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Los estudios citogenéticos han adquirido con el de-

SEGUIMIENTO CITOGENETICO E HIBRIDIZACION IN SITU (FISH)
EN LA ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

SUSANA ACEVEDO

Departamento de Genética, Instituto de Investigaciones Hematolégicas, Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires

Resumen Los estudios citogenéticos son una herramienta de suma importancia a la hora del diagnéstico, pro-
néstico y seguimiento de las neoplasias hematoldgicas. La técnica de citogenética convencional o de
bandeo G nos brinda una amplia informacién a cerca del espectro de aneuploidias y cambios estructurales pre-
sentes en las células malignas, con una sensibilidad de 1 a 5% dependiendo de la cantidad de metafases analiza-
das. La técnica de FISH, con una mayor sensibilidad, de 102 —10*, trata de suplir una de las limitaciones mas
grandes del bandeo G como lo es la falta de células en divisién, mediante el empleo de sondas que permiten abor-
dar el estudio en nucleo interfasico. De esta manera nuestros pacientes fueron monitoreados con ambas
metodologias durante el curso de su enfermedad para evaluar la persistencia de enfermedad minima residual. Mien-
tras no contemos con posibilidad de realizar PCR cuantitativas de rutina, el FISH serd el método por excelencia
para cuantificar el clon patolégico. Lo sera también para el seguimiento de rearreglos para los cuales no contamos
aun con determinaciones moleculares. Nuestras observaciones coinciden con las de diferentes grupos de investi-
gadores en la necesidad de evaluar series mas numerosas de pacientes con distintas entidades para poder llegar
a conclusiones que nos permitan predecir con anticipacién y certeza la recaida .

Abstract Cytogenetics and in situ hybridization (FISH) in minimal residual disease. Cytogenetic
studies are an important tool for diagnosis, prognosis and minimal residual disease (MRD) follow up
specially in oncohematology. Conventional cytogenetics, also known as G banding technique, brings complete
information for the spectrum of aneuploidies and structural changes present in malignant cells with a sensivity of 1-
5% depending on the number of metaphases analyzed. FISH technique with a higher sensivity, 102 — 10+, attempts
to make up for one of the principal limitations of G banding which is the absence of metaphases, thus employing
different probes and allowing the study of interphase nucleus. Our patients were monitored with both methodologies
during the course of the disease looking for MRD. FISH is the best methodology for quantifying the abnormal clone
until we can apply quantitative PCR routinely. It will also be important for the follow up of rearrangements for which
we do not yet have molecular determinations available. Our findings are coincident with those of other research
groups in the need of evaluating higher series of patients with different pathologies in order to arrive at conclusions
allowing us to predict relapse with any certainty.
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evaluacién clinica de numerosos

desoérdenes

venir de los tiempos mayor importancia a la hora del
diagndstico, prondstico y seguimiento de numerosas en-
fermedades, entre las que se encuentran las
oncohemato-logicas. La mejora en las técnicas de culti-
Vo permitié la obtencion de preparados de mejor calidad
de bandas cromosdmicas lo cual contribuy6 al hallazgo
de cambios cromosémicos no al azar, numeéricos y/ o
estructurales asociados a distintos tipos de leucemia y
en estrecha relacién con ciertas caracteristicas clinicas,
factores pronoéstico y respuesta a terapia®. Esta es la
razén por la cual la citogenética juega un rol critico en la
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hematoldgicos, participando de sub clasificaciones, elec-
cion de terapéutica adecuada y monitoreo del efecto te-
rapéutico. La reciente incorporacion de las técnicas de
citogenética molecular, FISH, ha mejorado la exactitud
de los resultados de citogenética convencional y
contribuido también a la observacién de nuevas anoma-
lias cromosémicas. Los pacientes pueden ser
monitoreados con bandeo G, FISH y técnicas
moleculares durante el curso de la enfermedad para
evidenciar presencia de enfermedad minima residual
(EMR).

La mayoria de los pacientes con leucemia, presen-
tan al momento del diagndstico un ndmero de células
neoplasicas superior a 10'2 células 2. Luego del trata-
miento con quimioterapia o de un transplante, se consi-
dera que entran en remision cuando el nimero de célu-
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las blasticas observadas al microscopio optico es menor
a 5% en médula 6sea. Sin embargo a pesar de esta
remision morfoldgica, algunos pacientes pueden presen-
tar aln més de 10%° células leucémicas. A fin de evaluar
EMR aplicamos las técnicas citogenéticas de bandeo G
y FISH. Ambas son técnicas complementarias que tie-
nen sus ventajas y desventajas. Con el propdsito de apro-
vechar lo mejor de cada una de ellas, abordamos la de-
teccion, cuantificacion y seguimiento del clon residual,
asimismo intentamos determinar si los resultados obte-
nidos son predictivos de evolucién de la enfermedad.

