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Hibridacion in situ fluorescente:
herramienta en el diagnéstico de las hemopatias malignas

@ 23 min.

X Las neoplasias hematoldgicas se
caracterizan por presentar gran heterogenei-
dad genética. El desarrollo de la citogenética
molecular a través de la hibridacion in situ por
fluorescencia (FISH, por su sigla en inglés) se
convirtié en un avance importante en el
diagnéstico citogenético de estas neoplasias.
La aplicacién de este analisis aportara datos
de valor prondstico con importantes
implicaciones clinicas y terapéuticas en el
diagndstico de las neoplasias hematoldgicas.
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Resumen

Introduccidn: las neoplasias hematoldgicas
tienen origen clonal y se caracterizan por
presentar gran heterogeneidad genética. El
desarrollo de la citogenética molecular a
través de la hibridacion in situ por
fluorescencia (FISH, por su sigla en inglés) se
convirtio en un avance importante en el
diagnéstico citogenético de estas neoplasias.
Objetivo: describir las alteraciones
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cromosOmicas detectadas en pacientes con
neoplasias hematoldgicas a partir de la
introduccién de esta técnica.

Métodos: se realizé un estudio descriptivo de
tipo transversal de pacientes con neoplasias
hematoldgicas en el Laboratorio de
Citogenética del Instituto de Hematologia e
Inmunologia (IHI), en el periodo comprendido
entre julio de 2014 y abril de 2015. Se utilizd |a
técnica de FISH con las sondas fluorescentes
especificas.

Resultados: se estudiaron 87 muestras
correspondientes a diferentes tipos de
neoplasias hematoldgicas. Con la sonda LSl
BCR/ABL se observaron 18 casos positivos de
leucemia mieloide crénica y los ocho
pacientes con leucemia linfoide aguda fueron
negativos. Se marcaron con sonda PML/RARa
17 muestras con diagndstico de leucemia
promielocitica:10 fueron positivas. Se
procesaron 8 muestras con la sonda LSI
RUNX1/RUNX1T1, una resultd positiva. Dos
muestras marcadas con sonda LS| RB1
(13g14) y una con LSI TP53 (17p13.1),
resultaron negativas. se observd un caso
positivo de delecién 7g31.

Conclusiones: a pesar de que la muestra
estudiada es pequefia, resulta importante
reportar los primeros resultados como
evidencia de la incorporacion de la técnica de
FISH en el IHI, lo que constituye una nueva
herramienta para el diagndstico, prondstico y
seguimiento de las neoplasias hematoldgicas.
Palabras clave: hibridacién in situ fluores-
cente, neoplasia hematoldgica, leucemia.

Introduccion

Las neoplasias hematoldgicas tienen
origen clonal y se caracterizan por presentar
gran heterogeneidad genética. Varios
mecanismos genéticos se relacionan con el

origen de estas dolencias, entre ellos las
alteraciones cromosdmicas numéricas y
estructurales, principalmente deleciones,
inversiones y translocaciones. Estas
alteraciones conducen a la activaciéon de
protooncogenes o a la inactivacidn de genes
supresores de tumores, los cuales promueven
la inestabilidad gendmica. El analisis
citogenético en estas enfermedades es una
importante herramienta para definir el
diagndstico, predecir el prondstico, evaluar la
respuesta al tratamiento y profundizar en el
conocimiento de las bases genéticas de su
patogénesis (1).

El desarrollo de la citogenética
molecular a través de la hibridacidn in situ por
fluorescencia (FISH, por su sigla en inglés), se
convirtié en un avance importante en el
diagndstico citogenético de las neoplasias
hematoldgicas. Esta técnica presenta alta
sensibilidad y especificidad y posibilita el
analisis de células, tanto en metafase como en
interfase. Esta Ultima ventaja supera una
limitacion importante de la citogenética
convencional, la necesidad de obtener las
células en metafase. Ademas, permite el
andlisis de un gran numero de células de
forma rapida y la identificacion de cambios
estructurales mas sutiles por debajo de la
resolucién de la citogenética convencional (2).

