Citogenética humana:
del microscopio al microchip

Academia Nacional de Medicina
ibl@hematologia.anm.edu.ar

Si analizamos la historia de la citogenética huma-
na, podemos considerar que se inicia en el afio 1956
cuando Tjio y Levan, a partir de cultivos de células
embrionarias humanas, pudieron establecer que el
hombre poseia 46 cromosomas en las células soma-
ticas normales. Este hallazgo fue el punto de partida
de una continua e ininterrumpida serie de descubri-
mientos en el area de la citogenética. En esa época
los cromosomas se ordenaban teniendo en cuenta
solamente el tamafio y posicién del centrémero en
7 grupos: A, B, C, D, E, F y G. A continuacién se
enumeran los hallazgos citogenéticos mas importan-
tes vinculados con el drea médica. En 1959 Lejeune
publica la primer aberracién cromosémica consistente
con la presencia de un pequefio cromosoma super-
numerario (identificado afios después como +21) en
nifios afectados con el sindrome de Down. Ese mismo
afio se identificaron los primeros casos de aneuploi-
dias de los cromosomas sexuales en los sindromes
de Turner (Ford, 1959) y Klinefelter (Jacobs, 1959).
Al afio siguiente se identificaron otros sindromes con
malformaciones congénitas y presencia de cromoso-
mas supernumerarios en el grupo D (Patau, 1960) o
en el grupo E (Edwards 1960), identificados poste-
riormente como trisomia 13 o 18 respectivamente. En
1960 se publica la técnica del cultivo de leucocitos de
sangre periférica (Morrhead, 1960), revolucionando
el modo de obtener células en division mitética, lo
cual facilité enormemente los estudios citogenéticos.
También en ese periodo comienzan a analizarse las
roturas cromosdmicas, intercambio de cromatides
hermanas y presencia de microntcleos para evaluar
el dafio inducido al ADN por la exposicién a diversos
mutdgenos o agentes genotdxicos, inicidndose el area
de la genética toxicolégica. Con estas metodologias
se pudieron analizar diversas patologias genéticas
de deficiencia en la reparacién del ADN tales como:
anemia de Fanconi (AF) y ataxia telangiectasia (Schu-
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ler, 1969). Afios mas tarde Auerbach (1985) publica
el ensayo in vitro de fragilidad cromosémica con
diepoxibutano, utilizado para diagndstico pre y post
natal de AF.

En 1960 Nowell y Hungenford describen por pri-
mera vez la asociacién entre una alteracion citoge-
nética adquirida (no constitucional) y una patologia
oncohematolégica, identificando la presencia de un
cromosoma de menor tamafio a lo esperado para el
grupo G, que se observaba en pacientes con leucemia
mieloide crénica (LMC). La tincién uniforme con
Giemsa, utilizada en ese momento, impedia la iden-
tificacién cromosémica, por lo cual se lo denominé
cromosoma Philadelphia aludiendo a la ciudad donde
se realizé el hallazgo.

Respecto a avances en los métodos de cultivos
celulares en 1966, Steele & Breg reportan el cultivo
de liquido amniético haciendo posible determinar
la constitucion cromosémica del embrion, esta me-
todologia sigue vigente siendo actualmente unas de
las técnicas mas utilizadas para realizar estudios de
diagnéstico prenatal.

