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RESUMEN

En la dltima década, el tratamiento contra la leucemia mieloide
cronica cromosoma Filadelfia (Ph) positivo se ha modificado
debido a la introduccidon del mesilato de imatinib (Gleevec®,
Glivec®, Novartis, Basilea, Suiza). Este es un potente inhibidor
de la actividad de la proteina selectiva tirosina cinasa del gen
quimérico BCR/ABL, ya que impide su activacion y la fosforilacion
de residuos de tirosina que participan en la activacion de vias de
sefializacién importantes, como la apoptosis, la proliferaciony la
adhesion celular. El informe mas reciente del estudio IRIS (estudio
internacional con distribucion al azar de imatinib vs interferén
alfa), que comparo el interferon alfa con el mesilato de imatinib,
demostré respuestas citogenéticas a largo plazo en pacientes
con leucemia mieloide en fase crénica tratados con el mesilato.
En estudios recientes se encontrd una correlacion significativa
entre el porcentaje de metafases Ph positivas en la médula ésea
y las concentraciones de BCR/ABL en la sangre periférica por la
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa; sin embargo,
las respuestas moleculares completas, segun lo medido por la
reduccion de las cifras de transcripcion de BCR-ABL por debajo
del umbral de las principales repuestas moleculares, sélo se
lograron en una pequefia proporcion de los pacientes. Durante
el tratamiento, se apreciaron en algunos sujetos metafases cro-
mosoma Ph positivo con alteraciones cromosomicas adicionales,
que deben monitorearse en el seguimiento. Estos cambios tam-
bién pueden ocurrir en metafases Ph negativas. La importancia
clinica de estas alteraciones aun se desconoce. Estos hallazgos
sugieren la optimizacion del monitoreo citogenético de una mé-
dula ésea de tres a seis meses, para mejorar la comprension
de la incidencia y el valor clinico de las anomalias citogenéticas
clonales en metafases Ph negativo/Ph positivo.
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ABSTRACT

In the last decade, therapy for Philadelphia chromosome
positive (Ph) has been amended due to global imatinib mesyl-
ate (Gleevec™, Glivec™, Novartis, Basel, Switzerland). IM is a
potent inhibitor of TK activity (tyrosine kinase) protein-selective
chimeric BCR/ABL, preventing their activation and phosphoryla-
tion of tyrosine residues involved in the activation of important
signaling pathways as apoptosis, proliferation and cell adhe-
sion. The latest report from IRIS (International Randomized
Study Imatinib vs interferon alpha) was the first to demonstrate
the effectiveness of MI as a first line therapy in patients with
Ph positive chronic myeloid leukemia chronic phase; the study
indicated that over 90% of patients with Ml show improvement
and a progression of five years free of disease. Recent studies
of patients with Ml showed a significant correlation between
the percentage of Ph positive metaphases in bone marrow and
the levels of BCR/ABL in peripheral blood by quantitative poly-
merase chain reaction. During therapy, in some patients can be
observed additional chromosomal metaphases Ph chromosome
positive, which should be monitored during follow-up, however,
recognition of these additional changes may also happen in Ph
negative metaphases. The clinical significance of these altera-
tions is currently unknown. These findings suggest performing a
bone marrow cytogenetic monitoring from 3 to 6 months, in order
to obtain a better understanding of the incidence and clinical
significance of clonal cytogenetic abnormalities in metaphases
Ph-negative/Ph-positive.

Palabras clave: chronic myeloid leukemia, cytogenetics, fluores-
cence in situ hybridization, FISH, quantitative polymerase chain
reaction, imatinib.

Recibido: mayo 2013.
Aceptado: agosto 2013.

Este articulo debe citarse como: Cruz-Velasquez J, Arcos-
Fonseca DM, Chavez-Jacal MS, Sanchez-Hernandez MP y col.
Diagnostico citogenético y seguimiento molecular en la leucemia
mieloide crénica. Rev Esp Méd Quir 2013;18:253-259.

