Frecuencia de los transcriptos p190BCR-ABL y p210BCR-ABL en
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RESUMEN

Introduccidn: la leucemia mieloide crénica (LMC) se caracteriza por la presencia del cro-
mosoma Filadelfia (Ph) que resulta de la translocacién reciproca balanceada t(9;22)(q34;q11);
este marcador cromosémico se encuentra con menor frecuencia en pacientes con leucemia
linfoide aguda (LLA).

Objetivo: determinar la frecuencia de las fusiones génicas BCR-ABL, que codifican para los
transcriptos p210BRAEL y p190 BRABL en pacientes colombianos con diagnostico de LMC, en
diferentes fases de la enfermedad o de su tratamiento.

Materiales y métodos: estudio descriptivo de corte transversal de 31 pacientes con LMC
(15-78 anos). El analisis se hizo a partir de muestras de sangre periférica con la técnica PCR
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anidada cualitativa para las isoformas P210 BCR-ABL
(b3a2 e b2a2) y P190 BCR-ABL (e1a2).

Resultados: se detectd el transcripto p210PR4E en 29
de los 31 casos (93,6%). En ellos se identificaron las fu-
siones génicas b2a2 (16/29; 55,2%), b3a2 (10/29; 34,5%)
y la coexpresion b3a2 y b2a2 (3/29; 10,3%).

Conclusidn: la fusidon génica b2a2 fue la mas frecuen-
te en esta poblacion con LMC.

PALABRAS CLAVE

Leucemia Mieloide Cronica; PCR Anidada; Proteinas
de Fusion bcr-abl

SUMMARY

Detection of p190BCR-ABL AND p210BCR-ABL fu-
sion transcripts in patients with chronic myeloid
leukemia (CML) using qualitative RT-PCR

Introduction: Chronic myelogenous leukemia (CML)
is characterized by the presence of the Philadelphia
chromosome (Ph), resulting from the balanced recip-
rocal translocation t(9;22)(q34;q11). This marker chro-
mosome is found less frequently in patients suffering
from acute [ymphoblastic leukRemia.

Objective: To determine the frequency of BCR-ABL
gene fusions encoding the p210°RABL ¢y p19Q BCRABL
transcripts in Colombian patients diagnosed with CML
in different stages of the disease and/or its treatment.

Materials and methods: Cross sectional, descrip-
tive study of thirty one CML patients (aged 15-78).
Analysis was carried out through qualitative nested
PCR for the isoforms P210 BCR-ABL (b3a2 e b2a?2)
and P190 BCR-ABL (e1a2), and based on peripheral
blood samples.

Results: In 29 of the 31 patients (93.6%) transcript
P210BCRABL was detected; b2a2 and b3a2 gene fusions
and the coexpression b3a2 y b2a2 were identified in
55.2% (16/29), 34.5% (10/29) and 10.3% (3/29) of the
cases, respectively.

Conclusion: b2a2 gene fusion was the most frequent
in this CML population.

KEY WORDS

Leukemia, Myelogenous, Chronic; Nested PCR: Fu-
sion Proteins, bcr-abl

RESUMO

Frequéncia dos transcritos p190BCR-ABL e p210B-
CR-ABL numa populacado colombiana com leuce-
mia mieldide crénica (LMC) usando RT-PCR qua-
litativa

Introducéo: a leucemia mieldide crénica (LMC) ca-
racteriza-se pela presenca do cromossomo Filadélfia
(Ph) que resulta da translocacéo reciproca balancea-
da t(9;22)(q34:q11); este marcador cromossOmico se
encontra com menor frequéncia em pacientes com
leucemia linfoide aguda (LLA).

Objetivo: determinar a frequéncia das fusdes ge-
néticas BCR-ABL, que codificam para os transcritos
p210BCR-ABL e p190 BCR-ABL em pacientes colom-
bianos com diagnostico de LMC, em diferentes fases
da doenca ou de seu tratamento.

Materiais e métodos: estudo descritivo de corte
transversal de 31 pacientes com LMC (15-78 anos). A
analise se fez a partir de mostras de sangue periférico
com a técnica PCR aninhada qualitativa para as iso-
formas P210 BCR-ABL (b3a2 e b2a?2) e P190 BCR-ABL
(ela2).

