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Resumen. La hibridacion in situ fluorescente (FISH) es un método ra-
pido, sensible y confiable que permite la identificacién de cromosomas com-
pletos o porciones de los mismos tanto en metafases como en nicleos en
interfase. En este trabajo se analizaron 32 muestras de médula 6sea de pa-
cientes con enfermedades hematolégicas malignas (11 LMA, 7 LLA, 12 LMC
y 2 LLC). Estas fueron referidas a la Unidad de Genética Médica de la Fa-
cultad de Medicina de La Universidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela du-
rante los afios 1994-1996. Todas las muestras se analizaron mediante téc-
nicas citogenéticas convencionales y moleculares (FISH]) utilizando sondas
de cromosomas totales, o satelites y locus especificas. En los pacientes con
LMA y LLA la técnica de FISH detect6é anomalias cromosémicas clonales no
detectadas por la técnica citogenética convencional. Asi mismo, se identificé
el complejo PML-a RARA en las leucemias promielociticas agudas. En el
caso de la LMC se demostré la presencia del complejo molecular ABL-BCR.
En este trabajo se demuestra la utilidad del FISH en la deteccién de ano-
malias cromosomicas clonales, las cuales son importantes en el manejo cli-
nico de pacientes con este tipo de patologias.
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Clonal chromosomal abnormalities in malignant hematological
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Abstract. Fluorescent in situ hybridization (FISH) is a rapid, sensitive
and reliable method for the identification of complete chromosomes, or seg-
ments of them, during metafase or nuclear interfase. The present study
shows the results of the analysis of 32 bone marrow aspirates from patients
with malignant hematological diseases (11 AML, 7 ALL, 12 CML and 2 CLL},
referred to the Medical Genetics Unit of the Faculty of Medicine, Zulia Uni-
versity, Maracaibo, Venezuela between 1994 and 1996. All samples were
studied by conventional and molecular techniques (FISH), using probes of
total chromosomes, a-satelites and locus specific. In patients with AML and
ALL the FISH technique detected clonal chromosomal abnormalities, that
were not found by the conventional cytogenetic technique. Furthermore,
the PML-a RARA complex was identified in the promyelocytic acute leuke-
mias. The presence of the molecular complex ABL-BCR was also demons-
trated in CML. The present study demonstrates the usefulness of the FISH
technique in the detection of clonal chromosomal abnormalities, which are
important when considering the clinical care of patients with these patholo-

gies.
Recibido; 27-6-97. Aceptado: 1-4-98.

INTRODUCCION

Las técnicas convencionales
para el analisis citogenético han
sido extensamente utilizadas para el
manejo clinico de los pacientes con
enfermedades hematolégicas malig-
nas; el mismo permite la identifica-
cibn de anomalias cromosémicas
clonales las cuales proveen informa-
cién que ayuda al diagnéstico, pro-
ndstico y monitoreo del estado de
remisién de la enfermedad (1, 2, 3,
4). Sin embargo, en muchas ocasio-

nes estas no aportan una informa-
ciéon completa debido principalmen-
te a insuficiencia o ausencia de me-
tafases analizables, particularmente
en neoplasias hematopoyéticas con
severa pancitopenia o después de la
quimioterapia (4, 5). Por otro lado,
dada su naturaleza no se puede
aplicar en células en interfase, en
células completamente diferencia-
das, como los neutréfilos y en célu-
las con bajo indice mitético como
ocurre en los pacientes con Leuce-
mia lnfoide créonica (1). Por otra

Investigacion Clinica 39(2): 1998



Anormalidades cromosémicas en enfermedades hematologicas malignas

87

parte, presenta otras limitaciones
tales como la imposibilidad de vi-
sualizar microdeleciones, transloca-
ciones cripticas, asi como la identifi-
cacion de cromosomas derivados y
marcadores (6).

Todas estas limitaciones se su-
peraron a raiz del advenimiento de
la técnica de Hibridacion in situ
Fluorescente (FISH). Esta se funda-
menta en el mismo principio del
analisis del Southern blot, con la di-
ferencia que se realiza sobre una la-
mina de vidrio. El ADN nuclear a
analizar es desnaturalizado y poste-
riormente hibridado con una sonda
especifica marcada con biotina o di-
goxigenina y posteriormente, se rea-
liza la deteccion con un colorante
fluorescente conjugado con avidina
o anticuerpos anti-digoxigenina se-
gun sea el caso (5, 7, 8).

