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Recomendaciones para estudios citogendmicos en neoplasias hematoldgicas
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Marco de trabajo

La Comision de Oncohematologia de la Red Colaborativa de Profesionales Especializados en Diagnostico
Genético - Argentina, grupo Ad hoc de la Red de Investigacion Traslacional para la Salud (RITS, CONICET)
(https://rits.conicet.gov.ar/red-colaborativa-de-profesionales-especializados-en-diagnostico-genetico-
argentina/), redactd estas recomendaciones como un marco de calidad para los laboratorios que realizan
diagnéstico citogendmico en neoplasias hematoldgicas. La Red se constituyé en el marco del Estudio
Multicéntrico “Relevamiento de recursos y articulacion de profesionales para impulsar la planificacion de
una Red Nacional en Citogenética y Citogenomica Clinica” de la Convocatoria Salud Investiga 2021-2022
de la Direccién de Investigacion en Salud del Ministerio de Salud de la Nacién (https://rits.conicet.gov.
ar/download/informe tecnico/ROZENTAL-Informe-Tecnico-Final-ITE-EM-2021-2022.pdf). Este estudio
brind¢é informacion sobre los recursos humanos en instituciones relacionadas al diagndstico de anomalias
cromoso6micas en Argentina y generd condiciones de articulacién entre especialistas para gestionar acciones
sistematicas y formales en torno a las problematicas del area.
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1. Marco conceptual

1.1. Introduccion y objetivo

Las neoplasias hematoldgicas son patologias clona-
les que se caracterizan por presentar gran heteroge-
neidad clinica y genética. Similar a lo que ocurre en
los tumores sélidos, la transformacion de los pre-
cursores hematopoyéticos normales se rige por un
proceso oncogénico que determina la iniciacion y
la expansion clonal. Estos cambios se producen por
distintos mecanismos genéticos, entre ellos, las al-
teraciones cromosdmicas numéricas y estructurales
(deleciones, inversiones, duplicaciones o amplifica-
ciones y translocaciones), que involucran genes cla-
ve en el desarrollo y la diferenciacion celular, control
del ciclo celular, supresion tumoral, vias de sefializa-
cion, entre otras.

Numerosos estudios mostraron que las alteraciones
cromosdmicas se observaban en forma recurrente y
presentaban relevancia diagndstica y prondstica. A
partir del afio 1997, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) junto con la Sociedad de Hematopato-
logia y la Asociacion Europea de Hematopatologia,
comenzaron a incorporar estas anomalias genéticas
como criterio en el diagndstico y clasificacion de las
enfermedades hematoloégicas. Surge asi, en el afio
2001 la nueva Clasificaciéon de Tumores de Tejidos
Hematopoyéticos y Linfoides, OMS; que ha incor-
porado informacidn genética para establecer entida-
des patoldgicas especificas y predecir el prondstico
con mayor precision!l. Muchas de estas alteracio-
nes cromosomicas se utilizan en la practica clinica
diaria como biomarcadores de valor diagndstico,
prondstico o predictivo de respuesta al tratamiento.
El manejo clinico de un paciente con enfermedad
hematoldgica depende en gran medida de la identi-
ficacién de estas anomalias cromosémicas observa-
das mediante citogenética convencional (Bandeo G)
y pruebas de hibridacién in situ con sondas fluores-
centes (FISH, Fluorescence in situ Hybridization). En
las dltimas décadas, se han mejorado los algoritmos
complementarios para respaldar una terapia dptima
orientada al riesgo, lo que lleva a una gran mejora en
la supervivencia de los pacientes.

El analisis citogenético es mandatorio en el proceso
de diagndstico y estratificacion de riesgo de neopla-
sias hematoldgicas y es considerado en la actualidad
la técnica “Gold Standard” para el estudio de estos
pacientes. Junto con el FISH, guian las decisiones
terapéuticas estableciendo la base para opciones de
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tratamiento individuales dirigidas especificamente
a anomalias genéticas o sus productos, asi como
también ayudan a evaluar la eficacia terapéutica me-
diante el seguimiento de la remisién o progresion
genética. Este estudio provee informacién del geno-
ma completo con un nivel de resolucion de entre 5
y 10 megabases, detectando tanto alteraciones nu-
méricas como estructurales, permitiendo evidenciar
evolucion clonal y la presencia de multiples clones.
El objetivo de este documento es describir las prin-
cipales recomendaciones preanaliticas, analiticas,
criterios de andlisis y alteraciones cromosdmicas
frecuentes en los estudios citogenéticos y citogeno-
micos aplicados a enfermedades hematoldgicas.

1.2. Recomendaciones generales

Para el abordaje de un paciente con sospecha de una
enfermedad oncohematoldgica, se recomienda eva-
luar el analisis en conjunto con las areas de hemato-
logia, citometria de flujo, citogenética, biologia mole-
cular y anatomia patoldgica. Ademas, es importante
destacar que la interpretacion de los resultados cito-
genéticos se debe realizar teniendo en cuenta tanto
la historia clinica del paciente, como también otros
hallazgos de laboratorio. Es por ello que es necesario
una estrecha colaboracion entre los citogenetistas y
los hematdlogos, lo cual permitira interpretar el sig-
nificado y el valor de la anomalia cromosomica de-
tectada en un paciente determinado. Los laboratorios
de citogenética deben estar familiarizados con las
alteraciones cromosoémicas asociadas a las diferentes
patologias y sus implicancias en la entidad en estudio.

1.3. Etapa preanalitica

1.3.1. Datos del paciente

Es esencial que se facilite al laboratorio de citogené-
tica los datos del paciente en forma completa (nom-
bre, DNI, fecha de nacimiento, sexo, datos clinicos y
de laboratorio), como asi también tipo de muestra,
sospecha diagnostica, estudio solicitado y fecha de
extraccién.

1.3.2. Condiciones de toma y conservacion de
muestras

Los centros o médicos derivantes deberan conocer
las condiciones de toma y envio de las muestras me-
diante documentos o planillas determinadas por el
laboratorio de citogenética, donde deben estar deta-
llados los requerimientos para este fin.
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Para los cultivos celulares y la técnica de FISH el anti-
coagulante de eleccion es la heparina sédica. Si solo se
realiza FISH puede utilizarse heparina sddica o EDTA.
La muestra debe ser enviada al laboratorio el mismo
dia de la extraccion. En caso de que esto no sea posi-
ble debe mantenerse a 4°C hasta el momento de ser
remitida al laboratorio, utilizando recipientes que la
protejan de los cambios extremos de temperatura.

1.3.3. Tipo de muestra

El tipo de muestra para estudios citogenéticos depen-
de de la sospecha diagnoéstica. Una muestra adecuada
es un requisito fundamental para un analisis cito-
genético exitoso. La misma debe contener en forma
representativa las células patoldgicas que van a ser
estudiadas para poder arribar a un correcto analisis
de la misma.

Para la mayoria de las neoplasias hematologicas, el
analisis de la médula 6sea (MO) es esencial, aunque
también puede realizarse en sangre periférica (SP) en
caso que la expresion del clon patologico supere el
20%. En cambio, frente a un diagnostico de leucemia
linfocitica cronica (LLC), la muestra recomendada es
SP. Podria considerarse utilizar MO en caso de infil-
tracion y/o ausencia de poblacién clonal en SP, como
ocurre en el linfoma de linfocitos pequefios, contra-
parte nodal de la LLC. Para los linfomas, en cambio,
la biopsia ganglionar, la MO si estd infiltrada o el te-
jido afectado (ej: biopsia de estomago en el MALT
gastrico) son de utilidad para el estudio. Para el es-
tudio de inestabilidad cromosdmica en la anemia de
Fanconi (AF), la muestra es SP. En el caso de la MO,
efectuar la extraccion de por lo menos 2 ml, preferen-
temente la primera porcion del aspirado para evitar
hemodilucién o SP, preservando siempre la esterili-
dad. El tipo de muestra de eleccion para cada patolo-

Sospecha LMC/otras

Tabla 1. Tipo y volumen de la muestra para citogenética convencional segun sospecha diagndstica.

gia se resume en la Tabla I.

1.4. Etapa analitica

El propésito del estudio citogenético es obtener célu-
las en divisidn en la etapa de metafase de la mitosis,
fase de mayor condensacién cromosoémica, tendien-
te a detectar alteraciones numéricas y/o estructura-
les en las células neoplasicas. Por esto es necesario,
ante todo, tener éxito en el cultivo celular, no solo
para obtener buenas metafases en cantidad y calidad
para su analisis, sino las adecuadas y representativas
de la patologia en estudio.

Es frecuente que las patologias oncohematoldgicas
presenten un indice mitético relativamente bajo o
morfologia no adecuada, esto explica los estudios
citogenéticos sin resultados. Existen diferentes va-
riables, tanto de la muestra de partida como de cul-
tivo, y cada laboratorio debe ajustar los protocolos
y puesta a punto segun cada patologia. En aquellos
casos donde no se obtuvieron metafases, pero hay
presencia de nucleos interfasicos, se puede realizar
la técnica de FISH para descartar alteraciones de ge-
nes de interés y brindar una informacién valiosa.

1.4.1. Técnica para la obtencion de metafases

Los estudios cromosémicos de las neoplasias malig-
nas, incluso hasta el presente, siguen planteando un
desafio técnico en un laboratorio de citogenética cli-
nica. Ninguna técnica por si sola garantiza un resulta-
do o que funcione de manera sostenida. La citogené-
tica sigue siendo una practica con muchas variables,
y cada laboratorio puede optar por ligeras modifica-
ciones del protocolo operativo estandar. En general,
el analisis cromosomico requiere los siguientes pasos
principales: cultivo de células, obtenciéon de metafa-
ses, técnicas de bandeo y analisis al microscopio.

i LA NMP SMD Linfomas
Muestra | MO/SP | MO MO | MO sP Ganglio linfitico/Tejido |,
infiltrado
. Tubo o jeringa con heparina sédica o . TUbO © Gatn'gho en rec1p1ent.e Tubo con
Medio de . jeringa con estéril seco o en medio :
iy Tubo con medio de transporte . . heparina
recoleccién . . s heparina de cultivo y suero fetal . 1
(medio, suero fetal bovino y antibidticos) . . sédica
sodica bovino
Volumen de 2-4ml 3-5ml 3-5ml
muestra

AF: anemia de Fanconi; LA: leucemia aguda; LLC: leucemia linfocitica crénica; LMC: leucemia mieloide crénica; MM:
mieloma multiple; MO: médula ésea; NMP: neoplasia mieloproliferativa; SMD: sindrome mielodispldsico; SP: sangre periférica
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1.4.2. Cultivo celular

La duracion del ciclo celular en las células malignas
varfa mucho entre pacientes y entre los distintos
tipos celulares. Para favorecer al méaximo las divi-
siones celulares en el clon neoplasico es importante
realizar el cultivo dentro de las 24 horas posteriores
alatoma de la muestra, en lo posible efectuar mas de
un cultivo y variar en las condiciones como volumen
de muestra sembrada y tiempos de incubacion.

1.4.2.1. Siembra

Es necesario trabajar en condiciones de esterilidad
preferentemente utilizando las cabinas de seguridad
bioldgica clase II (flujo laminar vertical), en especial al
efectuar la siembra de la muestra. Previamente se debe
realizar un recuento celular. Este es un punto clave para
garantizar que la cantidad de nutrientes que se agregan
al cultivo celular sean los suficientes para las células
presentes. Se puede realizar de distintas maneras. Si se
utiliza una camara de Neubauer se debe contar la can-
tidad de gldbulos blancos que hay en dos cuadrantes
opuestos de la camara. (Figura 1). Como orientacion
practica, considerando recuentos de 10000 a 50000
blancos/mm?, se sugiere sembrar en promedio entre 1
y 0,5 ml de médula 6sea cada 10 ml de medio.

Si no se dispone de una camara de Neubauer se
puede realizar frotis de la muestra y observar
microscopicamente la densidad celular. Sembrar 1
ml si se cuentan 50 células nucleadas por campo o
0,5 ml si el recuento es de 100 elementos por campo.
Es recomendable adecuar estos valores estimados en
cada laboratorio.

Una vez que se dispone de este dato realizar la siem-
bra de la muestra agregando en cada tubo Falcon (15
ml) antibidtico (ATB) estéril (opcional), Suero fetal
bovino (SFB) al 20%, RPMI con HEPES y L-gluta-
mina, muestra (dependiendo del recuento), y esti-
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mulantes del crecimiento en caso de ser necesario de
acuerdo a la patologia en estudio.

Existen en el mercado otros medios de cultivo espe-
cificos, como el F12 u otros ya suplementados con
SEB y células del estroma de médula que favorecen
el crecimiento celular y mejoran la morfologia de los
Cromosomas.

1.4.2.2. Incubacion

La incubacioén del cultivo se realiza en estufa a 37°C
en posicién inclinada. Esta posicion brinda una ma-
yor area de superficie entre la fase liquida y gaseosa
permitiendo a las células mayor contacto con el me-
dio de cultivo, proporcionandoles 6ptimas condicio-
nes para su desarrollo y proliferacion.

El tiempo de incubacién varia de acuerdo a cada
patologia y depende en gran medida del estado
madurativo de las células tumorales: en las mues-
tras constituidas por células inmaduras con indice
proliferativo alto el cultivo es de 24-48 horas y no es
necesario el uso de mitégeno (principalmente serie
mieloide y leucemias agudas). No obstante, en aque-
llas muestras constituidas por células maduras (serie
linfoide) el cultivo debe ser de 72 - 96 horas y requie-
re afladir un mitégeno para estimular la division ce-
lular en el caso de la LLC, el linfoma de células del
manto y los linfomas de células T. Se detallan a con-
tinuacion en la Tabla II.

1.4.3. Cosecha

1.4.3.1. Bloqueo del cultivo celular

Una vez pasado el tiempo de cultivo, se afiade 0,1%
de Colcemid® o colchicina, con tiempos variables de
acuerdo a cada laboratorio. El Colcemid® (demecolci-
na o N-desacetil-N-metilocolchicina) es un analogo
de la colchicina que resulta menos toxico y es el mas
utilizado en la actualidad. Ambos son agentes anti-

Figura 1. Cdmara de Neubauer ampliada, se muestran con flechas los cuadrantes que se deben considerar
para el recuento celular.
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mitdticos que actiian durante un tiempo establecido
despolimerizando los microtibulos del huso mitdtico,
responsables de separar las cromatides de un cromo-
soma. De esta manera se logra bloquear la division
celular en el estadio de metafase de la mitosis. Los
cromosomas se liberan de la placa metafésica y, sin
las fibras del huso, se dispersan libremente dentro del
citoplasma. Cuanto mas tiempo actue el antimitético,
mas metafases se obtendran, pero mas cortos seran los
cromosomas; con menos tiempo, se obtendran me-
nos metafases, pero con cromosomas mas largos. El
tiempo de incubacion a 37°C para ambos antimitoti-
cos debe ser ajustado en cada laboratorio teniendo en
consideracion tanto el tipo de muestra, tipo de cultivo
como la concentracién final del producto utilizado.

1.4.3.2. Shock Hipotdnico

Pasado el lapso de incubacion con Colcemid®, centri-
fugar, descartar el sobrenadante con pipeta, y agregar
una solucién hipotdnica con cloruro de potasio (KCl
0,075 M) a 37°C. Los tiempos de incubacién seran
variables segun cada laboratorio y el tipo de muestra.
El shock hipoténico por un mecanismo de ésmo-
sis hace que la membrana citoplasmatica se ten-
sione y que los cromosomas que estan en metafase
comiencen a separarse entre ellos. Ademas, provoca
la lisis de los glébulos rojos.

El tiempo correcto del shock hipotdnico es crucial ya
que si actda demasiado tiempo se obtienen metafases
incompletas o dispersas. Si el tiempo es insuficiente se
obtienen metafases cerradas o con membrana. Ambas
situaciones son perjudiciales para un correcto analisis.

1.4.3.3. Fijacion con solucion de Carnoy
A continuacién, se debe realizar primero una

pre-fijacion y luego la fijacién con solucién de Car-
noy (metanol y acido acético en una relacién 3:1),
preferentemente fria y debe ser preparada en el
momento evitando el contacto con el aire y mante-
niendo los tubos abiertos el menor tiempo posible.
Realizar sucesivos lavados con fijador (2 a 3) hasta
conseguir un pellet blanquecino.

La funcién de la solucion de Carnoy es fijar los cro-
mosomas y finalmente eliminar membranas, cito-
plasma y diferentes organelas para obtener un pellet
con nucleos en interfase y metafases. Las muestras
pueden guardarse en Carnoy a -20 °C durante un
tiempo prolongado.

1.4.3.4. Preparacion de los extendidos y envejeci-
miento

Se realizan los extendidos por goteo sobre portaobje-
tos limpios y desengrasados. Se chequea al micros-
copio el indice mitdtico y la calidad de las metafases
utilizando coloracién estandar. En funcién de estas
caracteristicas se determinara el nimero de vidrios
a extender o por el contrario se dara por fracasado
el cultivo. El envejecimiento (paso necesario para
optimizar el bandeo cromosdémico) varia entre labo-
ratorios. Es recomendable estandarizar estos tiempos,
ya que variaciones en las condiciones ambientales,
como el uso de aire acondicionado o calefaccion, pue-
de afectar el envejecimiento de los preparados.

1.5. Técnicas de tincion

1.5.1. Tincion Estandar

Permite evaluar la densidad celular, indice mitético,
morfologia cromosémica y realizar el recuento de
los cromosomas, coloreando de manera homogénea
los extendidos.

Tabla II: Tiempos de cultivo, necesidad de mitégeno, cantidad y tiempo de Colcemid® orientativos segiin
el tipo de neoplasia hematologica.

Sospecha diagnostica

Caracteristicas o
del culti ’ X
Tiempo de Directo/ Directoy
cultivo 24h/48 h* 24h/48h de 72h 72h 72h 72h
Mitégeno No No No TPA/PWM | PWM + Oligo DSP30 | PHA

*48 h solo en leucemia promielocitica aguda; LA: leucemia aguda; SMD: sindrome mielodisplasico; NMP: Neoplasia
mieloproliferativa; MM: mieloma multiple; SLPC-B: Sindrome linfoproliferativo crénico a células B; LLC: leucemia
linfocitica crénica; SLPC-T: Sindrome linfoproliferativo cronico a células T. TPA: 12-O-acetato o forbol-12-miristato-
13-acetato; PWM: Pokeweed; PHA: fitohemaglutinina.
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1.5.2. Técnicas de bandeo G

Por accidn de la tripsina, una enzima proteolitica que
hidroliza los componentes proteicos de la cromatina y
permite que el colorante (Giemsa o Wright) reaccione
con el ADN expuesto. Este proceso comienza ya en
el momento de la fijacién, donde se extraen parcial-
mente las histonas, especialmente la H1, y un grupo
de proteinas no histénicas de 50 a 70 KDa. El objetivo
es obtener un patrén de bandas claras y oscuras, que
permite identificar de manera especifica cada par cro-
mosoémico. La Figura 2 muestra un resumen de los
pasos de la siembra, cosecha y bandeo de las muestras
para el estudio citogenético (Figura 2).

1.6. Recomendaciones para el analisis citogenético.
Se detallan a continuacién las recomendaciones
para el analisis citogenético establecidas en las guias
europeas!?.

El andlisis citogenético provee informacion del
genoma, detectando tanto alteraciones numeéricas
como estructurales, y permitiendo evidenciar evo-
lucién clonal y la presencia de multiples clones. Para
que se defina un clon, debe tener, al menos, dos cé-
lulas con la misma anomalia si es una ganancia cro-
mosomica o una anomalia estructural. Si la anoma-
lia es una pérdida, debe estar presente en tres células
para ser considerada clonal.

1.6.1. Evaluacion al diagndstico
Cuando se estudia una muestra al diagnéstico deben
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analizarse al menos 20 metafases sin alteraciones cro-
mosomicas para considerar que presenta cariotipo
normal. Si s6lo se logran contar diez metafases (o me-
nos) y no hay posibilidad de solicitar nueva muestra,
el informe debe dejar claro que no puede descartarse
la presencia de un clon anormal escasamente repre-
sentado. Cuando se encuentra una anomalia clonal al
diagnostico, se pueden analizar un minimo de 10 me-
tafases, aunque es recomendable intentar estudiar al
menos 20 a fin de descartar la existencia de subclones.
Cuando se sospecha que una alteraciéon cromosomica
puede ser de origen constitucional, se debe realizar el
estudio citogenético en otro tejido, habitualmente SP
estimulada con PHA.

1.6.2. Evaluacion del seguimiento

A fin de evaluar la respuesta al tratamiento, se
recomienda analizar un minimo de 20 metafases
buscando la alteracién detectada originalmente y la
posible aparicion de alteraciones citogenéticas adi-
cionales.

El FISH puede ser una alternativa util (mas sensible
que el estudio citogenético) para el seguimiento de
una alteracidon determinada, pero no detecta la apa-
ricién de anomalias adicionales.

En el caso de la evaluaciéon de la enfermedad re-
sidual medible (ERM) la técnica citogenética es
poco sensible, por lo tanto se recomienda su eva-
luacién por técnicas moleculares en el caso de que
estuvieran disponibles (por ejemplo: BCR::ABLI,

Figura 2. Pasos de la siembra, cosecha y bandeo de muestras de médula 6sea (MO), sangre periférica (SP) o biopsias

del tejido infiltrado
v MO/SP
v Estimulantes mitogénicos
(dependiendo de la patologia)
Extraccién de la muestra — @ v' Medio de cultivo RPMI/Medio de
MO/SP / cultivo suplementado para MO
¢ v Suero fetal Bovino
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RUNX1::RUNXI1TI, etc) o por citometria de flujo.
En ciertas patologias, se recomienda el seguimiento
anual a fin de evaluar la evolucién clonal o la adqui-
sicién de nuevas alteraciones generalmente acompa-
fladas de cambios clinicos, como la profundizacién
de citopenias. También es recomendable realizar
una reevaluacion citogenética en el caso de recaidas
ya que pueden detectarse anomalias citogenéticas
diferentes a las del clon original.

1.7. Hibridacioén in situ con sondas fluorescentes
(FISH)

Las técnicas citomoleculares, como el FISH, cario-
tipo multicolor (M-FISH, SKY) e hibridacion ge-
némica comparativa (CGH), se han vuelto cada vez
mads importantes en la deteccion de alteraciones en
neoplasias hematolégicas, habiendo profundizado el
conocimiento de las anomalias cromosémicas en es-
tas patologias. Es por ello que se la considera una he-
rramienta importante en los laboratorios de genéti-
ca. Estas técnicas han contribuido significativamente
al descubrimiento de reordenamientos cripticos, asi
como a la deteccion de dichas alteraciones en células
con bajo indice mitético o directamente sobre célu-
las en interfase o muestras fijadas en parafina. En la
actualidad la técnica de FISH es considerada como
complementaria para un abordaje adecuado de las
patologias. Si bien tiene mayor sensibilidad, esta
orientada a la deteccién de anomalias especificas y
por ende, no evidenciaria la presencia de alteracio-
nes adquiridas durante la evolucién clonal.

El FISH es una técnica que utiliza sondas de ADN
marcado para detectar o confirmar anomalias ge-
néticas o cromosomicas. Se fundamenta en la capa-
cidad del ADN monocatenario para hibridarse con
secuencias de ADN previamente marcadas con dis-
tintos fluorocromos sobre regiones complementarias
especificas del ADN. La deteccion se logra mediante
la excitacion de la luz ultravioleta (UV) de un fluo-
rocromo, que luego es visualizada mediante un mi-
croscopio de fluorescencia con filtros apropiados. Es
util para mapear loci de genes en cromosomas es-
pecificos, detectar alteraciones cromosdmicas tanto
numéricas como estructurales (translocaciones, in-
versiones, inserciones y microdeleciones), amplifi-
caciones y deleciones génicas. Presenta un limite de
resolucion de 200-500 kb. También se utiliza para
identificar cromosomas marcadores y facilita la ca-
racterizaciéon de reordenamientos cromosémicos
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complejos identificados mediante analisis cromoso-
mico de rutina.

Esta metodologia permite la deteccién rapida de
genes de fusion susceptibles de terapia dirigida
(PML::RARA, BCR::ABL1) y alteraciones en el nu-
mero de copias recurrentes de importancia diagnds-
tica y/o prondstica que pueden estar presentes en las
células quiescentes.

1.7.1. Descripcion de la técnica

El ADN de la sonda y el preparado que contiene la
muestra son desnaturalizados mediante incubacion
a altas temperatura en una solucion de formamida y
buffer, provistas por el fabricante. La sonda se aplica
en gran exceso, lo que asegura que se hibride con el
ADN diana. Este paso puede realizarse desnaturali-
zando la sonda y la muestra por separado o juntas
(co-desnaturalizacion) utilizando un hibridizador.
Como se menciond previamente, la deteccion se
realiza mediante un microscopio de fluorescencia
con filtros apropiados. Es importante aclarar que se
deben respetar las indicaciones provistas por el fa-
bricante.

1.7.2. Tipos de sondas

En términos generales, existen tres categorias de
sondas de FISH, cada una de las cuales tiene una
gama diferente de aplicaciones: sondas de secuencia
repetitiva, sondas locus especificas y de pintado cro-
mosdmico completo.

Cada laboratorio debera determinar un punto de
corte o cut-off para cada disefio de sonda para consi-
derar un caso como positivo.

1.7.2.1. Sondas locus especificas

Las sondas locus especificas se dirigen a regiones de
interés en oncologia, donde generalmente se ubican
genes calientes. Las mismas son ideales para la iden-
tificacion rapida de aberraciones cromosoémicas en
todo el genoma. Presentan distintos disefios y su elec-
cién se basa en la alteracién que se desea investigar.
Pueden ser para un gen en particular, y, de acuerdo a
su disefio, pueden ser sondas de fusiones simples, con
un remanente en uno de los cromosomas derivados
(senal extra), de doble color-doble fusién y sondas
break apart. Cada uno de los disefios se encuentra
asociado a un punto de corte diferente en la deteccién
de determinadas alteraciones, y su elecciéon depende
de las caracteristicas del gen a estudiar.
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Dentro de las aplicaciones, estas sondas pueden ser
utilizadas para determinar si un gen esta amplifica-
do o delecionado (Figura 3). Es recomendable que
en su diseio se incluya una sefial adicional que actua
como control (centromérica o subtelomérica que
mapea en el mismo cromosoma) para poder identi-
ficar la correcta ubicacion de la sonda locus especi-
fica y poder discriminar segun el patrén de sefales
obtenido una delecién de una monosomia.

Para detectar reordenamientos estructurales, como
translocaciones cromosdmicas especificas se re-
comiendan las sondas de doble color-doble fusion
(Figura 4). Las mismas son adecuadas para detectar
reordenamientos génicos especificos conocidos. Dos
sondas marcadas con fluorocromos diferentes en los
puntos de ruptura del reordenamiento permiten la
visualizacion de una sefal de fusion (yuxtaposicion
de colores) en ambos cromosomas derivados. Esto
produce un patrén de dos fusiones, reduciendo signi-
ficativamente el impacto de los resultados falsos nega-
tivos que pueden ocurrir con sondas de fusion unica.
Las sondas “Break Apart” van dirigidas contra regio-
nes que flanquean el punto de ruptura de un mismo
gen; por tanto, en nucleos normales las sefiales se yux-
taponen, mientras que aparecen sefiales separadas en
nucleos que portan alguna translocacién o inversién
que afecte dicho gen (Figura 5). Estas sondas son muy
utiles para el estudio de translocaciones en las que los
genes diana presentan multiples posibilidades de re-
ordenamiento, como es el caso del gen KMT2A, IGH,
MYC, BCL6, entre otros. Posteriormente, hay que
realizar varios FISH con sondas de fusion especificas
para cada uno de los posibles “partners”. Sin embar-
go, en el caso de disponer de un software adecuado se
puede hacer un bandeo reverso ya que la contracolo-
racion con DAPI permite un bandeo G vy, por ende,
reconocer el cromosoma derivado. Ademas, las son-
das “Break Apart” se utilizan para el estudio de inver-
siones peri o paracéntricas.