La técnica de FISH utiliza fragmentos
de secuencias de ADN, sonda marcada con
fluorescencia, con el fin de localizar una
secuencia complementaria en el ADN de la
muestra. Existen varios tipos de sondas, cada
una con una funcidn especifica segun lo que se
desea detectar. Se describen las sondas
centroméricas (que marcan toda la region del
centromero), las sondas de pintado
cromosomico (constituidas por una libreria de
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sondas que abarcan todo el cromosoma) y las sondas de secuencia
Unica (locus especifico) que marcan regiones cromosémicas muy
concretas.

Para la deteccion del cromosoma Filadelfia en las leucemias
mieloide crénica (LMC) y linfoide aguda (LLA), se utilizan sondas de
locus especificos y diferentes colores para marcar las regiones
involu-cradas, en la busqueda de sefales hibridas para caracterizar la
reorganizacion, tanto en metafase como en nucleos eninterfase.

Una metodologia similar se utiliza para la deteccion de la
translocacién (15;17) presente en la leucemia promielocitica (LPM),
asi como la translocacién (8;21) y otras alteraciones citogenéticas
especificas descritas en la clasificacion de la OMS del 2008 para la
leucemia mieloide aguda (LMA), como la inversién del cromosoma
16 (inv16)ylosreordenamientosen 1123 (3).

En la leucemia linfocitica crénica (LLC) existe un bajo indice
mitdtico, por lo que es dificil obtener metafases a través de la
citogenética convencional. La técnica de FISH permite detectar
alteraciones cromo-sémicas y estratificar grupos prondsticos con
implicacion clinica y terapéutica; ejemplo de ello son las deleciones
13q,17p, losrearreglosen 11q, entre otras (4).

En los sindromes mielodisplasicos (SMD) las anomalias
cromosOmicas detectadas por FISH pueden aportar informacion
prondstica y ser Utiles para respaldar decisiones terapéuticas en
algunos casos, como las deleciones 5q, 7qy lamonosomia 7 (5).

En este trabajo se presentan los primeros resultados de la
deteccidn de alteraciones cromosdmicas a través de la introduccién
de la técnica de FISH en el Instituto de Hematologia e Inmunologia
(IH1), como una herramienta mas en el diagndstico de las neoplasias
hemato-ldgicas.

Métodos

Se realizd un estudio prospectivo, descriptivo de tipo
transversal, para identificar las alteraciones cromosdémicas por
técnica de FISH en muestras de sangre medular (MO) de 84
pacientes con neoplasias hematoldgicas, recibidas en el Laboratorio
de Citogenética del IHI en el periodo comprendido entre julio de
2014 yabrilde 2015.
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La técnica de FISH se realizd con sondas comerciales
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marcadas directamente con diversos fluorocromos; se utilizd cada
una de las sondas teniendo en cuenta la impresion diagndstica del
paciente en el momento de recepcidon de la muestra en el
laboratorio. En tres de ellos, dada la enfermedad presentada, se
realizaron dos estudios con sondas diferentes para un total de 87
estudios, distribuidos como se muestra en el cuadro:

Preparacion de la muestra

Todas las muestras fueron cultivadas por técnica de
citogenética convencional (6). La extension se realizé en laminas
porta-objetos y la calidad de la preparacion fue verificada en
microscopio de contraste de fase.

Pretratamiento de las laminas

Laslaminas (debidamente identi-ficadas) fueron sometidasa
pretratamiento en soluciéon 2XSSC (NaCl/citrato de sodio) a 37°C,
durante 30 min. Posteriormente fueron deshidratadas mediante
lavados sucesivos en diluciones etandlicas, al 70 %(v/v), 85 % (v/v) y
untercerlavado en 100 %. Se mantuvieron 2 min en cada lavado.