El objetivo de este trabajo es
demostrar la utilidad que tiene la
técnica de FISH en la deteccion de
anomalias cromosomicas clonales
en pacientes con enfermedades he-
matolégicas malignas.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 32 muestras de
médula 6sea de pacientes con enfer-
medades hematologicas malignas (11
LMA, 7 LLA, 12 LMC, 2 LLC). Estas
fueron referidas a la Unidad de Ge-
nética Médica de la Facultad de Me-
dicina de la Universidad del Zulia
durante los aflos 1994-1996. El gru-
po de leucemias agudas se clasifico
de acuerdo al grupo FAB (9).

Las muestras se cultivaron se-
gan la técnica descrita por Yunis en

1981 (10}. Los cromosomas obteni-
dos se caracterizaron por el método
de bandeo G previa utilizacién de
tripsina y los cariotipos descritos de
acuerdo al sistema internacional de
nomenclatura citogenética (ISCN)
1985 {11).

El andlisis mediante la técnica
FISH se realiz6 utilizando el protoco-
lo y las sondas suministradas por
Oncor Inc. {Gaithersburg MD). Se
utilizaron varios tipos de sondas: de
cromosomas totales; para los cro-
mosomas 3 y 8 marcadas con bioti-
na y para los cromosomas 6, 7 y X
marcadas con digoxigenina. Alfa sa-
telites; para los centrémeros de los
cromosomas 1, 11, 12, 13/21 y Y
marcadas con biotina. La deteccion
de todas estas sondas se realizé con
fluoresceina. Locus-especificas; para
observar los complejos moleculares
ABL-BCR y PML-a RARA producto
de la t(9;22) y t(15;17).

Sondas para los genes ABL y
PML fueron marcadas con biotina y
detectadas con fluoresceina (senal
verde-amarilla), la de los genes BCR
y oaRARA marcadas con digoxigenina
y detectadas con rodamina (sefial
roja). La contratincion se realizé con
DAPI (azul).

El criterio para la seleccién de
las sondas centroméricas se realizd
en base a las anomalias ¢cromosémi-
cas (trisomias y monosomias) y en el
caso de las sondas para cromoso-
mas totales estas se utilizaron para
corroborar anomalias cromosémicas
estructurales, ambas reportadas
mas frecuentemente en las enferme-
dades hematoldgicas malignas.
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Se estudiaron de 100-300 nu-
cleos en interfase para cada sonda
exceptuando la de cromosomas tota-
les en las cuales se analizaron de
10-20 metafases por lamina, se foto-
grafiaron al menos 3 campos por
paciente utilizando pelicula Kodak
color de 35mm.

En el estudio convencional la
calificacién de clonalidad cromoso-
mica se realiz6 dependiendo si se
trataba de una anomalia estructural
o numeérica. Esto es, cuando se re-
petia dos veces la misma alteracion
si era una anomalia de tipo estruc-
tural o namerica del tipo hiperdi-
ploidja o trisomia y tres veces si se
trataba de hipodiploidias o células
monosoOmicas (4. 12, 13).,

Para el estudio de FISH el crite-
rio para considerar un clon anormal
se establecié en nuestro laboratorio,
tomando en cuenta los criterios re-
portados por Anastasi y cols. (1) me-
diante el analisis de 300 nucleos
como minimo por sonda provenien-
tes de 6 individuos sin enfermedad
hematolégica maligna aparente. La
decision de la presencia de un clon
monosémico se considerd cuando
mas del 10% (X + 2DS) de los nua-
cleos de las muestras controles
mostraban una sola sefal de hibrida
cién, un clon trisémico cuando mas
del 2% (X + 2DS) de los nucleos
mostraban tres sefiales de hibrida-
cién. La formula X + 2DS indica el
umbral a partir del cual se conside-
ra la presencia de trisomia o mono-
somia (6). Los complejos ABL-BCR y
PML- oRARA positivos cuando se
observd una senal de fusién

roja/verde o algunas ocasiones una
sefal amarilla.

RESULTADOS

La Tabla I muestra los datos
clinicos, y resultados citogenéticos y
moleculares de 11 pacientes diag-
nosticados con LMA. Se observa que
en los casos 1, 4-8, y 11 la técnica
de FISH confirma los resultados ob-
tenidos por la técnica citogenética
convencional y en los casos 2 y 3
que corresponden a pacientes con
leucemia promielocitica aguda se
confirma molecularmente la presen-
cia del complejo PML-a RARA. Ade-
mas, la técnica molecular detecta
anomalias cromosémicas clonales
no detectadas por la técnica de cito-
genética convencional, los cuales co-
rresponden a los casos No. 9y 10.

