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Ara-C: Arabinidosido de citosina.
CB: Crisis Blastica.
CTH: Célula tallo hematopoyética
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EMR: Enfermedad Minima Residual.
FA: Fase acelerada.
FAL: Fosfatasa alcalina leucocitaria.
FC: Fase cronica.
INF-a: Interferon alfa.
ICT: Inhibidores de la cinasa de tirosina
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LLA: Leucemia Linfocitica Aguda.
LMC: Leucemia Mieloide Croénica.
LMC- CB: Leucemia Mieloide Croénica- Crisis Bléastica.
LMC-FC: Leucemia Mieloide Cronica- Fase Cronica
M-bcr: Regién de Ruptura Mayor.
MI: Mesilato de Imatinib.
m-bcr: Region de ruptura menor.
W- ber: Region de ruptura micro.
MMM: Mielofibrosis con metaplasia mieloide
MO: Médula ésea.
Ph”: Cromosoma Filadelfia
Ph+: Cromosoma Filadelfia Positivo.
PGM: Progenitores Granulocito Macrofago
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RCgP: Respuesta Citogenética Parcial.
RCgM: Respuesta Citogenética Menor o Minima.
RHC: Respuesta Hematologica Completa.
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RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa- Transcriptasa Reversa.
RQ-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa- en tiempo real Cuantitativa.
SP: Sangre Periférica.

TE: Trombositosis esencial



1. Resumen

La Leucemia Mieloide Cronica (LMC), es definida por la OMS como una
neoplasia mieloproliferativa, originada en una célula madre pluripotencial, que
esta asociada a la t(9;22) y al gen de fusién BCR/ABL. El cromosoma Filadelfia
(Ph"), o t(9;22)(g34;911), es el marcador citogenético de esta enfermedad,
presente en mas del 95% de los pacientes diagnosticados con este tipo de
leucemia. El gen de fusion BCR/ABL origina la sobreexpresion de una proteina
Bcr/Abl (p210) con actividad cinasa de tirosina; que es el blanco del tratamiento
con Mesilato de Imatinib (MI), un inhibidor de la actividad de la cinasa de
tirosina de BCR/ABL. Para el monitoreo del tratamiento existen criterios de
respuesta citogenética (carga leucémica) y molecular (detecciéon de
enfermedad minima residual (EMR)), los cuales estan establecidos

internacionalmente.

El objetivo de este trabajo es realizar el monitoreo de pacientes
mexicanos con LMC en tratamiento con inhibidores de cinasa de tirosina,
mediante el analisis citogenético y molecular, para determinar los tiempos en
los cuales, se logra la Respuesta Citogenética Completa (RCgC) y cuando ya
no son detectables los transcritos BCR/ABL.

Se incluyeron 51 pacientes con LMC, a los que se les realizd
seguimiento molecular y/o citogenético, 19 tuvieron Unicamente monitoreo
molecular y el resto (32) los dos estudios, por el tipo de muestras recibidas: en
su mayoria fueron de sangre periférica (SP) 54.9% (28), 30.8% (18) de Médula
O0sea (MO) y el restante 17.3% las dos mo/sp. La distribucién por sexo fue
62.2% mujeres y 37.3% hombres; con edad promedio de 44.8 y 39.4 afios

respectivamente.

El tiempo promedio en el cual los pacientes lograron la respuesta
molecular completa fue de 12.3 meses, el tipo de transcrito predominante fue
b3a2 (47.0%), b2a2 (35.3%) y tres casos con “doblete” (b3a2/b2a2). En 4



casos, se observo desaparicion y posterior recaida al presentar transcritos de
BCR/ABL, suponiendo mal prondstico. Un caso fue estudiado post- trasplante
con monitoreo Unicamente molecular, en el cual conservd la respuesta

molecular completa por mas de 18 meses.

En cuatro pacientes con seguimiento citogenético, se observé una RCgC
obtenida en promedio a los 6 meses de tratamiento, mientras que uno mas
logr6 RCgP en promedio a los 7 meses. Se observaron cariotipos con
alteraciones secundarias como hiperploidia y doble cromosoma Filadelfia en 4

casos.

Se logr6 observar la progresion y “negativizacion” de las clonas
Ph+/BCR-ABL+ en algunos pacientes, siendo la RT-PCR la técnica de
preferencia, por el nivel de sensibilidad del método, sin embargo la citogenética
sigue siendo muy importante para la evaluacién de pacientes con LMC. Los
tiempos a los cuales se obtuvieron las RCgC y desaparicion de transcritos, no
fueron los esperados; sin embargo, se debe tomar en cuenta diversos factores
que influyen, pincipalmente factores sociales de cada pais. Implementar
practicas para el registro de los datos de cada uno de los pacientes, seria de
gran utilidad para facilitar el analisis individual de cada uno de ellos, ademas de
dar paso al desarrollo de nuevas investigaciones acerca del tratamiendo para

pacientes con este tipo de padecimiento, mejorando la calidad de vida.



2. Marco Teérico. Leucemias.

La leucemia es una enfermedad neoplasica resultante de la proliferacion de
células hematopoyéticas, producto de la alteracion de una célula madre cuya
progenie da origen a las clonas leucémicas. Con frecuencia existen una serie
de alteraciones genéticas mas que eventos aislados, que contribuyen a la
transformacion maligna que van desde la inapropiada expresion de oncogenes,

hasta la pérdida de funciones de los genes supresores de tumores.

Las alteraciones genéticas que llevan a la transformacion leucémica,
frecuentemente resultan en cambios mayores en los cromosomas, las cuales
pueden ser detectadas por examen microscopico de células en mitosis. Otro
tipo de cambios son detectados a nivel sub-microscopico, los que pueden ser

analizados en DNA o RNA por técnicas de biologia molecular.

Las leucemias por su curso clinico se dividen en agudas; que son de
evolucion grave y si no son tratados tempranamente llevan a la muerte en
semanas 0 meses; y las crénicas que son de curso clinico mas indolente con
tiempos de evoluciéon de meses o afios. Por el tipo de células que afectan a la
Médula Osea, se pueden dividir en linfoides, mieloides y bifenotipicas.! Las
leucemias mieloides pueden originarse en una célula madre de linaje
restringido o en una célula multipotencial que es capaz de diferenciarse en

células de linaje eritroide, granulocitico, monocitico y megacariocitico.

2.1 Leucemia Mieloide Croénica, (LMC)

La LMC fue primeramente descrita por dos patdlogos, el Dr. Rudolf
Virchow y el Dr. John Hughes Bennett en 1845. %* Es definida por la OMS
como una neoplasia mieloproliferativa, originada en una célula madre
pluripotencial, asociada con un gen de fusion BCR/ABL, el cual se origina del

cromosoma Filadelfia, que es producto de la translocacion reciproca del



cromosoma 9 en su regién q34 y el cromosoma 22 en su regiéon g11.*
Aproximadamente del 90-95% de los casos con LMC son caracterizados por

presentar clonas con el cromosoma Filadelfia.®

Representa entre el 15-20 % del total de las leucemias y su incidencia
en paises occidentales estd estimada en 1,6 casos por cada 100, 000
habitantes/afio. La edad media de aparicion es de 53 afios, teniendo una
incidencia maxima entre los 40 y los 60 afios, predominando ligeramente en

varones con una relacion de 1,3:1.°

a) Descripcion de la LMC.

La historia natural de la LMC se caracteriza por una evolucién bifasica
(60%) o trifasica (40%).”® La primera de las fases es la llamada Fase Crénica,
caracterizada por la expansion de células mieloides con maduracién normal; el
90% de los pacientes se diagnostican en esta etapa y de ellos, el 15 o 20%
son asintomaticos al diagnéstico. Posteriormente algunos pacientes pueden
evolucionar a una etapa mas agresiva que sigue 2 grandes patrones clinico-
hematoldgicos: la Fase Acelerada (FA) y la Crisis Blastica (CB), en las cuales,
las células leucémicas pierden la capacidad para una diferenciacion terminal.’

Figura 1.

La evolucion a CB sin FA previa, es semejante a un cuadro de
Leucemia Aguda (LA), con la invasion por blastos de forma mas o menos
rapida de la MO, SP y a veces otros 6rganos. Este patrén evolutivo es el mas

frecuente, ya que se observa en el 60% de los pacientes.®
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Figura 1. Comparacion de morfogénesis de células madre.
Diferencias entre una hematopoyesis normal, la FC y la CB de la LMC, en B hay
incremento en la proliferacion de la serie granulocitica y en C el bloqueo de la
diferenciacion.

b) Caracteristicas Clinicas

Los signos y sintomas de presentacién, en general pueden incluir
anemia, fatiga, pérdida de peso, mareo, sensacion de plenitud abdominal,
sangrado, esplenomegalia (dolor, hinchazén y saciedad). En sangre se puede
presentar trombocitésis, alto numero de granulocitos y sus precursores,
basofilia absoluta, conteo normal o elevado de plaquetas. Ocasionalmente, el
paciente se presenta con dolor de huesos o hiperviscosidad asociada con un
elevado conteo de células blancas. ***?

El periodo inicial o FC, estd caracterizado por esplenomegalia y
leucocitosis; con sintomas generalmente leves, esta fase es facilmente

controlada con el tratamiento. El principal objetivo terapéutico durante la misma



es el control de los sintomas y complicaciones resultantes de la anemia, la

trombocitopenia, leucocitosis y la esplenomegalia.

La fase de CB, se caracteriza por el incremento del recuento de blastos
(230% y segun la OMS = 20%) en MO o SP o bien por la infiltracion leucémica
tisular. Los signos mas caracteristicos son: incremento de la anemia,
trombocitopenia, basofilia, el aumento del tamafio del bazo y la falla en la
respuesta a los medicamentos usuales para el control de la leucocitosis y
esplenomegalia. Las manifestaciones de la CB son muy similares a las de las
LA. En un 40% de los pacientes se intercala entre la FC y la CB, una fase
intermedia, denominada de Aceleracién (FA), que surge de 3 a 6 meses antes
de la CB y se caracteriza por manifestaciones intermedias entre las propias de
las otras dos fases. La Crisis Blastica aun representa un problema clinico
importante y esta caracterizada por un tiempo de supervivencia corto. En la
Tabla 1 se pueden observar algunos parametros y sintomas generales

caracteristicos de cada una de las fases de la LMC.%**



Tabla 1. Caracteristicas generales de las Fases de la LMC.*?

I Fases Avanzadas
Parametros Fase Croénica Fase Acelerada Crisis Blastica
DIEEBuGCHIEE 3-5 anos 6-9 meses 3-6 meses

de la
enfermedad
Porcentaje de 1-15% >15% >30%
Blastos
Hemoglobina Normal/ Bajo Muy Bajo
Ligeramente bajo
Plaguetas Normal/ Alto/ Bajo Alto/ Bajo Bajo
Médula 6sea Hiperplasia
Mieloide
Citogenética Ph” Ph” Ph’
Cambios genéticos secundarios:
Ph” adicional, i17q, +8.
Perdida de myc y p53
SIIGINETS Fatiga, sangrado, Fiebre sincausa  Anemia severa,
pérdida de peso  alguna, sangrado,
esplenomegalia, incremento de
hepatomegalia, infecciones,
dolor de huesos linfadenopatia.

PROGRESION DE LA ENFERMEDAD

c) Epidemiologia

La LMC es una enfermedad relativamente rara, con una incidencia anual
en un rango menor de 1.0 a 2.0 por cada 100, 000 personas, en varios paises
del mundo; y entre un 7 a 20 % del total de todas las leucemias son LMC, con
alta incidencia en Suiza, Estados Unidos, lItalia, Australia, Alemania y Reino
Unido, y baja incidencia en paises como Paises Bajos, Suecia y China. Sin
embargo en Estados Unidos, aproximadamente 3400-4500 casos nuevos son



diagnosticados anualmente y en Reino Unido, hay un estimado de 700

pacientes nuevos diagnosticados al afio.

La Leucemia Mieloide Crénica, es mas comun en personas de la tercera
edad, sin embargo también puede presentarse en cualquier rango de edad y su
incidencia se incrementa exponencialmente al transcurrir los afios,
presentdndose comunmente y en mucha mayor proporcion alrededor de los 40-
60 afos. La incidencia en nifios es rara, con solo aproximadamente 10% de
nuevos casos. Entre 1995 y 1999 en Estados Unidos, personas con mas de 65
afios tuvieron incidencia de 7.3/100, 000 personas, mientras que los menores
de 65 afios tuvieron una incidencia de solo 0.68/100,000 personas.*®

Es mas comun en hombres que en mujeres, en general la relacion entre
hombres y mujeres es aproximadamente de 2.2 y 1.3 por 100,000 personas,
respectivamente, ademas de ser mas comun en blancos y Negros que en otras

razas. *°

d) Etiologia

La LMC al ser un tipo de cancer, es una enfermedad multifactorial, en la
cual el desarrollo de esta, dependera de los factores de riesgo a los cuales esté
expuesto el individuo, el tipo y la calidad de vida del mismo, donde se incluye;
alimentacion, estilo de vida, trabajo y el lugar de origen, la edad, entre otras,
gue conjuntamente pueden dar paso al desarrollo del cancer. En cuanto a la
LMC, el Unico riesgo que se sabe es un factor para el desarrollo, son altas
dosis de radiacion ionizante y exposicion ocupacional al benceno. Esto se
evidencia con los sobrevivientes de la bomba atémica, siendo entre 20-25
veces mayor la incidencia de este tipo de leucemia. Sin embargo, hasta ahora
no se sabe que exista predisposicion genética para la LMC, tampoco se asocia

con virus oncogénicos y la enfermedad no es generalmente prevenible. **



e) Diagnastico.

Aproximadamente 85-90% de los pacientes son diagnosticados en la
fase cronica de la LMC (LMC-FC) y un 40% son asintomaticos, con el
diagnostico incidental a través de una prueba de rutina en sangre.
Comunmente en el examen fisico y caracteristicas de laboratorio, se presenta
fatiga, debilidad, pérdida del apetito, fiebre, pérdida de peso, sudoracion
nocturna, esplenomegalia, anemia, conteo plaquetario bajo, infecciones
frecuentes, sangrados, purpura, leucocitosis, trombocitosis y anormalidades

extramedulares.®®

El diagnostico, también se puede realizar, mediante frotis de SP, el cual
muestra una desviacidn a la izquierda, aunque se encuentran granulocitos en
todas las etapas de maduracion, las células predominantes son los neutrofilos
segmentados y mielocitos, mientras que los promielocitos y blastos no suelen
exceder 20% del total de leucocitos, y con frecuencia son menos de 10%. La
proporcién de blastos superior a 20% puede indicar LMC-CB o presentarse
cuando la cifra de leucocitos es muy grande, frecuentemente eosindfilos y
basoéfilos aumentan en términos tanto relativos como absolutos. La basofilia
progresiva puede indicar que el paciente ha entrado en CB, los monocitos
estan moderadamente aumentados y casi siempre pueden encontrarse signos

de displasia mieloide, incluso la anomalia de pseudo Pelger- Huet.