En el afio 1968 Casperson y Col descubrieron
la capacidad de los colorantes fluorescentes como
los derivados de la quinacrina para producir zonas
palidas y brillantes a lo largo del cromosoma meta-
fasico. A partir de este hallazgo en el afio 1970, el
mismo grupo de investigacién publica (Casperson,
1970) el patrén de bandeo con fluorescencia de los
cromosomas humanos (bandas Q, por quinacrina),
rapidamente surgieron numerosas técnicas de bandeo
utilizando enzimas proteoliticas, tales como la tripsi-
na (Seabright, 1971) o realizando pretratamiento con
una solucién salina a 60°C (Sumner, 1971). En ambos
casos se obtenfa un patrén de bandeo, luego de la
tincién con Giemsa (bandas G), que era equivalente
al patrén de bandas Q. Es decir las bandas claras y
oscuras por bandeo G se correspondian a las pali-
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das y brillantes con quinacrina respectivamente. En
Francia tratando los preparados cromosémicos con
buffer fosfato lograron obtener un patrén de bandas
inverso al patrén de bandas G al cual denominaron
bandas R (por reverso). También se implementaron
técnicas que permitian detectar bandas especificas
para determinadas regiones cromosdmicas, tales
como: la heterocromatina constitutiva centromérica
(bandas C), regiones teloméricas (bandas T) y organi-
zadoras del nucleolo (bandas NORs). Las bandas Q,
G y R se asocian a un patrén de replicacién del ADN,
mientras que las bandas C, T y NOR a estructuras es-
pecificas de los cromosomas. Las técnicas de bandeo
poseen diferente nivel de resoluciéon dependiendo del
estado de condensacién cromosémica, directamente
relacionado con el ciclo celular. En metafase media el
numero promedio de bandas es de 400 a 500, permi-
tiendo detectar deleciones o duplicaciones de 5 — 10
Mb. Si las técnicas de bandeo se realizan en estadios
de menor condensacién cromosémica como metafase
temprana o prometafase, el nimero de bandas se
incrementa a 800 — 1000 (bandeo de alta resolucion)
(Yunis, 1976). Esto permite identificar pequefias dele-
ciones cromosémicas menores a 5 Mb, no detectadas
con el bandeo convencional.

A partir del gran desarrollo de los diferentes mé-
todos de bandeo el progreso de la citogenética fue
imparable en todos los campos: animal, vegetal y
humano. Esto llev6 a la necesidad de estandarizar la
informacion citogenética obtenida. En 1971 se realiza
la Conferencia de Paris donde se establece un Sistema
Internacional de Nomenclatura para los cromosomas
humanos en base a su patrén de bandas G. Estas nor-
mas, hoy conocidas como ISCN (International System
of Chromosome Nomenclature) se han ido actualizando
en los afios sucesivos: 1975, 1978, 1981, 1985, 1991,
1995, 2005 siendo la tltima en el 2009.

Recién en el afio 1973 Janet Rowley demuestra que
el cromosoma Philadelphia es el resultado de una
translocacién balanceada y reciproca entre los cromo-
somas 9 y 22 originando la t(9;22)(q34:q11), iniciando
la era de la citogenética hematolégica. En los afios
siguientes se fueron identificando nuevas alteracio-
nes especificas, demostrando el valor diagndstico de
las mismas. A partir de la década del 70 comienza a
considerarse a los estudios citogenéticas como una
herramienta de relevancia en hematologia por sus
implicancias diagnésticas, prondsticas y de segui-
miento. A partir de la identificacion de los puntos de
ruptura de los marcadores cromosdmicos especificos
de las diferentes neoplasias se pudieron caracterizar y
mapear los genes involucrados en la génesis tumoral.

Paralelamente con los avances de la citogenética,
en la década del 70 surge la técnica de Southern Blot
(1975). Esta nueva metodologia de biologfa molecular
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(digestion con enzimas de restriccion, transferencia
a membranas de nylon e hibridacién con sondas
marcadas con P32) permitié detectar reordenamien-
tos genémicos confirmando las translocaciones cro-
moso6micas identificadas por bandeo. En 1985 el
bioquimico J. Mullis publica la innovadora técnica
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), lo
cual produjo una verdadera revolucién en la inves-
tigacion biolégica y médica lo que determiné que
recibiera el Premio Nobel de Quimica en 1993. Todos
los avances técnoldgicos surgidos durante la decada
del 80 incrementarén atin més el conocimiento de los
cambios genéticos de las células tumorales

