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Resumen

El objetivo principal de este estudio fue determinar la frecuencia de los transcritos de fusion de BCR-ABL
por medio de latécnica de reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion reversa (RT-PCR) en muestras
de médula 6sea procedentes de pacientes con LMC y LLA-B para ayudar ala caracterizacion genéticade la
poblacién leucémica guatemalteca. Larelacion entre la frecuencia de los transcritos del gen quimérico BCR-
ABL vy €l tipo de leucemia asociada a sus caracteristicas demograficas establece unarelacién significativaen
based grupo etario e cua presenta unatendencia poblacional que muestra dos picos de incidencia, los cuales
corresponden al rango de 30-40 afios en la expresion de b2a2 o b3a2 en pacientescon LMC y a de 5-10
anos en la expresion de ela2 en pacientes con LLA-B (P=0.022). Larelacion entre la frecuencia de los
transcritos del gen quimérico BCR-ABL y las caracteristicas clinicas demuestra una diferencia significativa
respecto aladistribucion del recuento plaguetario segun el tipo de transcrito patol 6gico expresado (P= 0.012).
Laexpresion del transcrito ela2 se encuentra relacionada a una actividad trombopoyética apreciablemente
menor, mientras que el incremento del recuento plagquetario corresponde a la deteccion del transcrito b2a2.

Estudios efectuados en diferentes regiones geograficas establecen diferencias significativas entre la frecuencia
de expresion de los reordenamientos del gen quimérico BCR-ABL. En €l presente estudio se determiné que
lafrecuencia de expresion de | os distintos transcritos quiméricos del gen BCR-ABL en 35 muestras de médula
Osea procedentes de pacientes guatemaltecos con LMC y LLA-B corresponde a una baja frecuencia para
€l transcrito ela2 (11%) con respecto a la frecuencia de los transcritos b2a2 (43%) y b3a2 (43%) y con una
frecuenciade coexpresion del 3% representada por los transcritos b2a2/b3a2. Pudo identificarse lapredominancia
del transcrito ela2 en pacientes con LLA-B y de los transcritos b2a2 y b3a2, asi como su coexpresion
(b2a2/b3a2) en pacientes con LMC, sin embargo no se encontraron diferencias significativas en lafrecuencia
de expresion del transcrito b2a2 comparado con b3a2 (p=0.369). Se encontré que |os hallazgos obtenidos de
estudios efectuados en diferentes regiones geogréaficas del mundo en pacientes con LLA-B coinciden con la
frecuencia reportada en la poblacion leucémica guatemalteca con esta patol ogia detectandose en el 100% de
pacientes con LLA-B laexpresion del transcrito patol égico ela2. Se puede concluir que lafrecuenciade los
transcritos de BCR-ABL entre la poblacion guatemalteca con LM C concuerda con la reportada en estudios
efectuados en paises latinoamericanos, donde la poblacion pertenece a un grupo mayoritariamente mestizo
y esinversa ala reportada en paises occidentales y orientales en donde existe predominio de poblaciones
caucasicasy asiéticas, debido a que en dichos estudios se reporta frecuentemente una diferencia significativa
entre la frecuencia de expresion de b2a2 (30-40%) comparado con la expresiéon de b3a2 (50-60%). Esto
sugiere que la poblacién leucémica guatemalteca que expresa los transcritos de fusion del gen quimérico BCR-
ABL presenta una conducta biol dgica diferente respecto a la reportada en la poblacion asiaticay caucasica
producto de la variabilidad genética entre poblaciones como paosible explicacion paralas diferencias observadas
en este estudio.

Palabras clave: BCR-ABL, RT-PCR, leucemia mieloide cronicay leucemia linfoblastica agudatipo B.
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Determination of the frequency of the fusion transcriptsin bone marrow from patientswith
chronic myeloid leukemia (CML) and acute lymphoblastic leukemia type B (B-ALL).

