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Citogendmica en leucemia linfoblastica aguda
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RESUMEN

En leucemia linfoblastica aguda (LLA) se reportan varios tipos de alteraciones cromosémicas que tienen valor
pronéstico bien conocido, estas alteraciones permiten valorar la respuesta al tratamiento y la supervivencia.
Actualmente la citogenémica permite conocer el comportamiento de las leucemias con el uso de los microarreglos
de alta densidad, ya que se ha observado que se tiene mayor deteccién. Con los microarreglos se pueden detectar
pérdidas que estan muy relacionadas clinicamente con genes como: CDKN2A/B, ETV6, PAX5 y IKZF1, que se
asocian con la expresion y regulacion de genes que contribuyen a una transformacién neoplésica en la hematopoyesis
y se localizan en células de tipo B. Los avances tecnolégicos de las plataformas de microarreglos han permitido
tener mas conocimientos para entender los procesos de leucemogénesis, para realizar blancos terapéuticos, y
ofrecer una medicina personalizada. Pero aun falta comprender mecanismos que permitan identificar por qué
existen diferencias del origen y frecuencia de las alteraciones cromosémicas entre ninos y adultos.
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ABSTRACT

In acute lymphoblastic leukemia (ALL), various types of chromosomal alterations with prognostic value are reported
well known, these changes allow us to evaluate the response to treatment and survival. Cytogenomics currently
allows to know the behavior of leukemias using high-density microarrays, as it has been observed that higher
detection. With microarrays can detect losses that are closely related genes as clinically; CDKN2A/B, ETV6, PAX5
and IKZF1, which are associated with the expression and regulation of genes that contribute to neoplastic
transformation in hematopoiesis and are located in cells of type B. With these technological advances in microarray
platforms, we have allowed more knowledge to understand the processes of leukemogenesis, for therapeutic
targets, and deliver personalized medicine. But we still need to understand mechanisms that allow us to identify
why there are differences in the origin and frequency of chromosome abnormalities among children and adults.
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INTRODUCCION ha permitido realizar incluso terapias dirigidas al tipo de
alteracién cromosoémica relacionada, como en el casos de
la leucemia promielocitica aguda (PML), que la terapia

consiste en dosis de acido retinoico. Para el caso de la

La alteracion citogenética que se detectd por primera
vez y que estaba directamente asociada a padecimientos

hematolégicos fue el cromosoma Filadelfia (Ph+) 0 t(9;22),
asociada a la leucemia granulocitica crénica (LGC). Por la
citogenética y la biologia molecular se dilucidé que en
estos sitios de rompimiento se encontraban genes implica-
dos directamente en varios procesos que regulan el ciclo
celular, procesos hematopoyéticos y oncogenes, por lo que

leucemia linfoblastica aguda (LLA) se han reportado varios
tipos de alteraciones cromosémicas que tienen valor pro-
nostico ya bien conocidas, estas alteraciones permiten va-
lorar la respuesta al tratamiento y la supervivencia. Sin
embargo, una de las grandes limitaciones es la resolucion,
ya que s6lo permite diagnosticar alteraciones por arriba de
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+ SOCIEDAD

5Mb, con el advenimiento de la tecnologfa de los microarre-
glos para citogenética, permite detectar alteraciones hasta
en Kb, lo que abre las puertas al conocimiento de las bases
de la leucemogénesis, para el entendimiento y prediccién
en las fallas al tratamiento, encontrar nuevos marcadores
que puedan ser integrados en el diagnoéstico y la genera-
cion de blancos terapéuticos.

La LLA se caracteriza por la acumulacion de células lin-
foides malignas en la médula 6sea y en muchos casos en
sangre periférica. Esta enfermedad es heterogénea, desde el
punto de vista morfologico y citogenético, ademas de ser
frecuente en la edad pediatrica, aunque también se presen-
ta en adultos con menor frecuencia.