Rev Esp Méd Quir Volumen 18, Num. 3, julio-septiembre, 2013 253



Cruz Velasquez J y col.

a leucemia mieloide cronica es un trastorno
mieloproliferativo cronico maligno de la cé-
lula troncal hematopoyética, que se distingue
por granulocitosis progresiva, hipercelulari-
dad en la médula 6sea y esplenomegalia. La incidencia
anual es de 10/10° (de 1/10° de la nifiez a 30/10° a los 60
afos), la edad media va de 30 a 60 afios y la proporcion
mujer:hombre es de 1.2:1." Este padecimiento tiene un
curso bifasico o trifasico y suele diagnosticarse en la fase
inicial o cronica, en la que la poblacion de granulocitos
se expande y es capaz de mantenerse diferenciada. La
fase cronica es relativamente estable y responde al trata-
miento, aunque a la larga evoluciona a una fase acelerada
hasta llegar a la fase blastica. Esta fase de la enfermedad
puede ser indistinguible de la leucemia aguda.** El
marcador diagnostico genético de la leucemia mieloide
cronica es el cromosoma Filadelfia (Ph), que esta en
todas las células progenitoras mieloides y de linaje B,
pero ausente en el resto de las células constitucionales.*
El descubrimiento del marcador cromosémico de
la leucemia mieloide cronica se debe a Nowell y Hun-
gerford, quienes, en 1960,° observaron que en células
leucémicas de pacientes con leucemia mieloide cronica
aparentemente habia una pérdida de material en uno
de los cromosomas pequeiios del grupo G (pares 21 y
22). En 1965, Brown y Doll estudiaron a mas de 14,000
pacientes irradiados en British Clinics entre 1935 y
1954, y reportaron alta frecuencia de leucemia mieloide
cronica con el pequefio cromosoma (cromosoma Ph).
Este estudio demostré6 que un cambio cromoséomico
(translocacion) seria el mecanismo oncogénico comun
debido a infecciones virales, quimicos o radiaciones
ionizantes. Posteriormente, con el hallazgo de Janet
Rowley (1973), por medio de las técnicas de bandas con
quinacrina y Giemsa, se establecid que el cromosoma
Ph era producto de la translocacion reciproca entre los
brazos largos de los cromosomas 9 y 22 (Figura 1).° Pero
fue hasta 1984, cuando Prakash y Yunis analizaron los
puntos de rotura en 9q34.1 y en 22 22ql1.2. Cuando
todos los pacientes con leucemia mieloide cronica se
analizaron con técnicas de bandeo, se observd que mas
de 85% portaban la t(9;22)(q34.1;q11.2).” Se confirmo
la ya conocida asociacion entre el cromosoma Filadel-
fia y la leucemia mieloide cronica; entonces surgieron
nuevas preguntas.

Cromosoma Ph

Figura 1. La fotografia muestra una t(9;22)(q34;911.2) por el
método de bandeo GTG.

Los pacientes con leucemia mieloide cronica ocasio-
nalmente experimentan otros cambios en la enfermedad;
en casos tipicos, el cromosoma Ph permanece durante la
fase cronica, pero cuando avanza la enfermedad aparecen
en 75 a 80% de ellos alteraciones adicionales, como la
trisomia 19 (+19), trisomia del 21 (+21), monosomia
del 7 (-7), monosomia del 17 (-17), trisomia del 8 (+8),
isocromosoma 17 (i17) o dos copias del cromosoma
Filadelfia.>® A estos cambios secundarios preceden
manifestaciones clinicas que hacen atin mas agresiva
la enfermedad durante varios meses. Asi, el diagnostico
citogenético sirve como indicador de valor prondstico 'y
predictivo (aunado al de diagnoéstico clinico).

CROMOSOMA FILADELFIA

Aproximadamente en 90% de los pacientes con leucemia
mieloide crénica se encuentra el cromosoma Ph median-
te andlisis de citogenética convencional. En el restante
10% es posible demostrar el transcrito BCR/ABL por
analisis molecular mas sensible (por ejemplo, reaccion
en cadena de la polimerasa cuantitativa).

