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SIMPOSIO

Temas selectos del laboratorio de hematologia

Introduccioén

Lina Teresa Romero-Guzman*

La Hematologia prospera como especialidad médica
cuando hay unaestrecharelacidn de trabajo cooperativo
entre el médico y el servicio del laboratorio que procesa
y analiza las muestras de los pacientes que son impor-
tantes para el diagndstico y tratamiento. En el pasado, el
hematélogo tomaba y examinaba muestras de sangre
periférica y médula ésea personalmente; sin embargo,
conelavance que hatenidolatecnologiaen el desarrollo
de la instrumentacion y siendo que los estudios se
vuelven més sofisticados, se ha dado paso a que el
personal de laboratorio seinvolucre cadavez masrepre-
sentando una parte importante de esta area.

Es necesario crear un puente entre el médico y el
personal de laboratorio y esto se logra mediante la
comunicacion y la educacion, por tanto, se ha disefiado
un programa dirigido a médicos, quimicos, técnicos de
laboratorio e investigadores cuyo objetivo es proporcio-
nar una descripcion acerca de métodos de vanguardia
parael estudio de enfermedades hematoldgicas hacien-
do énfasis enla presentacion de opiniones de los autores
en base a sus experiencias personales acerca de los
temas seleccionados, enfocados principalmente a los
procedimientos de control de calidad, métodos de
implementacion reciente para el estudio del metabolis-
mo del hierro, biologia molecular, citometria de flujoy la
combinacion de ambas metodologias.

Control de calidad

Las pruebas de laboratorio generalmente son uno de los
indicadores més sensibles del estado de salud o enfer-
medad de un individuo. Se toman decisiones importan-
tes acerca del manejo del paciente en base a pequefas
variaciones de esos datos. Los laboratorios deben tener
muchos cuidados ya que muchos factores independien-
tes ala enfermedad pueden afectar los valores de estas
pruebas. El objetivo de analizarlas muestras tomadas de
los pacientes es obtener un resultado que describe la
condicién del paciente representada por la concentra-
cion del analito en sangre u otros fluidos, este resultado

ayuda al médico a elaborar un diagnéstico o tomar una
decision correcta, asi lo primero que se requiere es una
muestra adecuada y ésta se obtiene con los cuidados
gue requiere la fase preanalitica, la cual se define como
el conjunto de los procesos y materiales requeridos
antes de que lamuestraseaprocesadaen el laboratorio.
Asi, la fase analitica es definida como el producto del
proceso. Se ha descrito que el 47% de los errores se
producen durante la fase preanalitica, 25.1% en la fase
- analitica y 13.6% en la postanalitica. Un resultado
correcto y una apropiada interpretacion de la informa-
cion puede guiar a no realizar pruebas innecesarias,
reducir costos y entender de mejor forma los resultados.

Es portantoindispensable contar con programas, de
evaluacion continua de la calidad internos y externos en
todos los laboratorios dependiendo de las necesidades
médicas y siguiendo las normas para organizacion y
funcionamiento de los laboratorios clinicos de acuerdo a
las recomendaciones internacionales.

Metabolismo del hierro

Bajo el entendimiento de que la absorcién, transporte,
utilizacion y almacenamiento del hierro en el organismo
se llevan a cabo fundamentalmente mediante mecanis-
mos celulares y moleculares, éstos proporcionan las
bases para el disefio y uso de las pruebas de laboratorio
Utiles para detectar deficiencia o sobrecarga de hierroy
otras anormalidades del metabolismo del hierro. Avan-
ces en el estudio de esta area han permitido la caracte-
rizacion de proteinas importantes como son la ferritina,
la transferrina y sus receptores entre otros. Entre las
pruebas que recientemente se han desarrollado, dos
son principalmente de utilidad para uso clinico de rutina,
la medida de la concentracion del fragmento soluble del
receptor de la transferrina en suero para el diagnéstico
de anemia asociado con aumento en la hematopoyesis
y con deficiencia de hierro tisular, y la deteccion de
mutaciones en elgen HFE en el diagnéstico de hemaocro-
matosis hereditaria.

*Jefe del Laboratorio de Hemato-Oncologia. Instituto Nacional de Pediatria. Insurgentes Sur 3700-C. Col. Insurgentes Cuicuilco. México, DF.
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Biologia molecular