1.7.2.2. Sondas de secuencias repetitivas

Las sondas de secuencia repetitiva se hibridan con
regiones o estructuras que contienen secuencias
cortas y estan presentes en miles de copias en el ge-
noma. Dentro de este tipo de disefio las mas usadas
en oncohematologia son las sondas centroméricas
que apuntan a secuencias alfa (a) y beta () satélites,
que flanquean los centrémeros de los cromosomas
humanos. En la mayoria de los casos, estas secuen-
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cias son distintas, de modo que una sonda alfa satéli-
te derivada de un cromosoma no se hibridara con la
de otro cromosoma. Las sondas de ADN satélite se
hibridan con multiples copias de la unidad repetida
presentes en los centrémeros, resultando en dos se-
fnales de fluorescencia muy brillantes en metafases
y células en interfase. Estas sondas son ttiles como
método de enumeracién cromosémica para deter-
minar si un individuo tiene el nimero correcto de
cromosomas, por lo que son particularmente valio-
sas para la deteccion de monosomias, trisomias y
otras aneuploidias (Figura 6).

1.7.2.3. Sondas de pintado cromosémico

Las sondas de pintado cromos6mico completo son
colecciones de sondas pequeiias marcadas con fluo-
rocromos especificos de cada cromosoma, las cua-
les se unen a una secuencia diferente a lo largo del
cromosoma. Este disefio permite la visualizacion de
cromosomas individuales en células en metafase y la
identificacién de aberraciones cromosdmicas tanto
numéricas como estructurales en muestras patold-
gicas humanas con alta sensibilidad y especificidad.
Son ttiles para la confirmacién y/o caracterizacion de
translocaciones, reordenamientos cripticos e identifi-
cacion de cromosomas marcadores (Figura 7).

1.8. Informacion y bases de datos citogenéticos/
citogenomicos de neoplasias hematologicas.

Las bases de datos citogenéticos disponibles en In-
ternet son bastante variadas y complementarias. Ac-
tualmente, las dos bases de datos de citogenética del
cancer mas utilizadas son:

1) Mitelman, que incluye informacién completa de
todos los cariotipos asociados a neoplasias publica-
dos y los genes involucrados®.

2) Atlas de genética y citogenética en oncologia y he-
matologia, que retine informacién sobre genes, ano-
malias cromosdmicas, leucemias, tumores sélidos y
enfermedades propensas al cancer!®!.

La nomenclatura citogenética se basa en los infor-
mes de un comité internacional establecido en 1960,
conocido como el Sistema Internacional de Nomen-
clatura Citogenética Humana (ISCN) que establece
una nomenclatura estandar que se utiliza para des-
cribir cualquier reordenamiento gendémico identifi-
cado mediante técnicas que van desde cariotipo has-
ta FISH, microarrays, diversos ensayos de regiones
especificas y secuenciacion de ADNE.
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Figura 3. Patron esperado de a) una delecion de un gen de interés y b) una amplificacién en metafase y en

a)

nucleo interfasico.

Célula normal

Metafase

Célula patologica

Interfase I I

Metafase

Interfase

b)

Célula normal

Metafase

Célula patolégica

Interfase I I

Metafase

Interfase

Figura 4. Patron esperado de una translocacion reciproca entre dos cromosomas en metafase y en nucleo
interfasico con sonda de doble color y doble fusion.

Célula normal

Metafase

Célula patologica

Interfase I ! I !

Metafase

Interfase

Figura 5. Patron esperado de a) una translocacion reciproca entre dos cromosomas y b) una inversion
cromosdmica tanto en metafase y en nucleo interfasico con sonda de BreakApart (split).

a)

Célula normal

Metafase

Célula patologica

Interfase !I I I

Metafase

Interfase

b)

Célula normal

Metafase

Célula patolégica

14 F

Interfase Metafase

Interfase
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Figura 6. Patron esperado de una trisomia de un cromosoma determinado tanto en metafase y en nicleo

interfasico.
Célula normal I Célula patologica I
I I Interfase I I I Interfase
Metafase Metafase

Figura 7. Patron esperado de una translocacion reciproca entre dos cromosomas utilizando sondas
de pintado cromosémico

Célula normal Célula patoldgica
Metafase Metafase

1.9. Informes: Modelo de informe que puede ser adaptado a cada institucion

Cariotipo
DATOS DE LA INSTITUCION
INFORME DE RESULTADOS DEL CARIOTIPO
Nombre y apellidos | DNI, HC o protocolo Sexo (F/M) Diagnéstico Ej: Fecha de recoleccién
Fecha nacimiento debut, recaida, etc y tipo de muestra
DATOS DEL SOLICITANTE

Nombre y apellidos del profesional solicitante
Nombre del centro de derivacion

METODOLOGIA EMPLEADA CARIOTIPO

Tipo de cultivo (cultivo directo, 24 h sin estimulacidn, 48 h sin estimulacidn, cultivo estimulado si/no)
Tipo de estimulacién

Bandeo cromosdmico (bandeo G o R)

RESULTADOS

Cariotipo (International System for Human Cytogenetic Nomenclature -ISCN-)
Descripcion de los resultados/Comentarios:

o Describir células analizadas y los clones observados

« Consecuencias clinicas, pruebas complementarias

« Causas de no valoracién

OBSERVACIONES
Limitacion de la técnica: la especificidad y la sensibilidad depende del disefio de la sonda
La interpretacion final de los resultados requiere del contexto clinico del paciente

Firma del responsable 1 Firma del responsable 2
Nombre y apellidos Matricula profesional Nombre y apellidos Matricula profesional
Fecha de Informe (dd/mm/aaaa)
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FISH

DATOS DE LA INSTITUCION

INFORME DE RESULTADOS DE FISH

Nombre y apellidos del profesional solicitante
Nombre del centro de derivacién

Nombre y apellidos | DNI, HC o protocolo Sexo (F/M) Diagnostico Ej: Fecha de recoleccion
Fecha nacimiento debut, recaida, etc y tipo de muestra
DATOS DEL SOLICITANTE

METODOLOGIA EMPLEADA FISH

RESULTADOS

Descripcion de los resultados/Comentarios:

« Describir células analizadas y los clones observados
o Cut-off y nombre del fabricante de la sonda

« Consecuencias clinicas, pruebas complementarias

« Causas de no valoracién

Férmula FISH (International System for Human Cytogenetic Nomenclature ~-ISCN-)

OBSERVACIONES

Limitacién de la técnica: la especificidad y la sensibilidad depende del disefio de la sonda
La interpretacion final de los resultados requiere del contexto clinico del paciente

Firma del responsable 1
Nombre y apellidos Matricula profesional
Fecha de Informe (dd/mm/aaaa)

Firma del responsable 2
Nombre y apellidos Matricula profesional

1.10. Archivo de portaobjetos/imagenes/suspen-

siones de células fijadas'®

En ausencia de legislacion especifica en la jurisdic-

cién sobre almacenamiento de muestras bioldgicas

o los productos de su procesamiento, el laboratorio

debe definir y especificar en el manual de procedi-

mientos los periodos mas adecuados para su reten-
cion.

« Los portaobjetos/imagenes deben almacenarse de
manera que incluyan suficientes metafases con
bandas para la reevaluacion, si es necesario. Cada
laboratorio debe establecer una politica para su
conservacion y archivo.

« Se sugiere conservar:

- Muestras: hasta que se verifique que hay suficien-
te material para analizar.

- Suspensiones de las células fijadas: al menos hasta
que se redacte el informe final y, si es posible, al
menos 5 anos.

- Extendidos tefidos: 1-2 portaobjetos montados
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por caso analizado, por 5 afios si no hay archivo
de imagenes digitalizadas, por 2 afios si lo hay, y
por 1 afo si no estan montados.

- Extendidos con fluorocromos: segun politica del
laboratorio.

- Imagenes digitalizadas: 20 afos.

- Resultado normal: guardar una imagen de una
metafase/interfase donde se observe el patron de
bandas/sefial normal.

- Resultado anormal: guardar imagenes de dos
interfases o metafases que ilustran cada patrén
anormal observado.

- Informes finales digitalizados y/o en papel: por lo
menos durante 20 afos.

o Si se detecta una anomalia cromosdmica que no
ha sido completamente caracterizada, se sugie-
re archivar portaobjetos/imagenes y solicitar una
muestra de ADN para estudios citogendmicos.

« Todas las imagenes deben conservarse con acceso
informatico protegido.
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2. Neoplasias mieloproliferativas cronicas

2.1. Introduccion

Las neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMP)
son un grupo heterogéneo de enfermedades clona-
les de la célula madre hematopoyética, caracteriza-
das por aumento de la proliferacion eritroide, mie-
loide y megacariocitica que provoca un aumento de
células maduras en sangre periférica (SP). En esta
guia las vamos a dividir en la leucemia mieloide cro-
nica (LMC), con el rearreglo BCR::ABLI o Ph+, y las
neoplasias mieloproliferativas cronicas Ph-.

2.2. Leucemia mieloide cronica (LMC)

2.2.1. Perfil genético de las LMC

La LMC se desarrolla a partir del crecimiento des-
controlado de células mieloides en diferentes esta-
dios de maduracion. Se caracteriza por la presencia
del cromosoma Philadelphia (Ph), cromosoma 22
derivado de la translocaciéon reciproca y balanceada
entre los cromosomas 9y 22 [t(9;22)(q34;q11)], que
genera la yuxtaposicion de los genes BCR (22ql1,
del inglés, breakpoint cluster region, BCR Activator
of RhoGEF and GTPase) y ABL1 (9q34, del inglés,
Abelson Proto-Oncogene 1, Non-Receptor Tyrosine
Kinase). La consecuencia molecular de la translo-
cacion en el 98% de los casos con LMC implica la
fusion del intrén 13 o 14 del BCR con una region del
ABL1 de 140kb entre los exones 1b y 2, originando
principalmente dos transcriptos diferentes: el3a2
(ex6n 13 de BCRy ex6n 2 de ABLI) o el4a2. Ambos
transcriptos resultan en la expresion de la proteina
quimérica BCR::ABL1 de 210KDa con actividad de
tirosina quinasa (TK) constitutiva, alterando las vias
de proliferacion y supervivencia!'7..

La enfermedad, clasicamente, presenta tres estadios:
fase cronica (FC), fase acelerada (FA) y fase blastica
o crisis blastica (CB). La mayoria de los pacientes
(90-95%) son diagnosticados durante el transcurso
de la FC, casi el 50% de los casos son asintomadticos
y se diagnostican como parte de un examen médico
de rutina, debido al hallazgo de un recuento elevado
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de globulos blancos, acompanado de desviacion a la
izquierda y, a menudo, basofilia. Es frecuente, ade-
mas, la presencia de esplenomegalia como el signo
clinico méas comuin. La LMC en FC sin tratamiento
progresa a CB en un periodo de 3 a 5 afios, pasando
generalmente por una FA previa, donde la anemia,
la esplenomegalia y la infiltracién empeoran. Por
otro lado, un 20% de los pacientes evoluciona a CB
sin senales de alerta, presentdndose como una leu-
cemia aguda (mieloide en el 60% de los casos, lin-
foide en el 30% y megacariocitica o indiferenciada
en el 10% restante), donde empeoran los sintomas
generales, el sangrado, la fiebre y las infecciones!'l.
En el contexto actual del éxito en el tratamiento con
ITK (inhibidores de TK), y aunque en discusion!" la
OMS (2022)" sugiere excluir la definicion clasica de
FA y focalizarse en los mecanismos de resistencia,
que incluyen la adquisicion de alteraciones citoge-
néticas adicionales, mutaciones en el dominio kina-
sa del ABLI y progresiéon a CBl".

2.2.2. La citogenética en el diagnostico

La t(9;22)(q34;q11) se detecta en el 90-95% de los
casos al diagnostico, el 5-10% restante puede pre-
sentar alguna variante que involucre a uno o mas
cromosomas adicionales [t(v;9;22)], o un reordena-
miento criptico de BCR::ABL1I (indetectable por ci-
togenética convencional). Es importante establecer
la presencia de alteraciones citogenéticas adiciona-
les (ACAs) a la t(9;22)(q34;q11) ya que esto puede
considerarse como una posible “advertencia” de
evolucion de la enfermedad, afectando al pronéstico
y la respuesta al tratamiento!" 7.

Las ACAs estan presentes en 7% de los pacientes en
FC y su frecuencia se incrementa durante la progre-
sion. En el momento de la transformacion leucémi-
ca el 80% de los casos muestran alteraciones citoge-
néticas adicionales al cromosoma Ph, dentro de las
cuales las mds frecuentes son las denominadas de la
ruta mayor e incluyen: un cromosoma Ph adicional,
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isocromosoma 17q y +8 o +19 (Tabla III). La pre-
sencia de cualquiera de estas anomalias le confiere
un prondstico adverso, evidenciando una posible
evolucion clonal. Recientemente, a esta lista de ha-
llazgos de alto riesgo, se han sumado +21, +17, -7/
del(7q), rearreglos de 3q26.2, rearreglos de 11q23 y
los cariotipos complejos; mientras que la pérdida del
cromosoma Y no afecta el prondstico. La mayoria
de estas ultimas se categorizan como eventos de la
ruta menor'7.. Algunas ACAs suelen observarse en
combinacién como +19 o -7/7q-, mientras que otras
como 3q26.2 emergen durante el transcurso de la
enfermedad!"l.

La presencia de alteraciones citogenéticas en los
clones Ph negativos, frecuentemente observadas en
pacientes bajo tratamiento, han sido asociadas con
toxicidad a los ITK sin impacto en el prondstico.
La excepcion son las alteraciones que involucran al
cromosoma 7, incluyendo el der(1;7), que han sido
asociadas con menor respuesta al tratamiento, o con
la presencia de un sindrome mielodisplasico (SMD)
y progresion a leucemia mieloide aguda (LMA)®.
Para las LMC se deben evaluar entre 10 y 20 meta-
fases al diagnostico, idealmente 25, a fin de asegu-
rarse la deteccion de ACAs. Mientras que, durante
el seguimiento es necesario analizar un minimo de
20 metafases para definir correctamente la respuesta
citogenética a los ITK (Imatinib, Nilotinib, Dasati-
nib, Bosutinib, entre otros) o a las drogas dirigidas
al sitio de miristoilo del ABL (Asciminib).

2.2.3. Criterios de respuesta

Respuesta completa (RCC): 0% metafases Ph+
Respuesta parcial (RCP): 1-32% metafases Ph+

La RCCy la RCP se consideran respuestas Mayores
Respuesta menor (RCm): 33-66% metafases Ph+

NUMERO EXTRAORDINARIO

Respuesta minima (RCmin): 67- 99% metafases Ph+
Respuesta nula: (RCN): 100% metafases Ph+

Las respuestas deben ser evaluadas a los 3, 6 y 12
meses del inicio del tratamiento, con posterior mo-
nitoreo rutinario, a fin de determinar respuestas
favorables, sefales de alerta o desfavorables que
ameriten un cambio de ITK. Es recomendable que
el paciente alcance una respuesta molecular menor
(<1% de BCR::ABLI1/ABLI), lo cual equivale a una
RCC, alos 6 meses. A fin de evitar punciones de MO
rutinarias, confirmar esta RCC mediante citogené-
tica convencional ya no es necesaria si se dispone
de pruebas de reaccién en cadena de la polimera-
sa transcripcion reversa (RT-PCR) cuantitativa en
tiempo real (QRT-PCR) validadas. Ademas, dada su
baja sensibilidad, no se recomienda como técnica de
monitoreo a largo plazo. Sin embargo, puede ser util
en casos con evidencia de resistencia, recaida mani-
fiesta y/o sefiales de progresion para detectar la apa-
ricién de ACAs!"4l.

2.3. Neoplasias mieloproliferativas cronicas Phi-
ladelphia negativas (Ph-)

Las neoplasias mieloproliferativas cronicas Phila-
delphia negativas (NMP Ph-) son un grupo hetero-
géneo de enfermedades clonales de la célula madre
hematopoyética, caracterizadas por aumento de
la proliferacion eritroide, mieloide y megacarioci-
tica que provoca un aumento de células maduras
en SP. Las NPM Ph- comprenden a la policitemia
vera (PV), trombocitemia esencial (TE), mielofibro-
sis primaria (MFP), leucemia eosinofilica crdénica
(LEC), leucemia neutrofilica crénica (LNC) y las
NMP no clasificables 7#l.

Existen tres genes drivers cuyas mutaciones son las
responsables de la fisiopatologia de las NMP Ph-, y

Tabla III. Alteraciones citogenéticas adicionales a la t(9;22).

Alteraciones Citogenéticas de la ruta mayor Valor prondstico

Trisomia 8 (+8) 35% Adverso
Duplicacion Ph (+der(22)t(9;22)(q34;q11)) 30% Adverso
Isocromosoma 17 (i(17)(q10)) 20% Adverso
Trisomia 19 (+19) 15% Adverso
Isoderivado 22 (ider(22)(q10)t(9;22)(q34;q11)) 5-10% Adverso
Otros hallazgos citogenéticos
Delecidn del derivado 9 10-15% Sin valor prondstico
Ph variante 2-10% Sin valor prondstico
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son por lo general mutuamente excluyentes: JAK2
(prevalente en PV), CALR y MPL; éstas ultimas nor-
malmente no se observan en pacientes con PV, pero
son frecuentes en TE y MFP JAK2-. Publicaciones
recientes han destacado la contribucién pronoéstica
de la informacién genética en NMP Ph-, que incluye
al cariotipo, el estado mutacional de los genes dri-
vers (JAK2/CALR/MPL)y la presencia o ausencia de
mutaciones de alto riesgo molecular®!°.

Las alteraciones citogenéticas en NMP Ph- se obser-
van en muy bajo porcentaje al diagnéstico y la ma-
yoria no son especificas de una patologia en parti-
cular. Sin embargo, los estudios citogenéticos son de
relevancia pues permiten confirmar clonalidad, ex-
cluir el diagnéstico de LMC, evaluar una progresion
cariotipica durante la transformacion leucémica, y
sobre todo identificar alteraciones de mal prondstico
en MFP (-7/7q-, inv(3)/3q21, i(17q), 12p-/12p11.2,
11q-/11q23, trisomias autosdmicas distintas a +9 y
+8 incluidas en los modelos actuales de estratifica-
cion de riesgo!! '3,

2.3.1. Policitemia Vera (PV)

La PV se caracteriza por eritrocitosis clonal, que
puede estar acompaiiada de leucocitosis, tromboci-
tosis, esplenomegalia, prurito, sintomas constitucio-
nales, alteraciones de la microcirculacién, y mayor
riesgo de trombosis y progresion a mielofibrosis o
leucemia mieloide aguda (LMA)!". El curso natural
de la PV suele incluir dos fases: la fase policitémica
o proliferativa y la fase post policitémica o de MF
post PV. Un pequeiio subgrupo de pacientes puede
transformarse a una fase acelerada (FA), con 10-19%
de blastos en SP y/o MO, o una fase blastica (FB) con
>20% de blastos en SP/MO.

2.3.1.1. Perfil genético

A nivel molecular presenta una frecuencia muy ele-
vada de mutaciones en el gen JAK2: 97% para JAK-
2V617F (exdén 14) y 2% para otras, incluyendo va-
riantes en el exdn 12. Cabe destacar que los estudios
utilizando paneles y secuenciacién masiva paralela
(NGS) han revelado que mas del 50% de los pacien-
tes con PV presentan variantes en la secuencia de
otros genes ademas de JAK2, siendo los mas fre-
cuentes TET2 (18%), ASXLI (15%), y SH2B3 (3%).

2.3.1.2. Alteraciones citogenéticas y su impacto
Hasta el 20% de los pacientes con PV en fase
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policitémica presentan alteraciones citogenéticas al
momento del diagnéstico, pudiendo llegar al 90%
cuando se trata de FA o FB. Aunque no son especi-
ficos, estudios recientes han confirmado el impac-
to adverso (independiente de la edad) del cariotipo
anormal sobre la supervivencia!'l.

En la fase policitémica las alteraciones mas frecuen-
tes son: del(20q), +8 y +9 aisladas, y +1q como doble
anomalia. En la fase de MF post PV son mas fre-
cuentes los cariotipos complejos (alrededor del 25%
de los pacientes), sobre todo en FA y FB (puede al-
canzar una frecuencia del 70%), y suelen involucrar a
los cromosomas 5, 7 y 17 (-5/del(5q),-7/del(7q),-17/
del(17p)/add(17p)).

2.3.2. Trombocitemia Esencial (TE)

La TE estd caracterizada por trombocitosis persis-
tente, y en la mitad de los casos se descubre como
un hallazgo en el hemograma de rutina en pacientes
asintomaticos ya que presenta un curso clinico rela-
tivamente benigno. Pueden presentar sintomas vaso-
motores por obstruccién de la microcirculacién, pru-
rito, cefalea, esplenomegalia leve y/o hepatomegalia,
y sintomas constitucionales. Presenta un riesgo de
transformacion a MF post TE de 4-8% a 10 afos, y
en menor frecuencia de evolucién a un SMD y LMA.

2.3.2.1. Perfil genético

Los pacientes con TE presentan mutaciones de JAK2
en el 50-60% de los casos, mientras que la frecuencia
para las mutaciones en CALR y MPL se estiman en
20%-25% y 3%-4%, respectivamente. Aproximada-
mente entre 10% y 15% de los pacientes no expresan
ninguno de los tres genes mutados y por ello se los
denomina “triples negativos”. En el sistema de pun-
tuaciéon de riesgo MIPSS-ET (mutation-enhanced
international prognostic scoring system), las muta-
ciones de U2AF1 y SF3BI presentan mayor riesgo
fibrético, y las mutaciones de TP53 mayor riesgo de
progresién leucémica!.

2.3.2.2. Alteraciones citogenéticas y su impacto en TE
La presencia de cariotipo anormal es infrecuente
en TE, con una incidencia <10%, y la relevancia so-
bre el pronoéstico es incierta, aunque pareceria que
(excepto -Y) podria tener un efecto adverso sobre
la sobrevida global™. Las AC mads frecuentes son:
del(20q), +8 y +9, casi siempre como alteraciones
aisladas.
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2.3.3. Mielofibrosis primaria (MFP)

La MFP es la NMP Ph- de peor pronostico. Se trata
de una enfermedad clonal de la célula madre pro-
genitora hematopoyética caracterizada por fibrosis
progresiva de la MO y desarrollo de hematopoyesis
extramedular. Las manifestaciones clinicas incluyen
anemia severa, leucoeritroblastosis, hepato-espleno-
megalia, sintomas constitucionales, dolores 6seos y
prurito, entre otros.

Puede presentarse en la fase prefibrética o en fibrosis
ya establecida, y puede ser resultado de la progre-
sién de PV o TE previas (MF post PV y MF post
TE), con prondstico y tratamiento similares. El ha-
llazgo de 10-19% de blastos en SP o MO define la
fase acelerada de la MF. La crisis blastica se define
por el hallazgo de 220% de blastos.

2.3.3.1. Perfil genético

El perfil mutacional incluye a los tres genes drivers
comunes a las otras NMP Ph- (JAK2/CALR/MPL), y
a otros genes con impacto clinico. Multiples estudios
han confirmado el efecto favorable de las mutacio-
nes CALR tipo 1, y el efecto adverso de mutaciones
de alto riesgo molecular (HMR) (ASXLI1, SRSF2,
U2AF1-Q157, EZH2, IDH1 e IDH2, otros) sobre la
supervivencia de los pacientes con MFP.

2.3.3.2. Alteraciones citogenéticas y su impacto
En la MFP un tercio o mas de los pacientes (hasta
45% segun las series) presentan cariotipo anormal al
momento del diagnostico, siendo las mas frecuentes:
+9, del(13q), del(20q), y duplicaciones de 1q (u otras
alteraciones del cromosoma 1).

Determinadas anomalias citogenéticas tienen impac-
to sobre la supervivencia global y la sobrevida libre de
leucemia. Las anomalias de muy alto riesgo incluyen
-7, inv(3), i(17q), +21, +19, del(12p) y del(11q). Las
alteraciones de riesgo favorable incluyen cariotipo
normal o +9 aislada, del(13q), del(20q), anomalias de
1qy pérdida del cromosoma Y.

2.3.4. Leucemia eosinofilica créonica (LEC)

La LEC es una entidad rara, muy poco frecuente,
caracterizada por la proliferacion clonal de precur-
sores y eosinofilos maduros que dan como resultado
una hipereosinofilia persistente en SP y MO. Es im-
portante descartar las causas secundarias de eosi-
nofilia (alergias, parasitos, etc), ya que son mucho
mas frecuentes que las causas primarias, asi como
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también la existencia de neoplasias mieloides/linfoi-
des con eosinofilia o de fusiones de genes de tirosina
quinasa.

Como criterios para el diagndstico deben cumplir
la presencia de hipereosinofilia en SP (recuento de
eosinofilos 21,5x10°/L y eosinofilos 210% de GB);
blastos <20% en SP y MO; sin fusiones de los genes
tirosina-quinasa, como: BCR::ABL1, ABLI1, PDG-
FRA, PDGFRB, FGFR1, JAK2 o FLT3; que no cum-
plan criterios de diagndstico para LMA ni para otras
NMP.

Las alteraciones citogenéticas mas frecuentes son
+8, +15, del(5q), del(9), -7, i(17q) y cariotipo com-
plejo. Los genes mas frecuentemente mutados son
ASLXL1, TET2, DNMT3A y EZH?2.

2.3.5. Leucemia neutrofilica cronica (LNC)

La LNC es una NMP poco frecuente caracterizada
por neutrofilia persistente y, a menudo, esplenome-
galia. Es importante descartar causas identificables
de neutrofilia reactiva, asi como también la posibi-
lidad de otras NMP Ph-. Los diagndsticos diferen-
ciales incluyen, entre otros, reacciones leucemoides,
LMCy LMC atipica, la cual se caracteriza por la pre-
sencia de rasgos displasicos.

La caracteristica genética diagndstica es la presencia
de variantes en el gen CSF3R, aunque su ausencia
no excluye la posibilidad de LNC. La mayoria de los
casos tienen mutaciones cooperadoras en los genes
SETBP1, ASXL1y SRSF2, entre otras.

2.4. Procesamiento

2.4.1. Estudio citogenético con bandeo G

El estudio citogenético en NMP es una metodologia
que tiene alta especificidad y baja sensibilidad. En
el caso de las LMC se recomienda su realizacion al
momento del diagnéstico, y hasta que alcance la re-
mision citogenética completa.

2.4.1.1. Cultivo de MO para estudio citogenético
con bandeo G

- Toma de la Muestra: Obtener 1 a 5 ml de médula
6sea (MO) asépticamente en una jeringa previamen-
te heparinizada con heparina sddica. Rotular con el
nombre y el diagnéstico del paciente. La muestra
debe ser enviada al laboratorio el mismo dia de la
extraccion, en el caso de que esto no sea posible debe
mantenerse a 4°C hasta el momento de ser remitida
al laboratorio. En el caso que la muestra deba ser
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transportada, utilizar recipientes que la protejan de
los cambios extremos de temperatura.

