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RESUMEN

Las neoplasias hematoldgicas se caracterizan por un gran nimero y complejidad de alteraciones
genéticas, desde la formacidon de genes de fusion a partir de translocaciones e inversiones
cromosOmicas hasta mutaciones genicas Yy alteraciones epigenéticas que han permitido la
identificacion de nuevos oncogenes y genes supresores de tumores responsables de su etiologia.
Al abordar el estudio genético de las leucemias se utilizan maltiples técnicas como la citogenética
convencional, citogenética molecular (hibridaciénin situ por fluorescencia (FISH), esta ultima
con una mayor sensibilidad, especificidad y rapidez que permiten el diagnostico, la estratificacion
prondstica y seguimiento de la enfermedad. Las técnicas anteriores se integran con técnicas de
biologia molecular, secuenciacion génica, entre otras, que permiten el hallazgo de nuevos
marcadores genéticos con una mejor caracterizacion de las hemopatias malignas y la posibilidad
del desarrollo de nuevos farmacos especificos que actden sobre la diana molecular. El objetivo
fue revisar la utilidad de la citogenética y la secuenciacion génica en el estudio de la leucemia
mieloide aguda y la leucemia linfocitica cronica. Ante las ventajas, desventajas y limitaciones de
estas técnicas genéticas es necesario utilizarlas de forma complementaria y nunca excluyente.
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ABSTRACT
Hematological neoplasms are characterized by a large number and great complexity of genetic

disorders, from the formation of fusion genes after chromosomal translocations and inversions to
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gene mutation and epigenetic disorders that have permitted the identification of new oncogenes
and tumor-suppressing genes responsible for their etiology. When addressing the genetic study of
leukemias, multiple techniques are used, such as conventional cytogenetics, molecular
cytogenetics, and fluorescence in situ hybridization (FISH), the latter having the higher degree of
sensitivity, specificity and speed, which allow diagnosis, prognostic stratification and follow-up
of the disease. The previous techniques are integrated with molecular biology techniques, gene
sequencing, among others, which allow discovery of new genetic markers with better
characterization of malignant hemopathies and the possibility of developing new specific drugs
against the molecular target. The objective was to review the usefulness of cytogenetics and gene
sequencing in the study of acute myeloid leukemia and chronic lymphocytic leukemia. Given the
advantages, disadvantages and limitations of these genetic techniques, it is necessary to use them
in as complementary but never exclusive management ways.
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Introduccion

En las leucemias, el nimero y complejidad de las alteraciones genéticas pueden incrementarse
durante la evolucion de la enfermedad. Sin embargo, a diferencia de otras neoplasias que estan
mayormente asociadas con mutaciones genicas, variaciones en el nimero de copias (delecién o
amplificacion) y pérdida de la heterocigosidad; las hemopatias malignas se caracterizan ademas
por la formacion de genes de fusion a partir de translocaciones cromosémicas, inversiones e
inserciones.®

Debido a las diferentes ventajas y desventajas de las disimiles técnicas en el estudio genético de
las neoplasias hematoldgicas se recurre a la utilizacion de varios métodos, desde la citogenética
hasta la secuenciacion, para una mejor y completa caracterizacion genética de los pacientes.
Novell y Hungerford® en 1960 describieron el cromosoma Filadelfia como la primera alteracion
cromosomica(AC) adquirida, relacionada con una neoplasia hematol6gica. Posteriormente Janet
Rowley® evidencia de que esta AC era resultado de la translocacion reciproca entre los

cromosomas 9y 22.
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Desde esa fecha hasta la actualidad mdltiples son las alteraciones cromosdmicas estructurales y
numericas descritas en las leucemias, lo cual ha permitido la identificacion de genes modificados
que codifican proteinas con un importante papel en la alteracion de diversas funciones celulares
tales como apoptosis, control del ciclo celular, regulacion del crecimiento y diferenciacion
celular.®

La ventaja de la citogenética convencional radica en la deteccion de AC numéricas y
estructurales en un mismo estudio, aunque presenta limitaciones. En primer lugar, es necesario
que existan células en division (para lo cual debe ser bloqueada la division celular en metafase),
ademaés, posee baja resolucion (10 Mb), las pequefias deleciones y translocaciones cripticas
pueden no ser detectadas y obtenerse bandas cromosdmicas poco definidas.

Para superar las desventajas de la citogenética convencional, actualmente se dispone de técnicas
de citogenética molecular como la hibridacion genémica comparativa (CGH), la hibridacion in
situ por fluorescencia (FISH, por sus siglas en inglés). Esta ultima se puede realizar tanto en
celulas en metafase como en interfase; con una alta sensibilidad, especificidad y rapidez en los
resultados. Por lo que se considera una herramienta mas en el estudio de las neoplasias
hematoldgicas.®

Los estudios citogenéticos se complementan con otras técnicas moleculares, como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) con posterior analisis por electroforesis
que proporciona un resultado cualitativo, la PCR en tiempo real que posibilita cuantificar y no
requiere de electroforesis, el estudio del perfil de expresiébn génica maultiple mediante
micromatrices (microarrays), la secuenciacion de Sanger, y la secuenciacion de préxima
generacion (NGS, por sus siglas en inglés), que permiten una mejor caracterizacién genética de
las leucemias.

