompleta
desnaturalizacién del ADN blanco o diana o posible dafioc del ADN durante el tiempo de
almacenamiento de las células en solucién de fijacion. Se vieron tres sefiales en 1%-3% de las
células. Las muestras fueron consideradas positivas para la trisomia 12 cuando =4% de las células
tenian tres senales de hibridacion. Estos resuitados son similares a otros que han sido previamente
descritos (Pérez- Losada et al, 1991; Poddinghe et ai, 1991; Anastasi et al, 1992; Cuneo et al, 1992;
Chen et al, 1992a; Qumsiyeh y Tharapel, 1992).

En el presente trabajo, no se ha observado por medio de HIS fluorescente la presencia de
trisomia 12 en pacientes con SL.Pc de origen T, durante los 2 afios de estudio. Estos datos coinciden
con los previamente reportados, a excepcion del estudio de Nowell en 1980.

Tras recaida de los SLPc, la trisomia 12 no fue evidente en ninguno de los 5 pacientes (tabla
1). P1, P2y P3, diagnosticados de LLCT (tabla 3), alcanzaron la remisién clinica y analitica después
de tratamiento con quimioterapia y no se observd la presencia de trisomia 12. Tras recaida de su
LLCT, se reinstauré el tratamiento quimioterapettico y tampoco se evidencid la presencia de trisomia
12,

P1, diagnosticado de sindrome de Sézary (tabia 3), mostrd un progreso satistactorio clinica y
analiticamente, alcanzandose la remision de su enfermedad tras el tratamiento con. INF y prednisona y
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no se detecto la presencia de trisomia 12. P2, también diagnosticado de sindrome de Sézary (tabla
3), alcanzd la remisién clinica y analitica de su enfermedad tras el tratamiento con INF y no se detectd
la presencia de trisomia 12. Tras recaida de su linfoma se reinstaurd el tratamiento con INF y tampoco
se evidencid la presencia de trisomia 12,

En este estudio no se detectd la presencia de la trisomia 12 en estos pacientes, no
pudiendo evidenciarse diferencias con respecto a su presencia y a la evolucion de la enfermedad
como ocurria en los pacientes afectos de LNH o de tricoleucemia.

Este estudio, a excepcién del paciente P2, no fue hecho en el momento de! diagnastico,
sino 1-5 afios después del diagnéstico. Por ello se desconoce si en el momento del diagndstico
presentaba trisomia 12. Perg a pesar de la falta de esta informacién, los datos recogidos desde el
comienzo de este estudio, se cree, se pueden apuntar las conclusiones que se indican.

Ademas muchos de los estudios antes mencionados no fueron realizados en el momento del
diagnostico. Asi por ejemplo, los 3 pacientes analizados por Ueshima con LLCT, habian sido ya
diagndsticados entre 2-5 afios antes de que &l realizara su estudio en muestras de SP y de MO.

Ya que sdlo se empleé_ una sonda especifica para ef cromosoma 12 en este estudio, no se
pudieron valorar la posibilidad que en estos pacientes podrian haber tenido otras anomalias
cromosomicas.

La razon para la discrepancia entre el presente trabajo, que no encuentra trisomia 12 en
ningun paciente con LLCT mediante HIS fluorescente, y el estudio de Nowell es debido a que el
diagndstico de los pacientes estudiados por &l podria ser LLCB y no LLCT. Nowell encuentra en sus
pacientes, pocos linfocitos B, un nimero superior al normal de linfocitos T y muchos linfocitos que
clasifica como "null’. Las células B cuando estan enfermas, expresan pocas lgs de membrana y se
confunden, por eilo podria ser que esas células que Nowell clasificara como “null” fuesen linfocitos B.

En los otros estudios realizados mediante andlisis citogenético no se detectd la presencia de
trisomia 12 e incluso, Knuutila y Autio, mediante andlisis citogenético, y Escudier mediante HIS
fluorescente, demostraron que la trisomia 12 ocurria en céiulas B y no en células T. En el presente
estudio, sin las limitaciones que se han visto al emplear las técnicas citogenéticas convencionales, y
mediante el uso de la HIS fluorescente, que es una técnica rdpida y simple, no se ha visto tampoco la
presencia de trisomia 12 en estos pacientes. Por ello |a trisomia 12 no podria ser un marcador Util en
los pacientes con SLPC de origen T, al contrario de lo que parece en pacientes con LLCB,

tricoleucemia y LLCP, pero muchos més casos han de ser estudiados.
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V. LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA.

La aplicacion de [a HIS para la deteccién del cromosoma Ph en LMC fue descrita inicialmente
por Bartram et al en 1983. Emplearon HIS radioactiva con sondas tritiadas e identificaron la
translocacion al contar granos de plata.

Arnoldus et al en 1990, estudiaron mediante HIS fluorescente, células en metafase y
nucleos en interfase de muestras de MO de 3 pacientes con LMC y de SP de un donante sano. Esta
colocalizacion fue vista en los 3 pacientes con LMC mientras que soio en el 0.5% de los linfocitos
normales se aprecid esta colocalizaciéon.