2.4.1.2. Analisis e interpretacion de resultados:
Para las NMP en general se requiere el andlisis de
al menos 20 metafases para definir un cariotipo
normal. Para el caso de cariotipos anormales puede
analizarse un numero menor de metafases siempre
que se cumplan los criterios definidos por el ISCN
202419 para definir clonalidad para alteraciones nu-
méricas y estructurales.

2.4.2. Hibridacidn in situ con sondas fluorescentes
(FISH):

La técnica de FISH resulta de gran utilidad cuando
el citogenético no es concluyente por falta de células
en division, o en el caso de translocaciones variantes
o cripticas que no se observan por citogenética con-
vencional. El mismo se puede realizar de sangre pe-
riférica o de médula dsea, utilizando tanto EDTA
como heparina como anticoagulante ya que existe
muy buena correlacién con el estudio citogenético, y
también entre ambos tipos de muestra!!71¢],

Tanto cuando se sospecha una LMC, como en el caso
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3. Sindromes/Neoplasias mielodisplasicas

3.1. Introduccion

Los sindromes mielodisplasicos (SMD)!, actual-
mente también denominados como neoplasias
mielodisplasicas por la Organizaciéon Mundial de
la Salud (OMS) (Tabla IV)® constituyen un grupo
heterogéneo de enfermedades clonales (neoplasi-
cas) de las células progenitoras hematopoyéticas de
la médula 6sea (MO). Se caracterizan por una he-
matopoyesis inefectiva con alteraciones funcionales
y morfoldgicas de los progenitores, desarrollo de ci-
topenia(s) periférica(s) y riesgo de falla medular con
o sin evolucién a leucemia mieloide aguda (LMA).
Los SMD pueden clasificarse como primarios o ‘de
novo” (SMDp), o secundarios (SMDs). Los SMDp
se desencadenan sin causa aparente, a diferencia de
los SMDs que se asocian a una exposicion previa a
quimioterapia (agentes alquilantes e inhibidores de
la topoisomerasa), terapia radiante, algunos agentes
inmunosupresores y/o factores ambientales como el
benceno y sus derivados. Cabe mencionar que alre-
dedor del 10% se asocian a variantes de predisposi-
cion en linea germinal. Los pacientes con SMD pre-
sentan una mediana de edad de entre 65 y 70 afos
al momento del diagndstico y una incidencia de 3-5
cada 100.000 habitantes/afio, la cual aumenta con la
edad, siendo de 20 cada 100.000 en los mayores de
70 afios. Menos del 5% de los casos pueden ser diag-
nosticados en edades pedidtricas y presentan carac-
teristicas especiales!l.

El diagnodstico de estos pacientes es complejo y re-
quiere de un equipo multidisciplinario. Ademas de
la evaluacion clinica y morfoldgica inicial realizada
por el médico hematdlogo, el andlisis citogenético
se considera mandatorio para el establecimiento del
diagndstico, prondstico y la seleccion del tratamien-
to**l. Las alteraciones genéticas (anormalidades
cromosdmicas, haplo-insuficiencia, disomia unipa-
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rental adquirida, variantes patogénicas en ciertos
genes), epigenéticas (hipermetilacion aberrante,
expresion de micro ARNs) y del microambiente
medular contribuyen al fenotipo de la enfermedad.
Lejos de quedar obsoleto con los nuevos avances
tecnologicos, el establecimiento del cariotipo se
mantiene como el “gold standard” ya que colabora
en el establecimiento del diagnéstico, prondstico y
la seleccion terapéutical*®. Alrededor del 40-50%
de los pacientes presentan cariotipo alterado con un
predominio de pérdidas totales o parciales, cuyo ha-
llazgo se incrementa conforme aumenta el porcenta-
je de blastos en MO,

A lo largo de las diferentes versiones de la OMS se
fueron listando una serie de alteraciones citogené-
ticas que colaboraban en el diagndstico en ausencia
de los hallazgos displasicos caracteristicos (Tabla
V)Bl. Este grupo ha quedado reducido en los SMD
no clasificables sélo a la presencia de -7/del(7q) o
cariotipos complejos segtn el ICC. Sin embargo, en
presencia de un porcentaje de blastos >10% siguen
siendo de utilidad para su clasificacion anadiendo la
trisomia 8, la del(20q), algunas translocaciones va-
riantes o sus derivados, y excluyendo las alteracio-
nes balanceadas que colaboran en el diagndstico de
LMA con hallazgos recurrentes (Tablas IV y V).
La relacién cariotipo-fenotipo del Sindrome 5q-,
con excelente respuesta al uso de Lenalidomida!” fue
reconocida por la OMS desde el afio 2001 y continua
en vigencia en las propuestas del afio 2022 por parte
de la OMS® y del Consenso Internacional del Can-
cer (ICC)!". Otro subgrupo recientemente recono-
cido por la OMS, caracterizado por la presencia de
mas de una variante en TP53, se asocia con carioti-
pos complejos en alrededor del 90% de los pacientes
con predominio de las alteraciones clasicas del(17p),
del(5q) y/o -7/del(7q)"®.
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Tabla IV: Clasificaciones actuales

NUMERO EXTRAORDINARIO

Sindromes Neoplasias
Mielodisplasicos: Mielodisplasicas: Hallazgos citogenéticos Mutaciones
ICC 2022 OMS 2022
S Enn Ambas: 5g- aislada o
SMD con del(5q) | recuento de blastos y cual ui;er c(l)tra 4 excencion ICC: excluye TP53 multi-hit o con
(SMD-[del(5q)] 5q- aislado o _;1/7 ' P VAF >10%
(SMD-5q) 1
Ambas: Cualquier
hallazgo, a excepcién de ICC: SF3BI (210% VAF), excluye
j 5q-,-7/7q-, o cariotipo multi-hit en TP53 0 RUNX1
SMD con SE3B1 SMD con bajo q e q p
recuento de blastos y | complejo.
mutado (SMD- - - -
SF3BI) SF3B1 mutado OMS: no especifica ni VAF ni otras
(SMD-SF3B1I) ICC: también excluye alt. | mutaciones, permite en este subtipo
3q26 pacientes con sideroblastos anillados
>15% en ausencia de SF3BI
ICC: mutaciones multi-hit en TP532,
o 1 mutacién con VAF >10% y

SMD con TP53 SMD con cariotipo complejo, usualmente con

mutado inactivacion bialélica | OMS: Usualmente pérdida de 17p (si la LOH en TP53 no

(complementar con | de TP53 cariotipo complejo disponible)

SMD/LMA) (SMD-biTP53) OMS: dos 0 méds mutaciones en
TP53, 6 1 mutacién con evidencia de
pérdida de nimero de copias o LOH

SMD no SMD con bajo

especificado recuento de blastos

(SMD-NOS) (SMD-LB)

sin displasia Cualquiera a excepcion de SF3B1

( SMD—II)\I 0S) - -7/7q- o cariotipo complejo | (=10% VAF) o en TP53 multi-hit o
VAF >10%

fl(:; ;lille;aSIa en i qcl‘lleal;l(‘)llce;g;llljz%i;?;:g’zo Cualquiera a excepcion de multi-hit

(SMD-NOS-DU) SMD-del(5q) en TP53 vy sin criterios de SMD-SF3B1

;(;?lgi;l::sm ) gs:fslce;ﬁ;?:i‘?i’eiﬁseg? Calquiera a excepcién de multi-hit en

(SMD-NOS-DM) SMD-del(5q) TP53 y sin criterios de SMD-SF3B1

) SMD hipoplasico
(SMD-h)

SMD con exceso de
blastos (SMD-EB)

SMD con incremento
de blastos tipo 1

ICC: cualquier alteracién
citogenética

ICC: cualquiera a excepciéon de multi-
hit en TP53

(SMD-IB1)

SMD con incremento | ICC: cualquier alteracién ICC: cualquiera a excepcién de las
SMD/LMA de blastos tipo 2 citogenética a excepcion de asoc.ia dasz LMAb o TPP;' 3

(SMD-IB2) las asociadas a LM AP

con mutaciones en
genes relacionados

Cualquier alteracion
citogenética a excepcion de
las asociadas a LM AP

ASXLI, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3Bl1,
SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2
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con alteraciones
citogenéticas
asociadas

ICC: del(5q)/t(5q)/add(5q),
-7/del(7q), +8, del(12p)/
t(12p)/add(12p), i(17q),
-17/add(17p) o del(17p),
del(20q), y/o idic(X)(q13);
>3 anormalidades en
ausencia de alteraciones
recurrentes de LMA

OMS: no especifica

OMS: no especifica

con TP53 mutado

Cualquier mutacién somatica con

VAF >10%

no especificada
(NOS)

Cualquier alteracion
citogenética a excepcion de las
asociadas a LMAbya SMD

Otros hallazgos no especificados

SMD con fibrosis
(MDS-f)

Las entidades definidas genéticamente se resaltan en celeste. OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud. VAF: variant
allele frequency. Particularidades de la ICC (International Consensus Classification): excluye los rearreglos BCR::A-
BL1 y cualquier otro reordenamiento asociado con las neoplasias mieloides/linfoides con eosinofilia y fusiones de
genes tirosina-kinasas, aun en el contexto de citopenia. En pacientes pediatricos <18 afos los puntos de corte para los
SMD-EB son 5% a 19% en MO y 2% a 19% en SP, y la entidad LMA/SMD no aplica. a: Multihit TP53: Definido como
2 mutaciones diferentes que afecten TP53 (cada una con un VAF>10%) o una tinica mutacién con (1) delecién del
17p en el cariotipo, (2) VAF of >50%; o (3) Pérdida de Heterocigocidad (LOH) sin pérdida del niumero de copias en el
17p. b: PML::RARA vy rearreglos RARA variantes, RUNX1::RUNXITI, CBFB::MYH11, MLLT3::KMT2A y rearreglos
KMT2A variantes, DEK::NUP214, rearreglos MECOM, mutaciones en NPM1y CEBPA que afecten el dominio bZIP,
permiten el diagnéstico de LMA con 210% MO o SP. Ver capitulo de LMA.

Tabla V: Alteraciones citogenéticas presuntivas

En presencia de >10% blastos en MO (SMD/LMA)
ICC 2022! ICC 2022!

En ausencia de cambios displasicos
OMS 2016°

| Desbalanceadas | Balanceadas | | |
-5/del(5q)[10-15%]
-7/del(7q)) t(3;21)(q26.2;q22.1)
[10%] [<1%]
i(17q)/ t(17p) t(1;3)(p36.3;q21.1) del(5q)#/ t(5q)
[2-3%] [<1%] -7/del(7q)#
-13/del(13q) inv(3)(q21q26.2) i(17q)/ del(17p)#
(1-2%] (1%] -13/del(13q)
del(11q) t(6;9)(p23;q34) -7/del(7q)# del(11q)
[1-2%] [1%] del(12p)#/ t(12p)
t(12p)/del(12p) t(11;16)(q23;p13.3) idic(Xq)
[1-2%)] [<1%] +8
del(9q) t(2;11)(p21;q23) del(20q)
[1%] [<1%]
idic(Xq)
[1%]
Cariotipos Complejos
3 0 mds alteraciones 1nch_1yendo 3 0 mas alteraciones excluyendo las asociadas a LMA
al menos una de las mencionadas

# Se incluyen pérdidas debidas a translocaciones desbalanceadas; OMS: Organizaciéon Mundial de la salud; ICC:

International Consensus Classification
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En estas patologias, caracterizadas por una gran va-
riabilidad en el curso clinico desde una enfermedad
de curso indolente hasta formas que se aproximan a
la agresividad de la LMA, la identificacién de gru-
pos de riesgo aplicando sistemas de prediccion es
indiscutible®®!?, Los factores prondsticos pueden
clasificarse en aquellos relacionados al paciente o a
la enfermedad clonal. Dentro de estos ultimos, aun-
que la presencia de variantes patogénicas en ciertos
genes ha demostrado ser un factor aditivo en la pre-
diccion de riesgo, sdlo el cariotipo ha sido recono-
cido, validado e integrado en todos los sistemas de
prediccion desde el afio 1993. El Indice Pronéstico
Internacional (IPSS) original define tres grupos de
riesgo citogenético, tanto para sobrevida como para
evolucion a LMA, basandose en las alteraciones ci-
togenéticas de mayor frecuencia: la pérdida del Y,
del(5q), -7/del(7q), +8 y del(20q)"". Posteriormente,
fueron reconocidos 5 grupos de riesgo citogenético
basdndose en los hallazgos de Schanz et al'"! los cua-
les fueron incorporados en la versién revisada del
IPSS (IPSS-R)!"* y adoptados en la version que afia-
de los hallazgos moleculares (IPSS-M) (Figura 8)!'2l.
-Analisis e interpretacion de resultados: Evaluar entre
10 y 20 metafases en presencia de cariotipo alterado,
un minimo de 20 (30) metafases en presencia de ca-
riotipo normal y, un minimo de 20 metafases a fin
de evaluar respuesta citogenética a un determinado
tratamiento!®..

Se recomienda realizar el estudio citogenético al
momento del diagndstico, durante el seguimiento de
ciertos tratamientos como Lenalidomida (ya que la
respuesta citogenética se asocia a mejores resultados
globales)”), ante un cambio en el comportamiento
clinico o previo a un trasplante de células progenito-
ras hematopoyéticas'®.

NUMERO EXTRAORDINARIO

3.2. Hibridacidn in situ con sondas fluorescentes
(FISH):

De acuerdo a los diferentes consensos, el estudio
citogenético se puede complementar con FISH en
el caso de ausencia de metafases o cuando la ca-
lidad de las mismas no permita una correcta eva-
luacion. Se debe realizar un panel amplio de sondas
que incluyan la deteccién de: del(5q), -7/del(7q), +8,
del(17p)/TP53, del(20q), -Y, entre otras. También se
pueden utilizar arrays de SNP o de CGH, ya que pre-
dominan la pérdidas y ganancias*°..

Para la deteccion de del(5q) en presencia de carac-
teristicas fisiopatogénicas vinculables, se debe loca-
lizar la sonda en la regién comunmente delecionada
ya que pueden existir pequenas deleciones de dificil
observacién!®l. Por ej. algunos proveedores la loca-
lizan en el locus del RPS14, mientras que otros en
SPARC. La utilizacién de sondas que se localizan
unicamente en el locus del EGRI pueden conllevar
a resultados falsos negativos. En cuanto a la del(7q),
se recomienda la utilizaciéon de sondas que abar-
quen tanto el centromero como diferentes regiones
del brazo largo (7q22/q36) ya que no hay una unica
region comunmente delecionada.

Si la trisomia 8 no fuera observada mediante las
técnicas convencionales de bandeo G, la utilizacion
de CEP8 no incrementa la posibilidad de su detec-
cion!,

La utilizacion de la sonda para del(17p)/TP53 puede
ser de utilidad a fin de detectar pérdidas de TP53 que
colaboren en el diagndstico de TP53 multi-hit!®), ge-
neralmente asociado a cariotipo complejo. También
debe ser evaluado frente a la pérdida de respuesta
o refractariedad a la Lenalidomida en pacientes con
del(5q).

Figura 8: Riesgo Citogenético de acuerdo al IPSS-R" [**)

Muy bueno: del(11q), -Y

Bueno: Normal, del(12p), del(20q), del(5q) aislado o acompaniado
por una alteracion adicional (excluyendo alteraciones cr. 7)
Intermedio: del(7q), +8, i(17q), +19, cualquier otro hallazgo clonal
Alto: -7, rearreglos (3q), 2 alteraciones que incluyan -7/del(7q),
Cariotipos complejos (=3 alteraciones citogenéticas)

Muy alto: Cariotipos complejos (>3 alteraciones citogenéticas)
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4. Leucemia mieloide aguda

4.1. Introduccion

La Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA) es un sub-
grupo de neoplasias de linaje mieloide con marcada
diversidad y heterogeneidad genética. Resultan de
una proliferacién clonal de células precursoras he-
matopoyéticas anormales con diferentes grados de
diferenciacion, que infiltran la médula 6sea (MO)
¥, en ocasiones, otros 6rganos o sistemas, en casos
graves puede provocar la muerte por hemorragia
y/o infeccion. Su frecuencia aumenta con la edad,
representa el 15 a 20% de las leucemias agudas (LA)
en nifios y adolescentes y hasta el 80% de las LA del
adulto™?. La LMA representa aproximadamente
un tercio de todas las leucemias diagnosticadas en
adultos y alrededor del 1% del total de los canceres.
Aunque puede presentarse en la poblacion pedia-
trica, su incidencia es significativamente menor en
individuos menores de 45 anos. La edad media al

diagndstico es de aproximadamente 69 afos. La en-
fermedad presenta una ligera predominancia en el
sexo masculino; sin embargo, el riesgo acumulado
de desarrollar LMA a lo largo de la vida es similar
en ambos sexos, estimandose en alrededor del 0,5%.
En las LMA pediatricas se observa una distribucién
de anomalias cromosdmicas (AC) que varia res-
pecto de la observada en los adultos. En general, la
incidencia de aberraciones cromosdmicas es mayor
en pacientes pediatricos que en adultos (aproxima-
damente el 76 % de la LMA infantil, en compara-
cion con el 55% de la LMA en adultos). De manera
similar, existen diferencias en el impacto prondstico
de ciertas AC, que pueden reflejar distintas distribu-
ciones por edad”**! (Figura 9).

Las organomegalias son mas evidentes en subtipos
con componente monoblastico y en hiperleucocita-
rias, en los cuales es frecuente la hipertrofia gingival,

Figura 9: Frecuencia de anomalias citogenéticas en LMA en poblacion pediatrica y adultos. (Modificado
de Pourrajab et al.l"))
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infiltracion de piel (leucemia cutis) y leucostasis.
La incidencia al diagnoéstico de compromiso del
sistema nervioso central (SNC) es muy baja y los
pacientes pueden ser totalmente asintomaticos!'.
Se consideran hiperleucocitarios los casos que pre-
sentan recuentos de leucocitos superiores a 100.000/
mm?®. La leucostasis es una complicacion grave ca-
racterizada por la acumulacién de leucocitos en los
vasos sanguineos (a partir de 50.000/mm?), espe-
cialmente en los capilares. Esta acumulaciéon puede
obstruir los vasos, causando disfuncién microcircu-
latoria y compromiso de diferentes drganos, espe-
cialmente el pulmoén y el SNC, asi como sindrome
de lisis tumoral (espontdneo o 2" al tratamiento)!"!.
La LMA congénita, sumamente infrecuente (<5%),
es diagnosticada en el periodo neonatal. Presenta
frecuente hiperleucocitosis, compromiso cutaneo y
afectacion del SNC, y estd comiinmente asociada a
alteraciones en 11q23. Por otra parte, los pacientes
>60 afios tienen peor evolucidn, aunque la edad no
debe ser considerada per se como una contraindica-
cion al tratamiento intensivo!"¢..

En la mayoria de los protocolos terapéuticos las es-
tratificaciones de riesgo iniciales se basan en ano-
malias cromosomicas y moleculares de las células
leucémicas. Se distinguen tres categorias de pronds-
tico: favorable, intermedio y adverso. Las AC mas
frecuentes en las diferentes categorias de la LMA,
son los reordenamientos cromosémicos balancea-
dos, que conducen a la formacién de genes de fusiéon
quiméricos; la frecuencia de aparicion de las dife-
rentes AC varia en nifos y adultos!..

De acuerdo ala ELN 2022 para pacientes candidatos
a terapias intensivas, las alteraciones de riesgo fa-
vorable son: t(8;21)(q22;q22) (RUNXI::RUNXITI)
e inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22) (CBF-
B::MYHI11)®. Ambas pertenecen al grupo de LMA
Core binding factor (CBF) y se caracterizan por pre-
sentar una alta frecuencia de AC secundarias. Estas
alteraciones no modifican el riesgo prondstico segun
ELN 2022. Sin embargo, la trisomia 4 se asocia a un
riesgo desfavorable de acuerdo al protocolo GAT-
LA 201857\ El riesgo intermedio estd asociado a la
t(9;11)(p21.3;q23.3) (MLLT::KMT2A) y otras AC no
clasificadas como favorables o desfavorables!>®..
Entre las AC que confieren un riesgo adverso encon-
tramos: inv(3)(q21.3q26.2); t(3;3)(q21.3;q26.2) (GA-
TA2:MECOM), t(6;9)(p23;q34.1) (DEK:NUP214),
t(v;11)(v;q23.3) (KMT2A; MLL) reordenado t(9;22)
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(q34.1;q11.2) (BCR::ABL1), -5 o del(5q); -7; -17/alte-
racion (17p), cariotipo complejo y cariotipo monoso-
mal (CM), definido este ultimo por la presencia de al
menos dos monosomias autosémicas (no cromosoma
sexual) 0 una monosomia autosémica en combina-
cion con una alteracion estructural (excepto alteracio-
nes en el CBF)!"9), Su determinacidn aislada ha demos-
trado impactar tanto o mas adversamente que cuando
esta asociado a cariotipo complejo. Las hiperdiploidias
puras de mas de 49 cromosomas sin AC estructurales
de alto riesgo se consideran de riesgo intermedio, y no
deben ser interpretadas como cariotipos complejos.
La OMS® y el ICC¥! en 2022 muestran algunas si-
militudes y diferencias en relacion al porcentaje de
blastos para el diagndstico de LMA. Para la OMS la
mayoria de las LMA con anomalias genéticas defini-
das pueden diagnosticarse con <20 % de blastos. La
LMA con BCR:ABLI, las alteraciones recurrentes
vinculadas con SMD y la LMA con mutacién CEBPA
son los unicos tipos de enfermedad con una anomalia
genética definida que requieren al menos un 20 % de
blastos para su diagnostico, el requisito del punto de
corte de blastos es necesario para evitar la superposi-
cién con la LMC. Los porcentajes de blastos para cada
entidad estan detallados en la Tabla VL.

4.2. Anomalias cromosomicas balanceadas

Los reordenamientos genémicos balanceados recu-
rrentes predominan en las LMA. Las consecuencias
posteriores de estos reordenamientos pueden ser:

1) la formacién de un gen de fusién, que codifica
una proteina quimérica oncogénica y/o

2) con menor frecuencia, la sobreexpresion de un
gen implicado en la autorrenovacion, el ciclo celular
u otra funcidn celular importante, mediante la reubi-
cacion en la proximidad de la secuencia promotoral?..

4.2.1. Leucemia promielocitica aguda (LPA) M3-
M3v/t(15;17)(q24;q21), LPA con PML::RARA

La LPA representa alrededor del 5-10% de las LMA
en pediatria con una edad media de 12 aflos; es muy
rara en infantes y en adultos donde se ha descrito
como secundaria a la terapia con agentes alquilan-
tes, inhibidores de la topoisomerasa 2 y radiacién®.
Dentro de la cdlasificacion FAB (French-Ameri-
can-British) (Tabla VII) corresponde a M3 y M3v
(variante microgranular)!'.

En mas del 98% de los casos las células leucémicas
portan la t(15;17)(q24;q21) que causa la fusion de
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Tabla VI: Clasificacion de las LMA segun las clasificaciones de la OMS y el ICC

Entidad / grupo

LPA con PML::RARA

OMS 5.2 edicion [8]

LPA con fusion PML::RARA

ICC [9]

LPA con t(15;17)(q24.1;q21.2)/PML::RARA
LPA con otros rearreglos RARA *

LMA con t(8;21)(q22;q22.1)/
RUNXI1::RUNXITI

LMA con fusiéon RUNX1::RUNXITI

LMA con t(8;21)(q22;q22.1)/
RUNXI1::RUNXITI

LMA con con inv(16)
(p13.1g22) o t(16;16)
(p13.1;q22)/ CBFB::MYH11

LMA con fusiéon CBFB::MYH11

LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)
(p13.1;q22)/CBFB:MYH11

LMA con t(6;9)
(p22.3;q34.1)/DEK::NUP214

LMA con fusion DEK::NUP214

LMA con t(6;9)(p22.3;q34.1)/ DEK::NUP214

LMA con t(1;22)(p13;q13)/
RBM15::MRTFA

LMA con fusiéon RBM15::MRTFA

LMA con t(9;22)
(q34.1;q11.2)/ BCR::ABL1

LMA con fusiéon BCR::ABL1 1

LMA con t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABLI 1

LMA con reordenamiento
11(q23)/ KMT2A

LMA con reordenamiento KMT2A

LMA con t(9;11)(p21.3;q23.3)/
MLLT3::KMT2A
LMA con otros rearreglos de KMT2A +

LMA con reordenamiento
3(q26) MECOM

LMA con reordenamiento MECOM

LMA con inv(3)(q21.3q26.2) o t(3;3)
(q21.3;926.2)/GATA2;MECOM(EVI1)
LMA con otros rearreglos de MECOM

LMA con reordenamiento
11p15/NUP98

LMA con reordenamiento NUP98

LMA con NPMI mutado

LMA con NPM1 mutado

LMA con NPMI mutado

LMA con CEBPA bZIP

LMA con mutaciéon CEBPA; in-frame
en region bZIP y bialélica 1

LMA con mutacién CEBPA in-frame en
region bZIP

LMA con mutaciones
relacionadas con
mielodisplasia

LMA con mutaciones relacionadas
con mielodisplasia ASXL1, BCOR,
EZH2, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1
0 ZRSR2 1t

ASXLI1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3Bl1,
SRSF2, STAG2, U2AFI 0 ZRSR21

LMA con alteraciones
citogenéticas relacionadas
con mielodisplasia

LMA con alteraciones citogenéticas
relacionadas con mielodisplasia
Cariotipo complejo (= 3 AC clonales
no relacionadas en ausencia de

otras clases de anomalias genéticas
recurrentes);

del(5q)/ pérdida del 5q por una
translocacion desbalanceada;
-7/del(7q) o pérdida del 7q por una
translocacion desbalanceada;
del(11q);

del(12p) o pérdida del 12(p) por una
translocacion desbalanceada;

-13 o del(13q);

del(17p) o pérdida del 17(p) por una
translocacion desbalanceada, i(17q);
idic(X)(q13) 1

Categoria definida por anomalias
citogenéticas relacionadas con
mielodisplasia

Definida por la deteccién de cariotipo
complejo (= 3 AC clonales no relacionadas
en ausencia de otras clases de anomalias
genéticas recurrentes), del(5q)/t(5q)/
add(5q), -7/del(7q), +8, del(12p)/t(12p)/
add(12p), i(17q), -17/add(17p) or del(17p),
del(20q), y/o anomalias clonales idic(X)
(q13)1
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LMA con otras alteraciones |LMA con fusién ETVS,
genéticas recurrentes KAT6A::CREBBP, CBFA2T3::GLIS2,
pediétricas. FUS::ERG,

A incluir en futuras clasificaciones por su
pronostico adverso: t(8;16)(p11.2;p13.3)
| KAT6A::CREBBP, t(16;21)(p11.2;q22.2)
/FUS::ERG, inv(16)(p13.3q24.3)/
CBFA2T3::GLIS2

LMA con TP53

> 10% VAF 1

Minima diferenciacion; sin
maduracién; con maduracion;
basofilica; monocitica;
mielomonocitica; eritroide pura;
megacarioblastica

LMA definida por
diferenciacion

Minima diferenciacion; sin maduracion;
con maduracion; basofilica; monocitica;
mielomonocitica; eritroide pura;
megacarioblastica 1

Sarcoma mieloide Sarcoma mieloide

Sarcoma mieloide

t Incluye LM As con t(1;17)(q42.3;q21.2)/IRF2BP2::RARA; t(5;17)(q35.1;q21.2)/NPM1:RARA; t(11;17)(q23.2;q21.2)/
ZBTB16:RARA; inversion criptica (17q) o del(17) (q21.2q21.2)/STAT5B::RARA, STAT3::RARA; otros genes raramente
rearreglados con RARA:TBL1XR1 (3q26.3), FIP1L1 (4q12), BCOR (Xp11.4).

