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RESUMEN

La t(9;22)(g34;911) constituye el marcador genético de la leucemia mieloide crénica y ocasiona un gen quimérico
BCR/ABL que constituye un marcador para el monitoreo de enfermedad minima residual después de trasplante de
médula 6sea. La técnica de RT-PCR ha sido ampliamente usada para el monitoreo de MDR postrasplante de mé-
dula 6sea en leucemia mieloide crénica. Nosotros reportamos el seguimiento citogenético y molecular de 15 pacien-
tes con leucemia mieloide crénica y trasplante alogénico de médula 6sea. Todos los pacientes fueron positivos por
citogenética y RT-PCR para el cromosoma Ph+y el rearreglo BCR/ABL antes del trasplante. En el seguimiento, diez
casos estan en remisién completa (RC) y son negativos para el transcrito BCR/ABL por mas de 12 meses. Cinco
pacientes fueron positivos durante el seguimiento para BCR/ABL; tres de ellos tuvieron recurrencia de la enferme-
dad, uno falleci6 por recaida y el otro recibié infusion de linfocitos del donador como medida de soporte y actual-
mente esta en remisién completa. Nosotros concluimos que el analisis citogenético es de valor limitado e
insuficiente en el monitoreo postrasplante de médula ésea; en cambio el RT-PCR proporciona informacion mas pre-
cisa de la carga tumoral residual en leucemia mieloide crénica postrasplante de médula 6sea. El significado pronés-
tico de la deteccién BCR/ABL cualitativa puede ser complementada con ensayos cuantitativos como el RT-PCR
competitivo y de esta forma beneficiar a los pacientes con una intervencién terapéutica oportuna.

Palabras clave: Leucemia mieloide crénica, enfermedad minima residual,
trasplante de médula 6sea, cromosoma Filadelfia.

ABSTRACT

The genetic hallmark of chronic myelogenous leukemia (CML) is the t(9;22)(q34,;q11), this gene fusion leads to the
expression of chimeric BCR/ABL messenger RNA (mRNA), this marker is an attractive target for monitoring minimal
residual disease (MDR) after bone marrow transplantation (BMT). The RT-PCR assays has become widely used for
monitoring MDR after BMT for CML. We reported the cytogenetic and molecular findings in follow-up samples from
15 CML patients undergoing BMT. All 15 patients investigated before BMT by cytogenetic and RT-PCR were posi-
tive for Ph1l chromosome and BCR/ABL transcripts. Ten patients in complete remission presented for >12 month
BCR/ABL transcript negative and karyotype normal. In five patients the RT-PCR nested for BCR/ABL were positive,
three developed disease recurrence, one died by relapse, the other case with BCR/ABL+ for >12 months received
donor lymphocyte infusion (DLI), then he has complete remission. We concluded that cytogenetic analysis is limit-
ed and insufficient in the monitoring of BMT and the RT-PCR provide reliable information on residual tumor burden
in CML patients with BMT. The prognostic significance of a qualitative BCR/ABL can be refined by quantitative as-
says and this may target patients who would benefit from early intervention therapeutic.

Key words: Chronic myelogenous leukemia, minimal residual disease,
bone marrow transplantation, Philadelphia chromosome.
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INTRODUCCION

La leucemia mieloide cronica (LMC) se caracteriza
por presentar el cromosoma Filadelfia (Ph') produc-
to de la t(9;22)(g34;q11). La consecuencia molecu-
lar de este rearreglo es la formacién del gen hibrido:
BCR/ABL.*? En LMC se producen dos tipos del gen
fusionado, dependiendo del punto de ruptura y son
b2a2y b3aZ2; la mayoria de los pacientes expresan
uno u otro tipo, pero en 7% de los casos se pueden
observar ambas formas.3