Seguimiento citogenético

Dentro de las ventajas del bandeo G, esta la posibilidad
de estudiar cada uno de los 46 cromosomas presentes
en la célula considerando el patron de bandas caracte-
ristico de cada cromosoma, y esto permite la visualiza-
cion de rearreglos gendémicos. Sitenemos en cuenta que
un altisimo porcentaje (70-80%) de pacientes con
leucemia aguda tiene alteraciones cromosomicas recu-
rrentes?, el estudio citogenético convencional constituye
una herramienta indispensable para el seguimiento del
clon anémalo. Por lo general la desaparicion del mismo
coincide con la remisién hematoldgica, y la reaparicion
del clon aberrante, con la recaida®. Sin embargo este
comportamiento no es una condicion sine qua non ya
que muchos pacientes recaen sin que se observe el
cariotipo inicial. Esto sugeriria que la falta de deteccion
del clon original no garantiza una remision durable,

Otro item a tener en cuenta es la progresion de la
enfermedad que se evalla. Tal es el caso de los pacien-
tes con leucemia mieloide crénica (LMC) que son trata-
dos con interferén a, algunos de los cuales logran largas
remisiones clinicas y citogenéticas parciales pero sin
desaparicion del clon andémalo. Aqui el estudio
citogenético convencional es de suma importancia a la
hora del seguimiento, ya que es capaz de detectar ano-
malias adicionales que son indicativas de progresién de
la enfermedad.

El andlisis citogenético nos brinda de esta manera una
amplia informacion acerca del espectro de aneuploidias
y cambios cromosomicos estructurales presentes en las
células malignas. La sensibilidad de la técnica oscila entre
el 5-10% dependiendo de la cantidad de metafases ana-
lizadas. Sin embargo la falta de células en divisién y la
mala morfologia de los cromosomas, situaciones muy
frecuentes en las hemopatias malignas, son una limita-
cion de la citogenética convencional..

En la Tabla 1 se detallan los pacientes estudiados al
momento del diagnéstico y durante el seguimiento. El
paciente n° 2 con diagnéstico de leucemia mieloblastica
aguda (LMA), subtipo M2, sin citogenética al diagnosti-
co, nos fue derivado en primera recaida. En esta opor-
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tunidad presentaba trisomia del cromosoma 8 en el 100%
de las células analizadas. En general la remision
hematoldgica no coincidié con la desaparicién del clon
anormal con excepcion de los pacientes 3, 6 y 10.

Seguimiento con FISH

La aplicacion de estas técnicas permite suplir falencias
del andlisis citogenético convencional ya que mediante
el empleo de determinadas sondas es posible evaluar la
presencia de reordenamientos aun en nucleos interfa-
sicos, es decir prescindiendo de metafases. No obstan-
te, la principal desventaja de este procedimiento es que
la informacion que brinda estd limitada solo al
reordenamiento buscado. Ultimamente se han desarro-
llado otras técnicas de hibridizacién que amplian la in-
formacion a los 23 pares cromosomicos en forma con-
junta, como el M-FISH (FISH multicolor) o el RX-FISH
(FISH multibanda), los cuales son alin muy onerosos
para la aplicacion en rutina diagnostica, no sélo por el
costo de las sondas sino por la infraestructura necesaria
para la interpretacion de resultados.

La sensibilidad de la técnica oscila entre un 102 a 10*
dependiendo del tipo y cantidad de sondas utilizadas *.

Tipos de sondas:

- Centroméricas o de ADN satélite: hibridizan con re-
giones a o (3 satélite u otras secuencias presentes en
los centromeros.

- Locus especifico: hibridizan con secuencias unicas

- Pintado cromosémico: contiene una mezcla de se-
cuencias gendmicas de todo el cromosoma o de una
determinada porcion.

