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RESUMEN

Métodos: Mediante analisis por RT-PCR del RNAm extraido de leucocitos de sangre periférica
obtenida de pacientes <12 afios diagnosticados con leucemia mieloide (C92), se plante6 como ob-
jetivo identificar la proporcion de transcritos b2a2 y b3a2 de BCR/ABL utiles en el diagnostico de la
Leucemia Mieloide Croénica. Resultados: De doce pacientes evaluados, el 67% (ocho) presentaron
el transcrito b2a2 y 33% (cuatro) presentaron el transcrito b3a2. Conclusién: Esta proporcion mayor
para b2a2 difiere de lo observado en otros estudios mundiales: Inglaterra, Japon, ltalia, Espafia pero
se aproxima a los hallazgos de estudios mexicanos y ecuatorianos.

Palabras clave: Leucemia, transcritos de fusion, transcritos b2a2 y b3a2, reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), fusion BCR/ABL
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Alta proporcion de transcritos BCR/ABL en pacientes con leucemia mieloide cronica en Colombia

HIGH PROPORTION OF BCR/ABL IN PATIENTS WITH CHRONIC MYELOID
LEUKEMIA IN COLOMBIA

ABSTRACT

Methods: By RT-PCR analysis of mMRNA extracted from peripheral blood leukocytes obtained from
<12 years old patients with myeloid leukemia, we intended to identify the proportion of transcripts
b2a2 and b3a2 BCR/ABL useful in the diagnosis of chronic myeloid leukemia. Results: In twelve
patients evaluated, 67% (eight) presented the b2a2 and 33% (four) presented the b3a2 transcript.
Conclusion: This larger proportion of b2a2 differs from that observed in other global studies: England,
Japan, ltaly, Spain but is close to the findings of Mexican and Ecuadorian studies.

Key words: Leukemia, fusion transcripts, b2a2 and b3a2 transcripts, polymerase chain reaction

(PCR), BCR/ABL fusion

INTRODUCCION

Los indicadores basicos de salud 2009, Depar-
tamento de Narifio' reportan 28 casos de leucemias
en menores de 15 afos? para una tasa de 5.6 por
100.000 habitantes. 78% de los diagnésticos (vein-
tidoés casos) estaban relacionados con Leucemia
Linfoide y tan solo seis casos (22%) con Leucemia
Mieloide.

La leucemia es un sindrome proliferativo cré-
nico de naturaleza clonal, originado en la célula
madre hematopoyética que resulta en un excesivo
numero de células blasticas en todos los estadios
de maduracion(1-3), la mayoria de los pacientes
se diagnostican en la fase cronica y los sintomas
mas frecuentes son: anorexia, pérdida de peso,
astenia, esplenomegalia al examen fisico, aunque
muchos pacientes suelen ser asintomaticos y solo se
descubren de manera eventual cuando un examen

de sangre casual revela leucocitosis a expensas
de granulocitos neutrdfilos en diferentes estadios
de maduracion, con predominio de mielocitos y
segmentados, ademas de mieloblastos, basofilia
y eosinofilia (4-6), en la biopsia de médula ésea
se observa hiperplasia granulocitica con megaca-
riocitos incrementados y grado variable de fibrosis
reticulinica (7-9), el estudio citogenético (cariotipo)
puede mostrar la translocacion 9;22 que resulta en
la formacién del cromosoma Philadelphia (Ph), sin
embargo son los analisis moleculares mediante
técnicas como reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) los que identifican el gen hibrido BCR/ABL,
detectando los transcritos b2a2 y b3a2 de gran
utilidad en el diagnéstico de la Leucemia Mieloide
Cronica (LMC), como lo han corroborado muchos
estudios a nivel mundial(10-18) que de manera
cuantitativa o cualitativa confirman la presencia de
una proteina p210 (de 210KDa) que se identifica
con la banda de 417 pb en el gel de agarosa(19).