El grado de reduccién en la carga tumoral des-
pués de la terapia es un factor prondstico impor-
tante en pacientes con LMC. Esta respuesta al tra-
tamiento es medida en tres modalidades: 1) remi-
sién hematoldgica, cuando la cuenta celular y el
tamafio del bazo retornan a la normalidad; 2) res-
puesta citogenética es definida por la proporcion
de células con cromosoma Ph+ y 3) remisién mo-
lecular es la proporcion del gen BCR/ABL, del
transcrito o de la proteina quimérica, dependiendo
del método de deteccion usado. El analisis citoge-
nético ha sido considerado el estandar de oro para
evaluar la respuesta al tratamiento; sin embargo,
requiere de médula 6sea y es, por tanto, un méto-
do invasivo. Ademas de requerir células en meta-
fase, la sensibilidad del cariotipo es de 1 en 100,
por lo tanto su aplicacion al estudio de pacientes
con trasplante de médula 6sea (TMO) es limitada.
En cambio, el monitoreo molecular puede ser rea-
lizado en sangre periférica, siendo el RT-PCR la
técnica més sensible con una deteccion de una cé-
lula BCR/ABL+ en 1,000,000 células normales.*®

Después del TMO alogénico a menudo los pa-
cientes tienen niveles bajos del transcrito BCR/ABL
durante los primeros tres meses; esto debido a cé-
lulas residuales resistentes al régimen de acondi-
cionamiento. Se ha reportado que los pacientes en
los que la cantidad del rearreglo BCR/ABL se incre-
menta progresivamente y persiste por mas de seis
meses postrasplante de médula osea (pos-TMO)
tendran invariablemente recaida.”° La deteccién
oportuna del aumento del transcrito BCR/ABL per-
mite la aplicacidon de medidas terapéuticas de so-
porte como la infusion de linfocitos del donador, tra-
tamiento con interferones e inhibidores de tirocinci-
nasas, como el imatinib.

En este estudio reportamos el seguimiento cito-
genético y del rearreglo BCR/ABL por RT-PCR en
15 pacientes con LMC postrasplante alogénico de
meédula 6sea y correlacionamos con la evolucion
clinica.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes: Se estudiaron en el Servicio de Gené-
tica en colaboracién con dos hospitales del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), 15 pacientes
con LMC sometidos a TMO alogénico en busca de
enfermedad residual por técnicas citogenéticas y de
RT-PCR. Los quince casos tenian LMC en fase cro-
nica y recibieron TMO alogénico de un donador HLA
histocompatible. El promedio de edad fue 39 afios
(rango: 28-57), 11 hombres y cuatro mujeres; el tiem-
po de seguimiento pos-TMO fue de seis a 18 meses.
El régimen de acondicionamiento fue busulfan-ciclo-
fosfamida en todos los pacientes. En dos casos, el
donador fue de sexo opuesto al del paciente, por lo
gue en su seguimiento citogenético se reporta como
guimerismo mixto del donador y del paciente.

Métodos: Se trabajé con muestras de médula
Osea y/o sangre periférica; el cariotipo se realizo por
las técnicas habituales y analisis con bandeo
GTG.1112 Se determind el porcentaje de metafases
con cromosoma Ph+ y se define la respuesta citoge-
nética como: completa (0% Ph1), menor (35-90%
Ph+) y nula (90-100% Ph+).%2

La extraccion de ARN fue por el método de
Chomczynski'3, la sintesis de ADNc fue con trans-
criptasa reversa y la eficiencia de la reaccion se va-
loré amplificando los genes ABL y BCR como contro-
les internos.”!* El tipo de rearreglo BCR/ABL se
identificé por PCR multiple (multiplex) y anidado
(nested). En dos casos se realizé cuantificacion con
PCR competitivo usando diluciones seriadas de un
competidor homologo del tipo de transcrito BCR/ABL
de concentracion conocida. Se identifico el punto de
titulacion (punto en el cual el competidor y la muestra
problema se encuentran en la misma concentracion);
mediante analisis densitométrico en geles de agaro-
sa tefiidos con bromuro de etidio.”*4

En los casos con persistencia del transcrito BCR/
ABL en dos determinaciones seriadas y/o mas de
30% de cromosoma Ph+ en el cariotipo por consen-
so clinico, se consideré para la infusién de linfocitos
del donador y cuando el cariotipo presenté alteracio-
nes secundarias al Ph+ se comenz0 tratamiento con
quimioterapia e interferén.

RESULTADOS
Los resultados obtenidos del estudio citogenético y
por RT-PCR se incluyen en el cuadro I. En el carioti-

po pre-TMO todos los pacientes tenian t(9;22) en di-
ferentes porcentajes de 60 a 100% y sélo dos pa-
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cientes (casos 3 y 14) tenia alteraciones adicionales
al Ph+. En el estudio molecular del rearreglo BCR/
ABL fue positivo en todos los casos por RT-PCR ani-
dado con transcritos tipo b3a2 en nueve y b2a2 en
seis (Figura 1).