Un frotis de médula 6sea, se puede observar hipercelular en 90 a 100%
con un incremento notable en la proporcién mieloide- eritroide (10:1 a 50:1). La
meédula roja activa, puede extenderse al interior de los huesos largos y
entonces se presenta adelgazamiento de la corteza y erosién de las trabéculas.
Las células hematopoyéticas de la MO son principalmente granulocitos
inmaduros con menos de 30% de blastos, lo cual es una caracteristica
importante que diferencia a la LMC de la LA. En cuanto a los megacariocitos,

pueden aumentar y frecuentemente tienen formas inmaduras y atipicas. A



diferencia de los megacariocitos grandes presentes en otros subgrupos de las
neoplasias mieloproliferativas, la LMC tiene megacariocitos pequeios. Figura
2.

Figura 2.Frotis en SP y MO de paciente con LMC-FC, tefiidos con tincion
Wrigth. Izquierda. Frotis de SP, donde se observan leucocitos. Derecha. Frotis de
MO hipercelular y con neutréfilos en diferente estado de maduracion.**

De manera secundaria al aumento del recambio celular, aumentan las
concentraciones de acido Urico y Lactato deshidrogenasa (LDH). La
muraminidasa es normal o puede estar ligeramente aumentada, la diminucién o
ausencia de la Fosfatasa Alcalina Leucocitaria (FAL) no es especifica de la

LMC, pero si es caracteristica.

La LMC pertenece al grupo de neoplasias mieloproliferativas, por lo cual,
se deben revisar parametros como hematocrito, plaquetas, cromosoma
Filadelfia (Ph"), tamafio del bazo, entre otras, para poder diferenciar entre las

mismas.*® Tabla 2.



Tabla 2. Caracteristicas distintivas de las neoplasias mieloproliferativas.
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*MMM: mielofibrosis con metaplasia mieloide;**PV: policitemia vera;***TE:
Trombocitosis escencial

Finalmente, se realiza la confirmacion del diagnostico mediante cariotipo
en médula 6sea, FISH y/o RT-PCR, para detectar ya sea el Ph" y/o los
transcritos de BCR/ABL, existen esquemas que indican como se puede realizar
la confirmacion del diagnéstico con técnicas citogenéticas y moleculares.

Figura 3.
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Figura 3. Algoritmo de Diagndstico. Esquema donde se muestra el algoritmo
para el diagnostico de una presumible LMC.

2.2 Antecedentes del Cromosoma Filadelfia.

En 1960 Peter Nowel y David Hungerford, trabajando en Filadelfia,
describieron una anormalidad cromosémica consistente en pacientes con LMC,
un cromosoma acrocéntrico que se pensaba era una delecién cromosomica.
Este fue el primer ejemplo de una anomalia cromosémica ligada a una
enfermedad maligna especifica, en su articulo ellos escriben “Los resultados
sugieren una relacion causal entre la anomalia cromosémica observada y la

leucemia mieloide crénica”. Esta declaracion no fue aceptada del todo, ya que



se considerd que la anomalia cromosémica habia sido un fendmeno casual y
no asociado. Con las técnicas de bandeo cromosdmico mejoradas, se hizo
evidente que la anomalia era un cromosoma 22 acortado. En 1973, Janet
Rowley determin6 que el cromosoma 22 acortado, llamado cromosoma
filadelfia (Ph”), era el producto de una translocacion reciproca entre los brazos

largos de los cromosomas 9y 22, t(9;22)(q34:;q11) Figura 4. >1°

5}
q34 | v o
3
) Ph
9 9q+ 22 22q-

Figura 4. Cromosoma Filadelfia t(9;22)(q34;q11). Se muestran los puntos
de ruptura del los cromosomas 9y 22.%

a) Descripciéon del Cromosoma Filadelfia.

El Ph” es el resultado de la translocacion reciproca y balanceada entre
el brazo largo del cromosoma 9, en su region q34 y una parte del brazo largo
del cromosoma 22, en la region gq11 con punto de ruptura especifico en el gen
BCR. Dicha translocacion, genera el acortamiento de cromosoma 22q
formando el gen de fusion BCR/ABL en la region de unién con el cromosoma

22y la elongacién del cromosoma 9 (9q+) generando el ABL/BCR. 1819

La clasica t(9;22)(g34:q11) o Ph", es detectada por citogenética
convencional en aproximadamente 85% de los pacientes con LMC, en 5% el
Ph” es el resultado de intercambios complejos, usualmente entre tres o0 mas

cromosomas y siempre estan involucrados los cromosomas 9y 22 Figura 5.**
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Figura 5. Cromosoma Filadelfia y derivado. Se observa el cromosoma 9 y 22
normal (izquierda) y el cromosoma 99+ y el Ph” producto de la translocacion
reciproca.

2.3 Alteraciones cromosémicas secundarias en la LMC.

El cariotipo puede hacer evidente la evolucion clonal, o sea, la
transformacion de la enfermedad a un nivel més agresivo, por la aparicion de
alteraciones adicionales a la t(9;22). En el momento de la transformacion a FA
o CB, el 60-80% de los pacientes muestran cambios citogenéticos, que son
secundarios al Ph’. Las anormalidades secundarias mas comunes incluyen
trisomia del cromosoma 8 (34%), Ph” adicional (30%), e i(17qg) en 20% de los
pacientes y entre las menos comunes se encuentran la pérdida del cromosoma
Y, monosomia del cromosoma 7, 17 y trisomia del 17 y 21.%° Las alteraciones
complejas secundarias en el cariotipo de pacientes con LMC, son resultado de
la inestabilidad genémica de las células leucémicas.”?* AGn no ha sido
comprobado el vinculo que existe entre el progreso de la enfermedad y las

anomalias cromosémicas secundarias.



*Trisomia del cromosoma 8.

El gen MYC esta localizado en el cromosoma 8(g24), se sugiere que
esta relacionado con que la trisomia 8 se asocie con la sobre-expresion de la
proteina c-Myc y por lo tanto, involucrada patogénicamente con la progresion
de la enfermedad. El gen MYC ocasionalmente amplifica o se sobre-expresa en
pacientes con LMC- CB, pero no esta bien definida la correlacion entre la
trisomia 8 y la sobreexpresion de MYC. Ademas algunos casos descritos con
analisis de microarreglos de AML, con trisomia 8 como la Unica anomalia
cromosomica, revelaron un patron complejo de la sobreexpresion de varios
genes, que no puede limitarse a la sobreexpresion de un subconjunto de genes
o un solo gen. Sin embargo, la expresion negativa dominante de las

moléculas de c-Myc suprime la transformacién dependiente de BCR/ABL. %
* |socromosoma 17.

Alun no se ha establecido una correlacion entre esta anormalidad
genética y el mecanismo molecular de la progresion de la enfermedad. El i(17q)
conduce a la pérdida de 17p y se ha pensado que esta asociado con la
pérdida de un alelo de P53. Mutaciones en P53 del alelo normal no han sido
reportadas en casos de LMC con i(17q), incrementando la posibilidad de que
el mecanismo patogénico relevante en pacientes con LMC-CB e i(17q), es la
pérdida de la funcién de genes no identificados. También es posible que la
inactivacion genética de un alelo P53 en combinacién con los efectos BCR/ABL
dependiente en la expresion /actividad siga siendo el mecanismo
patogénicamente relevante LMC-CB con esta anormalidad cromosémica.®

*Doble Ph’

El efecto del doble Ph” en la progresion de la enfermedad, puede ser la
mayor expresion de BCR/ABL, sin embargo, la relacion entre los niveles de
BCR/ABL y la presencia de un segundo cromosoma Ph” no se ha probado

formalmente y por tanto no se ha podido comprobar si el aumento de expresién



de BCR/ABL, per se, es suficiente para inducir el fenotipo de las células

leucémicas.?
*Translocacion (3;21) y (7;11).

Los efectos patogénicos de las alteraciones genéticas secundarias en la
LMC-CB son mas claras en 1(3;21)(q26:922) asociada a la proteina de fusion
AML1/EVI-1 y t(7;11)(p15;p15) que fusiona los genes NUP98/HOXA9. La
t(3;21) ha sido encontrada en aproximadamente 2% de pacientes con LMC-CB,
mientras que la t(7;11) es menos frecuente. En estudios con médula de ratones
se observo que la co-expresion de BCR/ABL y AML-1/EVI-1 inducia un proceso
de la enfermedad caracterizada por la acumulacién de células blasticas con
bloqueo en la diferenciacion. Esto es consistente con la observacion que
AML1/EVI-1 suprime la trans-activacion dependiente de AML1 de los genes
gue regulan la diferenciacién e inhibe la diferenciacién inducida por G-CSF de
de células precursoras mieloides 32Dcl13. Sin embargo aparentemente la
proteina quimérica Aml-1/Evi-1 interactia con SMAD3, un efector nuclear del
factor transformante de crecimiento beta, suprimiendo asi los efectos

inhibitorios de crecimiento de TGF-p.

La translocacion (7;11) es una anormalidad cromosémica poco
frecuente, pero la proteina quimérica Nup98/Hoxa9 aparentemente es
relevante en la progresion de la enfermedad, ya que, en un estudio se observo
gue los ratones que fueron inoculados con células de médula que expresaban
esta proteina, desarrollaban desordenes mieloproliferativos que progresaban a
Leucemia Mieloide Aguda después de 4 a 9 meses. La co-expresion de
BCR/ABL y NUP98/HOXA9 causa rapidamente la progresion de la enfermedad.
Algunos otros estudios relacionan los mecanismos por los cuales
NUP98/HOXA9 coopera con BCR/ABL, funcionando el primero, como un
potente factor de transcripcion e induce los desordenes mieloproliferativos que
aparentemente dependen del incremento de la proliferacion y supervivencia de

los progenitores mieloides. Se sabe que la actividad acumulada de BCR/ABL y



NUP98/HOXA9 causa la expansion de las células tronco progenitoras que no

son sensibles al estimulo inducido de diferenciacion.

De 20 a 40% de los pacientes con LMC-CB no presentan anormalidades
cromosémicas y presuntamente, sélo una fraccion de estos pacientes tiene
inactivacion molecular del gen P53, sin embargo, su supervivencia general es
s6lo un poco mejor que los que las presentan. Es “tentador” suponer que la
carga de la enfermedad de los pacientes sin anomalias cromosomicas es una

consecuencia de los cambios epigenéticos.

2.4 Citogenética convencional y FISH.

La citogenética, es el estudio de la estructura de los cromosomas,
patologia, funcién y comportamiento de los mismos. Los cromosomas son
estudiados en estadio de metafase mitdtica o meidtica. La division celular
puede encontrarse espontaneamente en MO, ganglios linfaticos, vellosidades
coriénicas o placenta y en algunos tumores solidos. Algunas otras células para
estudio citogenético (sin division espontanea) incluyen linfocitos, liquido

amnidtico, piel y otros tejidos que contienen fibroblastos.?

El andlisis citogenético se realiza mediante el ordenamiento de los
cromosomas, el cual recibe el nombre de cariotipo, este es la imagen de los
cromosomas apareados, los cuales son analizados observando los patrones de
bandeo caracteristicos de cada cromosoma. Los patrones de bandeo, se logran
usando diferentes técnicas que ponen en evidencia la heterocromatina,
contenido de proteinas o regiones nucleares organizadas. Existen diversos
tipos de bandeo, el mas comun es el bandeo GTG, pero también hay otros

métodos como bandeo C, Q , Ry NOR.?’ Figura 6.



*Bandas GTG.

Las bandas GTG, G o bandeo Giemsa son el método de rutina preferido
para el andlisis cromosomico, en este método estan involucrados proteasas,
tales como la tripsina o incubacién en solucién salina de citrato.?’ El patrén de
bandeo obtenido, es el reflejo de la composicion estructural y funcional de los
cromosomas. Las bandas oscuras estan relacionadas con cromomeros en
paquiteno, generalmente replicados después de la fase S, conteniendo DNA
rico en adenina y timina, contienen relativamente pocos genes activos vy
pueden diferir de las bandas claras en cuanto a composicion de contenido
protéico. En general las laminillas para bandas GTG se dejan deshidratar a 56-
60 °C, durante una noche o a temperatura ambiente de 3 a 5 dias, para obtener

mejores resultados.?®
*Bandas Q.

Es un tipo de bandeo con fluorescencia, recibe su nombre debido a que
se utiliza Diclorhidrato de Quinacrina, el cual es un colorante de acridina que se
une al DNA por intercalacion de uniones externas ionicas. Se sabe que las
bases nucleotidicas adenina y timina fluoresen mas que guanina y citocina.?
Mientras que la composicion de base de fracciones de cromatina aislados,
puede afectar la fluorescencia de ese colorante, el patrén de bandeo observado
con esta técnica es influenciado por la variacién en la composicién protéica de
los cromosomas.?® Esta técnica estd en desuso por que requiere un
microscopio con epiflourescencia y las laminillas no perduran mucho tiempo

para su andlisis.
*Bandas C

Las bandas C, llevan ese nombre debido a que este método pone en

manifiesto la heterocromatina constitutiva no codificante®®, tal como el DNA



repetitivo, que en los cromosomas humanos se encuentra generalmente
localizado en los centromeros, con excepcion del cromosoma Y donde la banda
oscura esta localizada en la regién distal del brazo largo.” Para el bandeo C,
los cromosomas se exponen a desnaturalizacion con una solucién saturada de
hidréxido de bario y HCI, antes de tefiirse con Giemsa.*® Las bandas C tiene un
uso limitado en el laboratorio clinico y son principalmente para identificar el
potencial de genes codificantes o varios segmentos del genoma, especialmente
cuando pequefios marcadores cromosomicos, de origen desconocido estan
presentes y para el estudio de polimorfismos en la poblacion. Los brazos cortos
y los satélites de los cromosomas acrocéntricos, la cromatina pericéntrica y
muchos de los brazos largos del cromosoma Y son Bandas C- positivas,
contienen genes no activos y muestran variantes en el tamafio en individuos
normales.?® En las leucemias se usa en casos de LAM-M4 con sospecha de

inv(16) que involucra la region heterocromatica del cromosoma 16.
*Bandas R

Son las bandas claras, que se observan en el bandeo G,?” el nombre
de bandas R, proviene de “reverso”, ya que en este método, las bandas claras
observadas en el bandeo G, se observan oscuras. Los cromosomas se
desnaturalizan mediante calor en solucion salina antes de tefiirse con naranja
de acridina o pueden también ser tefiidas con colorante de Giemsa. El
tratamiento con calor, desnaturaliza DNA abundante en adenina y timina y las
bandas R son Q negativas.*® Su uso es en general para localizar rearreglos en
la parte distal de los cromosomas. Se pueden visualizar pequefios rearreglos
estructurales en partes del genoma que son muy conocidas y resultan en

anormalidades fenotipicas.?