Hibridaciony deteccion

En cada ldmina se aplicaron 10 pL de sonda, se colocd un
cubreobjeto y se sellé con cemento de goma. Las laminas fueron
ubicadas en un sistema de desnaturalizacién e hibridacién de ADN
(S5-96 Quanta Biotech, gCycler). Se realizé la codesnaturalizacion a
72°C durante 2 min, seguido de la hibridaciéon en cdmara hiumeda a
37°Cdurante toda la noche, por 18 horas. Al dia siguiente se retiré el
cubreobijeto y se realizaron dos lavados para eliminar la hibridacién
excedente, en 70 mLde 0,4XSSC/ 0,3 % NP40 a 72°Cdurante 3 miny
posteriormente en 70 mL de 2XSSC/ 0,1 % NP40 a temperatura
ambiente (25°C) durante 30s.

En todos los casos se utilizd la tinciéon de contraste DAPI
(diamidinofenilindol) para la identificacién de los ntcleos celulares
eninterfase.

Andlisis

Las sefiales de hibridacién se analizaron en un microscopio
de fluorescencia OLYMPUSBX51. Los nucleos donde el marcaje era
evidente fueron seleccionados para el conteo de las sefiales. Fueron
descartados los ntcleos sobrelapados o con un marcaje débil. Fue
considerada sefial si el marcaje estaba dividido en dos, pero la
distancia entre las sefiales eramenor que suancho.

En cada muestra fueron analizados de 100 a 200 nucleos. Se
considerd positivo el resultado cuando la alteraciéon cromosémica
estuvo presente en mas del 10 % de los nucleos observados, segln
bibliografia consultada(7,8).

Para las sondas dual color, las células negativas mostraron
dos sefiales rojas (2R) y dos verdes (2V) separadas e independientes
(correspondientes a cada par cromosdmico). Las células positivas
mostraron una sefial roja y una verde independiente, y dos sefiales



de fusién roja-verde o amarillas (2F) al estar los dos fluorocromos
unidos.

Para las sondas LSI RB1 (13q14), LSI TP53 (17p13.1) las
células negativas muestran dos sefiales rojas y las células con la
alteracion cromosdmica muestran una sefal roja.

Para detectar la delecion 7931 y 5q33-34, las células

De 42 muestras marcadas con sonda LS| BCR/ABL, 34
correspondian a un posible diagnostico de LMC y de ellas, sélo 18
resultaron positivas (figura 1); en 17 muestras se observd un patron
tipico de hibridacion y en una, un patron atipico. Las ocho muestras
restantes marcadas con esta sonda, eran pacientes con LLA al inicio
delaenfermedad, todas fueron negativas.

®

negativas mostraron dos sefiales verdes (control) y dos rojas (regién
de la delecién); mientras que las células positivas mostraron dos
sefialesverdesy unaroja.

Capturay procesamiento de imagenes

Se utilizé el Programa Olympus MicroDP-BSW para la
captura, procesamiento y analisis de las imagenes. De cada imagen
tomada se guardd una versién, como evidencia del marcaje real en
los nucleos. Los resultados fueron expresados de acuerdo con la
nomenclatura ISCN (del inglés: International Standing Committee on
Human Cytogenetic Nomenclature 2013) (9).

Se aplicé una sonda LS| MLL a una muestra de un paciente
con LLA de debut para detectar translocaciones que involu-cren la
region 11923; no se detectd ningun rearreglo en ese locus.

