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I. RESUMEN

A nivel molecular la translocacion 1(9;22)(g34;911), conocida como cromosoma
Philadelphia (Ph+), origina el gen quimérico BCR-ABL que codifica para la expresion de tres
transcritos de fusion que corresponden a b2a2, b3a2 y ela2. Se ha demostrado que existe relacion
entre el tipo de transcrito patoloégico y las caracteristicas clinico-demograficas de pacientes
leucémicos. En Guatemala, no existen datos respecto a la frecuencia de los transcritos de BCR-ABL
en el diagnostico de leucemias, por lo que actualmente la caracterizacion genética de la poblacion
leucémica guatemalteca con esta patologia ha sido imposible de efectuar. El objetivo principal de
este estudio fué determinar la frecuencia de los transcritos de fusion de BCR-ABL por medio de la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion reversa (RT-PCR) en muestras de
médula osea procedentes de pacientes con leucemia mieloide cronica (LMC) y leucemia
linfoblastica aguda tipo B (LLA-B) para ayudar a la caracterizacion genética de la poblacion

leucémica guatemalteca.

La relacion entre la frecuencia de los transcritos del gen quimérico BCR-ABL y el tipo de
leucemia asociada a sus caracteristicas demograficas establece una relacion significativa en base al
grupo etario el cual presenta una tendencia poblacional que muestra dos picos de incidencia, los
cuales corresponden al rango de 30-40 afios en la expresion de b2a2 o b3a2 en pacientes con LMC

y al de 5-10 afios en la expresion de ela2 en pacientes con LLA-B (p=0.022).

La relacion entre la frecuencia de los transcritos del gen quimérico BCR-ABL y las
caracteristicas clinicas demuestra una diferencia significativa respecto a la distribucion del recuento
plaquetario segtn el tipo de transcrito patologico expresado (p= 0.012). La expresion del transcrito
ela?2 se encuentra relacionada a una actividad trombopoyética apreciablemente menor, mientras

que el incremento del recuento plaquetario corresponde a la deteccion del transcrito b2a2.

Estudios realizados en diferentes regiones geograficas establecen diferencias significativas
entre la frecuencia de expresion de los reordenamientos del gen quimérico BCR-ABL. En el presente
estudio se determind que la frecuencia de expresion de los distintos transcritos quiméricos del gen
BCR-ABL en 35 muestras de médula 6sea procedentes de pacientes guatemaltecos con LMC y

LLA-B corresponde a una baja frecuencia para el transcrito ela2 (11%) con respecto a la frecuencia



de los transcritos b2a2 (43%) y b3a2 (43%) y con una frecuencia de coexpresion del 3%
representada por los transcritos b2a2/b3a2. Pudo identificarse la predominancia del transcrito ela2
en pacientes con LLA-B y de los transcritos b2a2 y b3a2, asi como su coexpresion (b2a2/b3a2) en
pacientes con LMC, sin embargo no se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de

expresion del transcrito b2a2 comparado con b3a2 (p=0.369).

Se encontr6 que los hallazgos obtenidos de estudios efectuados en diferentes regiones
geograficas del mundo en pacientes con LLA-B coinciden con la frecuencia reportada en la
poblacion leucémica guatemalteca con esta patologia detectandose en el 100% de pacientes con

LLA-B la expresion del transcrito patologico ela2.

Se puede concluir que la frecuencia de los transcritos de BCR-ABL entre la poblacion
guatemalteca con LMC concuerda con la reportada en estudios efectuados en paises
latinoamericanos, donde la poblacion pertenece a un grupo mayoritariamente mestizo y es inversa a
la reportada en paises occidentales y orientales en donde existe predominio de poblaciones
caucasicas y asiaticas, debido a que en dichos estudios se reporta frecuentemente una diferencia
significativa entre la frecuencia de expresion de b2a2 (30-40%) comparado con la expresion de
b3a2 (50-60%). Esto sugiere que la poblacion leucémica guatemalteca que expresa los transcritos
de fusion del gen quimérico BCR-ABL presenta una conducta biologica diferente con la reportada
en la poblacion asidtica y caucdsica producto de la variabilidad genética entre poblaciones como

posible explicacion para las diferencias observadas en este estudio.
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II. INTRODUCCION

La aplicacion de técnicas de biologia molecular en el estudio de neoplasias hematologicas
ha permitido conocer mejor la patogénesis de estas enfermedades, favoreciendo el analisis
cromosomico de las diversas alteraciones numéricas y estructurales con el fin de identificar
marcadores genéticos para el diagnostico, pronodstico y seguimiento de la enfermedad (Herrera,
Calbacho, Heras, Ramos, Lopez, & Odriozola, 2006). Dentro de las anomalias cromosomicas
estructurales de mayor relevancia clinica esta el gen quimérico BCR-ABL, que es resultado de la
translocacion t(9;22)(q34;911) que da lugar al cromosoma Philadelphia (Ph+) y que constituye la

primera anormalidad cromosémica identificada en leucemia (Novell, & Hungerford, 1960).

El gen quimérico BCR-ABL es el resultado de una fusion cabeza-cola de los genes BCR y
ABL, cuando parte del gen ABL localizado en el cromosoma 9 es transferida e insertada dentro del
gen BCR del cromosoma 22 (Fialkow, Jacobson, & Papayannopoulou, 1977; Olopade, & Pichert,
2001). Este rearreglo cromosomico BCR-ABL codifica una proteina de fusion que aumenta la
actividad de tirosina cinasa, activando multiples sefiales de transduccion celular que desencadenan
un elevado potencial neoplasico y por lo cual es asociado a un pronostico adverso (Hermans,
Heisterkamp, von Lindern, van Baal, Meije et al., 1987). Se presenta en nifios y adultos con
leucemia linfoblastica aguda del tipo B entre 2 a 5% y 10 a 20%, respectivamente y en mas del 95%
en pacientes con leucemia mieloide cronica (de Klein, Van Kessel, Grosveld, Bartram, Hagemeijer

et al., 1982; Heinsterkamp, Stam, Groffen, de Klein, & Grosveld, 1985).

Molecularmente es posible distinguir tres transcritos (b2a2, b3a2 y ela2), en donde los puntos
de ruptura mas frecuentes en el gen BCR ocurren en los exones 1(el), 12(b2), 13(b3) y 19(e19) y el
punto de ruptura en el gen ABL habitualmente se produce en el exén 2(a2). Cuando se da la union
de los exones b3a2 y/o b2a2 (Region M-bcr) se codifica para una proteina de 210kD (p2105°F*8h)
la cual se presenta en el 20% a 40% de los pacientes con LLA-B y es caracteristica en mas del 95%
de pacientes con LMC. Si los exones €1l y €2 son removidos por el corte y empalme (Regiéon m-bcr)

la union de ela2 se transcribe en una proteina de 190kD (p190°F8

), la cual se detecta en el 60%
a 80% de los pacientes con LLA-B y en menos del 10% para aquellos con LMC. Es posible
observar una tercer proteina de fusion proxima a 3’ del extremo distal del gen BCR denominada

p2308F"BL 1 cual resulta de la fusion de los exones €19a2 (Regién p-ber), cuya expresion se
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encuentra mayormente asociada a leucemias cronicas neutrofilas y trombocitosis (Arana et al.,

2002; Jiménez et al., 2008; Pane et al., 1996; Ribera et al., 2006).

El tema tratado en esta investigacion fue la determinacion de la frecuencia de los transcritos
de fusion de BCR-ABL por RT-PCR en muestras de médula 6sea procedentes de pacientes con
LLA-B y LMC con el fin de contribuir a la caracterizacion genética de la poblacion leucémica
guatemalteca. La importancia de este estudio fue establecer la relacion existente entre la frecuencia
de los transcritos del gen quimérico BCR-ABL y el tipo de leucemia asociada a sus caracteristicas

demograficas y recuento plaquetario.

Para ello se utilizé la técnica molecular de reaccion de la cadena de polimerasa (RT-PCR)
empleando un PCR anidado en muestras de médula 6sea de pacientes con LMC y LLA-B lo que
permitié determinar su predominancia o coexistencia en la poblacion leucémica del pais. Siendo
una de las principales contribuciones del estudio el establecimiento de la frecuencia de los
transcritos de BCR-ABL entre la poblacion leucémica guatemalteca respecto a las frecuencias

reportadas en estudios realizados en diferentes regiones geograficas del mundo.

Esto permitié realizar comparaciones con los resultados de estudios similares efectuados en
otros paises, los cuales reportan diferencias entre la frecuencia de expresion de los reordenamientos
de BCR-ABL y sus caracteristicas demograficas. Se logroé establecer que la frecuencia de los
transcritos de BCR-ABL entre la poblacidon leucémica guatemalteca coincide con la reportada en
estudios efectuados en paises latinoamericanos y difiere a la reportada en la mayor parte de estudios
realizados en paises occidentales y orientales, (Shepherd, Suffolk, Halsey, & Allan, 1995; Melo,
Hochhaus, Yan, & Goldman, 1996; Bradford, Hughes, & Rudzki, 2002; Goh, Hwang, Kim, Lee,
Kim et al., 2006; Ito, Tanaka, Tanaka, Ito, Kyo et al., 2004; Udomsakdi, U-Pratya, Boonmoh, &
Vatanavicharn, 2000) lo que sugiere que podria existir una conducta biologica diferente en la
poblacion leucémica guatemalteca con esta patologia, producto de la variabilidad genética entre

poblaciones como posible explicacion para las diferencias encontradas.
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III. ANTECEDENTES

A. Gen ABL

El gen ABL celular localizado en el cromosoma 9q, es el homoélogo humano del oncogen v-
abl del virus de la leucemia murina. Este gen codifica para dos isoformas de una proteina de 145
KDa (Kilodaltons) denominada proteina Abl la cual esta constituida por tres dominios homologos a
secuencias SRC (SH1, SH2 y SH3) que se localizan en la region NH,-terminal. El dominio SH1
tiene la funcidon de tirosina cinasa (enzimas que adhieren un grupo fosfato a una tirosina en un
sustrato), mientras que los dominios SH3 y SH2 permiten la interaccién con otras proteinas y
regulan positiva y negativamente de forma respectiva la actividad tirosina cinasa que posee la
region SH1. Hacia la region 3° se localiza la secuencia sefial de localizacion nuclear y los dominios
de unién a DNA y actina (Figura 1). Esta conformacion estructural sugiere que la proteina Abl
comparte funciones de tirosina cinasa y de factor de transcripcion (Deininger, Goldman, & Melo,
2000).

La proteina normal Abl estd involucrada en la regulacion del ciclo celular, en la respuesta al
estrés genotoxico y en la transmision de informacion acerca del ambiente celular a través de la
sefializacion mediada por las integrinas. En las células hematopoyéticas, la cantidad de proteina
disminuye con la maduracion mieloide. Al parecer la proteina Abl tiene un papel complejo como
modulador celular que integra las sefales del ambiente extracelular e intracelular e influye en las

decisiones para mantener el ciclo celular y la apoptosis (Deininger et al., 2000; Look, 2001).

Figura 1. Estructura de la proteina Abl
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B. Gen BCR

El gen BCR, se localiza en el brazo largo ql1 del cromosoma 22 (22q11) y esta constituido
por 23 exones que codifican para dos proteinas. Una de 130 KDa y otra de 160 KDa, cuya
expresion disminuye con la maduracion mieloide de las células hematopoyéticas y que se
encuentran tanto a nivel nuclear como celular (Heisterkamp et al., 1985). La proteina BCR posee un
dominio de dimerizacion y un dominio de cinasa, en la region NH,-terminal, ademas de un
dominio con actividad de GTPasa hacia la region COOH-terminal (Figura 2) (Deininger et al.,

2000; Van Dongen, Macintyre, Gabert, Delabesse, Rossi et al., 1999).

Deininger (2000) afirma que la proteina Ber es una molécula compleja cuyos rasgos
estructurales sugieren que desempeiia algiin papel en la transduccidon de sefiales; sin embargo su

verdadero papel permanece sin ser determinado.
Figura 2. Estructura de la proteina Ber
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C. Reordenamiento BCR-ABL

En la mayoria de las leucemias, las traslocaciones dan lugar a un gen de fusion que produce
un ARN mensajero (ARNm) que codifica una proteina quimérica con propiedades estructurales y

funcionales distintas de las proteinas constitucionales normales (Deininger et al., 2000).
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Estas proteinas pueden activar la transcripcion directamente, sin que se requiera la
interaccidon de otras proteinas especificas. Actualmente se han identificado muchos genes de fusion
y el caso mejor conocido es el gen quimérico BCR-ABL, que es resultado de la translocacion
1(9;22)(q34;q11) que da lugar al cromosoma Philadelphia (Ph) (Bose, Deininger, Gora, Goldman, &
Melo, 1998; Deininger et al., 2000).

A nivel molecular la traslocacion t(9;22) (q34:;qll), conocida como cromosoma
Philadelphia (Ph+), resulta de la fusion cabeza-cola de los genes BCR y ABL cuando parte del gen
ABL localizado en el cromosoma 9 es transferida e insertada dentro del gen BCR del cromosoma 22,
originando el gen quimérico BCR-ABL. Dicho transcrito codifica para una proteina que aumenta la
actividad de tirosina cinasa activando multiples sefiales de transduccién celular que desencadenan
un elevado potencial neoplasico y por lo cual es asociado a un pronoéstico adverso (de Klein et al.,

1982; Hermans et al., 1987; Pane, Frigeri, Sindona, Luciano, Ferrara et al., 1996).

1. Proteinas de fusion BCR-ABL

El oncogén quimérico BCR-ABL lleva a la sintesis de proteinas de diferente peso molecular
dependiendo de la localizacion del punto de rotura. Molecularmente es posible distinguir tres
nuevas proteinas de fusion (p1905“F"8 p210BRAB y p230%°R*BL) (de Klein et al., 1982; Pane et
al., 1996) (Figura 3).

