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RESUMEN

La Leucemia Mieloide Crénica (LMC) es una enfermedad caracterizada citogenéticamente por la t(9;22)
(q34;ql1), la cual produce el gen hibrido: BCR-ABL en el cromosoma 22q conocido como cromosoma Ph(+).
Los principales transcritos identificados corresponden a b2/a2, b3/a2, e2a2 y e19a2, cuyos tamafios dependen del
punto de ruptura que ocurre en los cromosomas. El objetivo de este estudio fue determinar los transcritos BCR-
ABL presentes en los pacientes venezolanos con LMC. Se analizaron 90 muestras de médula 6sea de pacientes
con diagnostico de LMC. Se realizo el analisis cromosdémico mediante técnicas citogenéticas convencionales y
técnicas de biologia molecular (RT-PCR). Se obtuvo que el 96,6% de los casos presentaron el cromosoma Ph(+)
y 3,3% cariotipo normal, siendo los transcritos mas frecuentes b3a2 (50,0%), b2a2 (40,0%) y la co-expresion de
transcritos b3a2/b2a2 y ela2/b3a2 en (6,6%) y (3,3%), respectivamente. Las variantes de los transcritos b3a2 y
b2a2 encontradas en esta investigacion fueron similares a lo reportado en la literatura, indicando la similitud de
la distribucion de los principales transcritos de este reordenamiento encontrada en los pacientes evaluados con
la de poblaciones geograficamente cercanas o racialmente similares. Estos resultados apoyan la utilidad de la
metodologia de biologia molecular aplicada al diagndstico mas preciso de LMC, lo cual ha sido sefialado como
importante en la escogencia de la terapia més adecuada dependiendo del tipo de transcritos hallado y de mejor
respuesta al tratamiento. Al mismo tiempo, justifican la realizacion de estudios adicionales con mayor numero de
pacientes con LMC.

PaLaBras cLAVE: Enfermedad Mieloproliferativa Cronica, RT-PCR.
ABSTRACT

Chronic Myeloid Leukemia (CML) disease is characterized cytogenetically by t(99,22q)(q34.q11), which
produces the hybrid gene: BCR-ABL on chromosome 22q known as Ph (+). The main published transcripts
correspond tob2/a2,b3 /a2, e2a2 and el9a2, whose sizes depend on the breakpoint that occurs in the chromosomes.
The objective of this study was to determine the BCR-ABL transcripts present in Venezuelan patients with CML.
Ninety bone marrow samples were analyzed from patients diagnosed with CML. Chromosomal analysis was
performed by conventional cytogenetic techniques and molecular biology techniques (RT-PCR). It was found
that 96.6% of the cases presented the Ph (+) chromosome and 3.3% a normal karyotype, being the most frequent
transcripts b3a2 (50.0%), b2a2 (40.0%) and the co-expression of transcripts b3a2 / b2a2 and ela2 / b3a2 in (6.6%)
and (3.3%), respectively. Variants of the transcripts b3a2 and b2a2 found in this study are similar to those reported
in the literature, indicating the similarity of the distribution of the major transcripts of this rearrangement found
in the patients evaluated with those in populations geographically close or racially similar. These results support
the usefulness of the methodology of molecular biology applied to achieve a more accurate diagnosis of CML
through the detection of BCR-ABL rearrangement, which has been identified as important in choosing the most
appropriate therapy depending on the type of transcripts found and their responsiveness to treatment. At the same
time, they justify further studies with larger numbers of patients with chronic myeloid leukemia.

KEey worbps: Chronic Myeloproliferative Disorder, RT-PCR.

INTRODUCCION

Los desordenes micloproliferativos cronicos son
gruposdeenfermedades caracterizadas porlaproliferacion
neoplasica de células madres hematopoyéticas y de
su progenie diferenciada en la médula 6sea y sitios
extramedulares. La Leucemia Mieloide Cronica (LMC)
es un tipo de desorden clonal mieloproliferativo
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que resulta de la transformacion neoplasica de las
células hematopoyéticas pluripotenciales comunes a
sus tres series, estd caracterizada clinicamente por la
proliferacion excesiva de las células mieloides maduras
y de los precursores granulociticos tanto en sangre
periférica como en médula 6sea. Representa entre el
15 al 20% de todas las leucemias que se presentan en
adultos y tiene una incidencia de 1 a 2 pacientes por cada
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100.000 habitantes por aflo, en edades comprendidas
entre los 30 y 70 afios (Pavon et al. 2005, Chavez-
Gonzalez et al. 2009). Se desconoce su etiologia, aunque
actualmente se investiga el compromiso de una serie
de factores que pudieran influir en su etiopatogenia
como las radiaciones ionizantes, los agentes quimicos o
infecciosos y los genéticos. Se le reconoce clinicamente
un comportamiento bifésico o trifasico, con una primera
fase conocida como fase cronica, una intermedia llamada
fase acelerada y una final conocida como crisis blastica.
Algunas pasan directamente de la fase cronica a la fase
blastica (Goldman y Melo 2003, Pavon et al. 2005).