Resultados: detectou-se o transcrito p210BCR-ABL
em 29 dos 31 casos (93.6%). Neles se identificaram
as fusdes genéticas b2a2 (16/29; 55,2%), b3a2 (10/29;
34,5%) e a co-expressao b3a2 e b2a2 (3/29; 10,3%).

Concluséo: a fusdo genética b2a2 foi a mais frequente
nesta populagcdo com LMC.

PALAVRAS IMPORTANTES

Leucemia Mieloide Crénica; PCR Aninhada; Proteinas
de Fusao bcr-abl

INTRODUCCION

La leucemia mieloide créonica (LMC) se caracteriza
por la proliferaciéon sanguinea de las células granulo-
citicas como resultado de la transformacién maligna
de las células madre hematopoyéticas pluripotentes.
Citogenéticamente, se define por la presencia del
cromosoma Filadelfia (Ph), que se origina de la trans-
locacion reciproca balanceada t(9;22)(q34; q11) en la
que se unen las secuencias del gen BCR del cromo-
soma 22 con las del gen ABL1 en la region q34 del
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cromosoma 9 generando el oncogén BCR-ABLI; el
producto de la fusidn codifica para la proteina qui-
meérica p210, que presenta actividad descontrolada
de tirosina-cinasa y capacidad de transformacion ce-
[ular. La gran mayoria de los pacientes con LMC exhi-
ben el transcripto BCR-ABL b3a2 y/o la unién b2a2 y
con baja frecuencia se detectan los transcriptos b2a3,
b3a3, ela2 o e6a? (1).

El cromosoma Ph no solo se presenta en la LMC, sino
también en 5% de los nifos con leucemia linfoide
aguda (LLA), en 15% a 30% de los adultos con LLA
y en 2% de los casos de leucemia mieloide aguda
(LMA) (2).

La biologia molecular ha permitido hacer estudios
en pacientes con LMC y demostrar que el transcripto
P210BRAEL estd presente en 99% de dichos pacientes,
que corresponde a las fusiones génicas b3a2 (55%) y
b2a2 (40%) v, en 5% de los casos, a la coexpresion de
los reordenamientos génicos b3a2 y b2a2 (3). Por otra
parte, la fusidon génica ela2 se expresa en 95% de los
pacientes con el transcripto p1905*8L y en una baja
proporcioén ela3 (4,5). El seguimiento de la terapia
con inhibidores de la tirosina-cinasa (ITK, por su si-
gla en inglés) es una estrategia fundamental porque
permite cuantificar las respuestas hematoldgica, cito-
genética y molecular de los pacientes con LMC. La
deteccioén de los transcriptos de fusion BCR-ABL p210/
p190 en el momento del diagndstico o en pacientes
en tratamiento, sea con ITK o con trasplante alogé-
nico (Alo-TMO), tiene implicaciones prondsticas, por-
que la presencia del transcripto p210 es evidencia su-
ficiente para iniciar o cambiar el tratamiento en estos
pacientes (6).

El término enfermedad minima residual (EMR) se re-
fiere a la persistencia de pocas células malignas tras el
tratamiento con intencidén curativa. Para identificar a
los pacientes con LMC y EMR se pueden emplear di-
versas técnicas: citogenética convencional, técnicas
moleculares como la reaccion en cadena de la poli-
merasa acoplada a la transcriptasa reversa (RT-PCR) y
PCR en tiempo real (QPCR); estas dos ultimas tienen
distintos grados de especificidad entre 0 y 1 y sensi-
bilidad para detectar una célula con la fusién BCR-
ABL entre 1 x 10° y 1 x 10° (7) células normales. Su
aplicacion permite evaluar la efectividad de la terapia
antileucémica, segiin la variacion de la carga tumo-
ral (células Ph o cantidad del transcripto BCR-ABL) y
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la velocidad de disminucién de la misma; por estas
razones, en la actualidad las pruebas moleculares son
las de mayor aceptacion (8).

Si bien existen en Latinoameérica otros estudios en los
que se determinan las frecuencias de los transcriptos
p210y p190, en Colombia no aparecen en las bases de
datos PubMed y MEDLINE. EI objetivo de este trabajo
fue determinar la frecuencia de las fusiones génicas
BCR-ABL, que codifican para los transcriptos p1905*
ABLy p210BRABL en una cohorte de pacientes antioque-
nos con LMC, en diferentes fases de la enfermedad y
del tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Casos

Se estudiaron 31 muestras de sangre periférica de
pacientes remitidos del Hospital Universitario San
Vicente Fundacion (HUSVF) y de la Clinica Ledn XIII,
ambos de Medellin. Todos los pacientes firmaron vo-
[untariamente el consentimiento informado, avalado
por los comités de bioética para la experimentacion
en humanos de la Universidad de Antioquia (Sede de
Investigaciones Universitarias) y de los respectivos
centros hospitalarios. Se recibieron las muestras en la
Unidad de Genética Médica de la Universidad de An-
tioquia entre junio de 2005 y junio de 2007.