En los pasados 20 afios se ha producido un gran
progreso enlatecnologia de labiologia molecular (BM).
Primero fue posible obtener informacion indirecta acer-
ca de la estructura y funcién de los genes por hibrida-
cion de DNA/DNAy DNA/RNA para el conocimiento de
la estructura y cantidad del DNA o RNA por medio de
sondas moleculares. El siguiente avance fue la habili-
dad de fraccionar DNA en partes de tamafio predecible
con enzimas de restriccion bacterianas, esto produjo la
invencion de latécnica que ahoratiene un papel central
en el desarrollo reciente de la genética molecular hu-
mana, llamada Southern Blot. Este método permite
estudiar la organizacion de los genes directamente y
proporciona la definicion de un namero de diferentes
formas de patologia molecular. Unavez que fue posible
fraccionar el DNA se insertaron las piezas en vectores
capaces de dividirse dentro de las bacterias
generandose los archivos de DNA humano creciendo
encultivos bacterianos. Mas tarde fue posible secuenciar
los genes induciéndolos a sintetizar productos en
microorganismos. En el momento que estuvo disponi-
ble el mapeo del genoma humano siguio la identifica-
cion deregiones de DNA altamente pleomorficas, sien-
do posible investigar cualquier gen de una enfermedad
donde la causa eratotalmente desconocida, facilitando
el descubrimiento de genes de muchas enfermedades
importantes. Considerables logros se han alcanzado
en el entendimiento de la patologia de las enfermeda-
des a nivel molecular y esto ha tenido un particular
impacto en Hematologia, permitiendo avanzar en el
conocimiento de la funcion de los genes y mecanismos
de la enfermedad a casi todas sus areas.

La BM se ha aplicado en el estudio de la leucemia
aguda (LA). Las LAs constituyen una pequefa parte de
todas las enfermedades malignas humanas, el nUmero
de genes identificados a través de traslocasiones
cromosémicas es mayor que aquellos identificados en
otros tipos de cancer. Las técnicas de citogenética han
sido mejoradas con el uso de moléculas de DNA mar-
cados condiversos fluorocromosy laposibilidad de que
cualquier fragmento individual de DNA pueda ser reve-
lado en células en metafase e interfase por hibridacion
in situ por fluorescencia. Esas nuevas técnicas son
particularmente aplicables a la investigacion de
cariotipos complejos. El andlisis de bandas G ha sido el
eje en la identificacion de anormalidades recurrentes
en enfermedades malignas y ha permitido la identifica-
cion de los genes involucrados en muchas enfermeda-
des. La introduccion de las técnicas de hibridacion in
situ (FISH) ha sido de gran utilidad para complementar
mayor precision en la caracterizaciéon de anormalida-
des citogenéticas. Por medio de la hibridacion genémica
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comparativa se puede realizar un analisis de genoma
cromosomico desbalanceado, directamente sobre el
DNA extraido del tumor de interés. El multi-FISH es
particularmente Gtil en el andlisis de cariotipos complejos
y podran ser detectados rearreglos simples o complica-
dos con el desarrollo futuro de combinaciones de sondas
de telébmeros con multi-FISH.

Citometria de flujo

Lacitometria de flujo enun método de analisis de células
aisladas de correlacién multiparamétrica rapido y dina-
mico. Los avances en la tecnologia de hibridomas,
biotecnologia e inmunobiologia asociada con los de
guimica de fluorocromos y sistemas computacionales
han contribuido al menos enlaevolucion de tres fases de
la citometriaclinica. La primera fue el inmunofenaotipo de
leucemias y linfomas, segundo fue la necesidad de
conteo del marcador de superficie celular CD4 en res-
puesta alainfeccion por el virus de lainmunodeficiencia
humana (VIH) y tercero la cuantificaciéon de células
CD34 y evaluacion de la respuesta inmune seguida de
trasplante alogénico. Mas adelante ha tenido importan-
cia la deteccién de antigenos especificos de células T,
células dendriticas asi como células metastasicas circu-
lantes, andlisis de ciclo celular, identificacién de molécu-
las intracelulares entre otros. Por tanto, es necesaria la
actualizacion relacionada con esta metodologia inclu-
yendo apropiada caracterizacion de Ags de citoplasma
y superficie de la célula, 6ptimo mapeo electrdnico y
adecuados reactivos y procesos, con el fin de ampliar su
utilidad en el estudio de las enfermedades hematoldgicas.
Por otra parte es necesario conocer sus limitaciones con
el objeto de mejorar la interpretacién de los resultados.

En relacion a la pregunta acerca de la identificacion
de un grupo de pacientes pediatricos de LAL de bajo
riesgo, laimportancia de la misma radica en que aunque
diferentes regimenes de tratamiento pueden producir
indices de curacién equivalentes y efectos téxicos agu-
dos similares, la frecuencia, el tipo y la gravedad de las
secuelas a largo plazo pueden ser bastante diferentes.
Elreconocimiento de los efectos nocivos alargo plazo de
las modalidades terapéuticas en LAL, debe resultar
necesariamente en modificaciones en las terapias esta-
blecidas. Estas modificaciones son un proceso dinamico
y demuestran la preocupacion de los médicos y sus
equipos de trabajo en mejorar la calidad de vida de los
sobrevivientes del cancer en la infancia. Los progresos
de la biotecnologia como el inmunofenaotipo, indice de
DNA, la deteccién de genes de fusion, en conjunto con
las caracteristicas demograficas clinicas y hematoldgicas
delos pacientes, hanfacilitado la deteccion de pacientes
de bajo riesgo y contribuiran sin duda al disefio de
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nuevas modalidades terapéuticas, con protocolos de
guimioterapia “atenuada” de la misma eficacia y poten-
cial curativo similar, pero con minima toxicidad y
morbilidad a mediano y largo plazo.
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l. Certificacion y/o acreditacidon ¢coOmo conseguirlas?