No determinada
Adversa
Relativamente

Pronéstico
Favorable
Intermedio
Adversa
Adversa
Favorable
favorable

Adultos
clinico

Frecuencia (%)

7-8
-8
0-4
11-29
4-9
1-3
15-34

Incidencia y epidemiologia

La LLA ocurre con mayor frecuencia durante la primera
década de vida, pero su frecuencia vuelve a aumentar en
personas mayores, siendo una enfermedad agresiva que pre-
senta un comportamiento diferente al descrito en los ni-
fos; en la actualidad, cerca de 90% de los sujetos menores
de 15 afios logran remisién completa (RC) y 70% se curade
la enfermedad. A pesar del progreso en el tratamiento
de las enfermedades hematoldgicas malignas, los adultos
con LLA tienen tasas de RC de 75% y una supervivencia
libre de enfermedad (SLE) a largo plazo que no supera 30%."

Pronéstico
clinico
Favorable
Favorable
intermedio
Favorable
Adversa
Adversa
Favorable
intermedio
Relativamente
favorable

23-30
31-42

Frecuencia (%)
22-26

1-3

1-2

1-6

Clasificacion y
factores prondsticos

La clasificacién de la LLA se hace a través de la morfolo-
gia, citoquimica e inmunofenotipo de los linfoblastos de
sangre periférica y médula 6sea.? De acuerdo con la Orga-
nizacién Mundial de la Salud (OMS) otro parametro que
se debe utilizar para la clasificacién y pronéstico es el ca-
riotipo o estudio citogenético, ya que con este tipo de es-
tudio podemos detectar grupos de riesgo de acuerdo con el
tipo de alteraciéon (Cuadro 1). Alrededor de 40 a 50% de
nifnos y adultos con LLA tienen alteraciones cromosémi-
cas; éstas pueden ser de tipo numérico (hiperdiploidia o
hipodiploidia) y estructural, siendo la mas frecuente las
translocaciones. En la figura 1 se muestran los subtipos
citogenéticos, y su frecuencia en nifios y adultos jovenes.?

Estas alteraciones pueden ser detectadas por citogenéti-
ca clasica, citogenética molecular (hibridacién in situ con
fluorescencia, FISH) y biologia molecular (RT-PCR).

Ultimamente han surgido nuevas metodologias mas so-
fisticadas que muestran de manera mas detallada el com-
portamiento de las leucemias, por ejemplo, técnicas basa-
das en microarreglos, que se pueden observar a nivel de
variantes genémicas, con una deteccién mayor.

Pre- B comun

Pro-B
Pre-B comun

Tipo celular
asociado
Pre-B

ETV6-RUNXT (TEL-AML1)
BCR-ABL1
MLL-AFF1(AF4)

Genes asociados
E2A-PBX1

cromosoémica
t(12;21)(p13;922)

Alteracion
Hiperploidia alta
Hipodiploidia
1(9;22)(q34;q11.2)
t(4:11)(q21;923)
t(1;19)(q23;p13.3)
Cariotipo normal

Cuadro 1. Alteraciones numéricas y estructurales en la LLA: frecuencia y valor pronéstico en nifios y adultos.
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e

BCR-ABL1-variante
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(6%)

Figura 1. Subtipos citogenéticos en LLA. Tomado y modificado de: Mullighan (2012).*

MICROARREGLOS

El proyecto Genoma Humano arrojé gran cantidad de
informacién y de anotaciones sobre el genoma humano;
sin embargo, conocer la funcion de cada una de las se-
cuencias identificadas es un campo en el que aun se tra-
baja de forma activa, y una de las técnicas que se han
utilizado para facilitar la identificacion y la clasificacion
de estas secuencias son los arreglos en una matriz, la cual
es una técnica de biologia molecular por medio de la
cual es posible inmovilizar en un plato material genético
conocido y luego hibridarlo con material genético marca-
do para estudio.