Tkachuk et al en 1990, usaron HIS fluorescente para detectar la fusién ber-abl en muestras de
SP de un paciente y en muestras de MO de seis pacientes. La fusion fue detectada en todos los
casos analizados, de los cuales tres eran citogenéticamente hegatiyos.

Dewald et al en 1993, investigaron la utilidad de la HIS fluorescente con sondas para M-bcry
abl. El rango normal de fusion entre Mber y abl fue estabiecido en la MO de 25 controles normales.
Estudiaron las sondas en 35 muestras de MO de 5 sujetos normales y de 29 pacientes con LMC o
LLA. Este método permitio fa identificacion del cromosoma Ph en pacientes con LMC. En células en
metafase de pacientes con LLA este método establecié cromosomas Ph con puntos de ruptura en la
regién “minor” del ber.

Estos estudios demuestran como HIS fluorescente es un método mas sensible gue la
citogenética convencional para la deteccién del cromosoma Ph en la LMC.

En el presente estudio se ha demostrado , al igual que se venia apuntando en otros trabajos.
como la HIS no radioactiva es més sensible para detectar el cromosoma Ph, con la ventaja afadida que
la técnica permite el estudio de nlicleos en interfase, que la citogenética convencional.

El analisis citogenético no fue posible en el P1, ya que no se pudieron obtener metafases
para dicho analisis, debido a gque el andlisis citogenético convencional presenta serias limitaciones,
como son gue en muchos casos no se pueden obtener metafaseé analizables para el estudio como
ocurrié en este caso.

Sin embargo el andlisis por medio de HIS fluorescente pudo ser posible en los 3 casos. Uno
de ellos, era citogenéticamente negativo (P1) y en cambio por medio de HIS fluorescente era Ph+ \
lo que demuestra la mayor sensibilidad de esta técnica como ya se indicaba en los trabajos antes
mencionados. Los otros dos casos eran Ph+ (P2, P3) por medio de analisis cilogenético

cenvencional y de HIS fluorescente.
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En este estudio se compararon dos protocolos de HIS fluorescente para 1a deteccién del
cromosoma Ph en pacientes con LMC y se pudo ver como los dos protocolos de HIS permiten la
deteccion de dicha translocacion. En el primer protocolo, no se han empleado ningtin pretratamiento,
mientras que en el segundo protocolo, si han empleado distintos pretratamientos {(RNAsas para
eliminar el ARN endégeno, pepsinas para eliminar las proteinas y formaldehido para fijar las células).
Los dos protocolos permiten detectar el cromosoma Ph con igual sensibilidad, por ellc no es
estrictamente necesario someter a estos pretratamientos a las preparaciones para poder detectar el
cromosoma Ph, simplificando por ello todévia mas el protocolo de HIS flucrescente.

La deteccidén del cromosoma Ph.ya sea mediante analisis citogenético convencional o
mediante HIS fluorescente, habia sido hecha, principalmente, en muestras de MO, porque la
enfermedad, fundamentalmente, estriba en una neoplasia del sistema granulopoyético de la MO, y
en SP era mas dificil detectar su presencia si no se encontraba el paciente en fase de evoiucién de la
enfermedad.

En el presente estudio se realizo citogenética convencional e HIS fluorescente en SP de
estos 3 pacientes con LMC. Se detectd la presencia _de dicha translocacién mediante citogenética en
2 casos, en el otro  caso no se pudo realizar andlisis citogenético. El andlisis mediante HIS
fluorescente, fue posible en los 3 casos. Los- 3 pacientes Ph+, por HIS flucrescente, no estaban en
fase de evolucion de la enfermedad ya que estaba muy controlada por el tratamiento. En estos
pacientes se detectd dicha translocacién en un 45%, 38% y 72% respectivamente de nticleos en
interfase. Esto permite demostrar también !a sensibilidad de HIS fluorescente, ya que pese a que
estaba ya muy controlada su enfermedad, se detecta [a presencia de un cromosoma Ph en un
porcentaje elevado, y ademas, en SP, ya que ta mayor sensibilidad en la deteccion dei cromosoma
Ph, segun distintos investigadores, es obtenida en muestras de MO.

El presente estudio fue realizado empleando una mezcia de sondas césmidos marcadas con
digoxigenina para la deteccion del gen ber y de un cdsmido conjugado con biotina para la deteccion
del oncogén abl. Los cosmidos dan sefiales pequefas pero visibles. Arnoldus et al, 1990, dicen que
las librerias no pueden ser aplicadas con éxito a nticleos en interfase.

En este estudio se ha identificado en células en interfase o en metafase, cromosomas Ph
con un Mbcr. Este es el lugar de ruptura en el 100% de las LMC. Dewald en 1993, indicé que esta
técnica podria permitir diferenciar células en interfase 0 en metafase con un Mber de aquellos con un

mbcer.
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Dewald indicé que ya que ninguno de los 10 controles normales tenian ninguna célula con
mas de una aparente sefial de fusion Mbcr/abl, HIS fluorescente parecia ser altamente sensible para
la deteccion de celulas con multiples cromosomas Ph. En el presente estudio, no se detectaron ni en
los controles ni en las muestras de los 3 pacientes, ningunas células con mas de un cromosoma Ph.