De los quince casos estudiados, 10 se encuen-
tran en remisiéon completa (RC) con mas de 12 me-
ses de seguimiento. Dos pacientes fallecieron, uno
a los 18 meses pos-TMO por neumonia y el otro a
los seis meses por enfermedad injerto contra hués-
ped; cabe sefialar que este ultimo era BCR/ABL po-
sitivo. Tres casos (13,14 y 15) tuvieron recaida he-

matoldgica con persistencia del cromosoma Ph+y
alteraciones adicionales, indicando evolucién a fase
blastica; actualmente reciben tratamiento con qui-
mioterapia e interferén. En los casos 2 y 11 el dona-
dor fue de sexo opuesto al del paciente y en el se-
guimiento citogenético presentaron quimerismo
mixto (QM) con presencia de metafases XX y XY;
en el resto de los casos el donador fue del mismo
sexo que el paciente.

Uno de los diez enfermos que estan en remision
completa (caso 8) a los 18 meses pos-TMO continla
positivo para el rearreglo BCR/ABL con cariotipo nor-

Cuadro |. Seguimiento citogenético y molecular por RT-PCR de
los pacientes con leucemia mieloide crénicay trasplante de médula 6sea al ogénico.

Ph” y BCR/ABL 3 meses 6 meses 9-12 meses > 18 meses Estatus
Caso pre-TMO pos-TMO pos-TMO pos-TMO pos-TMO clinico
1 Ph+ (60%) XY XY RC
B3a2+ BCR/ABL- BCR/ABL-
2 Ph+(100%) QM QM QM RC
B3a2+ BCR/ABL- BCR/ABL- BCR/ABL-
3 Ph+(100%)/AS XY XY XY RC
B2a2+ BCR/ABL- BCR/ABL- BCR/ABL-
4 Ph+ (100%) XY XY RC
B2a2+ BCR/ABL- BCR/ABL-
5 Ph+ (100%) Ph+ (95%) XX XX RC
B3a2+ B3a2+ BCR/ABL- BCR/ABL-
6 Ph+ (38%) Ph+ (75%) XY XY RC
B2a2+ B2a2+ B2a2+ BCR/ABL-
7 Ph+ (100%) XX XX RC
B3a2+ BCR/ABL- BCR/ABL-
8* Ph+ (100%) XX XX XX RC
B2a2+ B2a2+* B2a2+* B2a2+*
o* Ph+(80%) Ph+ (40%) XY Infusion LD XY RC
b3a2+ B3a2+* B3a2+* BCR/ABL-
10 Ph+(100%) Ph+(30%) Ph+(20%) XX RC
B3a2+ B3a2+ B3a2+ BCR/ABL-
11 Ph+ (100%) QM QM QM QM Fallecio
B2a2+ BCR/ABL- BCR/ABL- BCR/ABL- BCR/ABL- Neumonia
12 Ph+ (81%) NV XY Fallecio
B2a2+ B2a2+ B2a2+ EICH
13 Ph+ (90%) Ph+ (10%) Ph+ (50%) Ph+ (60%)/AS Tratamiento Recaida
B3a2+ B3a2+ B3a2+ B3a2+ Ara-C/INF
14 Ph+(80%)/AS Ph+ (20%) XY NV Ph+(50%)/AS Recaida
B3a2+ B3a2+ B3a2+ B3a2+ B3a2+ Trat. INF
15 Ph+(80%) Ph+(80%)/AS Recaida
B3a2+ B3a2+ Fase blastica

* Casos con RT-PCR competitivo. Abreviaturasy simbologia: TMO = Trasplante de médula 6sea. NV = Cariotipo no valorable.
Ph+(%) = Porcentaje de metafases con t(9;22). AS = Alteraciones secundaras a Ph". QM = Quimerismo mixto (células del donador y paciente).
ILD = Infusién de linfocitos del donador. RC = Remision completa. EICH = Enfermedad injerto contra huésped.
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Figura 1. RT-PCR anidado (A) y competitivo (B) del rearreglo BCR/ABL de pacientes con LMC.