En 1994 Affymetrix (compania de biotecnologia califor-
niana) desarroll6, por medio de técnicas fotolitogréficas,
arreglos de ADN de alta densidad.®

Arreglos de menor tamano se idearon ulteriormente cons-
tituyendo los microarreglos de ADN o CHIPS. Los microarre-
glos modernos pueden contener aproximadamente 20,000-
30,000 genes, lo cual hace posible que en un Gnico
microarreglo se pueda estudiar todo el genoma de especies
como la humana, en platos o losas de 1 a 2 cm?. Los mi-
croarreglos constituyen un importante avance, ya que per-
miten evaluar en un espacio reducido la expresion de un
gran nimero de genes.®

Microarreglos de ADN

Los arreglos de ADN son placas de vidrio, nylon o sili-
cona, compuestas por pozos de 100-300 mm, en las cuales
cientos o miles de secuencias de genes se inmovilizan. El
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material genético fijado a la base puede ser ADN, ADN
complementario (ADNc) u oligonucleétidos.”

El proceso de los microarreglos basado en la hibrida-
cion utiliza moléculas de acidos nucleicos (ADN, ADNc u
oligonucledtidos) que funcionan como sondas y se hibri-
dan con acidos nucleicos complementarios provenientes
de la muestra en estudio, los cuales han sido marcados por
diferentes métodos.?

Los blancos estdn marcados con material fluorescente
(Cy3, Cy5 o biotina) que luego puede ser detectado me-
diante fotoimagen o escaner de fluorescencia.

La alta reproducibilidad de los experimentos con oligo-
nucleétidos permite comparaciones precisas de las senales
generadas usando muestras hibridadas en diferentes arreglos.

Microarreglos que detectan ganancias
y pérdidas de genes

(pérdida de heterocigosidad y
numero en copias variables)

Ciertas pérdidas o ganancias cromosémicas estan rela-
cionadas con la progresion del cancer y los patrones de
estos cambios son importantes para establecer un prondsti-
co clinico. Con el uso de microarreglos y el analisis de sus
resultados se podria predecir cuéles regiones cromosémi-
cas contienen genes que inician y mantienen procesos tu-
morales. Los resultados pueden ser visualizados en diagra-
mas jerarquicos referidos como modelos en arbol de
progresion del tumor.®

La técnica de microarreglos de hibridacion genémica
comparativa permite visualizar ganancias y pérdidas o cam-
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bios en el nimero de copias de un gen particular involu-
crado en determinada patologia.™®

En este tipo de microarreglos se usan grandes porciones
de ADN gendémico que sirven como ADN inmovililizado
en el plato y cada punto o spot de ese ADN representa una
region cromosémica conocida. La mezcla a hibridar con-
tendra ADN genémico marcado, proveniente de tejido en-
fermo y tejido sano.

Si el nimero de copias del gen de interés estan aumen-
tadas, una gran cantidad de ADN de la muestra se hibrida-
ra en los puntos o spots del microarreglo que representan
el gen involucrado, mientras que al utilizar muestra prove-
niente de tejido sano s6lo un pequeno nimero se hibridara
en el mismo punto. Dicha diferencia en la cantidad de
material hibridado podra reflejarse en fluorescencias disi-
miles y asi sera detectado por el escaner y por los progra-
mas de lectura.

+ SOCIEDAD

Citogendomica

Para conocer el comportamiento de las leucemias se
recomienda el uso de los microarreglos de alta densidad,
ya que se ha observado que se tienen mayor deteccion,
debido a que se pueden llegar a detectar hasta alteraciones
< 5 Mb, en comparacién con el cariotipo.! Simons y col.
(2011) analizaron 60 casos, encontrando una tasa de de-
teccién en funcion en el nimero de copias en 90%, mien-
tras que en el cariotipo sélo se encontraron en 61% de
alteraciones, ademas se encontré que por microarreglos se
pueden detectar pérdidas < 5 Mb y estas pérdidas estan
muy relacionadas clinicamente con genes como: CDKN2A/
B, ETV6, PAX5 y IKZF 1, los cuales estan asociados con la
expresion y regulacion de genes que contribuyen a una trans-
formacion neoplasica en la hematopoyesis y se localizan
en células de tipo B."