Este concepto es importante porque la observacién de nucleos con multiples cromosomas
Ph ha sido asociada con los estadios mas agresivos de LMC. Asi, la utilidad de métodos citogenéticos
para proporcionar evidencia de progresién de la enfermedad, podria ser aumentada
significativamente, por el andiisis de células con HiS fluorescente. €n este estudio, no se ha
encontrado mas de un cromosoma Ph en cada uno de los pacientes, quizas pueda ser debido
también a que estos pacientes estaban ya muy tratados y su enfermedad estaba ya muy controlada.

La posibilidad de resultados falso positivos debido a colocalizacién al azar de sefiales abl y ber
en células normales es baja, teniendo en cuenta que el tamafio de las sefales es pequeiio
comparado al tamafio de la célula. Resultados falso negativos debido a fracaso de la hibridacion
puede ocurrir, sin embargo, la optimizacién de la HIS y de los sistemas de deteccién reducen este
problema.

La HIS puede ser de gran ayuda para detectar aberraciones cromosomicas estructurales,
particularmente cuando |a calidad de las metafases no es bastante buena para el andlisis citogenético

clasico.
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V. METODO DE HIS FLUORESCENTE

Las técnicas de HIS han sido usadas con éxito en la mayoria de los tejidos bicldgicos
incluyendo celulas totales, secciones de tejidos, cromosomas y nicieos aislados. La técnica de HIS
fluorescente esta basada en el mismo principio simple del analisis de “Southern Blot®, |a capacidad
dei ADN de cadena Unica para unirse al ADN complementario. Numerosos investigadores han
descrito DISTINTOS pracedimientos detallaaos para HIS fluorescente (Pinkel et al, 1988 ; Rowley et
al, 1990, Poddinghe et al, 1991; Le Beau 1993; Price et al, 1993; De Vita et al, 1993: Tabernero et al,
en prensa). Los pasos esenciales en HIS fluorescente son comunes en todos estos protocolos.
Como en ef andlisis “Southern Blot”, el ADN -blanco se une a un sustrato: en el caso de HIS
fluorescente, el ADN bianco es el ADN nuclear de las células en interfase o e ADN de los
cromosomas en metafase gue son fijados a un porta de cristal de microscopio (HIS fluorescente
también puede ser llevado a cabo con preparaciones de MO, de SP o de tejidos tijados y
seccionadoes). La sonda es marcada, comunmente por incorporacién enzimatica de nucledtidos
modificados. Para permitir que se lleve a cabo Ia hibridacién de secuencias complementarias, el ADN
celular y el ADN de la sonda marcada son desnaturalizados por calor en una solucién de formamida
para formar ADN de cadena Unica. Una solucién que contiene la sonda de ADN es aplicada al porta,
los portas son cubiertos con cubres y sellados, y la hibridacidn tiene lugar por incubacion toda ia
noche de 37°C a 40°C. Después, la sonda no unida es quitada por lavados en formamida-SSC, y los
portas son procesados para la deteccidn de la sonda.

Pero en cada uno de estos pasos generales de |a técnica de HIS fluorescente, se pueden
tener en cuenta algunas consideraciones importantes y que no son comunes a todos los métodos
empleados, muchas de Ias cuales no se han empleado en este estudio, alcanzandose, igualmente,
niveles de sensibilidad elevados. _

La tecnica de HIS por método no-radioactivo consta de cuatro apartados:

1) Preparacién adecuada de la muestra y de los portas.

2) Tratamiento enzimatico y fijacién celuiar.

3) Hibridacion.

4) Revelado inmunolégico de la sonda hibridada.
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VL.1. PREPARACION ADECUADA DE LA MUESTRA Y DE LOS PORTAS.

La metodologia empleada en la preparacion de muestras para HIS es variable.

En este estudio se ha empleado directamente muestras de SP en los tres protocolos de HIS
fluorescente utilizados, para la deteccidn de la trisomia 12 6 del cromosoma Ph, observandose
correctamente la presencia de estas dos anomalias cromosomicas, a pesar de que numerosos
investigadores indicaban que la mayor sensibilidad para la deteccion del cromosoma Ph o de trisomia
12 en pacientes con tricoleucemia era directamente en muestras de MO o de bazo (tejidos sélidos,
que han de ser disgregados empleande métodos mecanicos (bisturi y pinzas) y/o enzimaticos},
respectivamentey noen SP. - . _-.

‘Otros investigadores han visto que se pueden utilizar también directamente improntas y
preparaciones de citocentrifuga de diferentes tejidos, suspensiones celulares de tumores solidos o
incluso cortes de tejido inciuidos en parafina.

En la mayoria de los pacientes analizados en este trabajo, el estudio no se realizd de forma
inmediata por ello se fijaron las células en una solucion 3:1 de metanol/4cido acético de forma idéntica
a la utilizada en las técnicas citogenéticas habituales. De esta forma los nicleos celulares se
almacenaron a -20°C hasta el momento de realizar la hibridacién, no alterandose la calidad de los
resultados de la hibridacion, aunque estas muestras no estuvieron aimacenadas mds de dos meses,
ya que Anastasi et al en 1992, vieron que el almacenamiento de las muestras durante largo periodo
de tiempo en solucidn de fijacién, deteriora las muestras, reduciendo ta hibridacion posterior.