A partir de la decada del 80 comienza a de-
sarrollarse la técnica de hibridizacién in situ no
radioactiva, denominada FISH (fluorescence in situ
hybridization). Esta nueva metodologia utiliza son-
das gendmicas marcadas directa o indirectamente
con fluorocromos (Langer, 1981) (Cremer, 1986).
Este nuevo abordaje aumenta la sensibilidad y es-
pecificidad de deteccién, respecto a la marcacién
con timidina H* o P*, pues permite visualizar una o
mas sondas marcadas con diferentes fluorocromos
simultdineamente. Ademads evita el uso de material
radioactivo y posterior revelado autorradiografico,
simplificando el estudio. El desarrollo del FISH di6
lugar al origen de la denominada citogenética mole-
cular, esta metodologia permite conseguir informa-
cién citogenética atin con bajo indice mitético, mala
morfologfa cromosémica y en cualquier etapa del
ciclo celular. Las sondas utilizadas pueden ser cen-
troméricas (ADN repetido alfa satélite), de pintado
cromosémico (mezclas de secuencias de librerias de
cromosomas especificos enteros) y de secuencia tinica
(presentes en una sola copia) (Collins, 1991). Dichas
sondas permiten identificar alteraciones estructu-
rales, numéricas, rearreglos complejos, alteraciones
submicroscopicas (cripticas), deleciones, duplicacio-
nes, atn en ntcleos interfasicos. Esta metodologia
ha tenido un alto impacto especialmente en pato-
logias de baja actividad proliferativa como la LLC
(Garcia-Marco, 1997) y mieloma (Fonseca, 2007). La
posibilidad de combinar las técnicas de FISH e inmu-
nohistoquimica proveen un poderoso método para
investigar el linaje celular asociado a la alteracién
genética clonal (Price, 1992) (Knuutila, 1997)

Cuando las técnicas de FISH se realizan sobre
la fibra extendida de ADN (Fibro FISH) aumenta
el poder de resolucién permitiendo estudiar alte-
raciones intragénicas. Para ello se usa una serie de
sondas marcadas alternativamente con dos colores
que cubren un gen o parte de él. La identificacién de
la falta o duplicacién de alguna de las sondas que
hibridan consecutivamente permiten inferir delecién
o duplicacién intragénica respectivamente (Parra,
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1993). Esta metodologia resulta de utilidad para
investigar zonas cripticas del genoma muy involu-
cradas en neoplasias tales como 11q23. La ventaja de
este método sobre el Southern blot o electroforesis
de campos pulsados es su simplicidad y rapidez.
Solamente unas pocas imédgenes necesitan ser exa-
minadas para obtener informacién sobre secuencias
gendmicas de hasta 250 Kb.

Con todas estas herramientas metodoldgicas a
disposicién de los grupos de investigacién cada vez
fue mayor la informacién disponible sobre estudios
cromosémicos de células tumorales en la literatura
internacional. En la Universidad de Lund, Suecia,
Mitelman y Levan (1978) recopilaron toda la infor-
macién citogenética disponible hasta ese momento,
lo cual le permitié demostrar que las aberraciones
cromosdmicas de las neoplasias humanas tendian
a concentrarse en lugares especificos del genoma.
Continuando con estos estudios y aumentando la
casuistica analizada Heim y Mitelman (1987) mues-
tran que las alteraciones cromosdmicas se encuentran
distribuidas en el genoma de un modo no aleatorio
y que diferentes regiones cromosdmicas estan prefe-
rencialmente involucradas en las distintas neoplasias.
En base a las correlaciones realizadas entre puntos
de ruptura citogenéticos y ubicacién de oncogenes
celulares concluyeron que la activaciéon oncogénica
era la responsable de la patogénesis de numerosas
neoplasias. Estos conceptos ya habian sido enfatiza-
dos por Rowley (1983), Yunis (1983), Klein (1984),
Varmus (1984), sobre el origen de la oncogenesis
tumoral.

Con la finalidad de recopilar en forma concisa,
sistemédtica e uniforme todas las alteraciones cito-
genéticas publicadas en las neoplasias humanas, se
elabor6 un Catélogo de aberraciones cromosdmicas
en cancer (Mitelman, 2008). El primer reclutamiento
de datos permité obtener informacién de 3.144 neo-
plasias con cariotipo anormal, lo cual fue publicado
en 1983. El flujo de datos cada vez mayor determiné
que se realizaran nuevas ediciones del Catalogo en
1985, 1988, 1991 y 1994. En ese momento ya el nu-
mero de casos citogeneticamente alterados ascendia
a 22.076 casos. Como consecuencia del incremento
constante de casos incluidos a partir de 1995 el cata-
logo paso a formato electrénico, para poder contener
la enorme cantidad de informacién de la base de
datos. En el afio 2009 ya habia superado los 55.000
casos incluidos.