mal. Se cuantifico el nUmero de transcritos por RT-
PCR competitivo y no se encontré aumento a los
seis, 12 y 18 meses de seguimiento, por lo que con-
tinda en vigilancia clinica y molecular. El caso 9, a los
seis meses pos-TMO, continuaba positivo el rearre-
glo molecular y por RT-PCR competitivo se demostro
aumento de 1.3 x 102 a 2 x 10° copias del transcrito/
Mg ARN. Por tal motivo, se infundieron linfocitos del
donador a los 12 meses y a los tres meses de la in-
fusion el rearreglo BCR/ABL fue negativo y el pacien-
te esta en remision completa.

La prevalencia de positividad del rearreglo BCR/
ABL por RT-PCR a los seis meses pos-TMO fue de
53% (ocho de 15 casos); de éstos, la mitad presenta-
ron recaida hematoldgica. Esta recaida clinica fue
precedida por la presencia de alteraciones secunda-
rias al Phl en el cariotipo. En dos casos con carioti-
po normal, el rearreglo se negativiz6 en las siguien-
tes determinaciones y los pacientes estan en remi-
sion completa. En los otros dos se cuantificaron los
niveles del transcrito BCR/ABL por RT-PCR compe-
titivo (Numero de copias por pg ARN) en dos deter-
minaciones y uno present6é aumento (caso 9) y en el
otro (caso 8) los niveles disminuyeron.

DISCUSION

Los estudios citogenéticos para detectar Ph+ son
un reflejo de las células de médula 6sea que se es-
tan dividiendo cuando se realiz6 el estudio; mien-
tras que el RT-PCR es una medida del transcrito
BCR/ABL a nivel del ARNm y, por lo tanto, del gra-

do de expresion de las células leucémicas. Otra
ventaja del estudio molecular para evaluar MDR
pos-TMO es el poder estudiar muestras de sangre
periférica con la misma sensibilidad que el estudio
en médula 6sea, pero menos agresivo para el pa-
ciente. Aunque el RT-PCR anidado es el método
mas sensible para detectar MDR pos-TMO, es una
técnica cualitativa y, considerando que el 54% de
nuestros pacientes pos-TMO son BCR/ABL positi-
vos durante los primeros seis meses, se requiere
estimar la cantidad de enfermedad residual en los
casos positivos. EI RT-PCR competitivo, a pesar de
ser una técnica semicuantitativa, proporciona infor-
macion suficiente en la toma de decisiones terapéu-
ticas de la enfermedad minima residual pos-TMO.
Es una metodologia alternativa, cuando no se cuen-
ta con la tecnologia de vanguardia totalmente cuan-
titativa como el PCR de tiempo real.

De los resultados presentados podemos ver que
el cariotipo tiene un gran valor en el diagnéstico de la
enfermedad y en la valoracion de la eficacia del trata-
miento por el porcentaje de metafases con Ph+. Sin
embargo, observamos que en TMO su valor es limi-
tado; siendo util para evaluar quimerismo cuando el
donador es de sexo opuesto al del paciente y cuando
aparecen alteraciones secundarias para predecir re-
caida como en los casos 13, 14y 15.

El estudio molecular del rearreglo BCR/ABL por
RT-PCR es de mucha utilidad para evaluar recurren-
cia de la enfermedad pos-TMO, porque es altamente
sensible. Sin embargo, es necesario que se hagan
determinaciones seriadas minimo cada tres meses
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durante el primer afio pos-TMO; un resultado positivo
durante este tiempo no necesariamente es indicio de
recurrencia, pueden ser células residuales. De ahi la
importancia del seguimiento periddico durante el pri-
mer afio del trasplante y, cuando la persistencia del
rearreglo continda, definitivamente sdlo la cuantifica-
cion del transcrito puede definir si se trata de recaida
o de células residuales.

Por lo anterior, consideramos que el estudio mole-
cular del rearreglo BCR/ABL en pacientes con LMC
pos-TMO es necesario para predecir recurrencia de
la enfermedad. La variante cuantitativa del PCR pue-
de dar informacién mas precisa para la prediccion de
recaida pos-TMO y sugerimos que se realice cuando
hay persistencia del rearreglo BCR/ABL positivo
siempre en muestras seriadas.
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