1 % de blastos requerido >=20%

+ Incluye LMAs con t(4;11)(q21.3;q23.3)/AFF1:KMT2A; t(6;11)(q27;q23.3)/ AFDN:=:KMT2A; t(10;11)(p12.3;q23.3)/
MLLT10:KMT2A; t(10;11)(q21.3;q23.3)/TET1:KMT2A; t(11;19)(q23.3;p13.1)/KMT2A=ELL; t(11;19)(q23.3;p13.3)/
KMT2A:MLLT1 (predominantemente en infantes y niiios).

- Incluye LMAs con t(2;3)(p11~23;q26.2)/MECOM::?; t(3;8)(q26.2;q24.2)/MYC, MECOM,; t(3;12)(q26.2;p13.2)/
ETV6:MECOM,; t(3;21)(q26.2;q22.1)/MECOM::RUNXI1.

En negrita se resaltan las alteraciones citogenéticas y moleculares relacionadas a SMD que difieren entre laICCyla

OMS 2022

Tabla VII: Estratificacion del riesgo citogenémico de leucemia mieloide aguda pedidtrica y en adultos

Clasificacion de riesgo en pediatria segtn el Protocolo: GATLA

9-LMAP-18

Clasificacion de riesgo en adultos segin
ELN 2022

Estandar (RE):

- 1(8;21)(q22;q22) con buena respuesta luego de la doble induccién,
-inv(16)(p13;q22)/ t(16;16)(p13;q22) con buena respuesta luego de
la doble induccion,

- Citogenéticos no incluidos en Alto Riesgo (AR) y Muy alto riesgo
(MAR) con NPM1+ y FLT3-ITD-, con buena respuesta luego de la
doble induccidn,

- CEBPA delecién en marco bZIP (mono o bialélica),

- 1(1;11)(q21;q23) con buena respuesta luego de la doble induccién
(EMR<0.1%)

Favorable:

-1(8;21)(q22;q22)/RUNX1:RUNXI1T1
-inv(16)(p13.1;q22) o t(16;16)(p13.1;q22)/
CBFB:MYH1

- NPM1 mutado sin FLT3-ITD

-CEBPA delecién en marco bZIP

Riesgo Alto (AR):

- 1(8;21)(q22;q22) con trisomia 4

- FLT3-ITD+y NPM1+

- t(9;11)(p21;q23) sin otra anomalia asociada

- t(11;19)(q23;p23)

- 1(16,21)(p11;q22)

- 1(3;5)(q25;q934)

- M7 con t(1;22)(p13;q13)

- todas las otras anomalias que no pertenecen a RE ni a MAR.

Intermedio:

- NPM1+ con FLT3-ITD

- NPMI- con FLT3-ITD (sin otras alteraciones genéticas favorables o adversas)
- 1(9511)(p21.3;q23.3)/MLLT3:KMT2A

- Anomalias citogenéticas y/o moleculares no clasificadas como favorables

o adversas,
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Muy Alto Riesgo (MAR):
- FLT3-ITD y NPM1-,
- t(9;11)(p21;q23) asociada a otra anomalia,

(921;q23),

- t(5;11)(q35;p15.5)

- t(X;11)(q13;923)

- 1(6;9)(p23;q34),

- t(7;12)(q36;p13),

- 12p-

- t(8;16)(p11.2;p13.3),
- 1(9;22)(q34;q11.2)

t(1;22)
- Cariotipo Monos6émico
- Cariotipo complejo (>3 AC)

- 1(6;11)(q27;923), t(10;11)(p12;q23), t(11;17)(q23;q21), t(4;11)

- 1(3;3)(q21.3;q26.2), inv(3)(q21.3926.2), FAB M0-M6-M7 sin

- Todos los pacientes con mala respuesta en la fase de induccion.

Adverso#:

- 1(6;9)(p23;q34), DEK::NUP21

- t(v;11q23)/KMT2A rearreglado

- 1(9;22)(q34;q11.2)/BCR::ABL1

- 1(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A:: CREBBP

- inv(3)(q21.3926.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2)/
GATA2, MECOM (EVII)

- 1(3q26.2;v)/MECOM (EVI1) rearreglado,

- Monosomia 5 o del(5)(q); monosomia 7;
monosomia 17/17(p) anormal

- Cariotipo complejo, cariotipo monosémico,
ASLX1, BCOR, EZH2, RUNXI, SF3B1, SRSF2,
STAG2, U2AF1 y/o ZRSR2 mutados

- TP53 mutado

ELN: Eurepean Leukemia Net, AC: alteraciones citogenéticas; GATLA: Grupo Argentino de Tratamiento de la
Leucemia Aguda.

# La ELN 2024 para pacientes no candidatos a tratamiento intensivo (HMA en monoterapia, HMA/venetoclax o
azacitidina/ivosidenib) estratifica el riesgo genético en categorias favorable, intermedia y adversa incorporando el estado
mutacional de TP53, KRAS, NRAS y FLT3-ITD, junto con IDH2, NPM1, DDX41 y el cariotipo adverso segiin ELN
2022.

los genes RARA (receptor a del acido retinoico) en
el cromosoma 17 y el PML (promyelocytic leukae-
mia) en el cromosoma 15. Esta alteracion puede
ser detectada por analisis del cariotipo, FISH o RT-
PCR con una frecuencia de ~10% en casos pedia-
tricos y ~8% en adultos (Figura 9). Un 5-10% de las
LPA/PML::RARA presentan una insercion criptica
ins(15;17) o ins(17;15) produciendo la fusion del
gen PML::RARA, que puede ser detectada por FISH
con sondas PML:RARA o PCRPZ.

La fusiéon PML:RARA determina la formacién de
una proteina quimérica que genera un bloqueo en
la diferenciacion de los granulocitos en el estadio
de promielocitos; se asocia ademas a una compleja
alteracion de la hemostasia. Esta entidad es parti-
cularmente agresiva por su evoluciéon hiperaguda y
representa una emergencia con alta mortalidad tem-
prana por hemorragia, coagulacion intravascular
diseminada (CID) y fibrinolisis primaria, por lo cual
debe ser tratada ante la sospecha diagndstica con
terapia citodiferenciadora y sostén de hemoderiva-
dos!™2.

Existen variantes citogenéticas diferentes dela clasica
que corresponden a otros rearreglos del gen RARA.
Las mismas tienen una presentacion similar a la LPA
clasica (LMA M3/M3v) e incluyen: NPM1/t(5;17)
(g35:q21), NUMA1/t(11;17)(q13;q21), PRKARIA/
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del(17)(q21q24)/t(17;17)(q21;q24), FIP1LI/t(4;17)
(q12;q921), BCOR/t(X;17)(p11:q12), der(17) y t(3;17)
(p25;921). Es importante la deteccién de estas va-
riantes, ya que algunas son resistentes al tratamiento
con acido transretinoico (ATRA o ATO), como la
t(11;17)(q23;q21), y deben tratarse con el protocolo
de LMAR9 Actualmente, el ATRA se considera un
tratamiento adecuado para la leucemia o como par-
te de la terapia de induccion de la remision, tanto
en adultos como en nifios®. Estos casos se pueden
detectar con el estudio citogenético o con el FISH
para RARA break-apart (BA)!1%11,

4.2.2. Leucemia mieloide aguda por factor de
union al nucleo (CBF)

La LMA con t(8;21)(q22;q22)/RUNX1::RUNXITI e
inv(16)(p13q22) 0 t(16;16)(p13;q22)/CBFB::MYH]11
se conoce como leucemia por factor de union al na-
cleo (CBF). Representa el 25% de los casos de LMA
pediatrica, siendo poco frecuente en lactantes y
con menor frecuencia en adultos jovenes. Ambos
reordenamientos provocan la alteracion de los ge-
nes CBF implicados en el complejo CBE que des-
empena un papel fundamental en la hematopoyesis.
Ambos reordenamientos bloquean la diferenciacién
mieloide, pero por si solos son insuficientes para
inducir la leucemia. Como resultado, se presentan
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Tabla VIII: Clasificacion de las LMA segtin FAB (French-American-British) 7

MO Leucemia mieloblastica aguda indiferenciada
M1 Leucemia mieloblastica aguda con maduracién minima
M2 Leucemia mieloblastica aguda con maduracién
M3 Leucemia promielocitica aguda (LPA)
M4/M4 eos |Leucemia mielomonocitica aguda con o sin eosinofilia (eos)
M5 Leucemia monocitica aguda
M6 Leucemia eritroide aguda
M7 Leucemia megacarioblastica aguda

anomalias citogenéticas adicionales (ACA) y/o mu-
taciones somaticas en todos los casos, con una me-
diana de siete mutaciones por caso, principalmen-
te observadas en genes que activan la sefalizacion
de la tirosina quinasa, como KIT, N/KRAS y FLT3
(principalmente mutaciones de FLT3-ITD y -TKD).
A diferencia de la LMA inv(16) CBFB::MYHI11, la
LMA t(8;21)RUNX1::RUNXIT1 presenta una alta
frecuencia de mutaciones en genes que regulan la
conformacion de la cromatina (modificadores epi-
genéticos), como ASXLI y ASXL2, o que codifican
miembros del complejo de cohesién, como RAD21
y SMCIA. En el 80% de los casos se asocia con el
subtipo M2 de LMA de la clasificacion FAB (Tablas
VI y VIII). La inv(16)(p13q22) o t(16;16)(p13;q22)
CBFB::MYH]I1, se observa en aproximadamente el
5% de las LMA pediatricas y en alrededor del 4% de
las LMA en adultos.

La t(8;21)(q22;q22.1) RUNXI1::RUNXITI, presenta
una frecuencia aproximadamente dos veces mayor
en la poblacién pediatrica que en la adulta (~12%
versus ~6%). Esta alteracién se identifica en cerca
del 5% de todas las LMA y en alrededor del 10% de
las LMA con diferenciacién granulocitica (LMA-M2
segun la clasificacién FAB). Constituye una de las
anomalias citogenéticas mas frecuentes en la LMA
infantil, aunque también se observa en adultos, con
una edad media de presentacion cercana a los 30
afos y una incidencia poco frecuente en pacientes
de edad avanzada (Figura 9). En el 68% de los casos
las ACA son: pérdida del cromosoma X o Y (46%),
del(9q) (12%), trisomia 8 (6%), alteraciones en (7q)
(5%), trisomia 4 (3%). La presencia de ACA no mo-
difica el buen pronoéstico en leucemias de tipo CBF
en pacientes adultos de acuerdo a ELN 2022. Sin
embargo la presencia de +4 se asocia a riego alto de
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acuerdo al protocolo GATLA vigente en esquemas
pedidtricos.

4.2.3. Rearreglos 11q23/KMT2A

El gen KMT2A (previamente llamado leucemia de
linaje mixto MLL) codifica una proteina nuclear in-
volucrada en la regulaciéon de la transcripcion y en
la modulacién epigenética. El extremo 5 del gen
se fusiona con el extremo 3’ del gen partner con el
cual se transloca, creando un gen quimérico en el
derivado del cromosoma 111>'2. Se han descrito mas
de 100 partners del gen KMT2A (MLL), ubicado en
11g23.3113:14),

Los reordenamientos balanceados de 11q23 son
significativamente mas frecuentes en la LMA pe-
diatrica que en la adulta (~14% vs. ~4%), con una
incidencia que disminuye progresivamente con la
edad®. Se encuentra involucrado en el 15-20% de
las LMA pediatricas. Se asocia mas frecuentemente
a: LMA monocitica FAB M4 y M5 en un 73% de los
casos, pero también se puede hallar en M0 (3%), M1
(6%) y M7 (3%). Es mas frecuente en las LMA de
los infantes, presentandose en un 47-55% en nifios
menores de 2 afios con una edad media de 2,2 afios.
El gen partner mas frecuente es el MLLT3 (AF9),
en 9p21.3, que representa el 46% de las LMA con
rearreglos del KMT2A. Segun el protocolo GATLA
pedidtrico, la t(9;11) sin otra AC asociada confiere
alto riesgo; sin embargo, para pacientes adultos y
en el contexto de la ELN2022, se le adjudica riesgo
intermedio indendiente de las AC asociadas. Por su
parte, la t(11;19) tambien se asocia a un riesgo alto
en la clasificacion pedidtrica. La t(11;19)(q23;p13)
con el gen ELL (19p13.1) y MLLT1 (ENL) (19p13.3)
que representan el 8 y el 6%, respectivamente, de
los casos con KMT2A rearreglados'>. Otros part-
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ners menos frecuentes son: MLLT6 (AF17) (17q21),
SEPT6 (Xq24) y la t(1;11)(q21;q23) KMT2A::M-
LLT11 (AF1Q) asociado con buen pronéstico en pe-
diatria, y de acuerdo a la ERM.

Las translocaciones variantes del KMT2A de mal
prondstico involucran a los genes MLLT10 (AF10)
(10p12), ABII (10p11.2) y MLLT4 (AF6) (6q27) con
frecuencias de 16%, 2% y 6%, respectivamente. Los
genes MLLT10y ABII son mas frecuentes en infan-
tes mientras que MLLT4 en nifios con una edad me-
dia de 12 anos>'213,

Con el disefio BA de la sonda KMT2A se visualiza la
separacion de la sefal (split), confirmando translo-
caciones como asi también deleciones y amplifica-
ciones del gen. Se recomienda el andlisis mediante
FISH con esta sonda para el diagndstico preciso de
los reordenamientos de mal prondstico. Por ejemplo,
este estudio revela que la t(10;11)(p12;q14) (KM-
T2A::MLLT10) es un reordenamiento complejo,
como der(10)t(10;11)(p12;q14)inv(11)(ql4q23), en
el que el gen KMT2A se ve alterado por una inver-
sién del 11q en el cromosoma derivado 10, donde se
produce la fusion KMT2A::MLLT10"%. Asimismo,
en el 10% de los casos de las translocaciones clasi-
cas t(v;11q23)/KMT2A, laregion 3’ del gen KMT2A,
que normalmente se transloca al cromosoma aso-
ciado, puede delecionarse, observandose la pérdida
de una de las dos hemisondas!>'>'¢l,

4.2.4. Reordenamientos de 3q21/MECOM

Los rearreglos clasicos del brazo largo del cromoso-
ma 3 son: inv(3)(q21q26.2),1(3;3)(q21;926.2) que in-
volucran GATA2 (3q21) y MECOM (EV11) (3q26.2)
Ll Ambos reordenamientos dan como resultado un
cambio de posicidn del potenciador distal de GATA2
en las proximidades de MECOM, lo que da lugar a
la sobreexpresion de MECOM Yy al silenciamiento
de GATA2!'"'8], Esta anomalia estd bien descrita en
casos adultos y se caracteriza por un recuento pla-
quetario normal o alto, plaquetas dismdrficas y me-
gacariocitos, la monosomia 7 es la AC secundaria
mas frecuente!'”). Es de mal pronéstico y ocurre con
una frecuencia baja (1-2%) en la LMA infantil, con
una edad media de 3 afios!"*?),

Los rearreglos de MECOM no clasicos, menos fre-
cuentes, involucran otros partners, entre ellos:
t(3;21)(q26;q22) MECOM::RUNX1, t(3;8)(q26;q24)
MYC::MECOM, t(3;12)(q26;p13) ETV6:MECOM
y t(3;7) CDK6::MECOM (q26;q21). Todos con pro-
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noéstico adverso y con una frecuencia de 1-2% en
LMA. Dentro de las AC adicionales descritas se
encuentran: -7/del(7q) y del(5q)!"****?l. Dado su
prondstico es importante su deteccién tanto por ci-
togenética convencional como por FISH, permitien-
do observar tanto los rearreglos cripticos como sus
variantes. Se pueden utilizar sondas tipo BA para el
MECOM o DF GATA::MECOM®P"%],

4.2.5. Translocacion (6;9)(p22;q34)/DEK::NUP214
La translocacion t(6;9)(p22;934) es un reordena-
miento poco frecuente que se presenta en el 1-2% de
los casos de LMA infantil, principalmente en nifios
mayores con una mediana de edad de 12 afios, sin
que se hayan reportado casos en lactantes; en adultos
la frecuencia es ain menor. Esta translocacién con-
duce a la fusion de la porcién 5’ del gen DEK, ubica-
do en 6p22, que codifica una fosfoproteina nuclear,
y la porciéon 3’ de un gen de nucleoporina, NUP214
(CAN), localizado en 9q34. Se considera una en-
tidad distinta en la clasificaciéon de la OMS desde
2008. Clasicamente, esta anomalia se encuentra
principalmente en los subtipos FAB de LMA M2 o
M4, todos con caracteristicas mielodisplasicas, y en
un tercio de los casos con basofilia leve en la MO.
Las AC asociadas estan presentes en el 19% de los
casos, y son principalmente: la pérdida del cromoso-
ma Y, y las trisomias de los cromosomas 8 y 13. Esta
anomalia se asocia con mal prondstico, alto riesgo
de resistencia al tratamiento inicial y recaidal®.

4.2.6. Reordenamientos 11p15/NUP98

Los reordenamientos 11p15 que involucran a la nu-
cleoporina 98 Kd (NUP98) ocurren con una frecuen-
cia del 5-10% en las LMA pediatricas y del 2-4% en
las LMA del adulto®*. Se caracterizan por presentar
un pronostico adverso y esto se debe, principalmen-
te, a una alta tasa de falla en la induccién. Se han
descrito multiples partners de NUP98 (al menos 30
compaiieros de fusion)®!, pero el més frecuente es
el gen de la proteina 1 del dominio SET de unién
al receptor nuclear (NSD1) (5g35). La proteina qui-
mérica resultante de la fusion entre el extremo 5’ de
NUP98y el 3’ de NSD1I induce la autorrenovacion de
las células madre mieloides y incrementa la expre-
sion de los genes HOX>6%7],

Esta translocacion, t(5;11)(q35;pl5), es criptica y
debe ser estudiada mediante FISH. La mayoria pre-
senta un cariotipo aparentemente normal y puede
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estar asociada con AC no especificas, como la tri-
somia 87, La t(11;12)(p15;p13) (NUP98:KMD5A),
frecuentemente asociada a anomalias del cromo-
soma 13, como del(13q) (RBI), monosomia 13 o
traslocaciones®!, y a los rearreglos detectables por
citogenética convencional como la t(7;11)(p15;p15)
NUP98::HOXAY, es mas frecuente en el adulto®. Se
utiliza la sonda NUP98 BA para el diagnoéstico de los
rearreglos NUP98, y FISH en metafase para la iden-
tificacion del gen partner 1.

4.2.7. Leucemia megacarioblastica aguda subtipo
FAB (M7)

La leucemia megacarioblastica aguda (LMCA), (cla-
sificaciéon FAB LMA M?7), constituye un subtipo dis-
tinto de LMA en nifios. La acumulacién de megaca-
rioblastos malignos suele ir acompafiada de fibrosis
de la MO que puede perjudicar la toma de muestras
para el diagndstico. Se deben distinguir dos grupos
de pacientes: con y sin sindrome de Down (SD).
Los nifios con SD tienen un riesgo 150 veces ma-
yor de desarrollar LMA, y la M7 es el subtipo mas
frecuente. Se caracteriza por una mutaciéon del
GATA1I, que conduce a una mielopoyesis anormal
transitoria que se encuentra en aproximadamente
el 25% de los recién nacidos, pudiendo evolucionar
a una LMA, en el 10% de los casos antes de los 5
aflos de edad. Esta entidad muestra una excelente
respuesta y curacion con dosis reducidas de quimio-
terapia. Las AC adquiridas, son principalmente la
trisomia 8, trisomia 21 y ganancia del brazo largo
del cromosoma 11°132],

En los pacientes no SD se presenta en el 10% de los
casos pediatricos de LMA, principalmente en lac-
tantes con una edad media de aproximadamente 1,5
aflos. Se asocia globalmente con prondstico adverso,
con una SG del 42-49% y una tasa de recaida cercana
al 50%"2.

4.2.7.1 Translocacion (1;22) (p13;q13)/RBM15::MLK1
La translocaciéon t(1;22)(p13;ql3) es una anoma-
lia muy rara (0,3% en pediatria). Sélo se observa
en lactantes, nifios pequefios y en casos de LMA
no asociada a SD. Determina la fusion del extre-
mo 5 de RBM15 (OTT) y el 3 de MKL1 (MAL),
en 1p13.3 y 22q13.2, respectivamente. Esta entidad
tiene un prondstico intermedio. Las AC asociadas
son hiperdiploidias, duplicacién de der(1)t(1;22) y
ganancias de los cromosomas 2, 6, 19 y 21. La mie-
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lofibrosis frecuentemente asociada puede perjudicar
los analisis citogenéticos y moleculares; por lo tanto,
la deteccion mediante FISH constituye la metodolo-
gia de eleccion>**,

4.2.7.2 Inversion criptica, inv(16)(p13.3q24.3)/
CBFA2T3::GLIS2

La inversion criptica del cromosoma 16, inv(16)
(p13.3924.3)/CBFA2T3::GLIS2, se presenta en el
27-31 % de los pacientes pediatricos con LMA M7
sin sindrome de Down, lo que representa la aberra-
cién mas frecuente en los pacientes pediatricos con
LMCA de novo>**, Esta anomalia provoca la fu-
sién de la porcion 5° de CBFA2T3 (ETO2) (16q24) y
la porcion 3’ de GLIS2 (16p13.3), lo que conduce a
un aumento de la capacidad de autorrenovacion de
los progenitores megacarioblasticos y no se limita a
la LMA M788,

Esta entidad presenta ACA, como ganancias cromo-
soémicas que dieron lugar a cariotipos hiperdiploides
(47-49 cromosomas), siendo caracteristica la triso-
mia 3, presente en el 20 % de los casos, seguida de la
trisomia 21 y la ganancia del cromosoma YF**). Es
importante la determinacion por biologia molecular
debido a que estos pacientes presentan un prondsti-
co desfavorable!*’l.

4.3. Anomalias cromosomicas desbalanceadas
Ademas de las translocaciones reciprocas clésicas,
en la LMA se presentan otros tipos de anomalias
citogenéticas recurrentes, como la ganancias o pér-
didas parciales o completas de cromosomas, siendo
estas alteraciones mas frecuentes en adultos que en
nifios. Las mas significativas desde el punto de vista
prondstico son la monosomia 5, la delecién del bra-
zo largo del cromosoma 5 del(5q) (14% vs. 3%), la
monosomia 7 (2,5% vs. 1,5%) y la trisomia 8 (25%
vs. 17%) (Figura 9). Se asocian con un prondstico
desfavorable>°!,

4.4. Reordenamientos 17p13/TP53

La delecién del gen TP53 esta asociada a un pronds-
tico adverso, con una frecuencia de 5-9,5% segun
diferentes autores!***!l, Se la puede encontrar como
anomalia dnica o asociada a cariotipos comple-
jos, cariotipo monosomal o anomalias como: -5/
del(5q), -7/del(7q). La pérdida de funcion de TP53
esta asociada a la resistencia a la quimioterapia con-
vencional. Dada la importancia de su deteccion se
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sugiere realizar FISH con sondas locus especifico,
con control centromérico, con el fin de ampliar la
deteccién de diferentes alteraciones como: mono-
somia 17, 1(17)(q10), translocaciones balanceadas y
desbalanceadas, entre otras?"4,

4.5. Cariotipo normal

El cariotipo normal constituye el hallazgo citoge-
nético mas frecuente en la LMA de adultos, obser-
vandose en aproximadamente el 45% de los casos,
mientras que en la poblacidn pediatrica su frecuen-
cia es menor, cercana al 24%>°!. La asignacion de
riesgo se basa en la busqueda de anomalias citoge-
néticas cripticas (por ejemplo, reordenamientos de
NUP98) y mutaciones somaticas con una relevancia
prondstica bien establecida, como NPM1, FLT3-ITD
y CEBPA doble mutacion, tanto en adultos como en
niﬁos[Z,S,IO,ll].

Las LMA “cup like” se asocian con cariotipo normal
y mutaciones en los genes NPM1y FLT3-ITD. Se ca-
racterizan por presentar blastos con invaginaciones
nucleares prominentes en forma de copa y caracte-
risticas similares a la LPA, incluyendo la morfolo-
gia nuclear, negatividad para CD34 y HLA-DR, y
alteraciones de la coagulacion, pero sin alteraciones
en el gen RARA y no responden al tratamiento con
ATRA. La frecuencia en adultos varia entre 1-10%
en la mayoria de las series. En pediatria no estd defi-
nida, pero se considera muy poco frecuente!*+4.

4.6. Citogenética convencional

El estudio citogenético convencional (bandeo G)
es mandatorio en la evaluacion diagndstica de las
LMA, permitiendo su clasificaciéon y definiendo
subgrupos de riesgo ya que tiene un valor prondstico
independiente, considerando el analisis de un mini-
mo de 20 metafases. En caso de no tener crecimien-
to u obtenerse menos de 20 metafases analizables
se recomienda repetir el estudio, pero si se decide
informar un resultado normal en funcién del analisis
de menos de 20 metafases, en el informe debe refle-
jar que el analisis no puede descartar la presencia de
un clon cromosémicamente anémalo. Si se encuentra
una AC clonal, debe analizarse un minimo de 10 me-
tafases, aunque es recomendable intentar estudiar
siempre 20 metafases por si existen subclones!*>*,
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Aproximadamente el 55% de los pacientes presentan
AC, llegando al 80-85% en los nifios. Las AC balan-
ceadas recurrentes son predominantes, pero también
pueden estar presentes las AC no balanceadas como
monosomias, trisomias o deleciones. La realizacién
de estudios a partir de SP puede ser una opcion en
aquellos pacientes con elementos inmaduros (blas-
tos) en circulacion (mayor al 20%) dependiendo de la
entidad!'*!). Cabe destacar, que la mayoria de las AC
son detectables mediante citogenética a diferencia de
lo que ocurre en las LLAM.

4.7. Analisis por FISH

El estudio citogenético complementado con FISH
desempefia un papel importante en el diagnéstico
de la LMA, ya que proporciona un andlisis rapido y
global. Se utiliza para la deteccion de reordenamien-
tos cromosomicos cripticos, como t(5;11)(q35;p15)
(NUP98::NSD1), y reordenamientos cromosdmicos
clasicos que pueden aparecer como formas variantes
"enmascaradas”, que involucran un tercer cromoso-
ma o como una insercion criptica que requiere con-
firmacién por FISH, por ejemplo, en los casos del
KMT2A y RARAP. En la Tabla IX se lista una serie
de alteraciones que figuran en las clasificaciones ac-
tuales y el disefio de sondas recomendadas para los
rearreglos balanceados. Ademas, el ICC incluye una
serie de alteraciones tanto numéricas como estruc-
turales, tendientes a confirmar aquellas asociadas
con antecedentes vinculables con LMA secundaria
a sindrome mielodisplasicos!'!. Por ende, también,
en esos casos, se recomienda incluir en el panel las
sondas detalladas en el capitulo respectivo. Se deben
considerar otras sondas para evaluar alteraciones se-
cundarias y diagnosticos diferenciales.