A principios de la decada del 90 comienza el pro-
yecto genoma humano con la finalidad de determi-
nar la secuencia completa del ADN e identificar los
aproximadamente 25.000 — 30.000 genes del genoma
humano. En febrero de 2001, el International Hu-
man Genome Sequencing Consortium y el grupo
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liderado por el Dr. ] Venter (Venter, 2001), publica-
ron la secuenciacion definitiva del Genoma Humano,
con un 99.9% de fiabilidad, comenzando la era post-
gendmica, en los afios siguientes se fueron realizando
sucesivas secuenciaciones que condujeron finalmente
al anuncio del genoma completo en abril de 2003.
Todos los conocimientos adquiridos y el desa-
rrollo tecnolégico determinaron que las sondas de
FISH convencionales se empezaran a utilizar en el
laboratorio de hematologia de manera rutinaria para
el diagnoéstico, prondstico y evaluacién de la enfer-
medad minima residual. En estudios de investiga-
cién se empezaron a utilizar para identificar nuevos
puntos de ruptura, mapeo de genes, organizacion de
la cromatina en interfase y andlisis de expresion de
RNAm especifico en muestras de tejidos.
Posteriormente, surgieron nuevas tecnologias de
FISH, si bien se basan en el mismo fundamento que
las sondas tradicionales, aportan mayor informa-
cién porque posibilitan la identificacién de todos los
cromosomas utilizando técnicas de Multicolor-FISH
(mFISH). La técnica de mFISH se define como la
hibridacién simultdnea de varias sondas al menos
tres sondas excluyendo la contratincién. El primer
experimento exitoso que permitié identificar 3 se-
cuencias nucleotidicas simultaneamente fue en 1989
(Nederlof, 1989). Pero recién en 1996 se comenzaron
a utilizar los primeros sets de sondas de diferentes
colores en genética humana. La tincién diferencial
de cada uno de los 24 chromosomas humanos se
logré usando bibliotecas genémicas de cromosomas
totales, a esta metodologia se la denomina Multiplex-
FISH (M-FISH) (Speicher, 1996), Spectral Karyotiping
(SKY) (Schrock, 1996) o 24-color FISH (Azoteifa,
2000). Para realizar estas técnicas que permiten iden-
tificar todos los cromosomas se utilizan combinacio-
nes de 4 a 7 fluorocromos diferentes. Las técnicas
de M-FISH y SKY permiten individualizar todos los
pares cromosémicos simultdneamente con un color
diferente, dando una imagen multicolor la cual es
interpretada por un programa de computacién ade-
cuado. Ambas metodologias logran la diferenciacion
cromosémica a partir de la combinacién de 5 fluo-
rocromos diferentes, la discrepancia entre ambos
sistemas de deteccién es la captura de la informacion,
siendo en forma separada en el M-FISH (Speicher,
1996) o en una sola exposicién en el SKY (Veldman,
1997), luego la imagen es procesada por un software
adecuado que determina un pseudocolor diferente
para cada cromosoma, lo cual permite identificar-
los inequivocamente. Estas técnicas son muy ttiles
para estudiar cariotipos complejos, determinando
el origen de los cromosomas marcadores de dificil
identificacién por bandeo. Las limitaciones de estas
técnicas multicolor es el requerimiento de células
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en divisién (metafases) y falta de resoluciéon para
rearreglos inferiores a 1-3 Mb (dependiendo de la
condensacion de la cromatina).

Recientemente, se ha descrito la técnica de multi-
banding-FISH (RxFISH), técnica similar a las de M-
FISH o SKY, que permite la generaciéon de un patrén
de bandas de distintos colores para cada cromoso-
ma (Muller, 1997). Esta metodologia se basa en las
homologias genémicas que existen entre la especie
humana y dos especies de gibon del genero Hylo-
bates (Hylobates concolor y Hylobates syndactylus)
(Muller, 1998, 2000), permitiendo la identificaciéon de
alteraciones estructurales dentro de un mismo cro-
mosoma (inversién, insercion, delecién o duplicacién
intracromosdmica) y la localizacién de puntos de
ruptura con mayor exactitud. Esta metodologia posee
baja resolucién detectando entre 80 — 90 bandas por
cariotipo haploide. Este método atin esté en fase de
desarrollo y experimentacion por lo cual no existen
demasiadas referencias en la literatura. Esta metodo-
logia ha sido usada para identificar translocaciones
cripticas en LMC (Harrison, 2000).