José Pérez-Jauregui*

Tradicionalmente los laboratorios clinicos han utilizado
los programas de Control de Calidad Internoy de Evalua-
cion Externa de la Calidad para vigilar y evaluar su
desempenfio,! siendo éstos incluso obligatorios en la
actualidad en algunos paises, incluido México.2

Estos programas, aunque Utiles y ampliamente utili-
zados, han mostrado ser insuficientes para alcanzar,
asegurar y desarrollar la calidad en los laboratorios
clinicos, por lo que se han buscado nuevas y diferentes
estrategias como son, entre otras, los esquemas de
Certificacion bajo las normas ISO 9000.3

Los estandares de las series de 1SO 9000 fueron
originalmente desarrollados, hace ya mas de 50 afios,
para proporcionar a la industria manufacturera interna-
cional la estructura para asegurar que los productos que
compraban reunian criterios de calidad.*

En la actualidad este concepto se ha extendido a los
laboratorios clinicos en donde, el sistema de calidad
establece para el cliente (pacientes y/o médicos) que el
producto comprado (un resultado de laboratorio) cumple
con las normas de calidad establecidas®.

EIINCMNSZ, érgano desconcentrado de la Secreta-
riade Salud cuyos origenes se remontan al afio de 1946,
tiene entre sus servicios un Laboratorio Central (LC) y
una Unidad de Toma de Muestras (UTM), los cuales
iniciaron en mayo de 2000, los trabajos paraimplementar
un sistema de calidad y obtener la certificacion del
mismo bajo la norma ISO 9002:1994.5

A continuacion se presenta brevemente el camino y
las estrategias utilizadas para lograrlo.

Unas de las primeras acciones emprendidas fue nom-
brar un Comité de Calidad, conformado por distintos
miembros del laboratorio, y un administrador de calidad,
gue se dedicaria de tiempo completo alaimplementacién
y documentacion del Sistema de Calidad.

El director del sistema, en conjunto con el citado
comité, elaboraron la “Politica de Calidad”, misma que
serviria de eje sobre el cual giraria todo el Sistema.

Posteriormente se contrataron los servicios de un
consultor externo, experto enlos sistemas desarrollados
bajolanormatividad de ISO 9000, el cual participariacon
nosotros en la capacitacion del personal para la com-
prension einterpretacionde lanorma, enlaformacionde
auditores, y en la elaboracién de documentos.

Se consiguieron diferentes documentos que servi-
rian de referencia como, diversas normas de ISO,
estandares del NCCLS (National Comittee for Clinical
Laboratory Standards), entre otros.

Aunque el LC y la UTM desde hacia ya unos 5 afios
utilizaban indicadores de calidad para medir su desem-
pefo, éstos se redefinieron y mejoraron.

Apoyados en diversos proveedores externos, se
enviaron a calibrar los instrumentos que lo requirieran,
como pipetas, termémetros, marcos de pesas, etc.

LaPoliticade Calidaddel LCydelaUTMdel INCMNSZ
guedo definida de la siguiente forma: “Alcanzar o exceder

* Laboratorio Central, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).
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las expectativas de médicos, pacientes y organizaciones
aquienes prestamos servicios de laboratorio”. Aunque es
necesario y mandatorio que todo el personal de la organi-
zacion la conozca y entienda, y que sepa de que forma
participa individualmente en el logro de la misma, no es
eso lo que resulta mas complicado.

De acuerdo con nuestra experiencia, consideramos
que uno de los mas grandes retos al implementar el
sistema de calidad es lograr que el personal viva todos
los dias la Politica de Calidad de la Organizacion. Cuan-
do el personal la hace suya, es cuando se alcanza la
maduracion plena del sistema de calidad.

Otro de los aspectos medulares para la implantacion
del sistema de calidad fue la elaboracion de toda la
documentacién. Para ello y siguiendo las guias y reco-
mendaciones de lanormade ISO, se elaboré un Manual
de Calidad en el que ademéas de describir en forma
general lo que es el laboratorio, se menciona el “qué se
hace”. Se elaboraron ademas 17 procedimientos gene-
rales, que aplican atodala organizacion, y en los cuales
de describe el “quién, dénde y cuando se hace”. Final-
mente se escribieron 125 instrucciones operativas, unas
de ellas administrativas y otras de aspecto técnico. Para
elaborar estas Ultimas nos apegamos, con algunas mo-
dificaciones, al estdndar GP2-A3 del NCCLS. En estos
tltimos documentos se describe en forma detallada el
“como se hace”.

