Estudio citogenético en desérdenes
oncohematolégicos. Importancia de la relacion
interdisciplinaria
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Los estudios citogenéticos han identificado muy
bien las anomalias cromosémicas originadas en las
células somdticas hematopoyéticas desde 1960, afo
en que el primer marcador citogenético, el cromo-
soma Philadelphia (Ph), fue descubierto por Nowell
y Hungerford en pacientes con Leucemia Mieloide
Crénica (LMC)'.

Actualmente se encuentra muy bien documentada
la asociacion entre anomalias cromosémicas y cambios
celulares que conducen a una proliferacién neoplisica
clonal; como asi también la estrecha correlacién entre
alteracion genética, fenotipo, histologia y cuadro cli-
nico. Por lo dicho estas alteraciones son ampliamente
utilizadas como elemento de diagnéstico, prondstico
y tratamiento’.

Por otro lado, a nivel molecular las alteraciones
cromosomicas son de especial valor porque identifi-
can un lugar preciso en el genoma, y esto lleva a la
biisqueda de los genes responsables del origen y
progreso del tumor.

Por lo explicado anteriormente los estudios
citogenéticos siguen siendo el primer paso en el es-
tudio genémico directo de los desérdenes oncohema-
tologicos.

El propdsito del estudio citogenélico es obtener
células en divisién en etapa de metafase de la mito-
sis para el andlisis cromosémico. Se detecta asf cual-
quier cambio visible al microscopio 6ptico que pudo
haber ocurrido especificamente en las células neopla-
sicas durante su evolucion clonal.

Por esto es necesario ante todo tener éxito en un
cultivo celular no sélo para obtener buenas metafa-
ses en cantidad y calidad para su andlisis, sino las
adecuadas y representativas de la patologia estu-
diada.
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Las células neopldsicas coexisten con las células
normales, y el estudio citogenético a diferencia de los
estudios moleculares puede diferenciar esta hetero-
geneidad. Sin embargo la proporcién observada de
células normales a anormales estd sujeta a tres efec-
tos: 1. la muestra enviada, 2. el cultivo, y 3. el anéli-
sis citogenético.

1. Muestra

La muestra de eleccién es el aspirado de médula
dsea (MO), la misma enviada en jeringa heparinizada
(heparina sodica, no otros anticoagulantes ya que
inhiben el crecimiento celular) en forma estéril, debe
permanecer a temperatura ambiente hasta el inicio
del cultivo o bien en heladera (4 °C) nunca en freezer,
por no ms de 48 hs. Debe tenerse en cuenta que hay
muestras que se deterioran con el tiempo de espera
llevando a un resultado incorrecto dado que las cé-
lulas normales sobreviven mejor que las anormales,
ej. en Leucemia Linfoblastica aguda (LLA) y en
muestras con alto recuento de glébulos blancos; en
cambio las leucemias mieloides: Leucemia Mieloide
aguda (LMA), Sindromes Mielodisplisico (SMD) y
Mieloproliferativo (SMP) son menos vulnerables y
no requieren una atencién inmediata, pero deben
evitarse demoras de mas de 48 hs.

Puede remitirse sangre periférica (SP) si el porcen-
taje de células inmaduras es de por lo menos 10% del
total de los glébulos blancos; entendiéndose como
células inmaduras a aquellas que se encuentran en di-
visién: mieloblastos, promielocitos, linfoblastos,
prolinfocitos o linfocitos atipicos.

También se procesa SP para establecer anomalias
constitucionales (ver mds adelante).
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En los desdrdenes linfoproliferativos a células T o
B se estudia SP ya que existe acumulacion de células
maduras de linaje linfocitico o plasmatico clonales que
pueden ser estimuladas para su crecimiento, sin em-
bargo la MO puede también dar informacién en es-
tos casos.

En los Linfomas se prefiere aspirado o biopsia de
nddulo linfitico, salvo aquellos pacientes que presen-
tan una fase leucémica o enfermedad avanzada en
que es adecuado el estudio de SP o MO.

En cuanto a la cantidad de muestra, depende de al-
glin modo del tipo de patologia pero la adecuada en
la mayoria de los casos es entre 2-5 ml.

Se aconseja que no sea del final de la jeringa ya que
el inicio de la puncién lleva gran cantidad de eritrocitos,

Dado que las muestras de MO varian en la
celularidad de un paciente a otro y en los distintos
desérdenes neopldsicos, es importante el conoci-
miento del recuento celular para determinar la canti-
dad de muestra a cultivar, ya que puede haber esca-
so crecimiento por exceso o defecto en la densidad
celular cultivada. La cantidad celular éptima para el
cultivo de MO es de 10° células/ml.

El tratamiento citotéxico del paciente afecta el éxi-
to de un cultivo, por esto se prefiere que las mues-
tras sean extraidas antes del tratamiento, de lo con-
trario es muy alta la probabilidad que los clones no
sean detectados y se obtenga un resultado normal.
Por esto es critico conocer si el paciente ha comen-
zado el tratamiento ya que muy raramente el clon
persiste, siendo su permanencia independiente del
nimero de células bldsticas presentes.

En la remisin de las leucemias agudas ocurre lo
mismo, los clones no persisten y por lo tanto no se
justifica un estudio citogenético; si se quiere realizar
un seguimiento, éste deberia hacerse sélo en los ca-
sos donde el clon o clones fueron previamente iden-
tificados realizando un estudio de hibridizacién in
situ (FISH) en busca de los mismos.