Controles

Como controles positivos se utilizaron, en la detec-
cién del transcripto p210, la linea celular R562 para
el gen de fusidbn b3a2 y una muestra de un paciente
diagnosticado con LMC para b2a2. Los controles ne-
gativos fueron muestras de sangre periférica de cinco
personas sanas, que también firmaron voluntaria-
mente el consentimiento informado, con diagndéstico
confirmado de t(9;22)(q34;q11) por citogenética
convencional e hibridacién in situ con fluorescencia
(FISH).

Recoleccion de muestras y PCR anidada

Se procesaron muestras de sangre periférica recolec-
tadas en tubos con EDTA; el ARN total se extrajo por
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el método de Trizol® (Invitrogen™) y fenol cloroformo
de ChomczynnRy (9). A partir de ARN mensajero se
obtuvo el ADN copia mediante el uso de la transcrip-
tasa reversa SuperScript™ Ill First Strand Synthesis
System (Invitrogen™).

Para el andlisis molecular de los transcriptos p1905CRABL
y p210E°RABL 3 todas las muestras de los pacientes con
LMC, asi como a los controles negativos y positivos, se
les hicieron, como control interno, una PCR conven-
cional para amplificar el gen BCR normal, y una PCR
anidada para detectar por separado los transcriptos
de fusion p210BRAL ¢ p1QOBRAEL [ os productos am-
plificados se observaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1,5% tefiidos con bromuro de etidio. Como

1000pb>

500pb>

controles internos del gen BCR se utilizaron un par
de iniciadores C5e- (Reverse R) y BCR-b2-C (Forward
F) que amplificaron un fragmento de 848 pb (10-12).
Luego se hizo una PCR convencional en las siguientes
condiciones: desnaturalizacién a 95°C por 30 segun-
dos, seguida de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C
por 1 minuto y 72°C por 1 minuto. Para el anélisis mo-
lecular del transcripto p190¥“*L por la PCR anidada
en la primera corrida se emplearon los oligonucledti-
dos BCR-e1-A (5" GACTGCAGCTCCAATGAGAAC3") v
ABL-a3-B (5 GTTTGGGCTTCACACCATTCC 37), seguin
lo reportado por Van Dongen y colaboradores (10), y
para la segunda, BCR-e1-C y ABL-a3-D, que amplifica-
ron los fragmentos de 521pby 381 pb, respectivamente
(figura 1).

<381pb

Figura 1. Fusiones génicas p190BCR-ABL detectadas en los pacientes con LMC, en la segunda ronda de amplificacion. 1. M.
GeneRuler™ 100pb DNA ladder plus (Fermentas). 2. Control de reaccion, sequnda ronda; 3. Control de reaccién, primera ronda; 4. Control de
transcripcion reversa; 5. Control negativo; 6. Paciente con LMC; 7. Control positivo para p190%**®e1a2 (381pb); 8. M. GeneRuler™ 100pb

DNA ladder plus (Fermentas)

Para el andlisis del reordenamiento p210 se utiliza-
ron en la primera ronda los siguientes cebadores inter-
nos: BCR-b1-A y ABL-a3-B, para amplificar fragmentos de
417pb, 342pb, 243pb y 168pb, que corresponden a las fu-
siones génicas b3a2, b2a2, b3a3 y b2a3, respectivamente.