Acceder al estudio del nacleo interfasico es sin du-
das el lado fascinante del FISH. El seguimiento de pa-
cientes con transplante alogeneico de distinto sexo, con
sondas centroméricas para los cromosomas sexuales,
nos brinda un rapido panorama acerca del porcentaje
de células del donante y residuales del receptor. La uti-
lizacién de sondas centroméricas nos permite también
cuantificar aberraciones numéricas, inclusive aquéllas
presentes en clones de baja expresion o con baja capa-
cidad proliferativa, brindandonos un idea de la dimen-
sion real del clon. La posibilidad de utilizar mas de una
sonda centromérica en forma simultanea, ademas de
aumentar la sensibilidad de la técnica constituye un ex-
celente medio para monitorear clones hiperdiploides en
leucemia linfoblastica aguda (LLA).

La aplicacion de sondas especificas de secuencia o
locus especifico nos sirven para visualizar persistencia
de células residuales con alguna anomalia caracteristi-
ca de estirpe o de subtipo como lo son la t(9;22) en LMC,
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Tabla 1: Diagndstico y seguimiento de pacientes oncohematolégicos con citogenética y FISH

Paciente Diagnéstico Edad/sexo Cariotipo FISH
Ne Sonda Resultado
1 Mieloma 70/ masc a) 47,XY,+1 _—
leucemizado b) 46,XY CEP* 1 5% (400 nucleos)
2 LMA M2 26/ masc a) 47,XY,+8 _
b) —— CEP*8 3% (400 nucleos)
CEP*8 1,2%(400 nucleos)
CEP*8 6,6% (400 nucleos)
3 LMA M2 26/ fem a) 45,X,1(8;21),-X —_
b) 46,XX WCP*8 20 metaf.normales
4 LMA M3 24/ fem a) 46,XX,t(15;17 ) LS PML/RARa 97% (200 nucleos)
b)46,XX,t(15,17) LS PML/RARa 3% (200 nucleos)
5 LMA M3 30/ masc a) 46,XY,t(15;17) —_—
b) 46,XY,t(15;17) LS PML/RARa 7%(200 nucleos)
6 LMA M2 9/ masc a) 46,XY,del(7q) o
b) 46,XY LS 7932 0% (400 nucleos)
7 LMA M2 7/ masc a) 46,XY,del(7q) e
b) 46,XY,del(7q) LS 7932 6% (400 nucleos)
8 LLA L1 7/ masc _ LS TEL/AML1 36% (400 nucleos)
b) 46,XY LS TEL/AML1 3% (400 nicleos)
9 LLA L1 15/ masc a) 46,XY,1(9;22) e
b) 46,XY LS BCR/ABL ES 3% (200 nucleos)
10 LLA L2 34/ masc a) 46,XY,t(4;11) —
b) 46,XY WCP*4 20 metaf. normales
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a) al diagnéstico , b) seguimiento

CEP: sonda centromérica, WCP: sonda painting, LS: secuencia especifica

LLA y LMA que implica el reordenamiento de los genes
BCR/ABL; la t(15;17) que afecta al PML/RARa para LMA
M3, la t(12;21) con compromiso del TEL/AML1 en LLA,
etc. Dado que la disponibilidad de células en division asi
como de cromosomas de buena morfologia disminuye
notablemente en las muestras de pacientes postrata-
miento, la posibilidad de seguimiento de indicadores de
mal prondstico como las deleciones de brazo largo de
cromosomas 5y 7 o de brazo corto del cromosoma 12
con sondas de secuencia especifica o bien de marcado-
res cromosémicos complejos con sondas de pintado
cromosomico, es de vital importancia.

El analisis citomolecular de los pacientes evaluados
durante el seguimiento (Tabla 1) detect6 la presencia de
enfermedad minima residual en todos los pacientes es-
tudiados excepto en los casos 3, 6 y 10 en los cuales la
remision fue completa. Ademas, en el paciente n° 8, un
nifio de 7 afios con diagnéstico de LLA, inmunofenotipo
B y ploidia normal entre otros parametros clinicos, nos
parecié importante discernir si se encontraba dentro del
30% estimado en la poblacion leucémica con estas ca-
racteristicas como posible portador de esta traslocacién

t(12;21) considerada de buen pronéstico.Dado que esta
alteracion es imposible de detectar por bandeo G, se
empled FISH con sonda /ocus especifica de los genes
TEL/AML1 presentes en la t(12;21) al diagnéstico y du-
rante el seguimiento.