Ademas, se le cambié el fijador al menos una vez al mes, para evitar el deterioro de las
muestras por su almacenamiento en esta solucion.

Preparacién de los portas.

En el caso de los pacientes con LMC para la deteccién del cromosoma Ph, los portas fueron
limpiados con alcohol/éter 1:1 mientras que para la deteccidn de la trisomia 12 se emplearon portas
que habian estado en metanol (al menos 1 dia) y en agua (1 dia), demostrando que son va’lidbs uno u

otro procedimiento de preparacion de portas para la deteccion de anomalias cromosdmicas.

VI.2. TRATAMIENTO ENZIMATICO Y FIJACION CELULAR.

El objetivo del tratamiento enzimatico es facilitar la entrada de la sonda en el nlcleo y permitir
su hibridacién con la secuencia de ADN correspondiente. La fijacidn con formaldehido de los nicleos
interfasicos y de los cromosomas metafésicos contribuye a preservar su integridad morfologica
durante la desnaturalizacion y la hibridacion. En este estudio se puede ver como estos
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pretratamientos son opcionales y aunque algunos investigadores decian que eran necesarios
cuando se demanda una alta sensibilidad, ésta puede conseguirse sin su utilizacion.
Entre estos pretratamientos cabe destacar los siguientes:

1-Inactivacion_enzimdética endégena. Cuando un enzima es usado como marcaje final, la

actividad enzimatica enddgena puede tener que ser inactivada.

2-Digestion con RNasas. Este tratamiento sirve para quitar el ARN enddgeno que puede

reducir la eficiencia de la hibridacion debido a que éstos pueden competir con la sonda marcada. Por
otra parte, la posible formacién de hibridos entre la sonda y estos RNAs aumenta ei ruido de fondo y
puede dificultar fa interpretacion de los resultados (Pardue et al, 1970).

3. Inhibicion de RNasas. Si se utilizan sondas de ARN, puede ser necesario inhibir la actividad
de las RNasas presentes en la preparacién lo cual, por otra parte, asegura, la preservacion de los
RNAs de la preparacion (Singer et al, 1989).

3- Digestién con enzimas proteoliticos. Este tratamiento sirve para aumentar la accesibilidad
por medio de la digestion de las proteinas que estan airededor del ADN bianco facilitando la entrada
de la sonda en el nicleo y permitiendo su hibridacién con la secuencia de ADN correspondiente. Se
ha demostrado que incrementa significativamente la eficacia de la hibridacién y reduce el ruido de
fondo. Se realiza por medio de incubacion de las preparaciones en Proteinasa K o en pepsina (Burns
et al, 1985).

4 Tratamiento detergente. Incubaciones con Triton X-100, NP-40 & dodecilsuifato sédico

pueden ser usadas cuando se sospecha que los componentes de membrana lipidicos no han sido
extraidos por otros procedimientos como fijacion, deshidratacién y procedimientos de inactivacién
enzimatica enddgena,

6.Prehibridacién. Cuando se observa demasiada tincién de fondo, se puede intentar una
prehibridacion, usando una mezcla que contiene todos los componentes de una mezcla de
hibridacién excepto !é sonda y dextran sulfato.

En 2 de las técnicas de HIS fluorescente empleadas en este estudio no se han empleado,
ninguno de estos tratamientos enzimaticos alcanzandose igualmente una alta sensibilidad en ia
deteccidn tanto de la trisomia 12 como del cromosoma Ph.

En la técnica de HIS fluorescente empleada para la deteccién de la trisomia 12, no se
emplearon ninguno de estos pretratamientos, Unicamente se utilizé un primer lavado en CIH 0.1N y

0.05% de Tritén X-100 que ayuda a eliminar e! ruido de fondo.
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En el primer protocolo empleado para la deteccién del cromosoma Ph, no se emplearon
ninguno de estos pretratamientos, al contrario del segundo protocolo en el que se realizd primero
una digestion con RNasas, que permite la digestion del ARN endégeno, y posteriormente una
digestién con pepsina, para la digestion de las proteinas que estan alrededor del ADN blanco. Al
comparar los resuitados obtenidos en estos dos protocolos, se aprecia una sensibiiidad equivalente
en la deteccion del cromosoma Ph mediante ambos procedimientos, con y sin ningtin pretratamiento
enzimatico.

La fijacién es uno de los aspectos esenciales en la preparacién del materiat y no todos los
fijadores son adecuados para las técnicas de hibridacion. Se ha demostrado que las fijaciones con
aldehidos incrementan la intensidad de la sefial de hibridacién y proporcionan resultados mas
reproducibles al mejorar la retencién de los acidos nucleicos en la preparacion (Hafen et al, 1983).