Los puntos de rotura en el gen ABL encontrados son heterogéneos y se pueden observar en
una amplia region de 300 kb (kilobases), generalmente en los exones alternativos Ib y Ia, o mas
frecuentemente entre ambos; también se han encontrado puntos de rotura cercanos al exon 2 (a2)
(Martinelli, Testoni, Montefusco, Amabile, Saglio et al., 1998; Radich et al., 1997).

En contraste con el gen ABL, los puntos de rotura mas frecuentes dentro del gen BCR se
localizan en los exones 1(el), 12(b2), 13(b3) y 19(e19). Cuando se da la uniéon de los exones b3a2
y/o b2a2 (Region M-ber) se codifica para una proteina de 210kD (p2105“**PL) 1a cual se presenta
en el 20% a 40% de los pacientes con LLA y es caracteristica en mas del 95% de pacientes con

LMC (Arana et al., 2002; Pane et al., 1996).
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Si los exones el y e2 son removidos por el corte y empalme (Region m-bcr) la union de
ela2 se transcribe en una proteina de 190kD (p190°®*P) la cual se detecta en el 60% a 80% de
los pacientes con LLA y en menos del 10% para aquellos con LMC. Es posible observar una tercer
proteina de fusién proxima a 3’ del extremo distal del gen BCR denominada p230°**P", la cual
resulta de la fusion de los exones el19a2 (Region p-ber), cuya expresion se encuentra mayormente
asociada a leucemias cronicas neutrdfilas y trombocitosis (Figura 3). Por consiguiente dependiendo
del punto de rotura se pueden obtener cuatro transcritos diferentes: b2a2, b3a2, ela2 y el9a2,
siendo su hallazgo indicador de muy mal pronoéstico (Arana et al., 2002; Jiménez, Carrillo, Chaves,
Jiménez, Vargas et al., 2008; Pane et al., 1996; Ribera, Oriol, Gonzalez, Vidriales, Brunet et al.,

2006).

Figura 3. Proteinas de fusion BCR-ABL
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2. Biologia de las proteinas p1 905" y p210BCR-#8L

Las diferencias en el reordenamiento genético de las proteinas de fusion de BCR-ABL
determinan diferencias funcionales respecto al potencial neoplasico y la actividad de tirosina
cinasa. Estudios in vitro, han demostrado que p190 posee mayor actividad de tirosina cinasa que
p210 sugiriendo que la expresion de ambos rearreglos genéticos son diferentes en la generacion de
su puntos de rotura, aunque aun se desconoce el mecanismo que da origen a este proceso
(Kantarjian, Talpaz, Dhingra, Estey, Keating et al., 1991; Secker, Craig, Hawkins, & Hoffbrand,
1991; Secker, & Craig, 1993).

Las proteinas pl190°®4BL v p210°*ABL son moléculas de ARNm pleiotropicas (que
afectan multiples caracteristicas fenotipicas) y poseen cualitativamente muchas actividades

similares (Tabla 1).

Se ha determinado que la proteina de fusion de BCR-ABL p190 (cuya frecuencia es mayor
en leucemias linfoblasticas agudas), incrementa la actividad de tirosina cinasa a través de la
activacion de multiples sefales de transduccion celular que desencadenan un elevado potencial
neoplésico en células hematopoyéticas al alterar propiedades celulares como la adhesion,
proliferacion y apoptosis. Este mecanismo provoca una mayor agresividad biologica comparada con
la expresion de la proteina p210 (cuya frecuencia es mayor en leucemias mieloides cronicas) lo cual
se manifiesta en la presentacion clinica de las leucemias y en la terapéutica a seguir, razon por la
cual es importante el estudio de los diferentes reordenamientos genéticos (Lugo, Pendergast,

Muller, & Witre, 1990).

Estudios moleculares en LMC sefialan algunas evidencias a favor y otras en contra de que el
tipo de transcrito de fusion b3a2 o b2a2, influye en el curso de la enfermedad. Mills (1991) y
Dobrovic (1990) sugirieron una asociacion entre el ARNm b3a2 y una fase cronica mas corta con
menor sobrevida; sin embargo, estudios prospectivos mas recientes no confirman estos resultados
(Deininger et al., 2000; Prejzner, 2002; Rozman, Urbano, Cervantes, Rozman, Colomer et al.,

1995; Stiepherd, Sufflolk, Halsey, & Allan, 1995).
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Por el contrario, otros estudios establecen la fuerte asociacion entre el hallazgo del transcrito
de fusién b3a2 y un recuento elevado de plaquetas, siendo esta la tinica diferencia significativa
encontrada a la fecha. Sin embargo su valor prondstico aun es controversial (Balatzenko, Vundinti,
& Guenova, 2011; Bianchi, Cairoli, Marenco, Muti, Del Monte et al., 1995; Inokuchi, Inoue, Tojo,
Futaki, Miyake et al., 1991; Perego, Costantini, Cornacchini, Gargantini, Bianchi et al., 2000;
Rosas, Martinez, Ayala, Vela, Bahena et al., 2003; Shaefer et al., 1987; Shatalrid, Talpaz,
Kuerzrock, Kantarjian, Trujillo et al., 1988).

La coexpresion de ambos transcritos b2a2 y b3a2 puede originarse ya sea por corte alterativo
o variaciones fenotipicas poco comunes, que se originan de la existencia de varias lineas celulares
leucémicas con diferentes transcritos de expresion BCR-ABL. Esta coexpresion es detectable en un
porcentaje minoritario de pacientes leucémicos correspondiendo del 1.4 al 11%. (Henegariu,

Heerema, Dlouhy, Vance, & Vogt, 1997).

La coexpresion se encuentra ligada a dos polimorfismos, el primero corresponde al
polimorfismo de timina (T) a citosina (C) en el exén 14 del gen BCR, alterando el tercer nucledtido
del coddn relevante; y el segundo, al cambio de adenina (A) a guanosina (G) entre el intrén 13
arriba de la posicion 3° (Branford, Hughes, & Rudzki, 2002; Meissner, Dias, Covas, Job, Leite et
al., 1998).

En el caso de LMC, es posible observar el hallazgo de coexpresion de p210 y p190, que de
acuerdo a la literatura es posible detectarlo en la mayoria de los pacientes con LMC y hasta en un
30% con LLA Ph+, situacion que se presenta por el ““splicing” o empalme alternativo del ARNm
(van Rhee, Hochhaus, Lin, Melo, Goldman et al., 1996).
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Tabla 1. Propiedades biologicas de las proteinas p2105“R*8- y p190B3cRABL

pZIOBCR—ABL p190BCR—ABL
- Constitutivamente activa la enzima tirosina cinasa - Constitutivamente activa la enzima
- Forma bloques de actina en el citoesqueleto tirosina cinasa

- Su expresion disminuye con la diferenciacion - Atenuan la muerte celular programada
mieloide - Esta vinculada a las vias de sefializacion
- Atentia la muerte celular programada Jak-Stat (principalmente Stat 5)
- Esta vinculada a las vias de sefializacion Jak-Stat - Estd vinculada a la via de sefalizacion 3-
(principalmente Stat 5) cinasa fosfatidil inositol
- Esta vinculada a la via de sefializacion 3- cinasa - Ha transformado la actividad mediada
fosfatidil inositol por la via de sefalizacion RAS
- Activa las Jun cinasas - Induce la degradacion de la tirosina
- Interactia y regula las proteinas de reparacion del  cinasa Abl
ADN - Inhibidor de la interaccion proteina
- Tiene actividad mediada por vias de sefializacion  Abelson
RAS - Puede provocar alteraciones en las
- Induce alteraciones en las propiedades de adherencia propiedades de adherencia
- Altera la expresion y la proteccion de los bucles de
la fosforilacion de proteinas (involucrados en la

mielopoyesis)

Fuente: Razelle, K., MD., Hagop, M., MD., Brian, J., MD., & Moshe, T., MD. (2003). Philadelphia chromosome positive leukemias:

From basic mechanisms to molecular therapeutics. Annals Internal Medicine, 138, 819-830.

3. Vias de senalizacion activadas por BCR-ABL

Una consecuencia del incremento de la actividad de tirosina cinasa radica en que el gen
BCR-ABL puede fosforilar diferentes sustratos, activando multiples sefiales de transduccion en las
células. Las vias activadas son: RAS, via fosfatidilinositol-3-cinasa, Jak-Stat, MAPK y ROS (Figura
4).
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Figura 4. Vias de sefializaciéon de BCR-ABL
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Fuente: Deininger, M., Goldman, J., & Melo, J. (2000). The molecular biology of chronic myeloid
leukemia. Blood, 96 , 3343-3345.

a. Via RAS

La activacion de esta via se poduce por transduccion de sefiales mediadas por receptores
con actividad tirosina cinasas. Una vez realizada la union al ligando y dimerizacion, los receptores
tirosina cinasas activados, se unen a moléculas adaptadoras que contiene los dominios SH2 y SH3
como son Grb-2 y SHC formando complejos de sefializacion con factores intercambiadores RAS en
la membrana celular. Estos complejos desencadenan una acumulacién de la forma RAS e inducen un
efecto antiapoptdtico resultando en la proliferacion y transformacion maligna de los tumores que,
aunque sea insuficiente, es necesario para la transformacion celular derivada de BCR-ABL. (Cortez,

Kadlec, & Perdergast, 1995).

b. Via fosfatidilinositol-3-cinasa (P13)

Esta via funciona en la regulacion del metabolismo lipidico fosfoinositidico y en la
generacion de segundos mensajeros lipidicos relacionados con la transduccion de sefales. Se ha
visto que una subunidad de esta proteina se fosforila en residuos tirosina en células que expresan

BCR-ABL y forma complejos con chl y moléculas adaptadas crk y crkl. PI3 esta activado de forma
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constitutiva por la translocacion BCR-ABL jugando un papel importante en su transformacion

(Rameh, & Cantley, 1999; Slorski, Kamakaraj, Nieborowska, Ratajczak, Shau et al., 1995).

c. Via Jak-Stat

Ihle (1998), afirma que las funciones celulares de crecimiento, diferenciacion o activacion
estan finamente reguladas por factores solubles como citocinas, factores de crecimiento y
hormonas. En cuanto al crecimiento de las células hematopoyéticas normales, éste se controla por
citocinas, cuyos receptores traducen sefiales mediante la activacion de proteinas denominadas
genéricamente Jak (Janus tirosine kinases), que es una familia de cinasas citoplasmaticas que
fosforilan y activan los factores de transcripcion STAT (Signal Transducer and Activators of

Transcription).

BCR-ABL activa constitutivamente las vias de sefalizacion de JAK y STAT en células
hematopoyéticas, siendo STAT 1 y STAT 5 las tirosin-cinasa fosforiladas mas importantes. En
contraste con la activacion de la via Jak-Stat la cual es activada por medio de estimulos fisiologicos,
BCR-ABL activa directamente STAT 1 y STAT 5 sin previa fosforilacion de proteinas Jak (Carlesso,
Frank, & Griffin, 1996)

d. Via MAPK

La activacion de la via de sefializacion de proteinas activadoras de mitogénesis con
actividad cinasa (MAPK) se encuentra consitutida por tres rutas bioquimicas: la cinasa regulada
extracelularmente (ERK), la via de las Jun cinasas o cinasas activadas por estrés (SAPK) y la via de

transcripcion (Rousell, 1998).

BCR-ABL y v-ABL activan la via SAPK en fibroblastos y células hematopoyéticas. Asi
mismo activan promotores dependientes de Jun de manera dependiente de RAS, MEPK y SAPK.
Mientras que los efectos de BCR-ABL en la via JNK parecen ser claros, estudios de la via ERK
muestran que la BCR-ABL funciona de manera distinta a la mayoria de los receptores con actividad

tirosincinasa (Rousell, 1998).
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e. Via ROS

La transformacion de las lineas celulares con BCR-ABL presenta un incremento de ROS,
comparado con las lineas celulares no BCR-ABL (Satler, Verma, Shrikhande, Byrne, Pride et al.,
2000).

Se ha sugerido que ROS podria actuar como segundo mensajero en la regulacion de la
actividad de las enzimas sensibles a la accion de oxidorreduccion (redox), como son las cinasas y
fosfatasas. La inhibicion de la proteina tirosin fosfatasa (PTPasa) mediante la modulacion redox
explicaria el amplio espectro de las actividades biologicas de ROS. Un incremento de ROS
amplifica las sefiales de BCR-ABL, posiblemente regulando las proteinas redox-sensibles, como es
la PTPasa celular, la cual a su vez se encuentra incrementada (Denu, & Tanner,1998).

Los niveles de ROS no so6lo son modulados por enzimas, antioxidantes y grupos
sulthidrilos, sino también reaccionados con las bases del ADN. Aunque las modificaciones pueden
ser corregidas eficientemente por los mecanismos de reparacion de ADN, un incremento persistente
de ROS podria inducir la acumulacion de mutaciones en las células leucémias, que podria contribuir

a la progresion de la enfermedad (Dreher, & Junod, 1996).

D. Caracteristicas demograficas y clinicas de LMC y LLA-B cromosoma Filadelfia

positivo
1. LMC cromosoma Filadelfia positivo
a. Caracteristicas demograficas

La LMC es un sindrome mieloproliferativo créonico con origen en una célula madre
pluripotencial comun a las tres series hematopoyéticas. Representa entre el 15% y el 20% del total
de leucemias y su incidencia en los paises occidentales se ha estimado en 1,2 casos por cada
100,000 habitantes/afio. La edad media de presentacion es de 53 afios cuya incidencia maxima se
encuentra entre los 40 y los 60 afios y predomina ligeramente en varones, con una relacion de 1,4:1.
La mortalidad ajustada por edad es de 0,6 por cada 100,000 habitantes/afio y alrededor de la mitad
de los pacientes son asintomaticos al momento del diagnostico con una mediana de supervivencia

global después de éste de 4 a 6 anos (Greenlee, Hill, Murria, & Thun, 2007).
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Se han reportado diferentes porcentajes de los rearreglos b3a2 y b2a2 en diversos estudios
realizados en diversas regiones geograficas en pacientes con LMC, pudiéndose observar diferencias

en la expresion de los diferentes transcritos patologicos de BCR-ABL (Tabla 2).

