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RESUMEN

Los estudios de citogenética y biologia molecular permiten correlacionar la presencia de
determinadas anomalias cromosomicas y moleculares con tipos especificos de leucemias y
linfomas. Este conocimiento ha hecho posible el perfeccionamiento progresivo del sistema de
clasificacion de las enfermedades oncohematoldgicas. Actualmente la presencia de ciertas
anomalias citogenéticas o moleculares son suficientes para identificar algunas de estas entidades
y en ocasiones, el diagnostico cambia después de un anélisis integrado de la citomorfologia con
la citogenética y la biologia molecular. Este reporte pretende resaltar la importancia del estudio
molecular cuando la citomorfologia es compleja y propicia diagndsticos erroneos. Mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa, previa reverso-transcripcion del ARN aislado de sangre
medular, se estudiaron cuatro biomarcadores: los genes de fusion AML1-ETO, BCR-ABL,
CBFB-MYHI11 y PML-RARGa. Fueron estudiados 14 pacientes con diagndsticos inicial
citomorfoldgico de: leucemia promielocitica (n= 6), leucemia aguda de linaje indefinido (n=3) y
dudoso entre leucemia mieloide cronica en crisis blastica mieloide y leucemia mieloide aguda
(LMA) (n=5). Al culminar la caracterizacion molecular todos fueron diagnosticados como LMA.
Los resultados ilustran la importancia del estudio molecular en la clasificacion de las leucemias,
lo cual redunda en que el paciente reciba el tratamiento més adecuado y alcance una mejor
respuesta.
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ABSTRACT

Cytogenetic and molecular studies have correlated the presence of certain chromosomal and
molecular anomalies with leukemia and lymphomas specific types. These evidences have
allowed the progressive improvement of the system of classification of the oncohematological
entities. Currently, the presence of certain cytogenetic or molecular anomalies is sufficient to
identify specific entities and, in some occasions, the diagnostic changes after an integral analysis
of cytomorfologic, cytogenetic and molecular studies. T This report aims to highlight the
importance of molecular study when cytomorphology is complex and leads to erroneous
diagnoses. Through polymerase chain reaction, prior reverse transcription of the RNA isolated
from medullary blood, four biomarkers were studied: the fusion genes AML1-ETO, BCR-ABL,
CBFB-MYHI11 and PML-RARa. Fourteen patients with initial diagnosis of: promyelocytic
leukemia (n= 6), acute leukemia without lineage definition (n= 3) and chronic myeloid leukemia
in myeloid blastic crisis or acute myeloid leukemia (AML) (n= 5) were studied. At the end of the
molecular characterization all were diagnosed as AML. These results enlightened the role of the
molecular studies in the classification of leukemia, which permit the patient receives the more
appropriate treatment and achieve a better response.
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INTRODUCCION

El sistema de clasificacion de las enfermedades oncohematologicas se ha perfeccionado de
manera progresiva junto a los avances tecnoldgicos. La primera propuesta de clasificacion,
elaborada en 1976 por el Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB), se baso en las
caracteristicas citomorfoldgicas e histoquimicas del extendido celular sanguineo.! Sin embargo,
desde el inicio de su aplicacidon se reconocid que caracteristicas citomorfoldgicas muy similares,
no respondian de igual manera a los tratamientos y que por tanto era necesario profundizar y
encontrar las causas de la respuesta desigual.

Los estudios de citogenética evidenciaron y correlacionaron la presencia de determinadas
anomalias cromosOmicas con tipos especificos de leucemias y linfomas. Esto conllevo a que en el
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afno 2002 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propusiera un nuevo sistema de
clasificacion que incorporaba la informacién citogenética.?

El desarrollo experimentado por la biologia molecular en los ultimos afios, ha permitido
profundizar en el fundamento molecular demultiples enfermedades. Actualmente se conocen
alteraciones moleculares que originan una determinada entidad. La oncohematologia se ha
beneficiado de estos conocimientos tanto para arribar a diagnosticos mas precisos como para
aplicar esquemas terapéuticos mas certeros y, en mas de un caso, estos conocimientos han
permitido disefar terapias dianas. Ejemplo de ello son: la leucemia mieloide cronica (LMC) y el
tratamiento con inhibidores de la tirosinquinasa® y la leucemia promielocitica (LPM) con el uso
del 4cido transretinoico y el triéxido de arsénico.*