Resultados

Del total de 87 estudios realizados, en cinco no se obtuvo
hibridacién o resulté muy débil la sefial, por lo que estos casos no

o . o Se marcaron con sonda LS| PML/RARA para la deteccién de
resultaron utiles para el diagndstico.
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lat(15;17), untotal de 17 muestras con diagndstico de LPM. De ellas,
10 eran estudios al debut y todas resultaron positivas con patrén
tipico de hibridacion. Siete muestras, que eran casos de revaluacion,
resultaron negativas (figura 2).
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para detectar la t (15;17) mediante la técnica de FISH, Se observan niicleos
nagativos a la translocacidn, ambos cromosomas 15 con la sefal roja y los
oramosamas 17 con la sedflal verda

Ocho muestras fueron marcadas con sonda LSI RUNX1/
RUNX1T1 para detectar la t(8;21); de ellas, solo una resulto positiva,
la que mostré un patrén tipico de sefiales. Para identificar la
inversion del cromosoma 16 se marcaron tres muestras con la sonda
LSI CBFB break; todas resultaron negativas.

En las dos muestras marcadas con sonda LS| RB1 (13q14)y
enlamarcadacon LSITP53(17p13.1), nose observé la delecidn.

Se observd un caso positivo con la delecion 7g31 (figura 3),
de un total de seis muestras estudiadas. Las dos muestras estudiadas
paradetectar la delecidn 5q resultaron negativas.
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Discusion

Laleucemia es un trastorno clonal de las células progenitoras
hematopoyéticas, caracterizada por aberraciones genéticas
adquiridas. La formacién de proteinas de fusion a partir de
reordenamientos cromosdmicos, ha contribuido significativamente
a la comprension del mecanismo molecular de la patogénesis de la
leucemia. La técnica de FISH es considerada de gran utilidad para la
deteccion de alteraciones cromosdmicas y por tanto, desempefia
una funcién crucial en la seleccion de una terapia dirigida a los
diferentes tipos de leucemias (10).

La translocacion reciproca t(9;22)(q34;q11.2) provoca la
formacién del denominado cromosoma Filadelfia (Ph), el cual se
encuentra presente aproximadamente en el 90 % de los pacientes
con LMC. En el 10 % restante se pueden presentar translocaciones
variantes o atipicas, como la delecion de secuencias en el
cromosoma 9 derivativo, que pueden pasar desapercibidas
mediante el estudio de citogenética convencional, por lo que el uso
del FISH ayuda a confirmar el diagndstico (11).

En el presente estudio se obtuvo un menor porcentaje de
muestras positivas con la t (9;22), que en otros estudios reportados
por diferentes autores (12-14). A pesar de estos resultados, la
aplicacion del FISH pudo definir la presencia o ausencia de esta
translocacion, lo que facilité el diagnéstico diferencial entre la LMCy
otras neoplasias mieloproliferativas Ph negativas, pues muchos de
los pacientes presentaron trombocitosis y leucocitosis al debut y los
estudios de citogenética convencional fueron no utiles. Esta
alteracion cromosdmica se presenta también en alrededor del 5 % de
los pacientes pediatricos con LLA y se asocia a un prondstico
desfavorable, lo cual cambid desde el surgimiento de los inhibidores
tirosinquinasa como el imatinib, nilotinib, entre otros. Cuando estos
medicamentos se administran a pacientes con LLA Ph+ se plantea
que el rango de remisién completa es mayor del 90 % vy la
supervivencia libre de eventos es superior que la de los controles
histéricos (15).

La LPM se caracteriza por la presencia de la translocacion
reciproca t(15;17) en alrededor del 90 % de los pacientes. Esta
translocacion dalugar alaformacion del gen de fusién PML/RAR? en
el cromosoma 15 derivativo y tiene implicacion prondstica, ya que
estos pacientes muestran mejor respuesta al tratamiento con acido
todo trans-retinoico.16 Todas las muestras de los pacientes al debut
de la enfermedad resultaron positivas, lo cual coincide con otros
estudios internacionales (17,18). En el 10 % de los pacientes estan
descritas inserciones cripticas que no son visibles con la citogenética
convencional, por lo que el FISH constituye una herramienta util en
eldiagnosticodela LPM.