' Subdireccién de Salud Publica / SIVIGILA-Oficina de Epidemiologia. Instituto Departamental de Salud de Narifio IDSN.
2 Poblacion menor de 15 afios para 2009 fue de 502.406 habitantes.
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Esta proteina producto del RNAm quimérico (BCR/
ABL) posee una actividad tirosinquinasa aumenta-
da, lo cual controla el crecimiento y diferenciacion
celular haciendo que las células hematopoyéticas
adquieran un comportamiento neoplasico(20).

Los pacientes evaluados en este estudio se
captaron entre diciembre de 2011 y marzo de 2012
fueron doce menores de doce afios, 5 mujeres
(42%) y 7 hombres (58%).

Aunque los estudios consultados a nivel mundial,
Inglaterra (10), Japon(11), ltalia(15), Espana(16),
realizados en transcritos b2a2 y b3a2 de BCR/ABL,
reportan con mayor frecuencia el transcrito b3a2, los
resultados observados en el presente estudio son se-
mejantes a los hallazgos en Ecuador(17) y México(18)
en donde el transcrito b2a2 se observa mas a menudo.

METODOS

Pacientes: Se obtuvieron 12 muestras prove-
nientes de sangre periférica (2,5ml) de pacientes
menores de doce afios diagnosticados por primera
vez con Leucemia mieloide (C92), se transporté cada
muestra hasta el laboratorio de genética molecu-
lar humana de la Universidad del Valle, donde se
realizo la extraccion RNAm y la caracterizacion de
la translocacion, como se describe a continuacion:

Obtencion de buffy coat: Se adicion6 ala mues-
tra de sangre periférica Histopaque 1077(Sigma) en
un tubo Falcon de 25 ml. El preparado se centrifugd a
400 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente,
obteniendo el anillo espumoso o buffy coat (19).

Extraccion de RNAm: El pellet obtenido se
mezcla con reactivo Trizol en una proporcién de
0,25 ul de muestra con 0,75 ml de Trizol (19).

Obtencién del DNAc: Con la primera cadena
de DNAc a alta temperatura, que incrementa la
especificidad aumentando la producciéon de DNAc
de longitud total, generando un DNAc de 12,3
Kb, mediante el uso de SuperScript™ Il Reverse
Transcriptase (version disefiada con una reducida
actividad de RNAasa H e incrementada estabilidad
térmica); esta enzima se purifica desde E. coli y
contiene el gen modificado “pol”, del virus Molony
Murine Leukemia. En general, se obtuvieron con-
centraciones de 1 ng-5 ul de RNA total o 1-500 ng
de RNAm, lo cual permitié ajustar las reacciones
a volumenes de 20 ul.

Caracterizacion de transcritos: Diez micro-
litros de cada muestra fueron analizados en gel de
poliacrilamida al 2% con AgNO.,. Los casos positivos
para b2a2 mostraron una banda de 238 pb y para
b3a2 la banda era de 313 pb (figura 1).

Controles: Se conté con el apoyo de 24 familias
que mediante consentimiento informado facilitaron
muestras provenientes de doce nifios y doce nifias
normales, como control negativo para el analisis de
algun tipo de rearreglo BCR/ABL que expresara
transcriptos p210 BCR-ABL.

RESULTADOS

Entre diciembre de 2011 y marzo de 2012 se
diagnosticaron 12 pacientes con Leucemia (tabla 1),
si el comportamiento observado se mantiene, al final
del 2012 se esperarian 48 pacientes, a diferencia
de la cifra reportada en el 2009 de 28 pacientes.

El transcrito observado con mayor frecuencia
fue b2a2 (8/12)(tabla 1) el cual segun estudios
realizados por Rosas-Cabral y colaboradores en
México?, tiene un conteo plaquetario menor que

3 Alejandro Rosas Cabral, pertenece al Departamento de Biomedicina Molecular. CINVESTAV-IPN. México.
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el observado por el transcrito b3a2, ademas este de laLMC es diferente. Adiferencia de otros estudios
transcrito b3a2 esta asociado a una mayor actividad a nivel mundial el transcrito b2a2 es el de menor
de trombopoyetina por lo que la conducta biolégica ocurrencia (tabla 2).