En los pacientes con LLA pre-
sentados en la Tabla 1l se observa
que en el caso No. 1, cuyo cariotipo
presentaba lineas celulares hipodi-
ploides, la Ginica anomalia cromosé-
mica clonal detectada fue la mono-
somia del cromosoma 7 (Fig.1). Asi
mismo, en los casos 4 y 5 no fue po-
sible obtener metafases analizables.
Sin embargo, al analizar los nacleos
en interfase mediante la técnica de
FISH, utilizando sondas oa-satélites
para los cromosomas 1, 11, 12 y
13/21 se pudo demostrar clonalidad
para las trisomias 11 y 21 en el caso
No. 4y 11, 12,y 21 en €l caso No. 5.

En el caso No. 7 se observd en
el cariotipo un cromosoma 12 extra
el cual estaba constituido solo por el
centrémero y el brazo largo. Se utili-
z06 una sonda asatélite para el mis-
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TABLA X
DATOS CLINICOS, CITOGENETICOS Y MOLECULARES DE PACIENTES
CON LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

CASO _SEXO _EDAD __ LMA CARIOTIPO FISH
1 M 43 M4 45XY,-7 M. 7 70%
2 M 25 M3 46,XY.t(15q;17q) C PR. 76%
3 F 7 M3 46 XY, t{15q;17q) C PR. 58%
4 M 8 M2 45.XY.-8 M. B 32%
5 M 21 M2 45XY,-11 M. 11 47%
6 F 27 M2 46,XX/47.XXX T. X 24%
7 M 65 M6  46,XX/HIPERDIP. T. 11 18%
T. 12 7%
T. 21 12%
8 M 33 M2 45.X/46 XY M. Y 34%
9 F 42 M2 46,XX T. 21 6%
10 F 27 M5 46,XX M. 11 11%
11 M 13 M4 45.XY.-3 M. 3 29%

C PR.: Complejo PML-a RARA

TABLA II
DATOS CLINICOS, CITOGENETICOS Y MOLECULARES DE PACIENTES CON
LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

CASO SEXO EDAD LIA CARIOTIPO FISH
1 F 15 L1 46 XX, /HIPODIP. M. 7 70%
2 M 10 L1 47 XY, +21/48,XY+8+21 T. 8 12%
T. 21 88%
3 M 6 L2 46,XY,/PSEUDOP. M. 11 10%
M. 12 9%
T. 21 30%
4 F 8 L1 — T. 11 20%
T. 12 2%
T. 21 40%
5 M 10 L2 —_ T. 11 15%
T. 12 6%
T. 21 30%
6 F 10 L2 47,XX,+21,del{3q){4q) T. 21 98%
D.3q 60%
7 F 12 L3 47 XX+12q T. 12 80%
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Fig. 1

Muestra una metafase donde se observa una monosomia del cromosoma 7.

Se observa mediante FISH 1 sola sefial fluorescente que corresponde al cro-

mosoma 7.

mo confirmando tal trisomia en el
80% de los nucleos interfasicos ana-
lizados. En el resto de los casos el
FISH confirmé los resultados de la
técnica citogenética convencional
(Tabla II).,

En los 14 pacientes diagnosti-
cados como leucemias cronicas el
85,7% (12/14) corresponden a LMC
y 14,3 % (2/14) a LLC. Los pacien-
tes con LLC resultaron cariotipica-
mente normales, se utilizé la sonda
asatelite para el cromosoma 12, ob-
servandose dos sefiales. En los pa-
cientes con LMC el 83,4% (10/12)
mostraron en el cariotipo la translo-
cacién clasica 9;22 (Ph clasico),
8,3% (1/12) translocacion 16;22 (Ph
variante tipo simple} y 8,3% (1/12)
la translocacion 8:21. En todos se
comproboé la presencia del complejo
ABL-BCR (Tabla 1II).

DISCUSION

Por mas de 20 afios los estu-
dios citogenéticos convencionales
han sido utilizados para estudiar las
anomalias cromosdémicas en pacien-
tes con enfermedades hematolégicas
malignas. En muchos paises estos
estudios se consideran como indis-
pensables para el manejo clinico de
este tipo de trastornos (13).