Abstract

At the molecular level tranglocation t(9;22) (34, gl11), known as the Philadelphia chromosome (Ph +),
originates chimeric gene BCR-ABL coding for the expression of three fusion transcripts corresponding to
b2a2, b3a2 and ela2 . It has been shown that there is a relationship between the type of transcript pathological
and clinical-demographic characteristics of leukemic patients. In Guatemala, there are no data regarding the
frequency of BCR-ABL transcriptsin the diagnosis of leukemia, so now the genetic characterization of leukemic
Guatemalan population with this condition has been impossible to make. The main objective of this study
was to determine the frequency of fusion transcripts BCR-ABL by means of the chain reaction technique of
reverse transcription polymerase (RT-PCR) in bone marrow samples from patients with CML and ALL-B to
help the genetic characterization of leukemic Guatemalan population. In the present study we determined that
the frequency of expression of different transcripts chimeric BCR-ABL gene in 35 bone marrow samples from
patients with CML and ALL-B corresponds to alow frequency for ela2 transcript (11%) with respect to the
frequency of the b2a2 transcript (43%) and b3a2 (43%) and with afrequency of 3% coexpression represented
by b2a2/b3a2 transcripts. Identified the predominance could ela2 transcript in patients with ALL-B and b2a2
and b3a2 transcripts and their coexpression (b2a2/b3a2) in CML patients, however no significant differences
in the frequency of expression of b2a2 and b3a2 compared (P= 0.369). It was found that the findings of studies
conducted in different geographical regions of the world for patients with ALL-B match with the frequency
reported in the Guatemalan in leukemic population with this condition detected in 100% of patients with
transcript expression pathological ela2. We conclude that the frequency of BCR-ABL transcripts between the
Guatemalan population CML agrees with that reported in studies conducted in Latin American countries,
where the population is mainly mestizo group and isinverse to that reported in Western and Eastern countries
where there is predominance of Caucasian and Asian populations, because in such studies frequently reported
asignificant difference between the expression frequency of b2a2 (30-40%) compared with b3a2 expression
(50-60%). This suggests that the Guatemalan population expressing leukemic fusion transcripts of chimeric
BCR-ABL gene has adifferent biological behavior compared to that reported in Asian and Caucasian population
product of genetic variability among populations as a possible explanation for the differences observed in this
study.

Key words:BCR-ABL, RT-PCR, Chronic myeloid leukemia, type B acute lymphoblastic leukemia.
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I ntroduccion

La aplicacioén de técnicas de biologia molecular en
el estudio de neoplasias hematol 6gicas ha permitido
conocer mejor lapatogénesis de estas enfermedades,
favoreciendo e andlisis cromosdmico delasdiversas
ateraciones numéricas y estructurales con €l fin de
identificar marcadores genéticos para e diagnéstico,
prondstico y seguimiento de laenfermedad (Herrera,
Calbacho, Heras, Ramos, L6pez, & Odriozola, 2006).
Dentro de las anomalias cromosomicas estructurales
de mayor relevancia clinica esta el gen quimérico
BCR-ABL, que es resultado de la translocacion
t(9;22)(q34;911) que da lugar al cromosoma
Philadelphia (Ph+) y que constituye la primera
anormalidad cromosdmicaidentificada en leucemia
(Novell, & Hungerford, 1960). EI gen quimérico
BCR-ABL es el resultado de unafusion cabeza-cola
delosgenes BCRy ABL, cuando parte del gen ABL
localizado en el cromosoma 9 es transferida e
insertada dentro del gen BCR del cromosoma 22
(Fialkow, Jacobson, & Papayannopoulou, 1977;
Olopade, & Pichert, 2001). Este rearreglo
cromosdmico BCR-ABL codifica una proteina de
fusion que aumenta la actividad de tirosina cinasa,
activando multiples sefia es de transduccion celular
gue desencadenan un elevado potencial neoplésico
y por lo cual es asociado a un prondstico adverso
(Hermans, Heisterkamp, von Lindern, van Baal,
Meije et al., 1987). Se presenta en nifios y adultos
con leucemia linfobl astica aguda del tipo B entre 2
a5%y 10 a 20%, respectivamentey en mas del 95%
en pacientes con leucemia mieloide crénica (de
Klein, Van Kessel, Grosveld, Bartram, Hagemeijer
et d., 1982; Heinsterkamp, Stam, Groffen, deKlein,
& Grosveld, 1985). Molecularmente es posible
distinguir tres transcritos (b2a2, b3a2 y ela2), en
donde los puntos de ruptura més frecuentes en €l
gen BCRocurren enlos exones 1(el), 12(b2), 13(b3)
y 19(e19) y el punto de ruptura en el gen ABL
habitualmente se produce en el exén 2(a2). Cuando
se dalaunion delos exones b3a2 y/o b2a2 (Region
M-bcr) se codifica para una proteina de 210kD
(p2105°*48) |acual se presentaen & 20% a40% de
los pacientes con LLA-B y es caracteristica en mas
del 95% de pacientes con LMC. Si los exonesel y
€2 son removidos por €l corte y empalme (Region
m-ber) launidn de ela2 setranscribe en una proteina
de 190kD (p190°%<R**8h) lacua se detectaen e 60%
a80% de los pacientes con LLA-B 'y en menos del
10% para aquellos con LMC. Es posible observar
unatercer proteinadefusion proximaa3' del extremo