En la segunda ronda se emplearon BCR-b2-C y ABL—
a3 -D, que generaron productos de amplificacién de
360pb, 285pb, 186pb y 111pb propios de las fusiones
génicas b3a2, b2a2, b3a3 y b2a3, respectivamente (tabla
1, figuras 1 y 2).
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Tabla 1. Oligonucledtidos empleados en la amplificacion del gen BCR normal (control interno)
y para la deteccion de las fusiones génicas p1908%#8t y p21QBCR-48

Oligonucleétido

C5e- (R)2
BCR-b2-C (F)°
BCR-e1-A (F)®
ABL-a3-B (R)®
BCR-e1-C (F)®
ABL-a3-D (R)®
BCR-b1-A (F)®

Secuencia (5°-3)

TCCTTTGCAACCGGGTCTGAA
CAGATGCTGACCAACTCGTGT
GACTGCAGCTCCAATGAGAAC
GTTTGGGCTTCACACCATTCC
CAGAACCTCGCAACAGTCCTTC
TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA
GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC

20ligonucledtido descrito por Cross y colaboradores (11); POligonuclétidos obtenidos por la
metodologia de Van Dongen y colaboradores (10); (F) Iniciador “forward’, (R) iniciador “Reverse”

500pb>

<360ph
<285pb

Figura 2. Fusiones génicas p210BCR-ABL detectadas en los pacientes con LMC, en la sequnda ronda de
amplificacion. 1. M. GeneRuler™ 100pb DNA ladder plus (Fermentas). 2. Control de reaccién, sequnda ronda; 3. Con-
trol de reaccion, primera ronda; 4. Control de transcripcién reversa; 5. Control negativo; 6. Muestra de un paciente
con LLA; 7. Muestra de un paciente con LMC (b2a2); 8. Control positivo para la fusién génica b3a2 (360pb); 9. Control
positivo para la fusion génica b2a2; 10. M. GeneRuler™ 100pb DNA ladder plus (Fermentas)

Analisis estadistico

Se utilizaron frecuencias absolutas y relativas para
describir la poblacién del estudio. Cuando el analisis
de diferencias de proporciones entre el grupo control
y el de referencia dio un valor de N superior a 30 y los
datos mostraron una distribucion normal, se hizo una
comparacion de frecuencias de las fusiones génicas
de los transcriptos BCR-ABL halladas en nuestro estu-
dio con las informadas en la literatura. Para este fin
se utilizo la prueba de comparacion de proporciones
mediante el software EPIDAT 3.1. Cuando el valor de
N era de 25 o menos o el valor esperado era menor de
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5 en una o mas casillas en una tabla 2 x 2, se hizo la
prueba exacta de Fischer. Se utilizo un a de 0,05y
p < 0,05 como valor significativo.

RESULTADOS

Se incluyeron 31 pacientes, de los cuales 16 (51,6%)
eran mujeres (edad promedio de 41,4 anos; rango:
15-73 anos) y 15 (48,4%), hombres (edad promedio
de 50,4 anos; rango: 25-78 anos). Todos se confir-
maron con diagnéstico clinico, morfolégico y ci-
togenético.
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Frecuencias de los transcriptos de fusion BCR-
ABL Yy sus fusiones génicas

Se detect6 el transcripto p2105®A en 30 de los 31
casos (96,8%). La distribucion de las fusiones génicas
BCR-ABL detectadas se presenta en la figura 3. Cabe
anotar que 13 de los 31 (41,9%) se encontraban en la
etapa diagnostica y los restantes, en diferentes esque-
mas de tratamiento.

Otros hallazgos importantes fueron: 29 con p210 BCRABL
(de los cuales 16 tenian la fusidon génica b2a2, 10 ex-
presaban b3a2y 3, la coexpresion b3a2/b2a?); 1 presentd

b2a2
52% (16/31)

P10 BCRABL /n19Q BERABL (h3a9/e1a2) v otro fue negativo
para estos transcriptos. Se hicieron comparaciones
de las frecuencias de las fusiones génicas que codifi-
can para el transcripto p210 (b3a2, b2a2 y la coexpre-
sion b3a2/b2a2) con las informadas en la literatura en
trabajos similares. En el analisis de los resultados, de
las ocho poblaciones informadas solo tres fueron es-
tadisticamente significativas (13-17). Para el transcripto
b3a2 fueron significativas las diferencias con las po-
blaciones europea, paquistani y cubana (10,12,15) en
relacion a la estudiada en este trabajo, y para el trans-
cripto b2a2 no se hallaron diferencias significativas
(tabla 2).

b3a2 b2a2
10% (331) 394, (1131)

b3a2 e1a2

NA
3% (1131)

b3a2
32% (10/31)

Figura 3. Distribucion de las fusiones génicas BCR-ABL detectadas en los 31 pacientes
con LMC (NA: no amplificacion). Se presenta la distribucién de los transcriptos caracteristicos
de LMC. Se observa que b2a2 (52%) es 1,6 veces mds frecuente que b3a2. Por otra parte, se
identificd la coexpresion de los transcriptos b3a2/b2a2 (10%) y b3a2/e1a2 (3%). Solo a un
paciente con diagndstico de LMCy cromosoma Filadelfia positivo no se le detectd ninguna de

las fusiones génicas BCR-ABL

DISCUSION

En Latinoamérica existen otros estudios en los que se
determinan las frecuencias de los transcriptos p210
y p190 en pacientes con LMC, pero no aparecen en
PUBMED trabajos colombianos similares. Por lo tanto,
se desconocen estos aspectos en nuestra poblacion y
este trabajo seria el primero de su género en el pais.