*Bandas NOR

Ponen en manifiesto las regiones nucleares organizadas, las cuales se
sabe contienen los genes para el rRNA 18S y 28S, que pueden ser tefiidas con
nitrato de plata, también tifien proteinas selectivas adyacentes a las regiones

NOR. Los genes que codifican para esos rRNA’s en humanos estan

localizados en los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos (13,14,15,
21y 22).
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Figura 6.Comparacién de distintas técnicas de bandeo. Metafases. Arriba
izquierda. Bandeo R. Arriba derecha. Bandas GTG y Abajo. Bandas C.



*Hibridacion In Situ con Fluorescencia (FISH)

En 1969, Pardue y Gall usaron sondas radiactivas de secuencias
altamente repetidas de ratdon y mostraron que esas secuencias hibridaban con
regiones centroméricas de cromosomas. En 1986, Pinkel desarroll6 un método
para visualizar cromosomas utilizando sondas marcadas con fluorocromos, lo
que fue llamado Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH).3' Los expertos en
FISH, refieren a su campo como citogenética molecular, porque su obra
cruza los campos de la genética molecular (sondas de DNA) y citogenética

(evaluacion de cromosomas).

Las sondas de FISH se clasifican generalmente por el lugar en donde
hibrida en el genoma o por el tipo de anomalia cromosdémica que detectan.
Estas técnicas son utiles en el diagnéstico de diversas enfermedades
congeénitas y trastornos neoplasicos malignos, especialmente como auxiliar en

el estudio cromosémico convencional.®!

En la LMC, en la técnica de FISH “convencional”’, la sonda marcada
directamente contiene la porcion 5°del gen BCR en 22q11 (color verde) y la
porcion 3"de ABL (roja) en 9q34. En las células con la t(9;22), se observan los
cromosomas normales como sefales verde y roja respectivamente y una sefal
de fusién de color amarillo en el Ph’. Esta técnica presenta una baja
especificidad debido a la superposicidbn aleatoria de color naranja. Esto
conduce a resultados falsos positivos, que limitan seriamente el uso del FISH
de primera generacion, para la deteccion de Enfermedad Minima Residual
(EMR).

Tambien existen las llamadas sondas de sefial adicional, con este tipo
de sondas las secuencias de DNA flanquean los puntos de ruptura en los
cromosomas Yy se fusiona originando una sefial amarilla. Sin embargo, parte de
las secuencias de DNA reconocida por una de las sondas (ABL) permanece en

el sitio original, dando lugar a una sefial roja.*



El otro tipo de sondas, las llamadas de fusion dual, las sondas abarcan
los genes involucrados, se emplean dos sondas de ABL/BCR, uno hibrida al
extremo 5' y la otra al 3' de los puntos de ruptura habituales en ABL. En las
células normales, estas dos sefiales de color naranja se sobreponen,
originando una sefal intensa y grande de color naranja las células con t(9;22)
tiene una sefial roja y una verde en los cromosomas normales y una sefal de

fusion amarilla que se observa en ambos derivados (der22 y der9) Figura
7 33 34,35

201G1F

Figura 7. FISH para BCR/ABL. En A se observa una célula en interface y en B una
metafase; en color rojo se observan las sefiales de los cromosomas 9 y 9g+ ,la sefial
amarilla es la sefial del cromosoma filadelfia y la sefial en verde esta referida al
cromosoma 22 normal.** C se observa interfase y metafase con FISH de sonda dual.



2.5 Monitoreo citogenético de pacientes con LMC.

Los estudios citogenéticos siguen siendo el “estandar de oro” en el
monitoreo del tratamiento de pacientes con LMC. Las definiciones actuales de
respuestas citogenéticas se derivaron del analisis citogenético en al menos 20
metafases evaluables.Estos criterios se definieron en los afios 90°'s en la época
del tratamiento con interferon. Los criterios para la evaluacion de la respuesta
son los siguientes: Respuesta citogenética completa (RCgC) con 0%
metafases Ph+; Respuesta citogenética parcial (RCgP) de 1% a 35%
metafases Ph+, y Respuesta citogenética menor o minima (RCgM) de 36%
a 90%- 95% metafases Ph+. Una respuesta citogenética mayor se refiere a un

porcentaje de 0- 35% de metafases Ph” Tabla 3. 37

Para los cariotipos de seguimiento posterior a trasplante de células
madre hematopoyéticas, se analizan las células en metafase, y para el caso de
la evaluacion de pacientes con LMC, se requiere una muestra de MO. Ademas,
se sugiere la revision de por lo menos 30 metafases para detectar el marcador
especifico de las células del donador y/o receptor. En pacientes que logran
desaparicion de la clona Ph” con el tratamiento (RCgC), se ha informado la
aparicion de alteraciones clonales en las células Ph” negativas, con una
frecuencia variable entre el 2-17%. Las alteraciones que se presentan son
caracteristicas de otros tipos de desordenes hematolégicos como LA o
sindromes mielodisplasicos; sin embargo, el significado clinico de estos

hallazgos adn es incierto.®



Tabla 3. Criterios citogenéticos para el monitoreo de pacientes con LMC.*

Nivel de Respuesta % de Metafases Ph+

Citogenética

Completa RESPUESTA
Parcial 1- 35% CITOGENETICA
MAYOR

Menor 36-95%

Sin Respuesta > 95%

2.6 Aspectos moleculares de la LMC.

a) Gen BCR

Se trata de un gen localizado en el cromosoma 22q11.2, que tiene un
tamafio de 130 kb.®> y consiste en 23 exones de los cuales, los dos primeros
son exones alternativos en el extremo 5. Han sido encontrados dos diferentes
MRNAs de BCR de 4.5 y 7 Kb que codifican para proteinas de 100 y 160 KDa

respectivamente.**

El gen BCR es una molécula compleja con varios dominios funcionales:
el dominio cinasa de treonina/ serina, el de uniébn SH2, de oligomerizacion, un
dominio central, el relacionado con GEF, Interaccion con Gen producto de XPB

y Dominio terminal COOH. Figura 8.

El primer ex6n de BCR es de significancia critica, debido a que esta
incluido en todas las proteinas de fusién de Bcr/Abl. Dentro de esta region de
BCR, reside el dominio cinasa, dos cajas ricas en serina que contienen

dominios de uniéon SH2, y un dominio de oligomerizacion.



Dominio cinasa de serina/treonina

La proteina Bcr tiene actividad de serina/treonina en el primer exén, una
secuencia consenso homadloga al sitio de union del ATP de otras cinasas, y ha
sido identificado un dominio de fosfotransferasa. Bcr, puede autofosforilarse en
residuos de serina y treonia, asi como caseina e histonas transfosforiladas en
técnicas in vitro (estos ultimos son sustratos conocidos para cinasas de serina/
treonina). En la LMC Ph+, las fosfotirosinas estan presentes en BCR y en
BCR/ABL, debido a la actividad tirosina cinasa de Bcr/Abl. El primer exon del
componente Bcr de Bcr/Abl es también fosforilado en residuos de serina/
treonina. De hecho, la mayoria de la autofosforilacion de Bcr/Abl se produce
dentro del segmento de Bcr mas que en Abl. Este dominio es de gran
significancia debido a que, al tener una actividad similar a la de una cinasa de
tirosina, aumenta la actividad de autofosforilacion y por consiguiente la
desregulacion de diversas funciones celulares, donde Bcr/Abl esta implicada.

Dominio de unién SH2

Es un dominio altamente conservado. Se trata de una region no
catalitica de aprox. 100 aminoacidos que unen los sitios de union SH2
consistiendo de 3 a 5 aminoacidos incluyendo fosfotirosina. Esta interaccion es
importante en el ensamble de sefiales complejas de traduccion. Bcer es la unica,
en que los dominios SH2 de otras proteinas pueden unir el fosfoaminoacido de

serina, treonina o tirosina (solo en uno), en dos de sus sitios de unién a SH2.

Un dominio SH2 que se une a Bcr es el de Abl, y esta interaccion esta
mediada a través de las serinas y treoninas fosforiladas. Algunas secuencias
de Bcr involucradas en esta falsa interaccidon entre los aminoacidos 192-242 y
298-413 son esenciales para la activacion de oncogén BCR/ABL. También ha

sido encontrada una tercera region de BCR de unién a SH2, que interactia a



través de una tirosina fosforilada con la proteina adaptadora Grb2 (una proteina

esencial en la via de transduccién de sefial Ras).*

Dominio de oligomerizacién

El tercer dominio funcional se encuentra entre el exon 1 de BCR y es
caracterizado por repetidos heptavalentes de residuos hidrofobicos entre los
aminoacidos 28 y 68. Las mutaciones dentro del dominio de oligomerizacion
atendan la actividad enzimética de la cinasa de tirosina de BCR/ABL. Este

dominio también tiene efectos en la localizacion.*®

Dominio central

Es una region que incluye la interaccién con la proteina G en multiples
niveles. Esas proteinas son esenciales en: sefiales intracelulares, organizacion
citoesquelética, crecimiento celular y desarrollo normal. Las proteinas G
ciclicas tienen una interaccion de union con GDP en estado inactivo, el estado
activo es determinado por un proceso que es regulado por GAPs y GEFs
(factor de intercambio de guanina). GEFs activa a la proteina G por conversién
de GDP a GTP, en contraste, GAPs inactiva la proteina G por activacién de

GTPasa, a su vez, regula a la baja la proteina por hidrélisis de GTP.*

Dominio relacionado con GEF

La region central del gen BCR presenta homologia con la expresiéon del
protoncogen VAV hematopoyético. En adicién, las secuencias centrales
demuestran homologia con division de células de levadura del gen ciclico
CDC24, su contraparte en el humano es el oncogén DBL que codifica para
GEF. EL CDC24 codifica para un regulador del ciclo de division celular,
controlando la proteina y también juega un papel importante en la

organizacién citoplasmatica y citoesquelética, polaridad celular.
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Figura 8. Dominios de proteina Bcr. Se muestran los diferentes dominios de la

protel'na BCR. GEF: Factor de Intercambio de Guanina; Grb2: Factor de crecimiento de proteina de

union al receptor; BAP-1: BRCAL asociada a la proteina-1 (ubiquitina hidrolasa carboxi-terminal); XPB:
Xeroderma Pigmentoso B ; RacGAP: Rac- Proteina activadora de GTPasa -1

La proteina de BCR se expresa primariamente en estados tempranos de
la diferenciacion mieloide y los niveles se reducen significativamente conforme
maduran los leucocitos polimorfonucleares,**se expresa de forma ubicua, fue
considerada primero como una proteina citoplasmica, pero en estudios
posteriores demostr6 su capacidad para asociarse al DNA condensado.
También se ha implicado en la regulacion de la via de sefalizacion WNT y
tiene un papel importante en el acarreo de receptores del factor de crecimiento.
Adicionalmente, Bcr interactla con la proteina del xeroderma pigmentoso B

(XPB), posiblemente afin a Ber o reparacion de DNA.*
b) Gen ABL

La cinasa de tirosina del gen ABL es homélogo del gen viral de leucemia
murina de Abelson (ABL, ABL1), localizado en la region q34 del cromosoma 9.
Contiene en total 11 exones, y puede ser la o 1lb dependiendo del
procesamiento (splicing) alternativo. La transcripcion de ABL genera dos

distintos MRNAs de 5 0 6.5 Kb que son traducidos a dos proteinas isoformicas



de 145 KDa la e Ib, difiriendo en 19 residuos amino terminal. La isoforma Ib
contiene el acido graso C14 Miristoil, afin a este amino terminal y es expresado
en mas altos niveles que la forma no-miristolada (la).*® La proteina es
expresada ubicuamente y se encuentra localizada en citoplasma y nucleo de
las células, siendo capaz de transportase a través de estos dos

compartimientos. Figura 9.
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Figura 9. Estructura tridimensional de Abl. Se observa la estructura de

la proteina Abl en su isoforma Ib. *°

La proteina Abl se ha implicado en varios procesos celulares, tales como
la regulacion de proliferaciéon celular, diferenciacion, adhesion y muerte celular.
Esta proteina promueve e inhibe el crecimiento celular. En células quiescentes,
Abl ayuda a inactivar por union a proteina Rb (proteina supresora de tumores),
también activa otros genes que promueven el crecimiento, sin embargo, en
algunos estudios se ha demostrado que la sobre-expresion de Abl induce el

bloqueo del ciclo celular en fase G1.



El Abl nuclear (n-Abl) esta involucrado en ciclo celular y responde a
genotoxicidad, mientras que Abl citoplasmico (c-Abl) se ha implicado en la
induccion de apoptosis en dafio al DNA, mediante la proteina p53 y p73,

bloqueando las células en crecimiento e induciendo apoptosis.**

Se activa como respuesta al estrés celular, tal como radiacion ionizante
0 estrés oxidativo. La activacion por estrés o mitdbgenos activa la proteina
MAPK y a JNK/SAPK, miembros de la familia Jun N- terminal y p38, también
tiene un papel en la mediacion de induccion de muerte celular. c- Abl es
asociada con las fibras de actina, que forman la estructura bésica del
citoesqueleto y es por tanto involucrada con la motilidad y adhesion celular.

La actividad cinasa de tirosina de Abl normal, es altamente controlada,
ya que los residuos del extremo amino, forma una estructura de “capucha” que
esta presente en ambas variantes del splicing. La estructura de capucha inhibe
la actividad cinasa de la proteina por unién intra-molecular a SH3 y dominios

cataliticos, que conduce a la auto-inhibicion.