La elaboracion de todos estos documentos permitio
revisar detalladamente los procesos que se llevan a
cabo en el laboratorio, y en su caso, modificarlos y
mejorarlos.

Todos los documentos estan resguardados por el
administrador de calidad y él tiene un control sobre la
emisioén y revision de los mismos.

Unavez elaborados los documentos, debe capacitar-
se a todo el personal que hara uso de ellos, en el
conocimiento de los mismos. El personal no debe saber
de memoria “todo” lo que dicen los procedimientos, pero
si debe saber de su existencia, y cobmoy cuando utilizar-
los.

Otro de los aspectos fundamentales para la implan-
tacion del sistema radica en la trazabilidad de las medi-
ciones. Para ello es necesario tener bajo control toda la
instrumentacion que se utiliza en el laboratorio, lo que
involucralas calibraciones, mantenimientos, programas
de control interno y externo, para conocer laincertidum-
bre y la exactitud de las mediciones.
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Finalmente, aunque no menos importante, vienen el
control del proceso y la mejora continua, para lo cual es
necesario definir e implementar indicadores que abar-
guentodas las etapas del proceso: pre y posty analitica.
Estos indicadores incluyen la deteccion y registro de
inconformidades, con sus respectivas acciones
correctivas y analisis de raiz de la causa; las encuestas
de satisfaccion a médicos y pacientes, para conocer “la
voz" de nuestros clientes y conocer sus expectativas; la
medicién de los tiempos de entrega de resultados y de
tiempos de espera de los pacientes; el analisis de los
costos de la operacion del laboratorio; etc.

El dia 3 de mayo la compafiia Bureau Veritas Quality
International (BVQI), después de dos dias de auditoria,
emitio la recomendacion para que nuestro sistema se
certificara bajo la norma 1ISO 9002:1994, con los avales
americano (ANSI-RAB) y europeo (UKAS).

Nuestros resultados demuestran que es posible im-
plantar un sistema de calidad en un laboratorio de una
institucién del Sector Publico. En el afio 2000 aparecio la
norma para la organizacion y funcionamiento de los
laboratorios clinicos NOM-166-SSA1-1997 y esimperati-
vo el cumplir con dicha normatividad. Al tener un sistema
de calidad como el que obtuvimos, no solo logramos
cumplir con dichanorma, sino que larebasamos conside-
rablemente. Ademas, hoy en dia con lapuestaenmarcha
por la Secretaria de Salud de la Cruzada Nacional por la
Calidad, el gobierno de nuestro pais hafijado indicadores
y propuesto metas para satisfacer las necesidades de los
usuarios de los servicios de salud.

Laimplementacion de sistemas de calidad como aste
seguramente ayudaran a mejorar la calidad de la aten-
cién a los enfermos en nuestro pais.
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ll. Receptor soluble de la transferrina en la deficiencia
de hierro

Josefa Piedras*

Elreceptor de latransferrina (RTf) es la puerta de entrada
del hierro del espacio extracelular al interior de practica-
mente todas las células del organismo. El RTf es una
glucoproteina transmembranal que contiene dos subuni-
dadesidénticas, cada una con una masa molecular de 95
kDa. Este receptor une principalmente transferrina diférri-
cayelcomplejo receptor-transferrina se internalizadentro
de un endosoma, desde donde el hierro es transferido al
citosol. Laapotransferrinapermanece unidaasureceptor
y regresa a la superficie de la célula donde se disocia del
receptor, el que queda libre para repetir el proceso.! No
obstante el papel tan importante del RTf en el metabolis-
mo de la célula, esta proteina tuvo poca 0 ninguna
relevancia clinica hasta que en 1986 un grupo de japone-
ses (Kohgo y cols)? identificaron en el suero humano
(mediante ELISA) pequefias cantidades del receptor so-
luble de latransferrina (RsTf). La proteina purificada en el
suero es mas pequefia (85 kDa) que la porcibn monomeé-
rica del RTf celular.

En estudios clinicos y en animales se ha demostrado
gue la concentracién en suero del RsTf refleja la masa
total del receptor tisular. La principal fuente del RsTf la
constituye las células eritropoyéticas de la médula 6sea
y los reticulocitos circulantes, que finalmente pierden su
receptor durante la maduracién. Asi, la concentracion
del RsTf correlaciona directamente con la actividad
eritropoyética, e inversamente con la cantidad de hierro
disponible para eritropoyesis, constituyendo una medi-
cién cuantitativa del estado funcional de hierro.