distal del gen BCR denominada p230%*&- |a cual
resultade lafusion de los exones €19a2 (Region -
bcr), cuya expresion se encuentra mayormente
asociada a leucemias cronicas neutrofilas y
trombocitosis (Arana et a., 2002; Jiménez et al.,
2008; Pane et d., 1996; Riberaet d., 2006). El tema
tratado en esta investigacion fué la determinacion
delafrecuenciade los transcritos de fusion de BCR-
ABL por RT-PCR en muestras de médula 6sea
procedentes de pacientescon LLA-By LMC con
el fin de contribuir ala caracterizacion genética de
lapablacion leucémica guatemalteca. Laimportancia
de este estudio fue establecer 1a relacion existente
entre lafrecuenciadelostranscritos del gen quimérico
BCR-ABL vy el tipo de leucemia asociada a sus
caracteristicas demograficas y recuento plaquetario.
Paraello se utilizo latécnica molecular de reaccion
de la cadenade polimerasa (RT-PCR) detranscripcion
reversa empleando un PCR anidado en muestras de
meédula ésea de pacientescon LMCy LLA-B lo que
permitio determinar su predominancia o coexistencia
en la poblacion leucémica del pais. Una de las
principales contribuciones del estudio es el
establecimiento de la frecuencia de |os transcritos
de BCR-ABL entre la poblacion leucémica
guatemalteca respecto a las frecuencias reportadas
en estudios realizados en diferentes regiones
geograficas del mundo. Esto permitié realizar
comparaciones con los resultados de estudios
similares efectuados en otros paises, 10s cuales
reportan diferencias entre la frecuencia de expresion
de los reordenamientos de BCR-ABL y sus
caracteristicas demogréficas.