Tabla 2. Reportes de la distribucion de los transcritos del gen quimérico BCR-ABL en nifios y

adolescentes (A) y adultos (B) con LMC

Tipo de transcrito de BCR-ABL

Referencia Pacientes — 282 b3a2 __ b2ao+ b3a2
Pais

@) n (%) n (%) n (%) n (%)
Aurer, Butturini, & Gale (1991) Italia 12 (100) 10 (84) 1(8) 1(8)
Millot, Traore, Guilhot, Nelken, Leblanc, Leverger et al. (2005) Francia 16 (100) 6 (37) 10 (63) 0(0)
Hasan, Sazawal, Kumar, Chaubey, Mishra, Mirn et al. (2006) India 47 (100) 32 (68) 15 (32) 0(0)
B)

Bradford, Hughes, & Rudzki (2002) Australia 105 (100) 36 (34) 45 (43) 24 (23)
Shepherd, Suffolk, Halsey, & Allan (1995) Inglaterra 119 (100) 41 (34) 72 (61) 6(5)
Melo, Hochhaus, Yan, & Goldman (1996) Inglaterra 209 (100) 90 (43) 106 (51) 13 (6)
Paz, Burgo, Morillo, Santos, Fiallo et al. (2002) Ecuador 37 (100) 35(95) 2(5) 0(0)
Arana, Sanchez, Ignacio, De La Fuente, Garcés et al. (2002) México 226 (100) 120 (53) 88 (39) 18 (8)
Ruiz-Arguelles, Garcés, Reyes, & Ruiz (2004) México 238 (100) 103 (43) 129 (54) 6(3)
Meza, Gutiérrez, Vasquez, Delgado, Esparza et al. (2007) México 93 (100) 37 (40) 45 (48) 11 (12)
Rosas, Martinez, Ayala, Vela, Bahena et al. (2003) México 97 (100) 57 (59) 27 (28) 13(13)
Goh, Hwang, Kim, Lee, Kim et al. (2006) Korea 538 (100) 174 (32) 364 (68) 0 (0)
Ito, Tanaka, Tanaka, Ito, Kyo et al. (2004) Japon 126 (100) 38 (30) 85 (68) 2(2)
Udomsakdi, U-Pratya, Boonmoh, & Vatanavicharn (2000) Tailandia 99 (100) 31 (31) 60 (61) 8 (8)
Mondal, Bandyopadhyay, Majumdar, Mukhopadhyay, Chandra et al. (2006) India 108 (96) 33 (29) 69 (62) 6(5)
Yaghmaie, Ghaffari, Ghavamzadeh, Alimoghaddam, Jahani et al. (2008) Iran 64 (86) 15 (20) 47 (63) 23
Emad, Osman, & Kamal (2010) Sudan 43 (100) 23 (54) 18 (42) 2(4)

b. Caracteristicas clinicas

La enfermedad se presenta constituida por tres fases caracterizadas por su presentacion

clinica y morfoldgica, las cuales son: fase cronica, fase acelerada y crisis blastica (Tabla 3). La fase

cronica, es un estado indolente en el que se diagnostica a 90% de los pacientes. En esta etapa, que
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puede durar entre tres y ocho afios, las células sanguineas retienen su capacidad de diferenciarse de
manera normal, hasta que el padecimiento progresa a la fase acelerada, en la que se comienzan a
detectar células inmaduras en la circulacion sanguinea. Los criterios diagndsticos de la fase
acelerada son variables y su duracion puede ser de unas cuantas semanas hasta afios. Finalmente, la
enfermedad progresa a la crisis bléstica (CB), caracterizada por 30% o mas células inmaduras
(blastos) en circulacion e incluso en infiltrados extramedulares, asociados con un incremento de la
esplenomegalia. La crisis blastica es mieloide en dos de cada tres casos y durante esta fase la
supervivencia de los pacientes se reduce a meses e incluso semanas (Deininger et al., 2000;

Jorgensen, & Holyoake, 2001; Sawyers, 1990).

Tabla 3. Fases clinicas de la LMC

Fase Cronica

< 15% de blastos en sangre periférica o médula 6sea

Fase Acelerada

Evolucion clonal citogenética

Sangre periférica con >15% de blastos, 0 > 30% de blastos con promielocitos
Trombocitopenia < 100 x10*/ul no relacionada a terapia

Basofilia > 20%

Fase Blastica
>30% de blastos en médula dsea o sangre periférica

Compromiso extramedular con blastos localizados

Fuente: Kantarjian, H., Deisseroth, A., Kurzrock, R. et al. (1993). Chronic myelogenous leukemia: A concise up date. Blood 82(3),
2975-2984.

El cromosoma Filadelfia se encuentra en el 95% de los pacientes con LMC, por lo cual se
considera marcador genético de la misma (John, Goldman, Junia, & Melo, 2003). Sin embargo, a
pesar de que el cromosoma Filadelfia existe como Unica anormalidad cromosémica a través de la
fase cronica de la enfermedad, entre el 70 y 80% de los pacientes adquieren anormalidades
cromosomicas adicionales durante el desarrollo a la fase acelerada y crisis blastica como: extra
cromosoma Filadelfia, trisomia 18, trisomia 19 e isocromosoma 17q, con lo que desarrollan
cariotipos complejos. Mientras que en otros pacientes se detectan cambios que involucran a los
cromosomas 8, 17,9 y 22 (Cortez, Talpaz, Giles, O’Brien, Rios et al., 2003; Faderl, Talpaz, Estrov,
O’Brien, Kurzrock et al., 1999; Shet, Jahagirdar, & Verfaillie, 2002).
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A nivel molecular la mayoria de los pacientes con LMC exhiben rupturas que resultan en un
ARN mensajero de fusion, en el cual el exon b2 o b3 del gen BCR es fusionado al exén a2 del gen
ABL (transcritos b2a2 o b3a2). Ambos transcritos dan lugar a una proteina de fusion BCR-ABL de
210 kd considerada central en la patogénesis de la LMC (Daley, Van Etten, & Baltimore, 1990;
Wetzler, Talpaz, Estrov, & Kurzrock, 1993)

Los sintomas mas frecuentes referidos por los pacientes con leucemia mieloide crénica
Filadelfia positivo por orden de frecuencia son: astenia, anorexia o pérdida de peso, sudoracion,
fiebre, dolores 0seos, cefalea, dolor esternal, hepatomegalia y esplenomegalia, entre otros (presentes
entre el 80% y 20% de los casos). Pacientes con alto conteo de globulos blancos, pueden tener
manifestaciones de hiperviscosidad, incluyendo priapismo, tinnitus, estupor, cambios visuales por

hemorragias retinianas y accidentes cerebrovasculares (Lithman, Heal, & Rowe, 1987).

En la evaluacion de sangre periférica, la LMC presenta como rasgos mas comunes un
elevado conteo de globulos blancos, usualmente >25x10°/L y frecuentemente de >100x10°/L,
ocasionalmente con algunas variaciones ciclicas. Los hallazgos de inexplicable persistencia de
leucocitosis (> 12-15x10%/L) en la ausencia de infeccién o de otras causas de elevacion de globulos
blancos deben ser de alta sospecha para el diagnostico presuntivo de leucemia mieloide cronica

(Cortes, & Kantarjian, 2004).

El conteo de globulos blancos usualmente muestra granulocitos en todos los estados de
maduracion desde blastos a células maduras y granulocitos morfologicamente normales. El recuento
de basoéfilos es elevado, pero solo entre el 10 y 15% de los pacientes tienen > 7% basofilos en
sangre periférica frecuentemente. Los eosinofilos se encuentran moderadamente elevados, mientras
que el conteo absoluto de linfocitos es elevado a expensas de los linfocitos T (Cortes, & Kantarjian,
2004).

El conteo plaquetario se eleva entre el 30 y 50% de los pacientes y es >1,000x10°/L en un
pequefio porcentaje de pacientes con leucemia mieloide cronica. Cuando la trombocitopenia ocurre
es usualmente signo de aceleracion de la enfermedad, no obstante algunos pacientes tienen anemia
leve al diagnostico. La funcion de los neutroéfilos es usualmente normal o levemente dafiada, pero la
actividad celular de las células NK (natural killer) esta dafiada. En términos generales la funcion
plaquetaria es frecuentemente anormal pero usualmente no tiene mayor significacion clinica

(Cortes, & Kantarjian, 2004).
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La médula o6sea es hipercelular, con celularidad entre el 75 y 90%. La relacion
mieloide:eritroide es usualmente del 10 al 30% respectivamente. Es posible observar todos los
estados de maduracion de globulos blancos al efectuar la evaluacidn microscopica de sangre
periferica, encontrando un ligero predominio de mielocitos. Los megacariocitos estan
incrementados en nimero en fases tempranas de la enfermedad y pueden mostrar rasgos displasicos.
La fibrosis reticulinica puede ser evidente al diagndstico pero incrementa con la progresion de la

enfermedad y es usualmente un hallazgo de pronoéstico adverso (Cortes, & Kantarjian, 2004).

2. LLA cromosoma Filadelfia positivo

a. Caracteristicas demograficas

La LLA es una enfermedad de naturaleza monoclonal que se originan principalmente en la
médula 6sea caracterizada por el crecimiento incontrolado de formas celulares inmaduras de la serie
linfoide (Greaves, 1996). La LLA-B representa el 85% de los casos de leucemia aguda en nifios
entre 2 y 15 afios con una incidencia que se incrementa de 0,39 por millon en adultos de 35 a 39
afios a 2,1 por millon en pacientes mayores de 85 afios. Entre el 16% y el 31% de los pacientes
adultos con LLA tiene mas de 60 afios (Mejia, Fajardo, Bernaldez, Farfan, Ortiz et al., 1996; Taylor,
Reid, & Proctor, 1994).

Existe una leve preponderancia de los hombres sobre las mujeres, con una relacion de
1.4:1.0, asi mismo, en la raza blanca se observa una mayor frecuencia que en la raza negra, lo cual
podria reflejar una diferente susceptibilidad genética. Se ha descrito que a nivel mundial la letalidad
media anual de las leucemias agudas es de 3 a 5 casos por cada 100,000 habitantes y hay una
tendencia notable al aumento del padecimiento (Pui, & Crist, 1999; Hoelzer, Thiel, Loffler,

Buchner, Ganser et al., 1998).

Estudios efectuados respecto a la frecuencia de los diferentes transcritos de fusion de BCR-
ABL revelan que en el 60% de las LLA el punto de ruptura de BCR corresponde a la region menor
(m-bcr) y que el transcrito expresado corresponde a ela2, el cual codifica para una proteina de

fusion de 190kDa (p1905“**B1) mientras que en el 40% restante de los casos el punto de rotura se



26

origina en la region M-bcr (Chissoe, Bodenteich, Fang, Wang, Burian et al., 1995; Hermans et al.,
1987; Melo, 1996; Van Dongen et al., 1999).

Un estudio efectuado en la poblacion ecuatoriana, cuya poblacion predominante es mestiza,
revela que del total de casos analizados para los diferentes transcritos, el 100% de los mismos
correspondian al transcrito ela2. Dicha variacion respecto a otros reportes efectuados, no muestra
diferencias significativas, ya que en otras poblaciones los resultados son equivalentes al 95% para
dicho transcrito, siendo probable que la diferencia se deba al hecho de que estos estudios fueran
efectuados en poblaciones caucasicas cuyo linaje ancestral puede diferir entre poblaciones (Paz et

al., 2002; Melo, 1996; Hermans et al., 1987).

b. Caracteristicas clinicas

La LLA se clasifica por criterios citomorfologicos e inmunolédgicos de las células blasticas.
El grupo de trabajo franco americano britanico (FAB) ha propuesto una clasificacion basandose en
la morfologia de las células leucémicas en el momento del diagndstico, reconociendo tres tipos
morfologicos: L1, L2 y L3. En el subtipo L1 se evidencia un tamafio celular pequefio, nicleo
regular, nucléolos ausentes y es reconocida como la leucemia linfocitica infantil presente en el 85%
de los casos reportados. En el subtipo L2 la poblacion celular es mas heterogénea con una
morfologia irregular, también es denominada leucemia linfocitica del adulto y se evidencia en un
14% de la poblacion. Como leucemia tipo Burkitt es identificado el subtipo L3 que se caracteriza
por la presencia de células grandes, homogéneas, con nucleo redondo, cromatina dispersa,
citoplasma basoéfilo y vacuolado, cuya poblacion celular se evidencia en menos del 3% de pacientes

con leucemia (Tabla 4) (Bennett, Catovsky, Daniel, Flandrin, Galton et al., 1981).

Dentro de las manifestaciones clinicas sintomaticas de las LLA cromosoma Filadelfia
positivo tenemos malestar general, pérdida de apetito, fiebre, palidez, anemia y trompocitopenia,
entre otros. La translocacion BCR-ABL se presenta de forma casi exclusiva en la leucemia
linfoblastica aguda de precursores B, siendo especialmente frecuente en casos con inmunofenotipo
comun o pre B con expresion de CD19, CD20 y CD34 y coexpresion de marcadores mieloides

(Scott, & Look, 2005).
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Tabla 4. Clasificacién citomorfologica de LLA de acuerdo al grupo cooperativo franco

americano britanico (FAB)

Rasgos citologicos L1 L2 L3
Tamatfio celular Pequeiio Grande heterogéneo Grande homogéneo
Cromatina nuclear Homogénea Variable heterogénea Finamente homogénea
Forma nuclear Regular Irregular Regular redondo u oval
Nucléolos Ausentes 0 escasos Visibles Prominentes uno o mas
) Moderada cantidad
) Moderada cantidad,
) Escaso, poco intenso, ) fuertemente basofilo,
Citoplasma o ) débilmente basofilo, o
vacuolizacion variable o ) vacuolizacion
vacuolizacion variable )
prominente
Frecuencia 85% 14% 1-3%

Fuente: Bennett, J., Catovsky, D., Daniel, M., Flandrin, G., Galton, D., Gralnick, H., & Sultan, C. (1981). The morphological
classification of acute lymphoblastic leukemia: Concordance among observers and clinical correlations. British Journal of Haematology,

47,553-561.