La hibridacién genémica comparada (CGH), es
una técnica de citogenética-molecular que permite
detectar exclusivamente pérdidas y ganancias gené-
micas, mientras que los reordenamientos balancea-
dos no pueden ser identificados. Esta metodologia
no requiere células en divisién (indispensable en la
citogenética convencional) y tampoco requiere de
ningtin conocimiento previo de la constitucién cro-
mosdmica (necesario para realizar estudios de FISH
con sondas convencionales). Dicha técnica se basa
en la hibridacién in situ de ADN tumoral y ADN
control marcados con fluorocromos de distinto color
sobre metafases normales (Kallioniemi, 1992). Des-
pués de la hibridacién, las variaciones numeéricas del
ADN tumoral se cuantifican mediante el coeficiente
de intensidad de fluorescencia entre ambos ADNs
hibridados con un software especifico, permitiendo
detectar deleciones y/o amplificaciones con una re-
solucion efectiva de 15 — 20Mb. Esta técnica detecta
cambios cuando la proporcién de células tumorales
es alta (40-50%), indicando baja sensibilidad. Los
hallazgos citogenéticos detectados por esta metodo-
logia deben ser validados por FISH utilizando BACs
0 YACs especificos de la region involucrada.

Con el objetivo de aumentar la resolucién del
CGH se disefio el estudio de CGH-array incorpo-
rando el uso de microarrays o chips de ADN. Estas
micromatrices o microarreglos contienen miles de
genes o parte de ellos sobre un soporte sélido (vidrio,
plastico o silicio). La tecnologfa del chip de ADN se
basa en la técnica de biologia molecular, llamada
Southern blot. El CGH-array, también denominado
cariotipo molecular o virtual, detecta variaciones
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en el nimero de copias. En lugar de usar metafases
como soporte de hibridacién utiliza chips de ADN
que contienen clones genémicos (BAC, P1, cosmid,
oligonucleétidos o cDNA) permitiendo estudiar el
genoma completo o regiones especificas (Pinkel,
1998) (Albertson, 2003) (Shinawi, 2008). Las inten-
sidades de fluorescencia en cada punto del array es
analizada por un software que genera una relacién
logaritmica entre el ADN control y el ADN a in-
vestigar [log, (test/referencia)]. El conocimiento de
cada sonda en el array y la ubicacién de cada una
de ellas en el genoma permite la reconstruccién del
cariotipo molecular in silico (Shaffer, 2006) (Edelman,
2009). Esta tecnologia aumenta considerablemente
los niveles de resolucién llegando a ser detectables
desbalances del orden de las kilobases, los tamarios
gendmicos de desbalances que pueden ser analizados
por CGH array solo estan limitados por los tamafios
de los clones sembrados en el microarray. Las matri-
ces comerciales (Afflimetrix, Ilumina, etc) continen
mas de un millon de marcadores polimorficos y no
polimorficos con una resolucién de 10-20 Kb, aproxi-
madamente el tamafio de un gen, lo cual es mas de
1000 veces la resolucién del cariotipo convencional.

En las tumores es frecuente la pérdida de hetero-
cigocidad (LOH), este fenémeno puede ocurrir por
diferentes mecanismos: delecién simple, recombi-
nacién mitética, conversiéon génica o disomia uni-
parental (UPD), también llamado LOH neutral. La
UPD o conversién génica se infiere cuando no hay
cambios en el nimero de copias, a pesar de haber
perdido un alelo. Para que este fendmeno ocurra
el individuo recibe 2 copias de uno de sus padres
y ninguna del otro progenitor debido a errores en
la meiosis I o II. Esta alteracién se ha observado
en enfermedades genéticas como Prader-Willi y
sindrome de Angelman. Mientras que en las células
tumorales la recombinacién mitética es el mecanismo
mas probable de adquisicién de UPD.