Tabla 1. Informacion recopilada en pacientes pediatricos diagnosticados con Leucemia por edad y género

Edad Sexo BCR/ABL
b2a2 b3a2
2 masculino - Si
2 femenino - Si
2 femenino Si -
2 masculino Si -
3 masculino Si -
3 femenino Si -
3 femenino - Si
3 masculino Si -
4 masculino - Si
4 masculino Si -
6 femenino Si -
12 masculino Si -

N=12 pacientes pediatricos diagnosticados con Leucemia, 2012
FUENTE: los autores

Tabla 2. Comparacioén de prevalencias en estudios mundiales

Estudios n b3a2 b2a2 Andlisis bivariado
ORIC 95% p

Shepherd, 1995 (10 19 73 46 3.17(.788-15.102) .0603
Inokuchi, 1991 (0 57 34 23 2.95(.682-14.805) .0958
Martinelli, 1998 (1 34 24 10 4.8 (.9725-26.135) .0230
Cervantes,1996 (19 84 46 38 2.42(.5878-11.747) 1645
Este estudio,2012 12 4 8 1.8 (.0804-125) 0.665
Paz y Mino,2002 (" 144 7 137 0.102(.0207-.5924) .0002
Meza,2007 (1® 93 41 46 1.782(.4355-8.65) .3684

FUENTE: los autores
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Tabla 3. Relacién entre algunas variables
registradas y los transcritos

Variable n b3a2 | b2a2 | Analisis bivariado

OR p
Edad 8 3 5 1.8 0.665
Sexo 7 2 5 0.6 0.6788

FUENTE: los autores

Analisis estadistico: Se estudiaron 12 pacien-
tes en total, 8(67%) mostraron el transcrito b2a2
y 4(33%) el transcrito b3a2. 7(58%) eran hombres
y 5(42%) mujeres. 8(67%) estaban con menos de
tres afnos, mientras que 4(33%) superaban los 4
afios. 5(63%) del transcrito b2a2 fueron hombres 'y
3(37%) mujeres, con el transcrito b3a2 la distribu-
cion fue equitativa entre hombres y mujeres(2:2).
El promedio de edad del grupo fue de 3.8 afos,
en hombres 4.28 afos y para mujeres 3.2 anos.

Se quiso establecer si existia algun tipo de
asociacion entre los transcritos, la edad, el género,
asi como comparar prevalencias en los diferentes
estudios pero la similitud con significancia estadistica
fue en el estudio ecuatoriano. Para los anélisis se
empleo el programa STATA y de manera simplifi-
cada se obtuvieron los siguientes datos (tabla 2 y
tabla 3). Aunque se obtuvieron valores de OR que
mostraban algun grado de asociacion los inter-
valos de confianza que contenian el 1, hacian de
esta observaciéon poco confiable, ademas el valor
de “p” muy por encima de 0.05 no es significante
estadisticamente. Dicho de otra manera, no hay
evidencia suficiente para establecer que la edad o
el sexo tienen algun tipo de efecto sobre el trans-
crito y en términos generales entre los estudios
el de mayor semejanza fue el ecuatoriano con
un valor de X?=19 (p<0.000). es posible que aqui
los componentes genéticos y ambientales estén
mucho mas marcados por la cercania geografica
y los origenes ancestrales.