El proceso de secuenciacion del genoma humano evolucion6 a lo largo del tiempo. Frederick
Sanger inicid, en 1977, el campo de la genémica con el desarrollo de la secuenciaciéon del ADN
por el método de terminacion de cadenas, conocida como secuenciacion de primera generacion o
de Sanger. Este método por ser el primero es considerado, en algunos casos, el metodo de
referencia (gold standard) de la secuenciacién. Posteriormente los métodos de secuenciacion de
préxima generacion, son capaces de secuenciar cantidades enormes de ADN a una velocidad

mucho mayor y a menor costo. Revoluciond el conocimiento y permitio la identificacion de
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mutaciones somaticas en genomas de pacientes con cancer que no habian sido identificadas
previamente con técnicas como la secuenciacion génica dirigida o la citogenética.®

Todas las técnicas de secuenciacion masiva de préxima generacion constan de los siguientes
pasos: preparacion del templado (molde de ADN a secuenciar), preparacion de los clones de cada
fragmento de ADN (clusters), secuenciacion propiamente dicha y analisis de datos.

La leucemia mieloide aguda (LMA) y linfocitica cronica (LLC) son hemopatias malignas con una
gran heterogeneidad genética, con presencia de mdltiples alteraciones cromosémicas Yy
moleculares, cuyo conocimiento permite la estratificacion pronostica en los pacientes.

El objetivo fue revisar la utilidad de la citogenética y la secuenciacion génica en el estudio de la
LMAylaLLC.

Analisis y sintesis de la informacion

Leucemia mieloide aguda
En la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del afio 2016 de las neoplasias
hematoldgicas, juegan un papel protagdnico los rearreglos cromosémicos especificos.® Ademas,
grupos cooperativos clinicos, como el Grupo Europeo para el estudio de la leucemia incluyen al
cariotipo como componente fundamental de evaluacién pronéstica para la LMA y los sindromes
mielodisplasticos (SMD).("
Aunque se reporta que el 40-50 % de los pacientes con LMA pueden tener un cariotipo normal.®
La identificacion de las alteraciones citogenéticas en la LMA al debut brinda una importante
informacion pronostica, pues permite estratificar a los pacientes en diferentes grupos. Los
pacientes que presentan alteraciones citogenéticas como: cariotipos complejos, monosomia
5/del(5q), monosomia 7/del(7q) o alteraciones de 3q muestran una supervivencia global menor,
asi como mayor recaida de la enfermedad.
Ademas, se pueden aplicar tratamientos especificos, tales como acido trans-retinoico (ATRA) en
los pacientes con translocacion t(15;17)(g22;921) y altas dosis repetitivas de citarabina en
pacientes con t(8;21)(g22;922) o inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;922).
En afios recientes, las mutaciones en diferentes genes (NPM1, CEBPA, FLT3) han sido
incorporadas en la estratificacion de riesgo de la LMA. Los pacientes con cariotipo normal y

mutacion en NPML1, sin mutacion en FLT3 o con mutaciones bialélicas en CEBPA presentan
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pronostico favorable, la presencia de la duplicacion interna en tdndem del gen FLT3 o de
mutaciones en TP53 confieren un prondstico adverso.

Los estudios muestran evidencias de interaccion entre algunas alteraciones somaticas y rearreglos
cromosomicos especificos. En el caso de los pacientes con LMA vy translocacion t(8;21), las
mutaciones en el gen KIT son mas comunes que en otros subtipos de LMA, lo cual esta
relacionado con una mayor recaida de la enfermedad y menor supervivencia.®® Con la NGS se
han identificado muchas otras mutaciones con significacion pronostica, como mutaciones
puntuales, inserciones y deleciones pequefias.®V)

En la actual era de la secuenciacion, ¢la citogenética pudiera no ser imprescindible en el estudio
de las leucemias? En publicacion revisada, Kuo FC y otros? realizan una comparacion entre el
cariotipo y la NGS, al evaluar pacientes con neoplasias mieloides al debut, en el seguimiento
durante el tratamiento y en el momento de la recaida. Ellos refieren que el cariotipo brinda
informacion numérica y estructural, mientras que la NGS solo informacion numérica en algunos
casos. Por ejemplo, en el cariotipo se puede observar el intercambio de fragmento cromosémico
entre 12p y 21q, en el cual no hay ni ganancia ni perdida, con el andlisis de esa misma muestra
por NGS no se mostrard ningun cambio. Ademas, el cariotipo identifica multiples clones que
muestran 0 no alguna alteracion comun, en contraste la NGS solo identifica alteraciones
numericas que muestran una fraccion significativa (mayor del 30 %) de las células dentro de la
muestra. La citogenética mediante la técnica de banda G presenta baja resolucion, aunque puede
detectar facilmente la alteracion de un brazo o segmento cromosémico, pero no detectar cambios
cripticos mientras los paneles de NGS presentan una resolucion a nivel de exén o gen. En los
cariotipos complejos, en los cuales estén presentes muchos marcadores cromosomicos, es dificil
determinar el origen cromosémico de estas alteraciones, esto se soluciona con la NGS, aungue en
esta Ultima no puede diferenciarse un genoma trisomico o tetrasémico de un genoma disémico,
pues miden los nimeros de copias en términos relativos y no absolutos, lo cual es facilmente
distinguible en el cariotipo.