La alteracion estructural citogenética es un intercam-
bio de material entre la sub-banda 1, de la banda 4 en la
region 3 del brazo largo (q) del cromosoma 9 donde se
localiza el oncogén ABL1 y la sub-banda 2, de la banda
1 en la region 1 del brazo largo (q) del cromosoma 22,
donde se localiza el BCR (por sus siglas en inglés de
breakpoint cluster region, actualmente también se le
conoce como PHL [Philadelphie] o BCR1). Este inter-
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cambio de material se llama translocacion reciproca; ya
que estos dos genes estan reorganizados en los cromo-
somas 9 y 22 como genes quiméricos. Especificamente,
el BCR/ABL en 22q11.2 puede traducirse en tres tipos
de proteinas p190QBCRABL 17 ] (OBCR-ABL y 57 3(0BCR-ABL (con
diferentes pesos moleculares) que se relacionan con
diferentes fenotipos de enfermedad.’

ABL1 (v-abl la leucemia murina de Abelson viral
homoélogo de oncogén 1)

El oncogén c-abl 1 (sinénimos: c-ABL, JTK7, p150) se
encuentra en el cromosoma 9q34.2 y mide 12 exones,
que corresponden a 230 kilobases (kb); se expresa en
un transcrito ARNm de 6-7 kb, con una division en el
primer exo6n (1b-1a). La division es comunmente 5' al
exon 2 (2-11) originando una proteina de 145 kDa o
pl1452BL, Esta proteina tirosina cinasa se localiza en
el nicleo, membrana plasmatica y en el citoesqueleto
de actina, y es una de las tirosina cinasas que no son
receptores de membrana.

Los datos mas recientes acerca de sus funciones
sugieren que el ABL juega un papel importante en la
regulacion de la muerte celular después del dano al ADN.
El mecanismo exacto de la induccion a la apoptosis por
el ABL se desconoce.”!!

Breakpoint cluster region (BCR)
Se localiza en el cromosoma 22q11.2 (sinéonimos: CML,
D22S662, PHL) y comprende 23 exones correspondientes
a 130 kb; su orientacion es 5' hacia el centromero y 3' hacia
el telomero. BCR se transcribe en varios ARNm que van
de 4.5 a 7 kb. El BCR codifica proteinas de 130 y 190
kDa, pero principalmente de 160 kDa (p1605“?). Se ubica
en el citoplasma; su funcion es de proteina cinasa (serina-
treonina). Se expresa en grandes cantidades en el cerebro
y el tejido hematopoyético; también se ha observado en
embriones de pollo y en ratones; sin embargo, el efecto
del BCR/ABL s6lo aparece en células hematopoy¢éticas.
Se han descrito varios pseudogenes BCR (BCR2,
BCR3, BCR4), que no se traducen en proteinas. La
orientacion de cada uno es diferente, BCR2 se encuentra
mas hacia el centromero, seguido por BCR4, BCR1 (gen
funcional) y BCR3, BCR2 y BCR4 son retenidos en el
cromosoma 22 durante la translocacion. Hace poco se
determiné que BCR estaba vinculado con la proteina

XPB, que juega un papel importante en la reparacion
de ADN, en la iniciacion transcripcional general y en
la regulacion de ciclo celular.'>"

Estructura del gen hibrido BCR-ABL y sus transcritos
La translocacion afiade un segmento 3' del gen ABL
en el cromosoma 9q34.1 a la region 5' del gen BCR en
el cromosoma 22ql1.2, creando un gen hibrido BCR/
ABL que se traduce en un ARNm BCR/ABL. El punto
de rotura en el gen ABL ocurre generalmente 5' al exon
2, de tal manera que los exones 2 al 11 (a2-all) son
transferidos a la region M-ber del gen BCR, entre los
exones 12 y 16 de éste (b1-b5).