Se ha visto que la utilizacién de formaldehido intetfiere menos en la desnaturalizacion del
ADN (Narayanswamiy Hamkalo, 1987).

| En este estudio, en el protocolo de HIS fluorescente para la deteccién de trisomia 12 y en el
segundo protocolo de HIS para la deteccidn dei cromosoma Ph, el fijador empleado fue el
formaldehido consiguiéndose excelentes resultados, reflejados en una intensa sefial de hibridacién,
que es por ello reflejo de una buena retencidon de los 4cidos nucleicos en la preparacién, de una
correcta desnaturalizacion del ADN retenido en la preparacién para que éste pueda hibridar con la
sonda y por ultimo de que la fijacién ha preservado correctamente la estructura del material. Pero este
paso de fijacién tampoco es estrictamente necesario, ya que en el primer protocolo de HIS para la
deteccién del cromosoma Ph, no se emplea ningln fijador, y pese a ello, se consigue una buena
retencion de los 4cidos nucleicoé en la preparacidn y una correcta desnaturalizacién para su posterior
hibridacién con !a sonda, traducido en una correcta detencién del cromosoma Ph. El dnico
tratamiento que se emplea en este caso, es un lavado en 2xSSC a 37°C, lo que envejece los

cromosomas, haciéndolos por elios menos sensibles a la sobredesnaturalizacion.

VL.3. HIBRIDACION.

En numerosos ensayos de HIS a ADN, asi como en los tres protocolos vistos en este estudio,
se ha observado que es imprescindible realizar un tratamiento de desnaturalizacién para que la
sonda pueda hibridar con la secuencia de interés. La desnaturalizacion del ADN puede realizarse
mediante incubacién en medio alcalino a elevada temperatura o bien en presencia de formamida. En
los 3 protocolos empleados en este estudio se empled la formamida que desestabiliza los hibridos
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reduciendo su temperatura de fusion (Tm) (1% formamida reduce 0.72°C la Tm de un ADN nativo) y
en consecuencia permite realizar la hibridacién a temperaturas mas bajas (Bishop, 1972; Casey y
Davidson, 1877). Asi, por ejempio, en presencia de formamida al 40-50% la HIS puede realizarse a
30-40°C. Este descenso en ia temperatura de hibridacion suele ser favorable para evitar el deterioro
morfolégico del materiat.

La presencia de formamida en la mezcla de hibridacion eleva el nivel de astringencia evitando
asi en gran medida uniones inespecificas de ia sonda. La formamida se disocia en amonio y acido
formico, resultando en un aumento del pH bajo mezcla con solucién acuosa. Por lo tanto numerosos
investigadores han dicho que la formamida para ser usada en soluciones de hibridacidn ha de estar
desionizada, pero en este estudio en el protocolo de HIS fluorescente para la deteccion de la
trisomial12 y en el primer protocolo de HIS fluorescente para la deteccion del cromosoma Ph se
empled formamida no desionizada, mientras que en el segundo protocolo empleado para la
deteccion del cromosoma Ph se empled formamida desionizada, demostrando que la formamida
desionizada no es estrictamente necesaria, para la sensibilidad de la técnica de HIS fluorescente, para
la deteccidn de las anomalias cromosémicas.

Numerosos investigadores han indicado también que sea cual sea el método empleado para
la desnaturalizacién es conveniente desnaturalizar la preparacion justo antes de realizar la hibridacion.

Ei tiempo de desnaturalizacién es variable dependiendo fundamentalmente de la
concentracion de formamida utilizada y del tipo de muestra a analizar. En este estudio vemos como en
el caso de la deteccion de la trisomia 12 se emplean 4 minutos mientras que en la deteccién del
cromosoma Ph se empiean 2 minutos. La preparacidn de hibridacion no debe dejarse secar nunca ya
que esto incrementa el ruido de fondo.

Condiciones de hibridacién. Aunque la cinética de formacion de hibridos “in situ” es
poco conocida, se ha demostrado que es muy similar a la gue presentan las reacciones de hibridacién
sobre filtro (Szabo et al, 1977). En consecuéncia, cabe esperar que los factores que afectan a la tasa
de hibridacion y a la estabilidad de los hibridos sean los mismos en ambos casos. Un concepto basico
a considerar en cualquier proceso de hibridacion es la astringencia definida como el limite minimo de
homoeiogia o de estabitidad que debe presentar un hibrido para que su formacién sea posible en las
condiciones en las que se realiza Ia hibridacién. Asi en qondiciones de alta astringencia sélo pueden
formarse hibridos entre secuencias que compartan un elevado grado de complementariedad. Los

dos factores principales que condicionan la astringencia de una hibridacion son la temperatura y la
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fuerza idnica del medio. En general las condiciones de alta astringencia estan asociadas a
temperaturas elevadas y a concentraciones salinas bajas.

Uno de los factores que condiciona la tasa de hibridacion es ia concentracién de_sonda,
puesto que la formacion de hibridos depende de los choques al azar entre las dos moléculas
implicadas. La concentracion de sonda necesaria en ensayos de HIS suele ser superior a la que se
utiliza en otros tipos de hibridacién, debido a que la interaccion entre la sonda y su secuencia
complementaria en la preparacion esta dificultada por la presencia de otros componentes celulares.
Una posible estrategia para incrementar Ia tasa de hibridacién consiste en utilizar polimeros de inertes
que aumentan la concentracion efectiva de sonda por exclusién de volumen. En el protocolo de HIS
fluorescente empleado en este estudio para la deteccién de trisomia 12, se utilizé dextran sulfato al
10% en la solucion de hibridacion, lo cual proporciona tasas de hibridacion 10 veces mas altas (Wahi
etal, 1979).