Debido a que el LOH neutral no puede ser detec-
tado por CGH array, FISH o cariotipo convencional
se han disefiado los SNP-array que permiten inves-
tigar en un solo ensayo tanto el nlimero de copias
como el tipo de LOH, obteniendo una informacién
completa del cariotipo molecular de las células neo-
plasicas. Actualmente para entender mejor la biolo-
gia de las células tumorales es muy importante poder
discriminar entre los diferentes eventos implicados
en la LOH (Bruce, 2005) (Teh, 2005). La homocigo-
cidad adquirida de un alelo no funcional de un gen
supresor puede llevar a desarrollar cancer en los
individuos portadores. En las células tumorales la
LOH neutral puede ser bioldgicamente equivalente
al segundo hit de la hipétesis de Knudson. La UPD
adquirida es bastante comun tanto en tumores s6li-
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dos como hematolégicos y constituye del 20 al 80%
de las LOH detectadas en los tumores humanos.

Actualmente existen numerosas plataformas co-
merciales y de laboratorios de investigacién para
realizar el estudio cromosémico basado en CGH
array, lo cual permite la realizaciéon de un cariotipo
de alta resolucién in silico. Estos productos han reci-
bido diferentes nombres: cariotipo virtual, cariotipo
digital, alelo-cariotipo molecular y cariotipo mole-
cular (Monzon, 2008) (Lehmann, 2008) (Vermeesch,
2007). Otros nombres utilizados para los estudios
de SNP-array son SOMA (SNP oligonucleétido
microarray) (Kulharya, 2008) y CMA (cromosoma
microarray) (Probst, 2007).

Todos estos disefios de microarrays permiten
realizar estudios de gendmica estructural a nivel
gendémico cromosémico. Mientras que para realizar
estudios de gendmica funcional se han disefiado los
microarrays de expresién. Estos tltimos como su
nombre lo indica miden la expresion génica de una
muestra determinada (Schena, 1995) (Lashkari, 1997).
Para realizar este andlisis se realiza la extraccién del
RNA del tejido o células en estudio y un control sano
(muestra de referencia) ambos se marcan con dife-
rentes fluorocromos, los cuales se hibridan sobre ma-
trices de cDNA (DNA monocatenario y complemen-
tario al RNAm que contine la secuencia codificante
de un gen) u oligonucléotidos. Otras plataformas
de microarray de expresién realizan la marcacién
del RNA de la muestra problema y control con el
mismo fluorocromo pero en matrices independientes.
Luego la intensidad de fluorescencia es escaneada y
evaluada por un software adecuado. Esta técnica es
equivalente al northern blot de biologia molecular y
permite el estudio del transcriptoma analizando la
regulacion coordinada de la expresion génica. Estos
chips de expresion génica se utilizan fundamental-
mente en investigacién en cancer pues permiten es-
tudiar cambios de expresién durante el ciclo celular,
lo cual puede aportar datos para identificar nuevos
marcadores tumorales asociados a diagnéstico, dise-
far nuevas estrategias terapéuticas contra proteinas
oncogénicas o desarrollar nuevos medicamentos en
cancer (Schulze, 2001) ( Mills, 2001).

Los estudios realizados mediante array de expre-
sién en diferentes tipos de tumores muestran que los
perfiles de expresién correlacionan con los fenotipos
histoldgicos de las diferentes neoplasias. En LLA
se estudi6 el perfil de expresion de pacientes con
diferentes alteraciones citogenéticas (hiperdiploidia,
t(9;22), t(1;19), t(12;21), alteraciones en 11q23, y sin
marcador citogenético). Teniendo en cuenta que estos
subgrupos tienen diferente comportamiento respecto
a respuesta al tratamiento y sobrevida, los estudios
de expresion permitieron obtener informacién sobre
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la biologia asociada a los diferentes prondsticos, fa-
cilitando la monitorizacién del proceso terapéutico
(Yeoh, 2002) (Ferrando 2002). Es indudable que esta
tecnologia permitira conocer la expresion diferencial
entre individuos sanos/enfermos, mutantes/salvajes,
tratados/no tratados, identificar los genes caracte-
risticos de una determinada patologia o estadio de
una enfermedad.

En la era pre-genémica los estudios genéticos se
centraban en el andlisis exhaustivo de genes indivi-
duales, mientras que en la era postgendmica se prio-
riza la cantidad de mediciones simultdneas, lo cual
permite tener una estimacién de menor resolucién
de un proceso bioldgico determinado pero con una
perspectiva mas integradora y general.