En el gen BCR, los puntos de rotura se localizan
bien 5' entre los exones ¢13/b2 y e14/b3 o 3' entre los
exones e14/b3 y e15/b4. El resultado es un gen de fusion
que contiene las uniones b2a2 (el3a2) o b3a2 (el4a2)
que se transcribe en un ARNm de 8.5 kb y se traduce
en una proteina hibrida de 210 kDa (p2108®-ABL) En
la mayor parte de los casos, las células de la leucemia
mieloide cronica expresan uno de los dos transcritos
(b2a2 o b3a2); sin embargo, 5% de los pacientes tienen
ambos tipos de ARNm como resultado de empalmes
alternativos (Figura 2). Incluso en 60% de los sujetos
con leucemia linfocitica aguda y en casos esporadicos
de leucemia mieloide cronica, el punto de rotura en el
cromosoma 22 se localiza 5' a la region M-Bcer en un
area denominada m-Bcr, y como consecuencia, solo el
exon 1 del gen se yuxtapone al exén 2 ABL, dando lugar
a un transcrito ela2 y a una proteina p190B®4BL Un
tercer punto de rotura en el gen BCR se identific6 3'ala
region M-Becr entre los exones €19 y €20 (region p-Ber).
En estos raros casos, el gen de fusion se transcribe en
un ARNm e19a2 y se traduce en una proteina de mayor
peso molecular (p23QBER-ABL) 14-19

FENOTIPO DE LA ENFERMEDAD

Con base en la observacion de que la parte ABL en la
proteina quimérica es casi siempre constante, mientras
que la porcion BCR varia ampliamente, puede decirse
que ABL probablemente aporte el principio transfor-
mante, mientras que el diferente tamafio de la secuencia
BCR dicta el fenotipo de la enfermedad.'® Los transcritos
b3a2/b2a2 constituyen los marcadores genéticos de la
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Figura 2. Representacion esquematica de los genes BCG y ABL envueltos en la translocacién. El rompimiento en m-bcr origina una
molécula RNAm BCR-ABL con e1a2, el M-bcr ocurre ya sea entre los exones b2 (e13) y b3 (e14) o entre b3 y b4 (e15), generando un
transcrito de fusion con b2a2 o b3a2, respectivamente. El rompimiento en p-bcr, hacia la regién 3, resulta en un transcrito BCR-ABL

con una union e19a2. Modificada de: J Mol Diagn 2004;6:343-347.

leucemia mieloide cronica clasica, que se distingue por
una fase cronica de longitud variable que precede a su
transformacion blastica.!*?! Los transcritos b3a2 son mas
predominantes y codifican una proteina 25 aminoacidos
mas larga que b2a2; por tanto, se considera que los
pacientes que tienen los transcritos b3a2 y b2a2 mues-
tran caracteristicas clinicas, respuesta al tratamiento y
pronosticos similares.

A diferencia de esta enfermedad “clasica”, la leu-
cemia mieloide cronica -p190BR-ABL ge distingue por
monocitosis significativa, basofilia variable, ausencia
de esplenomegalia y curso agresivo, mientras que la
leucemia mieloide cronica -p230B°R-ABL se asocia con
una forma mucho mas benigna de la enfermedad similar
a la leucemia neutrofilica cronica.”!*!15

La razén por la que hay una desigual distribucion
de frecuencias entre los exones BCR en la fusion BCR/
ABL se desconoce. Hace poco se describieron casos
esporadicos de leucemia mieloide cronica con tipos
unicos de transcritos BCR/ABL;’ sin embargo, no se han

determinado el significado bioldgico y la repercusion
clinica de este hallazgo.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO

La enfermedad se identifica mediante un conteo san-
guineo rutinario que revela hiperleucocitosis y globulos
blancos inmaduros circulantes. Puede haber esplenome-
galia. Se requiere aspirado de médula 6sea con analisis
citogenético (cariotipo por bandas GTG), andlisis por
hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), asi como
evaluacion molecular para detectar el oncogén BCR-
ABL que se cuantifico mediante el calculo de BCR-ABL/
ABL relacion por reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real (QPCR).

Hibridacioén in situ con fluorescencia (FISH)

La hibridacion in situ con fluorescencia es parte de la
nueva tecnologia aplicada al diagnéstico genético y
ofrece una serie de ventajas notables, como: rapidez,
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sensibilidad y especificidad.?>?* Esta técnica ha tenido
una importante repercusion en la onco-hematologia para
el diagnostico y pronodstico de neoplasias.”