La temperatura y la fuerza idnica del medio también influyen en |a tasa de hibridacién (Britten

et al, 1974).
_ A bajas concentraciones salinas ia tasa de hibridacién aumenta proporcionalmente a la
concentracion de sales en [a solucién de hibridacion. Por otra parte, la estabilidad de los hibridos es
mas alta a mayor fuerza idnica.

La Longitud del fragmento de la sonda también influye en ia tasa de hibridacion. Ya que con la
HIS las moléculas de sonda tienen que difundir dentro de Ia matriz densa de células y cromosomas, ia
reduccion de la longitud del fragmento es un prerequisito. La longitud dptima del fragmento es de

200-400 nucledtidos.

Otro factor que ha de ser considerado para una buena hibridacion es la_complejidad de la

sonda (Landegent et al, 1987).

De acuerdo con los protocolos cldsicos de HIS las preparaciones son hibridadas durante toda
la noche (aproximadamente 12-18 h), como fue reafizado en el presente estudio. Sin embargo,
algunos autores han cuantificado la densidad de marcaje obtenida tras distintos tiempos de
hibridacién y han determinado que el maximo se aicanza a las 4-5 horas, después de las cuales el nivel
de sefial permanece constante (Binder et al, 1986). La temperatura de hibridacién no deberia bajar
de 37°C para minimizar la hibridacién cruzada de secuencias alfa satélite al centrémero de otros
cromosomas. La temperatura de hibridacion no deberia subir de 37°C para asegurar intensidad de

sefial maxima.
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Una vez realizada la hibtidacion, las preparaciones deben ser lavadas a fin de eliminar el
exceso de sonda. DUrante la hibridacion se forman ddplex entre las secuencias perfectamente
emparejadas y las menos homdlogas. Para retirar la sonda hibridada a secuencias menos homologas,
las preparaciones son lavadas con la astringencia deseada. La astringencia de los lavados puede ser
caontrolada variando las concentraciones de sal, de formamida y la temperatura. Es imprescindible que
la hibridacién permita la formacion del hibrido deseado, pero seran las condiciones de lavado las que,
en uitima instancia, permitan el mantenimiento de aquellos hibridos que presenten una determinada
estabilidad. Los procesos de deteccion posteriores a la hibridacién deben evitar cualquier tratamiento

que pudiera producir desnaturalizacion.

Vi4. REVELADO INMUNOCLOGICO DE LA SONDA.

Puede llevarse a cabo por dos metodos diferentes empleando método inmunoflucrescente
o inmunohistoquimico.

VIi.4.1. Metodo fluorescente

Es el método empleado en ios 3 protocolos de HIS fluorescente analizados en este estudio.
Antes de empezar la deteccidn inmunocitoquimica los lugares de unién inespecificos tienen gue ser
blogueados. Para ello se usa leche en polvo que reduce el fondo, como en el caso del segundo
protocolo empleado par 1a deteccidn del cromosoma Ph. El uso de leche en polvo en vez de BSA o
suero normal en los tampones ha resuitado ser muy ventajoso con respecte al fondo. No cbstante en
el caso del protocolo para la deteccién de trisomia 12 se han empleado altas concentraciones de sal
(4xSSC) que proporcionan ventajas, ya que ayudan a reducir las sefiales de fondo a un minimo, pero
s6lo se pueden emplear cuando la unidn antigeno/anticuerpo sobrevive a astas condiciones.

Se pueden usar varias reacciones de deteccidn para visualizar sondas de ADN biotiniladas y
digoxigenadas en unicas y multiples hibridaciones. Las sondas biotinadas pueden ser detectadas
gracias a la alta afinidad que presenta la avidiné frente a la biotina (Heitzman y Richard, 1974). Esta
molécula es muy estable y puede unirse faciimente, a anticuerpos o a moléculas marcadoras
{fluorocromos, enzimas, oro coloidal) que permiten la deteccién de los hibridos formados sobre
preparaciones citolégicas. La avidina es una glicoproteina y en consecuencia puede unirse a
determinados componentes celulares, 10 cual no ocurre ¢on la eétreptavidina.

Para detectar pequefias secuencias blanco de copia Unica el sistema biotin-avidin y su
método de amplificacién es preferido generaimente (Pinkel et al, 1988) y es el que se ha empleado
en este estudio con éptimos resultados. ——-
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VI1.4.2. Método inmunohistoquimico.
Pueden emplearse todos los enzimas utilizados en inmunocitoquimica. Los mas usados son

peroxidasa y fosfatasa alcalina. Con peroxidasa, la reaccién DAB (Graham y Kamovsky, 1966; Scospi y

Larson, 1986, Cremers et al, 1987) es la preferida. De las reacciones con fosfatasa alcalina la mas

usada es ia reaccion (BCIP/NBT) (Hopman et al, 1986).

VI.4.3. Amplificacién inmunolégica.