Materialesy métodos

Se seleccionaron 35 pacientes originarios de
Guatemala con diagnosticodeLMC o LLA-B, BCR-
ABL positivos, referidos a Instituto de Investigacion
y Educacion para las Enfermedades Genéticas y
Metabdlicas (INVEGEM) delos cuaes se obtuvieron
3 cm?®de sangre medular mediante puncién aspirativa
en cresta iliaca posterosuperior o esternén. Las
muestras fueron obtenidas previo consentimiento
informado del paciente o tutor y se recolectaron con
anticoagulante EDTA, separando las células
mononucleares mediante centrifugacién de gradiante
con Ficoll-Pague Premium® (GE Healthcare, Bio
Sciences). Las células obtenidas se almacenaron en
1000 ml de amortiguador (RNA later®) a -20° C
hasta su utilizacion. Al concentrado de células
mononucleares se le realizo extraccion de ARN con
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el estuche comercial RNAqueous® 4PCR Kit
(Applied Biosystems, Ambion) y para obtener el
ADN complementario (CADN) se procedi6 aredizar
€l proceso de RT-PCR con & estuche comercia High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied
Biosystems, Ambion) siguiendo las instrucciones
recomendadas. Se efectud la comprobacion de la
integridad de la RT-PCR mediante |a deteccion del
gen ABL-1 utilizando € estuche comecia Novagen®
y dos secuencias de cebadores (ABL-F, 5 TGT TGA
CTGGCGTGATGTAGTTGCTTG G3 y ABL-
R, 5 TTCAGC GGC CAG TAG CAT CTGACT?J)
para la deteccion del producto de interés en 270
pares de bases (pb) (Artigas, Melo, Roa, Paez, Vittini
et al., 2002). Unavez obtenido el ARN total y la
comprobacion de su integridad se procedio a efectuar
dos rondas de reaccién de PCR paraladeteccion de
los trascritos de fusion del gen quimérico BCR-ABL
empleando simultdneamente un control negativo de
laextracciony un control positivo (K562). Laprimera
ronda de reaccion consistio en laadicion de 2 ul de
ARN total a 23 ul de lamezcla de reaccién [2.5 ul
de amortiguador 10X, 1 ul de lamezclade dNTP
(10 mM), 1 ul de MgCl: (25 mM), 0.2 ul de Taq
Gold (5 U/L), 14.3 ul de agua bidestilada, 1.5 uL
del cebador CML-C (5GAAGTGTTT CAGAAG
CTT CTCC3), 2 ul del cebador CML-D (5" TGA
TTA TAG CCT AAG ACC CGG A3) y 0.5 ul del
cebador ALL-C(5’ACCATC GTG GGC GTC CGC
AAG A3")]. La PCR fué realizada en un
termociclador Mastercycle gradient Eppendorf ®
por 30 ciclos, a 94° C por 30 segundos, 60° C 1
minuto y 72° C 1 minuto, seguidos de una extension
final de 5 minutos a 72° C. El producto de esta
reaccion fue reamplificado con cebadores internos
agregando 2 ul del producto de reaccion delaprimera
ronda de PCR a 23 uL de la segunda ronda de
reaccion [2.5 ul de amortiguador 10X, 1.3 ul dela
mezclade dNTP (10 mM), 1.5 ul de MgCl» (25 mM),
0.2 ul de Taq Gold (5 U/L), 10.7 ul de agua
bidestilada, 2.5 uL del cebador CML-A (5 TGG
AGC TGCAGA TGC TGA CCAACT CG3), 3.3
ul del cebador CML-B (5"ATC TCC ACT GGC
CACAAAATCATA CA3) y 0.85 ul del cebador
ALL-A (5AGA TCT GGC CCA ACGATG GCG
AGG GC37)]. La amplificacion fué llevada a
cabo por 30 ciclos, a94° C por 30 segundos, 55° C
1 minutoy 72° C 1 minuto, seguidos de unaextension
fina de 7 minutosa 72° C. Los productos de reaccion
obtenidos fueron visualizados por electroforesis en
gel deagarosaal 2%y tincién con bromuro de etidio
observandose el transcrito b3a2 (p210) en 304 pb,
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el transcrito b2a2 (p210) en 234 pb y el transcrito
ela2 (p190) en 196 pb (Edmans, Kirk, Lee, & Radich,
1994; Lee, Kirk, Edmans, & Radich, 1995; Cerveira,
Ferreira, Doria, Veiga, Ferreira et al., 2000). El
andlisis estadistico se realizo empleando pruebas no
paramétricas. Todas|as variables clinico demogréficas
del estudio se clasificaron en variables cualitativas
y cuantitativas. Al término de la fase de capturade
datos, los mismos fueron ingresados y analizados
por el software de gestion estadistica SPSSversion
14.0 (SPSSnc., Chicago, IL, USA) parasu andisis
bajo un enfoque simple univariado paralas cuales
se determiné la frecuencia, porcentajesy cruce de
variables de interés (género, procedencia, grupo
etario, recuento plaquetario, leucocitario y
hemoglobina) haciendo uso de tablas de contingencia
en base al tipo de leucemiay tipo de transcrito
patol 6gico expresado. Se determind larelacion entre
variables de interés empleando la prueba no
paramétrica de Kruskall Wallis y se efectuaron
comparaciones pareadas con la prueba de Mann
Whitney para establecer |a significancia estadistica
entre ambas. Resultados con un P<0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos.