La modificacion de miristoil en la isoforma Ib también tiene un rol en la
regulacion de la actividad cinasa por union al dominio catalitico, pero la

regulacion de la isoforma, alin no esta determinada. ***8°

Los miembros de la familia de las cinasas Abl, junto con las de la familia
Src y la familia Tec, tienen un dominio similar de organizacién. Las proteinas
tienen una cinasa de tirosina que esta precedida por un Homologo Src-2 (SH2)
y un dominio SH3. Esos tres dominios estdn conservados, no solo en
secuencias terminales de identidad (42% entre c-Abl y c-Src), sino también en
términos de esos rearreglos y espaciamiento. Por el contrario, las regiones que
se encuentran rio arriba del dominio SH3 y rio abajo del dominio cinasa son
diversas. El extremo amino de los miembros de la familia Abl, consiste en la

region “CAP”, que esta presenten en diferentes variantes de empalme. La



misma region en cinasas de la familia Src que se denomina la regién Unica (o
dominio SH4) y ancla la proteina a través de membranas de miristoilo y /o
grupos de palmitoil, no implicados en la inhibicién de la cinasa. Figura 10.°
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Figura 10. Dominios de Abl y homoélogos. Esquema de los distintos
dominios de la familia de proteinas Abl y sus homologas Src y Tec. *°

Src

Juega un papel importante en la transduccion de sefales inducida por un
namero de estimulos extracelulares, incluyendo factores de crecimiento e
integrinas. Src regula la activacién del crecimiento celular, migraciéon y
sobrevivencia, muestra también actividad oncogénica cuando esta
desregulada. Esto se demostr6 primeramente con v-Src, una forma viral y
activa de la contraparte celular responsable de la actividad oncogénica del

Rous sarcoma- virus en pollos.**



c) Gen de fusion BCR/ABL

En la t(9;22) dicho rearreglo involucra la adicion de segmentos 3"del gen
ABL (ubicado en el cromosoma 9qg34) a segmentos 5 del gen BCR (ubicado en
el cromosoma 22g11) creando un gen hibrido BCR/ABL que es transcrito a un
RNA mensajero quimérico BCR/ABL de 8.5 Kb.*?

En los 70°s y 80’s, la investigacion de transformacion de retrovirus llevo
a grandes avances en cuanto a tumores malignos humanos. Estos estudios
revelaron que las mutaciones en genes celulares normales podrian ser
oncogénicas. Por ejemplo, el virus de la leucemia murina de Abelson, descrita
inicialmente en 1970, condujo a la identificacion de su gen transformante, v-
ABL y a la clonacién de su homologo celular normal c-ABL. Mediante el mapeo
de oncogenes especificos para localizaciones cromosémicas, se reconocio que
el c-ABL, que normalmente se encuentra en el brazo largo del cromosoma 9,
se habia translocado al cromosoma 22 en pacientes con LMC. Los puntos de
ruptura en el cromosoma 22 estan agrupados en una region relativamente
pequefia que se extende por 5.3 Kb fue nombrada BCR (region de ruptura de
conglomerados).®

El punto de ruptura de ABL puede ocurrir en cualquier sitio a lo largo de
un area de 300 Kb en su extremo 5°. En contraste de BCR que puede
romperse en tres diferentes regiones: el primer sitio se ubica en un area de 5.8
Kb entre los exones 12 y 16 (b3 y b2), referido como region de ruptura mayor
(M-bcr), la cual codifica a una proteina de 210 kDa (p2102"), caracteristica
de los pacientes con LMC y de un tercera parte de los pacientes con LLA. El
segundo sitio de ruptura se ubica en el exdn 2 (e2) en un area de 54.4 Kb
conocida como region de ruptura menor (m-bcr) y codifica a una proteina de
190 kDa (p190 " presente en pacientes con LLA.®2 Finalmente, el sitio de

ruptura conocido como micro (u-bcr), se ubica en el exén 19 de BCR y codifica



a una proteina de 230 kDa (p2305°*) caracteristica de la leucemia neutrofilica

crénica. Figura 11.%
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Figura 11. Sitios de Ruptura de BCR. Se muestran los 3 distintos puntos
de ruptura de BCR y en la parte inferior se indican las proteinas producto de las
translocacion de los cromosomas 9y 22.%

d) Proteina de BCR/ABL.

La proteina p210 es la que se encuentra presente en los pacientes con
LMC Ph+, se ubica preferencialmente en el citoplasma, en donde tiene una
actividad incrementada y constitutiva de cinasa de tirosina, la cual es esencial
para la transformacion maligna, ya que es capaz de modificar los mecanismos
de proliferacion celular, la apoptosis y la adhesién celular, eventos que

conducen a un fenotipo leucémico. Tabla 4. 43

En cuanto a las alteraciones en la adhesion celular, se sabe que, cuando
las células troncales hematopoyéticas se encuentran unidas al estroma de la
médula ésea, se regula negativamente la proliferacion celular a través de la
participacion de integrinas, selectinas e inmunoglobulinas, siendo
particularmente importantes las - integrinas, que al unirse a su receptor son

capaces de inhibir la proliferacion de células hematopoyéticas normales. No



obstante, en la LMC se detectan anormalidades en la expresion de selectinas e
integrinas y se ha confirmado que células progenitoras Ph+ se unen con menor
afinidad al estroma que su contraparte normal e incrementan sus plegamientos
en la membrana, aumentando con ello, la movilidad celular, lo que favorece la

liberacién de células inmaduras y anormales a la circulacién sanguinea.*?

Otro evento asociado con Bcr/Abl es el incremento en la actividad
proliferativa de las células leucémicas. Esta actividad esta mediada por
multiples vias de sefializacién, que involucran la participacion de proteinas Ras,
Stat y la via del PI3-cinasa, estas dos ultimas también estan involucradas en
los mecanismos de apoptosis, ya que regulan la inhibicion de los genes pro-
apoptéticos BAD y la induccion del antiapoptotico Bcl-x. respectivamente. Asi
mismo, Bcr/Abl es capaz de proteger de la apoptosis inducida por estrés
mecanico y quimico y aunque el mecanismo no esta totalmente entendido, se
sabe que puede bloquear la liberacion de Citocromo-C de la mitocondria e

inhibir la activacién de caspasas.*? Figura 12.

En un estudio se encontré que la expresion de C/EBPa, el cual es un
miembro de la familia de proteinas CCAAT (potenciadores de proteinas de
union) que tiene una funcibn como potenciador de union de factores de
transcripcion, requerido para la diferenciacion mieloide, es regulada por
BCR/ABL dependiendo de la dosis de este. La expresiéon de C/EBPa puede
revertir el proceso de diferenciacion inducido por G-CSF en células BCR/ABL

positivas.?

También se ha encontrado que el gen MDM2 se activa por BCR/ABL
después de la transcripcion y funciona como un regulador negativo de p53, lo
que desactiva la respuesta de reparacioén de dafio al DNA mediada por p53.%

La expresion de C/ EBPa y MDM2 es en parte, regulada por p210, por la

activacion de 2 proteinas de union a ARN (hnRNP- E2 y La) con un efecto



negativo o positivo en

respectivamente.®

la C-EBPa vy traduccion de mRNA MDM2,

Tabla 4. Caracteristicas de la Proteina p210. *

. - 7

Localizacion del gen

codificante
Tamarfo del gen

Tamano de transcrito

Localizacion

Funciones

Cromosoma 22911

*Varia de acuerdo del sitio de ruptura.

*La ruptura es en la region central de BCR, se sabe
es de 5.8 Kb (M-bcr).

*Las rupturas pueden ocurrir entre los exones 2y 3
0 3y 4 de M-bcr (b2a2 o b3a2).

*La ruptura en ABL ocurre solo en el exén 1.

8.5 Kb de transcrito BCR-ABL

Se localiza en estructuras vesiculares de F- actina
cortical.

*Actividad de Tirosina cinasa constitutiva.

*Puede unir microfilamentos y actina
citoesquelética.

*Disminuye la expresion de diferenciacion
mieloide.

*Los sustratos pueden incluir moléculas de
transduccion de sefiales relacionadas con Ras.
*Formacién de complejos con fosfoproteina de
tirosina Crkl, una proteina adaptadora SH2/SH3.
*Interactia con p62Dok proteina de acoplamiento.
*Puede prevenir la apoptosis.

*Relacién con la via Jak/ Stat (especialmente
Stat5)

*Relacion con la via fosfatidilinositol 3-cinasa/Akt.
*Activan Jun- cinasa.

*Interaccion y regulacion con la proteina XPB.
*Transformacion de actividad parcialmente
mediada a través de la via Ras.

*Puede provocar alteraciones en las propiedades
de adhesion.

*Regula negativamente la expresion de la proteina
Ship.



Otros dos genes regulados por Bcr/Abl en la LMC-CB son EVI-1 y HOX-
A9, factores de transcripcion que pueden cooperar con BCR/ABL en el
bloqueo de la diferenciacion mieloide y aumentar la ventaja proliferativa y la
supervivencia de las células que expresan BCR/ABL. Tal vez, el efecto
acumulativo de MDM2, EVI-1, HOXAS9, y otros blancos de BCR/ABL implicados
en la proliferacion, supervivencia y diferenciacién, junto con la baja regulacién
de C/ EBPa, conduce gradualmente a la detencion de diferenciacion, apoptosis,
reduccion de la susceptibilidad y mayor potencial proliferativo de las células

leucémicas en CB.%®

La sobreexpresion de BCR/ABL puede ser también implicada en la
represion transcripcional mediante la promocién de la hipermetilacion de
regiones reguladoras de genes especificos. Uno de estos genes es en si ABL,
gue esta hipermetilado y se expresa en niveles bajos en LMC-CB. La proteina
c-Abl ha sido implicada en la respuesta al dafio del DNA y en la apoptosis; por
lo tanto, la baja modulacion de la expresiéon de c-Abl podria reducir ain mas la
susceptibilidad a la apoptosis debida al dafio inducido al DNA de células que
expresan BCR/ ABL, al tiempo que mejora su inestabilidad gendmica, dos

funciones que pueden contribuir a la progresién de la enfermedad.?
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Figura 12. Implicacion de BCR/ABL en vias de transduccion de sefiales.

e) Monitoreo molecular de pacientes con LMC.

La enfermedad minima residual (EMR) es definida como el menor
namero de células leucémicas que pueden ser detectadas por analisis
citogenético, morfolégico y molecular. **En cuanto al analisis molecular la EMR,
puede ser detectada mediante la PCR, ya sea cualitativa RT-PCR o cuantitativa
RQ-PCR.

El fundamento de la RT-PCR y la RQ- PCR es idéntico. Se trata de la
amplificacion de material genético, ya sea RNA o DNA mediante un
termociclador y ciclos consecutivos de desnaturalizacién de DNA, hibridacién
con cebadores con el gen blanco y la extension del nuevo producto. La
diferencia radica en que, en la RT-PCR el producto amplificado se observa y/o
analiza al final de la reaccion, mientras que en la RQ- PCR es posible visualizar

la dindmica de las curvas de amplificacion, mediante la ayuda de fluorocromos



unidos a sondas de hibridacion que van uniéndose a la secuencia blanco o
medida que va sintetizandose y son detectados y analizados con un programa

informatico. *>4®

Para que se lleve a cabo la reaccion, se necesitan de diversos
componentes, tal como DNA, oligonucle6tidos que también son conocidos
como cebadores o sondas, enzima DNA- Polimerasa, nucleétidos trifosfatados
(dNTP’s). Figura 13.
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Figura 13. Esquema de la PCR convencional y la formacién de productos.

Existen diferentes variantes de PCR, para el monitoreo de la LMC se
realiza la RT-PCR en muestras de MO o SP. Para la observacion de calidad de
sintesis de cDNA a partir de RNA obtenido de la muestra de algun paciente se
suele realizar PCR- Multiplex, la cual est4d basada en el uso de mdltiples
primers que amplifican multiples “segmentos de DNA” en una sola reaccién, la
ventaja de este tipo de PCR es que minimiza el nimero de reacciones por
separado.”’



Otro de los subtipos es la reaccion anidada, que ayuda a incrementar
la especificidad. Este subtipo de PCR, consta de dos reacciones; la primera
para amplificar ciertos fragmentos de interés y el producto de esta, se usa
como fuente de cDNA para la segunda reaccion donde se usan
oligonucledtidos diferentes que reconocen secuencias ‘“internas” dentro de los
fragmentos ya obtenidos en la primera reaccién. Los fragmentos que se
requieren obtener en el caso de la LMC, son los diferentes transcritos de
BCR/ABL (b3a2, b2a3, elal).*® Este método detecta solo los transcritos del
gen de fusion, se trata de una técnica solamente cualitativa, ya que mediante
un gel de agarosa, se observan las bandas correspondientes a los transcritos
de BCR/ABL y el gen constitutivo.