Se fundamenta en la propiedad del ADN desna-
turalizado en cadena unica de unirse con su ADN
complementario sobre preparaciones citologicas, y
marca secuencias especificas, como genes, regiones
centroméricas, teloméricas o cromosomas enteros, con
diferentes fluorocromos.* Las sondas de los genes BCR
y ABL detectan la translocacion (9;22)(q34;ql1) en
metafases o en células en interfase.?® Se utilizan sondas
que localizan 5' de la region del punto de rotura en el gen
BCR y 3'de laregion del punto de rotura en el gen ABL.
Estas regiones estan marcadas con diferentes colores
de fluorocromos, lo que produce una senal en el sitio
de los genes BCR y ABL de diferente color cuando la
sonda ha hibridado la célula. Las sefiales de estos genes
pueden aparecer separadas (cuatro sefiales) en células
normales, mientras que en las células leucémicas hay
una sefial fusionada (amarilla) en el sitio del gen hibri-
do BCR-ABL y dos senales separadas que indican dos
genes normales.”

Criterios de positividad de FISH: la sonda de ADN
locus especifica para el gen BCR/ABL se aplica sobre
células, nucleos en interfase y en mitosis. La sonda para
la translocacion BCR/ABL es una mezcla de secuencias
especificas marcadas con fluorocromos: para el locus
BCR, la sonda estd marcada directamente con un fluo-
roforo de espectro verde y para el locus ABL, con un
fluoréforo de espectro rojo (Figura 3).

Figura 3. Hibridacion in situ con fluorescencia: criterios de posi-
tividad. En células negativas (A) se visualizan dos sefiales rojas
y dos sefiales verdes. En células positivas para la 1(9;22) se
observan dos sefiales amarillas (sefiales de fusién) que indican
la fusién del BCR con el oncogén ABL, y dos sefiales separadas
de los genes BCR (verde) y ABL (roja).

Citogenética convencional

Todos los pacientes con leucemia mieloide cronica
muestran la t(9;22), deteccion realizada por el método
de bandeo GTG, en mas de 90% sobre las metafases
analizadas. El cromosoma Ph o el gen de fusion ABL-
BCR también puede detectarse como un cromosoma Ph
o gen de fusion “enmascarado”, donde los cromosomas
9y 22 parecen ser normales, pero la insercion de 3'ABL
dentro de un cromosoma 22 puede demostrarse por FISH
y, a su vez, describir las variantes del cromosoma Ph.
Este se encuentra en 5 a 10% de los casos, en los cuales
no puede diagnosticarse por un cariotipo convencional
debido a las limitantes propias de la técnica: sin embar-
20, 9934-3'ABL siempre se une al 22q11-5'BCR en la
leucemia mieloide cronica y el tercer cromosoma y el
punto de rotura en algunos casos no es al azar.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
Los criterios de la eficacia del tratamiento se basan en
una respuesta citogenética completa (cromosoma Ph
indetectable) seguida por la cuantificacion de transcritos
BCR/ABL con la reaccion en cadena de la polimerasa
de transcripcion inversa (RT-PCR). Estudios recientes
realizados después de la aparicion del imatinib demos-
traron la necesidad de vigilancia molecular mediante
métodos cuantitativos una vez que se obtiene una res-
puesta citogenética. En México, el Instituto Nacional de
Cancerologia es uno de los principales centros con gran
poblacion de pacientes con leucemia mieloide cronica,
por lo que es necesario dar seguimiento a los pacientes
con respuesta citogenética completa.