4.8. Interpretacion de resultados

El analisis mediante FISH puede realizarse sobre
metafases o nucleos interfisicos dependiendo de
la sonda utilizada, indicacién del estudio y tipo de
muestra. Para los estudios de FISH en interfase, el
laboratorio debe establecer un valor de corte normal
(cut off) para los resultados de cada sonda utilizada.
Los criterios para establecer este valor y la periodi-
cidad de su verificacion deben describirse en el ma-
nual de procedimientos!*’\.
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Tabla IX: Determinaciones mediante FISH

Subgrupo Genético Diseio de las sondas

t(3;3)(q21;q26.2), inv(3) y t(v;3) GATA2::MECOM, MECOM DF/BA
-5/5q- Diferentes disefios LE
t(6;9)(p22;q34) DEK::NUP214 DF
t(8;21)(q22;q22) y variantes RUNXI1::RUNXITI DC/DF
t(9;11)(p21;q923) y t(v;11) KMT2A BA
NUP98 NUP98 BA
t(15;17)(q24;q21) y t(v;17) PML::RARA y RARA DF/BA
inv(16)(p13q22) o t(16;16)(p13;q22) | CBFB:MYHI1 DC/BA
TP53/del 17p TP53/NF1 LE

BA: Break Apart; DC/DF: doble color/doble fusion; LE: locus especifico
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5. Leucemia linfoblastica aguda

5.1. Introduccién

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una neo-
plasia con caracteristicas genéticas heterogéneas.
Comprende subtipos caracterizados por alteracio-
nes que incluyen aneuploidias, reordenamientos
cromosomicos, variaciones en el nimero de copias
y de secuencia de ADN. El perfil citogenético-mole-
cular para la identificaciéon de anomalias genéticas
es de importancia para la evaluacion de la enferme-
dad, la estratificacion de riesgo, tratamiento y se-
guimiento. El diagndstico se realiza integrando los
estudios clinicos, morfoldgicos, inmunofenotipicos,
moleculares, citogenéticos y citogenético-molecu-
lares mediante FISH y MLPA!"?. Actualmente, las
tecnologias de secuenciacién de nueva generacion
contribuyen a la deteccion de alteraciones genéticas
tanto recurrentes como nuevas que pueden influir
en la leucemogénesis®, sin embargo, la implemen-
tacion sigue siendo restringida debido a los costos y
dificultades en el acceso.

Basado en el inmunofenotipo, las LLA se dividen en
dos categorias principales: de células By T/NK. La in-
cidencia de cada subtipo es diferente segun el grupo
etario], La LLA es la neoplasia mds frecuente en la
infancia, pero en adultos representa una entidad bio-
légicamente distinta con pronoéstico significativamen-
te peor. En la poblacion pediatrica es més frecuente la
LLA B, representando el 75 a 80% de todas las leuce-
mias, en contraste con la poblacién adulta donde solo
es del 20%!°. La distribucién es bimodal: primer pico
alos 5 aflos y segundo pico alrededor de los 50 afios.
La supervivencia a largo plazo es de alrededor del
90% en pediatrial” versus 40-50% en adultos!®.
Esta brecha tiene fundamento biolégico: los adul-
tos presentan mayor frecuencia de subtipos genéti-
cos adversos, peor tolerancia al tratamiento inten-
sivo y mayor enriquecimiento en alteraciones de
modificadores epigenéticos que predisponen a resis-
tencia quimioterapica. En Argentina, la frecuencia
de las LLA alcanza el 37,6% de todos los canceres
pediatricos!®l.
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Para el prondstico y la estratificacién en grupos de
riesgo estandar, intermedio o alto, se consideran una
combinacion de criterios como el tipo de alteracion
genética, la edad, el recuento de glébulos blancos,
y la respuesta al tratamiento o enfermedad residual
medible (ERM). Los casos pediatricos con t(9;22)
(934;q11.2)(BCR::ABL1), rearreglos del cromosoma
11q23 (KMT2Ar), t(17;19)(q22;p13)(TCF3::HLEF),
hipodiploidia (<44 cromosomas), cariotipos com-
plejos con mas de 5 alteraciones, IKZF1 plus defi-
nido como la co-ocurrencia de deleciones IKZFI
mas CDKN2A y/o CDKN2B y/o PAX5 y/o genes
de la region pseudoautosémica (PAR) localizados
en Xp22.33 e Ypl11.31 (CRLF2, CSF2RA e IL3RA)
en ausencia de delecion ERG, tienen un pronéstico
desfavorable; la t(1;19)(q23.3;p13.3)(PBX1::TCF3)
tiene un pronostico favorable o intermedio, mien-
tras que la t(12;21)(p13.2;q22.3) y la hiperdiploidia
(>50 cromosomas) se asocian con buena evolucion
clinical®!%. Estas alteraciones conforman el esquele-
to de las clasificaciones actuales (Tabla X).

5.2. Alteraciones recurrentes en LLA B

5.2.1. Hiperdiploidia

La hiperdiploidia alta (51 a 67 cromosomas) com-
prende aproximadamente el 30% de las LLA B pe-
diatricas y el 5% de las de adultos, y se asocia con un
pronostico favorable. Se caracteriza por la ganancia
no aleatoria de los cromosomas: X, 4, 6, 10, 14, 17, 18
y 21, siendo las trisomias 21 y 6 las de mayor frecuen-
cia. En particular, la ganancia combinada de los cro-
mosomas 4, 10 y 17 se asocia con muy buen pronds-
tico!. Un andlisis sobre 10.042 pacientes con altas
hiperdiploidias distingue 4 perfiles de riesgo segin
la presencia de las trisomias 17, 18, 5 y 20: bueno si
presenta trisomias 17 y 18 sin trisomia 5 o 20; bueno
provisional si presenta trisomia 17 o 18, sin trisomia
5 0 20 y con presencia de cromosomas marcadores;
pobre si presenta trisomia 17 o 18 y trisomia 5 o 20,
y pobre provisional si presenta trisomia 17 o 18, tri-
somia 5 0 20 con presencia de cromosomas marca-
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dores. Este estudio demostrd una sobrevida libre de
eventos a 5 afios significativamente superior del gru-
po de riesgo bueno respecto al de riesgo pobre (91%
versus 71%, respectivamente)!!?,

5.2.2. Hipodiploidia

Las hipodiploidias (<44 cromosomas) son de alto
riesgo y mal pronoéstico. Se observan en el 1-2% de
los pacientes pediatricos y en aproximadamente el
2-15% de los adultos!?l. De acuerdo al namero de
cromosomas, las hipodiploidias se subdividen en
casi haploides (near haploidy <34 cromosomas) y
casi diploides (near diploidy, hipodiploides (35-45
cromosomas). La hipodiploidia sumada a antece-
dentes familiares tanto de leucemias como de tu-
mores sdlidos puede relacionarse con la alteracion
o pérdida de funcién del gen TP53 en células soma-
ticas y germinales, caracteristico del Sindrome de
Li-Fraumeni*.,

Se denomina hipodiploidia enmascarada o duplica-
cién del aneuploide a un fenémeno donde las células
leucémicas tienen cariotipos hiperdiploides debido
a una duplicaciéon de su contenido genético, resul-
tando en la presencia de disomias de algunos pares
cromosdmicos y tetrasomias de otros. A diferencia
de la hipodiploidia tipica, los pacientes con hipo-
diploidia enmascarada presentan clones con 50-78
cromosomas o mas, debido a la duplicacién de célu-
las previamente hipodiploides!*!*!,

5.2.3. t(12:21)(p13:q22) ETV6::RUNXI

La translocacion t(12:21)(p13:q22) da lugar a la fu-
sién de los genes ETV6::RUNX1; es mds comun en
LLA B (20%-25% en nifos), asociada a prondstico
favorable. Dicha translocacién cromosémica no
cambia el patrén de bandeo, siendo criptica e in-
detectable mediante el analisis citogenético, por lo
que se recomienda complementar con otro método
de diagndstico como FISH o RT-PCR. En el andlisis
citogenético puede presentarse con cariotipos nor-
males o estar asociada a alteraciones secundarias
tanto numéricas como estructurales, que pueden
involucrar diferentes cromosomas, con mayor fre-
cuencia deleciones o traslocaciones del cromosoma
12 y ganancias del cromosoma 21. La fusién genera
una proteina quimérica que interfiere en la actividad
normal del RUNXI1". El subtipo ETV6:RUNXI
like, tiene un perfil de expresion génica similar al
ETV6::RUNXI pero sin el gen de fusion™>7..
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5.2.4. t(1;19)(q23;p13) TCF3:PBXI

La translocacioén t(1;19)(q23;p13) que genera la fu-
sion TCF3::PBX1 esta presente entre el 5-6% de las
LLA pediatricas y se asocia mayormente con un
inmunofenotipo pre-B. Por citogenética se pue-
de observar de forma balanceada o no balanceada
segun se detecte la traslocacién reciproca o solo el
derivado 191718 Este subtipo se consideraba an-
teriormente de alto riesgo debido a una afectacién
frecuente del sistema nervioso central y recaida, sin
embargo, con el tratamiento intensivo actual, se cla-
sifica como riesgo favorable o intermedio.

5.2.5.t(17;19)(q22;p13) TCF3::HLF

La t(17;19)(q22;p13) TCF3::HLF se encuentra en
menos del 1% de las LLA B pediatricas, los pacientes
presentan resistencia al tratamiento y tiene un pro-
ndstico adverso!™..

5.2.6.1(9;22)(q34;q11) BCR::ABLI

El cromosoma Filadelfia (Ph), derivado de la trans-

locacién reciproca t(9;22)(q34;q11) codifica el gen

de fusion BCR::ABL1 y se asocia con mal pronéstico.

Es la anomalia citomolecular mas frecuente en adul-

tos. Su prevalencia se incrementa con la edad:

e 3-5% en nifios

» 25% en adultos

« >40% en pacientes mayores de 60 afios

Se generan principalmente dos transcriptos con dis-

tinto peso molecular y comportamiento clinico:

« pl190 (ela2, BCR menor): mas frecuente en LLA;
asociado a mayor respuesta a ponatinib/dasatinib

o p210 (el3a2 / el4a2): mas frecuente en LMC
transformada; puede tener implicancias en con-
ducta clinica.

La incorporacion de inhibidores de tirosina quinasa

(ITK) (imatinib, dasatinib, ponatinib) han mejorado

notablemente el pronodstico. Las tasas de sobrevida

a 5 afos superan el 80% con regimenes modernos

(ITK + blinatumomab)™!. No obstante, la presencia

de alteraciones cooperativas secundarias, como las

deleciones de IKZF1, sigue siendo predictivo de un

resultado desfavorable independientemente de la

exposicion a ITK?,

5.2.7. KMT2A (11q23)

Como se refirié previamente (pag. 40), el gen KM-
T2A (MLL) ubicado a nivel de 11923 se reordena
con mas de 100 diferentes genes asociados, que
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describen un subtipo de leucemia mayormente de
pronostico adverso??2. Los rearreglos del KMT2A
mas prevalentes en LLA involucran a los genes: AF4
(4q21), AF9 (9p21), ENL (19p13.3), AF6 (6q27) y
AFI0 (10p12). Es importante detectar estos rearre-
glos especialmente en menores de un afo ya que
presentan una alta frecuencia dentro del total de las
LLA pediatricasa diferencia de lo que se observa en
ninos y adultos, donde es notablemente menor?*

5.2.8.iAMP21

La amplificacién intracromosémica del cromosoma
21 (iAMP21) se define por la ganancia de tres o mas
copias del gen RUNX1I sobre un mismo cromosoma
y 5 0 mas sefales sobre nucleos interfasicos. Esta al-
teraciéon se produce como resultado de ciclos de ro-
tura-fusién-puente y cromotripsis de una regién co-
mun de 5,1 Mb del cromosoma 21 que incluye al gen
RUNX1, y que se expande desde 32,8 a 37,9 Mb.
Clinicamente, este subtipo mostr6 una alta tasa de re-
caida cuando se trata como riesgo estandar. Pueden
presentar alteraciones citogenéticas y genéticas se-
cundarias®®!. El estudio mediante FISH para RUNX1I
es un el metodo gold standard para su deteccion y
debe observarse tanto en nucleos como en metafases
para confirmar la amplificaciéon sobre un marcador,
y que no se trate de ganancia del cromosoma 21 re-
lacionado con una hiperdiploidia. La iAMP21 es un
grupo de alto riesgo y pronostico dependiente de la
ERM.

5.1.9. LLA Ph-Like

Las LLA Ph-Like son un subtipo de LLA de alto
riesgo, que presentan un perfil genético similar a
las Ph+ pero sin el gen de fusion BCR::ABL1. Gene-
ralmente estan asociadas a un recuento elevado de
glébulos blancos, ERM positiva post induccion, alta
tasa de recaidas, etnia hispana/latinoamericana®.
Su frecuencia es del 10-12% en nifios y 25-30% en
adultos, siendo mas frecuentes hasta 42% en ado-
lescentes y adultos jovenes (AYA)!"**). Es un grupo
heterogéneo con diversas anomalias genéticas que
pueden afectar diferentes vias de sefalizaciéon como
JAK-STAT y/o ABL. Estas anomalias involucran ge-
nes que intervienen en la proliferacion, division ce-
lular y diferenciacion de las células B. Se las puede
agrupar en varias categorias que incluyen: rearreglos
del CRLF2 con o sin las mutaciones de JAKI o JAK2,
fusiones de los genes ABL (rearreglos ABL1, ABL2,
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CSFIR, PDGFRa o PDGFRp), rearreglos de JAK2 o
EPOR, alteraciones o mutaciones que afecten la via
JAK-STAT, alteraciones en la via RAS y otros rearre-
glos que involucren a tirosinas quinasas!'*?!. Las de-
leciones del gen IKZF1 han sido reportadas en apro-
ximadamente el 70% de los casos de LLA Ph-Like!?”
al igual que en las Ph+ y las deleciones concomitan-
tes en otros genes como PAX5, CDKN2A y CDKN2B,
entre otros.

Dado que existen diferentes métodos para arribar al
diagndstico de LLA Ph-Like como FISH, MLPA y
RT-PCR, entre otros, el algoritmo diagnoéstico puede
comenzar por el tamizaje a nivel de la sobreexpre-
si6n del CRLF2 por citometria de flujo>'?), ya que
aproximadamente el 50% de los pacientes presentan
rearreglado dicho gen, y su sobreexpresion general-
mente estd relacionada al rearreglo o al incremen-
to en el numero de copias. La mayoria de las alte-
raciones son cripticas y se buscan principalmente
los genes de fusion: IGH::CRLF2, que da lugar a la
t(X;14)(p22;q32) o t(Y;14)(pl11;q32), y P2RYS:-
CRLF2. Esta dltima se forma a partir de una dele-
cion intracromosomica en la region pseudoautoso-
mica (PAR1) del cromosoma X o del cromosoma
Y. La misma es mads frecuente en pediatria, ademas
de estar asociada a un menor recuento de glébulos
blancos. Si no hay sobreexpresion se puede evaluar
el rearreglo de los genes de fusion tipo ABL; ABLI,
ABL2, PDGFRp, PDGFRa, CSFIR, y los relaciona-
dos a la via JAK-STAT: EPOR, JAK2 entre otros®'?,
Como marcador molecular adicional encontramos
las deleciones de IKZF1, observadas en ~70% de
los casos. Las deleciones concomitantes de IKZF1 +
PAX5/CDKN2A/CDKN2B/PARI (IKZF1 plus) con-
fieren el peor pronostico dentro del grupo.

5.2.10. Nuevos Subtipos Moleculares (ICC 2022)®*!
Los avances en OGM (Optical Genome Mapping)
han identificado subtipos que escapan al diagndstico
citogenético clasico y que tienen mayor representa-
cién en adultos que en pediatria:

- DUX4-r: Prevalencia: 4-7% en adultos y pediatria.
No detectable por cariotipo convencional; requiere se-
cuenciacion del gen. Pronostico favorable. Asociado a
inmunofenotipo especifico con expresion de CD2.

- ZNF384-r: Prevalencia: 5-15% en adultos (vs.
3-5% en nifos). Inmunofenotipo caracteristico:
CD10 débil, CD13/CD33 aberrante. Puede confun-
dirse con leucemia de fenotipo mixto (MPAL). Pro-
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noéstico intermedio. Criptico al cariotipo; requiere

FISH ZNF384 BA.

- MEF2D-r: Prevalencia: 2-7% en adultos. Prondsti-
co adverso. Las células leucémicas muestran exqui-
sita sensibilidad a inhibidores de HDAC (panobi-
nostat), lo que lo convierte en un blanco terapéutico

diagnostico.

de interés. Requiere secuenciacion del gen para su

- PAX5alt y PAX5 PS8OR: PAX5alt engloba rearre-
glos, amplificaciones intragénicas o mutaciones de
PAX35; se asocia a prondstico desfavorable en adul-
tos. La mutacién puntual P8OR con alteraciones

Tabla X: Clasificacion de las LLA By T segun la OMS y el ICC, prondstico y frecuencias

0 d ICC™®! Prondstico Ped 0
d 0
Leucemia/Linfoma Linfoblastico B | Leucemia/Linfoma Linfoblastico B
B, NOS B, NOS
2 ~ 5% pediatricos
BCR::ABLI t(9;22)(q34.1:q11.2)/BCR::ABL1 Desfavorable 6% AYAs,
25% Adultos
Con compromiso Linfoide
Con participacion Multilinaje
>80% infantes,
] <1%pediatricos,
KMT2Ar t(v;11q23.3)/KMT2Ar Desfavorable 4% AYAs
15% Adultos
30% pediatricos,
ETV6::RUNX1 t(12;21)(p13.2;q22.1)/ETV6::RUNX1 | Favorable <5% AYAsy
Adultos
ETV6::RUNX1like
) o . 25% pediatricos,
>
Alta Hiperdiploidia (ganancia de = 5 Hiperdiploidia Favorable 3% AYAs 'y
cromosomas)
Adultos
<1% pediatricos,
Hipodiploidia (32 a 39 cromosomas) Hipodiploidia Desfavorable 5% AYAs,
>10% Adultos
IL3:IGH t(5;14)(q31;932.3)/IL3::IGH Desfavorable
) ' ) . Favorable/ 5-6% pediatric,
TCF3::PBXI t(1;19)(q23;p13.3)/TCF3::PBX1 I AYAs y 3% adultos
TCF3::HLF t(17;19)(q22;p13) Desfavorable <1%delaLLA
. 10% pediatricos;
BCR::ABLI like (CRLF2r, ABLIr, . . N )
ABL2r, PDGFRBr, JAKr, IKZFL, otros) BCR::ABLI like, ABL-1r Desfavorable 25~30% AYAs;
20% adultos
BCR::ABLI1 like, JAK-STAT activado
BCR::ABLI like, NOS
iAMP21 iAMP21 Desfavorable
MYCr
DUX4r
MEF2Dr
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ZNF384r

NUTMIr

HLFr

UBTF”)

UBTF::ATXN7L3/PAN3, (“CDX2/

IKZF1 N159Y

PAX5 P8OR

Entidades Provisionales LLA B:

ETV6::RUNXI like

PAXG5 alteracion

IGH::CEBPE

ZEB2mutado (p.H1038R)/

ZNF384r like

KMT2Ar like

Leucemia/Linfoma Linfobldstico T

Leucemia/Linfoma Linfobldstico T

T, NOS T, NOS

Precursores T

Early T Precursores, BCL11Br

Early T Precursores, NOS

TAL1/2r

TLX1r

TLX3r

HOXA

LMO1/2r

NKX2r

SP11r

BHLH

Entidad Provisoria

Células NK (natural killer)

r: rearreglado; OMS: Organizacién Mundial de la Salud; ICC: International Consensus Classification; NOS: Not

Otherwise Specified.

bialélicas de PAX5 es una entidad provisional dife-
renciada en el ICC. Los reordenamientos pueden
detectarse mediante FISH o array CGH - SNP si se
encuentra en su forma desbalanceada.

- Hipodiploidia baja/casi haploide: Mas frecuente
en adultos (5-15%) que en pediatria (<1%). La hi-
podiploidia enmascarada (duplicacion del cariotipo
haploide, apareciendo como hiperdiploidia) puede
inducir a error si no se realiza analisis por SNP array
o se identifican patrones de disomias/tetrasomias.
Frecuente asociacién con mutaciones germinales de
TP53 (Sindrome de Li-Fraumeni).
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5.3. LLA-T

Las LLA T representan en promedio el 15% de las
LLA pediatricas y el 25% de las adultas. Son un
grupo genéticamente heterogéneo y el impacto
de las anomalias sobre el prondstico aun no esta
claramente definido. Mediante el andlisis de la ex-
presion génica de factores de transcripcion, la cla-
sificacion del Consenso Internacional (ICC)®?” im-
plement6 8 entidades provisionales: HOXA, SPI1,
TLX1, TLX3, NKX2, TAL1/TAL2, LMOI1/LMO2 y
BHLH/otros, que confieren firmas de expresion ge-
nética unicas y clasifican a esta entidad en varios
subtipos que reflejan el punto de detencién de la
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Tabla XI: Determinaciones mediante FISH

Subgrupo Genético

Diseiio de las

sondas

t(v;11q23.3)/::KMT2Ar (MLL) ByT KMT2A BA
1(9;22)(q34;q22.1)/BCR::ABL1 ByT BCR::ABLI DC/DF

BCR::ABLI ES
t(12;21)(p13.2;q22.1)/ETV6::RUNX1 B ETV6::RUNX1 DC/DF
t(1;19)(q23;p13.3)/ TCF3::PBX1 B TCF3 (E2A) BA

TCF3::PBX1 DC/DF
t(17;19)(q22;p13)/TCF3::HLF TCF::HLF DC/DF
Hiperdiploidia B CEP4 Centrémero

CEP10 Centréomero

CEP17 Centromero
BCR::ABLI-like B P2RY8 DC

CRLF2 BA

PDGFRA BA

PDGFRB BA

ABLI BA

ABL2 BA

JAK2 BA
iAMP21 B ETV6::RUNX1 DC/DF

RUNX1 BA

r: rearreglado; BA: Break Apart; DC/DF:

diferenciaciéon durante el desarrollo de las células
T30 E] analisis citogenético y mediante FISH si-
gue siendo el método gold standard para detectar
las anomalias recurrentes. Dentro de las alteracio-
nes cromosdmicas mas frecuentes encontramos el
rearreglo SIL::TALI, que permite el seguimiento de
la ERM™, los rearreglos: TCRAD(14q11), BCLIIB
(14q32), TCRB (7q35), KMT2A (11q23) y ABLI
(9934)(BCR::ABL1), y las deleciones de 9p, 6q y
5@"!, como asi también trisomia 8 y cariotipos
complejos, entre otros.

La activacion de NOTCH1 vy la pérdida del locus
CDKN2A son eventos secundarios caracteristicos
de la LLA T, observados en mds del 70% de los ca-
sos. Actualmente. las alteraciones genéticas en esta
entidad son de importancia para el seguimiento
clinico de la enfermedad. La estratificacion de ries-
go intermedio o alto se realiza en funcioén a la res-
puesta a la Prednisona y la ERM!'!.

HEMATOLOGIA « Volumen 30 Niimero Extraordinario, 2026

doble color/doble fusion; ES: extra signal.

5.4. Clasificacion

Actualmente se dispone de dos clasificaciones: la
quinta edicién de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS)B y la del ICC™®!. La OMS establece
una clasificacién integrando caracteristicas clinicas,
morfoldgicas, inmunologicas, moleculares y citoge-
néticas, definiendo distintas entidades mutuamente
excluyentes, con implicancias en el pronostico>*..
Por otra parte, el ICC realiza una clasificaciéon am-
pliada donde integran datos sobre el transcriptoma
y la expresion génica. En esta clasificacion se reco-
nocen otros subtipos de LLA y nuevas entidades
provisorias. En forma comparativa, en la Tabla X se
pueden observar ambas clasificaciones y el pronds-
tico asociado a cada entidad.

La clasificacion esta en revision permanente y pue-
de sufrir actualizaciones a medida que se descubren
nuevas caracteristicas moleculares y citogenéticas,
como asi también nuevos blancos terapéuticos.
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5.5. Estudios de FISH en LLA

El FISH es particularmente importante para la de-
teccion de alteraciones cromosomicas cripticas, para
resolver cromosomas marcadores, ante la sospecha
de amplificacién génica y casos donde no hay desa-
rrollo de metafases, ya que puede realizarse tanto en
metafases como en nucleos interfésicos. Se aplica a
todos los pacientes con LLA (B y T/NK) de recien-
te diagndstico y recaidos mediante la utilizacion de
sondas especificas para las alteraciones recurrentes
de importancia para el diagnostico, pronostico y se-
guimiento (Tabla XI).

Se pueden considerar otras sondas para evaluar
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6. Leucemia linfocitica cronica

6.1. Introduccion

La leucemia linfocitica crénica (LLC) es la forma
mas comun de leucemia en adultos en el mundo oc-
cidental, representando alrededor del 30% de todas
las leucemias!™?. La evolucion clinica de los pacien-
tes es altamente variable, con casos que muestran
larga sobrevida con poco requerimiento terapéutico
y otros que presentan rapida progresion de la enfer-
medad a pesar de los tratamientos especificos!?l. Se
caracteriza por una proliferacion clonal de linfoci-
tos B de morfologia madura presentes en SP, MO,
bazo y ganglios linfaticos. Las guias del Internatio-
nal Workshop on CLL" establecen claramente las
recomendaciones para su diagnéstico basadas en el
hallazgo de una linfocitosis >5x10°/L, persistente,
de al menos 3 meses de duracién, con un fenotipo
caracterizado por la expresion de CD5, CD23, mar-
cadores de linfocitos B (CD19, CD20) y una baja in-

tensidad de la inmunoglobulina de superficie (sIg).
La LLC se asocia a numerosas alteraciones genéticas
con valor prondstico e impacto en las decisiones te-
rapéuticas. Particularmente, los estudios citogené-
ticos y de FISH han permitido establecer grupos de
riesgo, que incluyen cuatro anomalias recurrentes
con significado clinico: delecién de 13q14.3 (mi-
R15a/16-1) asociada a buen prondstico cuando se
encuentra como Unica alteracion, deleciones de los
genes ATM (ataxia telangiectasia mutated) (11q22)
y TP53 (Tumor protein P53) (17p13) relacionadas a
pronostico adverso, y la trisomia 12 con un pronds-
tico intermedio!**! (Tabla XII). Cabe destacar que
mas del 80% de los pacientes que presentan delecion
de TP53, tienen también mutaciones en el otro ale-
lo, en tanto que algunos casos presentan mutacion
de TP53 en ausencia de delecion!®”). Estas cuatro
anomalias constituyen el panel de FISH para LLC.

Tabla XII: Alteraciones genéticas recurrentes en LLC

Genes

Alteracion |Frecuencia (%)

Procesos celulares

Caracteristicas clinicas

asociados

+12 15-28

Morfologia atipica
Inmunofenotipo atipico
Necesidad de tratamiento.
Prondstico intermedio

miR-15a/
miR16-1
RBI1

del(13)(q14)
(D13$319)

5-15 (cit)
35-60 (FISH)

Regulan expresion de BCL2

Control del ciclo celular

Morfologia tipica
Prondstico favorable (inica
alteracién)

5-10 (cit) ATM

Reparaciéon del ADN

Morfologia tipica
Adenopatias multiples

del(11)(q22)

15-40 (FISH)

BIRC3

Activacién de NF-kB

Individuos jévenes
Prondstico adverso

del(17)(p13)

4-15

TP53

Pérdida gen supresor de
tumor

Morfologia atipica
Resistencia al tratamiento.
Prondstico adverso

Corta SV

RBI: retinoblastoma; ATM: ataxia telangiectasia mutated; BIRC3: Baculoviral IAP Repeat Containing 3; NF-kB: nu-
clear factor kappa B; TP53: tumor protein 5331,
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Asimismo, existen otras alteraciones recurrentes,
observadas con mucho menor frecuencia, que in-
cluyen las deleciones de 6q'®! de diferentes tamanos
y puntos de ruptura, asociadas a prondstico inter-
medio, y las translocaciones t(14;18)(q32;q21) sin
caracteristicas clinicas definidas y con frecuencia
asociada a trisomia 12, y t(14;19)(q32;q13), de muy
baja frecuencia y agresiva evolucion clinica® (Tabla
(XIII). Simultdneamente, el 18-20% de los casos tie-
ne cariotipo y FISH normales, y aproximadamente
el 8% tiene alteraciones variables.