Actualmente la variante de la PCR mas utilizada es la RQ-PCR, se trata
de una variante cuantitativa, que detecta los niveles de transcritos. La RQ-PCR
es de gran ayuda, ya que se ha establecido una escala internacional (El) para
el monitoreo de la LMC, observando la reduccién en los niveles de transcritos.*®
Esta EIl, se expresa en %, donde 100% es la linea basal, 0.1% o 3 log de
reduccion se refiere a el logro de la Respuesta Molecular Mayor (RMM), y de 1-
2 % corresponde al limite en el cual se pueden detectar mediante analisis

citogenético el porcentaje necesario para alcanzar la RCgC. *¢*°

El logro de una RMM, como su nombre lo dice es la mayor respuesta
que se puede alcanzar, anteriormente se hablaba de “Respuesta Molecular
Completa” o “PCR negativo”, sin embargo, estos términos implican una
absoluta falta de medicion de la leucemia, es decir que los transcritos han
desaparecido, lo cual no es correcto, debido a que en la medicion influye la
sensibilidad de la técnica, la RT-PCR anidada tiene una sensibilidad de 102,
mientas que la RQ- PCR de 10°, por lo cual no podemos saber con certeza si

los transcritos han desaparecido.®”**



Desde la PCR convencional hasta la PCR tiempo real, el reordenamiento
BCR/ABL ha sido siempre uno de los puntos de partida para desarrollar y
estandarizar nuevas técnicas moleculares. El resultado positivo de una PCR
cualitativa es critico en el diagnostico de la LMC y proporciona datos para
iniciar la terapia con farmacos que tengan como blanco la cinasa de tirosina, tal

como el M|t

Hay informes donde la PCR cualitativa reveld, que los
pacientes que conseguian negativizar con el tratamiento el reordenamiento
BCR/ABL, mantenian la enfermedad controlada y en remision, sin embargo el
comportamiento de aquellos que permanecian positivos era variable, y también
se sabe que dentro de los “positivos”, el nivel de transcritos es distinto.
Actualmente se sabe que los niveles de BCR/ABL van a ir paralelos a la
respuesta citogenética, asi una reduccion de mas de 2 logaritmos (log) (1%) se

correlaciona con la RCgC.>®

En el andlisis molecular del estudio IRIS, la Respuesta Molecular Mayor,
fue definida como la reduccién de 3 log en los niveles de BCR/ABL/BCR
cuando se comparaba la media del nivel antes del tratamiento. El ultimo fue
calculado por medicién de los niveles de BCR/ABL/BCR en 30 pacientes. En
otro estudio la proporcion de BCR/ABL/ABL de 0.045% fue usada para definir
la Respuesta Molecular Mayor. Esto esta basado en un estudio de pacientes
tratados con INF-a (interferén alfa) quienes lograron una RCgC, donde el valor
de la media de los niveles de BCR/ABL/ABL en pacientes que mantuvieron
estable su RCgC fue de 0.045%. Una reduccion de 3 log bajo la linea basal es
de hecho similar al nivel definido por el estudio de Hochhaus. La ventaja de la
definicion de la respuesta molecular de acuerdo a la reduccion desde una
media del nivel antes del tratamiento, es que una vez que un laboratorio ha
establecido su media en el nivel de base, los resultados se pueden expresar
en una escala comun internacionalmente. Otra ventaja es que la respuesta
molecular puede ser calculada sin necesidad de saber el nivel actual de la

linea basal para un paciente en particular.?*



La principal meta del monitoreo es detectar la EMR y la recaida
temprana. En tales casos, la deteccion temprana de la recaida puede
clinicamente intervenirse mas pronto tal como la retrada de la
inmunosupresion, iniciacion de terapias de rescate tal como donacién de

infusién de linfocitos o un segundo trasplante de células hematopoyéticas.*®

2. 7. Tratamiento de la Leucemia Mieloide Crdnica.

La introduccién en los 90°s de Interferén-a (INF-a) y de células madre,
en principio, permiti6 a los pacientes lograr respuestas citogenéticas y
remisiones prolongadas. Sin embargo, el aumento de la comprensiéon de la
actividad anormal de la proteina Bcr/Abl y su papel en la LMC, llevaron al
desarrollo de terapias dirigidas, como los inhibidores de la cinasa de tirosina,

por ejemplo el Mesilato de Imatinib (MI).

El tratamiento para la LMC representa un modelo para la terapia contra
el cancer, con la demostracion de que los inhibidores ATP- competitivos
bloquean la actividad de la cinasa de tirosina Bcr/Abl, particularmente el Ml
(Gleevec®), que pude inducir respuestas duraderas en la gran mayoria de los
pacientes. Sin embargo, la apariciéon de clonas leucémicas resistentes que
llevan mutaciones en el dominio cinasa de Bcr/Abl representa un mecanismo
importante de resistencia a la enfermedad, que pude ser tratada con el cambio
de tratamiento a menudo con otro inhibidor de la cinasa de tirosina, que difiere
con respecto a la farmacocinética y propiedades inhibidoras de la cinasa, tales
como dasatinib y nilotinib.>?El Bosutinib que es un inhibidor de tercera
generacion, ha demostrado ser eficaz con un buen perfil de seguridad
aceptable en un estudio abierto fase 2 de prueba con los de segunda y tercera

linea.?*



a) Antecedentes del tratamiento para pacientes con LMC.

Histéricamente, la terapia para los pacientes diagnosticados con LMC,
se realizaba empiricamente. La base de la terapia para LMC fue desarrollada
por el Dr. Thomas Fowler a mediados de los afios 70°s. El ingrediente activo de
la solucion de Fowler fue probablemente arsenato de potasio, recientemente
ha existido un resurgimiento en cuanto al interés en el uso de arsénico para el

tratamiento de la LMC.?

En los afios 1950 y 1960, las quimioterapias se introdujeron para
usarse en leucemia y otras neoplasias, incluyendo la LMC. Agentes tales como
hidroxiurea y busulfan fueron capaces de controlar los sintomas de la
enfermedad, muchos individuos lograron un grado importante de remision
hematoldgica, sin embargo, estos agentes no lograron retrasar la progresion

de la enfermedad y la supervivencia general no se prolongaba.?*

En la década de 1980, se intentd comprender acerca de la funcion
inmune aumentada y diversos enfoques inmunoldgicos para el tratamiento del
cancer humano. Se encontré que el Interferén, ya sea solo o en combinacién
con la quimioterapia convencional, mejoraba el curso clinico y la supervivencia
general de muchos pacientes con LMC. Una limitacién de la terapia con INF-a
fue y ha sido su toxicidad, y en algunos casos, debe interrumpirse a pesar de
un efecto positivo sobre la leucemia del paciente.

En paralelo con INF-a, el trasplante de células hematopoyéticas ha
entrado en uso para el tratamiento de LMC. Aunque la posibilidad de éxito del
trasplante alogénico de células hematopoyéticas, se demostrd por primera vez
en la década de 1950, tomo varias afos, antes de que las reacciones de injerto
contra huésped-(GVHR) se controlara suficientemente, para hacer de esto una
opcion terapéutica viable tanto para los pacientes con LMC y otros tipos de

leucemia.>®



2.7.1 Interferén a (INF-a).

Los interferones son glicoproteinas con propiedades antiproliferativas,
antivirales e inmunoregulatorias, producidos por varios tipos de células en
respuesta a infecciones virales. El interferbn-a y  son acido estables,
uniéndose a receptores iguales y son producidos principalmente por leucocitos

y fibroblastos, respectivamente.

El interferon estimula las células T citotdxicas, reconociendo
especificamente Bcr/Abl o Bcr/Abl dependiente de antigenos. Uno de los

Bcr/Abl dependientes de antigenos es la serina proteasa, y la proteinasa-3.>*

La molécula de INF-a es usada en el tratamiento de la LMC e
inicialmente era preparado de leucocitos humanos, en la actualidad es
producido esencialmente mediante técnicas de recombinacién. Tiene un
potencial de control de la progresion en la FC y ha sido el primer medicamento
no mielotéxico que mostré una reduccion en la positividad del Ph” en algunos
pacientes. El uso del INF-a en la LMC fue evaluado, primero por un grupo de
Houston en el M.D Anderson Cancer Center, hace 20 afios. EI INF-a
leucocitico humano fue usado inicialmente en 51 pacientes en FC tratados con
dosis de 3 a 9 millones de unidades internacionales (MIUS) diariamente. El
IFN-a resulté en un control satisfactorio de la enfermedad en 36 (71%) de los
pacientes, con normalizacion del conteo y decremento gradual de celularidad
en MOy SP.*®

La terapia de combinacion de INF-a y quimioterapia fue usada para
lograr la RHC o RCgC en pacientes resistentes. También se supone que una
mayor tasa de respuesta citogenética, podria lograrse mediante el aumento de
la mielo-supresion con una combinacion de farmacos mielotdxicos. Debido a su
actividad in vitro, el Arabinosido de Citosina (Ara-C) solo se ensay0 in vivo para
el tratamiento de pacientes que tenian LMC-FC. El tratamiento de dos
pacientes en la FC con bajas dosis de Ara-C (infusidon subcutanea continua)

resultdé en una reduccion significativa de metafases con Ph+. Basandose en



estas observaciones, Ara-C fue probado en combinacion con IFN-q,

produciendo altos rangos de respuesta positiva.>”

2.7.2 Inhibidores de la Cinasa de Tirosina.

Hacia 1995, el grupo de Buchdunger y colaboradores, informan la
sintesis de compuestos con actividad inhibitoria contra el receptor del factor
estimulante de crecimiento de plaguetas y el Abl, entre los que se halla el
denominado STI571.8

El Estudio IRIS (International Randomized Study of Interferon vs.
STI571), ensayo que investigoé el uso del inhibidor de la Cinasa de Tirosina
(Mesilato de Imatinib) vs Interferon, cambio el tratamiento y el prondstico de la
LMC. El seguimiento a largo plazo de los pacientes del estudio IRIS ha definido
pardmetros de respuesta y los métodos de seguimiento de la enfermedad
residual con el analisis citogenético de células de médula ésea y el monitoreo
molecular de BCR/ABL utilizando RQ- PCR.%®

Cuando los datos del estudio IRIS de los pacientes enrolados, fueron
analizados después de 5 afos, se estimo6 un rango de sobrevivencia total de 5
afios en 89% de los pacientes tratados con MI, lo cual confirmé la gran

eficiencia de este tipo de inhibidores.>**’

a) Mesilato de Imatinib (MI)

El Ml es una pequefia molécula organica, sintetizada para el propdésito
de inhibir la proteina cinasa con un valor de K; de 85nM. Esta actividad es
contra toda las cinasas de tirosina Abl, incluyendo Bcr/Abl, homologos celulares
de la c-Abl v-Abl y ARG. En adicion a la cinasa de tirosina de Abl, otras cinasas
inhibidas por el Ml son PDGFR-a, PDGFR- 3 y KIT. Dado el papel critico de la
cinasa de tirosina en la regulacién del crecimiento celular y la activaciéon

conocida en varios tipos de cancer, tales como Bcr/Abl en LMC vy



sobreexpresiéon de HER2 en cancer de mama, se planteé la hipé6tesis de que
los inhibidores especificos de estas proteinas cinasas pueden ser eficaces

agentes anti-cancerigenos.®

El STI571 es un inhibidor selectivo de Bcr/Abl, induce la respuesta
hematologica completa de un 80-90% de los pacientes recién diagnosticados
con LMC en FC y una respuesta citogenética completa en un 70 a 80% de los
pacientes y en un 40% una RMM. Posee un alto nivel de actividad, baja

toxicidad, durabilidad y permanencia.*

En cuanto a su mecanismo de accion, se sabe que el dominio catalitico
de cinasas de serina/treonina y tirosina tiene una estructura biolobulada
altamente conservada. El I6bulo NH; terminal (N-l6bulo) contiene una
conformacioén B-plegada y una a hélice conservada, mientras que el I6bulo C es
helicoidal. En la interfase entre los dos I6bulos hay una serie de residuos
altamente conservados para la union de ATP y sitios cataliticos. El estado de
activacion de cinasas es dependiente de la posicion del Loop de activacion (A-
loop), una porcién del extremo C que en Abl comprende los residuos de
aminoacidos 381-402. En las cinasas activadas, el A-loop estd en una
conformacién “abierta”, porque este hace oscilar el centro catalitico de la
cinasa. Los tres residuos amino-terminal del A- loop, contiene un motivo DFG
(aspartato- fenilalanina- glicina) estrictamente conservado, que es crucial para
la actividad catalitica. El aspartato 381 es capaz de unir Mg?, que a su vez
coordina los grupos fosfato del ATP. La porcion COOH- terminal del A-loop

sirve como plataforma del sustrato de union.

Aungue la conformacion del A-loop es altamente conservada en las
cinasas cuando estan activas, existen diferencias considerables entre la
conformacién inactiva (cerrada) y la activa. Las cinasas son activadas por
fosforilacion de los residuos serinal/treonina o tirosina dentro del A-loop. En el
caso de Abl, la tirosina 393 es fosforilada en los puntos lejanos del centro de la

cinasa, permitiendo la union de sustratos. En el estado inactivo de Abl, la



tirosina 393 estad desfosforilada y los puntos hacia el centro de la cinasa
imitando al sustrato para formar un puente de hidrégeno con la Asparagina
363. En esta conformacion, la hendidura es bloqueada, previniendo la unién

con el sustrato.

Se ha encontrado en estudios que la conformacién inactiva de Abl,
contiene 21 residuos de aminoacidos. Mediante la explotacion de la
conformacién distinta inactiva del A-loop, el Ml es capaz de alcanzar su alta
especificidad. No se requieren reordenamientos estructurales para que el Mi
pueda unirse al sitio A-loop. En contraste, existe un mecanismo de ajuste
inducido por la unién en el I6bulo N, que normalmente se adapta a los grupos
fosfato del ATP y es por lo tanto referido al P-loop. El P-loop es una estructura
rica en glicina y altamente flexible, que se pliega sobre la unién de M,
resultando en incremento de la superficie complementaria. Este cambio en
posicion es establecido por la formacién de un nuevo puente de hidrogeno
entre la tirosina 253 y la asparagina 322. Una consecuencia del ajuste inducido
es la formacién de una caja cerrada hidrofébica que rodea al Imatinib,
atrayendo fuerzas de Van der Waals interactuando con residuos de tirosina
253, leucina 370 y fenilalanina 382. Por otra parte el Imatinib forma un nimero
de puentes de hidrégeno con el dominio cinasa involucrando otros

aminoacidos. Figura 14.%
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Figura 14. Estructura de Abl e Imatinib. A. Estructura de la cinasa Abl, en
azul el sitio A-loop y en dorado el motivo conservado GDF. B. Estructura del Imatinib y

los aminoécidos importantes que contiene.*

La respuesta terapéutica de los pacientes con LMC-CB al MI, puede ser
explicada por la supresién de los efectos dosis dependientes de BCR/ ABL, que
puedan coexistir con los efectos de las anomalias cromosomicas vy
moleculares. No se espera que la inhibicion de la actividad de Bcr/Abl revierta
los efectos de las anormalidades cromosOmicas y moleculares de las células
de paciente con LMC-CB, mientras que las consecuencias de los efectos de
BCR/ABL dependientes de la dosis en la expresion génica, se invierte, por lo
menos hasta la aparicion de sub-poblaciones celulares con mutantes de

BCR/ABL, un proceso que puede ser también favorecido por sobreexpresion.?