Prueba molecular cualitativa: EIRNAm extraido
de leucocitos de sangre periférica por el método del
acido guanidin- tiocianato-fenol-cloroformo (26). El
DNACc se obtuvo a partir de RNA por oligo-dT pri-
ming (GIBCO). El PCR para los transcritos b2a2 y
b3a2 de BCR/ABL se consiguié de acuerdo con el
siguiente ciclo térmico: 95 °C/1 min, 62 °C/1 min, 72
°C/1 min, previa desnaturalizaciéon a 96 °C/3 min y
extendido a 72 °C/10 min. Se usaron “primers” sense
y anti-sense y sus respectivos controles internos,
al final 10 ul de cada muestra fueron analizados
en un gel de agarosa al 2% y teiidos con bromuro
de etidio. Dando positivo para b2a2 la banda mas
liviana (baja) y para b3a2 la mas pesada (arriba)
como se muestra a continuacion en la figura 1.

negativa b2a2 negativa pm b3a2  opativa negativa  D2a2 negativa Dlanca

Figura 1. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro
de etidio. Carril (pm) se observa el marcador de peso
molecular 100 pb (GOBCO, VRL), ultimo carril blanco de
agua. Los carriles 2 y 8 son pacientes con transcrito b2a2
(banda de 238 pb) mientras que el carril 5 muestra el
transcrito b3a2 (banda de 313 pb). Los carriles 1,3,6,7,9
corresponden a pacientes normales.

FUENTE: los autores

DISCUSION

El Gobierno Colombiano, dentro del Plan Na-
cional para el control del cancer (PNCCa) a de-
sarrollar en el periodo comprendido entre 2010 y
2019, planeaimplementar el SIVECAOQ: Sistema de
Vigilancia Epidemiolégica para el control del Cancer
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Ocupacional, y estudios como este en donde se
estandariza una técnica y se evalian marcadores
para garantizar un buen diagnéstico de los diferentes
tipos de cancer ocupacional son de gran apoyo para
las metas establecidas por el PNCCa.

Las cifras reportadas por los diferentes Institu-
tos Departamentales de salud en el pais, permiten
orientar a los investigadores en el campo de la salud
con el fin de adoptar e implementar programas de
promocion de la salud y prevencion de la enfermedad,
de esta manera es posible optimizar los recursos
provenientes del SGSSS. Llama poderosamente la
atencion ciertas diferencias con los reportes, por
ejemplo: como se menciono antes, el IDSN en su
boletin epidemiolégico reporto 28 casos de leucemia
en menores de 15 anos para el 2009, de los cuales
22 correspondieron a Leucemia Linfoide y solo 6 a
leucemia mieloide.

Algunos autores manifiestan que la leucemia
linfoide aguda (LLA) representa para la poblacion
infantil menor de 15 afos el 23% de los diagnésticos
de Ca, pero el grupo observado en el presente estu-
dio indica una situacion diferente: de doce menores
de doce afios diagnosticados con leucemia en el
periodo comprendido entre diciembre de 2011 y
marzo de 2012, al aplicar la prueba molecular todos
resultaron positivos para BCR/ABL que manifiesta
la Leucemia Mieloide Cronica (tabla 1).

La variabilidad genética humana y el ambien-
te son elementos que convergen en la expresion
fenotipica como plantea Richard Dawkins en su
libro “Fenotipo extendido”, es posible entonces,
plantear la existencia de malformaciones congéni-
tas o anomalias congénitas, explicando la relacion
directa existente entre el genotipo y el ambiente en
la expresién o fenotipo, en ese orden de ideas, es
posible la existencia de LMC Ph negativo bcr positivo
cuyo comportamiento a nivel clinico y hematologico

es idéntico a aquellos con cromosoma Philadel-
phia, puesto que la translocacién existe pero no es
posible detectarla a nivel citogenético (21). Algo
similar ocurre con los casos en que se sospecha
de la existencia del cromosoma Philadelphia pero
su presencia no se puede confirmar o descartar
con el estudio citogenético debido a la existencia
de translocaciones complejas que incluyen al
cromosoma 22 y pueden dar lugar al fenomeno
conocido como Philadelphia "enmascarado”(21).
También puede producirse una translocacion que
ocasione la presencia de un cromosoma 22q- Ph
"like", en estos casos donde la citogenética no
proporciona los resultados esperados es necesario
llevar a cabo un estudio molecular completo para
descartar la presencia de la translocacion, como
ocurrio en este caso (22).