En cuanto a las anomalias estructurales, se encuen-
tran en aproximadamente el 8% de los casos, pudien-
do detectarse todo tipo de alteracién, involucrando
a cualquier cromosoma*®l. (Figura 10). La presen-
cia de cariotipo complejo (3 o mas alteraciones) se
asocia a menor tiempo al primer tratamiento!*!!,
Baliakas et al'? dividen los cariotipos complejos en
riesgo bajo (3 alteraciones), intermedio (4 anoma-
lias) y alto (5 o mas alteraciones), datos confirma-
dos posteriormente por otros autores’*'* quienes

observan que la complejidad cariotipica constituye
un predictor de prondstico adverso independiente.
A nivel molecular, las mutaciones en los genes de
IGHV (immunoglobulin heavy variable) han hecho
factible dividir a la LLC en dos grupos acorde al ni-
vel de homologia respecto a la linea germinal: muta-
do (M) (<98%) con mejor pronoéstico, y no-mutado
(NM) (=98%) asociado a peor evolucidn clinical'>1¢],
Por otra parte, estudios de NGS permitieron la de-
teccion de mutaciones somaticas recurrentes, previa-
mente desconocidas en esta patologia, que podrian
explicar, en parte, la amplia variabilidad clinica ob-
servada en estos pacientes y las respuestas disimi-
les a la terapial’”'®. Entre ellas cabe mencionar las
observadas en los genes NOTCH1 (neurogenic locus
notch homolog protein 1), SF3BI (splicing factor 3B
subunit 1) y BIRC3 (baculoviral IAP repeat-contai-
ning protein 3), entre otros, que constituyen nuevos
marcadores moleculares en LLC!"*?2. Todos estos
datos permiten diferenciar a los pacientes con LLC
en diferentes grupos de riesgo (Tabla XIV).

Tabla XIII: Anomalias cromosdmicas menos frecuentes en LLC

Alteracion

Genes asociados

Caracteristicas clinicas

Frecuencia (%)

Pronéstico intermedio
del(69) 36 Morfologia atipica
t(14;18) . i
(@3221) 2-3 IGH::BCL2 Poco definidas
t(14;19) - Individuos jévenes
(932;q13) ! IGH::BCL3 Enfermedad agresiva

Figura 10: Distribucion de alteraciones cromosdmicas en pacientes con LLC (Modificado de Travella et al ")

Danillos

25

Bisocromosomas

Oinversiones

20

Oduplicaciones

Odicentricos

15

Bdeleciones

10

Etraslocaciones

No. de casos -

1234567 8 9101112131415161718192122 X
Cromosoma
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Tabla XIV: Marcadores pronostico en LLC

Buen pronoéstico

del(13)(q14) como unica
alteracién (<75%)

Prondstico intermedio

+12, del6g

Mal prondstico

del(17)(p13) (>20%)
dell1q22

Cariotipo normal

Cariotipo simple (1 0 2 alt)

Alteraciones estructurales
Cariotipo complejo

IGHV mutada
Ausencia de mutaciones de mal
prondstico

IGHV no mutada
Presencia de mutaciones de mal
prondstico

IGHV: immunoglobulin heavy variable

6.2. Transformacion:

Aproximadamente 2-10% de los pacientes con LLC/
linfoma de linfocitos pequefios desarrolla, durante
el curso de la enfermedad, una transformacion his-
tologica a un linfoma agresivo, mas cominmente a
un linfoma difuso de células grandes B (80% de los
casos), denominada transformacion a Richter (TR)
23l Con mucho menor frecuencia se observa trans-
formacién a un linfoma de Hodgkin (~10% de los
pacientes), habiéndose detectado también transfor-
macioén a linfoma linfoplasmocitico, sarcoma histio-
citico y linfoma no-Hodgkin de células T?***I. En
el 80% de los casos el linfoma se encuentra clonal-
mente relacionado con la LLC de origen, en tanto
que el 20% restante muestra una transformacién no
relacionada. Estos ultimos presentan cominmente
un perfil centro germinal y mejor evolucion clinica
y respuesta al tratamiento, en tanto que los relacio-
nados corresponden al subtipo histologico de célula
B activada, tienen mala evolucion clinica y peor pro-
nodstico®?’, La identificacion de estos dos tipos de
TR se efectiia mediante el anilisis de los rearreglos
de IGHYV, siendo esto de relevancia para la decisién
terapéutica dado el diferente prondstico de estas en-
tidades®!.

6.3. Procesamiento:

6.3.1. Cultivo para estudio citogenético con ban-
deo G

Muestra de eleccién: Sangre periférica en heparina.
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Efectuar cultivo de linfocitos de sangre periférica de
72 h. a 37°C estimulado con Oligonucle6tido DSP30
(Integrated DNA Technologies-IDT, USA) y Phyto-
lacca Americana (Pokeweed- PW) (Sigma, USA).
Oligo DSP30: 05'-T*C*G*T*C*G*C*T*G*T*C*T*-
C*C*GXC T T*CHT*T*C* T T*G*C*C*-3 .

Llega liofilizado, rehidratar con la misma cantidad
en pl de agua de ampolla que nM trae el producto
comprado, guardar la solucién madre en freezer a
-20°C. Preparar soluciones de trabajo de 200 pl 1:9,
20 ul de oligo hidratado + 180 pl de agua de ampolla,
rotular y mantener en freezer hasta su uso.
Phytolacca Americana: Rehidratar en 10 ml de agua
de ampolla, mantener en heladera.

Para 10 ml de cultivo agregar 100 pl de PW y 50 pl
de la solucién de trabajo de Oligo DSP30. Incubar
durante 72 h en estufa a 37°C. Posteriormente efec-
tuar tratamiento hipotdénico y fijacién acorde a las
condiciones de cada laboratorio.

6.3.2. Analisis por FISH

Efectuar al momento del diagnoéstico la evaluacion
de las 4 anomalias por FISH en muestra de sangre
periférica, empleando las sondas: centromérica del
cromosoma 12, D13S319 (13ql4), ATM (11q22)
y TP53 (17p13), que constituyen el panel de FISH
para LLC. Previo al inicio de cualquier linea de tra-
tamiento es mandatorio evaluar deleciones/muta-
ciones del gen TP53 (17p13).

HEMATOLOGIA « Volumen 30 Niimero Extraordinario, 2026



Bibliografia

. Chiorazzi N, Rai KR, Ferrarini M. Chronic lympho-
cytic leukemia. N Eng ] Med 2005; 352(8): 804-815.
doi: 10.1056/NEJMra041720.

. Hallek M, Al-Sawaf O. Chronic lymphocytic leuke-
mia: 2022 update on diagnostic and therapeutic pro-
cedures. Am ] Hematol 2021; 96(12):1679-1705. doi:
10.1002/ajh.26367.

. Hallek M, Cheson BD, Catovsky D, Caligaris-Cap-
pio E Dighiero G, Dohner H, et al. iwCLL guide-
lines for diagnosis, indications for treatment, re-
sponse assessment, and supportive management of
CLL. Blood. 2018;131(25):2745-2760. doi: 10.1182/
blood-2017-09-806398.

. Dohner H, Stilgenbauer S, Benner A, Leupolt E,
Krober A, Bullinger L, et al. Genomic aberrations
and survival in chronic lymphocytic leukemia. N
Engl ] Med 2000; 34(26): 1910-1916. doi: 10.1056/
NEJM200012283432602.

. Van Dyke DL, Werner L, Rassenti LZ, Neuberg D,
Ghia E, Heerema NA, et al. The Dohner fluores-
cence in situ hybridization prognostic classification of
chronic lymphocytic leukaemia (CLL): the CLL Re-
search Consortium experience. Br ] Haematol. 2016;
173(1): 105-113. doi: 10.1111/bjh.13933.

. Campo E, Cymbalista F, Ghia P, Jager U, Pospisilova
S, Rosenquist R, et al. TP53 aberrations in chron-
ic lymphocytic leukemia: an overview of the clinical
implications of improved diagnostics. Haematolog-
ica 2018;103(12):1956-1968. doi: 10.3324/haema-
t0l.2018.187583.

. Malcikova J, Tausch E, Rossi D, Sutton LA, Soussi T,
Zenz T, et al. ERIC recommendations for TP53 muta-
tion analysis in chronic lymphocytic leukemia-update
on methodological approaches and results interpreta-
tion. Leukemia 2018;32(5):1070-1080. doi: 10.1038/
s41375-017-0007-7.

. Pérez Carretero C, Gonzélez T, Quijada Alamo M,
Rigolin GM, Dubuc A, Villaverde Ramiro A, et al.
Chronic lymphocytic leukemia patients with chromo-
some 6q deletion as the sole cytogenetic abnormality
display a high frequency of RPS15 mutations and have
a poor prognosis. Am ] Hematol 2024;99(9):1845-
1848. doi: 10.1002/ajh.27421

. Visentin A, Gaffo E, Fiirstenau M, Rogers KA, Pa-
nagiotis B, Cui C, et al. Clinical and transcriptomic
characterization of patients with chronic lymphocytic
leukemia harboring t(14;19): an ERIC study. Leuke-
mia 2025;39(12):2957-2967. doi: 10.1038/s41375-025-
02755-8.

HEMATOLOGIA « Volumen 30 Niimero Extraordinario, 2026

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

RECOMENDACIONES PARA ESTUDIOS CITOGENOMICOS EN NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Travella A, Ripollés L, Aventin A, Rodriguez A, Beza-
res RE, Caballin MR, Slavutsky I. Structural alterations
in chronic lymphocytic leukaemia. Cytogenetic and
FISH analysis. Hematol Oncol 2013; 31(2): 79-87. doi:
10.1002/hon.2025.

Baliakas P, Iskas M, Gardiner A, Davis Z, Plevova K,
Nguyen-Khac E et al. Chromosomal translocations
and karyotype complexity in chronic lymphocytic
leukemia: a systematic reappraisal of classic cytoge-
netic data. Am ] Hematol 2014; 89(3): 249-255. doi:
10.1002/ajh.23618.

Baliakas P, Jeromin S, Iskas M, Puiggros A, Plevova
K, Nguyen-Khac F et al. Cytogenetic complexity in
chronic lymphocytic leukemia: definitions, associa-
tions, and clinical impact. Blood 2019; 133(11): 1205-
1216. doi: 10.1182/blood-2018-09-873083.

Kittai AS, Miller C, Goldstein D, Huang Y, Abruzzo
LV, Beckwith K, et al. The impact of increasing karyo-
typic complexity and evolution on survival in patients
with CLL treated with ibrutinib. Blood 2021;138(23):
2372-2382. doi: 10.1182/blood.2020010536.

Firstenau M, Thus Y], Robrecht S, Mellink CHM, van
der Kevie-Kersemaekers A-M, Dubois J, et al. High
karyotypic complexity is an independent prognos-
tic factor in patients with CLL treated with veneto-
clax combinations. Blood 2023;142(5):446-459. doi:
10.1182/blood.2023019634.

Hamblin TJ, Davis Z, Gardiner A, Oscier DG, Steven-
son FK. Unmutated Ig VH genes are associated with a
more aggressive form of chronic lymphocytic leukae-
mia. Blood 1999; 94(6): 1848-1854.

Damle RN, Wasil T, Fais F, Ghiotto F, Valetto A, Al-
lenet SL, et al. Ig V gene mutation status and CD38
expression as novel prognostic indicators in chronic
lymphocytic leukemia. Blood 1999; 94(6): 1840-1847

Baliakas P, Hadzidimitriou A, Sutton L-A, Rossi D,
Minga E, Villamor N, et al. Recurrent mutations refine
prognosis in chronic lymphocytic leukemia. Leuke-
mia 2015; 29(2): 329-336. doi: 10.1038/leu.2014.196.

Blakemore SJ], Clifford R, Parker H, Antoniou P,
Stec-Dziedzic E, Larrayoz M, et al. Clinical sig-
nificance of TP53, BIRC3, ATM and MAPK-ERK
genes in chronic lymphocytic leukaemia: data from
the randomized UK LRF CLL4 trial. Leukemia
2020;34(7):1760-1774. doi: 10.1038/s41375-020-0723-
2.

Puiggros A, Blanco G, Espinet B. Genetic abnormal-
ities in chronic lymphocytic leukemia: where we are
and where we go. Biomed Res Int. 2014; 2014:435983.
doi: 10.1155/2014/435983.

55



20.

21.

22.

23.

24

Boddu P, Ferrajoli A. Prognostic factors in the era of
targeted therapies in CLL. Curr Hematol Malig Rep.
2018;13(2):78-90. doi: 10.1007/s11899-018-0439-9.

Delgado ], Nadeu E Colomer D, Campo E. Chron-
ic lymphocytic leukemia: from molecular patho-
genesis to novel therapeutic strategies. Haema-
tologica 2020; 105(9):2205-2217. doi: 10.3324/
haematol.2019.236000.

Lee J, Wang YL. Prognostic and predictive molec-
ular biomarkers in chronic lymphocytic leukemia.
] Mol Diagn. 2020;22(9):1114-1125. doi: 10.1016/j.
jmoldx.2020.06.004

Parikh SA, Rabe KG, Call TG, Zent CS, Habermann
TM, Ding W, et al. Diffuse large B-cell lymphoma
(Richter syndrome) in patients with chronic lympho-
cytic leukaemia (CLL): a cohort study of newly diag-
nosed patients. Br ] Haematol. 2013;162(6):774-782.
doi: 10.1111/bjh.12458.

. Rossi D, Spina V, Deambrogi C, Rasi S, Laurenti L, Sta-

matopoulos K, et al. The genetics of Richter syndrome

25.

26.

27.

28.

NUMERO EXTRAORDINARIO

reveals disease heterogeneity and predicts survival af-
ter transformation. Blood 2011; 117(12):3391-3401.
doi: 10.1182/blood-2010-09-302174.

Jain P, O'Brien S. Richter’s transformation in chronic
lymphocytic leukemia. Oncology 2012; 26(12):1146-
1152.

Mao Z, Quintanilla-Martinez L, Raffeld M, Richter M,
Krugmann J, Burek C, et al. I[gVH mutational status
and clonality analysis of Richter’s transformation: dif-
fuse large B-cell lymphoma and Hodgkin lymphoma
in association with B-cell chronic lymphocytic leuke-
mia (B-CLL) represent 2 different pathways of disease
evolution. Am J Surg Pathol. 2007;31(10): 1605-1614.
doi: 10.1097/PAS.0b013e31804bdaf8.

Parry EM, ten Hacken E, Wu CJ. Richter syndrome:
novel insights into the biology of transformation. Blood
2023; 142(1): 11-22. doi: 10.1182/blood.2022016502.

Rossi D, Spina V, Gaidano G. Biology and treatment
of Richter syndrome. Blood 2018;131(25):2761-2772.
doi: 10.1182/blood-2018-01-791376.

Atribucién — No Comercial — Compartir Igual (by-nc-sa): No se permite un uso comercial de la obra original ni de las

posibles obras derivadas, la distribucion de las cuales se debe hacer con una licencia igual a la que regula la obra original.

‘:GM Esta licencia no es una licencia libre.

56

HEMATOLOGIA « Volumen 30 Niimero Extraordinario, 2026



RECOMENDACIONES PARA ESTUDIOS CITOGENOMICOS EN NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

7. Mieloma multiple

7.1. Introduccion
El mieloma multiple (MM) es una neoplasia B post
centro germinal caracterizada por la proliferacion
clonal de células plasmaticas en la médula désea
(MO) y la deteccion de una inmunoglobulina mo-
noclonal en suero u orina, la proteina M. Corres-
ponde a aproximadamente el 10% de las neoplasias
hematolégicas y se origina a partir de un proceso
de transformacion de multiples pasos con acumula-
cion progresiva de eventos genéticos que favorecen
la proliferacién y expansion del clon maligno™. El
MM se encuentra precedido, en la mayoria de los
casos, por una entidad precursora, la gammapatia
monoclonal de significado incierto (MGUS)®! que
se presenta en el 3% de la poblaciéon mayor a 50
afos, con una probabilidad del 33% de progresion
a MM a los 20 afos de seguimiento. Algunos pa-
cientes exhiben un estadio sintomatico intermedio
denominado mieloma multiple indolente o “smol-
dering” (SMM), con caracteristicas clinicas distin-
tivas'*! y una prevalencia del 0,5% en poblacién ma-
yor de 40 afos, con un riesgo de progresion a MM
del 10% anual en los primeros cinco afios®. Presen-
ta alta heterogeneidad en su evolucién clinica, con
algunos pacientes de muy buen prondstico mientras
otros recaen rapidamente y fallecen'®. Actualmen-
te se encuentran en vigencia dos clasificaciones: la
5th edicién de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS)" que no presenta modificaciones respecto
del MM, y la nueva clasificacion establecida por el
Consenso Internacional® que ha subdividido al
MM en seis subtipos que se detallan a continuacion:

o MM NOS (not otherwise specified)

« MM con anomalias citogenéticas recurrentes

« MM con translocaciones de la familia CCND

o MM con translocaciones de la familia MAF

o MM con translocacién de MMSET (NSD2)

« MM con hiperdiploidia
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7.2. Caracteristicas citogenéticas

A nivel citogenético, se observan anomalias prima-
rias directamente relacionadas con la patogénesis de
la enfermedad, y secundarias, que incluyen ganan-
cias y pérdidas de material genético, que aportan in-
formacion de valor prondstico adicional®'?l.

7.2.1. Anomalias primarias

Las anomalias primarias permiten dividir a los pa-
cientes en dos grandes grupos: hiperdiploides, con
ganancia de cromosomas impares, considerado de
buen prondstico, y no-hiperdiploides, con numero
modal variable, asociados a mala evolucidon clini-
ca. Asimismo, se observa un 10-15% de casos con
alteraciones combinadas (hiperdiploidia y translo-
caciones de 14q32) y un 5-10% que presenta ano-
malias variables, cuyo comportamiento clinico es
heterogéneo!! (Tabla XV).

Dentro del grupo de pacientes no-hiperdiploides se
distinguen tres subgrupos: los que involucran a los
rearreglos de ciclinas (~20%) de pronodstico favo-
rable!"®, aquellos portadores de la t(4;14) (6-15%)
que presentan prondstico adverso o intermedio
dependiendo de las alteraciones que tengan asocia-
das!"l, y los pacientes con rearreglos de los genes
MAF (MAF BZIP Transcription Factor), de muy baja
frecuencia (5-6%) asociados a prondstico adverso,
particularmente cuando se encuentran asociados a
otras alteraciones adicionales!'®! (Tabla XVT).

7.2. 2. Anomalias secundarias

Las anomalias secundarias incluyen: delecion
13q14/monosomia del cromosoma 13 (54%), dele-
cién 17p13 (8-10%), alteraciones del cromosoma 1,
especificamente ganancia/amplificacién del brazo
largo (1q21) (45-60%) y deleciones del brazo corto
(1p32) (30-40%), asi como también rearreglos del
gen MYC (8q24) (15%)P12l.
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Tabla XV: Anomalias cromosdmicas en pacientes con MM

Subgrupo Frecuencia (%) Caracteristicas Clinicas
Hiperdiploide Mayor edad
(ganancia de cr. impares) 42-45 Lesiones 6seas
48-74 crom Pronostico favorable
No-hiperdiploide Enfermedad agresiva
t(14q32) IGH 35-40 Individuos mas jovenes
(hipodiploide, pseudodiploide o pseudotetraploide) J
<48 0 >74 crom
Combinado hiperdiploidia/t(14q32) 10-15 Variable
Monosomia 14 sola 4-5 Variable
Otras alteraciones 5-10 Variable
Cariotipo y FISH normal 3-5 Favorable

Tabla XVI: Subgrupos de alteraciones citogenéticas en MM no-hiperdiploide

Subgrupo Genes involucrados | Frecuencia (%) Pronostico
Rearreglos de ciclinas Favorable

t(11;14)(q13;932) CCNDI:IGH 15-20

t(6;14)(p21;q932) CCND3::IGH 3-6

t(12;14)(p13;q32) CCND2::IGH <1

t(4;14)(p16:932) FGFR3-NSD2:: IGH 6-15 ﬁl‘tl:;jz d(122(1+ 3‘}i151)1’ )
Rearreglos de MAF Adverso
t(14;16)(q32;q23) IGH::MAF 4-5

t(14;20)(q32;q11) IGH::MAFB 1-2

t(8;14)(q24.3;q32) MAFA:IGH <1

CCNBD: ciclina D; IGH: immunoglobulin heavy chain; FGFR3: fibroblast growth factor
receptor 3; NSD2: Nuclear Receptor Binding SET Domain Protein 2 SET domain;
MAF: MAF BZIP Transcription Factor.

7.2.3. Mieloma multiple doble hit

Por otra parte, Walker et al!'”! identificaron un nue-
vo subgrupo de pacientes con MM de alto riesgo con
enfermedad muy agresiva, caracteristicas bioldgicas
y clinicas especificas, y muy corta sobrevida libre
de progresion y global a pesar de los nuevos trata-
mientos, denominados MM doble hit. Los mismos
corresponden a aproximadamente el 6% del total de
los casos e incluyen pacientes con: a) inactivacién
bialélica de TP53 (delecién en un alelo y mutacién
en el otro) y, b) estadio clinico ISS III (Internatio-
nal Staging System III) con amplificacion de CKS1B
(1g21) (=4 copias).

Mas recientemente, se incluyd entre los MM doble
hit a los pacientes con cariotipo hiperhaploide, una
alteraciéon numérica rara, que presenta entre 24 y 34
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cromosomas, y corresponde al 0,25% de los casos
con MM al diagnostico!'®?°. El clon hiperhaploide
se caracteriza por presentar monosomia de nume-
rosos cromosomas en tanto que los cromosomas
impares, asociados a trisomias en los casos hiper-
diploides, permanecen disémicos. Este subgrupo de
pacientes se encuentra asociado a monosomia del
cromosoma 17 y usualmente presenta mutacion de
TP53 en el alelo restante, llevando a inactivacion bia-
lélica de dicho gen, quedando por lo tanto incluido
en el grupo de MM doble hit de muy alto riesgo!'”..
Si bien no se conoce exactamente el mecanismo de
origen de estos cariotipos,!” se sugiere en base a es-
tudios secuenciales, que el cariotipo hiperhaploide
se originaria por la pérdida de cromosomas a partir
de un cariotipo diploide.
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7.2.4. Otras alteraciones

Ademas de las anomalias precedentemente descrip-
tas, cabe agregar los pacientes con cariotipo tetra-
ploide (4n), de baja frecuencia (6% de los MM al
diagnoéstico) y mal pronostico, asociados a mayor
infiltracion de células plasmaticas en la MO, au-
mento de alteraciones de alto riesgo por FISH y ma-
yor proporciéon de monosomia 13 que los casos no
tetraploides!?!l.

7.3. Clasificacion de riesgo citogenético.
Teniendo en cuenta las alteraciones citogenéticas
originalmente se dividia a los mielomas en: riesgo
estandar (60%) y alto riesgo (40%)"! (Tabla XVII).

Posteriormente, el grupo francés establecié una
clasificacion de riesgo citogenético diferente, que
incluye un puntaje para determinadas alteracio-
nes?>?! (Tabla XVIII), en tanto que la segunda revi-
sion (R2) del ISS establecié recientemente una nue-
va estratificacion, que incluye parametros clinicos y
citogenéticos ?*! (Tabla XIX).

Asimismo, en el aflo 2024 se desrroll6 una clasifica-
ci6n molecular que subdivide los diferentes grupos
conocidos en funcién de su perfil genético®!, en tan-
to que el reciente consenso de la International Mye-
loma Society (IMS) y el International Myeloma Wor-
king Group (IMWG) acaba de definir MM alto riesto
en pacientes recién diagnosticados® (Tabla XX).

Tabla XVII: Distribucién por grupos de riesgo citogenético

Riesgo estandar (60%)

Hiperdiploidia
t(11;14)(q13;932) citog. o FISH
t(6;14)(p21;q32) FISH

Alto riesgo (40%)

t(14;16)(q23;q23) FISH

t(14;20)(q32;q11) FISH

t(4;14)(p16;q32) FISH
del(17)(p13) FISH

Ganancia/amplificacién 1q
Delecién 1p
Cariotipo complejo
Doble hit

Tabla XVIII: Clasificacion de riesgo citogenético en MM Grupo francés?>*!

Anomalia Presente/Ausente

Trisomia 5 -0,3/0
Trisomia 21 0,3/0
t(4;14) 0,4/0
Ganancia 1q 0,5/0
Delecién 1p32 0,8/0
Delecién 17p 1,2/0
Score de Riesgo (suma de coeficientes) -0,3-3,2
Bajo <0
Intermedio >0y<l1
Alto >1
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Tabla XIX: Clasificacion de riesgo revision del ISS (R2-ISS)=

Factor de riesgo Score

ISSII 0,5
ISSIIT 1,5
Delecién 17p 1
Alta LDH 1
t(4;14) 1
1qg CNA 1
GRUPOS

Bajo 0
Bajo-Intermedio 0,5-1
Intermedio-Alto 1,5-2,5
Alto 3-5

ISS: International Staging System; CNA: alteracion del numero de copia.

Tabla XX: Clasificacion de alto riesgo citogenético!*!

t(4;14)/1(14;16)/t(14;20) + ganancia 1q y/o del(1p)

ganancia 1q + del(1p) o del(1p) bialélica

del(17p) (cut off 20%) y/o mutaciéon de TP53

B,M alta (>5,5 mg/dl) con creatinina normal

7.4. Procesamiento

7.4.1. Cultivo de MO.

Se realiza cultivo directo y de 72 horas sin estimu-
laciéon mitogénica. Cabe sefialar que la mayoria de
las alteraciones citogenéticas de valor pronostico en
MM son cripticas, es decir que no pueden visuali-
zarse por bandeo G, por lo que requieren la utili-
zacion de la técnica de FISH para su deteccion. No
obstante, es importante la realizacion del estudio
citogenético ya que permite el analisis de todos los
cromosomas, detectando tanto anomalias numéri-
cas como estructurales y cariotipos complejos (hi-
perdiploides, hiperhaploides, poliploides) asi como
la presencia de evolucién clonal y de multiples clo-
nes independientes?”). Asimismo, dado que puede
haber células normales de mejor morfologia en el
extendido, es importante analizar células de diferen-
tes calidades a fin de optimizar la probabilidad de
detectar el clon neoplasico.