El seguimiento anual secuencial del grupo del estudio IRIS originalmente
elegidos al azar demostré que con Imatinib, la RCgC se predice con mejor
resultado a largo plazo. Por ejemplo, el 72% de los pacientes que lograron

RCgP después de los primeros 3 meses de tratamiento se mantuvieron




estables a partir de la RCgC en comparacion con solo el 63% de los pacientes

que alcanzaron ese nivel de respuesta a los 6 meses.*®
b) Resistencia a Imatinib

Los mecanismos subrayados de la resistencia a Imatinib pueden diferir
de acuerdo a si se trata de resistencia primaria 0 secundaria. La resistencia
secundaria puede ser clasificada de acuerdo a la actividad de la onco-proteina

Bcr/Abl si es o no restablecida.®

Resistencia Primaria: Una porcion pequefia de pacientes recién
diagnosticados en FC, nunca logran una RHC y/o nunca una respuesta
citogenética duradera cuando son tratados con Imatinib incluso después de que
se aumenta la dosis.”® Esto puede ser debido a mecanismos indefinidos que
disponen la heterogeneidad intrinseca de la leucemia o las variaciones
farmacocinéticas individuales. Por ejemplo la recepcion celular del Ml es un
proceso activo mediado por el transportador organico- cationico humano
(hOCT1), los niveles de los cuales varian en gran medida en los distintos
pacientes. Sin embargo el Ml es un sustrato de la Glicoproteina P, el gen
MDR1, y los altos niveles de glicoproteina P pueden incrementar el flujo del
farmaco y por lo tanto hacer la resistencia constitucional de la célula a Ml, esto
ha sido demostrado en una linea celular conocida y en células de pacientes
con LMC-CB.*

Resistencia Secundaria: o también llamada resistencia adquirida. Una
importante minoria de pacientes quienes inician el tratamiento con Ml en la FC,
logran inicialmente una respuesta citogenética o la RMM y después pierden
esa respuesta.”® Esta secuencia de eventos es muy comdn en pacientes
quienes comienzan el tratamiento en fases avanzadas de la enfermedad. Lo
gue implica que incluso pacientes en transformacion blastica usualmente tienen
una enfermedad que aun es parcialmente dependiente de los mecanismos
relacionados con BCR/ABL. En algunos casos la resistencia secundaria es

relacionada con la sobreexpresion de la proteina Ber/Abl.*



Otra de las razones por las cuales una persona presenta resistencia, son
las mutaciones en distintos residuos de aminoacidos, existen diferentes
mutaciones y han sido identificadas aproximadamente 50 diferentes
mutaciones, las mas comunes son los que afectan a los residuos Gly250,
Tyr253, Glu255, Thr315, Met351 y Phe359.

c) Mutaciones implicadas en la resistencia a M.

En la mayoria de los casos la resistencia es causada por reactivacion
de la actividad cinasa de Bcr/Abl. Se ha hecho evidente que las mutaciones en
el dominio cinasa son el mecanismo que predomina en el origen de la
resistencia adquirida a medicamentos, aunque en algunos pacientes BCR/ABL
siga amplificando. Las mutaciones se han observado en aproximadamente 17

aminoacidos diferentes en todo el dominio cinasa de ABL.*

A nivel molecular las mutaciones en BCR/ABL reducen la union del Ml a
la proteina por mecanismos indirectos o directos. En el caso de los
mecanismos directos, las mutaciones se agrupan alrededor del sitio de unién
del Imatinib que se solapan parcialmente con el ATP y la reduccion de la unién
del Imatinib resulta en un cambio en las cadenas de aminoacidos,
contribuyendo favorablemente al contacto lipofilico o interacciones de puentes
de hidrégeno, lo que da como resultado cambios topologicos y estéricos que
dificultan la unién del Imatinib, ejemplos de estas mutaciones son Thr315 y
Phe317.

Las mutaciones que inhiben la union del Imatinib por mecanismos
indirectos explotan la forma en que se unen el farmaco a la proteina blanco. El
Imatinib se une a la conformacion catalitica inactiva del dominio cinasa de Abl,
conocido como “DFG- out”. Las mutaciones puntuales que desestabilizan la
conformacién inactiva de P-loop y el motivo DFG con respecto a la

conformacién catalitica activa, incrementan la energia sobre del complejo



Imatinib- Abl, y esto reduce la afinidad de union del Imatinib, ejemplos de
mutaciones que desestabilizan la conformacion inactiva de Abl son en los
residuos de Glu 255, Tyr 253 y Gly250 en el P-loop. *°

2.7.3 Inhibidores de la Cinasa de Tirosina de Segunda Generacion.

Las mutaciones descritas que confieren altos niveles de resistencia a
Imatinib incluyen Y253F/H, E255K/V, T3151 O H396P7R. El Dasatinib y el
Nilotinib son algunos de los farmacos nuevos que fungen como antagonistas de
esas mutaciones, pero la mutacién en el aminoéacido de la posicion 315, es un
problema, porque ninguno de estos farmacos logra contrarrestar los efectos de

esta mutacion.®

Dasatinib

Esta disponible de forma oral, es un inhibidor de la cinasa Abl que difiere
del Ml en que se pude unir en la conformacion activa o inactiva del dominio
cinasa de Abl y también inhibe la familia de las cinasas Src incluyendo Src y
Lyn. Por eso se dice que es un inhibidor dual.**®* Es aproximadamente 300
veces mas activo que el MI, in vitro es activo contra la mayoria de las sub-
clonas mutantes resistentes a Imatinib, con la notable excepcion de la clona
mutante T315l y probablemente también de F317T. Este farmaco es usado
principalmente para pacientes con LMC resistentes o intolerantes a Imatinib.
Tiene eventos adversos tales como neutropenia, trombocitopenia, diarrea
vémito, nausea, hemorragia gastrointestinal, erupciones y edema.®®* Otra
ventaja clinica, es que el dasatinib tiene la capacidad de cruzar la barrera
hematoencefalica por lo que es ideal cuando hay probabilidad de infiltracion a
SNC como en el caso de la LLA Ph".



Nilotinib

Es un derivado de la aminopirimidina que se asemeja al Ml en cuanto a
su efecto antiproliferativo en lugar de destructivo, pero ha sido modificado
incrementando la afinidad de unién al “hueco” de ATP de la oncoproteina
Bcr/Abl.%! Tiene de 20 a 50 veces la actividad inhibitoria del MI en lineas
celulares sensibles a Ml y es agonista activo de todas las lineas celulares

resistentes a Ml con excepcion de T315],334°

Busutinib

Este es un 4- anilino-3 quinolinocarbonitrilo que inhibe a Abl y Scr y
puede asi también ser clasificado como un inhibidor dual de las cinasas, con
actividad anti-tumoral, sin actividad contra los receptores cinasas de tirosina
para el factor de crecimiento derivado de plaguetas, entre otros. Se cree que la
inhibicién con la que cuenta es para la retencién de liquidos observada en otros
inhibidores de la cinasa de tirosina.®* Es mucho més activo que el Imatinib
contra lineas celulares de LMC y lineas murinas transfectadas con BCR/ABL.
Figura 15.%
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Figura 15. Estructura cristalina de Abl- ICT. A. Muestra la estructura cristalina
de la cinasa Abl en complejo con los distintos inhibidores de la cinasa de tirosina. B.
Muestra las distintas conformaciones que adquieren el P-loop y A-loop, de acuerdo a
si la cinasa se encuentra activa o inactiva.*®

2.7.4 Trasplante alogénico de células hematopoyéticas.

El trasplante alogénico de células hematopoyéticas, es la terapia
recomendada para pacientes jovenes con un donador idéntico en HLA,
resultando en RHC y RCgC en la mayoria de los pacientes. Mas de la mitad de
los pacientes sobreviven por 5-10 afios post-trasplante. Sin embargo, la terapia
de trasplante es limitada por la disponibilidad de donadores, restriccion de la
edad por el alto riesgo que con lleva el trasplante en adultos. Sin embargo

reduce dramaticamente la carga leucémica en pacientes con LMC.*

En la década de 1990, el trasplante de células hematopoyéticas para la
LMC se “mejord” significativamente, pues se desarrollaron técnicas para la
generacion de poblaciones de células madre hematopoyéticas de la médula



Osea y sangre periférica para trasplantes alogénicos, y también para el
aislamiento de células madre autélogas purificadas libres de células Ph’, desde
el propio sistema hematopoyético del paciente. En ambas circunstancias, el
paciente se somete a dosis masivas de quimioterapia, en un intento de eliminar

las células leucémicas antes del trasplante, y esto limita hasta cierto grado.>

Hasta ahora el trasplante alogénico de células hematopoyeticas es la
Unica terapia curativa probada, pero se asocia con una morbilidad y mortalidad

significativa, relacionada con el procedimiento y sus complicaciones.®>*

2.7.5 Quimioterapia oral (Busulfan e Hidroxiurea)

Existen tratamientos que se les da a los pacientes inmediatamente
después de que se diagnostica la LMC, estos medicamentos son
principalmente para reducir la carga tumoral, los mas conocidos son el busulfan

y la hidroxiurea.

El busulfan es un agente alquilante bifuncional, actia en cualquiera de
la fases del ciclo celular, en acidos nucléicos y proteinas citoplasmaticas, tiene
un mayor efecto sobre los precursores de la serie mieloide, linfocitos y células
del epitelio gastrointestinal, entre sus efectos secundarios, tiene un efecto
mielosupresor acumulativo: el nadir se obtiene entre 14 y 28 dias, su mayor

efecto es sobre la serie granulocitica y plaquetas.®?

La hidroxiurea o simplemente hidrea, acta como un antimetabolito,
inhibe la ribonucleétido reductasa, la cual es una enzima que cataliza la
conversion de ribonucledtidos a desoxiribonucleotidos y por tanto inhibe la
sintesis de DNA. Deprime la médula 6sea, el nadir sobre los globulos blancos

se obtiene al quinto u octavo dia.®®



3. Objetivos

Evaluar el tiempo en que se logra una remision citogenética completa y
la desaparicion de transcritos BCR/ABL en pacientes con Leucemia Mieloide
Cronica, tratados con Inhibidores de la Cinasa de Tirosina, mediante analisis

citogenético y molecular.

4. Justificacion

El monitoreo de la EMR para pacientes diagnosticados con LMC y que
son tratados con inhibidores de la cinasa de tirosina, es importante debido a
que la desaparicion de las clonas Ph+ mediante analisis citogenético y la de los
transcritos de BCR/ABL, por analisis molecular por RT-PCR, interrelacionado
con el tiempo en gue se logra la desaparicion o reduccién, esta estrechamente
relacionado con un buen prondéstico en cuanto a la progresion de la
enfermedad y la supervivencia del paciente. Esta descrita que la RCgC y la
desaparicion de transcritos en este tipo de pacientes se logra en un tiempo

promedio de 6 meses.



5. Metodologia

Para la realizacion de este trabajo, se requiri6 de muestras de MO y/o
SP (solo para RT-PCR), de pacientes diagnosticados con LMC en tratamiento
con inhibidores de la cinasa de tirosina, para realizar el procesamiento
adecuado mediante técnicas citogenéticas y/o moleculares. Ademas de la
revision de la base de datos para seleccionar a los pacientes que tenian

seguimientos anteriores.

5.1 Seleccién de casos

De la base de datos de Pacientes con LMC, estudiados en el Laboratorio
de Andlisis de Oncohematologia, se seleccionaron aquellos casos de pacientes
en cualquier fase de la enfermedad, los cuales tenian registro de estudios
anteriores y a los cuales se les realiz6 seguimiento. Los casos se agruparon en
dos categorias, una de casos gue tenian solo seguimiento molecular (RT-PCR)
y otro de casos de pacientes a los cuales se les realizé seguimiento molecular

y citogenético (cariotipo).

5.2. Técnicas citogenéticas

En cuanto a la citogenética, solo se procesaron las muestras de MO,
mediante técnica directa si es que la muestra se habia tomado el mismo dia de
recepcién y por cultivo celular a 72 h. a todas las muestras. La técnica directa,
aprovecha la proliferacion celular natural de las células contenidas en la
muestra de MO, arrestando células en metafase con ayuda de una solucién de
colchicina, la cual impide la formacién de huso mitético y solucién hipotdnica,

por lo cual se logran obtener células en metafase para ser analizadas.

En cuanto al cultivo celular, se hace uso de un medio de cultivo
enriquecido con suero fetal bovino, para obtener una mayor cantidad de células
gue puedan ser analizadas. Al igual que en la técnica directa se hace uso de

colchicina y solucién hipoténica para la lisis celular y posteriormente se realizan



los lavados con fijador de Carnoy, se gotean en portaobjetos y finalmente se
realiza el bandeo GTG, que pone en manifiesto el patrén de bandeo
caracteristico de cada cromosoma, pudiendo asi observar alguna anomalia
cromosomica, en este caso, la translocacion reciproca del cromosoma 9 y 22.
Diagrama 1. Se reporta de acuerdo a la nomenclatura internacional de
citogenética 'y se presenta el cariotipo conjuntamente con la metafase si asi se
requiere, Figura 16.

Técnica
Directa

Muestra MO Realizacion de

Analisis

Bandeo GTG citogenético

C] v

Laminillas
p/bandeo GTG

Diagrama 1. Resumen de proceso para andlisis citogenética.
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cromosoma 22 se observa acortado y el alargamiento del cromosoma 9.

Se realiza la extraccién de RNA, y su posterior transformacién a cDNA,;
la extraccion de RNA, se realizé por dos métodos: la extraccion organica con
Trizol y la automatizada, la primera es con fenol/cloroformo, por separacion de
la fase acuosa que contiene al RNA y posterior precipitacion con Etanol
absoluto, eluyendo finalmente en un volumen de agua estéril adecuado.
Mientras que la extraccion automatizada estd basada en la extraccion con

sales, mediante el uso de columnas de unioén selectivas en membrana de silica;

5.3 Técnicas moleculares

en un equipo robotico automatizado.



La evaluacion de la calidad del RNA obtenido, se puede realizar
cualitativamente, mediante la visualizacion de bandas en gel de agarosa al
1.5% con amortiguador TAE y tefiido con bromuro de etidio. En el gel se llega
a observar dos bandas que corresponden al rRNA 28S y 18S y en ocasiones la
degradacion completa del RNA. Cuantitativamente se mide la calidad del RNA,
realizando la medicién de la absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm,
posteriormente se obtiene una relacién entre esas dos absorbancias (Azso /

Azgp), un valor de entre 1.7 y 1.9 indica un alto nivel de pureza.

Para la cuantificacion de RNA de la muestra, esta se realiza, tomando
en cuenta, que 1 unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 44 pg de RNA,

ademas de considerar el factor de dilucion.