Entre los pacientes con LLA aproximadamente del 60 al 85% presentan un cariotipo
anormal con alteraciones numéricas y/o estructurales estas alteraciones tienen gran importancia
debido a que tienen un valor pronoéstico. Las alteraciones numéricas se pueden presentar tanto de
forma aislada como en asociacion con alteraciones estructurales (Ankathil, Geetha, Remani,
Gangadharan, Rajasekharan et al., 1996). Las alteraciones numéricas, comprenden la pérdida o

ganancia de cromosomas e incluyen los siguientes tipos:

- Hiperdiploidia: es la presencia de 47 o mas cromosomas, se presenta en
aproximadamente el 7% de los pacientes adultos con LLA y en un 25% en nifios, la presencia de
mas de 50 cromosomas se denomina como hiperdiploidia masiva y es representativa de un
excelente pronostico, a deferencia de la hiperdiploidia de 47 a 50 cromosomas cuyo prondstico es

moderado (Ankathil et al. 1996; Scott et al., 2005).

- Hipodiploidia: es la presencia de 45 o menor cantidad de cromosomas, se presenta
en aproximadamente el 1% de los pacientes adultos y en un 2% en nifios con LLA, debido a la
existencia de solo un cromosoma del par correspondiente (monosomia). Se han identificado

monosomias en pacientes hipodiploides con LLA en los cromosomas: 1, 5, 6, 10, 11, 18, 19, 21y
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22. La hipodiploidia presenta un valor pronostico individual a variables relevantes, como lo es la
combinacion con el sexo o edad del paciente, representando un mal prondstico (Campbell, Michael,

White, & Matthews, 1995; Scott et al., 2005; Stefan, Hagop, Kantarjian, Talpaz, & Estrov, 1998).

Otro tipo de alteraciones presentes en los pacientes con LLA, son de tipo estructural, que
pueden llagar a ser hasta 30 diferentes alteraciones abarcando incluso el 78% de las anormalidades
en pacientes con LLA. Las traslocaciones constituyen el grupo mas comun, con un 30 a 39%. La
translocacion se origina por el intercambio de material genético entre cromosomas, generando
dimeros que se traducen en proteinas diméricas que alteran la actividad celular (Benjamin, Ebert, &
Todd, 2004; Stefan et al., 1998).Entre las traslocaciones mas importantes presentadas en pacientes

con LLA se encuentran:

- Traslocacion t(9;22)(g34;911): a esta translocacion se le conoce con el nombre de
cromosoma Filadelfia, se presenta en aproximadamente el 30% de los pacientes adultos con LLA y
un 4% en niflos, la alteracion genera la produccion del dimero BCR-ABL que corresponde a un
marcador de muy mal prondstico. Entre caracteristicas asociadas a su presencia se encuentra

elevado conteo de leucocitos y pacientes de edad avanzada (Scott et al., 2005; Ching, 1995).

- Traslocacion  t(1;19)(q23;p13.3): la alteracion genética producida como
consecuencia de la translocacion es la fusion de los genes E2A-PBX1, representando un 4% en
adultos y en un 5% en nifios con LLA, dicha translocacién representa un mal prondstico en los
pacientes ante la terapia con antimetabolitos, y su presencia se asocia a elevados conteos de

leucocitos (Ching, 1995; Scott et al., 2005).

- Traslocacion t(12;21): la alteracion genética producida es la fusion de genes TEL-
AML1, se presenta en cerca del 3% en adultos y en un 25% en nifios con LLA, este marcador
representa a diferencia de los anteriores un prondstico favorable al diagnostico (Ching, 1995; Scott

et al., 2005).

- Traslocacion t(4;11)(q21;923): la alteracion genética producida es la fusion de
genes MLL-AF4, se presenta en el 13% en adultos y en un 9% en nifios con LLA, este marcador se
encuentra asociado a conteos elevados de leucocitos, y conlleva un mal pronostico para el paciente

(Ching, 1995; Scott et al., 2005).
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Existen otras anomalias estructurales en pacientes con LLA pero se presentan en
porcentajes menores, siendo las principales, mencionadas anteriormente. A continuacion es posible
observar la frecuencia de las principales alteraciones genéticas en nifios(as) y adultos (as) con LLA
(Figura 5). En el esquema A se muestran las principales alteraciones genéticas encontradas en LLA
en adultos. En el esquema B se muestran las principales alteraciones genéticas en leucemia

linfoblastica infantil (Radich, Dai, Mao, Ochler, Schelter et al., 2006; Pui, & Evans, 2006).

Figura 5. Frecuencia de las alteraciones genéticas en adultos y nifios con LLA

A B

BCR-ABL 23%

Hyperdiploid 30%
- 200 FLT2 Mutation

Hyperdiplaid 9%

TEL-AMLT 3%

MYC 5% TELAMLT 250 BCR-ABL 4%

_ MLL 9%
MLL 13% 20% AL T3 Mutation
E2A-PBX1 5%

Others 23% EZA-PBXT 4%

Others 25%

Fuente: Scott, A., & Look, T. (2005). Molecular genetics of acute lymphoblastic leukemia. Journal of Clinical Oncology, 23, 6306-
6313.

E. Evaluacion del riesgo en pacientes con leucemia

La evaluacion rigurosa del riesgo o posibilidad de recaida en un paciente con leucemia es
necesaria en el momento del diagnostico para evitar un tratamiento inefectivo. Existe un notable
desacuerdo para definir los subgrupos de riesgo, sin embargo de forma comun se dividen en tres
categorias: riesgo bajo, riesgo moderado y alto riesgo (Annino, Goekbuget, & Delannoy, 2002;

Benjamin et al., 2004; John et al., 2003; Pui et al., 2006; Sallan, 2006).

La edad y el nimero de leucocitos al diagnostico, el genotipo de las células leucémicas y la
respuesta inicial al tratamiento son parametros mayormente aceptados y utilizados en la
configuracion de los grupos de riesgo. De acuerdo con los criterios de definicion, el riesgo bajo se
presenta en pacientes con edad entre los 1 y 9 afios, con un recuento de leucocitos menor a
50,000/mm’ cuyo prondstico resulta favorable al diagnostico, por el contrario pacientes mayores de

35 afios con conteos por arriba de 50,000 leucocitos/mm”’ se encuentran en un riesgo alto.
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Una mejor clasificacion para el riesgo se basa en marcadores genéticos, se ha observado que
pacientes con reordemamientos en el gen MLL t(4;11)(g21;923) y con el reordenamiento BCR-ABL
t(9;22)(q34;q11) se presentan con frecuencia en adultos colocandolos en un riesgo alto, a diferencia
de marcadores como la hiperdiploidia masiva y el reareglo TEL-AML1 t(12;21) los cuales se
presentan con una frecuencia mayor en nifios y en donde ambos marcadores son de muy buen
prondstico, lo cual coloca a pacientes con dichos rearreglos como pacientes de bajo riesgo. En el
caso de pacientes con riesgo moderado son considerados aquellos con edad inferior a un afio o
mayores a 10 afios y un recuento superior a 50,000 leucocitos/mm’ que no presenten marcadores
genéticos favorables o desfavorables (Behm, Raimondi, Frestedt, Liu, Crist et al., 1996; Pui, Kane,
& Crist, 1995; Rubnitz, Downing, Pui, Shuetleff, Raimondi et al., 1997; Smith, Arthur, Camitta,
Carroll, Crist et al., 1995).

La determinacion del riesgo, permite identificar la probabilidad de supervivencia libre de
eventos (recaidas y/o muerte) afios después del diagnoéstico; es decir, para pacientes con un riesgo
alto se espera que el 40% sobrevivan un promedio de 10 afios posteriores al diagnostico. Por el
contrario, pacientes identificados con un riesgo bajo se espera que el 80% presente una
supervivencia libre de eventos de 10 afios (Figura 6) (Gayno, Chapman, Little, McKenzie, Miller et

al., 1988; Hoelzer et al., 1988).

Figura 6. Grafica de Kaplan-meier: Probabilidad de supervivencia libre de eventos
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Fuente: Ching-Hon, P. (1995). Medical Progres: Childhood leukemias. The New England Journal of Medicine, 332, 24.
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F. Tratamiento de pacientes con leucemia

La tendencia actual para instaurar el tratamiento de los pacientes con leucemia esta
adaptado a su clasificacion de riesgo y diagndstico, cuya duracion global es de un minimo de dos
aflos y comprende por lo general tres fases: induccion, intensificacion (consolidacion) y

mantenimiento.

- Induccion a la remision: el primer objetivo de la terapia en pacientes con leucemia
es inducir la remision completa con una recuperacion de la hematopoyesis normal. Un paciente esta
en remision completa cuando no existe evidencia de leucemia ni en su exploracion fisica, ni en el
examen de sangre periférica o de médula 6sea. Los valores en sangre periférica deben ajustarse a los
normales para la edad del paciente y la médula 6sea debe tener una celularidad normal, con menos
del 5% de blastos. La remision completa incluye también la ausencia de afectacion del SNC o de
afeccion extramedular. Obtener la remision completa es la base del tratamiento y un requisito
imprescindible para tener una supervivencia prolongada. Con la mejoria de los tratamientos de
soporte y agentes quimioterapicos, la tasa de remision completa alcanzada se aproxima entre el 96
y 99% (Benjamin et al., 2004; Hilden, Frestedt, Moore, Heerema, Arthur et al., 2005; Pui et al.,
2006; Stefan et al., 1998).

- Intensificacion de la terapia o consolidacion: Los pacientes que logren la
recuperacion normal de la hematopoyesis pueden seguir a la fase de consolidacion. La fase de
intensificacion es la administracion de un tratamiento intensivo inmediatamente tras finalizar la
induccion. Posteriormente, se realiza una reinduccion, que consiste en la repeticion del tratamiento
de induccion con ligeras modificaciones a los tres meses de adquirir la remision completa (Annino

et al., 2002; Benjamin et al., 2004; Hilden et al., 2005; Pui et al., 2006; Stefan et al,. 1998).

- Mantenimiento: es una prolongacion en el tratamiento para eliminar cualquier
posibilidad de que existan células malignas en el post tratamiento. Se ha comprobado que en
algunos pacientes que estan en aparente remision completa al analizar sus células con técnicas de
biologia molecular, nos encontramos enfermedad minima residual. Es por ello que los tratamientos
de mantenimiento se mantienen por lo menos durante dos afios, con reevaluaciones frecuentes para

la evaluacion de recaidas. Los pacientes realizan el tratamiento de forma ambulatoria, acudiendo a
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sus revisiones cada 2-4 semanas (Annino et al., 2002; Benjamin et al., 2004; Hilden et al., 2005; Pui

et al., 2006; Stefan et al,. 1998).

Los pacientes con reordenamiento BCR-ABL requieren de regimenes mas agresivos, en la
actualidad en el caso de pacientes con LLA se recomienda el trasplante de médula 6sea que provee
de un 30% de remision, el mesilato de imatinib (Gleevec), el cual es un inhibidor de la actividad
tirosina cinasa (que genera la fusion BCR-ABL), se ha incorporado en los regimenes de
mantenimiento de pacientes con LLA positiva al cromosoma Filadelfia (Benjamin et al., 2004;

Hilden et al., 2005; Stefan et al., 1998).

En el caso de la LMC, el objetivo del tratamiento es la prevencion de la crisis blastica, ya
que cuando ocurre el pronostico es poco favorable. El interferon alfa (IFN) fue el primer agente en
modificar la historia natural de la LMC prolongando la sobrevida en pacientes con una remision
hematoldgica completa (<35% de células cromosoma filadelfia positivas). El transplante de médula
6sea constituye el segundo método electivo para tratamiento de LMC, logrando una supervivencia
libre de eventos en un plazo de 5 afios entre el 60 y 80%; sin embargo, el INF vy el trasplante de
médula 6sea son considerados como posibles inductores de toxicidad debido a la mielosupresion
que suelen ocasionar. Actualmente el tratamiento con mesilato de imatinib (Gleevec) presenta una
tasa de remision hematologica completa siendo el tratamiento electivo para pacientes con LMC

cromosoma Filadelfia positiva (Pui et al., 2006; Biondi, Cimino, Pieters, & Pui, 2000).
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IV. JUSTIFICACION

En Guatemala no existen datos respecto a la frecuencia de los transcritos de BCR-ABL en el
diagnodstico de LLA-B o LMC, por lo que actualmente la caracterizacion genética de la poblacion

leucémica con esta patologia ha sido imposible de efectuar.

Estudios in vitro demuestran diferencias en el reordenamiento genético de las proteinas de
fusion de BCR-ABL que determinan diferencias funcionales respecto al potencial neoplésico y la

actividad de tirosina cinasa. Se ha encontrado que p190 BR-B-

posee mayor actividad de tirosina
cinasa que p210 BB sugiriendo que la expresion de ambos rearreglos genéticos es diferente en la
generacion de sus puntos de rotura. Se desconoce el mecanismo que da origen a este proceso; sin
embargo, este mecanismo incrementa la actividad de tirosina cinasa a través de la activacion de
multiples sefiales de transduccion celular desencadenando un elevado potencial neoplasico en
células hematopoyéticas al alterar propiedades celulares como la adhesion, proliferacion y
apoptosis, manifestandose en la presentacion clinica de las leucemias, asi como en la terapéutica a
seguir. Por ello es importante el estudio de los diferentes reordenamientos genéticos que dan origen

a las proteinas de fusion de BCR-ABL (Kantarjian et al., 1991; Lugo et al. 1990; Secker, & Craig,
1993; Secker et al., 1991).