Resultados

L os resultados muestran gque la frecuencia de los
transcritos de fusion del gen quimérico BCR-ABL
obtenida en 35 muestras de médula 6sea procedentes
de pacientes con LMC y LLA-B presentan una
baja frecuencia para el transcrito ela2 (11%) con
respecto alafrecuenciade lostranscritos b2a2 (43%)
y b3a2 (43%) y con unafrecuencia de coexpresion
del 3% representada por |os transcritos b2a2/b3a2.
Larelacion LMC/LLA fue de 2.5:1 (25 pacientes
con LMCy 10 con LLA-B) respecto alaexpresion
del gen quimérico BCR-ABL. En cuanto &l tipo de
leucemia se encontré predominio del transcrito de
fusién ela2 en muestras con LLA-B contrario alas
muestras con LMC las cuales presentan mayor
heterogeneidad expresandose con mayor frecuencia
los transcritos b2a2 (31%) y b3a2 (37.3%).
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Tablal. Frecuenciade lostranscritos de fusién del gen quimérico BCR-ABL en base al género en pacientes
conLLAy LMC por RT-PCR

Parametro LLA LMC Total de
Casos
ng‘s’c‘:;’to n* (M/F)  M/F % n* (M/F)  MIF % n* (%)
ela2 4(212) 5.5/5.5 0 (0/0) 0/0 4 (11%)
b2a2 4 (4/0) 12/0 11 (5/6) 14/17 15 (43%)
b3a2 2 (1/1) 2.9/12.9 13(10/3) 28.7/8.6 15 (43%)
b2a2/b3a2 0 (0/0) 0/0 1 (1/0) 3/0 1 (3%)
Total 10 (7/3) 20.4/8.4 25(16/9) 457/25.6 35 (100%)

*=~Numero de Casos, M= Masculino, F = Femenino

Ladistribucion de la frecuencia en base a género demuestra una relacién masculino/femenino de 1.9:1 (23
hombresy 12 mujeres), observandose predominanciadel género masculino respecto a femenino en laexpresion
del gen quimérico BCR-ABL. No se observo diferencia significativa en la expresion del tipo de transcrito
respecto ala variable de género (P=0.612) (Cuadro 1y 2). El promedio de edad es de 14+15.83 afios para
LLA 'y de 40+18.05 afios para LM C con unamedia global que corresponde a 33+21.05 afios. Respecto a tipo
de transcrito es posible observar una diferencia significativa en la expresion del gen quimérico de BCR-ABL
en relacion al grupo etareo (P=0.022), mostrando un incremento en la incidencia del transcrito ela2 en
pacientes menores de 18 afios (7+0.82 afios), contraria a pacientes que exhiben el transcrito b2a2 (40+24.24
anos), b3a2 (32+15.46) y la coexpresion de b2a2/b3a2, 1os cuales muestran un pico de incidenciaen el grupo
etéreo de los 30 alos 40 afios (Gréfica 1).

Leucemia Linfoblistica Aguda Leucemia Mieloide Crénica
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Grafica 1. Distribucion del grupo etario en base al tipo de transcrito del gen quimérico BCR-ABL en
pacientescon LLAy LMC
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En cuanto alas caracteristicas clinicas del paciente
asociadas a tipo de transcrito de BCR-ABL no se
observé diferencia significativa respecto al recuento
leucocitario (P=0.079). Sin embargo la media de
presentacion es de 119,423+37,043 células por
milimetro cubico (cel/mm3) parael transcrito ela2,
de 124,073+158,099 cel/mm3 para b2a2 y de
22,384+48,534 cel/mm? para b3a2 encontrando
recuentos leucocitarios incrementados en laexpresion
de estos transcritos en comparacion al recuento
normal leucocitario € cua oscilaentre 4,000 a 10,500
cel/mm?3 (Almaguer, 2003) (Cuadro 2). Segun € tipo
detranscrito patol 6gico € porcentaje de hemoglobina
presenta unamediade 8.20+4.00 gramos por decilitro
(g/dl) paraela2, de 9.95+2.85 g/dl parab2a2 y de
11.96x3.36 g/dl para b3a2, sin ninguna diferencia
estadigticamente significativa (P=0.135). No obstante
los valores reportados en el grupo de estudio se
encuentran por debajo del limite normal que es de
12 a 16 g/dl para el género femeninoy de 14 a 18
g/dl en el masculino (Almaguer, 2003) (Cuadro 2).
Ladistribucion del recuento plaguetario demuestra
unadiferenciasignificativa segin el tipo de transcrito