En aquellos casos en los que independientemente del método empleado para el revelado, la
senal de hibridacién no sea suficientemente visible o fuerte ha de llevarse a cabo una amplificacion
inmunoldgica de la sefial. Después de la incubacién con avidin-FITC, las sefiales son amplificadas por
incubaciones seguidas con antiavidin biotinilado y avidin-FITC. Como la afinidad por el avidin-biotina
y el antiavidin al avidin, es alta, estas incubaciones pueden ser hechas en altas concentraciones de
sal (4xSSC Lawrence et al, 1988), lo cual ayuda a reducir al minimo las sefiales de fondo, como se
puede apreciar en este estudio en el protocolo de HIS fluorescente empleado para la deteccion de la
trisomia 12.

Para la deteccion de grandes secuencias blanco de copia Unica como por ejemplo cdsmidos,
como es el caso en este estudio de la deteccion del cromosoma Ph, el sistema digoxigenina es una
buena alternativa.

Los anticuerpos marcados con FITC pueden ser reemplazados por anticuerpos conjugados
con otros fluorocromos como acido acetico aminometilcumarina (AMCA) (azul) (Khalfan et ai, 1986),
tetrametiirodamina (TRITC) (rojo) y “Texas red” {rojo profundo).

Se debe cuidar mucho la eleccién de las condiciones de sal correctas para cada incubacién:
generalmente se recomienda usar aita concentracion de sal en los tampones inmunolégicos, sin
embargo no todas las interacciones antigeno-anticuerpo aguantan altas fuerzas iénicas.

En las reacciones de deteccién inmunocitoguimica nunca se debe dejar secar los portas
durante los procedimientos inmunocitoquimicos, porque aumenta el ruido de fondo y los tampones
de lavado deben contener detergentes no idnicos como Tween-20, Tritén X-100 y NP40 para reducir
el fondo y prevenir que ios portas se sequen. Asi en el presente estudio se incluyeron estos
detergentes no ionicos en fos tampones de lavado: NP40 en el tampén 4xSSC para los lavados
posthibridacion en el protocolo de HIS flucrescente para la deteccion de la trisomia 12 y Tween-20 en
el tampdn 4T, en el segundo protocolo para la deteccién del cromosoma Ph.

Después de haber realizado las reacciones de tincién inmunocitoquimica, se realiza la
contratincidon general del ADN.
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Vi.4.4. Contratincion general del ADN.

Para poder visualizar el material celular, los portas son contratefidos con fluorocromos que se
unen al ADN, tales como el rojo fluorescente {IP) o con el azul flucrescente (DAPI). La tincidn con
DAP! induce un patrdn de bandeo cromosdmico que es idéntico a las bandas G 6 Q; asi DAPI es
preterido para el andlisis de céluias en metafase. £s aconsejable afadir un agente “antifade” tal como
‘p-phenylenediamine” (Johnson y Nogueira, 1981) 6 n-propilgallate (Giloh y Sedat, 1982), 6 DABCO
(Johnson y Nogueira, 1981) al medic ya que por esta razon se retrasa la pérdida de fluorescencia o de
color. En el presente estudio se le afiade “p-phenylenediaming” como agente “antifade”. A causa de
su elevada eficacia cuantica, FITC es el-fluorocromo mds usado en HIS fluorescente: Se usa,
principalmente, en combinacidn con el P como una contratincién y DABCO como un reactivo
“antifade”, aunque en este estudio, se empled con “p-phenyienediamine” como reactivo “antifade”,
Ambos FITC y IP pueden ser vistos al mismo tiempo con luz de excitacion azul apareciendo FITC
como amarillo y IP como rojo/naranja. Proximo a FITC, TRITC se usa ampliamente. En este caso, al
coincidir ef espectro de emisién de TRITC y el del IP, éste no puede utilizarse, siendo sustituido por
otro fluorocromo que emita en una longitud de onda diferente como ef DAPI (75ug/mL). Al no
sobreponerse practicamente los espectros de emisién de FITC y de TRITC ambos flucrocromos
pueden emplearse de forma simultdnea en marcajes con dos sondas diferentes, como en el caso de
la deteccion del cromosoma Ph en el presente estudio. En este caso se emplea como contratincion
nuclear el DAPI vy el reactivo “antifade p-phenylendiamine”. Debido a que TRITC fluorece rojo bajo luz
de excitacion verde y DAP! fluorece azui bajo luz de excitacién ultravioleta, ambos fluorocromos
pueden ser solo visualizados mediante combinacién de dos filtros fluorescentes diferentes, como

son FITC y TRITC (Johrson y Nogueira, 1881).
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V. CONCLUSIONES.

. RELACIONADAS CON EL METODO DE HIBRIDACION IN SITU (HIS)
FLUORESCENTE UTILIZADO PARA LA DETECCION DE TRISOMIA 12.

1} Este método es mas sencillo que otros protocoios de MIS fluorescente propuestos, siendo
por ello mas accesible a cualquier laboratorio. No son necesarios los pretratamientos, entre ellos,
RNAsa y pepsina, comunes a distintos protocolos de HIS fluorescente, para eliminar el ruido de
fondo y también para facilitar 1a entrada de 1a sonda en las células, simpiificando por eilo ia técnica,

pero manteniendo su sensibilidad.