La LMC, fue la primera enfermedad hematologica
maligna en la que se demostré una anomalia genética
adquirida caracterizada por la presencia de wuna
anormalidad especifica en el cariotipo, conocida como
cromosoma Filadelfia (Ph) (Nowell y Hungerford
1960). Posteriormente (Rowley et al. 1973) sefalaron
que este cromosoma era producto de una translocacion
entre los cromosomas 9 y 22, 1(9,22)(q34;ql1). Poco
tiempo después, se reportd que el punto de ruptura en
el cromosoma 22 en pacientes con LMC Ph positivo
(Ph+) estaba dentro de un segmento de ADN de 5.8 Kb
designado como “Breakpoint Cluster Region” (BCR)
(22q11) y mas tarde, que dicha region era parte de un
gen que tiene una longitud de 135 kb “Online Mendelian
Inheritance in Man” (OMIM 2015), este gen llamado
BCR, el cual se encuentra fusionado con el gen ABL
(Abelson Leukemia Gen) originalmente presente en el
cromosoma 9, region q34.1,que codifica una proteina con
actividad tirosina quinasa (TQ) con un peso molecular
de 145 kDa, a este complejo de fusion molecular se le
conoce como oncogen BCR-ABL (Groffen ef al. 1984,
Deininger et al. 2000)

El gen BCR esta formado por 23 exones, y en €l se
distinguen la region mayor (M-bcr), entre los exones 12
y 16 de 58 kb, la menor (m-bcr) en el primer intrén del
gen BCR, entre los exones 1 y 2, con una longitud de
55kb, y la region micro ubicada en el primer intrén del
gen ABL en el cromosoma 9. Los puntos de rupturas mas
frecuentes en este gen BCR ocurren en los exones: 1(el),
12(b2), 13(b3) y 19(e19); en cambio el punto de ruptura
mas comun en el gen ABL es el exon 2(a2), generandose
los reordenamientos ela2 de 458pb, b2a2 con un peso
molecular 310pb o b3a2 de 385 pb y el e19a2 con 580 pb.
La LMC puede resultar del gen hibrido derivado del punto
de ruptura menor (mBCR) donde el punto de ruptura en
el cromosoma 22 se localiza 5 a la region M-ber en un
area denominada m-bcr y como consecuencia, solo el
exon 1 del gen BCR se yuxtapone al exon 2 ABL dando
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lugar a un transcrito ela2; del cual resulta una proteina
de 190Kd (p190 BCR-ABL) que se observa en el 10% de
las Leucemias Linfoides Agudas (LLA) del adulto y en
el 5% de las LLA pediatricas (Arana-Trejo et al. 2002,
Ruiz-Argiielles et al. 2004, Hoelit y Mahfouz 2011)

La proteina BCR-ABL estimula la transmision de
sefales mediante la liberacion de ATP de un grupo fosfato
que se une con las diferentes proteinas que le sirven de
sustrato. Debido al proceso de auto fosforilacion, existe
un gran aumento de fosfotirosina en la proteina BCR-
ABL anormal, lo que permite crear sitios de union
anomalos para otras proteinas, este gen hibrido codifica
una proteina con actividad constitutiva, es decir, tiene
la caracteristica de estar siempre activa, sin necesitar la
presencia del ligando para la formacion de dimeros de
membrana y la transmision de sefales intracelulares, que
dependiendo del tipo de transcrito quimérico BCR-ABL
encontrado es posible detectar diferencias en cuanto a las
caracteristicas clinicas y hematologicas de los pacientes
con LMC (Perego ef al. 2000, Kim et al. 2002, Onida et
al. 2002, Testoni et al. 2009)