Asi también, se ha descrito que el tipo de transcrito de fusion de BCR-ABL (b3a2, b2a2 y
ela?) influye en el curso de la enfermedad, encontrando una fuerte asociacion entre el hallazgo del
transcrito y algunas caracteristicas clinicas ligadas al pronoéstico de los pacientes leucémicos. Sin
embargo su valor prondstico aun es controversial, por lo que se hace necesario el estudio de la
relacion existente entre el tipo de transcrito expresado y las caracteristicas clinicas del paciente para
la determinacion de la presencia o ausencia de alguna asociacion significativa entre ambas variables
de interés (Balatzenko et al., 2011; Bianchi et al., 1995; Inokuchi, 1991; Perego et al., 2000; Rosas
et al., 2003; Shaefer et al., 1987; Shtalrid et al., 1988).

El presente estudio utilizo6 la técnica de RT-PCR para la determinacion de la frecuencia de
los distintos transcritos quiméricos del gen BCR-ABL (ela2, b2a2 y b3a2) en muestras de médula
6sea procedentes de pacientes con LMC y LLA-B y establecid con ello su predominancia o

coexpresion en la poblacion leucémica guatemalteca.
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La importancia de esta investigacion fue la determinacion de las frecuencias de los
transcritos de BCR-ABL de la poblacién guatemalteca respecto a las frecuencias reportadas en
estudios realizados en diferentes regiones geograficas del mundo, los cuales demuestran diferencias
entre la frecuencia de los reordenamientos de BCR-ABL y sus caracteristicas demograficas. Esta
investigacion contribuyd al establecimiento de la relacion existente entre la frecuencia de los
transcritos del gen quimérico BCR-ABL y el tipo de leucemia expresado asociado a sus
caracteristicas demograficas: género, procedencia, grupo etareo, asi como el recuento plaquetario,
el cual segun estudios efectuados es identificado como factor de riesgo hematologico. Lo anterior
permitié contribuir a la realizacion de la caracterizacion genética de la poblacion leucémica
guatemalteca con esta patologia (Arana et al., 2002; Emad et al. 2010; Eisenberg et al., 1988;
Hermans et al., 1987; Lee et al., 1989; Melo, 1996; Paz et al., 2002).
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Determinar la frecuencia de los transcritos de fusion de BCR-ABL (ela2, b2a2 y b3a2) por
medio de la técnica de RT-PCR en muestras de médula 6sea procedentes de pacientes con LMC y

LLA-B para ayudar a la caracterizacion genética de la poblacion leucémica guatemalteca.

B. Objetivos especificos

a. Establecer la expresion de los transcritos del gen quimérico BCR-ABL (ela2, b2a2 y b3a2)
por medio de la técnica molecular RT-PCR en pacientes con LMC y LLA-B para determinar

su predominancia o coexistencia en la poblacion leucémica del pais.

b. Establecer la relacion existente entre la frecuencia de los transcritos del gen quimérico BCR-
ABL vy el tipo de leucemia expresada asociados a sus caracteristicas demograficas y recuento

plaquetario.
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VI. HIPOTESIS

Por ser este un estudio de tipo descriptivo no aplica la elaboracion de hipotesis en el estudio



37

VII. MATERIALES Y METODOS

A. Poblacion y muestras

1. Poblacion

El grupo de estudio se conformo6 de pacientes con LMC o LLA tipo B BCR-ABL positivos
originarios de Guatemala referidos al Instituto de Investigacion y Educacion para las Enfermedades

Genéticas y Metabolicas (INVEGEM).

2. Muestra

Se tomd por conveniencia en funcidn de la investigacion, pacientes con diagnéstico de LMC
o LLA-B BCR-ABL positivos, originarios de Guatemala referidos al Instituto de Investigacion y
Educacion para las Enfermedades Genéticas y Metabolicas (INVEGEM) hasta completar la cuota
de 40 pacientes. Para la seleccion de la muestra se realizd un tamizaje previo de pacientes con
LLA-B o LMC tomando en cuenta para la investigacion aquellos quienes cumplian con los

siguientes criterios de inclusion y exclusion:

a. Criterios de inclusion

- Pacientes con diagnostico clinico de LMC o LLA tipo B de 1 a 70 afios

- Aceptacion de participar en la investigacion mediante consentimiento informado aprobado
del paciente y/o tutor

- Pacientes con hoja de datos clinica recolectada

- Pacientes que en evaluacion molecular resulten cromosoma Filadelfia positivos (Ph +)
b. Criterios de exclusion
- Pacientes con un diagnostico clinico que incluya otro tipo de leucemias diferente a LMC y

LLA tipo B en el rango de edad establecido

- Negativa de participacion en la investigacion sin consentimiento informado aprobado



Pacientes sin hoja de datos clinica recolectada
Pacientes que en evaluacion molecular resulten con cromosoma Filadelfia negativo (Ph-)

Pacientes que cursan embarazo o lactancia
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Colaboradores
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Federico Antillon, M.D.
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2. Recursos fisicos

a. Institucionales

- Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Investigacion y Educaciéon para las
Enfermedades Genéticas y Metabolicas INVEGEM)

- Departamento de Bioquimica, Universidad de San Carlos de Guatemala

3.  Recursos Materiales

a. Consentimiento informado

1. Materiales:

- Hoja de consentimiento informado (Anexo 1) y/o asentimiento (Anexo 2)
b. Recoleccion de datos clinicos

L. Materiales:

- Hoja de datos clinicos (Anexo 3)

- Historial clinico del paciente

c. Obtencion de muestras de pacientes

1. Materiales:

- Tubo Vacutainer® con anticoagulante EDTA

- Aguja de biopsia de médula 6sea de 0.8 mm de diametro

d.  Extraccion de linfocitos (Ficoll-Paque Premium® GE Healthcare Bio Sciences AB Bjorgatan

, Sweden)

1. Materiales:

- Espécimen de médula 6sea recolectado en tubo Vacutainer® con anticoagulante EDTA
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Kit para extraccion de linfocitos de médula 6sea Ficoll-Paque Premium® GE Healthcare
Bio Sciences AB Bjorgatan , Sweden
Solucidn salina tamponada de fosfatos (PBS) 1X pH 7.4

Kit para conservacion de muestras RNA Later® Qiagen Ambion

Equipo:

Centrifuga Dynac Il Centrifuge Clay Adams Becton®, Dickinson and Company
Tubo de plastico conico de 15 ml para centrifuga Brand®

Microtubo plastico de 1.5 ml Life Science products , Brand®

Pipetas Pasteur plasticas, Brand®

Congelador Isotemp Fisher Scientific®

Extraccion de ARN partir de médula dsea (Kit de extraccion de ARN RNAqueous® 4PCR
Applied Biosystems, Ambion)

Materiales:

Kit de extraccion de ARN RNAqueous® 4PCR Applied Biosystems, Ambion
Amortiguador 10X DNase (100 mM Tris /25 mM MgCl,/ ImM CaCl ,)
DNasa 2 U/ul

Reactivo inactivador de DNasa

Solucion de lisis

Solucioén de etanol al 64%

Solucion de lavado # 1

Solucioén de lavado #2/3

Solucion de elucion (0.1 mM EDTA)

H,0-DEPC (Dietilpirocarbonato, inhibidor de ribonucleasas)

Alcohol al 5%

Etanol al 98%

Solucién inhibidora de RNasas RNAse Zap® Applied Biosystems, AB(Design), Ambion
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Equipo:

Kit de extraccion de ARN RNAqueous® 4PCR Applied Biosystems, Ambion
Tubos colectores plasticos RNAsa free de 1.5 ml

Filtro contenedor

Microcentrifuga minispin Eppendorf®

Vortex Turbo Scientific Inc®

Puntas de pipetas estériles Brand®

Microtubos plasticos RNAsa free de 0.2 ml Life Science Products, Brand®
Micropipetas con volumen graduable de 10 ul y 1000 pl Eppendorf®

RT-PCR tipo cualitativo (Kit de retrotranscripcion High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Applied Biosystems®)

Materiales:

Kit de retrotranscripcion High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied
Biosystems®

Amortiguador RT 10X

10X RT Random Primers

25X dNTPs (100 mM)

MultiScribe ™ Reverse Transcriptase (50 U/L)

H,0-DEPC (Dietilpirocarbonato, inhibidor de ribonucleasas)

Equipo:

Microcentrifuga minispin Eppendorf®

Vortex, VWR®

Puntas de pipetas estériles Brand®

Microtubos plasticos libres de RNAsa de 0.2 ml Life Scientis Products, Brand®
Micropipetas con volumen graduable de 10 puly 100 pl Eppendorf®
Termociclador Mastercycle gradient Eppendorf®
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PCR para la deteccion del control interno gen ABL-1 tipo cualitativo (Kit de PCR
Novagen®)

Materiales:

Kit de PCR Novagen®

Amortiguador 10X

dNTPs (10 mM)

Taq Gold (5 U/ul) NovaTaq Hot Start ™ DNA Polymerase

MgCl, (25 mM)

H,0-DEPC (Dietilpirocarbonato, inhibidor de ribonucleasas)

Inhibidor de ADNasa DNA Away® Molecular BioProducts, Inc.(MBP®)
Alcohol al 5%

Etanol al 98%

Cebadores Sigma-Aldrich™

Tabla 6. Secuencia de cebadores control interno gen ABL-1

Cebador Secuencia
ABL-F 5'-TGT TGA CTG GCG TGA TGT AGT TGC TTG G-3°
ABL-R 5°-TTC AGC GGC CAG TAG CAT CTG ACT-3"

Fuente: Artigas, C., Melo, A., Roa, J., Paez, E. Vittini, C., Arriagada, M. et al., (2002). Deteccion de secuencias del
gen BCR-ABL mediante RT-PCR en pacientes con leucemia en la IX Region: Chile. Revista Médica de Chile,
130(6), 623-630.

Gel de Agarosa, Promega®

Solucion de TAE 10X (Tris base-acido acético glacial-EDTA)
Solucion de Carga Loading buffer 6X Novagen®

Escalera de 100 pb Perfect DNA Novagen®

Equipo:

Microcentrifuga minispin Eppendorf®
Vortex VWR®

Espatula
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Puntas de pipetas estériles Brand®

Microtubos plasticos RNAsa free de 0.5 y 1.5 ml Life Science Products, Brand®
Micropipetas con volumen graduable de 1uly 10 pl Eppendorf®
Termociclador Mastercycle gradient Eppendorf®

Transiluminador Benchtop UVP®, BioDoc-It 210

PCR para la deteccion de la traslocacion BCR-ABL tipo cualitativo (Kit de PCR Novagen®)

Materiales:

Kit de PCR Novagen®

Amortiguador 10X

dNTPs (10 mM)

Taq Gold (5 U/ul) NovaTaq Hot Start ™ DNA Polymerase
MgCl, (25 mM)

H,O-DEPC (Dietilpirocarbonato, inhibidor de ribonucleasas)
DNA Away® Molecular BioProducts, Inc.(MBP®)
Alcohol al 5%

Etanol al 98%

Cebadores (Integrated DNA Technologies -IDT-)

Tabla 7. Secuencia de cebadores traslocacion BCR-ABL

Cebadores Secuencia
CML-C 5’- GAA GTG TTT CAG AAG CTT CTC C-3°
CML-D 5’- TGA TTA TAG CCT AAG ACC CGG A-3’
ALL-C 5’- ACC ATC GTG GGC GTC CGC AAG A-3’

CML-A 5’-TGG AGC TGC AGA TGC TGA CCA ACT CG-3’
CML-B 5-ATC TCC ACT GGC CAC AAA ATC ATA CA-3’
ALL-A 5’- AGA TCT GGC CCA ACG ATG GCG AGG GC-3’

Fuente: Edmans, Kirk, Lee & Radich, 1994; Lee, Kirk, Edmans & Radich, 1995; Cerveira, Ferreira, Doria,
Veiga, Ferreira, Mariz et al., 2000)
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Gel de Agarosa, Promega®

Solucion de TAE 10X (Tris base-acido acético glacial-EDTA)
Solucion de Carga Loading buffer 6X Novagen®

Escalera de 100 pb Perfect DNA Novagen®

Equipo:

Microcentrifuga minispin Eppendorf®

Vortex VWR®

Espatula

Puntas de pipetas estériles Brand®

Microtubos plasticos libres de RNAsa de 0.5 y 1.5 ml Eppendorf®
Micropipetas con volumen graduable de 10 ul y 100 ul Eppendorf®
Termociclador Mastercycle gradient eppendorf®

Transiluminador Benchtop UVP®, BioDoc-It 210

Metodologia

Consentimiento informado

Metodologia:

Se explico a los participantes el objetivo, ventajas y/o desventajas de la investigacion.

Se solicitd6 mediante un consentimiento escrito informado la aceptacion expresa de los
pacientes de participar en el estudio y proporcionar los datos necesarios para su ejecucion.

En caso de menores de edad (menores de 18 afios) , el tutor responsable del paciente firmo la

hoja de asentimiento para poder participar en el estudio.

Recoleccidn de datos clinicos

Metodologia:
Se recolectaron los datos de importancia en la boleta de recoleccion de datos (Anexo 3) a
partir del expediente clinico del paciente tomando en cuenta los criterios de inclusion y

exclusion evaluados anteriormente. El instrumento de recoleccion de datos se encontro



ii.

iil.

ii.

ii.

1v.

V1.

Vii.

Viii.