7.4.2. Separacion de células plasmaticas

Es de suma importancia poder efectuar el andlisis
de FISH sobre células plasmaticas seleccionadas.
La seleccion puede ser llevada a cabo utilizando un
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método de seleccion positiva o de seleccion negati-
va. La seleccion positiva puede realizarse mediante
una separaciéon inmunomagnética (MACS) utili-
zando un anticuerpo anti-CD138 que se une espe-
cificamente a las células plasmaticas, empleando cell
sorter (citémetro de flujo), considerado como la téc-
nica gold standard, o bien con el reactivo EasySep™
Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit
(StemCell), de mas reciente desarrollo. Para la se-
leccidn negativa se utiliza el reactivo RosetteSepTM
Human Multiple Myeloma Cell Enrichment Cock-
tail (Stemcell, Vancouver, Canada). que contiene un
coctel de anticuerpos monoclonales (CD2, CD14,
CD33, CD41, CD45RA, CD66b) y anti-glucofori-
na, dirigido contra la fraccion celular inespecifica.
Luego se aislan las células empleando un gradiente
de densidad de Ficoll-Hypaque Plus (GE Healthcare
Bio-Sciences, Uppsala, Sweden). El pellet obtenido
se puede emplear en el momento o guardar en hela-
dera hasta su procesamiento con la técnica de FISH.

7.4.3. FISH

En cuanto al panel de sondas a emplear, de inicio se
debe analizar TP53 (17p13), IGH (14q32) y rearre-
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glos del cromosoma 1: ganancia/amplificacién de
1921 (CKSIB) y delecién de 1p32 (CDKN2C). Si
hay rearreglo de IGH se debe continuar el analisis
con las sondas correspondientes a las translocacio-
nes: t(4;14)(p16;q32) (FGFR3-MMSET(NSD2)::I-
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8. Linfomas no-Hodgkin

8.1. Introduccion

Los linfomas no Hodgkin (LNH) constituyen un
grupo heterogéneo de tumores con diferentes ca-
racteristicas bioldgicas y evolucion clinica varia-
ble, cuya incidencia muestra un incremento a nivel
mundial, siendo una de las causas de muerte mas
frecuentes en pacientes adultos!'. Aproximadamen-
te el 90% de estos linfomas se originan en células
linfoides de linaje B, en tanto que el 10% restante
corresponde a células T/NK. Cada uno de estos gru-
pos se encuentra subdividido en numerosos subti-
pos histoldgicos basados en las caracteristicas clini-
cas, histopatologicas, citogenéticas y moleculares.
Actualmente se encuentran en vigencia dos clasifi-
caciones: la 5ta. edicion de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS)® y la nueva clasificacion esta-
blecida por el Consenso Internacional (ICC) B y
también se dispone de un analisis comparativo de
ambas clasificaciones!.

A nivel citogenético, los LNH se caracterizan por
presentar translocaciones que involucran a un on-
cogén y al gen de la cadena pesada (IGH;14q32) o
livianas (IGL;22qll o IGK;2pl2) de las inmuno-
globulinas en el caso de los LNH-B, o alguno de
los genes de los receptores T (TCR) en los LNH-T
(TCR gamma;7pl4; TCR beta;7q24; TCR alfa/del-
ta;14q11). Este aspecto resulta de importancia dado
que, a diferencia de lo observado en las leucemias,
las translocaciones de los LNH raramente generan
genes quiméricos”. En cuanto a los estudios cito-
genéticos en estas patologias, no se efectiian de ru-
tina en todos los casos, sino que estan restringidos
a determinados diagnosticos o bien como factor
prondstico. La mayoria de las alteraciones no son
especificas de un subtipo determinado, por lo cual
es necesario integrar la informacién genética con el
inmunofenotipo y las caracteristicas histopatologi-
cas y clinicas de los pacientes para arribar a un diag-
ndstico certero!®l.
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8.2. Anomalias recurrentes

Entre las anomalias recurrentes que constituyen

un aporte importante al momento de establecer un

diagndstico diferencial, encontramos las asociadas

a los siguientes subtipos histolégicos (Tabla XXI):

« Linfoma de células del manto: t(11;14)(q13;q32)/
IGH::CCNDI, y sus variantes con los genes de las
cadenas livianas IGK e IGL, y las translocaciones
que involucran a CCND2: t(12;14)(p13;q32) y a
CCND3: t(6;14)(p21;q32)".

o Linfoma de Burkitt: t(8;14)(q24;q32)/IGH:MYC
y sus variantes con los genes de las cadenas livia-
nas t(2;8)(p12;q24)/IGK::MYCy t(8;22)(q24;q11)/
MYC:IGL¥.

« Linfoma Burkitt-like con alteraciones de 11q:
Ganancia de 11q23.2-q23.3 y delecion de 11q24.1-
qter, sin el rearreglo de MYC®'%. Esta entidad ha
modificado su nombre en las nuevas clasificacio-
nes: linfoma de células B de alto grado con alte-
raciones de 11q (WHO)™ y linfoma de células B
grandes con alteraciones de 11q (entidad provi-
sional) para el ICCP!

o Linfoma folicular: t(14;18)(q32;q21)/IGH::BCL2
y sus variantes con los genes de las cadenas livia-
nas IGK e IGL, y rearreglos de 3q27 (BCL6)""\.

« Linfoma difuso a células B grandes: Sumamen-
te heterogéneo, aproximadamente el 50% de los
casos presenta una translocacion que involucra
a 14q32 (IGH), ~30% tiene rearreglos de 3q27
(BCL6), 20-30% de los pacientes presenta la
t(14;18) y alrededor del 10% tiene rearreglos de
MYC (8q24)>". A nivel molecular, se distinguen
dos subtipos con diferentes perfiles de expresion:
centro germinal (CG) asociado a mejor evolucién
clinica, y célula B activada (ABC), de peor pro-
ndsticol’®, Mias recientemente, se desarrolld una
clasificacion molecular de estos linfomas, que los
subdivide en 6 grupos asociados a diferentes ca-
minos patogénicos!* ¢,
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o Linfoma extranodal MALT (mucosa associated
lymphoma tissue): Puede presentar varias
translocaciones: t(11;18)(q21;q21)/BIRC3::-
MALTI; t(1;14)(p22;932)/BCL10::IGH; t(14;18)
(932;q21)/IGH::MALT1 'y t(3;14)(p14.1;q32)/
FOXP1::IGH, asi como las trisomias 3 y 18!'"!

o Linfoma T anaplasico de células grandes
(ALK-positivo): La translocacion mas frecuente es
t(2;5)(p23;935)/NPM::ALK, y sus variantes t(1;2)
(q25;p23)/TPM3::ALK, inv(2)(p23q35)/ALK::A-
TIC, t(2;3)(p23;q21)/ALK:: TRK, entre otras!®l,

o Linfoma T anaplasico de células grandes
(ALK-negativo): Rearreglos que involucran a los

NUMERO EXTRAORDINARIO

genes DUSP22 (6p25.3), siendo mas frecuente
la t(6;7)(p25.3;q32.3), y TP63 (3q28), entre ellos
inv(3)(q26q28)!8.

8.3. Procesamiento:

8.3.1. Cultivo de MO o ganglio linfatico para estu-
dio citogenético con bandeo G

Si se recibe MO en heparina efectuar cultivo de 24
y 48 horas sin estimulacién mitogénica. En caso de
recibir material de ganglio, disgregar bien la mues-
tra en una capsula de Petri con medio de cultivo,
en condiciones de esterilidad, y luego proceder
igual que con la MO. Sembrar en medio F-12 o

Tabla XXI: Anomalias cromosdmicas en pacientes con LNH

A

1(8;14)(q24;932) MYC:IGH 85
Linfoma de Burkitt t(8;22)(q24;q11) MYC:IGL 10
t(2;8)(p12;q24) MYC::IGK 5
ganancia 11q23.2-q23.3 PAFAHIB2 100
Burkitt like
Pérdida 11q24.1-qter ETS1 100
t(14;18)(q32;q21) IGH:: BCL2 85
Linfoma folicular
3q27 BCL6 <10
t(11;14)(q13;q32) CCND1:IGH 95
Linfoma del manto t(12;14)(p13;q32) CCND2::IGH 3
t(6;14)(p21;q32) CCND3::IGH 2
t(14;18)(q32;921) IGH::BCL2 20-30
LDGCB rearreglos 3q27 BCL6 20-40
1(8;14)(q24;q32) MYC:IGH 5-15
t(11;18)(q21;q21) BIRC3::MALTI1 30-35
t(1;14)(p22;932) BCL10:IGH 1-2
t(1;2)(p22;p12 BCL-10:1GL 1-2
Linfoma de MALT (1:2)(p22p12) £
t(14;18)(q32;q21) IGH::MALT1 10-20
t(3;14) FOXP1::IGH 3
+3, +18 20
t(2;5)(p23;q935) ALK::NPM 70-80
Linfomas T Anaplasico de células £(152)(q25:p23) TPM3-ALK 10-20
grandes
inv(2)(p23q35) ALK::ATIC 1-2
ALK-positivo (ALCL)
t(2;3)(p23;q21) ALK::TRK <1
ALK-negativo (ALCL) 1(6;7)(p25.3;932.3) DUSP22 30
inv(3)(q26q28) TP63 8

LDGCB: Linfoma difuso de grandes células B; ALCL: Anaplastic large cell lymphoma
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RPMI suplementado con 20% de suero fetal bovino
y antibidticos, incubar a 37°C en estufa de cultivo.
Luego del periodo de incubacion, adicionar Colchi-
cina 0,1 mg/ml durante 30-45 minutos, centrifugar,
descartar el sobrenadante y agregar 10 ml de solu-
cién hipoténica KCl 0,075M dejando actuar duran-
te 30 minutos a 37°C. Centrifugar nuevamente, des-
cartar el sobrenadante y proceder a los lavados con
solucién fijadora de alcohol metilico:dcido acético
glacial proporcién 3:1. El material fijado se extiende
sobre portaobjetos limpios, los cuales se dejan en-
vejecer para su posterior bandeo G con tincién de
Wright (GTW) y analisis al microscopio 6ptico.

8.3.2. FISH

El analisis por FISH se efectta sobre nucleos inter-

fasicos, siguiendo las instrucciones del fabricante,

empleando las sondas disponibles para las diferen-
tes alteraciones previamente detalladas:

o Linfoma de células del manto: t(11;14)(q13;q32),
sonda IGH::CCND1 (Dual color dual fusion)

o Linfoma de Burkitt: MYC (8q24 Break apart)
t(8;14)(q24;932), sonda IGH:MYC (Dual color
dual fusion)

o Linfoma Burkitt-like con alteraciones de 11q: Zyto-
Light SPEC 11q gain/loss triple color probe (Zyto-
Vision).
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9. Anemia de Fanconi

9.1. Introduccion

La Anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad
multiorganica con gran heterogeneidad genética y
fenotipica que se origina por defectos en la capaci-
dad de las células para reparar el dafno del ADN. La
prevalencia esperada al nacimiento es de menos de
1/160000". La mayoria de los pacientes presentan
manifestaciones desde el nacimiento o durante la
infancia. La edad promedio de diagndstico es de 7
aflos, aunque puede ser mas temprano si el fenotipo
clinico es mas gravel?.

Las alteraciones que forman parte del fenotipo
pueden agruparse en 3 rubros: hematolédgicos, on-
cologicos y caracteristicas fisicas distintivas. Las
manifestaciones hematolégicas dan el nombre a la
enfermedad y aparecen en el 96% de los afectados.
El porcentaje de los pacientes que evolucionan a
cancer varia del 12 al 17%, segun la poblacion es-
tudiada. La mediana de edad de aparicion es de 16
anos. En casi el 80% de los afectados se ha reportado
al menos una anomalia fisical®l.

La fisiopatologia recae en una alteracién en los me-
canismos de reparacion del ADN (via FA/BRCA)
que conduce a la disminucion de las células tronca-
les y células progenitoras hematopoyéticas e incre-
menta el riesgo de cancer. El origen de las alteracio-
nes en el desarrollo todavia no esta esclarecido.
Hasta la fecha, se reconocen variantes patogénicas
en 23 genes (FANCA-FANCX/FAAP100) que se han
asociado con la enfermedad. El patréon de herencia
es mayoritariamente autosémico recesivo en 21 de
los 23 genes FANC, ligada al cromosoma X (FAN-
CB), y herencia autosémica dominante (FANCR/
RADS51). E1 60-70% de los casos de AF son debido a
variantes patogénicas en FANCA.

La frecuencia de portadores en la poblacion general
norteamericana es de 1:181, mientras que en Israel
es de 1:93. La AF ha sido detectada en todos los gru-
pos étnicos>*..

HEMATOLOGIA « Volumen 30 Niimero Extraordinario, 2026

9.2. Anomalias del desarrollo

El fenotipo fisico asociado es extremadamente hete-
rogéneo y afecta a varios drganos. La mayoria de los
pacientes ya tienen manifestaciones identificables al
nacer o durante la infancia. Es posible que las perso-
nas sin signos fisicos evidentes no sean diagnostica-
das hasta la edad adulta a menos que desarrollen in-
suficiencia de medula ésea (MO) o tumores sélidos.
Las anomalias congénitas clasicas que se observan
en los pacientes con AF incluyen las descriptas en la
asociacion VACTERL-H, notacion legada del acro-
nimo por sus siglas del inglés: Vertebral, Anal, Car-
diaco, fistula Traqueoesofagica, atresia Esofagica,
Renal, Extremidad superior (Limb) e Hidrocefalia.
Del 5-30% de los pacientes cumplen con los crite-
rios de VACTERL-H (presencia de al menos 3 de las
8 caracteristicas asociadas) (Tabla XXII).

En 2016 se acuii6 el acronimo PHENOS notacién
legada del acrénimo por sus siglas del inglés: Pig-
mentacion de la piel, cabeza pequeia, ojos peque-
Nos, sistema Nervioso, Otologia y baja estatura para
describir otras alteraciones frecuentes. Las anorma-
lidades tipo PHENOS junto con cualquier malfor-
maciéon VACTERL-H debe orientar fuertemente al
diagnostico. La sospecha debe ser mayor si las ano-
malias que coexisten pertenecen al eje radial-renal.
Las anomalias del desarrollo descriptas con ma-
yor frecuencia son: talla baja (45%), alteraciones
pigmentarias (36%), malformaciones del eje ra-
dial (35%), microcefalia (26%), anomalias rena-
les (24%), alteraciones neurologicas (hidrocefalia)
<20% de los casos, otoldgicas (alteraciones audio-
légicas funcionales y estructurales), oftalmoldgicas
(malformaciones oculares), cardiacas, genitales y
criptorquidia®®. Aunque la mayoria presentan por
lo menos una anomalia, entre el 25%-40% no pre-
sentan ninguna, por lo que la ausencia de estas ca-
racteristicas no excluye la AF.

Las caracteristicas antes mencionadas corresponde-
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Tabla XXII: Manifestaciones fisicas de la AF (Modificada de Sroka et al 2)

Sistema Caracteristicas clinicas

Crecimiento .
baja

Retraso del crecimiento intrauterino, pequefio para la edad gestacional, estatura

Sistema Nervioso Central

Microcefalia, anomalias hipofisiarias, hidrocefalia, paralisis de Bell, malformaciones
arteriolares del SNC, ausencia del septum pellucidum y/o cuerpo calloso,

otras anomalias del cuerpo calloso, Moyamoya, defectos del tubo neural por
hiperreflexia, ventriculos dilatados, adenohipofisis hipoplésica de ventriculo unico

Oftalmologia

Microftalmia, pliegues epicanticos, pequefias fisuras palpebrales; telecanto, fisuras
cortas o almendradas, microcornea, ptosis, estrabismo, cataratas

Otologia

Pérdida de audicion o sordera, pabellon auricular anormal o ausente, orejas de
implantacién baja o rotadas hacia atras, conductos auditivos pequeiios o ausentes,
membrana timpanica ausente, microtia, huesecillos fusionados

Cardiopulmonar

o desplazada

Conducto arterioso persistente, comunicacion interauricular, comunicacién
interventricular, coartacion de la aorta, estenosis pulmonar o adrtica, doble arco
adrtico, miocardiopatia, tetralogia de Fallot, atresia pulmonar, arteria radial ausente

Gastrointestinal

Fistula traqueoesofagica, atresia esofagica, duodenal o anal, ano imperforado,
pancreas anular, malrotacion u obstruccion intestinal, membrana duodenal, atresia
biliar, quiste de duplicacién del intestino anterior

Genitourinario
Hipospadias, fimosis

Urinario: rifién en herradura, sigmoide ectépico, rotado, hipoplasico, displasico o
ausente, hidronefrosis, hidrouréter, estenosis uretral, reflujo

Sistema reproductivo masculino: microfalo, fusién peneana y/o escrotal,
criptorquidia, testiculos atréficos o ausentes,

Sistema reproductivo femenino: ttero hipoplasico, ausente o bicorne, aplasia o
hipoplasia del ttero, atresia o agenesia de la vagina, disgenesia gonadal

Esquelético

Pulgar y radial: hipoplasia tenar, ausencia o hipoplasia del radio y/o pulgar, pulgar
flotante, pulgar bifido, pulgar digitalizado o colocacién anormal del pulgar
Craneofacial: cara triangular, mentén puntiagudo, hipoplasia de la zona media de
la cara, microsomia, hipertelorismo o hipotelorismo, craneosinostosis, paladar
hendido o de arco alto, micrognatia, protuberancia frontal

Tegumentario

Maculas café con leche, hipopigmentacién o hiperpigmentacién

SNC: sistema nervioso central

rian a la mayoria de los casos que se diagnostican
en edad pediatrica. Sin embargo, hay adultos jo-
venes con AF, aun sin falla medular evidente, que
presentan infertilidad, falla ovarica precoz, o cancer,
especificamente carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello, SMD o LMAP!.

9.3. Anomalias hematoldgicas

La mayoria de los casos presentan complicaciones
hematologicas que estdn principalmente relacio-
nadas con la falla de la medular (FM). La edad de
aparicion es muy variable. El 75% de los pacientes
muestran indicios de FM leve en la primera década
de la vida, con una edad promedio de 7 afios. En los
adultos es mucho menos frecuente una FM prima-
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ria, y el diagnodstico suele hacerse por la aparicion de
un cancer o de una toxicidad grave a un tratamiento
quimioterdpico contra un tumor maligno.

La citopenia presente la trombocitopenia con ma-
crocitosis de los hematies y aumento de los niveles
de hemoglobina fetal. Algunos pacientes evolucio-
nan a SMD, cancer o leucemias sin citopenias pre-
vias. En los pacientes pediatricos la MO puede ser
hipocelular o normocelular, excepto en los casos
que evolucionen a SMD o LMAP4,

9.4. Predisposicion a cancer

Elriesgo de padecer cdncer es 600-6000 veces mayor
que en poblacién general. Los mds comunes son
LMA y tumores sélidos que incluyen al carcinoma

HEMATOLOGIA « Volumen 30 Niimero Extraordinario, 2026



RECOMENDACIONES PARA ESTUDIOS CITOGENOMICOS EN NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

de células escamosas (CCE), carcinoma de vulva, de
esofago y de cuello uterino. La mediana de aparicion
del CCE es a los 30 afos vs 60-70 afios de la pobla-
cioén general.

Se han comunicado que variantes patogénicas en
ciertos genes de la via FA/BRCA desarrollan la en-
fermedad y estan involucrados en la evolucionan a
diferentes tumores, por ejemplo, variantes patogéni-
cas en los denominados genes de predisposicion al
cancer (BRCA2, BRCAI, PALB2) pueden presentar
LMA, LLA, meduloblastoma, neuroblastoma, can-
cer de ovario, tumor de Wilms, entre otros!>*.

9.5. Metodologia citogenética para el diagndstico
de AF

La hipersensibilidad de la AF a los agentes induc-
tores de enlaces entrecruzados del ADN (ICL,
interstrands crosslinks) ha permitido establecer una
prueba diagndstica que se basa en el analisis de las
aberraciones cromosoémicas inducidas por agentes
clastogénicos. Esta prueba permite hacer el diagnds-
tico independientemente de la variante patogénica
involucradal®.

Histéricamente se han usado varios agentes clasto-
génicos dentro de los cuales se destacan el diepoxi-
butano (DEB) y la mitomicina C (MMC). A nivel
internacional la estrategia diagndstica mas usada es
la induccién de las aberraciones cromosdmicas con
DEB, debido a su elevada sensibilidad y especifici-
dad, tiene menos variacion interindividual en la fre-
cuencia de daflo cromosdémico, es menos citotdxico
y tiene una frecuencia de falsos positivos o falsos
negativos muy baja'>°..

La MMC es un reactivo inductor de ICL alternativo
al DEB. Es mas facil de conseguir debido a su uso
como quimioterdpico. Entre las desventajas se pue-
de mencionar una induccién de mayor cantidad de
roturas, incluso en los controles negativos y su toxi-
cidad para las células, disminuyendo el numero de
mitosis.

Hasta un 25% de los pacientes presentan mosaicismo
en linaje hematopoyético, definido como la presen-
cia de 2 poblaciones celulares en un mismo orga-
nismo, una con una variante patogénica en un gen
FANC 'y otra que hace una reversion de esa variante
por diferentes mecanismos genéticos como conver-
sién génica, entrecruzamiento intragénico o muta-
cién en un segundo sitio en las células progenitoras
hematopoyéticas, haciendo que las células revertan-
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tes se comporten como las células normales. Basan-
donos en esta caracteristica, en los individuos con
mosaicismo hematolégico, las aberraciones cromo-
soémicas inducidas por los agentes clastogénicos an-
tes mencionados son inferiores a las encontradas a
los pacientes con AF y mayores a la poblacién nor-
mal. Resulta importante identificar a esta poblacién
dado que, si bien estos individuos pueden tener una
mejoria en el cuadro hematologico, los tejidos no
hematopoyéticos siguen teniendo las variantes pa-
togénicas originales en los genes FANC y mantienen
el mismo riesgo a desarrollar CCE que los pacientes
con AF no mosaicos. El tejido de eleccion para hacer
esta corroboracion son los fibroblastos de piel”.

9.6. Tipos de muestra

La literatura sefiala que este método de diagndstico
citogenético se puede aplicar en vellosidades coria-
les de 9 a 12 semanas de gestacion, en liquido am-
nidtico de la semana 12 a 15 de gestacion o en sangre
fetal. En el periodo postnatal, se puede usar SB, MO
o fibroblastos de la piel. La SP heparinizada es el te-
jido de eleccién para hacer el diagnostico postnatal
de AF debido a que la toma de muestra es poco inva-
siva. Cuando se usa SP, hay que tener la precaucion
de que el paciente no haya sido transfundido recien-
temente porque la presencia de células del donante
podria afectar el resultado de la prueba, dando un
resultado no concluyente o falso negativo. En el caso
de que el paciente sea dependiente de las transfusio-
nes, el diagndstico se realiza en MO o fibroblastos
de piel™*l. Existen variaciones en las metodologias
de la prueba de fragilidad cromosémica con DEB y
MMC, principalmente en las concentraciones de los
agentes clastogénicos y el tiempo de exposicion a los

mismos®?l.

9.7. Ensayo de aberraciones cromosomicas en lin-
focitos de SP

Para realizar una correcta interpretacion de los resul-
tados del dafio, ademads de la muestra del paciente, se
deben incluir dos controles: a) un control negativo
que es un individuo sano cuyo mecanismo de repa-
racion estd intacto por lo que son resistentes al dafo
que genera el DEB o la MMG; b) un control positivo
con células de un paciente con AF o una linea linfo-
blastoide con hipersensibilidad a los agentes inducto-
res y una elevada frecuencia de aberraciones cromo-
somicas. El control positivo indica la funcionalidad
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del agente clastogénico y contribuye a proporcionar
un diagnostico de certeza®®. Es importante mencio-
nar que si bien la técnica no es compleja, de acuerdo
a las Pautas para el manejo clinico de la Anemia de
Fanconi, la Fanconi Anemia Research Fund (FARF)
recomienda que la prueba sea realizada en centros o
instituciones con experiencia en citogenética'?.

9.8. Procedimiento:

9.8.1. Con DEB:

Por cada muestra se hacen 2 tubos. (Tabla XXIII)
Como toda técnica de laboratorio existen distintos
protocolos, lo importante es que se cumplan dos ci-
clos mité6ticos completos en exposicion al DEB. Por
esta razon hay grupos que agregan el DEB a las 24h
de iniciado el cultivo, dejando 48h de exposicion y
otros que lo agregan desde el inicio del cultivo®®l.
Independientemente de cuando se agregé el DEB,
desde el inicio del cultivo se incuba 72h a 37°C (en
oscuridad). Pasada la incubacién se realiza el pro-
tocolo de cosecha establecido por cada laboratorio.
Se hacen los extendidos y se colorean con Giemsa
(tincién convencional).

9.8.2. Con MMC:

Para cada muestra se hacen 2 tubos. (Tabla XXIV).
En la literatura se encuentran distintos protocolos
en funcién de la concentracion de la solucion de
trabajo de la MMC. A medida que aumenta la con-
centracién, aumenta el dafo y disminuye el indice
mitdtico. Se recomienda usar una concentracion de
40 ng/ml>78l,
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Incubar 72h a 37°C (en oscuridad); pasada la
incubacion se realiza el protocolo de cosecha estable-
cido por cada laboratorio. Se hacen los extendidos y
se colorean con Giemsa (tincion convencional).

9.8.3. Consideraciones especiales:

El uso de MMC puede inducir falsos positivos
debido a que cuando se congela la solucién se for-
man cristales que, si no se disuelven adecuadamen-
te, pueden incrementar significativamente la con-
centracion. Para evitar este efecto, la MMC debe
descongelarse anticipadamente y mantener a 37°C
durante 2-3 horas antes de usar. Debido a que el test
de fragilidad con MMC puede dar falsos positivos,
se recomienda verificar este resultado con DEBP.

9.9. Analisis de las aberraciones cromosdmicas

La observacion microscopica se hace a partir de
preparados coloreados con técnica convencional
con Giemsa (sin bandeo), porque las bandas no
permiten visualizar todas las roturas de los cro-
mosomas, mientras que con tincién homogénea
se identifican facilmente y con certeza las aberra-
ciones cromosdmicas. Se analizan 25/50 metafases
por cada cultivo y en cada metafase se determina
el nimero modal y el tipo de aberraciones cromo-
somicas. Se registra el nimero de roturas observa-
das en cada metafase, y se cuantifican las siguientes
aberraciones (Figura 11) roturas de cromatide y de
cromosomas, fragmentos céntricos y acéntricos,
anillos, dicéntricos, figuras radiales. Estas ultimas
son configuraciones citogenéticas caracteristicas de

Tabla XXIII: protocolo de la prueba de aberraciones cromosémicas inducidas con DEB

Tubo 1: Espontaneo Tubo 2: con DEB

SP heparinizada

SP heparinizada

RPMI-1640 con HEPES y L-glutamina +15% de suero fetal
bovino + antibiéticos penicilina/estreptomicina + PHA .