Estudios en poblaciones latinoamericanas indican que
el transcrito mas frecuente corresponde al b3a2 (63%) y
b2a2 (20%), (Shtalrid et al. 1988, Paz y Mifio et al. 2002,
Vigil et al. 2012) lo cual concuerda con lo reportado por
poblaciones asiaticas como las iranies, pero difieren de
la mexicana donde el mas frecuente fue el b2a2 (59%)
seguido por b3a2 (28%) (Yaghmaie et al. 2008, Hoelit
y Mahfouz 2011). La presencia del transcrito BCR-ABL
en pacientes leucémicos se ha considerado en varias
investigaciones con fines diagndsticos, pronosticos
y para la evaluacion y seguimiento de la enfermedad
(Baccarani et al. 2015, Koldehoff 2015). En el caso
especifico de LMC, las evidencias acumuladas indican
que la LMC se define por la presencia del cromosoma
Filadelfia y/o la evidencia del transcrito molecular,
asi mismo han sido sefialados aspectos importantes de
evolucion de la enfermedad dependiendo del tipo de
transcrito (Prejzner 2002, Polampalli ez al. 2008). Debido
a que la LMC pertenece a un grupo heterogéneo de
trastornos hematopoyéticos clonales de células madres,
ocasionalmente su diagnostico puede ser confuso o
dificil. El objetivo de esta investigacion fue caracterizar
los transcritos del gen BCR-ABL, en pacientes con LMC
en Venezuela

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 90 pacientes diagnosticados con
LMC, antes del inicio del tratamiento, referidos de
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centros publicos y privados de la region. Se suministro
a cada paciente un formato con informacién detallada
sobre de las caracteristicas de la investigacion que fue
firmada en sefial de consentimiento para participar en la
misma. En el Laboratorio de Citogenética del Instituto
de Investigacion Genética, se recibieron las muestras
de medula 6sea para el analisis citogenético mediante la
técnica descrita por Yunis et al. (1981), para identificar
el cromosoma Filadelfia. Posteriormente, de cada
paciente se tomo6 muestra de sangre periférica para la
identificacion del tipo de transcrito presente utilizando la
técnica de RT-PCR (Yaghmaie et al. 2008). Se utilizo el
kit de aislamiento y purificacion de ARN (Promega), y se
obtuvo el ADNc mediante la utilizacion de la transcriptasa
reversa AMV/Tfl (Promega). Posteriormente se realizo
la reaccion de PCR utilizando una PCR multiple donde
se agregaron 2 plL de cada primer (ela2/ b3/b2a2/
el19a2) (Tabla 1). Las condiciones de la PCR aplicadas
en resumen correspondieron a una desnaturalizacion
inicial a 94°C por 2 minutos, 30 ciclos a 94°C por 30
segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos,
y una extension final a 72°C. Los productos amplificados
se observaron en un gel de agarosa al 2%, apreciandose
bandas separadas de los diferentes tipos de transcritos de
acuerdo a su peso molecular, el transcrito b2a2 con un
peso molecular 310 pb, el b3a2 de 385 pb, ela2 de 458pb,
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y el e19a2 con 580 pb. Los resultados se analizaron con
base en porcentajes.

Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos cebadores usados en la RT-PCR
multiple para la deteccion de transcritos de BCR-ABL y transcritos
BCR como control interno (Yaghmaie ez al. 2008).

CSe 5’ATAGGATCCTTTGCAACCGGGTCTGAA 3’

B2B

5’ ACAGAATTCCGCTGACCATCAATAAG3’

BCR-C 5’ ACCGCATGTTCCGGGACAAAAG3’

CA3  5S’TGTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTG G3’

RESULTADOS

Se analizaron 90 muestras de medula dsea de pacientes
con diagnostico de LMC antes de aplicarse el tratamiento.
El promedio de edad fue de 42 afios con rango entre 24
y 70 anos (40% masculino, 60% femenino). El estudio
citogenético mostré el cromosoma Ph+ en 88/90 de los
pacientes; del total, dos resultaron positivos al complejo
molecular BCR-ABL. Los cariotipos se reportaron de
acuerdo con la nomenclatura mundial ISCN 2010 (Fig.
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Figura 1. Muestra de cariotipo de paciente con LMC, las flechas indican t(9,22)(q34;q11)
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400pb
300pb

Figura2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% muestra productos génicos amplificados b3a2, b2a2. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2,

control negativo; carril 3, control positivo b2a2 (310 pb); carril 4, paciente con expresion b2a2 (310 pb); carril 5, control positivo b3a2 (380 pb);

carril 6, paciente con expresion b3a2 (380 pb).

