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INTRODUCCION

El cromosoma Filadelfia (Ph) fue la primera anormalidad cromosémica asociada con
una enfermedad maligna especifica en humanos: la leucemia mieloide crénica
(LMC). Este cromosoma es el resultado de una translocacién reciproca, la
1(9;22)(g34;911), que da lugar a la formacién del gen hibrido BCR-ABL en el
cromosoma Ph.* Esta es la caracteristica distintiva de los pacientes con LMC y si
bien no se reporta en el 100 % de los casos, puede aparecer hasta en el 95 %.?

En dependencia del punto de unién entre los genes BCR y ABL se forman diferentes
proteinas hibridas. La p210°“**Bl es |a que aparece con mas frecuencia en la LMC y
se produce cuando la regién conocida en inglés como major breakpoint cluster
region (M-BCR) del gen BCR, se une con el gen ABL. Esta unién puede ocurrir entre
diferentes puntos de la M-BCR y del gen ABL y da lugar a diferentes transcriptos. Al
respecto, los transcriptos que con mayor frecuencia se observan son los que se
unen por los exones el4 (conocido también como b3) o €13 (conocido también
como b2) del gen BCR, y el exdén a2 del gen ABL, que dan lugar a los transcriptos
elda2 (b3a2) y el3a2 (b2a2), respectivamente.® En casos raros de esta
enfermedad han sido descritos los transcriptos el4a3 (b3a3) o el3a3 (b2a3),
donde el exén a2 del gen ABL ha sido delecionado.*®

Cuando la unién del gen ABL al BCR ocurre por la regidon minor breakpoint cluster
region (m-BCR), especificamente por el exén 1 del gen BCR, se forma la proteina
p190B8°RABL codificada por el transcripto ela2 que, aunque aparece con mayor
frecuencia en la leucemia linfocitica, en escasas ocasiones se ha reportado en
pacientes con LMC.*%*!
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También se reporta esporadicamente la coexistencia de 2 transcriptos donde
pueden aparecer simultaneamente, tanto los 2 mas frecuentes, como una
combinacién de uno de ellos con alguno de los menos frecuentes.” En muy raras
ocasiones se reporta la coexistencia de 3.3

Varios han sido los reportes de diferentes paises y regiones del mundo acerca de la
frecuencia de los transcriptos BCR-ABL. Si bien siempre se reportan el b3a2 y el
b2a2 como los de mayor prevalencia, existen tendencias diferentes al predominio
de uno u otro.*3*8

Tras 12 afios de estudio del gen hibrido BCR-ABL en los pacientes cubanos con
LMC, no ha sido reportado con qué frecuencia aparecen los diferentes tipos de
transcriptos que lo caracterizan. En el Instituto de Hematologia e Inmunologia se
estudian pacientes procedentes de todas las regiones de Cuba, por lo que se
dispone de una muestra representativa del pais. A fin de comparar con informes
similares de otros autores, la presente comunicacion reporta la frecuencia relativa
de los diferentes tipos de transcriptos y su incidencia por género en los pacientes
cubanos con LMC.

METODOS

Se colect6 sangre medular de pacientes con LMC, atendidos en diversos centros
hospitalarios del pais, durante el periodo comprendido entre junio de 1999 y junio
de 2011. El estudio molecular se realiz6 en el Instituto de Hematologia e
Inmunologia de Cuba. La identificacion de la presencia del gen hibrido BCR ABL se
realiz6 al inicio de la enfermedad a partir del ARN aislado y la posterior aplicaciéon
de la técnica de reverso transcripcion y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

RT-PCR

El ARN total se extrajo de las células mononucleadas presentes en 5 a 8 mL de
sangre medular del paciente por el método de tiocianato de guanidinio-fenol-
cloroformo.*® La integridad del ARN se comprobé por electroforesis en gel de
agarosa al 2 %. Toda la técnica de RT-PCR se realizé segun el protocolo descrito
por van Dongen y otros, que se describe brevemente.20 Se realiz6 la RT para
sintetizar ADN complementario (ADNc). Se amplificé por PCR el gen normal RAR
como control de la calidad del ADNc. Con el objetivo de detectar tanto los
transcriptos con unién a la region M-BCR como el ela2 unido con la regién m BCR,
se utilizaron 7 cebadores para la amplificacion del gen hibrido BCR-ABL en
reacciones separadas. Tanto para la amplificacion de la M-BCR como de la m-BCR
se realiz6é un primer PCR, un PCR anidado o nested y un PCR de comprobacién o
shifted. Los productos de PCR se analizaron de manera cualitativa por electroforesis
en gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio como marcador de fluorescencia.