Las translocaciones estructurales que estan descritas en la clasificacion de la OMS de las
neoplasias hematoldgicas generalmente son eventos precoces que pueden ser detectadas por el
cariotipo al debut de la enfermedad y rara vez se adquieran durante la evolucion de la leucemia.
Por lo que es poco probable que el anélisis cariotipico después del diagndstico inicial revele
informacidn adicional, si las pruebas de panel de NGS en serie no detecto evolucion clonal. Sin
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embargo, las pruebas en serie que utilizan paneles NGS pueden descubrir la aparicion de nuevas
mutaciones y posibles objetivos para la terapia, asi como evaluar cambio en el numero de copias
que pueden ser clinicamente significativos. Ante las ventajas y desventajas de ambas técnicas, los
autores concluyen que es recomendable la utilizacion de ambos métodos durante la evaluacién
diagndstica inicial en aquellos pacientes con sospecha de neoplasia mieloide, y sugieren que la
NGS es la mejor eleccion en el seguimiento durante la evaluacion del tratamiento.®?Aunque
afirman que, cuando se detecta un cambio significativo mediante la prueba del panel NGS en el
curso clinico de la enfermedad es prudente realizar un analisis citogenético de seguimiento, tanto
para confirmar las sospechas de alteraciones numéricas como para proporcionar una resolucién
unicelular y evaluar mejor la heterogeneidad clonal.
Otros autores también informan la integracion de técnicas citogenéticas y moleculares para el
diagnostico v la estratificacion de riesgo de los pacientes con leucemia mieloide aguda.®?
Leucemia linfocitica cronica (LLC)
Herling y otros publicaron en la revista Blood el primer estudio clinico prospectivo que integra
los aspectos clinicos, datos de laboratorio, resultados citogenéticos y de la NGS para el analisis
prondstico de los pacientes con LLC. Los investigadores demostraron que la complejidad del
cariotipo es un factor prondstico independiente para la supervivencia de los pacientes.*®
El estudio por FISH de la LLC incluye sondas para la deteccion de la del(13g14), trisomia 12,
pérdida del gen ATM por la del(11g22.3) y del gen TP53 por la del(17p13.1), al menos una de
estas cuatro alteraciones se identifica en el 80 % de los pacientes. Lo cual permite la
estratificacion de los pacientes en pronostico favorable (del 13g como Unica alteracién), riesgo
intermedio (trisomia 12) y pronostico desfavorable (pérdida de los genes ATM y TP53)
caracterizado por una rapida progresion de la enfermedad, resistencia al tratamiento y baja
supervivencia.(41%)
Con el estudio molecular por NGS, Herling y otros describen por primera vez que las mutaciones
en el protooncogén KRAS y POT1(proteccion de telomeros 1) afectan la respuesta al tratamiento,
asi como la supervivencia después de la quimioinmunoterapia.®®
En los pacientes con aumento en la frecuencia de la mutacion KRAS que no responden a la
quimioinmunoterapia, los autores proponen que los mismos puedan beneficiarse con el
tratamiento de pequefias moléculas inhibidoras que se dirigen a los componentes de la via de la

proteina quinasa activada, una importante ruta de sefializacion del receptor de células B.*®
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En el caso de los pacientes con mutaciones en POT1estos se asociaron a mas baja supervivencia,
este dato ha sido reportado en un solo estudio de pacientes con LLC. ® POT1 es una proteina
que forma parte del complejo proteico que participa en la proteccién de los telomeros y la
regulacién de la actividad de las telomerasas. Por lo que es posible que las mutaciones en ese gen
puedan conducir a la inestabilidad genémica e impulsar la tumorigénesis. Ademas, se identifican
mutaciones en seis genes no reportadas anteriormente que estan involucrados en la respuesta al
dafio del ADN, lo cual puede contribuir a la inestabilidad gendmica en la LLC.*®

La integracion y no la exclusion de varias tecnologias en los algoritmos diagnosticos de las
hemopatias malignas proporciona una mejor estratificacion de riesgo, monitorizar la enfermedad

y la aplicacion de terapéuticas especificas.
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