La LMC fue la primera entidad de la que se conocieron sus bases moleculares. La citogenética
demostro la presencia de un cromosoma formado a causa de una traslocacion entre los
cromosomas 9y 22, al que se nombr¢ Filadelfia. La biologia molecular permiti6é descubrir que
por la unién de los dos cromosomas, que dan lugar al cromosoma hibrido, se forma el gen de
fusion BCR-ABL y que este se traduce en una proteina quimérica del mismo nombre con
actividad tirosina quinasa (TK, por su denominacién en inglés) activada constitutivamente.
Progresivamente, se han llegado a conocer los procesos celulares que se alteran en presencia de
esta proteina y que producen proliferacion celular descontrolada e inhibicion de la apoptosis.> En
cuanto a la LPM, también la citogenética encontré una anormalidad cromosémica muy frecuente,
lat (15;17). Posteriormente, la biologia molecular permitié identificar que en la union de los
cromosomas 15y 17 se forma el gen de fusion PML-RARa. Se supo que la expresion de este gen
se traduce en una proteina quimérica del mismo nombre que afecta fundamentalmente la
expresion de factores de transcripcion con importante funcion en la diferenciacion celular. Se han
descrito otras alteraciones moleculares o citogenéticas que pueden estar presentes en la LPM,
pero todas tienen en comun la implicacion del gen RARa.> Dicho gen codifica para una de las
proteinasdel complejo receptor del acido retinoico (AR). Este receptor, en presencia de su
ligandoAR, activa la transcripcionde muchos de los genes involucrados en la diferenciacion.’
Determinar la presencia de esta anomalia, mediante la citogenética o la biologia molecular,
permite el diagndstico certero de la LPM yla rapida aplicacion del tratamiento.

El avance enelconocimientode las leucemias, también hizo posiblecorrelacionar la existencia de
ciertas alteraciones citogenéticas y moleculares con diferentes subtipos de leucemia mieloide
aguda (LMA). De esta manera, la t (8;21) se observo frecuentemente asociada al subtipo M2
segun la clasificacion FAB. Mientras que la inversion del cromosoma 16[inv (16)] o t(16;16), se
asocid frecuentemente con el subtipo M4. Sin embargo, no todas las LMA M2 portan dicha
alteracion y lo mismo sucede con la M4 y la inv (16) o t(16;16).Los estudios moleculares
permitieron conocer las bases moleculares implicadas en estas dos anomalias citogenéticas. Hoy
se sabe que en la unidn delos cromosomas 8 y 21 se forma el gen de fusion AMLI1-ETO
(conocido también como RUNXI1-RUNXI1T1) que da lugar a la proteina quimérica del mismo
nombre y que afecta la funcidon de un complejo proteico denominado factor de union al nucleo
(CBF por su denominacién en inglés). Un fenomeno similar ocurre cuando esta presente la
inv(16) o t(16;16) que da lugar al gen de fusion CBFB-MYH11, que genera la proteina quimérica
del mismo nombre situada también en el CBF. Las proteinas quiméricas que pasan a formar parte
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de este complejo alteran su funcionamiento de tal manera que frenanlos procesos
dediferenciacion celular y apoptosis.”®

Hasta los afios 70 del pasado siglo,el diagnostico de lasleucemias se basaba tinicamente en el
examen histoldgico y citologico de la médula dsea.' No fue hasta los afios 90 que se introdujeron
paulatinamente las técnicas inmunofenotipicas, citogenéticas y moleculares, por lo que fue
propicia unanueva clasificacién de las neoplasias hematologicas.”!! En 1985, el grupo FAB
emiti6 nuevas propuestas para la clasificacion de las LMA.'? En 2008, la OMS ampli6 el niimero
de anomalias citogenéticas ligadas a la clasificacion de las neoplasias hematologicas e incluyd
anomalias moleculares recurrentes asociadas a subtipos especificos de LMA.'3 Entre estas
alteraciones moleculares se encuentran los genes de fusion AMLI-ETO y CBFb-MYHI11 que se
reconocen hoy como definitorios dedos subtipos de LMA, independientemente de las
caracteristicas citomorfoldgicas que se manifiesten.

Las recomendaciones de la OMS para la clasificacion de las neoplasias hematoldgicas fueron
actualizadas en el 2016.'* En estas se incluyeron nuevos marcadores moleculares y citogenéticos,
que propiciaron diagndsticos mas certeros y un mejor manejo.

El estudio de biomarcadores en las leucemias se ha ampliado progresivamente en el Instituto de
Hematologia e Inmunologia (IHI). El presente reporte, resalta la importanciadel estudio
molecular en la clasificacion delasleucemias cuando las caracteristicas citomorfoldgicas
propician diagnosticos erroneos o dificiles de definir.