2, Cultivo

La eleccién de un tipo de cultivo es una cuestién
de preferencia y experiencia pero en realidad estd
directamente relacionado a la patologfa que se quie-
re estudiar.

Se mencionardn los tipos de cultivos y en qué
casos se aplican para obtener mejores resultados®:

2.a. No estimulados

2.a.1. No sincronizados

® Directo: incubacion directa con inhibidor
mitético, colchicina o colecemid, durante una hora
(LLA, LMC y LMA-MS).

e Corto término: 24 hs a 37 °C antes del inhibidor
mitético (LMA, LMC, SMD, SME Anemia, Pancito-
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penia, Trombocitopenia, Linfoma y Desdrdenes
linfoproliferativos a células T y B).

® Largo término: 48 hs a 37 °C antes del inhibidor
mitdtico (LMA, LMC, SMD, SMP, Anemia, Panci-
topenia, Trombocitopenia, Linfoma y Desdrdenes
linfoproliferativos a células T).

@ 72-96 hs a 37 °C antes del inhibidor mitético
(Desdrdenes linfoproliferativos a células B).

2,22, Sincronizados: Se realiza bloqueo en varios
puntos del ciclo celular (metotrexate, MTX; fluoro-
deoxiuridina, FdUr, o timidina, T) y luego se libera
(timidina, T o deoxicitidina), lograndose la sincro-
nizacién de la mitosis. Se obtiene asi un menor indi-
ce mitdlico pero cromosomas mas largos y de mejor
morfologia. Se utiliza para todo tipo celular.

2b. Estimulados: Los mitdgenos se utilizan para
estimular la proliferacién de linfocitos cuando se
conoce la enfermedad linfoide o se sospecha el tipo
celular B o T. Para desérdenes de células T el
mitdgeno de eleccion es fitohemaglutinina (PHA) v
para desdrdenes de células B se utiliza pokeweed
(PKW) o Lipopolisacdrido (LPS) tanto en médula
dsea como en sangre periférica.

El uso de mitdgenos se realiza también en SP para
demostrar anomalias heredadas o constitucionales y
diferenciarlas de las alteraciones somdticas adquiri-
das, ej. en Sindrome de Down y en sindromes de fra-
gilidad cromosdémica, estas tltimas son patologias con
defectos en la reparacién del ADN dafado y que es-
tan predispuestas a desarrollar neoplasias, ej. Anemia
de Fanconi.

En los cultives directos y a corto término las célu-
las que primero se dividen son los precursores
eritroides, por lo tanto la presencia de sélo células
normales en una incubacién directa debe interpretarse
teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado,
aungue esto no es un problema si la linea eritroide es
parte del clon maligno, ej. LMC con cromosoma
Philadelphia positivo.

Por todo lo dicho es muy importante el conoci-
miento previo del linaje celular involucrado en la
patologia sospechada, dado que de esta informacién
dependeri el tipo de cultivo a realizar.

3. Anilisis citogenético

El mismo se realiza con coloracién estindar y téc-
nica de bandeo G, recurriéndose a otros bandeos
cuando se necesite. Se analiza asi cada uno de los
cromosomas determinando la presencia de cualquier
anomalia numérica o estructural.

El efecto del andlisis en la deteccién de anoma-
lias cromosdmicas en células neopldsicas depende de
dos factores: a) Calidad de metafases y b) Nimero de
metafases analizadas.
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3.a. Inevitablemente y sobre todo en cullivos de
LLA existe una predisposicién a una morfologia po-
bre y a un bandeo cromosémico no muy bien
distinguible. Por eslo es importante el estudio de una
muestra representativa que incluya el andlisis de
metafases de todas las calidades presentes en el cul-
tivo.

En las leucemias mieloides tanto las metafases
normales como las anormales son de buena calidad,
pero existen excepciones que son las células con
translocaciones (8; 21) y (15; 17) en que son invaria-
blemente pobres en cantidad y calidad. Se detectan
raramente en cultivos directos y de corto término lo
que lleva a resultados normales. Por esto es impor-
tante dar a conocer la sospecha de estas alteraciones
para realizar el tipo de cultivo correspondiente y exa-
minar mds de un cultivo antes de excluir la anoma-
lia en forma confiada®.

3.b. Existen tablas que muestran el nimero de
células que deben analizarse para excluir mosaicis-
mo con diferentes limites de confianza®. El recuento
adecuado es entre 15-20 células®.

De todas maneras hay que tener en cuenta que las
anomalias cromosdmicas no se detectan en todas las
células malignas, en algunos casos se ha comproba-
do por estudio de ADN que los cambios genéticos
ocurrieron pero a nivel molecular, ej. rearreglo ber
en LMC con cromosoma Philadelphia negativo™*.
Por este la deteccidn de un cariotipo aparentemente
normal ya sea en mosaico o no, no significa necesa-
riamente que la linea celular de la cual deriva es nor-
mal en si misma y que no existe un clon maligno.

Podemos decir entonces como en algtin otro lado, la
ausencia de evidencia no es evidencia de ausencig. Y aun-
que puede ser desalentador el trabajo ya que se ajus-
tarfa al dicho... "es como la biisqueda de una aguja en
un pajar”, dado que aun con experiencia un 33% de
muestras pueden fracasar debido a: material inade-
cuado, ausencia de milosis o mitosis imposibles de
analizar, una buena relacidn interdisciplinaria entre el
médico hematdlogo y el citogenetista lleva a un me-
jor procesamiento de la muestra y a un mejor enlen-
dimiento de las patologfas oncohematolé-gicas en las
que tanto hay que investigar y entender.
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