La disminucién en el aporte de hierro lleva a una
sobreregulacion en la sintesis del RTf produciendo un
aumento en la concentracion del RsTf. En los Ultimos afios
se ha considerado a la medicién en suero del RsTf una
poderosa herramienta para identificar a la deficiencia de
hierro en adultos, especialmente para distinguir la anemia
por deficiencia de hierro (ADH) de la anemia del padeci-
miento cronico. Varios autores han reportado una buena
sensibilidad en el diagnostico de ADH en pacientes sin
otros padecimientos. Sinembargo, se desconoce la utilidad
de la medicion del RsTf paraidentificar a los pacientes con
deficiencia de hierro sinanemia. Unade las evidencias que
apoyan que el RsTf puede también detectar deficiencia de
hierro (ferritina sérica y saturacion de transferrina disminui-
das) sinanemiaproviene de un estudio realizado en sujetos
voluntarios sanos sometidos a flebotomias semanales de
150 a 250 mL, hasta alcanzar un descenso en la concen-

traciéon de Hb mayor a 2.0 g/dL. Los cambios en los
parametros de hierro ocurrieron en dos etapas distintas,
durante el periodo de disminucién de las reservas de hierro
hubo una progresiva caida en la concentracién de ferritina
sérica, sincambio en el RsTf. Cuando laferritina estuvo por
abajo de las cifras normales se observo una elevaciéon
progresiva en el RsTf. De este trabajo se concluy6 que el
RsTf refleja el grado de deficiencia tisular de hierro.
Conelobjetode conocer silaconcentracion delRsTfen
suero permite identificar no sé6lo la anemia por deficiencia
de hierro sino también la deficiencia de hierro sin anemia,
enel Instituto Nacional de Ciencias Médicasy Nutricion S.Z.
se seleccionaron los sueros de 109 mujeres (79.6%) y 28
varones (20.4%) con reservas de hierro disminuidas (ferri-
tina sérica <20mg/L) y con concentracién de Hb normal
(varones >14.5 g/dL, mujeres >13.5 g/dL) o baja. En estos
sueros se cuantificd hierro, capacidad total de fijacion de la
transferrina y RsTf (inmunoensayo R&D). Del total de 137
pacientes 116 provenian de la consulta externa 'y 21 del
servicio de hospitalizacion. Hubo 106 casos (83 mujeresy
23 varones) con ADH y 17 pacientes (15 mujeres y 2
varones) con deficiencia de hierro sin anemia. EI 77.3%y
el 47% de los pacientes con ADH y con deficiencia sin
anemia, respectivamente tuvieron cifras elevadas de RsTf
(>25.8 nmol/L). De acuerdo a estos resultados la medicién
del RsTf es menos sensible para identificar deficiencia de
hierro en ausencia de anemia. Un hallazgo interesante en
el grupo de pacientes con ADH fue la correlacién inversa
significativa (r =-0.658, p<0.01) entre Hb y RsTfa concen-
traciones de Hb inferiores a 10 g/dL. Esta correlacion se
perdié en los pacientes con ADH pero con Hb superiora 10
g/dL (r =-0.249) asi como en aquéllos con deficiencia de
hierro sin anemia (r= -0.144). Estos resultados podrian
interpretarse como si la concentracién de Hb regulara en
cierta forma la sintesis del RTf, y que, como postulan otros
autores (Roault y cols.)? la sintesis de este receptor es
inducida por deficiencia de hierro e inhibida por heme.
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lll. ¢ Se puede identificar un grupo de pacientes
pediatricos de LAL de “bajo riesgo”?

Lina Teresa Romero-Guzman*

A principios de la década de 1970 se desperté un
profundo interés por la identificacién y posterior carac-
terizacion de ciertos indicadores de valor prondstico.
Se consider6 que las propiedades que estaban asocia-
das con mayor frecuencia al grupo de pacientes con
buena respuesta al tratamiento ejercian una influencia
pronéstica favorable y sirvieron como patron o marco
de referencia para caracterizar los rasgos distintivos
asociados con el grupo de pacientes con malarespues-
ta al tratamiento. Los factores de riesgo principales
identificados en esta época se encontraban asociados
con ciertas caracteristicas biolégicas como la edad, el
género y la raza; hematolégicas, como el recuento
leucocitario, y clinicas determinadas por manifestacio-
nes discretas o evidentes de laenfermedad.®* Afines de
la década de 1970 Secker-Walker y col. sefialaron que
la ploidia de los cariotipos de las células leucémicas era
un determinante importante de la LAL de la nifiez. Los
nifios con un pronéstico relativamente favorable tenian
mas de 50 cromosomas en sus cariotipos de células
leucémicas y aquellos con una ploidia menor tenia una
tasa de recidivas mas alta.* Estos resultados fueron
confirmados posteriormente por maltiples investigado-
res. Los pacientes en el grupo hiperdiploide que tienen
un prondstico favorable, se pueden identificar
confiablemente de manera automética mediante medi-
cion por citometriade flujo (CF) de los blastos leucémicos.
ConlaCF seanalizanlos nucleostefiidos con colorantes
especificos paraDNA afin de evaluarla cantidad de DNA
por célula y los resultados se registran como un
histograma de frecuencia. La medicién de DNA se ex-
presa como un indice DNA (IDNA) que es larelacién del
valor modal de las células leucémicas en fase GO/G1 en
comparacién conlade las células diploides normales. El
analisis de los pacientes tratados en el protocolo X de
terapia total en St. Jude mostré que los que tuvieron un
mejor prondstico tenian un IDNA 2 1.16, que correspon-
dia a 53 0 mas cromosomas por célula leucémica por
analisis citogenético.® El analisis de los cariotipos de los
blastos leucémicos con méas de 50 cromosomas ha
demostrado ademas otras caracteristicas citogenéticas
distintivas como trisomias de cromosomas especificos,
X, 4, 6,10,14, 17,18, 20 y 21 y una frecuencia relativa-
mente baja de translocaciones. Este grupo constituye
entre 15 a 25% de leucemia aguda linfoblastica (LAL)