METODOS

La muestra estuvo conformada por 14 pacientes con diferentes diagnosticos citomorfologicos.
Seis de ellos habian sidoclasificados como LPM, tres como LA de linaje celular no definido y
cinco tenian un diagndstico controversial entre LMA y LMC en CB. A partir de una muestrade
sangre medular de cada paciente, se extrajo acido ribonucleico (ARN), que fue sometido a
reaccion de reverso transcripcion para obtener acido desoxirribonucleico complementario
(ADNCc). Con este material se amplificaron, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR por su denominacién en inglés) y con los cebadores especificos para cada biomarcador, los
genes de fusion AML1-ETO, BCR-ABL, CBFb-MYH11 y PML-RARa.'* El analisis del
producto de las PCR se realizé de manera cualitativa mediante electroforesis capilar.

RESULTADOS

Mediante el estudio molecular se pudo precisar el diagnostico de LMA en los 14 pacientes que
mostraron imprecision en el diagndstico proporcionado por el estudio citomorfoldgico.
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En la tabla se aprecia el diagnostico inicial que recibieron los pacientes mediante el estudio
citomorfoldgico. Los seis pacientes que habian sido diagnosticados como LPM fueron negativos
al gen de fusion PML-RARa. El estudio de las alteraciones de moleculares caracteristicas de
LMA no LPM permiti6 identificarlos como tal, ya que cuatro de ellos fueron positivos al gen de
fusion AML1-ETO y dos al CBFB-MYHI11.

Tabla. Definicion del diagnostico como leucemia mieloide aguda
no promielocitica mediante el estudio molecular

Diagndstico inicial por citomorfologia

. LPM LM&A o LMC en CB LA
g‘:atiﬁg““ molecular | ol -RARo neg) | (BCR-ABL neg) | (indefinida)
(n=6) {n = 5) (n=13)
AML1-ETO 4 1 3
CBFE-MYH11 2 - -
MNegativo para _ a _

alteraciones de LMA

LMA: leucemia mieloide aguda, LPM: leucemia promielocitica, LMC: leucemia
mieloide crénica, CB: crisis blastica, LA: leucemia aguda.

Los cinco pacientes con caracteristicas citomorfologicas que hacian dudar entre una LMA de
novo o una LMC en CB mieloide fueron definidos como LMA, al ser negativosal gen de fusion
BCR-ABL; de ellos uno fue positivo al AML1-ETO.

Finalmente, los tres pacientes con diagnostico citomorfologico de LA indefinida, culminaron con
diagnostico de LMA al ser positivos al gen de fusion AMLI-ETO.

DISCUSION

Segun la clasificacion mas actualizada de los sindromes mieloproliferativos, la mera presencia de
determinadas alteraciones moleculares define el diagnostico de muchas entidades
hematolégicas.'* De esta manera, frente a una morfologia que puede resultar dudosa, es posible
discernir, con el estudio molecular, el tipo de leucemia que se presenta e incluso el subtipo
cuando se trata de una LMA.

Entre los pacientes con diagnoéstico inicial de LPM se estudioé primeramente el gen de fusion
PML-RARa. Sin embargo, al ser negativosa este gen existia la posibilidad de que se tratara de
LPM positiva a otra de las aberraciones descritas en esta entidad.’ Ante la imposibilidad de
estudiarlas y pensando en descartar otro subtipo de LMA, se completo el estudio con los genes de
fusion AML1-ETO y CBFb-MYHI11. De esta manera, se pudo discernir que ninguno de estos
pacientes era portador de LPM. Sino que en los seis se manifestdo una LMA tipo CBF, las cuales
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fueron definidas como subtipos particulares de LM Apor lo OMS desde 2008 y, ratificadas como
tal en 2016.'

Los cinco pacientes en los que se presentola disyuntiva entre una LMC en CB mieloide o una
LMA, fueron negativos al BCR-ABL. Al ser estudiados como LMA de novo se demostro la
existencia del gen de fusion AML1-ETO en uno de los pacientes. Los otros cuatro fueron negativos
a los genes de fusion estudiados para lasLMA. Sin embargo, la certeza de un proceso mieloide
agudo y la negatividad al BCR-ABL permitieron llegar a la conclusion diagnostica deL MA.

Por ultimo, tres pacientes presentaron LA con caracteristicas citomorfoldgicas que no permitian
definir suorigen linfoide o mieloide. Ante la disyuntiva, fueron estudiados los biomarcadores
moleculares tanto de LLA como de LMA. Dado que los tres fueron positivos al AML1-ETO, se
determin6 que eran portadores de LMA y de esta forma recibieron el tratamiento
correspondiente.

Estos ejemplos ilustran la importancia del estudio molecular como una de las herramientas que
permiten alcanzar mayor precision en el diagnostico de las leucemias. Actualmente, los
laboratorios de biologia molecular sonel area diagnostica de mayor dinamismo y crecimiento
dentro del laboratorio clinico; y han revolucionado el sistema de salud, liderando la investigacion
biomédica y optimizando los tratamientos médicos.'®
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