Con el empleo del estudio molecular es po-
sible descartar la sospecha de LMC en aquellos
pacientes en los que no se puede llevar a cabo
el estudio citogenético o éste no es concluyente
como es el caso de algunos trabajos ya realizados
(23). En ocasiones el cromosoma Philadelphia no
se detecta citogenéticamente porque se encuen-
tra en un porcentaje bajo y no se observa en las
células estudiadas en division; la utilizacion de
técnicas moleculares resuelve en gran medida
este problema (24).

Los transcritos b3a2 y b2a2 definen la conducta
diagnostica, asi como el tratamiento y la expectativa
de vida del paciente, por ejemplo: el conteo plaque-
tario en b3a2 es mayor que en b2a2, estéd asociado
con mayor actividad de la trombopoyetina, mientras
que el transcrito b2a2 tiene el mejor pronostico al
tratarse con Mesilato de Imatinib (Glivec®) (25).

Las diferencias observadas en los resultados
de los estudios europeos, asiaticos y americanos
sugieren alguna correlacion geografica, es decir,
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efecto de tipo ambiental que infiere en la expresion
de los transcritos.

ANALISIS DE SESGOS

Los pacientes no tenian estudios citogenéticos
(cariotipo) para observar el cromosoma Philadelphia
(Ph’); El tamafio de la muestra es reducido. Defi-
ciente informacion proveniente del paciente, lo cual
no permite contextualizar y ampliar la descripcion
cualitativa de la muestra.

CONCLUSIONES

Con base en la informacion recopilada del grupo
estudiado, podemos llegar a algunas conclusiones.
Entre ellas, que la totalidad de los pacientes dieron
positivo para LMC; 67% de los pacientes presenta-
ron el transcrito b2a2 de BCR/ABL (63%, hombres,
37% mujeres). 33% de los pacientes presentaron
el transcrito b3a2 de BCR/ABL y su distribucion
fue equitativa (2:2). La LMC se present6 mas en
hombres (58%) que en mujeres (42%), 67% de los
diagnosticados con LMC eran menores de tres afios
y 33% superaban los 4 afos. El promedio de edad
del grupo fue de 3.8 afios (hombres, 4.28 afnos;
mujeres, 3.2 afos).

No hay evidencia estadistica suficiente para
establecer relaciéon alguna entre variables como
la edad y el sexo frente a cualquiera de los trans-
critos. Las comparaciones entre diferentes estudios
mundiales consultados no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre las preva-
lencias, excepto al comparar este estudio con el
desarrollado en ecuador por Paz y Mino en 2002.

Aunque la asociacién observada entre las
variables no es muy fuerte, las frecuencias y los
porcentajes permiten describir una realidad sobre
los diagnésticos de LMC, la periodicidad de los

eventos en tan corto tiempo diciembre-marzo,
puede indicar que existe sub-registro.

La edad, el género, no son variables que in-
fluyan de alguna manera en sufrir LMC, el mayor
numero de diagndsticos se observo en menores de
tres afios y fueron mas los hombres que las mujeres
en una proporcion de 1.4 a 1. El riesgo de padecer
LMC depende de la informacion genética congé-
nita y el efecto ambiental que activa estos genes
en algun momento de nuestras vidas. No adoptar
medidas preventivas: diagnostico temprano, cambio
de habitos de vida, entre otros puede significar la
diferencia entre los diferentes pacientes con LMC.

RECOMENDACIONES

Para mejorar la calidad de estudios posteriores
recomendamos usar la RT-PCR para transcritos
b2a2 y b3a2 de BCR/ABL en el diagnéstico de
LMC y hacer estudios de secuenciacion de las
variantes b2a2 y b3a2 con la finalidad de observar
mutantes que establezcan la conducta biolégica
de la LMC. Se debe realizar cariotipo para cada
paciente diagnosticado con LMC y protocolizar en
la institucion hospitalaria el uso de la prueba como
apoyo al diagnostico de LMC.
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