Me¢étodo (actualmente se recomienda que el método se
valide previamente en alguno de los centros de referencia
internacional para la obtencion de la Escala Internacio-
nal, con la finalidad de unificar criterios en el protocolo
de trabajo e interpretacion de los resultados). En el
laboratorio de biologia molecular de hemato-oncologia
del Instituto Nacional de Cancerologia, los autores se
basaron en el siguiente protocolo de trabajo: extraccion
de muestras de sangre periférica con EDTA; aislamiento
manual de células mononucleares con Ficoll; extraccion
de acidos nucleicos con el método con TRIZOL; en
cuanto a la cuantificacion del ARN, se llevo a cabo con
Nanodrop 2000c (THERMO). La RT-PCR en tiempo
real cuantitativa (AB 7500) y el analisis de BCR/ABL

Rev Esp Méd Quir Volumen 18, Nam. 3, julio-septiembre, 2013 257



Cruz Velasquez J y col.

se realizan siguiendo las condiciones del fabricante de
las sondas (MolecularMD). El analisis y los resultados
se basan en las recomendaciones del Kit MolecularMD
y de la Escala Internacional con previa validacion y
certificacion en un centro de referencia internacional
(Adelaida, Australia) para la incorporacion a la escala
en los resultados de los pacientes con leucemia mieloide
cronica.

TRATAMIENTO

El tratamiento de este padecimiento se ha visto revo-
lucionado por la introduccién de nuevos farmacos. El
primero de ellos fue el mesilato de imatinib, centrado
en la actividad de la tirosina cinasa de BCR/ABL. En
un ensayo multicéntrico internacional, se comparo el
mesilato de imatinib como tratamiento de primera linea
con el interferon alfa (ensayo IRIS), y se observaron
claramente las ventajas del primero en términos de res-
puesta hematoldgica completa, respuesta citogenética
completa y respuesta molecular. La actualizacion mas
reciente de este ensayo demostro, por primera vez, una
reduccion de los eventos secundarios (fase acelerada,
crisis blastica) con el tiempo, ya que los pacientes no
sufren una crisis blastica incluso tras seis afos de tera-
pia; sin embargo, quedan por resolver varias preguntas
antes de la demostracion de la curacidn: /) los intentos
de interrumpir la terapia con mesilato de imatinib han
sido seguidos, en la mayoria de los casos, por una recaida
hematologica y citogenética; 2) las células madre mas
primitivas parecen ser resistentes a esta terapia, al menos
in vitro; 3) la resistencia al tratamiento, especialmente
de los pacientes que lo recibieron como segunda linea,
se ha vinculado con la aparicion de mutaciones en el
dominio ABL-cinasa, lo que impide la union del farmaco
a su objetivo. Algunas de estas mutaciones (T315I) que
se producen han conducido a una resistencia total al
mesilato de imatinib, lo que hace necesaria la interrupcion
del farmaco. Si las mutaciones residen fuera del dominio
cinasa SH1 del ABL, el aumento de la dosis de mesilato
de imatinib podria conducir a respuestas moleculares;
por tanto, la deteccion de mutaciones ABL-cinasa se
ha convertido en una prueba molecular clinicamente
util. La mayor parte de las mutaciones ABL-cinasa
distintas de T3151 han demostrado ser blanco de ataque

de inhibidores de segunda generacioén, esencialmente
dasatinib (Sprycell) y nilotinib (Tasigna). El dasatinib
es una combinacion de inhibidores SRC y ABL que
esta indicado como tratamiento de segunda linea en
pacientes con leucemia mieloide cronica, en su defecto
en el tratamiento con imatinib, o si los pacientes son
intolerantes a la terapia. El nilotinib es un inhibidor con
alta afinidad por ABL tirosina cinasa. Sigue siendo un
importante desafio a futuro encontrar nuevas terapias
para eliminar las células madre con la mutacion T3151.
Los inhibidores de tirosina cinasa han cambiado el
prondstico de la leucemia mieloide cronica, asi como su
historia natural. Los resultados del ensayo IRIS sugieren
que la mayoria de los pacientes con leucemia mieloide en
fase cronica alcanzara la remision citogenética completa
y las principales respuestas moleculares; sin embargo,
la persistencia de células madre leucémicas residuales
minimas representa para el organismo una amenaza de
enfermedad. Aunque es dificil calificar a la leucemia
mieloide cronica como un padecimiento indolente, la
mediana de supervivencia se estima en 25 afios debido
a los tratamientos disponibles actualmente.
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