La hibridacion in situ Fluores-
cente {FISH} es una técnica que sur-
ge con la finalidad de superar algu-
nas limitaciones del estudio citoge-
nético convencional y de alta resolu-
cién cromosdmica. Esta técnica de-
sarrollada por Rudkin y Stollar, y
posteriormente, empleada en células
en interfase por Cremer y col. {8, 14)
ha tenido gran impacto en corto
tiempo, tanto en los laboratorios de
citogenética como de patologja, debi-
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TABLA. III
DATOS CITOGENETICOS Y MOLECULARES DE PACIENTES
CON LEUCEMIAS CRONICAS
CARIOTIPO TIPOS DE SONDAS

a-SAT.12 ABL-BCR
TIPO  NORMAL t(9:22) t(8;21) t(16; 22) T N P A
LLC 2 - - - 0 2 - -
LMC - 10 1 1 - - 12 o

T: Trisomia; N: Normal; P: Presencia; A: Ausencia [del Compleo ABL-BCR}
a-SAT.12: Sonda a satelite para cromosoma 12,

do principalmente a que es una téc-
nica rapida, es muy alta su eficien-
cia de hibridacién, deteccién, sensi-
bilidad y especificidad. Asi mismo,
permite analizar un gran namero de
células en poco tiempo y se pueden
obtener resultados citogenéticos en
células en interfase, totalmente dife-
renciadas, en muestras que contie-
nen pocas células, inclusive metafa-
ses no adecuadas para estudios ci-
togenéticos de rutina (Fig. 2) tales
como, muestras de pacientes des-
pués de haber recibido quimiotera-
pia o transplante de médula ésea (2,
5). Sin embargo, a pesar de las ven-
tajas y del impacto que ha tenido la
aplicacion del FISH en el manejo cli-
nico de pacientes con enfermedades
hematolégicas malignas, muy pocos
estudios han comparado el analisis
citogenético de interfase (FISH) con
los estudios citogenéticos convencio-
nales.

Larson y col. investigaron el va-
lor predictivo de los datos citogenéti-
cos en 148 adultos con LMA de
novo. Sus resultados demuestran
que aquellos pacientes con cariotipo
normal presentan mejor pronédstico

que aquellos que no lo tienen. Poste-
riormente Hein y Mitelman corrobo-
ran estos hallazgos (15) y aclaran
que existe un grupo de pacientes
con cariotipo anormal que presen-
tan buen pronéstico, por ejemplo,
pacientes con inv/del (16}, t(8;21),
t(15:17), t(16;p16).

Rowley v col. (16) indican que
el beneficlo practico mas importante
del analisis citogenético en pacien-
tes con LMA es que ayuda a deter-
minar tanto el diagnéstico como el
prondéstico. Sin embargo, es necesa-
rio mencionar que en ocasiones el
analisis citogenético convencional
puede indicar un pronéstico errado
o inadecuado debido generalmente a
la poca cantidad de metafases estu-
diables. El andlisis citogenético me-
diante la utilizacién de FISH ha con-
tribujdo a esclarecer estos casos. Un
ejemplo de ello lo constituyen los
dos pacientes con LMA donde debi-
do al insuficiente numero de meta-
fases analizadas se reporta como ca-
riotipo normal, teniendo segun el
analisis citogenético convencional
“buen prondstico”, pero al realizar la
técnica de FISH, se logr6 demostrar
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Fig. 2 Muestra una metafase inadecuada para estudio citogenético convencional.
Se observa mediante FISH 2 senales fluorescentes que corresponden a los

dos cromosomas 7.

la presencia de anomalias cromoso-
micas clonales (trisomia 21 y mono-
somia 11} indicativas de mal pro-
néstico.

En el 50% de pacientes con
LMA, sub-tipo FAB M3, se encontrd
la translocacién 15;17, la cual es pa-
tognomdnica de este tipo de leuce-
mia.

La translocacién 15;17 es la
evidencia citogenética de un rearre-
glo molecular que involucra el gen
a-RARA sobre el cromosoma 17, que
codifica el receptor para el acido re-
tinoico y el gen llamado PML (leuce-
mia promielocitica) sobre el cromo-
soma 15. Este complejo comprende
la porcion 5 del gen PML, el ex6n 3’
y la porcién remanente 3’ del gen
a-RARA (17, 18).