La frecuencia del transcripto p210 en pacientes con
LMC varia entre 90% y 100%, como se observa en la

tabla 2. En este trabajo fue de 96,7% y al compararla
con las informadas en la literatura se hallaron dife-
rencias estadisticamente significativas con las pobla-
ciones mexicana (91%; p = 0,038) (13), cubana (100%;
p = 0,036) (15) y brasilefia (72%; p = 0,0298) (18). Los
valores publicados para los transcriptos p190 y/o
las coexpresiones p210/p190/p230 varfan entre 0% y
10%. En este estudio se obtuvo un valor del 3,2% para
dichos transcriptos, sin diferencias significativas en
comparacion con las poblaciones mencionadas.
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Tabla 2. Comparacion de las frecuencias de las fusiones génicas y los transcriptos BCR-ABL detectados
en el presente trabajo con las informadas en la literatura

Transcripto p210
Estudio Poblacion n % p
R ot Colombia 31 936 0,021

(2013) (Presente estudio)
Vandongen y colaboradores

E 11 NI
(10)1999 uropa 9 99
Arana-Trejo, y México 250 904 0,038
colaboradores (13) 2002 ' !
Landerberger (14) 2012 Brasil 44 100 0,320
Zafar | y colaboradores —
P 1 4
(12)201 aquistan 30 00 0486
Casanueva-Caleroy
Cub 252 100 0,004
colaboradores (15) 2011 uba
Sastre y colaboradores :
(16) 2007 Argentina 24 100 0,588
Artigas y colaboradores .
Chil 14 100 0,849
(17) 2003 he
Andrade y colaboradores ) .
(18) 2008 Brasil 360 72 0,030

h3a2 bh2a2 h3a2/b2a2 p190
% p<005 % p<005 % p<005 %
34,5 0,015 55,2 0,052 10 0,110 3,2
55 0,043 40 0,354 5 0,586 6,4
35 0,901 48 0,850 7 0,894 8
55,3 0,040° 36,1 0,747 8,5 0,025 7,2
63,3 0,029* 36,6 0,359 NI NI NI
54,8 0,029° 40,9 0,442 NI NI NI
37,5 0,904 41,7 0,645 8,3 0,763 NI
64,3 0,091 NI NI NI NI 35,7
14 0,884 14 0,119 7 0,774 28

3Se utilizé un ade 0,05y p < 0,05 como valor significativo, NI: dato no informado, n: total de individuos; p: representa el valor de la prueba comparando cada
una de las poblaciones reportadas con la colombiana; para Colombia fue la obtenida en el presente estudio

Por otra parte, encontramos una frecuencia del 34,5%
para la fusién génica b3a2, estadisticamente diferente
de las informadas en las poblaciones europea (55%; p
= 0,043) (10), paquistani (63,3%; p = 0,029) (12), bra-
silena (55,3%; p = 0,040) (14) y cubana (54,8%; p =
0,0295) (15). Para la fusidon génica b2a2 encontramos
una frecuencia de 55,2%, que es 1,6 veces mayor que
la de b3a2; al comparar con los hallazgos informados
en la literatura, no se encontraron diferencias signi-
ficativas. Para la coexpresion b3a2/b2a2, solo se en-
contraron diferencias significativas con la poblacion
brasilena (8,5%; p = 0,025) (14).

Las diferencias encontradas en las frecuencias de los
transcriptos p210 (b3a2 y b2a2) y p190 se pueden atri-
buir a distintos factores: (1) al niumero de individuos
de las poblaciones en estudio; (2) a la fase de la enfer-
medad en el momento del estudio; (3) a variaciones
en el proceso cotranscripcional de corte y empalme
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del ARN (splicing); (4) a diferencias étnicas, raciales y
relacionadas con la situacion geogréfica.