con un promedio estimado de 20% y es un subgrupo
gue se encuentra con mayor frecuencia en las LAL
PCB-CD10"y que se asocia con otras propiedades que
se considera ejercen una influencia prondstica favora-
ble como la edad de presentacién entre 2 y 10 afios,
raza blanca, cuenta baja de leucocitos, DHL baja y
ausencia de casos en la edad de la lactanciay en LAL
tipo-T, mientras que la pseudodiploidia se observa con
mayor frecuencia en las LAL PCB — CD10- y en practi-
camente todos los casos de LAL-B. Los pacientes con
pseudodiploidia e hipodiploidia tienen un pronéstico
relativamente reservado.®’

Enla década de 1980, el grupo danés y aleman BFM
confirmaron las observaciones de que el IDNA31.16 era
un indicador independiente de buen prondéstico y se
reconocio elimpacto en el prénostico delinmunofenotipo
yalgunas alteraciones estructurales citogenéticas como
translocacion t(9:22), t(4:11), t(8:14) y t(1:19) en las
células leucémicasy apenas en la década pasada se ha
empezado a reconocer el impacto de la respuesta tem-
pranaaltratamientoy de la enfermedad residual minima.
A finales de la década de 1990 se demostro que la
t(12:21)-unatranslocacion criptica- no detectada porlos
métodos citogenéticos convencionales se acompafiaba
delafusiondelgen TEL en el brazo corto del cromosoma
12 (12p) con el gen AML-1 en el brazo largo del
cromosoma 21 (21q) y que dicha alteracién solo podia
ser identificada por técnicas por hibridacion in situ por
fluorescencia (FISH) y/o la reacciéon en cadena de la
polimerasa PCR. Se ha reportado una frecuencia entre
12 a 36% con un promedio estimado de 25% y es un
subgrupo que se presenta con mayor frecuencia en LAL
PCB-CD10", con una edad de presentacion entre 1y 10
afios, con cuentas bajas de leucocitos y que no forma
parte del grupo con hiperdiploidia (> 50 cromosomas).
La mayoria de los investigadores correlacionan la pre-
sencia del gen de fusion TEL/AML-1 con un pronéstico
favorable habiéndose informado una supervivencialibre
de evento entre 89 y 100%.

Hasta la fecha se han identificado numerosos facto-
res pronésticos en LAL; sin embargo, en casi todos los
analisis hechos con dichos factores de riesgo se ha
incluido una sola variable, pero cuando se analizan
incluyendo multiples variables muchos de ellos pierden
el impacto como factor pronéstico pues éste dependia

*Jefe del Laboratorio de Hemato-Oncologia,Instituto Nacional de Pediatria, DF.
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de otros factores asociados mas importantes. Los
indicadores de valor prondstico se han clasificado de
acuerdo a su origenyaque unos dependen del huésped,
otros de la enfermedad y unos del tratamiento instituido
aunque existe una estrecha interrelacion entre ellos. La
identificacion de estos factores ha sido el resultado de
extraordinarios avances en varias disciplinas afines ala
hematologia como la inmunologia, biologia celular,
citogenética, genética molecular, farmacologia, enfer-
medades infecciosas, estadistica, disefio experimental
de protocolos clinicos y de la terapia antileucémica.