RESULTADOS

Este estudio reporta los resultados positivos al gen de fusién BCR-ABL de los
pacientes con diagndstico de LMC confirmado por criterios clinicos y morfolégicos
que no poseian informacién de la presencia del cromosoma Ph por estudio

429
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Hematologia. 2012;28(4):428-434

citogenética, y los pacientes que fueron enviados para estudio molecular del gen
BCR ABL con el objetivo de definir el diagndstico de LMC. No estan contabilizados
los pacientes negativos al gen BCR-ABL; la definicion de su diagndstico dependio
del estudio morfoldgico y citogenético.

En la tabla 1 se muestra la prevalencia de los diferentes transcriptos BCR-ABL, asi
como la relacion de géneros por tipo. Los resultados muestran que 252 pacientes
fueron positivos a alguno de los transcriptos detectables mediante la técnica
empleada, 142 del género masculino y 110 del femenino. En cuanto a la
distribucion por tipo de transcripto: 138 pacientes (54,8 %) presentaron el
transcripto b3a2, que resultd ser el mayoritario; 103 pacientes (40,9 %) el b2a2; y
solo 11 pacientes presentaron transcriptos poco frecuentes o la coexistencia de 2.
Por su parte, en la incidencia por género hubo mayoria del sexo masculino en los 2
transcriptos mas frecuentes. Asi, de los 138 pacientes con b3a2, 78 fueron
masculinos (56,5 %) y 60 femeninos (43,5 %). En el caso del b2a2, 59 fueron
masculinos (57,3 %) y 44 femeninos (42,7 %).

Tabla 1. Prevalencia de transcriptos BCR-ABL v relacion POR géneros

Transcripto ber-abl | NOmero de casos Genero M (%) /F (%)

(%)
b3az 135 (54,7 %) 78 (56,5 %) / 60 (43,5 %)
bzaz 103 (40,9 %) 59 (57,3 %)/ 44 (42,7 %)
b2a3 3 (1,2 %) 2 (0,8 %)/ 1(0,4 %)
21932 1(0,4 %) 0/1(0,4 %)
b3az + h2az 2 (0,8 %) 1(0,4 %)/ 1(0,4 %)
b3az + ela? 4 (1,6 %) 2 (0,8 %)/ 2 (0,8 %)
b2az + ala? 10,4 %) 0/1(0,4 %)
Total 252 (100 %)Y 142 (56,3 %)/ 110 (43,7 %)

M: masculino; F: femenino,

Como se menciond, en 11 pacientes se encontraron transcriptos poco frecuentes o
la coexistencia de 2. El transcripto b2a3 se encontré en 3 pacientes (1 femeninoy 2
masculinos) y el ela2 en un paciente femenino. Por su parte, la coexistencia de 2
transcriptos fue hallada en 7 pacientes: 2 con el b3a2 y el b2a2 (1 de cada género),
1 femenino con el b2a2 y el ela2, y 4 con el b3a2 y el ela2 (2 de cada género).
Entre estos pacientes que presentaron transcriptos raros o la coexistencia de 2,
ambos sexos tuvieron proporciones similares. De ellos, 45,4 % (n= 5) fueron
masculinos y 54,5 % (n= 6) fueron femeninos.

Una comparacién de la prevalencia de los transcriptos mas frecuentes, b3a2 y
b2a2, dentro de cada género, se muestra en la tabla 2. En el género femenino la
frecuencia de b3a2 fue del 57,7 % y de 42,3 % para el b2a2, mientras que en el
género masculino los porcentajes fueron 56,9 % para el b3a2 y 43,1 % para el b2a2.

En el grupo de pacientes analizados no se observé coexistencia de 3 transcriptos.
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Tabla 2. Prevalencia de los transcriptos mas frecuentes por genero

GEnero bzaZ+bzaz Relacion b3aZ2 / b2az

Femenino 104 60 (57,7 %)/ 44 (42,3 %)

Masculing 137 7B (56,9 %)/ 50 (43,1 %)
DISCUSION

Coincidiendo con todos los estudios que se reportan en el mundo, en los 252 pacientes
positivos al gen hibrido BCR-ABL se encontré que los transcritos b3a2 y b2a2 son
los que aparecen con mayor frecuencia, mientras que fue poco frecuente la
presencia de alguno de los demas transcriptos posibles, asi como la coexistencia de
2. El transcripto b3a2 tuvo una tendencia mayor de aparicion. Al respecto, casi
todos los reportes coinciden en la tendencia a prevalecer de b3a2, pero no siempre
la diferencia entre este y el b2a2 se reporta como significativa.

Dos trabajos pioneros que reportan la prevalencia de los transcriptos BCR-ABL y
son citados por varios autores de trabajos posteriores, son el de Eisenberg y otros
en 198821 y el de Lee y otros, de 1989.'? Estos autores reportaron que las
frecuencias para los transcriptos b2a2 y b3a2 estaban aproximadamente en el
orden del 40 % y 55 %, respectivamente, y que la coexpresion de b3a2 y b2a2 era
de alrededor del 5 %. De manera casi idéntica se comporta la presencia de los
transcriptos b3a2 y b2a2 en el presente estudio, donde aparece el transcripto b2a2
en el 40,9 % de los pacientes y el b3a2 en el 54,8 %.