Con respecto a las implicaciones clinicas de los trans-
criptos b2a2y b3ag, varios autores han informado que
los pacientes con LMC con el transcripto b2a2 tienen
mejor prondstico y responden mds tempranamente al
imatinib. De Lemos y colaboradores (19) encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la cuan-
tificacion de los transcriptos b2a2 y b3a2 después de
seis meses de tratamiento con imatinib, indicativas
de que aquellos con el transcripto b2a2 tienen mejor
respuesta molecular. Posteriormente, Verma y cola-
boradores (20) informaron que los pacientes con las
variantes raras como elag presentan menor respuesta
al imatinib. Ademaés, Sharma y colaboradores (21) en-
contraron que 59% de los pacientes con el transcripto
b2a2 lograban la respuesta citogenética completa
(RCyC), en contraste con 28% de aquellos con b3a2
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(p = 0,04). Por otro lado, se encontrd que el 25% de
quienes no tuvieron RCyC tenian el transcripto b2a2y
75%, el b3a2 (p = 0,04). Cabe anotar que el nimero de
pacientes analizados en el presente trabajo fue de solo
31 en comparacion con los 252 del estudio cubano (15)
y los 250 del mexicano (13); estas poblaciones mas nu-
merosas permiten encontrar con mayor probabilidad
los transcriptos de baja frecuencia. Ademas, todos los
pacientes de este trabajo se encontraban en distintas
fases de la enfermedad, situacion similar a la de los
trabajos de referencia. Hoy se sabe que al avanzar la
enfermedad pueden aparecer alteraciones secunda-
rias en el cromosoma Ph; las mas comunes son: la tri-
somia del cromosoma 8, el isocromosoma 17q (i17q) y
la presencia de doble Ph. Con menor frecuencia pue-
den aparecer trisomias de los cromosomas 19,21y 17,
monosomia del 7 y alteraciones del 3q (22), y a nivel
molecular la coexpresion de los transcriptos p210 y
p190. En este proceso de transformaciéon se pueden
seleccionar clones que expresan selectivamente uno
de los transcriptos b3a2 o b2a2, lo que podria explicar
la aparicién con mayor frecuencia del b2a2 como
ocurrid en este estudio (23,24).

En la Gltima década se les ha dado gran importancia a
las diferencias étnicas, al estado socioecondmico y al
sexo en relacion con la incidencia, el diagndstico y el
pronoéstico de la enfermedad. Lee y colaboradores (25)
examinaron las caracteristicas demograficas y clinicas
de los pacientes con LMC en diferentes poblaciones y
encontraron que los hispanos presentaban un perfil de
bajo riesgo y lograban mejor respuesta al tratamiento
comparados con los no hispanos. Ademas, propu-
sieron que los factores bioldgicos/genéticos pueden
contribuir a las diferencias étnicas observadas en la
presentacién y el comportamiento de la enfermedad;
los grupos étnicos hispanos tienen menor diversidad
étnica que los descendientes de africanos.

Con respecto a la estructura étnica de la poblacién
colombiana y especificamente del departamento de
Antioquia, Rojas y colaboradores (26), Reich y cola-
boradores (27) y Duque y colaboradores (28) hicie-
ron varios estudios y determinaron la composicién
genética ancestral de la poblacion antioquena en la
que hallaron componentes europeo (60%), amerindio
(28%) y africano (12%). Lo anterior indica claramen-
te que esta poblacion tiene una estructura genética
distinta a la de otras poblaciones latinoamericanas e
incluso a las del resto del pais.

Se considerd que los pacientes LMC20, LMC45 y LMC54
tenian resistencia citogenética a la terapia con mesi-
lato de imatinib, y que los pacientes LMC12, LMC53 y
LMC67 cursaban con crisis blastica en el momento de
tomar la muestra. Aunque las frecuencias de las fusio-
nes génicas BCR-ABL (b3a2 y/o b2a2) cambian de una
poblacion a otra, el proceso leucemogénico inducido
por la proteina p210E®**E es el mismo aunque exista
diferencia pronostica entre estas fusiones génicas; se
podria sugerir que estas variaciones se deben al origen
étnico de la poblacion con LMC. Lo anterior sustenta
que la respuesta clinica podria depender del tipo de
proteina quimérica BCR-ABL y de la fusién génica que
la codifique y explicaria diferencias en la respuesta al
tratamiento con ITK de los pacientes segtin tengan las
fusiones génicas b3a2 y/o b2a2 (29,30).