45

conformado de tres secciones, siendo estas: identificacion del paciente, datos demograficos
(edad, género y procedencia), asi como informacion clinica que abarca factores de riego
hematoldgico (recuento plaquetario) y tipo de leucemia, los cuales se utilizaron

posteriormente para efectuar la estadistica descriptiva del estudio.

Obtencion de muestras de pacientes

Metodologia:

Recolectar mediante puncién aspirativa 3 cm’ de sangre medular con aguja de 0.8 mm de
diametro, empleando técnica aséptica en cresta iliaca posterosuperior o en esternon.

Colocar muestra de médula dsea en tubos Vacutainer® con EDTA (mantener a 4° C hasta su
traslado al laboratorio de referencia) y mezclar por inversion suave.

El tiempo transcurrido desde la extraccion de las muestras hasta su procesamiento en el

laboratorio no debe ser superior a un dia.

Extraccion de linfocitos (Ficoll-Paque Premium®, GE Healthcare Bio Sciences AB

Bjorgatan, Sweden)

Metodologia:

En otro tubo de plastico conico de 15 ml para centrifuga colocar 2 ml de PBS 1X vy transferir
2 ml de sangre de médula 6sea con anticoagulante EDTA.

Mezclar por inversion hasta homogenizar la suspension.

Preparar tubo de plastico conico de 15 ml para centrifuga con 3 ml de Ficoll-Paque
Premium®.

Agregar la suspension con Ficoll-Paque Premium® al tubo de plastico conico de 15 ml para
centrifuga deslizandola lentamente por las paredes del tubo.

Sin mezclar, centrifugar a 2,400 rpm. durante 35 minutos a temperatura ambiente.

Eliminar el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur hasta la zona opaca que contiene
las células mononucleares (Anexo 4).

Transferir con cuidado la zona opaca de células mononucleares a un microtubo plastico de
1.5 ml limpio.

En caso de no procesar la muestra de forma inmediata afiadir 1000 pl de RNA later® por

cada 100 pl de muestra obtenida.
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ix. Mezclar por inversion suave y almacenar a -20° C hasta su utilizacion.

5. Extraccion de ARN a partir de médula o6sea (Kit de extraccion de ARN RNAqueous® 4PCR
Applied Biosystems, Ambion)

a. Metodologia:
1. Efectuar descontaminacion de superficies, materiales y equipo a utilizar con alcohol al 5%
seguido de etanol al 98% y posteriormente RNaseZap®.
ii. Centrifugar a 13,400 rpm por 5 minutos y remover todo el sobrenadante de la suspension
anterior por aspiracion lenta.
ii. Adicionar de 100-500 pl de solucion de lisis. Tomando en cuenta las siguientes
consideraciones:
- Minimo 100 pl para 100 y 1000 células,
- 200 pl para 10,000 células,
- 300 pl para 100,000 células y
- 400 pl para 1,000,000 células
- Maximo 500 ul para 1x10” células

v. Agitar vigorosamente en un vortex para lisar células hasta que el lisado este homogéneo.

NOTA: solo si la muestra es cercana a 1x10” células hay que centrifugar 3 minutos a 13,400 rpm.

para lograr completa homogenizacion.

v. Anadir igual volumen de etanol 64% al lisado y mezclar por vortex.

vi. Colocar filtro contenedor en el tubo colector y afiadir la mezcla de lisado con etanol al 64%.

NOTA: agregar un maximo de 700ul de volumen de la suspension al filtro

vii. Centrifugar de 13,400 rpm. por 1 minuto o hasta que la mezcla haya pasado por el filtro.

viil. Descartar el liquido que quede en el tubo de coleccion y reutilizar tubo para pasos de lavado.

NOTA: si volumen es mayor a 700 pl, entonces utilizar mismo filtro y tubo de coleccion para

colectar en el filtro el resto de lisado.
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Aplicar 700 pul de solucion de lavado #1 al filtro.

Centrifugar a 13,400 rpm por 30 segundos o hasta que la mezcla haya pasado por el filtro.
Descartar liquido en tubo de coleccion.

Afiadir 500ul de solucion de lavado #2/3.

Centrifugar a 13,400 rpm. por 30 segundos hasta que la mezcla haya pasado por el filtro.
Descartar liquido en tubo de coleccion.

Repetir paso 12-13, pero centrifugar 1 minuto.

Centrifugar hasta que no quede solucion de lavado (realizando minispining).

Poner filtro en nuevo tubo de coleccion.

Pipetear 40 ul de la solucion de elucion (75°C) en el centro del filtro.

Centrifugar 30 segundos a 13,400 rpm.

Afadir 10 pl de solucion de elucion (75°C) en centro del filtro.

Centrifugar 1 min a maxima velocidad.

NO tirar eluido, ya que esta mezcla contiene ARN.

Anadir 0.1 volumen de buffer ADNasa 10X al eluido y mezclar en vortex

Afadir 1 pl de ADNasa por cada 100 pl de ARN eluido o menor cantidad.

Incubar por 25 minutos a 37 °C.

Para eliminar la actividad de la ADNasa, agregar 0.1 volumen del reactivo de inactivacion
del ADNasa.

Mezclar e incubar 2 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar el tubo a 13,400 rpm. por 1 minuto.

Pasar sobrenadante a un tubo 0.2 ml libre de ARNasa.

RT-PCR tipo cualitativo (Kit de retrotranscripcion High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit ®, Applied Biosystems)

Metodologia:
Colocar los componentes para que se descongelen en hielo.
Preparar master mix 2X

Mezclar master mix y colocar en hielo.
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Cuadro 1. Receta para RT-PCR

Reactivos 1X 2X
Amortiguador 10X RT 2 4

25X dNTP mix (100 mM) 0.8 1.6
10X RT Random Primers 2.0 4
MultiScribe ™ Transcriptasa reversa (50 U/L) # 1.0 2

H,0-DEPC 4.2 8.4

Muestra ARN * 10 20

Volumen total por reaccién 20 pl 40 pl

& Debe mantenerse en hielo hasta su utilizacion
* La muestra de ARN se adicionara posteriormente

NOTA: es importante calcular un exceso de master mix para el volumen que se pierde por las

transferencias
iv. Adicionar los 20 pl de muestra de ARN a cada microtubo.
v. Pipetear 20 pl de master mix por cada uno de los microtubos a utilizar.
Vi. Tapar bien los tubos y dar un minispin a los microtubos.
Vii. Colocar los microtubos en hielo antes de colocarlos en el termociclador.
viil. Preparar termociclador Mastercycle gradient Eppendorf® con los parametros siguientes:

Cuadro 2. Programa de PCR para RT-PCR

Procesos Temperatura Tiempo
Paso 1 25°C 10 minutos
Paso 2 37°C 2 horas
Paso 3 85°C 5 minutos

Paso 4 4°C 1 minuto
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PCR para la deteccion del control interno gen ABL-1 tipo cualitativo (Kit de PCR Novagen®)

Metodologia:

Efectuar descontaminacion de superficies, materiales y equipo a utilizar con alcohol al 5%

seguido de etanol al 98% y posteriormente con DNA Away® Molecular BioProducts, Inc.

(MBP®)

Colocar los componentes para que se descongelen en hielo.

Preparar master mix 1X

Cuadro 3. Receta para determinacion del control interno gen ABL-1

Reactivos Ci (6 1X

H,O0-DEPC - -—-- 6.9

Amortiguador 10X 10X 1X 1.25
dNTP mix (10 mM) 2.5 mM 0.2 mM 1

MgCl, (25 mM) 25 mM 2.5 mM 1.25

PF 5uM 0.2 puM 0.5

PR 5uM 0.2 uM 0.5

Taq Gold (5U/uL)% 5U/uL 05U 0.1
ADNe e 1

Volumen total por reaccion 12.5 pl

& Debe mantenerse en hielo hasta su utilizacion

NOTA: es importante calcular un exceso de master mix para el volumen que se pierde por las

transferencias.

1v.

V.

Mezclar master mix y colocar en hielo.

Preparar termociclador (Mastercycle gradient Eppendorf ®) con los parametros siguientes:
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Cuadro 4. Programa de PCR para control interno gen ABL-1

Procesos Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 95 °C 9 minutos 1
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos
Hibridacion 60.5 °C 1 minuto 30
Extension 72 °C 1 minuto
Extension Final 72 °C S minutos 1

vi. Colocar en termociclador e iniciar ciclos de incubacion.
Vii. Preparar gel de agarosa al 1.5%.

viil. Mezclar 8 ml del producto de PCR con 1 pl de solucion de carga (Load Dye)
iX. Correr en gel de agarosa al 1.5% en solucion TAE 10X de forma paralela a un marcador de
100 bp (pares de bases) por 1 hora a 85 V (Voltios).
X. Visualizar gel en transiluminador y tomar fotografia de la corrida.

xi. Se evaluaran los resultados segin los siguientes hallazgos:

Tabla 8. Productos de PCR del control interno gen ABL-1

Producto Hallazgo
ADNg ~800pb
ADNc ~270pb

En donde el producto de interés corresponde al ADNc

Fuente: Artigas, C., Melo, A., Roa, J., Péez, E. Vittini, C., Arriagada, M. et al., (2002). Deteccion de secuencias del
gen BCR-ABL mediante RT-PCR en pacientes con leucemia en la IX Region: Chile. Revista Médica de Chile,
130(6), 623-630.

8. PCR para la deteccion de la traslocacion BCR-ABL tipo cualitativo (Kit de PCR Novagen®)

a. Metodologia:

i Efectuar descontaminacion de superficies, materiales y equipo a utilizar con alcohol al 5%
seguido de etanol al 98% y posteriormente con DNA Away® Molecular BioProducts, Inc.
(MBP®)

il. Colocar los componentes para que se descongelen en hielo.
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1ii. Preparar master mix 1X

Cuadro 5. Receta de la primera fase de PCR para determinacion de translocacion

BCR-ABL
Reactivos Ci Cf 1X
H,O-DEPC - -—-- 14.3
10X Buffer 10X 1X 2.5
dNTP mix (10 mM) 2.5mM 1 mM 1
MgCl, (25 mM) 25 mM 0.1 mM 1
CML-C 5uM 0.3 uM 1.5
CML-D 5uM 0.4 uM 2
ALL-C 5uM 0.1 uM 0.5
Taq Gold (5 U/uL)% 5U/uL 1U 0.2
ADN e e 2
Volumen total por reaccion 25 nl

& Debe mantenerse en hielo hasta su utilizacion

NOTA: es importante calcular un exceso de master mix para el volumen que se pierde por las

transferencias.
Xii. Mezclar master mix y colocar en hielo.
xiii. Preparar termociclador Mastercycle gradient Eppendorf ® con los parametros siguientes:

Cuadro 6. Programa de la primera fase de PCR para determinacion de translocaciéon

BCR-ABL
Procesos Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 °C 6 minutos 1
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos
Hibridacion 60 °C 1 minuto 30
Extension 72 °C 1 minuto

Extension Final 72 °C 5 minutos 1
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Xiv. Colocar en termociclador e iniciar ciclos de incubacion.
XV. De la muestra obtenida en la primera fase efectuar dilucion 1:100 tomando 25 pL de muestra
de la primera fase y 24.75 uL de H,O-DEPC.

XVi. Iniciar segunda reaccion de PCR, preparando master mix 1X siguiente:

Cuadro 7. Receta de la segunda fase de PCR para la determinacion de translocacion

BCR-ABL

Reactivos Ci Cf 1X
H,O-DEPC - - 10.75

10X Buffer 10X 1X 2.5
dNTP mix (10 mM) 2.5mM 1.35mM 1.35

MgCl, (25 mM) 25 mM 0.15 mM 1.5

CML-A 5uM 0.5 uM 2.5
CML-B 5uM 0.67 uM 3.35
ALL-A 5uM 0.17 uM 0.85

Taq Gold (5 U/uL)# SuU/uL 1U 0.2

ADN - e 2
Volumen total por reaccién 25

& Debe mantenerse en hielo hasta su utilizacion

NOTA: es importante calcular un exceso de master mix para el volumen que se pierde por las

transferencias.
XVil. Mezclar master mix y colocar en hielo.
XViii. Preparar termociclador Mastercycle gradient Eppendorf ® con los parametros siguientes:

Cuadro 8. Programa de la segunda fase de PCR para la determinacion de translocacién

BCR-ABL
Procesos Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 95°C 5 minutos 1
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos
Hibridacion 55°C 1 minuto 30
Extension 72 °C 1 minuto

Extension Final 72 °C 7 minutos 1
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XiX. Preparar gel de agarosa al 2%.
XX. Mezclar 8 pl del producto de PCR con 1 pl de solucién de carga (Load Dye)
XXI. Correr en gel de agarosa al 1.5% en solucion TAE 10X de forma paralela a un marcador de
100bp (pares de bases) por 1 hora a 85V (Voltios).
XXil. Visualizar gel en transiluminador y tomar fotografia de la corrida

XXii. Se evaluaran los resultados segun los siguientes hallazgos:

Tabla 9. Productos de PCR de la translocacion BCR-ABL

Traslocaciéon Transcrito Peso molecular (bp)
p210 (b3:a2) 304
1(9;22) p210 (b2:a2) 234
p190 (el:a2) 196

Fuente: Cerveira, Ferreira, Doria, Veiga, Mariz et al., 2000

Figura 7. Productos de reaccion de RT-PCR para la determinacion de los transcritos de BCR-

ABL

Fuente: Datos experimentales
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D. Disefio de investigacion

1.  Tipo de estudio

- Descriptivo de corte transversal

2. Tipo de Muestreo

- No probabilistico, por conveniencia.