A Cariotipo convencional:
53,XX, +6,+ 10, + 14,der(16)t(1;16)(q?21.1:p13), + 18, + 21, + 21, + mar[3)/46,XX[1]
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Descripcion de CNVs detectados por microarreglos de SNP de acuerdo con el sistema
internacional de nomenclatura cromosémica (ISCN 2013):
Arr

Xpterp11.1(142,664-57,941,898)x3,
Xq28dter(147,235,753-154,411,193)x3,
1q21.1q44(143,043,494-245,353,397)x3,
6pterqter(119,769-17,079,2391)x3,

9p13 2(36,836,997-36,948,016)x1,
10pterqter(148,946-135,311,386)x3,
14pterqgter(19,336,854-106,356,482)x3,
16pterp13.13(31,010-10,687,242)x1,
18pterqter(210,071-76,115,554)x3,
21pterqter(9,887,804-46,894,358)x4

Nomenclatura en el nimero de copias

. > dup (x) (p11.1), dup (x)(q28), dup (1) (q21.1g44), + 6,del9)(p13 2p13 2),
AR RS LES T Hg +10,+14del(16)(p13.13), +18,+21,+ 21
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Figura 2. Andlisis del microarreglo comparado con la citogenética convencional. Tomado y modificado de: Simons y col.

(2010).7
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Figura 3. Delecién en el cromosoma 6q14.1~q22.1 regién. Tomado y modificado de: Yasar y col. (2010)."”

Por otro lado, Okamoto y col. (2010) realizaron un es-
tudio donde compararon 75 pacientes con LLA en edad
adultay 399 pacientes pediatricos, la poblacién de estudio
era asidtica y caucasica; para hacer el anélisis se utilizaron
microarreglos de polimorfismos, donde se reportaron alte-
raciones cripticas y submicroscopicas (microdeleciones) que
por citogenética clasica estos pacientes presentaron un ca-
riotipo normal. Dando como resultados que con los mi-
croarreglos se observaron alteraciones como: deleciones,
duplicaciones y pérdida de la heterocigosidad; asimismo,
se observo que la mayoria de estas alteraciones ya estaban
reportadas previamente en pacientes pediatricos con LLA.™
Asimismo, las alteraciones encontradas especificamente
fueron: delecién de 3p14.2 (FHIT), 5q33.3 (EBF), 6q, 9p21.3
(CDKN2A/B), 9p13.2 (PAX5), 13q14.2 (RB1) y 17q11.2
(NF1). Finalmente se encontré que pueden presentarse al-
teraciones en los cromosomas 9, 6, 12, y su aportacion
mas relevante fue la participacion del gen IKAROS, el cual
s6lo se observo en edad pediatrica, ademas de que juega
un papel importante en la prognosis de la enfermedad. ™

Yasary col. (2010) realizaron un estudio retrospectivo
en el que por medio de microarreglos de CGH analizaron
20 muestras de LLA, de novo (n = 17) y con diagnéstico
con recaida (n = 3) y 20 pacientes con leucemia mieloide
aguda (AML) y con diagnéstico de recaida (n = 1).

Los autores observaron que los microarreglos serian una
herramienta con la cual se pueden encontrar alteraciones a
nivel criptico, hasta en 95%, en comparacién con la cito-
genética convencional, que puede llegar a tener menor
porcentaje'® (Figura 2).

En la figura 2A se observa un cariotipo hiperdiploide de
53 cromosomas, con el cual este reporte tiene alteraciones
estructurales, pero lo mas importante que se observa es
que se encuentra un marcador de origen desconocido. La
figura 2B muestra el reporte en el nimero de copias varia-
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bles (CNV) y se observan duplicaciones en el cromosoma
X'y cromosoma 6. Las figuras 2C-2E muestran el andlisis
de los sitios exactos de ganancias y pérdidas; es importante
mencionar que después de realizar el andlisis se encontr6
que el marcador reportado por citogenética convencional
era parte del cromosoma 6 (Figura 3)."”

CONCLUSIONES

Los avances tecnoldgicos de las plataformas de microarre-
glos han permitido tener mas conocimientos para entender
los procesos de leucemogénesis, realizar blancos terapéuti-
cos, y ofrecer una medicina personalizada. Pero adn faltan
por comprender mecanismos que permitan identificar por
qué existen diferencias del origen y frecuencia de las alte-
raciones cromosémicas entre nifos y adultos.
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