Otra explicacion para las diferencias encontradas
en los transcriptos puede ser que las variaciones en
el proceso cotranscripcional se manifiestan como la
coexpresion de los transcriptos p190 BRABL g po 1 QBCRABL
debido a splicing alternativo en la porcion génica
BCR del transcripto primario BCR-ABL; esta expresion
conjunta de transcriptos de fusion se puede detectar
incluso en concentraciones bajas en la mayoria de los
pacientes con LMC en el momento del diagndstico
con distinto valor prondstico (31,32).

Por el contrario, en el presente estudio a ninguno
de los pacientes con LMC en etapa diagndstica se le
detectd coexpresion de los transcriptos p190 BCRABL ¢
P21OBRAEL g el inico que la presentd fue un indivi-
duo con 35 meses de tratamiento con mesilato de
imatinib, al que era resistente. Otros autores consi-
deran que la coexpresién de estos transcriptos en un
paciente con LMC es un marcador de mal prondstico
que indica progresién de la enfermedad a la fase blas-
tica debido a que Ia proteina p190®°*El tiene un po-
tencial oncogénico mayor que p2105RABL g p930BCRABL
situacion que ocurrié en este individuo (33,34). Este
paciente finalmente fue sometido a un Alo-TMO y 172
dias después su andlisis molecular fue positivo para la
fusion génica b3a2. Lo anterior determind el cambio
de la conducta terapéutica: se llevd a cabo la infusiéon
de linfocitos del donante con la finalidad de reducir
las células leucémicas Ph+ mediante el efecto de
injerto contra leucemia.

En esta investigacion se diagnosticd por citogenética
un caso de LMC con Ph+. Debido a esto, recibio terapia
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inicial con hidroxitrea durante 42 meses y después
mesilato de imatinib por 18 meses, momento en el
que se efectud la prueba molecular con RT-PCR cuali-
tativa en la que resultd positivo para la amplificacion
del gen BCR normal (control interno), pero negativo
para BCR-ABL. Esto indica una respuesta molecular
completa (RMC) luego de la terapia en mencion.

Otro caso interesante fue el de un paciente que pre-
sentd respuesta subdptima a los seis meses de terapia
con mesilato de imatinib; en el anélisis citogenético y
el FISH se observaron células leucémicas con doble
cromosoma Filadelfia, que es uno de los marcadores
cromosdmicos de progresion a crisis blastica; con fre-
cuencia estos pacientes desarrollan alteraciones adi-
cionales que afectan los cromosomas 8, 17y 22 con
duplicaciones del cromosoma Ph o trisomia 8 (35,36).
No obstante, en este paciente la RT-PCR cualitativa
detect6 solo la presencia de la fusion génica b2a2, lo
que significa que ambos cromosomas Filadelfia te-
nian el mismo transcripto de fusién y se originaron
por ruptura en el mismo sitio; esto indica que posible-
mente el agente leucemogénico se origind al mismo
tiempo, con una exposicién intensa y/o prolongada
al ITK, generando dos cromosomas Filadelfia en la
misma célula, factores oncogénicos cuya genesis esta
aun por esclarecer (37).

Se destaca ademas la importancia de hacerles andlisis
citogenético (cariotipo) a todos los pacientes, debido
a que el analisis molecular, por si solo, no detecta la
presencia de un doble cromosoma Filadelfia ni la evo-
Iucién clonal (38). Este paciente presentd resistencia
al imatinib por lo que recibié un Alo-TMO; 237 dias
después continuaba positivo para la fusidén génica,
pero Filadelfia negativo por citogenética, lo cual es
de mal prondstico e indujo a recurrir a la infusion de
linfocitos del donante. Esta situacidn particular per-
mitié corroborar ain mas la sensibilidad que tiene la
RT-PCR y su utilidad en el tratamiento y prondstico de
los pacientes con LMC trasplantados (39-41).

En este trabajo se empled una RT-PCR cualitativa, que
solo permitié determinar la ausencia o la presencia
del transcripto BCR-ABL y, por tanto, no se pudo es-
tablecer la correlacion entre los grados de respuesta
citogenética y/o molecular y la reduccién de los ni-
veles del transcripto ni conocer el grado de respuesta
de estos pacientes al mesilato de imatinib. Tampoco
se contd con los datos del seguimiento citogenético,
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y se desconoce si se suministrd el farmaco de manera
continua a todos los pacientes.