An xFDx[St d=ug/mL deRNA
s t d
A= Absorbancia de la muestra
Asig= 1 (H20)
FD= 20 (factor de dilucién)
[Std]= 44 pg/mL

Después de la extraccion de RNA, se procede a realizar la sintesis de
cDNA, para esto se necesita una muestra de RNA, un cebador, que en este
caso son los Random Primers (cebadores aleatorios) son cortos de
aproximadamente 10 Kb, los cuales son oligodesoxirribonucleétidos (en su
mayoria hexameros) utilizados para preparar sondas de DNA marcadas a partir
de plantillas de hibridacion en filtro o la hibridacion in situ de mRNA primos con
o sin poli A para al sintesis de cDNA®. Ademas se hace uso de la
Transcriptasa reversa, enzima que es capaz de formar una nueva hebra de
DNA, a partir de RNA.*°



La técnica mas adecuada para la evaluacion de sintesis de cDNA se
realiza mediante la amplificacion por PCR simple de un gen constitutivo
normal; en este caso los genes BCR y/o ABL. Se utilizan oligos o cebadores
especificos, tales como: C5e’, B2B y BCRC. Los resultados son interpretados
como positivos o negativos al visualizar las bandas de amplificacion en un gel
de agarosa al 1.5% y comparando con los controles respectivos: control
positivo, negativo y de agua. Si no hay banda de amplificacion de ABL o BCR
se debe verificar la calidad del ARN y cDNA para corroborar que se haya

llevado adecuadamente la reaccion de sintesis. Figura 17.

La PCR consiste en una serie de ciclos de 3 reacciones sucesivas:
Desnaturalizacion, que se ajusta a una temperatura de 93 a 95°C para el DNA
genémico humano; Alineamiento o alineaciéon del cebador oligonucleotido o
sonda, a temperaturas casi siempre de 50 a 60 °C de acuerdo con la
temperatura de fusién del duplex esperado; Sintesis de DNA, de manera
caracteristica alrededor de 70 a 75°. La polimerasa de DNA empleada es
termoestable, cuando se tiene a la DNA- polimerasa y a los nucledtidos, se
inicia la sintesis de nuevas cadenas de DNA que son complementarias a las
cadenas de DNA individuales del segmento de DNA blanco. La orientacién de
los cebadores se elige de modo deliberado de tal manera que la direccién de la
sintesis de la nueva cadena ocurra a partir de un cebador y se dirija hacia el
sitio de unién del otro cebador, como resultado, las cadenas recién sintetizadas
pueden servir a su vez como plantillas para la sintesis del nuevo DNA, lo que
da lugar a una reaccibn en cadena con un incremento exponencial del

producto.®

También se puede realizar un RT-PCR multiplex, Figura 18 donde se
logra observar la amplificaion del gen constitutuvo y los dos trasncritos de
p210, esta técnica tiene la ventaja de amplificar “multiples” segmentos en una
misma reaccion, se suele utilizar para evaluar la calidad del cDNA. Los oligos

gue se usan en este tipo de reaccion, son Ca3", C5e ,B2B y BCRC.
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Figura 17. Gel de agarosa en electroforesis de una reaccién PCR-simple.
Se observan las bandas correspondientes al gen constitutivo amplificado en este caso
BCR de 808 pb. En el carril 1, se observa la escalera del marcador de peso molecular
y en el 8, el agua como control negativo.

a) RT- PCR para amplificacién de transcritos de BCR-ABL.

Se realiza la amplificacion de transcritos, mediante una RT-PCR
anidada, al igual que en el RT-PCR multiplex se utilizan cebadores especificos
para la amplificacion del gen constitutivo y los dos tipos de transcritos que dan
origen a la proteina p210, los cuales son B2+, Ca3’, ABL3  y B1+. Figura 19.
Este subtipo de PCR, consta de dos reacciones y la interpretacion de los
resultados, se realiza mediante la visualizacién bajo luz UV de las respectivas
bandas en un gel de agarosa al 1.5%, corrido mediante electroforesis. Las
bandas que se pueden observar son: las del gen constitutivo utilizado como
control que es BCR, y los transcritos ya sean b3a2 y/o b2a2, que tiene un peso

de 808, 453 y 383 pb, respectivamente.
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Figura 18. Gel de agarosa. Reaccion multiplex para p210. En el carril 1
se encuentra el marcador de peso, en el carril 2, 6 y 7 se observa Unicamente el gen
constitutivo BCR. Carril 3 y 8 se observa la banda correspondiente a los transcritos
b3a2 y en los carriles 5y 9 b2a2 con excepcion de carril 9 donde se observa una
banda inespecifica, debido a la sensibilidad y al tipo de PCR realizada.
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Figura 19. Sitios de Reconocimiento de oligonucledtidos. Se muestran los
sitios de reconocimiento de los oligonucleétidos utilizados en la PCR multiplex y
anidada.

6. Resultados

Se incluyeron 51 pacientes con LMC, a los que se les realizd seguimiento
molecular y/o citogenético, en muestras de médula ésea y/o sangre periférica;
el 54.9% (28 casos) fueron muestras de SP, 35.2% (18 casos) de MO vy el
restante 9.8% ambas muestras (casos 21,22,36,42,44,45). En 19/51 casos
(37.3%) tuvieron Unicamente monitoreo molecular Tabla 5 y los restantes 32
(62.7%) (Casos 20 a 51) ambos estudios Tabla 6, por el tipo de muestras

recibidas.

La distribucion por sexo fue 62.7% mujeres y 37.3% hombres; con edad

promedio de 44.8 y 39.4 afos, respectivamente y el promedio general de 42.1



afios para la poblacion en estudio. Se excluyeron los pacientes 33 y 40, el
primero porque no se tuvo registro de su edad y el 40 debido a que tenia 4
afios, para que no se dispersaran los datos.

En 14 casos en el cariotipo basal se observd Ph+, en diversas
combinaciones: como Unica anormalidad cinco (casos 20,22,24-26); dos lineas
celulares N/Ph+ en seis (casos 21, 23, 27-29 y 43) y con alteraciones
adicionales al Ph” en tres (casos 29-31). Entre las alteraciones adicionales al
Ph” se observaron cariotipos hiperdiploides con mas de 50 cromosomas con
doble Ph” y trisomias 14 y 18

En el monitoreo citogenético y molecular no se tuvo una uniformidad en los
tiempos a los cuales se realizé el mismo, algunos pacientes fue cada mes otros
cada tres a seis meses, e incluso algunos cada afio. En general algun tipo de
respuesta citogenética se observo desde los 4 meses, sin embargo Unicamente
en 7 del total; una RCgC se observé en cuatro (23,25,26 y 31) 7.9% a los 6
meses en promedio, destacando que de estos el 26 fue el Unico que de igual
manera logré un nivel no detectable de transcritos a los 4 meses y; RCgP en
el caso 20 a los 7 meses, manteniendo nivel detectable de b2a2, la RCgM, fue
observada en el caso 41 con 65% de metafases Ph+, pasados 5 meses la
clona no fue observada, pero si los transcritos, en cuanto a estos, hubo un
cambio de b3a2 a b2a2. Mientras que en el 42 se tuvieron dos Unicos registros,
en uno de los cuales, su cariotipo estuvo compuesto de metafases normales y
Ph+ obteniendo una RCgM con un 45% de Ph+, transcurridos 9 meses, la
clona Filadelfia siguié siendo detectada por los métodos moleculares y
citogenéticos. EI 39, a los 5 meses logré de igual manera que los anteriores
una RCgM, este caso paso a ser de niveles detectables de transcritos, a
negativo en 17 meses, sin embargo a los 23 meses se observé b3a2. El
monitoreo molecular mas sensible que la citogenética detectd los transcritos
BCR/ABL en todos los casos y en algunos hasta los 28 meses de seguimiento,

indicando la persistencia de la clona Ph+.



En 9 pacientes (casos 20,34, 44-48, 50 y 51) el primer cariotipo realizado
fue normal, sin embargo el estudio molecular ya sea b3a2 o b2a2 fue positivo.
De estos, en el 34, la muestra basal fue SP, esto influye en el resultado del
cariotipo, el cual puede ser normal; sin embargo no podemos descartar que se
trate de casos con Ph” “enmascarado” que no es evidente por las técnicas
convencionales empleadas. O bien que tenga un cariotipo complejo, con mas
de tres cromosomas implicados lo que hace dificil su deteccién. Recordemos
gue no conocemos los detalles clinicos del paciente y tampoco podemos

descartar que ya haya tenido tratamiento que suprima la clona Ph+.

En el estudio molecular de la fusion BCR/ABL, se detectaron los dos
principales tipos de transcritos b2a2 y b3a2, y 45/52 de los casos estudiados
fueron positivos en el estudio basal. Se encontrd, que el transcrito mas
frecuente es b3a2 con un 47.0% (casos 1-4,14,15, 21-32,36,42-46 y 51), el
b2a2 se observo en 35.3% ( 5-9,16,18,20,34,37-40,47,48 y 50), y en 5.9% se
observo un “doblete” o sea, ambos tipos de transcritos. Los siguientes casos
10,11,19, 33,41 y 49, fueron negativos, representando un 13.5%, sin embargo
en 11, 33 y 49, la respuesta molecular pudo haber sido transitoria, ya que
posteriormente se detectd algun tipo de transcrito. El caso 11 fue negativo, 20
meses después se detectd b3a2 y el 50 es un caso similar solo que a este
altimo, se le realiz6 seguimiento citogenético y molecular, en cuanto a la
citogenética no se logré observar la presencia del Ph", pero después de 13
meses los transcritos volvieron a ser detectados, lo que nos indicaria una

recaida.

El caso 19 fue el Unico que se traté de un paciente con post- trasplante, el
cual desde el primer estudio obtuvo la negativizacion y hasta los 18 meses
siguié con el mismo resultado, no se tienen mas datos de algun estudio

posterior.



Un caso especial es el 9, el cual en el primer estudio se observé b2a2y 13
meses después b3a2, finalmente a los 23 meses de tratamiento paso a ser
BCR/ABL “negativo”. El caso 17 se observo en primera instancia un “doblete” y

posteriormente solo fue detectado b3a2.

El tiempo de negativizacion de transcritos BCR/ABL fue en promedio de
12.3 meses. Los siguientes casos: 1,2,15,16,22,26,45 y 46 obtuvieron la
negativizacion entre los 4 y 9 meses. El caso 51 alcanzé la negativizacion a los
24 meses, sin embargo a los 29 meses b3a2 fue evidente, indicando que

también se trata de una respuesta transitoria.



Tabla 5. Monitoreo Molecular de Pacientes con LMC.

Género

60/M LMC b b3a2+ [sp] Negativo (4m)
43/F LMCs b3a2+ [sp] b3a2+ (7m)
19M b2a2+ [sp] b2a2+ (5m)
- 55/F LMC b b2a2+ [sp] b2a2+ (1 )
b2a2+ (1
50/F LMC b b2a2+ [sp] b3a2+ (13m) Negativo (23m)
- 67/F LMCs Negativo [sp] Negativo (9m) b3a2+ (20m)
18IM LMC b b3a2+/ b3a2+ (4m)
- 39/F LMCs b3a2+ [sp]
Negativo (7m)
e .
17 36/M LMCs b3a2+/b2a2+ (12m) [sp] b3a2+ (24m)
b3a2+ (18m)

47IM LMC post-tmo Negativo (b
Negativo (10m)
Negativo (18m)



Tabla 6. Pacientes con Monitoreo Molecular y Citogenético.

Tiempo de Evolucién Cariotipo y BCR/ABL (meses)

Paciente
“ 31IF LMC 46,XX, Ph+ [20/mo]/ b2a2+ 46, XX Ph+[5]/46, XX[25]/ b2a2+ (7m)
“ 63/M LMC b 46,XY,Ph+[5)/46,XY[15mo] / b3a2+[sp] NV/ b3a2+ (2m) *46,XY[22/mo]/ *NO/b2a2+ (45m))
b2a2+ (33m)/
n 27IM LMC b 46,XY,Ph [20/mo]/ b3a2+ [sp] NO/ Negativo (9m) [sp]
“ 45M LMC b 46,XY/46, XY,Ph+/ b3a2+ [mo] 46, XY [30/mo]/ b3a2+ (5m)
“ 31M SXMPC vs 46,XY,Ph+[20/mo)/ b3a2+ [sp] 46 XY[22/mo)/ b3a2+ (5m)
LMC b
“ 28/M LMC b 46,XYPh+ [20/mo]/ b3a2+ 46,xy[30/mo]/ b3a2+ (10m) [mo/sp]
“ 62IF LMC b 46,XX,Ph+[18/mo}/ b3a2+ [mo] 46, XX[24/mo]/ Negativo (4m)
52/F LMC 46,XX/46,XX,Ph+/ b3a2+ [sp] NO/ b3a2+ (11m) [sp]
“ 35/F LMC b 46, XX,Ph+ [41/46,XX[18]/ b3a2+ [mo] NO/ b3a2+ (7m) [sp]
“ 67/F LMC b 46,XX/46,XX,Ph+/>50 c/Ph+/ b3a2+ [mo] NO/ Negativo (13m) [sp]
25/F LMC FA 46,XX,Ph+/>50 ¢/2Ph+ [10/8/mo]/ b3a2+ NV/ Negativo
60/F LMC b 46,XX,Ph+[8)/Hiperdiploidia(>50 46,XX[22/mo]/ b3a2+ (5m)
cromosomas, Ph+)[8]/46,XX[6]/ b3a2+ [mo]
42IF LMC b 46,XX [26] /Hiperdiploidia (>50 46, XX[30/mo]/ b3a2+ (5m)
cromosomas) [4]/ b3a2+ [mo]
“ 2M LMCb 46,XY[20/mo}/ Negativo [mo] 46,XY[20/mo)/ b3a2+ (2m)
21/F LMC b 46, XX[25)/ b2a2+ [sp] NO/ b3a2+ (7m) [sp]
“ 40/M LMC NO/ b2a2+ [mo]
“ 62/F LMCb NV/ b3a2+ [sp/mo] 46,XX,Ph+[6]/46,XX[18)/ b3a2+ (5m)
*mo
59/F LMC b NO/ b2a2+ [sp] 46,XX/46,XX,Ph+/ b3a2+ (1m) [mo]
38/F LMC fa NO/ b2a2+ [sp] *46,XX,Ph+) [8)/46, XX/ b2a2+ (5m)  NO/b3a2+ (23m)
[mo/sp]
*NO/ Negativo (17m)
“ 52/M LMC b NO/ b2a2+[sp] 46,XY Ph+[3)/46,XY[27]/ b2a2+
(12m)[mo/sp]

Notas: Ph+=1(9;22)(q34;911.2). NV= no valorable. NO= no se realiz0 cariotipo.