Leucemia Linfoblastica Aguda

patol 6gico expresado (P=0.012). Se encontraron
recuentos plaquetarios por debgjo del recuento normal
(150,000-400,000 cel/mmg3) para el transcrito ela2
(8,895+6,641 cel/mm?) en relacion alos transcritos
b2a2 (199,806+163,437 cel/mm® y b3a2
(16,2267+91,257 cel/mm®) los cuales se encuentran
dentro del rango de normalidad (Almaguer, 2003).
Asi mismo se establ ecieron comparaciones pareadas
entre ambos tipos de transcritos no encontrando
diferencias significativas entre b2a2 y b3a2
(P=0.604), a diferencia de las comparaciones
realizadas entre ela2 y b2a2 (P=0.009) o ela2 y
b3a2 (P=0.004) los cuales presentan una diferencia
estadisticamente significativa (Cuadro 2). Se
detectaron recuentos plaguetarios elevadosen LMC
en comparacion alos recuentos detectados en LLA-
B, cuyos recuentos se encuentran por debajo del
limite inferior normal (Gréfica 2). Referente al
paciente con LMC que presentd coexpresion delos
transcritos b2a2/b3a2, la cuenta plaquetaria se
encontro por encima del rango normal (1,108,000
cel/mm?3) y el porcentgje de leucocitos fue de 32,900
cel/mm3 con 10.7 g/dl de hemoglobina.

Leucemia Mieloide Cronica
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Grafica 2. Distribucion del recuento plaquetario en base a tipo de transcrito del gen quimérico

BCR-ABL y tipo de

leucemia expresado
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas del paciente relacionadas en base a tipo de transcrito del gen
quimérico BCR-ABL en pacientes con LLA y LMC por RT-PCR

Parametro ela2 b2a2 b3a2 P&
Numero de Casos n (%) 4 (11%) 15 (43%) 15 (43%)
®cla2yb2a2 P=0.010" #b2a2y b3a3 P= 0.369* $cla2yb3a2 P=0.001" 0.004'
Género 0.612*
Femenino (F) 2 (5.5%) 6 (17%) 4 (11.5%)
Masculino (M) 2 (5.5%) 9 (26%) 11(31.6%)
Edad (aiios) cla2yb2a2 P=0.028" ®b2a2y b3a3 P= 0.221* ®cla2yb3a2 P=0.009'  0.022
Media + SD 7+0.82 40 +24.24 32+15.46
Mediana (rango) 7 (6-8) 46 (4-81) 34 (4-64)
Coeficiente de variacion 0.12 0.61 0.48
Plaquetas (150,000-400,000 ceVmm?)  ®ela2yb2a2 P=0.009" #b2a2yb3a3 P- 0.604*  @ela2yb3a2 P=0.004'  0.012'
Media = SD 8,895 + 6,641 199,806 + 163,437 162,267 + 91,257
Mediana (rango) 7,970 (2,000-18,000) 184,000 (1,069-516,000) 143,000 (10,000-316,000)
Q1 (25) 3,415 430,000 109,000
Q2 (50) 7,970 184,000 143,000
Q3 (75) 15,570 342,000 234,000
Coeficiente de variaciéon 0.74 0.82 0.56
Leucocitos (4,500-10,500 cel/mm?) 0.079*
Media + SD 119,423 + 37,043 124,073 + 158,099 22,384 + 48,534
Mediana (rango) 124,845 (73,000-155,000) 60,310 (1,050-567,740) 6,170 (1,500-185,000)
Coeficiente de variacion 0.31 1.27 2.17
Hemoglobina (F=12-16 y M=14-18 g/dl) 0.135*
Media = SD 8.20 + 4.00 9.95+2.85 11.96 +3.36
Mediana (rango) 8.95(2.7-12.2) 10.3 (5.6-15.8) 11.6 (5.8-19.1)
Coeficiente de variacion 0.49 0.29 0.28

4 = Prueba Mann Whitney #% = Prueba Kruskal Wallis 1= Diferencia Significativa 2 = Diferencia no significativa