Otros 2 colectivos de autores, citados con frecuencia, también encontraron mayor
prevalencia del transcripto b3a2 y aunque sus resultados son similares entre si,
difieren ligeramente de los trabajos antes mencionados. Uno de ellos reporta el
31,6 % de b2a2 y el 68,4 % de b3a2, respectivamente.?” Igualmente, el segundo
reporta frecuencias muy similares.?®

Después de estos trabajos pioneros, varios han sido los reportes de prevalencia de
los transcriptos BCR ABL. Un estudio en pacientes iranies con LMC reporta que la
frecuencia del transcripto b3a2 del 62 % fue casi 3 veces mayor que la del b2a2
que apareci6 en el 21 % de los pacientes.'* Sin embargo, el transcripto b3a2 no
siempre se reporta como mayoritario. Ejemplo de ello son al menos 3 estudios. En
uno de ellos, 43 pacientes sudaneses positivos al BCR ABL fueron el 41,9 % b3a2 y
el 53,5 % b2a2.® En otro, con pacientes mexicanos, se encontré6 mayor prevalencia
del transcripto b2a2 con el 52 % con el 48 % para el b3a2, diferencia que no fue
significativa.16 Un tercer estudio realizado en pacientes ecuatorianos, reporta que
el 95 % de los pacientes mostraron el transcripto b2a2 mientras que solo el 5,4 %
reordend para el b3a2. En el propio trabajo se comenta que este resultado,
diametralmente diferente al que usualmente se reporta, puede deberse a diferencias
en la composicion étnica, ya que los individuos en estudio pertenecian a un grupo
étnico mestizo compuesto por una mezcla de espafioles y amerindios, mientras que
en el resto de reportes citados prevalece una poblacion mayoritariamente
caucasica.'®

De manera similar, en Cuba la composiciéon de la poblacién es mestiza, pero a
diferencia de Ecuador y otras naciones americanas, estd compuesta en su mayoria
por una mezcla de esparioles y africanos, situaciéon que es comun en la zona del
Caribe. Sin embargo, hasta el momento no existen reportes similares de otros
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grupos poblaciones del Caribe, lo cual seria de interés a fin de conocer la
distribucion de los diferentes transcriptos BCR-ABL en los pacientes con LMC
pertenecientes a la regiéon caribefia.

Acerca de la tendencia de cada transcripto a ser mas frecuente en uno u otro sexo
y su posible significado, se han reportado pocas referencias. En los pacientes
sudaneses, por ejemplo, existié una tendencia del género masculino a manifestar el
transcripto b2a2 y del femenino al b3a2."® Ello contrasta con los resultados del
presente estudio, donde se encontré6 mayor prevalencia del género masculino en
ambos transcriptos, lo que puede estar en correspondencia con la poblacion
mayoritariamente masculina que existe en el pais. Por otra parte, al analizar dentro
de cada género la prevalencia de los transcriptos mas frecuentes, en ambos se
encontré una tendencia practicamente de igual magnitud a manifestar
preferentemente el reordenamiento b3a2. A partir de este resultado se puede
inferir que en el grupo de pacientes estudiados no hubo influencia de género en la
tendencia a manifestar uno u otro transcripto.

En correspondencia con reportes anteriores, se encontré baja incidencia de pacientes
que expresaran mas de un tipo de transcripto. En relaciéon con este fenédmeno, se
sefala que la coexpresion de mas de un reordenamiento en un paciente puede
deberse a la existencia de splicing alternativo o a la existencia de varias lineas
celulares leucémicas con diferente expresion del gen hibrido BCR-ABL.*

Aunque existen relativamente pocos estudios que discutan el significado de
manifestar uno u otro tipo de transcripto, algunos reportes sugieren que su
conocimiento puede tener implicaciones clinicas o puede servir de ayuda para
comprender la patobiologia de las células leucémicas positivas a la t(9;22). Por
ejemplo, en el afio 2000, un colectivo de autores reporté que entre sus pacientes,
aquellos que manifestaron el transcripto b3a2 tuvieron mayores conteos de
plaquetas los que poseian el b2a2.?* Otro reporte sugiere que los pacientes con el
transcripto b3a2 tienen mayor supervivencia que aquellos con el b2a2.?® Sin
embargo, aun no se llega a conclusiones y seran necesarios estudios mas amplios y
detallados para esclarecer estas y otras interrogantes.

Realizar en Cuba estudios de correlacion entre el tipo de transcripto y otras
variables, como el conteo de plaquetas, la supervivencia e incluso la resistencia al
tratamiento, seria de interés, para profundizar en la patologia de la LMC de los
pacientes cubanos, todo lo cual podria llegar a tener implicaciones clinicas
beneficiosas para el paciente.
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