La frecuencia de los diferentes tipos de ARN
mensajeros o transcritos, encontrados en este estudio
fueron producto de diferentes puntos de ruptura y fusion
del oncogén BCR-ABL. Las variantes de las isoformas
mas frecuentes fueron los transcritos b3a2 en 45/90
pacientes representando 50,0%. Asi mismo se observo
el cromosoma Filadelfia en el analisis cromosomico y
el b2a2 se identifico en 40,0% (36/90) de los pacientes;
de éstos solo un paciente present6 cariotipo normal. En
un caso (3,4%), el transcritos ela2 no se identifico como
isoforma Unica; sino unida al b2a2. Otra variante fue el
rearreglo encontrado b2a2/b3a2 en 2/90 (2,2%) (Fig. 2).
El transcrito e19a2 no se observo.

DISCUSION

La transcripcion del complejo BCR-ABL es la
clave del diagnodstico y la evaluacion y seguimiento
molecular, el crecimiento de las células leucémicas es
usualmente dependiente de la expresion del BCR-ABL
(Prejzner 2002, Quintas-Cardama y Cortes 2006). La
sensibilidad de cualquier método de PCR esta limitada
por el namero de células analizadas. Normalmente solo

425

es evaluada una porcion del DNA complementario, pero
el analisis de multiples porciones de DNA en reacciones
replicadas incrementa la sensibilidad. Actualmente
el método de reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa (RT-PCR) es uno de los métodos
mas sensibles para la deteccion de bajos nimeros de
transcritos del BCR-ABL. Sin embargo, en la practica,
por ser un método cualitativo cuando la prueba resulta
negativa, puede haber todavia un millon o mas de células
residuales Ph(+) en el organismo, por lo cual se han
desarrollado métodos de PCR cuantitativos en tiempo
real para estimar la presencia o ausencia de estas células
en el organismo (Pavon et al. 2005).

En otros casos, la prueba puede ser persistentemente
positiva a un bajo nivel por muchos afios (Wells et al.
1996, Prejzner 2002). EI método cualitativo es util para
determinar el punto de ruptura del BCR-ABL y para la
evaluacion de la enfermedad minima residual, sobre
todo cuando los otros métodos indican la ausencia del
BCR-ABL. Coincidiendo con algunos reportes (Hoelit
y Mahfouz 2011, Vigil et al. 2012), en los 90 pacientes
positivos al gen hibrido BCR-ABL, se encontré que los
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transcritos b3a2 y b2a2 son los que aparecen con mayor
frecuencia, a diferencia de los demas transcritos posibles,
asi como la coexistencia de dos transcritos. La mayoria
de los reportes encontrados coinciden en la tendencia a
prevalecer el b3a2, pero no siempre la diferencia entre
este y el b2a2 se reporta como significativa. Aunque
relativamente existen pocos estudios que discutan el
significado de manifestar uno u otro tipo de transcripto,
algunos sugieren que su conocimiento puede tener
implicaciones clinicas o servir de ayuda para comprender
la patobiologia de las células leucémicas positivas a la
t(9;22). Por ejemplo, en el afio 2000, un colectivo de
autores reportd que entre sus pacientes, aquellos que
manifestaron el transcrito b3a2, tuvieron mayores
conteos de plaquetas que los que poseian el b2a2 (Testoni
et al. 2009). Otra informacion sugiere que los pacientes
con el transcrito b3a2 tienen mayor supervivencia que
aquellos con el b2a2 (Prejzner 2002). Sin embargo, aun
no se llega a conclusiones definitivas y seran necesarios
estudios mas amplios y detallados para esclarecer estas y
otras interrogantes.

De los pacientes positivos, los puntos de corte
se ubicaron en la region mayor (b3a2 6 b2a2) lo que
coincide con otras investigaciones (Arana-Trejo et al.
2002, Ruiz-Argiielles e al. 2004). En contraste, a lo antes
mencionado solo en 3,3% de las muestras analizadas, el
punto de ruptura observado resulto en la co-expresion de
la region menor (ela2/b2a2), que se observa con mayor
frecuencia en pacientes con leucemia linfoide aguda
Ph+ y que aparece en menor cuantia en individuos con
LMC tipica (Polampalli ef al. 2008). Al respecto, se han
informado ocurrencias variables de la variante ela2 en
pacientes con LMC de varios paises con valores desde 0
hasta 5% (Mondal ef al. 2006). El orden de frecuencia de
las variantes corresponde con lo reportado mundialmente
en la bibliografia de trabajos similares. Dos estudios
realizados en individuos de la India con diagndstico de
LMC reportaron frecuencias de 68 y 62% para b3a2, y
de 32 y 29% para b2a2, respectivamente. Uno de ellos
mostré una frecuencia de 2% para la variante ela2 (Goh
et al. 2006, Mondal ef al. 2006). Otros estudios separados
en caucasoides estadounidenses y mestizos mexicanos
con LMC mostraron frecuencias similares de b3a2 y
b2a2 (57 y 42%, en los primeros, 21 y 54 y 43%, en los
segundos (Shtalrid ef al. 1988, Hoelit y Mahfouz 2011).