RPMI-1640 con HEPES y L-glutamina +15% de suero fetal
bovino + antibidticos penicilina/estreptomicina + PHA

Solucién 0,1ug/ml DEB

PHA: fitohemaglutinina; DEB: diepoxibutano

Tabla XXIV: protocolo de la prueba de aberraciones cromosémicas inducidas por MMC

Tubo 1: Espontaneo

SP heparinizada

Tubo 2: con MMC
SP heparinizada

RPMI-1640 con HEPES y L-glutamina +15% de suero fetal
bovino + antibiéticos penicilina/estreptomicina + PHA

RPMI-1640 con HEPES y L-glutamina +15% de suero fetal
bovino + antibidticos penicilina/estreptomicina + PHA

Solucién de trabajo MMC 40 ng/ml

PHA: fitohemaglutinina; MMC: mitomicina C.
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la AF®. En el recuento final, la figura se traducird
por el nimero de roturas cromatidicas/cromosomi-
cas necesarias para formar la misma

a) Rotura de cromatide: se presenta cuando existe
una discontinuidad en una sola cromatida del cro-
mosoma, que debe ser mayor al ancho o que el frag-
mento resultante se encuentre desviado del eje de la
cromatida.

b) Rotura de cromosoma: se presenta cuando
existe una discontinuidad en ambas cromatidas que
es mayor al ancho de las mismas.

c) Fragmentos céntricos: cromosomas que contie-
nen centrémero y que, en general, se encuentran
adicionalmente a los 46 cromosomas.

d) Fragmentos acéntricos: segmentos de cromoso-
mas con dos crométidas que carecen de centromero
y que pueden formarse por una rotura cromosomi-
ca terminal de un cromosoma; pueden ser también
un fragmento de una cromatida.

e) Anillos: cromosomas circulares con o sin centrd-
mero.

f) Dicéntricos: cromosomas con dos centromeros.
En algunas ocasiones los cromosomas tienen las cro-
matidas del brazo corto o largo cruzadas de modo
que semejan otro centromero. Para discriminarlo se
debe comparar su tincion con la de los centrémeros
de los otros cromosomas, si es igual entonces es un
dicéntrico y si es mas oscura es un cruce de croma-
tidas y el cromosoma es monocéntrico.

g) Figuras radiales: a) Trirradio: es una figura de

intercambio de las cromatidas de dos cromosomas
homodlogos o no homoélogos con 3 ejes, que general-
mente se originan por tres roturas y una reparacion
erronea de los extremos; b) Tetrarradio: es una figu-
ra de intercambio de cromatidas de dos cromoso-
mas homoélogos o no homoélogos con 4 ejes, que se
producen por la reparacion errénea de dos roturas
cromosOmicas; ¢) Polirradios: son figuras de inter-
cambio de cromatidas no hermanas entre mas de 3
cromosomas que también se producen por una re-
paracion errénea de sus extremos. Adicionalmente,
en estas figuras radiales se pueden encontrar roturas
cromatidicas que también se cuantifican.
A partir de este analisis, se calculan algunos indices
que seran usados posteriormente en la valoracion:
o Roturas por células (RPC) o frecuencia de aberra-
ciones cromosomicas.
« Porcentaje de células con roturas (% células abe-
rrantes).
« Numero de figuras radiales.
Un paciente se considera afectado de AF cuando la
frecuencia de aberraciones cromosémicas induci-
das con DEB (o MMC) es 10 veces mayor a la ob-
servada en su cultivo sin tratamiento (espontaneo)
y a la del control negativo. Esta respuesta debe ser
concordante a la del control positivo y diferente a la
del negativo. Cabe mencionar que un alto porcen-
taje de las células del paciente deben registrar dafio
(40-80%) y deben presentar figuras radiales que
son las aberraciones caracteristicas de la AF y que

Figura 11: Tipos de aberraciones cromosomicas observadas en células de pacientes con AF expuestas a DEB
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estan ausentes en los individuos negativos!..

En algunos pacientes el diagndstico no es conclu-
yente, las frecuencias de aberraciones inducidas por
los clastogéno tienen valores intermedios de 10 ve-
ces con respecto a su frecuencia basal y a la del con-
trol negativo, y el porcentaje de células aberrantes
es menor del 30% por lo que es posible que estemos
ante la presencia de un mosaicismo celular. En es-
tos casos la confirmacion se hace con un ensayo de
inestabilidad en fibroblastos de piel.

9.10. Confeccion del informe

El informe recomendado para este estudio debe
incluir un area de Datos del Paciente (Nombre y
apellido, sexo, historia clinica), un area de datos de
la muestra (tipo de muestra, numero de protocolo
asignado por el laboratorio, fecha de extraccion, fe-
cha de recepcion y fecha de informe), un area para
mostrar los resultados, se sugiere mostrar los resul-
tados en formato de tabla. Para el control negativo,
control positivo y paciente se deben informar la
frecuencia de aberraciones por célula, el nimero de
figuras radiales y el porcentaje de células aberrantes
encontrados en los cultivos sin el DEB/MMC (es-
pontaneo) y con el DEB/MMC (inducido). A con-
tinuacion, una conclusién sobre los hallazgos en-
contrados (negativo, positivo, mosaico) y una nota
explicativa, por ejemplo, para resultados:
NEGATIVO: Las frecuencias de aberraciones cro-
mosomicas inducidas en los cultivos de linfocitos de
sangre periférica del paciente no mostraron la hi-
persensibilidad caracteristica de la anemia de Fan-
coni al DEB ni tampoco presentaron figuras radia-
les. Las frecuencias de aberraciones cromosémicas
inducidas con DEB no fueron 10 veces mayores a
las observadas.

POSITIVO: Las frecuencias de aberraciones cro-
mosomicas inducidas en los cultivos de linfocitos de
sangre periférica del paciente mostraron la hiper-
sensibilidad caracteristica de la anemia de Fanconi
al DEB y presentaron figuras radiales. La frecuencia
de aberraciones cromosémicas inducidas con DEB
en el/la paciente fue 10 veces mayor a la observada
con respecto a sus células sin tratamiento y al con-
trol negativo.

MOSAICO: La frecuencia de aberraciones cromo-
somicas inducidas con DEB en el/la paciente no
fue 10 veces mayor a la observada en sus células sin
tratamiento y en el control negativo, pero presenta-
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ron figuras radiales y un porcentaje de células abe-
rrantes mayor al observado en el control negativo.
Para corroborar la presencia de anemia de Fanconi,
es necesario realizar la determinacién con DEB en
otro tejido como la piel o identificar la mutacién en
alguno de los genes FANC por medio de estrategias
moleculares.

9.11. Diagndstico de AF encubierta en un pacien-
te con LMA o SMD

Una AF encubierta deberia sospecharse en un pa-
ciente joven con SMD o LMA, especialmente cuan-
do hay caracteristicas sugestivas presentes tales
como historia familiar, anormalidades fisicas tipicas
de la enfermedad (ya descritas), rupturas de croma-
tidas espontaneas, translocaciones no balanceadas
de los brazos largos de los cromosomas 1, 3 y 7 en
MO y/o toxicidad excesiva a la usual en la quimio-
terapia. El diagnostico de AF es técnicamente dificil
de confirmar o excluir en la etapa de SMD/LMA a
través de test de SP, especialmente tras recibir qui-
mioterapia, factores estimulantes de colonias, hi-
droxiurea o antirretrovirales (como AZT) o durante
el curso de una anemia megaloblastica. El estudio
de aberraciones cromosomicas en tejidos no hema-
topoyéticos (por ej. fibroblastos de piel) es muy util,
pero pocos laboratorios tienen la infraestructura re-
querida, ademas de que son cultivos que necesitan
mucho tiempo para el desarrollo de las células. Una
alternativa recomendable podria ser la deteccién de
la variante patogénica por NGS (next generation se-
quencing)!'%l,

9.12. Seguimiento

9.12.1. Analisis Cromosémico de MO

Una vez diagnosticado el paciente, el seguimiento de
la enfermedad hematologica de la AF se hace con el
analisis cromosémico de la MO. El objetivo de este
estudio es detectar la presencia de un clon con anor-
malidades cromosémicas adquiridas y caracterizar-
lo. La identificacién de un clon es una indicacién
de un proceso hematologico anormal. El significa-
do de los hallazgos citogenéticos debe interpretarse
dentro del contexto de los hallazgos clinicos y mor-
fologicos de la MO. Es importante destacar que las
células de los pacientes con AF tienen inestabilidad
cromosémica, y por lo tanto es probable que algu-
nas células desarrollen anormalidades citogenéticas
no clonales (ACNC) vy aleatorias. Los laboratorios
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de citogenética que hacen el estudio de MO deben
tener experiencia en citogenética del cancer y estar
familiarizados con la AF y con los tipos de anorma-
lidades asociadas con esta patologia y ser capaces de
poder distinguir las ACNC (que se limitan a célu-
las individuales y no representan una enfermedad
emergente) de las alteraciones cromosémicas clona-
les (ACC) que pueden indicar el desarrollo de una
condicién premaligna o maligna.

9.13. Alteraciones clonales

En los pacientes con AF algunas alteraciones clona-
les pueden persistir por largos periodos de tiempo
sin consecuencias adversas, mientras que otras es-
tan asociadas con una progresion rapida y agresiva
de la enfermedad. En cualquier caso, la evolucion
clonal (proceso complejo que se caracteriza por los
cambios genéticos que se van produciendo con el
tiempo en las células cancerosas) y la expansion clo-
nal (proceso de division celular rapida que da como
resultado la multiplicacién de clones celulares ge-
néticamente idénticos a partir de una sola célula)
estan frecuentemente asociados a la progresion de
la enfermedad.

En caso de que no se observen anomalias clonales
en la MO, el bandeo G deberd repetirse al afio. Si
se observa un clon anormal, el seguimiento debe
hacerse con mayor frecuencia para monitorear el
comportamiento y evaluar si evoluciona o se expan-
de. Para completar la interpretacion que aporta el
estudio cromosdmico es necesario realizar conjun-
tamente la evaluacién morfolégica y en caso que co-
rresponda la inmunofenotipificacion de la MO.

Las AC asociadas con mayor frecuencia a la evolu-
cién clonal hacia SMD y LMA, incluyen las ganan-
cias de 1q y 3q y la pérdida total o parcial de 7 (-7/
del7q), en menor proporcion se han reportado otras
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deleciones parciales en 5q, 13q y 20q. Estas anor-
malidades pueden encontrarse aisladas, juntas o in-
volucrando a otros cromosomas®®!!. El 75% de las
AC clonales involucra a los cromosomas 1,3y 7. La
ganancia de 3q es especifica de AF y estd frecuente-
mente asociada a evolucidn citogenética que incluye
-7 y SMDE.

La heterogeneidad de estos cambios pone de mani-
fiesto la necesidad de abordar el analisis cromosé-
mico mediante las técnicas de citogenética clasica
y molecular debido a que las ganancias de 3q sue-
len ser submicroscdpicas y requieren de ensayos de
mayor resoluciéon como el FISH en interfase. Esta
técnica ha resultado util para la deteccion de pobla-
ciones clonales incipientes.

Para finalizar, si en un estudio citogenético se en-
cuentra una ganancia de 3q en un paciente con una
aparente LMA o SMD de novo, se recomienda hacer
el test de aberraciones cromosomicas con DEB2.

9.14. FISH

El seguimiento de la evolucién clonal en MO se efec-
tua sobre el mismo material en que se hizo el analisis
citogenético, con un panel basico de sondas de FISH
que evalte la ganancia del brazo largo del cromo-
soma 1 (con sonda 1p36/1q25), ganancia del brazo
largo cromosoma 3 (con sonda BCL6-BA) y la pér-
dida total o parcial del cromosoma 7 (sonda sugeri-
da DZ71/DS486 o cualquier otra que hibride sobre
el centromero del cromosoma 7 y la regién 7q31)
con el fin de detectar la presencia de pequenos clo-
nes que alberguen alguna de estas tres anomalias®®.
Es importante mencionar que para hacer el segui-
miento de los pacientes con AF mediante la técnica
de FISH es imprescindible calcular el cut off para
cada sonda teniendo en cuenta el patrén de senal
esperado.
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La recepcion de trabajos se realizard mediante el sistema OJS en la web oficial de la Revista Hematologia:
www.revistahematologia.com.ar. Podran acceder al instructivo y solicitar asistencia a los mails alli indica-
dos. Ningun trabajo serd recepcionado por fuera del sistema. No se aplican cargos por el envio de articulos
ni por procesamiento (APC). Cada autor debera generar un identificador digital permanente (ORCID,
segun la sigla en inglés).

Se admitira la publicacién de trabajos de autores de habla no hispana en idioma inglés.

Actualmente las secciones de la Revista Hematologia son:

Articulos originales
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1) Los Articulos originales deben ser inéditos. No deben haber sido enviados ni presentados simultdneamente a ninguna otra revista antes de conocer la
decision de aceptacion o rechazo por parte de la Revista Hematologia.
Los manuscritos deberan ser escritos en formato Word a doble espacio, con letras Times New Roman tamafio 12, con margenes amplios de 3 cm con
un maximo de 4.000 palabras, incluyendo tablas y bibliografia. Todas las ilustraciones, figuras y tablas con su respectiva leyenda deberdn ser colocadas
en los lugares del texto correspondiente, en vez de al final.
Los trabajos se desarrollaran segun el siguiente ordenamiento:
1. a) Portada: incluird los siguientes elementos:
- Titulo (en castellano y en inglés): sin abreviaturas, sera breve y preciso.
- Autores/as:
«  Enrenglon aparte se detallara la némina de personas autoras, separados por comas, comenzando por el apellido completo e inicial del nombre.
+  Filiacion institucional: para cada autor/a se detallara el nombre de la institucion (sin abreviaturas) donde se realizo el trabajo,
Ejemplo:
Pérez V1; Gonzélez C2
1 Servicio Hematologia, Hospital Milstein. Buenos Aires, Argentina
2 Servicio de Hematologia, Hospital Fernandez. Buenos Aires, Argentina
Ciudad, pais de origen y correo electrénico del autor/a responsable.

Autoria: la revista Hematologfa adhiere a las directrices del Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas (ICMJE, por sus siglas en inglés)
que en las Recomendaciones para la preparacion, presentacion, edicion y publicacion de trabajos académicos en revistas médicas delimita que para
adquirir la condicién de autoria de los estudios cada uno de los/as participantes deberan cumplir los siguientes criterios:
+  Haber realizado contribuciones sustanciales a la concepcion y el disefio del estudio, a la recoleccion de los datos o al analisis y la interpretacion
de los mismos.
«  Haber participado en la redaccion del articulo o en la revision critica sustancial de su contenido intelectual.
«  Haber aprobado la versién final del manuscrito.
o Ser responsable de todos los aspectos del manuscrito asegurando que las cuestiones relacionadas con la veracidad o integridad de todas las
partes del manuscrito fueron adecuadamente investigadas y resueltas.
A efectos de cumplir con este requerimiento se debera incluir la siguiente declaracién en la portada, ubicindola debajo de la ndmina de personas
autoras:
"Todas las personas autoras han efectuado una contribucion sustancial a la concepcion o el disefio del estudio o a la recoleccion, andlisis o interpretacion
de los datos; han participado en la redaccion del articulo o en la revision critica de su contenido intelectual; han aprobado la version final del manus-
crito; y son capaces de responder respecto de todos los aspectos del manuscrito de cara a asegurar que las cuestiones relacionadas con la veracidad o
integridad de todos sus contenidos han sido adecuadamente investigadas y resueltas.”
Nota: la declaracion de autoria solo deberd incluirse en aquellos trabajos de investigacion de autoria muiltiple pero no en los de autoria unipersonal.
o+ siloshubiera, se colocardn debajo de la declaracion de autoria las personas o instituciones que hayan participado en el estudio que no cumplen
los cuatro criterios mencionados precedentemente pero que contribuyeron a su desarrollo podrdn enumerase como colaboradoras en esta
seccion, identificadas con nombre y apellido/s o nombre de la institucidn, especificando la contribucién concreta para la realizacion del trabajo
de investigacion.
b) Resumen y palabras clave
- Resumen:
+ En espafiol e inglés.
o Estructura: Introduccién, Material y Métodos, Resultados y Discusion.
« Extension: hasta 400 palabras.

HEMATOLOGIA « Volumen 30 Niimero Extraordinario, 2026 75


https://www.revistahematologia.com.ar/index.php/Revista

- Palabras clave:

« En espaiiol e inglés.

« Cantidad: entre 3 y 5.

o Utilizar términos del Medical Subjects Headings del Index Medicus.

¢) Introduccion: Breve resumen del estado del arte del tema a tratar y los objetivos del trabajo.

d) Materiales y Métodos: Debe detallar claramente la poblacion utilizada en el trabajo (grupos controles y pacientes), las metodologias empleadas
y los métodos estadisticos utilizados en la evaluacion de los resultados. En esta seccion se debe incluir una declaracién que indique la aprobacion
del comité de ética Institucional o autoridad competente ademas se debe dejar constancia que se obtuvo de cada paciente el consentimiento infor-
mado por escrito y que el protocolo de estudio se realizé conforme a las normas éticas de la declaracion de Helsinki 1975.

e) Resultados: Deberdn estar expresados con claridad en forma cuantitativa, utilizando valores numéricos (expresados en las unidades internaciona-
les habituales), tablas y/o graficos. No se aceptaran tablas que ocupen un espacio mayor que el de una pagina de la Revista.

Las abreviaturas y simbolos deberan estar especificados en el texto o al pie de las tablas.

f) Discusion: Analiza los resultados y los hechos que tengan relacion directa con los mismos, las relaciones entre éstos y el objetivo inicialmente
propuesto y su confrontacion con los conocimientos establecidos previamente.

g) Referencias bibliograficas:

Las personas autoras son responsables de verificar la exactitud e integridad de las referencias. S6lo se incluiran las referencias que hayan sido con-
signadas en el articulo, ordenadas numéricamente en forma correlativa. Se hara figurar inicialmente la némina de autores separados por comas,
comenzando por el apellido, seguido por las iniciales de los nombres. Cuando el niimero de autores sea mayor de 6, se hara mencion sélo a los
primeros 3 seguidos de la sigla «y col.»; a continuacion se consignard el titulo del trabajo seguido del nombre de la revista en forma abreviada,
segun lo establezca por el «Index Medicus»; afio de publicacion, punto y coma, nimero de Volumen dos puntos, pagina inicial, guion, pagina
final. Incluya el DOI si corresponde.

Ejemplo: Kaldor JM, Day EN, Clarke EA y col. Leukemia following Hodgkin's disease. N Engl. ] Med 1990; 322:7-13. https://doi.org/15.1555/
$0363-5023(10)8111-0

Cuando se trate de libros se haran figurar el nombre del autor/es, titulo del capitulo, titulo del libro, editor/es, afio de aparicién, paginas separadas
por guidn, agregando el nimero de edicion si no fuera la primera edicion, editorial, y ciudad. Ejemplo: Hughes TP and Goidman JM. Chronic
myeloid leukemia.

Hematology: Basic Principles and Practice. R. Hoffman, El Benz, Sj Shatill, B Ftirie y EJCoben 1991, p 854-869. Churchill Livingstone, Edinburgh.
Datos respaldatorios

Para citar este tipo de datos, referidos en Deposito de datos, se debera realizar con el siguiente formato:

Lopez Cosar, H., Bentmiglia, C., Alfonsin, M., (2020). Estudio comparativo entre el método coagulométrico tradicional y un dispositivo portatil

en la medicion de la razén internacional normatizada y la toma de decision médica.[Dataset] Version de 22 de junio de 2021. SciELo Data. (enlace
facilitado por el repositorio que contard con un identificador permanente de objeto digital, sea handle, DOI u otro)

Las referencias deben estar marcadas en el texto entre paréntesis y en formato superindice. La revista adopta los criterios establecidos por las
Normas APA (www.normasapa.com)

2) La seccion Yo opino estd destinada a expresar la opinion de un experto sobre un tema controvertido solicitado por el comité editor.

La disidencia respecto a esta opinion se podra dar a través de la seccion correo de lectores. La longitud no debera superar las 3.000 palabras. Deberan ser
escritas con el formato grafico de los articulos originales.

3) Los Ateneos anatomo-clinicos deberan ser escritos con el mismo formato gréafico y se procedera de la misma forma que los articulos originales.

4) Las Editoriales seran solicitadas por el Comité Editor. Tendran titulo y texto con caracteristicas de monografia, en lo posible con una extension que no
supere las 2.000 palabras, con un maximo de 5 citas bibliograficas, el nombre del autor, su direccidn con cédigo postal y direccién de mail.

5) Las Actualizaciones y/o revisiones deberdn ser escritas con el formato grafico de los articulos originales. La longitud no deberd superar las 5.000
palabras.

6) La seccion Hematologia Pediatrica: Estard destinada a revisiones de topicos hematoldgicos y casos clinicos en nifios. Deberan ser escritas con el formato
grafico de los articulos originales.

7) La seccion Drogas nuevas en Hematologia serd una actualizacion acerca de las nuevas drogas utilizadas por la especialidad. Seran solicitadas por el
comité editor. La longitud no debera superar las 3.000 palabras. Deberan ser escritas con el formato grafico de los articulos originales.

8) La seccion Comunicaciones breves deberan ser escritas con el formato grafico de los articulos originales. La longitud no debera superar las 2.000
palabras y su resumen no debe ser mds extenso de las 200 palabras.

9) El Laboratorio en Hematologia estara dedicada a realizar una ficha técnica de un ensayo utilizado en los laboratorios de Hematologia. Sera solicitado
por el comité editor. Debera expresar introduccion fundamento del ensayo, Caracteristicas pre analiticas y analiticas del mismo, valores de referencia y su
utilidad clinica y hasta 4 citas bibliograficas. La longitud no debera superar las 3.000 palabras. Deberan ser escritas con el formato grafico de los articulos
originales.

10) La seccion Historia de la Hematologia deberdn ser escritas con el formato grafico de los articulos originales. Esta destinada a divulgar la evolucion de
la Hematologia en Argentina. La longitud no debera superar las 4.000 palabras.

11) Caso clinico. En esta seccion se admite un méximo de 8 referencias bibliograficas. Deberan ser escritas con el formato grafico de los articulos originales.
12) Las Imagenes en Hematologia: estara constituido por material fotografico en colores de excelente calidad destinado a exponer temas de diversa indole.
La longitud no debera superar las 1000 palabras y se desarrollaran segun el orden siguiente: Titulo, texto conciso, imagen, nombre del autor/es. Podra
agregarse hasta 4 citas bibliograficas. Deberan ser escritas con el formato grafico de los articulos originales.

13) En la seccion Correo de lectores se publicaran opiniones sobre situaciones clinicas y experiencias que puedan relacionarse o no con los articulos
publicados en la Revista, con sentido critico, objetivo y/o educativo, aceptandose derecho a réplica en caso de opinar sobre algtin trabajo publicado. La
longitud no debera superar las 1.000 palabras (hasta 4 citas bibliograficas).

14) la Seccién Hematologia Narrativa debera ser escrita con el formato grafico de los articulos originales. En esta seccién se recibirdn para considerar
trabajos que se ubiquen en el campo de la medicina narrativa con una vinculacion a la hematologfa. Se aceptaran también para evaluar textos que crucen
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aspectos de humanidades médicas en un formato relacionado a conceptos de la especialidad. Los manuscritos tendran una extensiéon maxima de 5000
palabras y no mas de 50 referencias. Los trabajos deben enviarse en espafiol y quienes lo deseen pueden enviar una traduccién del manuscrito en inglés
para la publicacion online.

Conflicto de Interés:

La responsabilidad por el contenido, afirmaciones y autoria de los articulos publicados pertenece exclusivamente a sus autores, los cuales deben aclarar por
escrito si existe algtin conflicto de interés. Todos los integrantes deben exponer al pie su “disclosure”. Todas las presentaciones en publicaciones de la Revista
Hematologia desde el primer numero del afio 2013 deberdn incluir un pérrafo al final del manuscrito donde se especifique la declaracion de conflictos de
interés de acuerdo al modelo adjunto.

NO esta permitido que el trabajo enviado a Hematologia sea enviado a otra revista. El modelo adaptado de normas para conflicto de interés propuesto
por la Comision Directiva de la SAH se ha basado en el de la Sociedad Americana de Hematologia y contiene el mismo formato que muchas prestigiosas
revistas de nuestra especialidad. Hacemos referencia a todas las actividades vigentes y a las realizadas en ltimo afio.

Se reconocen diferentes categorias de conflicto que detallamos:

1) Empleado

2) Consultor

3) Propiedad accionaria

4) Fondos de Investigacion por estudios propios (La norma NO incluye a los protocolos de investigacion de fase II a IV multicéntricos, nacionales o
Internacionales)

5) Honorarios por conferencias (Speaker)

6) Miembro de Comité Asesor (Advisory Board)

Imagenes:

Las imagenes deberan ser enviadas en formato jpg, 300dpi de resolucion. Podran ser enviadas a color.

Aviso de derechos de autor/a

Todo el material publicado en la Revista Hematologia, serd cedido a la Sociedad Argentina de Hematologia. De conformidad con la ley de derecho de
autor (ley 11723) se les enviard a los autores de cada trabajo aceptado formulario de cesion de derechos de autor que debera ser firmado por todos los
autores antes de la publicacion. Los autores deberdn retener una copia del original pues la revista, no acepta responsabilidad por dafios o pérdidas del
material enviado. Los autores deberdn remitir una version electrénica al correo: revista@sah.org.ar

Declaracion de privacidad
Los nombres y las direcciones de correo electronico introducidos en esta revista se usaran exclusivamente para los fines establecidos en ella y no se
proporcionaran a terceros o para su uso con otros fines.

Codigo de ética

Hematologia rige su politica editorial sobre aspectos éticos de la publicacion cientifica observando las directrices del Comité de Etica de las Publicaciones
(Committee on Publication Ethics - COPE).

Cuando se realizan estudios clinicos en seres humanos, los procedimientos llevados a cabo deben estar explicitamente de acuerdo con el estandar de ética
del comité responsable en experimentacién humana, institucional o regional y con la Declaracion de Helsinki de 1975, corregida en 1983 y revisada en
1989, los cuales deberan figurar explicitamente en la metodologia del trabajo.

No utilizar los nombres de los pacientes, ni sus iniciales ni el nimero que les corresponde en el hospital, especialmente en el material ilustrativo.

Todos los trabajos de investigacién que incluyan animales de experimentacion deben haber sido realizados siguiendo las indicaciones de la “Guia para
el cuidado y uso de animales de laboratorio” (http://www.nap.edu/readingroom/books/labrats/) perteneciente a la Academia Nacional de Ciencias de
los Estados Unidos de Norteamérica y actualizada por la American Physiological Society (APS) (http://www.the-aps.org/committees/animal/index.htm).
No serén considerados para publicacion los articulos que no cumplan con los cédigos de ética.

Modelos animales
Si se aceptaran trabajos en modelos animales, los autores deberan enviar el certificado correspondiente de aprobacion del proyecto emitido por la CICUAL
(Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio).

Sociedad Argentina de Hematologia, Comité Editor de HEMATOLOGIA
Julidn Alvarez 146 - 1414 - C. A. de Bs. As. - Argentina
E-mail: sah@sah.org.ar /// revista@sah.org.ar
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The reception of articles will take place through the OJS system on the official website of Revista
Hematologia: www.revistahematologia.com.ar. You can access the instructions and ask for
assistance with the indicated mail. Articles sent outside the system will not be accepted. There
are no fees for submitting or processing articles (APC). Every author must generate a persistent
digital identifier (ORCID).

We will accept the publication of articles from non-Spanish-speaking authors written in English.
The current sections of Revista Hematologia are:

Original articles
My opinion
Anatomo-clinic discussion of the hematology fellowships HEMATOLOGY
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Updates and/or reviews
Pediatric hematology REGULATIONS
New drugs in hematology
Brief communications
Laboratory
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11.  Case reports HEMATOLOGIA
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13.  Letters to the Editor
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1) Original articles must be unpublished. They should not have been submitted simultaneously to another journal without knowing the decision of
acceptance or denial from Revista Hematologia.
The articles should be in Word format, double-spaced, in Times New Roman font 12, with wide margins of 3cm with a maximum of 4,000 words,
including tables and references. All illustrations, figures and tables and their respective legend, should be placed in the appropriate places in the text,
instead of at the end.
The articles arrangement should be as follows:
1. a) Cover: It will include the following items:
- Title (both in English and Spanish): with no abbreviations; it will be concise and precise.
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