El paciente n° 2 se evalud con FISH en tres oportuni-
dades, al primer, tercer, y sexto mes de lograr su segun-
da remision hematolégica. En la primera oportunidad
mantenia un 3% de trisomia 8 (VN hasta 2,2%), motivo
por el cual recibié mayor tratamiento quimioterapico. Al
reevaluarlo en la segunda oportunidad, habia logrado
negativizar el clon, ya que se encontraron valores infe-
riores a lo considerado positivo de acuerdo al punto de
corte estipulado para esta sonda. Se decidi6 entonces
criopreservar médula 6sea para un eventual autotrans-
plante, ya que no disponia de donante histoidéntico. Seis
meses después recayé hallandose en esta oportunidad
un 6.6% de trisomia 8 en médula 6sea. Recibidé nuevo
tratamiento quimioterapico y autotransplante pero falle-
cié posteriormente.

Los pacientes con t( 15;17) si bien se hallan en remi-
sién hematoldgica, mantienen su clon residual evaluado
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por FISH y RT-PCR luego de seis meses de evolucién
de la enfermedad.

En cuanto al paciente n°® 6, de 9 afios, con diagndstico
de LMA y del(7q), a pesar de haber comenzado con un
marcador de mal prondstico, sigue en remision hema-
tolégica y citogenética luego de tres afios de evolucion.

El paciente n°® 10 presento una t(4;11) en el 100% de
las metafases analizadas. Logré la remision hematol6-
gica, citogenética y molecular luego de lo cual fue
transplantado con un donante histoidéntico falleciendo
un afio después libre de enfermedad por fallo cardio res-
piratorio.

Todo lo expuesto aqui nos lleva a la conclusién que
las técnicas de citogenética convencional y FISH son
complementarias y conviene siempre orientarnos a que
tipo de sonda utilizar, mediante el estudio citogenético
previo®. Esto nos ayudard a optimizar nuestra estrategia
tendiente a lograr el mejor resultado al momento del diag-
néstico y seguimiento de la enfermedad residual. Hasta
tanto no contemos en los laboratorios con la posibilidad
de realizar PCR cuantitativas, el FISH seguira siendo el
método por excelencia para cuantificar el clon patologi-
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co. Lo serd también para el seguimiento de re-arreglos
para los cuales no contamos aun con determinaciones
moleculares. Nuestros datos, al igual que los de distin-
tos grupos de estudio e investigacién mundiales, refle-
jan la necesidad de evaluar series mas grandes de pa-
cientes con las distintas entidades para poder llegar a
conclusiones que nos permitan con anticipacién y certe-
za predecir la recaida en todos los pacientes.
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J'ai compris que, contrairement a ce que javais pu croire, le cheminement de la science ne consis-
te pas en une suite de conquétes inéluctables; qu'elle ne parcourt pas la voie royale de la raison
humaine; qu'elle n'est pas le résultat nécessaire, le produit inévitable d'observations sans appel
imposées par I'expérimentacion et le raisonnement. Jai trouvé la un monde de jeu et d'imagination,
de manies et d'idées fixes. A ma surprise, ceux qui atteignaient l'inattendu et inventaient le possible,
ce n'étaient pas simplement des hommes de savoir et de méthode. C'étaient surtout des esprits
insolites, des amateurs de difficulté, des étres a vision saugrenue. Chez ceux qui occupaient le devant
de la scene venaient souvent se déployer d'étranges mélanges d'indifférence et de passion, de rigueur
et de bizarrerie, de volonté de puissance et de naiveté. C'était le triomphe de la singularité.

Entendi que, contrariamente a lo que hubiera podido creer, el desarrollo de la investigacion no
consiste en una seguidilla de conquistas ineludibles; que no sigue la via de la raz6n humana; que no
es necesariamente el resultado, el producto inevitable de observaciones sin antecedentes impuestos
por la experimentacion y el razonamiento. Encontré alli un mundo de juego y de imaginacion, de
manias y de ideas fijas. Para mi sorpresa, los que alcanzaban lo inesperado e inventaban lo posible,
no eran simplemente los hombres de sabiduria y de método. Eran especialmente espiritus insélitos,
amateurs de dificultades, individuos con una vision estrafalaria. Entre los que ocupaban las primeras
filas se desplegaban a menudo extrafias mezclas de indiferencia y de pasion, de rigor y de bizarria,
de voluntad de poder y de ingenuidad. Era el triunfo de la singularidad.

Francois Jacob

La statue intérieure. Paris: Editions Odile Jacob, 1987, p 13