Il. GENERALES SOBRE LA DETECCION DE LA TRISOMIA 12 EN SINDROMES
LINFOPROLIFERATIVOS CRONICOS (SLPc) DE ORIGEN B.

1) HIS fluorescente, en muestras de sangre peritérica (SP), es una técnica sensible y rapida

para la deteccion de trisomia 12 en estos pacientes.

2} El momento de deteccién de la trisomia 12 y su evolucién en estos pacientes es variabie,
asi algunos pacientes adquieren esta anomalia cromosémica en el curso de la enfermedad, mientras
que otros pacientes la presentan durante toda su evolucion.

3) Los datos del presente estudio parecen indicar que hay alguna correlacién entre trisomia
12 y evolucion de la enfermedad, por eilo su presencia parece constituir un buen marcador de la

evolucion clinica del proceso. Seran necesarios estudios posteriores para confirmar esta hipétesis.

Ii. RELACIONADAS CON LA LEUCEMIA LINFATICA CRONICA DE ORIGEN B
(LLCB). '

1) El estudio comparativo de 14 pacientes mediante citogenética y mediante HiS
fluorescente demuestra la mayor sensibilidad de la técnica de HIS fluorescente frente a la
citdgenética convencional, permitiendo determinar ta presencia de trisomia 12 en uné fraccion de
pacientes con LLCB no evaluables citogenéticamente o con un cariotipo normal.
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2) La trisomia 12 se relaciona con el estadio, siendo mas frecuente en los estadios
avanzados de la LLCB. Asimismo, la presencia de trisomia 12 se relaciona con otros parametros
pronéstico de la LLCB. Asi, los pacientes con trisomia 12 tienden a presentar una mayor incidencia
de esplenomegalia y de adenopatias. Preséntan mayores niveles de leucocitosis periférica, menores
valores de inmunoglobulina G (IgG) y patrén difuso de infiltracién medular. Ello esta de acuerdo con el
estadio mas avanzado visto en los pacientes con trisomia 12. Estos pacientes, en su mayoria, estan
previamente tratados y muestran una tendencia hacia una peor supervivencia.

Este estudio sugiere que la presencia de trisomia 12 en la LLCB podria ser un ¢tit marcador
para indicar un peor prondstico en dicha enfermedad y que podria utilizarse la trisomia 12 en la LLCB,

junto con otros factores prondstico.
IV. RELACIONADAS CON LA TRICOLEUCEMIA.

1} La trisomia del cromosoma 12 se detectd en la tricoleucemia mediante HIS fluorescente
con mayor frecuencia que la referida en otros estudios basados en analisis citogenético ya sea a
través de cuftivo de SP, incluso de cultivo de lineas celulares ¢ bien mediante HIS.

V. RELACIONADAS CON LOS LINFOMAS LEUCEMIZADOS DE ORIGEN B.

1) Esta anomalia cromosémica no se observa sélo en un subtipo histoldgico. Esto sugiere

que dicha anomalia no siempre viene determinada por un fenotipo linfoide distinto.
VI. RELACIONADAS CON LOS SLPc DE ORIGEN T.

1) No se ha observado la presencia de trisomia 12 en los pacientes con SLPc de origen T

analizados en el presente estudio.
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VIl. RELACIONADAS CON LA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC).

1) HiS fluorescente es mas sensible que los métodos de citogenética convencionales para la
deteccion del cromosoma Filadelfia (Ph) y permite su deteccion no sélo en muestras de médula osea
(MO) sino inciuso en muestras de SP, aunque no se encuentre el paciente en fase de evolucion de la
enfermedad, io que demuestra también la mayor rentabilidad y comodidad de dicha técnica. La
sensibilidad de HIS fluorescente para detectar nlicleos con multiples cromosomas Ph permite un

mejor control y seguimiento de los pacientes con LMC.

2) No son necesarios los pretratamientos en los protocolos de HIS fluorescente para la

deteccion del cromosoma Ph, simpiificando por ello la técnica.
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FE DE ERRATAS

Pag. 26 dice velocidad de sedimentacion granulocitica y deberia decir velocidad de
sedimentacion globuiar.

Pag. 38 dice cierytos y deberia decir ciertos.

Pag. 38 dice balstos y deberia decir blastos.

Pag. 85 dice antioveja y deberia decir anticarnero.

Pag. 87 dice coien y deberia decir cogen.

Pag. 87 dice CIMg y deberia decir CloMg.

Pag. 145 dice 95% a 98% y deberfa decir 96% a 99%.

Pag. 146 dice 11.5% de 61 casos y deberia decir 57.14% de 7 casos.

Pag. 156 dice 95% a 98% y deberia decir 96% a 99%.

Pag. 162 dice 79% a 98% y deberia decir 96% a 99%.

Pag. 162 dice 0% a 2% y deberia decir 1% a 2%.

Pag. 162 dice 1% a 19% vy deberia decir 1% a 3%.

Pag. 168 dice 95% a 98% y deberia decir 96% a 99%.
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