En relacién aladistribucion de BCR-ABL respecto
a las regiones geograficas metropolitana, norte,
nororiente, suroriente, central, suroccidental,
noroccidental y Petén se observd que la zona
suroccidental presenta la mayor frecuencia de
expresion en ambostipos de leucemia (LLA-B =40%
y paraLM C=24%) seguidade |aregion metropolitana
con unafrecuenciaque corresponde al 10% en LLA-
By del 28% en LMC (Gréfica3). ParalaLLA-B
el transcrito b2a2 y ela2 representan lamayoriade
casos evaluados perteneciendo alas regiones nor y
suroccidentales, no encontrando ningln caso de
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estudio en las regiones norte, nororiente, suroriente
y Petén. Por el contrario paralas LMC €l transcrito
b2a3 y b3a2 representan la totalidad de los casos
como se mencionaba anteriormente predominando
su expresion en la region metropolitana y
suroccidental sin ningun hallazgo en la region
nororiental y con una baja frecuencia en las demés
regiones geogréficas de Guatemala.
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Grafica 3. Porcentaje de expresion del gen quimérico
BCR-ABL en pacientescon LLA y LMC por regién
geogréfica de Guatemala

Discusion

Existe unafuerte relacion entre € tipo de transcrito
defusion del gen BCR-ABL y € fenotipo deleucemia.
El transcrito ela2 que transcribe una proteina de
190kD (p190°%“RABL) es caracteristico de pacientes
con LLA, mientras que los transcritos b3a2 y/o
b2a2 que codifican para una proteina de 210kD
(p210°R4BL) son consi derados marcadores genéticos
de la LMC (van Rhee et al., 1996). El presente
estudio permitio establecer en lapoblacion leucémica
guatemalteca la predominancia del transcrito ela2
(p190) en pacientes con LLA-B y de b2a2 o b3a2
(p210), asi como su coexpresion (b2a2/b3a2) en
pacientes con LMC. De acuerdo a los resultados
obtenidos se determind la frecuencia de los distintos
transcritos del gen BCR-ABL en 35 muestras de
meédula 6sea procedentes de pacientes con LMC 'y
LLA-B, obteniendo una bagja frecuencia para el
transcrito ela2 (11%) respecto alafrecuenciadelos
transcritos b2a2 (43%) y b3a2 (43%). Lacoexpresion
de ambos transcritos b2a2 y b3a2 es detectable
Unicamente en un porcentaje minoritario de pacientes
leucémicos, siendo reportados en otros estudios del
1.4% a 11% de la poblacién leucémica (Henegariu
et al., 1997). Estos datos concuerdan con los
resultados obtenidos en la presente investigacion,
enlacual lafrecuencia de coexpresion de b2a2/b3a2
fuedel 3%. No sereporto ningln caso de coexpresion
entre pl90 (ela2) y p210 (b2a2 y b3a2). No obstante,
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otros estudios demuestran que pl90 no esta
restringida Unicamente apacientescon LLA y existen
reportes de pacientes con LMC en crisisblésticaen
los cuales se reporta la coexpresion de p190 y p210
en mas del 70% de los casos, la cual se explica
debido a la presencia de multiples lineas celulares
con diferente expresion de los transcritos de fusion
del gen BCR-ABL y/o debido a mecanismo de corte
y empalme alternativo durante su formacion
transcripcional (Adler et a., 2009; Balatzenko et dl.,
2001; van Rheeet d., 1996; Lichty, Keating, Callum,
Yee, Croxford et al., 1998; Perego et ., 2000). La
distribucién de lafrecuenciade BCR-ABL respecto
alavariable de género muestra un mayor grado de
expresion en el género masculino sin diferencia
significativarespecto a tipo de transcrito (P=0.612).
Referente a grupo etareo se observa unatendencia
poblacional que muestra dos picos de incidencia,
los cuales corresponden de los 30 a 40 afios en
pacientes con LMC que expresan los transcritos
b2a2 y b3a2 y delos 5 alos 10 afios en pacientes
con LLA-B que expresan €l transcrito ela2. Estas
caracteristicas demogréficas se presentan acorde al
fenotipo de leucemia que se exhibe y son similares