Se selecciond por conveniencia en funcidon de la investigacion pacientes con diagnostico de
LMC o LLA-B BCR-ABL positivos, originarios de Guatemala referidos a INVEGEM hasta
completar la cuota de 40 pacientes. La seleccion de pacientes se efectud en dos fases. En la fase
primaria se delimité el universo de trabajo seleccionando pacientes con LMC o LLA-B que por
técnicas moleculares resultaran ser BCR-ABL positivos. La fase secundaria comprendio la seleccion
de la muestra para la investigacion, tomando en cuenta los criterios de inclusion y exclusion

presentados en el estudio.

3. Analisis de datos

El analisis se realiz6 de forma descriptiva. Todas las variables clinico demograficas del
estudio se clasificaron en variables cualitativas (aquellas a las que se les expresa un valor que no es
cantidad) y cuantitativas (aquellas a las que pueden medirse numéricamente). Al término de la fase
de captura de datos, los mismos fueron ingresados y analizados por el software de gestion
estadistica SPSS version 14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) para su analisis bajo un enfoque
simple univariado para las cuales se determin6 la frecuencia, porcentajes y cruce de variables de
interés haciendo uso de tablas de contingencia (como género, grupo etareo, procedencia y recuento
plaquetario) en base al tipo de leucemia y tipo de transcrito patologico expresado. Se determind la
relacion entre variables de interés empleando la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis y se
efectuaron comparaciones pareadas con la prueba de Mann Whitney para establecer la significancia
estadistica entre ambas. Resultados con un P<0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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VIII. RESULTADOS

La determinacion de los transcritos de fusion del gen quimérico BCR-ABL en muestras de
médula 6sea de pacientes con LMC y LLA-B analizadas por la técnica de RT-PCR permiti6 la
deteccion y diferenciacion de los transcritos b3a2 (304 pb), b2a2 (234 pb) y ela2 (190 pb) (Figura
7). La frecuencia de expresion del gen quimérico BCR-ABL en 35 muestras de médula 6sea es de
10 (29%) en pacientes con LLA-B y de 25 (71%) en pacientes con LMC, mientras que la frecuencia
de expresion de los diferentes transcritos de fusion en ambos tipos de leucemia es de 4 (11%) para
la expresion de ela2, 15 (43%) para b2a2 y 15 (43%) para b3a2, con una frecuencia de coexpresion

representada por el transcrito b2a2/b3a2 en uno de los casos (3%) (Anexo 5).

De los 40 pacientes reclutados en el presente estudio, cinco fueron eliminados debido a que
los pacientes se encontraban en farmacoterapia con mesilato de imatinib (inhibidor de la expresion
del gen de BCR-ABL) al momento de la toma de muestra, lo cual afect6 la sensibilidad del PCR
cualitativo para la deteccion de los transcritos del gen BCR-ABL imposibilitando el establecimiento

de la frecuencia del tipo de transcrito debido a las metodologia empleada.

Se establecio la relacion entre la frecuencia de los transcritos del gen quimérico BCR-ABL y
el tipo de leucemia asociada a sus caracteristicas demograficas y recuento plaquetario, encontrando

como principales caracteristicas en la poblacion de estudio las descritas a continuacion.

La relacion LMC/LLA fue de 2.5:1 (25 pacientes con LMC y 10 con LLA-B) respecto a la
expresion del gen quimérico BCR-ABL. En cuanto al tipo de leucemia se encontrd predominio del
transcrito de fusion ela? en muestras con LLA-B contrario a las muestras con LMC las cuales

presentan mayor heterogeneidad expresandose con mayor frecuencia los transcritos b2a2 (31%) y

b3a2 (37.3%) (Cuadro 9).

La distribucion de la frecuencia en base al género demuestra una relacion
masculino/femenino de 1.9:1 (23 hombres y 12 mujeres), observandose predominancia del género
masculino respecto al femenino en la expresion del gen quimérico BCR-ABL. No se observo
diferencia significativa (p=0.612) en la expresion del tipo de transcrito respecto a la variable de

género (Cuadro 9 y Anexo 5)
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Cuadro 9. Frecuencia de los transcritos de fusion de BCR-ABL en base al género en pacientes con LLA

y LMC por RT-PCR

Parametro LLA LMC Total de Casos
Tipo de Transcrito n* (M/F) M/F % n* (M/F) M/F % n* (%)
ela? 4 (2/2) 5.5/5.5 0 (0/0) 0/0 4 (11%)
b2a2 4 (4/0) 12/0 11 (5/6) 14/17 15 (43%)
b3a2 2(1/1) 2929 13(10/3) 28.7/8.6 15 (43%)
b2a2/bh3a2 0 (0/0) 0/0 1 (1/0) 3/0 1 (3%)
Total 10 (7/3) 20.4/8.4 25(16/9) 45.7/25.6 35 (100%)

* =Numero de Casos, M= Masculino, F = Femenino

Fuente: Datos experimentales

El promedio de edad es de 14+15.83 afios para LLA y de 40+18.05 afios para LMC con
una media global que corresponde a 33+£21.05 afios. Respecto al tipo de transcrito es posible
observar una diferencia significativa (p=0.022) en la expresion del gen quimérico de BCR-ABL en
relacion al grupo etario, mostrando un incremento en la incidencia del transcrito €la2 en pacientes
menores de 18 afios (7+0.82 afios), contraria a pacientes que exhiben el transcrito b2a2 (40+24.24
afios), b3a2 (32+15.46) y la coexpresion de b2a2/b3a2, los cuales muestran un pico de incidencia

en el grupo etareo de los 30 a los 40 afnos (Gréaficas 1y 2).

Grafica 1. Piramide poblacional de pacientes positivos para el gen quimérico BCR-ABL

Fuente: Datos experimentales

Grafica 2. Distribucién del grupo etario en base al tipo de transcrito de BCR-ABL en pacientes con

LLA y LMC
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Fuente: Datos experimentales

La distribucion del recuento plaquetario demuestra una diferencia significativa segun el tipo
de transcrito patologico expresado (p= 0.012). Se encontraron recuentos plaquetarios por debajo del
recuento normal (150,000-400,000 cel/mm?) para el transcrito ela2 (8,895+6,641 cel/mm’) en
relacion a los transcritos b2a2 (199,806+163,437 cel/mm’) y b3a2 (16,2267+91,257 cel/mm”) los
cuales se encuentran dentro del rango de normalidad (Almaguer, 2003). Asi mismo se establecieron
comparaciones pareadas entre ambos tipos de transcritos no encontrando diferencias significativas
entre b2a2 y b3a2 (p=0.604), a diferencia de las comparaciones realizadas entre ela2 y b2a2
(p=0.009) o ela?2 y b3a2 (p=0.004) los cuales presentan una diferencia estadisticamente
significativa (Anexo 5). Se detectaron recuentos plaquetarios elevados en LMC en comparacion a
los recuentos detectados en LLA-B, cuyos recuentos se encuentran por debajo del limite inferior

normal (Grafica 3).

Referente al paciente con LMC que presentd coexpresion de los transcritos b2a2/b3a2, la
cuenta plaquetaria se encontrd por encima del rango normal (1,108,000 cel/mm?) y el porcentaje de
leucocitos fue de 32,900 cel/mm? con 10.7 g/dl de hemoglobina (Anexo 5).

Grafica 3. Distribucién del recuento plaquetario en base al tipo de transcrito de BCR-ABL y tipo de

leucemia expresado
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------- Limite superior e inferior normal (150,000-400,000/mm?)

Fuente: Datos experimentales

En relacion a la distribucion de BCR-ABL respecto a las regiones geograficas
metropolitana, norte, nororiente, suroriente, central, suroccidental, noroccidental y Petén se observo
que la zona suroccidental presenta la mayor frecuencia de expresion en ambos tipos de leucemia
(LLA-B =40% y para LMC=24%) seguida de la region metropolitana con una frecuencia que
corresponde al 10% en LLA-B y del 28% en LMC (Grafica 4).

Para la LLA-B el transcrito b2a2 y ela2 representan la mayoria de casos evaluados
perteneciendo a las regiones nor y suroccidentales, no encontrando ningtin caso de estudio en las
regiones norte, nororiente, suroriente y Petén. Por el contrario para las LMC el transcrito b2a3 y
b3a2 representan la totalidad de los casos como se mencionaba anteriormente predominando su
expresion en la region metropolitana y suroccidental sin ningun hallazgo en la region nororiental y

con una baja frecuencia en las demas regiones geograficas de Guatemala (Grafica 5y 6).

Grafica 4. Porcentaje de expresion del gen quimérico BCR-ABL en pacientes con LLA y LMC

por region geogrifica de Guatemala

Fuente: Datos experimentales
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Grafica 5. Frecuencia de los distintos tipos de transcritos de BCR-ABL en pacientes con LLA

en relacion a la region geografica de Guatemala

Fuente: Datos experimentales

Grafica 6. Frecuencia de los distintos tipos de transcritos de BCR-ABL en pacientes con LMC

en relacion a la region geografica de Guatemala

Fuente: Datos experimentales

IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Existe una fuerte relacion entre el tipo de transcrito de fusion del gen BCR-ABL y el

BCR-ABL
0

fenotipo de leucemia. El transcrito ela2 que transcribe una proteina de 190kD (p19 ) es

caracteristico de pacientes con LLA-B, mientras que los transcritos b3a2 y/o b2a2 que codifican
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para una proteina de 210kD (p210®“®**BY) son considerados marcadores genéticos de la LMC (van

Rhee et al., 1996).

El presente estudio permitié establecer en la poblacion leucémica guatemalteca la
predominancia del transcrito €la2 en pacientes con LLA-B y de b2a2 o b3a2, asi como su

coexpresion (b2a2/b3a2) en pacientes con LMC.

De acuerdo a los resultados obtenidos se determind la frecuencia de expresion del gen
quimérico BCR-ABL es de 10 (29%) en pacientes con LLA-B y de 25 (71%) en pacientes con LMC,
mientras que la frecuencia de expresion de los distintos transcritos en ambos tipos de leucemia
presentan una baja frecuencia en la expresion del transcrito ela2 (11%) respecto a la frecuencia de

expresion de los transcritos b2a2 (43%) y b3a2 (43%).

La coexpresion de ambos transcritos b2a2 y b3a2 es detectable unicamente en un
porcentaje minoritario de pacientes leucémicos, siendo reportados en otros estudios del 1.4% al
11% de la poblacion leucémica (Henegariu et al., 1997). Estos datos concuerdan con los resultados
obtenidos en la presente investigacion, en la cual la frecuencia de coexpresion de b2a2/b3a2 fue del
3%.

No se reporto ningan caso de coexpresion entre p190 (ela2) y p210 (b2a2 y b3a2). No
obstante, otros estudios demuestran que p190 no esta restringida tinicamente a pacientes con LLA y
existen reportes de pacientes con LMC en crisis blastica en los cuales se reporta la coexpresion de
p190 y p210 en mas del 70% de los casos, la cual se explica debido a la presencia de multiples
lineas celulares con diferente expresion de los transcritos de fusion del gen BCR-ABL y/o debido al
mecanismo de corte y empalme alternativo durante su formacion transcripcional (Adler et al., 2009;
Balatzenko et al., 2001; van Rhee et al., 1996; Lichty, Keating, Callum, Yee, Croxford et al., 1998;
Perego et al., 2000).

La distribucion de la frecuencia de BCR-ABL respecto a la variable de género muestra un
mayor grado de expresion en el género masculino sin diferencia significativa (P=0.612) respecto al
tipo de transcrito. Referente al grupo etareo se observa una tendencia poblacional que muestra dos
picos de incidencia, los cuales corresponden de los 30 a 40 afios en pacientes con LMC que

expresan los transcritos b2a2 y b3a2 y de los 5 a los 10 afios en pacientes con LLA-B que expresan
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el transcrito ela2. Estas caracteristicas demograficas se presentan acorde al fenotipo de leucemia

que se exhibe y son similares a resultados obtenidos en otros estudios (van Rhee et al., 1996).

Es importante establecer la relacion existente entre la expresion del tipo de transcrito del
gen quimérico BCR-ABL vy la actividad trombopoyética, debido a que el incremento de la actividad
plaquetaria influye en el curso de la enfermedad y se asocia clinicamente a una menor sobrevida.
Asi mismo se ha encontrado que la expresion de los transcritos b3a2 y b2a2 presentan un
comportamiento bioldgico diferente producto de la generacion de sus puntos de rotura (Mills et al.,
1991; Dobrovic et al., 1990). El analisis de la relacion existente entre la frecuencia de expresion de
los transcritos patologicos del gen quimérico BCR-ABL y los recuentos plaquetarios demostré una
diferencia significativa (p= 0.012). Segun lo esperado, se encontrd que los recuentos plaquetarios

con LMC son mas altos en comparacion con recuentos de pacientes con LLA-B.

La expresion del transcrito ela? se encuentra relacionada a una actividad trombopoyética
apreciablemente menor (8895+6641 cel/mm?) respecto al rango normal esperado, mientras que la
expresion del transcrito b2a2 se encontr6 asociada a valores superiores (199806+163437 cel/mm?)
con respecto al rango normal (150,000-400,000 cel/mm?) (Almaguer, 2003). Los datos reportados
difieren de aquellos obtenidos en otros estudios, en los cuales pacientes con el transcrito b3a2
poseen conteos plaquetarios elevados en comparacion con los presentados por pacientes con b2a2
(Balatzenko et al., 2011; Bianchi et al., 1995; de Lemos et al., 2005; Martita et al., 1989; Perego et
al., 2000). Sin embargo, otros estudios estudios no establecen una relacion significativa entre el
recuento plaquetario y el tipo de transcrito patologico del gen quimérico BCR-ABL (Shepherd et al.,
1992; Rozman et al., 1995)

Una de las razones por las cuales podria explicarse la diferencia entre los resultados
obtenidos en esta investigacion respecto a otros estudios efectuados, es la seleccion de la muestra.
En el presente estudio el tamafio de la poblacion leucémica guatemalteca con esta patologia es poco
significativo en comparacion a estudios efectuados en otros paises, los cuales poseen muestras
poblacionales estadisticamente representativas. Esto les permitié la utilizacion de pruebas
estadisticas mas robustas para establecer la relacion causal entre el tipo de transcrito patoldgico

expresado y el incremento de la actividad trombopoyética.
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Al igual que otros estudios efectuados no existe diferencia significativa entre el tipo de
transcrito y el nivel de hemoglobina (p=0.135) (Opalka et al., 1992; Perego et al., 2000; Rozman et
al., 1995; Shepherd et al., 1992). Sin embargo, los valores obtenidos se encuentran por debajo del
recuento de normalidad hemoglobinica establecida tanto para hombres como para mujeres (12 a 16
g/d para el género femenino y de 14 a 18 g/dl en el masculino) (Almaguer, 2003). Se ha observado
que la disminucion del recuento de hemoglobina en pacientes leucémicos se debe al incremento
descontrolado de células sanguineas inmaduras que originan descensos en los recuentos de las
lineas celulares hematopoyéticas encargadas de la produccion de células maduras, siendo esta la
posible explicacion de la anemia encontrada en los pacientes leucémicos evaluados (Benjamin et al.,
2004).