El problema méas importante a enfrentar cuando se
pretende reconocer un grupo de nifios de bajo riesgo de
recidiva en LAL es aceptar que en general la identifica-
cion de estos factores ha surgido empiricamente, a
partir de hechos de observacion y no de hipotesis
postuladas. Algunos factores de riesgo no podran ser
reproducidos en estudios longitudinales provenientes
de una sola institucion o grupos colaborativos
multicéntricos o en estudios contemporaneos multina-
cionales porque la estratificacion de los pacientes y los
tratamiento estan cambiando cada tres a cinco afios.
Muchos factores de riesgo utilizados inicialmente se
han descartado en la actualidad. En un analisis critico
de factores prondésticos en estudios conducidos entre
1972- 1994, Donadieu y col. encontraron que solo el
género, la edad, la cuenta de leucocitos y el cariotipo
conservaban su impacto en cuanto al prondstico en
analisis con multiples variables. Sin embargo, indivi-
dualmente y colectivamente tenian una muy baja capa-
cidad predictiva: 1.1% para el género, 2% para edad,
3.5% para la cuenta de leucocitos y 1.6% para el
cariotipo. Su baja capacidad predictiva refleja larareza
de factores de primera magnitud desfavorables y el
namero relativamente elevado de pacientes con facto-
res prondsticos favorables que fallecen.® Otro aspecto
importante a resaltar es que el tratamiento de los
pacientes fue adaptado con arreglo a los diversos
grupos de riesgo y los factores prondsticos utilizados
en ladécada de 1970y principios de 1980 no incluian
el cariotipo, IDNA, la presencia del gen de fusion TEL/
AML-1, la respuesta temprana al tratamiento, y la
enfermedad residual minima, de ahi la dificultad en
identificar de manera precisa alos pacientes de riesgo
bajo con la definicién de riesgo actual. Por otra parte,
la identificacion de los factores de riesgo mas recien-
tes sellevo a cabo en nifios que no estaban recibiendo
un tratamiento antileucémico basico como los enton-
ces en boga.

Cuando se cambian las definiciones de riesgo 0 aun
peor, se introducen nuevos métodos de diagndstico,
aparecen los efectos de la migracion de riesgos. Si los
métodos de clasificacion de riesgo se hacen mas sensi-
bles o especificos, en ambos casos resultard que un
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subgrupo de “mejor prondstico” sea transferido a un
grupo de peor pronéstico; esto dara lugar a una mejoria
aparente en los resultados del tratamiento dentro de
cada poblacion de determinado riesgo, pero sin efecto
en los resultados terapéuticos totales.

La farmacogenética comprende un amplio espectro
de genes que determinan la biodisponibilidad de las
drogas enunindividuoy unapoblacion. Latecnologia de
microensayo, puede exhibir patrones de expresion si-
multdnea de miles de genes, que mediante programas
analiticos complejos puede organizar la expresion de
informacion en mapas de factores biolégicamente rele-
vantes. Esta tecnologia que incluye genes involucrados
en el metabolismo de los agentes quimioterapéuticos,
susceptibilidad del huésped a padecer cancer, respues-
tas inmunes, diferenciacion, proliferacion y apoptosis,
puede generar cientos de variables estadisticamente
significativas pero de poca capacidad predictiva.®

¢ Se puede identificar con precision actualmente un
grupo de nifios de riesgo bajo?

Es probable que si. El paciente para considerarse de
bajo riesgo, debe llenar los siguientes requisitos: ser de
preferencia del sexo femenino, con unaedad entre 1-10
afios, conunnumeroinicial de leucocitos <10x 10%L, sin
evidencia de infiltracién extramedular, con buen estado
nutricional, inmunofenotipo PCB CD10*, con un IDNA 3
1.16, o con presencia del gen de fusion TEL/AML-1. La
respuesta inicial es esencial y debe haber una
citorreduccion rapida de la poblacion celular leucémica
en sangre periférica (< 1000 blastos/mm?) y menos de
5% de blastos enlamédula 6seaen el dial14y deteccion
de enfermedad residual minima de menos de 10 alfinal
del tratamiento de induccion. La importancia de identifi-
car un grupo de pacientes con tales caracteristicas es
que tal vez puedan recibir una quimioterapia “atenuada”
de la misma eficacia, es decir, sin disminucién del
potencial curativo, pero con minima toxicidad, en un
intento por disminuir lamorbilidad inmediata y retardada
de los tratamientos mas enérgicos.
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IV. Biologia molecular y FISH: utilidad en el estudio de las
leucemias agudas

Rosa Maria Arana-Trejo*

Las leucemias agudas (LA) se asocian con alteraciones
cromosémicas que son empleadas como marcadores
para el diagnéstico y monitoreo de la enfermedad; estos
rearreglos pueden ser detectados en los cromosomas
(Citogenéticay FISH), enlos genes fusionados (Southern
blotting 0 PCR), en el RNA quimérico (Northern blotting o
RT-PCR) y en la estructura de las proteinas [Western
blotting].? La citogenética es en muchos laboratorios el
estandar de oro para el estudio de las alteraciones
genéticas en leucemias. Sin embargo tiene varias des-
ventajas: primero el estudio es viable en solo 50-70% de
los casos y su sensibilidad de deteccion esta en 1-5%.
Ademas solo 10-15% de los casos de LA presentan
alteraciones cromosodmicas especificas; el resto cursa
con multiples alteraciones inespecificas asi como
deleciones submicroscépicas, trisomias y monosomias.
La naturaleza genética de estas alteraciones mdltiples y
por lo tanto su significado clinico ha sido dificil por el
numeroy calidad de las metafases obtenidas. Para eluci-
dar la naturaleza de estos rearreglos multiples y comple-
jos, asi como la ganancia y pérdida de material
cromosémico ha surgido la citogenética molecular.? Esta
disciplina se basa en técnicas como la hibridacién in situ
fluorescente (FISH), hibridacion genémica comparativa
(CGH) o el cariotipeo espectral o multi-FISH (SKY/ M-
FISH) que hibridan una secuencia de DNA en una prepa-
racion citologica en este caso cromosomas y células en
interfase. El FISH permite detectar tanto alteraciones
cromosomicas especificas, como monosomias, trisomias,
deleciones y rearreglos complejos que involucran tres o
méas cromosomas. La sensibilidad de la técnica esta