Este hallazgo es particularmen-
te importante ya que este tipo de pa-
cientes son susceptibles de ser tra-
tados con derivados del acido reti-
noico {17, 18). En este sentido la
técnica puede ser empleada, no solo
con fines diagnosticos sino también
pronésticos y terapéuticos. En este
estudio, los dos pacientes analiza-
dos presentaron tanto la evidencia
citogenética como molecular de este
complejo.

La LLC, es la leucemia mas co-
mun en los Estados Unidos y Euro-
pa comprendiendo cerca del 30% de
todas las leucemias. En 1984 Han y
col. estudiaron 21 pacientes con
esta enfermedad y senalaron que el
62% presentaban trisomia del cro-
mosoma 12 como tnica anomalia o
en combinacién con otras anormali-
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dades, por lo tanto consideraron que
la trisomia 12 era el cambio mas im-
portante en la LLC (19). Sin embar-
go, Kwong y col. estudiaron 19 pa-
cientes chinos con esa misma enfer-
medad utilizando FISH y encontra-
ron solo 2/19 (10%) (20).

En este estudio, en los dos pa-
cientes analizados no se encontro
tal alteracion, probablemente debido
al pequenio numero de casos estu-
diados o a diferencias biolégicas en-
tre poblaciones. Por lo tanto se re-
quiere de otros estudios con un ma-
yor namero de casos para confirmar
la incidencia real de trisomia 12 en
nuestra poblacion.

La LMC se caracteriza citogené-
ticamente por la presencia del cro-
mosoma Philadelphia (Ph) producto
de la t(9;22) (q34;q11.2) y molecu-
larmente por la formaciéon del com-
plejo ABL-BCR originado de la fu-
sion del proto-oncogen Abelson
{ABL) ubicado en la region 9q34 con
el gen BCR ubicado en la regién
22ql1.2. (16, 21-26).

Han sido reportados diferentes
tipos de translocaciones en este
trastorno las cuales incluyen: el cro-
mosoma Ph clasico, el cual aparece
en el 90% de todos los casos de
LMC. El cromosoma Ph variante,
que explica aproximadamente el 5%
de los casos. Este altimo citogenéti-
camente puede ser de 2 tipos: va-
riante Ph simple, cuando la translo-
cacion involucra al cromosoma 9 o
al 22 con otro cromosoma. Variante
Ph compleja, cuando involucra a los
cromosomas 9 y 22 con otrofs) cro-
mosomas. Esto es, involucra tres o
méas cromosomas, pero ellos inclu-

yen ruptura y puntos de fusién en
9q34 y 22qll.2. y el llamado Ph
oculto, donde no se observa la ano-
malia cromos6émica pero tienen el
complejo molecular (22, 27, 28).
Esto ocurre én el 5% de los casos de
LMC y corresponden a translocacio-
nes sub-microscépicas o a un bajo
nivel de mosaicismo (22, 23).

En este estudio se demostr6 la
presencia del complejo molecular
ABL-BCR mediante la técnica de
FISH en todos los pacientes con
LMC. Es importante destacar, que en
los casos donde se observo la traslo-
caciéon 8;21 y 16;22, (Tabla III) la
presencia del complejo molecular
ABL-BCR sugiri6 que la t 8;21 era
una anomalia adicional al cromoso-
ma Ph oculto. La t 16;22 result6é una
variante Ph tipo simple producto de
una traslocacién compleja criptica
que involucraba a los cromosomas 9
y 22 con otro cromosoma.

Con los métodos citogenéticos
convencionales, la observacion de
un cromosoma Ph puede ser eviden-
cia de LMC, pero no es evidencia di-
recta de la fusién ABL-BCR (23), y
en estos casos es donde la aplica-
cion del FISH es relevante.

Nuestros resultados demues-
tran la utilidad de la técnica de
FISH para el anélisis citogenético,
ya que es una técnica rapida, senci-
lla, confiable y de muy alta resolu-
cion. Permite la deteccion de se-
cuencias de ADN de interés, tanto
en metafases como en nucleos en
interfase, la demostracion de clona-
lidad de tipo numerico, la visualiza-
cion de los complejos ABL-BCR y
PML-o RARA no detectados por téc-
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nicas convencionales. Por lo tanto,
su uso conjuntamente con el anali-
sis citogenético convencional resulta
indispensable para el adecuado ma-
nejo clinico de pacientes con enfer-
medades hematologicas malignas
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