No fue posible establecer una relacion estadisticamente significativa entre la frecuencia de
expresion de los diferentes transcritos del gen quimérico BCR-ABL y su hallazgo en las diversas
regiones geograficas de Guatemala (metropolitana, norte, nororiente, suroriente, central,
suroccidental, noroccidental y Petén) (p=0.798). Sin embargo se observd que la region
suroccidental presenta la mayor frecuencia de aparicion en ambos tipos de leucemia (LLA-B=40%

y para LMC= 24%) seguida de la regiéon metropolitana (LLA-B= 10% y en LMC= 28%).

Estudios efectuados en diferentes regiones geograficas establecen diferencias significativas
entre la frecuencia de expresion de los reordenamientos del gen quimérico BCR-ABL. Se han
reportado diferentes porcentajes de expresion de las frecuencias de b3a2 en comparacion con b2a2
en diversos estudios realizados en pacientes con LMC. Segun lo reportado en estos estudios, la
distribuciéon de la frecuencia del tipo de transcrito patologico expresado de BCR-ABL en
poblaciones occidentales es del 40% para la expresion de b2a2 y del 60% para la expresion de
b3a2, con una coexpresion de b2a2/b3a2 del 5% al 10%. Asi mismo, estudios efectuados en
poblaciones orientales revelan frecuencias de expresion del 60% para b3a2 y del 30% para b2a2,
con una coexpresion de b2a2/b3a2 del 2% al 5%, observandose diferencias significativas en la
expresion de b3a2 respecto a b2a2 en ambos grupos poblacionales (Tabla 2) y un incremento de la
frecuencia de la expresion de b3a2 respecto a la frecuencia de expresion de b2a2.
Comparativamente podemos observar que la poblacion leucémica guatemalteca con esta patologia
no presenta diferencias entre la frecuencia de expresion de los transcritos b2a2 con respecto a b3a2

(Cuadro 9y 10).
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Se detectd que la frecuencia de expresion de los transcritos patologicos de BCR-ABL en la
poblacion leucémica guatemalteca concuerda a la reportada en paises latinoamericanos como
México (Arana et al., 2002; Rosas et al., 2003; Meza et al., 2007; Ruiz-Arguelles et al., 2004), para
los cuales la distribucion de la frecuencia de los transcritos de BCR-ABL se encuentra en el rango de
40% al 50% tanto para la expresion de b2a2 como para b3a2 y con una coexpresion de b2a2/b3a2
del 5% al 10% (Tabla 2). No obstante existen diferencias en la frecuencia de expresion con otros
reportes tales como los obtenidos en Ecuador, donde la frecuencia reportada para el transcrito b2a2

es del 95% mientras que se detecta un 5% para el transcrito b3a2 (Paz et al., 2002).

Se encontro que estudios efectuados en diferentes regiones geograficas del mundo en
pacientes con LLA-B coinciden con la frecuencia reportada en la poblacion leucémica guatemalteca
con esta patologia detectandose en el 100% de pacientes con LLA-B la expresion del transcrito

patologico ela2 (Paz et al., 2002; Melo, 1996; Hermans et al., 1987).

El presente estudio permitio la determinacion de la frecuencia de los distintos transcritos del
gen quimérico BCR-ABL, encontrandose que la poblacion guatemalteca con esta patologia
manifiesta una expresion similar a la encontrada en poblaciones latinoamericanas (b2a2 y b3a2=
40-50%) la cual difiere a las reportadas en poblaciones occidentales y orientales (caucdasicos y
asiaticos) debido a que en dichos estudios se reporta frecuentemente una diferencia significativa
entre la frecuencia de expresion de b2a2 comparado con la expresion de b3a2 en pacientes con
LMC. Asi mismo, dichos estudios reportan que la frecuencia de la expresion de b3a2 es
apreciablemente mayor respecto a la frecuencia de expresion del transcrito b2a2. Esto sugiere que la
poblacion leucémica guatemalteca con esta patologia presenta una conducta bioldgica diferente a
las poblaciones asiaticas y caucasicas producto de la variabilidad genética entre poblaciones como
posible explicacion para las diferencias observadas entre los pacientes guatemaltecos y los estudios
realizados en otras regiones geograficas del mundo (Eisenberg et al., 1988; Lee et al., 1989; Paz-y-
Mino et al., 2002; Emad et al., 2010; Arana- Trejo et al., 2002; Melo, 1996; Hermans et al., 1987).
Esta informacion es una contribucion importante para la realizacion de la caracterizacion genética

de la poblacion leucémica del pais con esta patologia.

X. CONCLUSIONES
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La frecuencia de expresion del gen quimérico BCR-ABL encontrada en Guatemala es de 29%

en pacientes con LLA-B y de 71% en pacientes con LMC.

La frecuencia de expresion de los distintos transcritos del gen quimérico de BCR-ABL en
pacientes guatemaltecos con LMC y LLA-B es de 11% en pacientes que expresan el
transcrito ela2 y de 43% en pacientes que presentaron el transcrito b2a2 y b3a2, con una

frecuencia de coexpresion del 3% representada por los transcritos b2a2/b3a2.

La frecuencia de expresion de los transcritos de BCR-ABL en pacientes guatemaltecos con
LMC concuerda con la reportada en estudios efectuados en paises latinoamericanos cuya
poblacion es mayoritariamente mestiza (b2a2 y b3a2= 40-50%) y difiere a la reportada en
poblaciones caucasicas y asiaticas en los cuales se reportan diferencias significativas entre la
frecuencia de expresion del transcrito b2a2 (30-40%) comparado con la expresion de b3a2

(50-60%).

El grupo etario al cual corresponde la expresion de los diferentes transcritos del gen
quimérico BCR-ABL en pacientes con LMC (b2a2 y b3a2) se encuentran en el rango de edad
de los 30 a los 40 aflos mientras que pacientes con LLA-B (ela2) pertenecen a las edades de

los 5 alos 10 afios.

La presencia de los transcritos de fusion del gen quimérico BCR-ABL incrementa la actividad

trombopoyética en pacientes con LMC.

XI. RECOMENDACIONES
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Establecer en la poblacion leucémica guatemalteca la expresion de los transcritos del gen
quimérico BCR-ABL por medio de la técnica molecular QRT-PCR con el fin de determinar la
frecuencia de su expresion en pacientes con LMC y LLA-B que presenten recuentos de

cromosoma Filadelfia no detectables por metodologias convencionales.

Investigar el impacto del tipo de transcrito de BCR-ABL expresado en la sobrevida de
pacientes guatemaltecos con LLA-B y LMC para el monitoreo de la enfermedad minima

residual.
Evaluar la correlacion de BCR-ABL respecto a las regiones geograficas de Guatemala para

poder determinar si existe alguna relacion causal entre su expresion y sus factores

desencadenantes.
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XIII. ANEXOS

Anexo 1. Hoja de Consentimiento

Sefiores
Instituto Nacional de Genética y Enfermedades Metabolicas- INVEGEM-

Fundacion Rozas Botran

Estimados Sefiores:

Por este medio yo,

(Nombres y apellidos) con cédula de vecindad No. de Orden: y de Registro:

informo que recibi informacion por el médico de la

realizacion del examen de médula 6sea y de los procedimientos que se realizaran para la
obtencién y procesamiento de mi muestra. Autorizando que se realicen las pruebas
genéticas que el médico considere pertinentes para la deteccion del gen BCR-ABL como
parte del proyecto de investigacion “Deteccion de los transcritos de fusion de BCR-ABL
(ela2, b2a2 y b3a2) por RT-PCR en muestras de médula ésea procedentes de pacientes
con leucemia mieloide cronica (LMC) y leucemia linfoblastica aguda tipo B (LLA-B)”

a fin de que se diagnostique la presencia o ausencia de dicho gen.

Sin otro particular quedo de ustedes atentamente

Firma del paciente:

Firma del médico:

Fecha:
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Anexo 2. Hoja de Asentimiento

Sefiores

Instituto Nacional de Genética y Enfermedades Metabolicas- INVEGEM-
Fundacion Rozas Botran

Estimados Sefores:

Por este medio yo,

(Nombres y apellidos) con cédula de vecindad No. de Orden: y de Registro:

informo que recibi informacién por el médico de la

realizacion del examen de médula 6sea y de los procedimientos que se realizaran para la
obtencion y procesamiento de la muestra, para establecer el diagnostico del paciente.
Autorizando que se realicen las pruebas genéticas que el médico considere pertinentes a mi

hijo(a): para la deteccion del gen

BCR-ABL como parte del proyecto de investigacion “Deteccion de los transcritos de
fusion de BCR-ABL (ela2, b2a2 y b3a2) por RT-PCR en muestras de médula ésea
procedentes de pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC) y leucemia
linfoblastica aguda tipo B (LLA-B)” a fin de que se le diagnostique si tiene o no dicho
gen.

Sin otro particular quedo de ustedes atentamente

Firma de los padres y/o responsable:

Firma del médico:

Fecha:
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Section 1.01

IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Nombre de paciente

Iniciales del paciente

Codigo del paciente

Fecha de toma de muestra

Section 1.02 DATOS DEMOGRAFICOS

Edad

Género

Masculino

[ ]

Femenino |:|

Lugar de Nacimiento
(Procedencia)

Section 1.03

INFORMACION CLINICA

Antecedentes Clinicos

Familiares
Clasificacion de leucemias |:| LLA-B' LMC?
segiin FAB
Estado de la Enfermedad Nuevo Seguimiento Recaida Remision
Fecha de diagnostico /] /] / / /]
DATOS Recuento de Leucocitos:
HEMATOLOGICOS Recuento de Plaquetas:
ACTUALES Nivel de Hemoglobina:
LLA' LMC?
BCR-ABL, t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL, t(9;22)(q34;q11)
MARCADORES el:a2 el:a2
GENETICOS Tipo  de i Tipo de i
transcrito b2:a2 transcrito b2:a2
atologico atologico
P & b3:a2 P s b3:a2
INTERPRETACION DE
LOS MARCADORES
GENETICOS
CLAVE 1: Leucemia linfobléstica aguda 2: Leucemia mieloide crénica




Anexo 4. Extraccion de linfocitos (Ficoll-Paque Premium ®- GE Healthcare Bio

Sciences AB  Bjorgatan , Sweden)

JULIATI NELTETEN

- Suspension
Celular Plasma

= Células
mononucleares
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Anexo 5. Caracteristicas clinicas del paciente relacionadas en base al tipo de transcrito

de BCR-ABL en pacientes con LLA y LMC por RT-PCR

Parametro ela? b2a2 b3a2 P&
Numero de Casos n (%) 4 (11%) 15 (43%) 15 (43%)
#cla2 yb2a2 P=0.010" #b2a2 y b3a3 P= 0.369” #ela2 y b3a2 P=0.001'  0.004'
Género 0.6127
Femenino (F) 2 (5.5%) 6 (17%) 4 (11.5%)
Masculino (M) 2 (5.5%) 9 (26%) 11(31.6%)
Edad (afios) #cla2 yb2a2 P=0.028" #b2a2 y b3a3 P= 0.221 #ela2 y b3a2 P=0.009'  0.022'
Media + SD 7+0.82 40 £24.24 32+ 1546
Mediana (rango) 7 (6-8) 46 (4-81) 34 (4-64)
Coeficiente de variacion 0.12 0.61 0.48
Plaquetas (150,000-400,000 cel/mm?3) #ela2yb2a2 P=0.009" #b2a2y b3a3 P= 0.604 #ela2 y b3a2 P=0.004'  0.012
Media £ SD 8,895 + 6,641 199,806 + 163,437 162,267 + 91,257
Mediana (rango) 7,970 (2,000-18,000) 184,000 (1,069-516,000) 143,000 (10,000-316,000)
Q1 (25) 3,415 430,000 109,000
Q2 (50) 7,970 184,000 143,000
Q3 (75) 15,570 342,000 234,000
Coeficiente de variacion 0.74 0.82 0.56
Leucocitos (4,500-10,500 cel/mm?) 0.079”
Media + SD 119,423 + 37,043 124,073 + 158,099 22,384 + 48,534
Mediana (rango) 124,845 (73,000-155,000) 60,310 (1,050-567,740) 6,170 (1,500-185,000)
Coeficiente de variacion 0.31 1.27 2.17
Hemoglobina (F=12-16 y M=14-18 g/dI) 0.135%
Media + SD 8.20 =4.00 9.95+2.85 11.96 £3.36
Mediana (rango) 8.95 (2.7-12.2) 10.3 (5.6-15.8) 11.6 (5.8-19.1)
Coeficiente de variacion 0.49 0.29 0.28

¢ = Prueba Mann Whitney & = Prueba Kruskal Wallis 1 = Diferencia Significativa 2 = Diferencia no significativa

Fuente: Datos experimentales