Con respecto a esta Ultima situacion, se encontraron
dos pacientes que recibian de manera irregular el me-
silato de imatinib, debido a retraso en la entrega del
medicamento. Es importante resaltar que el suministro
de este a algunos pacientes con diagnostico de LMC
no se hace de manera eficiente y oportuna, lo que
favorece que los clones leucémicos Ph+ continten
proliferando y se pierdan las respuestas citogenética
y/o molecular durante la terapia, ademas de la apari-
cién de mutaciones en el dominio tirosina-cinasa de
BCR-ABL.

Estas mutaciones se originan por la inestabilidad
genoOmica de la célula madre leucémica inducida
por la proteina BCR-ABL, que puede conferir resis-
tencia a este fdrmaco y aumentar el riesgo de pro-
gresiéon de la fase crénica a la fase acelerada o a una
crisis blastica (42,43). Lo anterior podria explicar los
eventos de resistencia a este medicamento y sugerir
que los individuos con LMC incluidos en el presente
estudio, y los que estdn en tratamiento con mesila-
to de imatinib en Colombia, podrian presentar tasas
de respuestas citogenéticas y/o moleculares distintas
a las de pacientes con LMC tratados de manera ade-
cuada y continua con este inhibidor de la tirosina-
cinasa (44-46). Con base en estudios epidemioldgicos,
GLOBOCAN informd, en el afio 2008, para Colombia
una incidencia anual de leucemias de 2.073 con 560
muertes, que podrian disminuir con un diagnéstico
molecular oportuno y un tratamiento adecuado (47).

En este estudio, ademads, se demostrd que la RT-PCR
es de gran utilidad en la deteccién de los genes de
fusion BCR-ABL: (1) para el diagnéstico de la LMC y de
sindromes mieloproliferativos crénicos con sospecha
de cromosoma Filadelfia; (2) para la deteccion de la
enfermedad minima residual en pacientes con LMC
tratados con mesilato de imatinib, al confirmar la res-
puesta molecular completa a este farmaco; (3) en el
seguimiento molecular cualitativo de pacientes con
LMC tratados con Alo-TMO, con implicacién pronos-
tica a los seis meses postrasplante al predecir tempra-
namente la pérdida del trasplante por la presencia de
clones leucémicos cromosoma Ph+; (4) para permitir
al médico tratante cambiar el esquema terapéutico,
por ejemplo, hacer el refuerzo con linfocitos del do-
nante; (5) para detectar la coexpresion de las fusiones
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génicas o transcriptos BCR-ABL, para determinar, du-
rante el seguimiento, el clon leucémico resistente a la
terapia con ITK.

En contraste, esta técnica mostré las siguientes des-
ventajas: (1) solo detecta de manera cualitativa la
presencia de las fusiones génicas y los transcriptos
BCR-ABL y no permite la cuantificacion de estos mar-
cadores moleculares durante el tratamiento. Otros
meétodos, como la qPCR, dan solucién a este problema
midiendo los niveles basales de los transcriptos en
las distintas etapas del seguimiento, lo que permite
orientar el esquema terapéutico en estos pacientes.
(2) no pueden determinar los grados de respuesta
citogenética y molecular del paciente, hasta que al-
cance la remisidon molecular completa; (3) no permite
establecer el clon leucémico resistente en pacientes
con doble cromosoma Filadelfia, que expresan solo
una fusién génica.

En la actualidad, el uso de la qPCR para el diagndstico
de la enfermedad y durante su seguimiento permite
identificar y cuantificar los transcriptos p210 y p190
estableciendo, principalmente, el grado de respuesta
molecular. Sin embargo, como la RT-PCR es un poco
mas sensible que la qPCR, la primera es aun de gran
utilidad para corroborar la remisién molecular com-
pleta o la negatividad del transcripto BCR-ABL por RT-
PCR cualitativa (48,49) y, ademas, diferenciar entre los
tipos de transcripto (b3a2, b2a2, eta2). Por ultimo, su
implementacion, equipos e infraestructura no implican
altos costos.

En conclusioén, la prueba de RT-PCR cualitativa per-
mitid conocer, en los pacientes estudiados, la fre-
cuencia de los transcriptos p2105RABLy 1 9OBCRABL 557
como los genes de fusiéon BCR-ABL que codifican para
cada uno de ellos.
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