Para ejemplificar los avances citogenéticos y mo-
leculares en oncohematologia se elegira una patolo-
gia paradigmatica como la LMC, donde cada avance
tecnolégico permitié ahondar en la patogénesis de
la enfermedad hasta llegar a los conocimientos ac-
tuales. En 1960 (Nowell, 1960) se describe la primer
alteracion citogenética adquirida, el cromosoma Ph’,
en la médula 6sea de pacientes con LMC. En 1973,
trece afios mas tarde (Rowley, 1973) demuestra que
el pequefio cromosoma Ph” no era una simple dele-
cién, sino una translocacién balanceada y reciproca
entre los cromosomas 9 y 22 [t(9;22)(q34;q11)]. El
conocimiento de los puntos de ruptura posibili-
t6 la identificacién de los genes involucrados en
la translocacidon. Recién en 1985, la identificacion
del reordenamiento BCR-ABL (Heisterkamp, 1985)
permitié esclarecer el mecanismo molecular de la
patologia. El producto final de este gen quimérico es
una proteina de fusién citoplasmatica de 210 KD con
actividad de tirosina kinasa, la cual es responsable de
la etiopatogenia de la enfermedad (Shtivelman, 1985)
(Cortes, 1996). Teniendo en cuenta la actividad de la
P210 la industria farmacéutica comenz6 a disefiar un
compuesto quimico que pudiera inhibir dicho blanco
molecular. A fines de la decada del 90, la farmacética
Novartis identificé la molécula 2-fenilaminopiridina
(STI-571, imatinib, Gleevec) (Druker,2000), la cual
fue modificada con la introduccién de los grupos
metil y benzamida. Los ensayos clinicos confirmaron
su eficacia terapéutica por lo cual fue rapidamente
aprobado por la FDA en mayo de 2001. Un por-
centaje variable de casos (25-30%) pueden adquirir
mutaciones en el dominio kinasa del gen ABL lo cual
determina resistencia al tratamiento con inhibidores
de tirosina kinasa (Jabbour, 2006) (Branford, 2003)
(Bengio, 2011)

El uso de las técnicas de bandeo, FISH y CGH
permitieron caracterizar al cromosoma Ph’, varian-
tes de translocacién (Heim, 1985) (Huret, 1990) y
desbalances genéticos en determinadas regiones cro-
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mosdmicas con implicancias pronésticas (Su, 1999).
Estudios de investigacién aplicando la metodologia
de CGH array en LMC identificaron regiones asocia-
das a pérdidas preferentemente en 1p36, 5q21,9p21
y 9934 y ganancias en 8q24, 9934, 16p y 22q11. Estos
desbalances gendmicos por defecto o exceso se de-
tectaron en casos con aceleracion de la enfermedad
respecto de la fase crénica (Brazma, 2007). Posibili-
tando investigar el perfil gendmico de alta resolucion
(IMb) en un momento determinado o estadio de la
enfermedad, lo cual permite sacar conclusiones sobre
los cambios genéticos involucrados en la evolucién
clonal de la patologfa.

Estudios actuales con microarray de expresion
demostraron cambios en los patrones de expresion
génica asociados con progresion y respuesta al trata-
miento (Radich 2006). Estudios recientes con chips de
expresion de alta densidad han encontrado maés de
3.000 genes significativamente asociados a las dife-
rentes fases de la enfermedad. Dado que este tipo de
estudios de alta perfomance son de dificil aplicacion
en la clinica, utilizando un método probabilistico,
supervisado denominado BMA (Bayesian modeling
averaging) pudieron identificar un pequefio set de 6
genes (NOB1, DDX47, IGSF2, LTB4R, SCARBI, SL-
C25A3) que permiten discriminar entre fase crénica y
crisis blastica, asi como estadios intermedios. Debido
a que los resultados terapéuticos estan estrecha-
mente vinculados a la fase de la enfermedad, estas
probabilidades (entre 0 y 1) se pueden utilizar para
determinar una estrategia de tratamiento basada en
el riesgo al momento del diagndstico (Oehler, 2009).

Es indudable que todo el avance tecnoldgico ha
permitido identificar numerosas alteraciones cripti-
cas, no detectables por métodos citogenéticos con-
vencionales. El estudio de los cambio submicrosco-
picos y mutaciones adquiridas durante la evolucién
de la enfermedad permiten conocer los cambios
subyacentes responsables de la progresion y falta de
respuesta a los tratamientos actuales.
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