Mientras que un orden de frecuencias opuesto para
las isoformas b3a2 y b2a2 se encontré en pacientes
ecuatorianos con LMC (5 y 95%,) y en los brasilefios
se encontrd6 38 y 62%, respectivamente (Ruiz-
Argiielles et al. 2004, Bendit 2008). Lo antes expuesto
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evidencia patrones diferentes en las regiones de Asia,
Norteamérica y Sudamérica. Tomados en conjunto, los
hallazgos de las investigaciones mencionadas pudieran
reflejar la conservacion de las prevalencias de estos
transcritos dentro de una misma region y su variacion
interregional, apoyando la influencia del area geografica
en la variabilidad internacional demostrada. De hecho,
se ha sugerido que la distribucion mundial de agentes
infecciosos oncogénicos como los retrovirus, pueden
explicar, en parte, la mencionada influencia (Carrefio et
al. 2008).

Asi mismo, nuestros resultados se asemejan mas a los
de estudios en paises geograficamente mas cercanos. De
igual forma, el factor racial y las migraciones pudieran
ser elementos determinantes de las diferencias globales
encontradas. En ese sentido, los hallazgos de este trabajo
se asemejan a los de estudios que han evaluado conjuntos
multiétnicos de sujetos con LMC, como el realizado por
(Mills et al. 1991) donde las variantes b3a2 y b2a2 se
encontraron en 55 y 45% de los pacientes analizados,
al igual que los encontrados en el trabajo realizado con
mestizos mexicanos (Ruiz-Argiielles et al. 2004). Sin
embargo, la isoforma e19a2 no se observd en nuestro
estudio, probablemente debido al escaso nimero de
pacientes o la baja frecuencia encontrada a nivel mundial
(Gendron et al. 2014, Ferri et al. 2015). A semejanza de
algunas observaciones encontradas, la frecuencia de la
co-expresion en un mismo paciente de mas de un tipo
de transcrito de fusion, resultd ser baja al igual que en
nuestro estudio, donde se observo en tres de los pacientes,
(Mills et al. 1991, Paz y Mifio et al. 2002, Yasunaga y
Matsuoka 2003, Vigil et al. 2012).

El fenomeno de la co-expresion de mas de un tipo de
transcrito en un paciente puede deberse a la existencia de
cortes y empalmes alternativos o a la existencia de varias
lineas celulares leucémicas con diferente expresion del
gen hibrido BCR-ABL (Vigil ef al. 2012). El transcrito
el9a2 no se encontrdé en nuestro estudio esto puede
deberse al pequefio numero de pacientes o su baja
frecuencia a nivel mundial que va de 0-5%.

Segun se ha visto, acerca de la tendencia de cada
transcrito a ser mas frecuente en uno u otro sexo, su
posible significado, se han reportado pocas referencias.
En los pacientes sudaneses, por ejemplo, existio una
tendencia del género masculino a manifestar el transcrito
b2a2 y del femenino b3a2. (Osman et al. 2010, Muddathir
etal. 2013), siendo similar con los resultados del presente
estudio, donde se encontré mayor e igual prevalencia del
género masculino en ambos transcritos. Por otra parte,
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al analizar dentro de cada género la prevalencia de los
transcritos mas frecuentes, en ambos se encontrd una
tendencia practicamente de igual magnitud a manifestar
preferentemente el reordenamiento b3a2. A partir de este
resultado se puede inferir que en el grupo de pacientes
estudiados no hubo influencia de género en la tendencia
a manifestar uno u otro transcrito.

Los resultados obtenidos apoyan la utilidad
de la metodologia de biologia molecular aplicada
al diagnodstico mas preciso de LMC a través de la
identificacion del complejo BCR-ABL. Asimismo,
indican la similitud de la distribucién de los principales
transcriptos de este complejo molecular encontrada en
nuestros pacientes, con la de poblaciones geograficas
cercanas o racialmente similares. Al mismo tiempo,
justifican la realizacion de estudios adicionales con
mayor nimero de pacientes con LMC. Finalmente, las
técnicas citogenéticas convencionales y moleculares
siguen siendo parte fundamental en el diagnostico,
pronodstico y mantenimiento de los pacientes afectados
con LMC.
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