alrededor de 0.3 a 1% mas alta que las técnicas
citogenéticas convencionales; especificamente en los
cariotipos de leucemias con el FISH se superan los
problemas de bajo indice mitético, heterogeneidad de la
muestra (células normales y anormales) y calidad de los
cromosomas. Uno de los avances mas caracteristicos es
el uso de nucleos en interfase; sin necesidad de tener
cromosomas en metafase para el monitoreo de la enfer-
medad, respuesta al tratamiento y pos-trasplante de
médula 6sea (TMO).® Sinembargo, ladesventajamayor
de esta metodologia en nuestros centros hospitalarios es
elalto costo de las sondas comercialesy el altonimerode
resultados falsos positivos debidos al ruido de fondo.

En leucemias agudas hay un gran nimero de altera-
ciones cromosomicas cuyos genes afectados han sido
clonadosy constituyen marcadores especificos para los
estudios moleculares como la t(9;22), t(15;17), t(8;21),
inv(16), t(1;19) y t(12;21). En los casos de leucemias
linfoblasticas y linfomas en los que no existen marcado-
res de clonalidad especificos es valido usar los rearreglos
delas secuencias de unidnlos genes de inmunoglobulinas
(Ig) y del receptor de células T (TCR). El espectro de
métodos moleculares para realizar la deteccion de los
genes de fusion y/o sus productos es muy amplio y su
uso esta restringido en nuestro medio a costo, rapidezy
sensibilidad.55

Lahibridacidntipo Southernserealiza conunasonda
especifica en DNA que puede ser obtenida de sangre
periférica, médula 6sea, tejido fresco y/o de bloques de
parafina. En leucemias y linfomas es usada para esta-
blecer el diagnéstico, ya que su sensibilidad es solo del

*Servicio de Genética, Hospital General de México y Facultad de Medicina, UNAM. Dr. Balmis #148, Col. Doctores, México D.F.
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1%y no puede ser aplicada en el estudio de enfermedad
residual. La amplificacién de secuencias génicas espe-
cificas por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
emplea cantidades muy pequefias de DNA 'y con el uso
de la transcriptasa reversa también se aplica en mRNA
(RNA mensajero)(RT-PCR). La especificidad y sensibi-
lidad del PCR simple puede serincrementada con el uso
de la reaccion anidada (nested PCR) que realiza una
reamplificacion del primer producto de PCR con un
segundo par de "primers"y detecta una célulaleucémica
en 10°%-10° células normales. Los rearreglos estudiados
con estas técnicas son principalmente t(9;22)/BCR-ABL
enLMC, LLAYLMA, t(15;17) /PML-RAR? en M3, 1(8;21)
/AML1/ETOenM2,inv(16q)/CBF?-MYH11 en M4,1(6;9)/
DEK-CANenM2o0M4,t(1;19)/E2A-PBX1,t(12;21)/TEL-
AML1, t(4;11)/AF4-MLL en leucemias linfoblasticas de
células-B etc.>”

Uno de los problemas del uso de la PCR en el estudio
de las leucemias son las variaciones en los puntos de
rompimiento en los genes implicados asi como el proce-
samiento alternativo (splicing) del mRNA que pueden
originar falsos negativos por la ausencia de un producto
visible de amplificacion. Ademas existen reportes de
rearreglos como la t(9;22) y lat(14;18) que son amplifica-
dos en individuos sanos que no desarrollan la enferme-
dad. Laamplificacion por PCR solo nosindicalapresencia
y/o ausencia del rearreglo especifico que estamos estu-
diando, no nos informa si existen alteraciones adicionales,
o si hay una célula leucémica o un millén. Para la resolu-
cién de este problema han surgido las técnicas de PCR
cuantitativas que nos indican el nimero de transcritos
quiméricosy porlotanto de células leucémicas presentes.
Estastécnicas se aplican principalmente en la evaluacion
de enfermedad minima residual pos-TMO.%7
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Existen grandes diferencias en cuanto ala metodolo-
gia molecular y citogenética empleadas en la deteccién
de alteraciones cromosémicas en LAy ninguna de ellas
puede excluir a la otra. La citogenética clasica, FISH y
PCR pueden complementarse y sus aplicaciones pue-
denserintercambiadas cuando se trate del estudio basal
seguimiento o deteccién de enfermedad residual.
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