Tabla 6 cont. Pacientes con Monitoreo Molecular y Citogenético.

Tiempo de Evolucion Cariotipo y BCR/ABL (meses)

Paciente Edad/ Cariotipo/ >31m
Género Molecular9
(BCR/ABL

*NO/ b2a2+ [mo]
*46,XX[28/mo}/ b2a2+ (12m)

2 50M  LMCs *46,XY,Ph+[10]/46,XY[12]/ b3a2+ [sp/mo]
*46,XY,Ph+/46,XY/ b3a2+ (9m)
21M  LMCs *46,xy[30]/ b3a2+ [sp/mo]

*NO/ b3a2+ (12m) [sp]
46,XY[20])/ b2a2+ (14m)

38/F *46,XX [40]/ b3a2+ [sp] NO/ Negativo (20m) NO/ Negativo (45m)
*46,XY/ Negativo (7m)
NO/ Negativo (14m)

I T e I D
“ 53/F LMC fc *46,XX/ b2a2+ [mo] *46,XX[20/sp]/ Negativo
(35m)

57F  LMCs *46,XX[22]/ b2a2+ [mo]

*46,XX[23mo]/ b3a2+ (2m)

Notas: Ph+=1(9;22)(q34;911.2). NV= no valorable. NO= no se realiz6 cariotipo.



7. Discusién

Se evidencié al dividir los casos en dos categorias, que lo mas
recomendable es realizar estudios citogenéticos y moleculares, puesto que son
complementarios, las respuestas se interrelacionan y son indicadores para el
pronéstico del paciente. Sin embargo, para estudios citogenéticos, se requiere
de una muestra de MO, y el procedimiento para la obtencién de esta es
invasivo, incomodo y doloroso para el paciente, por lo cual, en ocasiones el
médico decide tomar solo muestra de SP para la realizacion de RT-PCR o RQ-
PCR segun se requiera, debido al valor de sensibilidad del método y a que la
toma de muestra es mucho mas sencilla. En ocasiones, se toman los dos tipos
de muestra para asegurarse de que sea suficiente, ya que en los aspirados de
MO se suele obtener poco volumen, debido a factores tales como: el estado de
la médula y las condiciones en que se toma la muestra. Otros clinicos prefieren
que de la muestra del aspirado se realicen los dos estudios y evitar “invadir”

doblemente al paciente.

En este estudio la mayoria de las muestras son de mujeres, sin embargo
en estudios estadisticos realizados por Ries y colaboradores en el Instituto
Nacional de Cancer de Estados Unidos, se reporté una incidencia del 60% de
pacientes con LMC en hombres,® lo cual no concuerda con lo obtenido. Para
el andlisis de este resultado, se debe tomar en cuenta el tipo de poblacion, las
costumbres e ideologias de cada pais y zona geografica del mismo, puesto que
influyen en el tipo, en este caso género, de pacientes que llegan a la consulta

en los hospitales y clinicas.

El promedio de edad obtenido fue mayor en las mujeres que en los
hombres, el promedio general se encuentra en el rango reportado en un
articulo publicado por Goldman, el cual oscila entre 40 y 60 afios,®® es
importante recordar que el riesgo de presentar la enfermedad aumenta con la

edad. Se debe considerar que, dentro del grupo de estudio, hay pacientes muy



jovenes con edades de entre los 18-28 afios. Uno de los pacientes fue
diagnosticado a los 4 afios de edad, este paciente se encuentra completamente
fuera del rango sugerido, aun asi se han reportado que 10% de los casos de

LMC, son de nifios, lo que los hace raros.®’

De los casos con seguimiento citogenético, se observaron alteraciones
secundarias en algunos, consecuencia de los transcritos de BCR/ABL, es
sabido que la proteina Bcr/Abl esta implicada en diversas vias de sefalizacion
y también podria estar implicada en otras rutas de las que aun no se conoce
perfectamente su efecto. Una alteracion relevante es el doble Ph’, se ha
sugerido que su efecto es la potenciacion de la actividad cinasa de tirosina, sin
embargo no ha sido comprobada. El paciente que presentd esta anomalia,
logré la desaparicion de los transcritos, no se analizdé posteriormente por
citogenética, por lo cual no podemos saber si presentaron anomalias

cromosoOmicas diferentes a la del Ph".

La RCgC y la RCgM se logr6 observar en distinta proporcion de
pacientes, el analisis conjunto de estos resultados con los resultados
moleculares son importantes, debido a que, aunque se logren respuestas
citogenéticas, los transcritos siguen estando presentes en algunos casos,
implicando que la enfermedad siga su curso. Como se ha mencionado la
sensibilidad de los métodos es diferente, siendo mayor la de RT-PCR,
comparada con la de la citogenética convencional, por lo cual los transcritos se

hacen evidentes, aunque no se observen metafases Ph+.

El tipo de muestra, también da variabilidad a los resultados, si bien para
los estudios moleculares una muestra de SP es adecuada y el cariotipo se
puede realizar con la misma, no es lo mas adecuado y tampoco da un
resultado confiable, debido que al ser una leucemia mieloide, la serie
hematopoyética mas afectada es la linea mieloide, que se encuentra localizada

en la médula ésea. El tiempo es un factor importante en la progresion de la



LMC, porque aungue se presente una RCgM, si el tiempo es prolongado, indica
una pobre respuesta al tratamiento debido a diversos factores.

El transcrito b3a2 se presenté en mayor proporcion, sin embargo no se
ha reportado que alguno de ellos produzca mayores efectos que el otro y en
cuanto al caso que presentd doblete, posteriormente solo fueron detectados
b3a2, posiblemente siga habiendo células con este tipo transcrito, pero en
mucho menor cantidad o simplemente hayan desaparecido. Se registraron a
dos pacientes, los cuales tuvieron un tipo de transcrito en el primer analisis y en
el siguiente hubo un cambio de un tipo a otro, lo que pudo haber ocurrido es
gue los niveles de los respectivos transcritos en el primer analisis eran muy
bajos, por lo cual no se pudieron detectar. No se ha registrado que la
enfermedad se agrave debido a la presencia de los dos tipos de transcritos y
tampoco que tenga alguna implicacién, esto debido a que ambos dan origen a

la proteina p210.

Se observaron casos que en un principio, tuvieron niveles no detectables
de BCR/ABL, o “negativo”, este término no es absoluto, debido a que no se
puede estar seguro que el individuo ya no tenga ninguna clona Ph+, pues la
sensibilidad de los métodos no nos permite asegurar al 100% la inexistencia de

los transcritos, por lo cual no es tan adecuado usarlo.

En algunos pacientes que presentaron niveles no detectables, después
de algun tiempo, se observaron los transcritos positivos dependiendo del
paciente el tipo, esto nos indica que pudo tratarse de una respuesta molecular
transitoria, bajos niveles que no son detectables debido a la sensibilidad de la
técnica. O bien, no se puede descartar una recaida, la cual puede ser debida
a distintos factores, tales como adquisiciéon de anormalidades cromosomicas
secundarias, que aunque no se sepa con certeza, se ha supuesto que los
genes localizados en las regiones que sufren alteraciones estan implicados en

vias celulares, las cuales tienen que ver con la progresion de la enfermedad o



recaida. No se pudo observar, ni se ha correlacionado fuertemente si estas
anormalidades tenian relacion con las recaidas, pues no siempre se realiza el
estudio citogenético, este hecho nos resalta la importancia de los estudios

citogenéticos para una mejor relacion de la progresion y efectos de la misma.

Las recaidas suelen agravar la situacion meédica del paciente y llevar a
una fase avanzada de la enfermedad. En uno de los casos, se hizo evidente
que la desaparicion de las clonas BCR/ABL positivas fue mas lenta, al ser
monitoreado durante 50 meses y seguir siendo positivo, considerando una
recaida debido a resistencia a Imatinib y que al paciente se le haya cambiado
de inhibidor, el tiempo de seguimiento indica quizas resistencia debido a alguna
mutacion, para la cual no exista tratamiento que ayude a contrarrestar los
efectos de las cinasas, tal mutacion podria ser T315l, este aspecto no se
evaludé en este trabajo, sin embargo es importante considerarlo. Las recaidas
pueden deberse a distintos factores ya sea suspension de tratamiento; debido
a que el paciente presentd reacciones adversas, que lo llevaron a dejar de
tomar el inhibidor de la cinasa de tirosina que se encontrara tomando, u otra
razén, es que algunos pacientes deciden suspender el tratamiento al observar
una mejoria. Algo importante es que después de una recaida, alcanzar la
desaparicion de transcritos es mas lenta. Otra de las probabilidades es que el
pacientes haya adquirido una resistencia secundaria al MI, por lo cual el
medicamento dej6 de ejercer su efecto inhibitorio y por consiguiente la
desregulacion celular, conllevando a que las clonas leucémicas proliferaran. En
estos casos, se realiza el cambio necesario y adecuado del ICT de segunda

generacion ya sea dasatinib o nilotib.

El tiempo de negativizacion de transcritos fue en promedio de 12.3

6869 asto en relacion

meses, lo cual no concuerda con lo supuesto de 6 meses,
a estudios de RT-PCR, pues nuevamente la sensibilidad del método esta
implicada, si se comparara con resultados de RQ-PCR, la “negativizacion” seria

después de los seis meses. En algunos estudios reportados, se menciona un



tiempo de 12 meses si se trata de resultados de RQ-PCR o bien en su caso
RT-PCR,* sin embargo en la variacion de los resultados esta implicito, la
manera en que cada individuo responde al tratamiento, dependiendo de su
genética e incluso la calidad y forma de vida de mismo, ademas en el promedio
de tiempo de negativizacion influye la desviacion de los datos, pues uno de los
pacientes obtuvo la negativizacién hasta los 23 meses desde el seguimiento, lo

cual dispersa los datos

Todos los pacientes son tratados con ICT, aunque no se tiene registro
de cual de los que existen es el que estd tomando cada uno de ellos, se sabe
gue el Mesilato de Imatinib es el medicamento de primera linea, teniendo
conocimiento de esto, se puede observar que existe una variacion inter-
paciente en cuanto a la respuesta al tratamiento, debido a diferencias
farmacocinéticas, las cuales estar relacionadas con diferencias genéticas de
cada persona, y que pueden influenciar en el efecto que llegue a tener el
inhibidor.

Existen algoritmos para el seguimiento de pacientes con LMC en
tratamiento, se recomienda que la medicidon de los transcritos sea cada 3
meses Yy el cariotipo cada 6 y 12 meses después de la iniciacion del tratamiento
y si el paciente no ha logrado una RCgC un nuevo cariotipo a los 18 meses. Si
el paciente logra un RCgC los niveles de transcritos se miden cada 3 meses y
cariotipo a los 12 meses. Como se pude observar esto no se lleva a cabo del
todo, debido a diversos factores, comenzando por el costo de los estudios, los
pacientes dejan de ir a revisiones médicas si se llega a presentar una mejoria,

0 no se lleva un registro adecuado del primer estudio y posteriores.

El trasplante de células madre hematopoyéticas es parte de los
tratamientos, principalmente para pacientes jévenes. A los pacientes que hayan
sido trasplantados, se les realiza seguimiento de rutina, en este estudio solo

tiene registro de monitoreo molecular, debido a que suponemos que la carga



leucémica sea minima y por consiguiente dificil de detectar a nivel citogenético.
Los resultados de niveles no detectables de transcritos, es esperado, pues se
espera que las células sanas trasplantadas incrementen su poblacion y con ello
los mecanismos celulares afectados por la proteina de fusién se regularicen,
conllevando a esperar un buen prondstico. Del total de casos en estudio cabe
resalta que solo uno fue trasplantado, debido a que un trasplante es riesgoso y
los requerimientos para que se lleve a cabo son bastantes, desde que el
paciente debe ser joven y si se trata de un trasplante alogénico se requiere de
un HLA compatible, ademas las probabilidades de éxito no son altas y después
del procedimiento se requiere de cuidados y vigilancia médica especiales y

cuidadosos



8. Conclusiones

Se logré observar la progresion y negativizacion t(9;22) y BCR/ABL en
algunos pacientes, mediante citogenética convencional y RT-PCR, donde la
técnica de preferencia, es la molecular, debido al grado de sensibilidad del
método, aunado a esto el tipo de muestra requerido es SP y la obtencion de
esta, es menos invasiva que un aspirado de medula 6sea, por lo cual se

prefiere.

Los datos que se obtienen en el laboratorio son escasos; no se posee la
historia clinica de cada paciente, datos del tipo de ICT que toma cada paciente
y tiempo de tratamiento, o si se ha cambiado de inhibidor y las razones. Es
importante tener los datos para un mejor andlisis y comprensién del curso
clinico que sigue cada uno de los pacientes. Una sugerencia, seria que, se
mandaran los datos del paciente al laboratorio, y se tuviera un mejor manejo de

datos entre médico y laboratorio.

Los tiempos de desaparicibn de transcritos, rebasaron el promedio
reportado en la literatura, sin embargo se deben tomar en cuenta diferentes
factores que influyen en los resultados para un mejor analisis de los datos. En
cuanto al logro de la RCgC, el tiempo fue aproximado a lo supuesto, sin
embargo solo 5 pacientes la lograron, este nUmero de pacientes es pequefio,
aunque la técnica citogenética es menos sensible, es de gran importancia,
pues se pueden detectar otro tipo de anomalias que pudiesen estar
interviniendo en la progresion de la enfermedad. Por este hecho sugeriria que
de igual manera los seguimientos se realizaran por medio de las dos técnicas

para que el monitoreo fuese mas eficiente.

Finalmente pudimos observar que cada pacientes evoluciona y responde
de diferente manera tanto a los efectos de la enfermedad, como al tratamiento,

por lo cual es indispensable un monitoreo frecuente, siguiendo las indicaciones



de los documentos oficiales, ademas de que al tratarse de una enfermedad
“‘incurable” el monitoreo se hace indispensable, para observar la progresion y
en su caso tomar las medidas necesarias para alargar y mejorar la calidad de

vida de cada persona.
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