En el 2 % de los casos existen translocaciones que incluyen
rearreglos del gen RAR? con otros genes, como las t(11;17),
t(5;17).(18) En las muestras negativas a la t(15;17) pudieran estar
presentes algunas de estas translocaciones lo cual no pudo
precisarse por disponer de esas sondas fluorescentes.

Lat(8;21) fue la primera alteracién citogenética descritaenla
LMA. Representa un subtipo particular en la clasificacion de la OMS
del 2008 con caracteristicas clinicas y bioldgicas especificas, asociada
aun pronoéstico favorable. En este estudio se presenté enel 10 % dela
muestra, lo cual coincide con la literatura que reporta una frecuencia
entre el 5y el 10 % en este tipo de leucemia, (3,19). La deteccion de
esta translocacién es esencial para el manejo éptimo de estos
pacientes y su implicacion en el diagndstico, prondstico vy
tratamiento (20).

En la LLC existe un bajo indice mitdtico in vitro de las células
leucémicas, aun con la utilizacion de mitdgenos. La técnica de FISH

>
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es capaz de superar esta dificultad, porlo que
se convierte en una herramienta muy factible
para la deteccion de alteraciones cromo-
somicas. Esto permite el establecimiento de
grupos de riesgo citogenético, entre los que
se destacan las deleciones: 13q14.3 asociada
a buen prondstico y 17p13 de prondstico
desfavorable (21,22). En la literatura se
reporta como alteracion citogenética mas
frecuente la delecién 13q, en alrededor del
55 % de los pacientes y en el 7 % la
delecién17p.23 Sin embargo, en el presente
estudio no se encontrd ninguna alteracién
citogenética en los pacientes con diagndstico
de LLC, lo que puede deberse al limitado
nimero de lamuestra.

La evaluacién citogenética en los
SMD reviste importancia por su implicacién
prondstica, basado en el IPSS (del inglés:
International Prognostic Scoring System)
descrito en 199724 y su revision en el 2012
(IPSS-R) (25).

La delecién heterocigodtica intersticial
del cromosoma 5q (del5q) es una de las
alteraciones citogenéticas mas comunes,
reconocida como un subtipo en la clasifica-
cién de la OMS. Esta delecidn se asocia con
un fenotipo clinico caracteristico y una
sensibilidad terapéutica a la lenalidomida.
Con el uso del FISH se pudieron localizar dos
regiones criticas que intervienen en la
hematopoyesis, la5q31y5q32-33(26)

La segunda alteracién mas frecuente
enlos SMD es la monosomia del cromosoma
7, en alrededor del 25 %, se puede presentar
como una monosomia total con peor
prondstico o como una delecion del brazo
largo (del 7q) con prondstico intermedio. Se
reportan tres regiones la 7q 22 y dos mas
teloméricas la 79 31-32y 7q 36, en las cuales
estan mapeados genes supresores de
tumores (27).

Varios estudios multicéntricos
reportan la presencia de alteraciones
citogenéticas y su implicacidon prondstica,
(28-30) lo cual concuerda con los resultados
de este estudio en el que se observo una del
7q,apesardelopequeio delamuestra.

La aplicacidn del anélisis citogenético
en el estudio de los SMD aporta datos de
valor prondstico con importantes implica-
ciones clinicas y terapéuticas, por lo que se
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sugiere la necesidad de realizar el cariotipo
en el momento del diagndstico y durante la
evolucién de laenfermedad.

A pesar de que la muestra estudiada
es pequenia, resulta de gran importancia la
incorporacion de la técnica de FISH como
una herramienta mas en el diagndstico de las
neoplasias hematoldgicas. Lo anterior viene
dado por las ventajas que presenta respecto
a la citogenética convencional como: la
mayor rapidez y sensibilidad, su especificidad
y la posibilidad de analizar un mayor nimero
de células. Hasta donde se conoce, estos son
los primeros resultados obtenidos de la
aplicacidn de esta técnica en el estudio de las
leucemias en Cuba.

U
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