a resultados obtenidos en otros estudios (van Rhee
et a., 1996). Es importante establecer larelacion
existente entre laexpresion del tipo de transcrito del
gen quimérico BCR-ABL y la actividad
trombopoyética, debido a que el incremento de la
actividad plaquetaria influye en el curso de la
enfermedad y se asocia clinicamente a una menor
sobrevida (Millset a., 1991; Dobrovic et a., 1990).
El andisisdelarelacion existente entre lafrecuencia
de expresién de los transcritos patol 6gicos del gen
quimérico BCR-ABL vy los recuentos plaquetarios
demostro una diferencia significativa (P= 0.012).
Segun lo esperado, se encontré gque los recuentos
plaquetarios con LM C son mas atos en comparacion
con recuentos de pacientescon LLA-B. Laexpreson
del transcrito ela2 se encuentra relacionada a una
actividad trombopoyética apreciablemente menor
(8895+6641 cel/mm3) respecto al rango normal
esperado, mientras que la expresion del transcrito
b2a2 se encontré asociada a valores superiores
(199806+163437 cel/mm3) con respecto al rango
normal (150,000-400,000 cel/mmg3) (Almaguer,
2003). Los datos reportados difieren de aquellos
obtenidos en otros estudios, en los cual es pacientes
con €l transcrito b3a2 poseen conteos plaquetarios
elevados en comparacion con |os presentados por
pacientes con b2a2 (Balatzenko et d., 2001; Bianchi
et al., 1995; de Lemos et al., 2005; Martiat et al.,
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1989; Perego et al., 2000). Sin embargo, otros
estudios no establecen una relacion significativa
entre el recuento plaquetario y €l tipo de transcrito
patol 6gico del gen quimérico BCR-ABL (Shepherd
etd., 1992; Rozman et al., 1995). Unadelasrazones
por las cuales podria explicarse la diferencia entre
los resultados obtenidos en esta investigacion
respecto a otros estudios efectuados, es laseleccion
de lamuestra. En el presente estudio el tamafio de
la poblacion leucémica guatemalteca con esta
patologia es poco significativo en comparacion a
estudios efectuados en otros paises, |os cuales poseen
muestras poblacionales estadisticamente
representativas. Esto les permiti6 la utilizacion de
pruebas estadisticas més robustas para establecer la
relacion causal entre el tipo de transcrito patol égico
expresado y el incremento de la actividad
trombopoyética. Al igual que otros estudios
efectuados no existe diferenciasignificativa entre e
tipo de transcrito y el nivel de hemoglobina
(P=0.135) (Opakaet al., 1992; Perego et al., 2000;
Rozman et al., 1995; Shepherd et al., 1992). Sin
embargo, los valores obtenidos se encuentran por
debajo del recuento de normalidad hemoglobinica
establ ecida tanto para hombres como para mujeres
(12 a 16 g/d para €l género femeninoy de 14 a 18
g/dl en el masculino) (Almaguer, 2003). Se ha
observado que la disminucion del recuento de
hemoglobina en pacientes |eucémicos se debe al
incremento descontrolado de células sanguineas
inmaduras que originan descensos en |os recuentos
de las lineas celulares hematopoyéticas encargadas
de laproduccion de células maduras, siendo estala
posible explicacion de la anemia encontrada en los
pacientes leucémicos evaluados (Benjamin et al.,
2004). No fue posible establecer una relacion
estadisticamente significativa entre la frecuencia de
expresion de los diferentes transcritos del gen
quimérico BCR-ABL y su hallazgo en las diversas
regiones geogréficas de Guatemala (metropolitana,
norte, nororiente, suroriente, central, suroccidental,
noroccidental y Petén) (P=0.798). Sin embargo se
observo que laregion suroccidental presenta la
mayor frecuencia de aparicion en ambos tipos de
leucemia (LLA-B=40%Yy paraLMC= 24%) seguida
delaregion metropolitana(LLA-B=10%y en LMC=
28%). Estudios efectuados en diferentes regiones
geogréficas establecen diferencias significativas
entre la frecuencia de expresion de los
reordenamientos del gen quimérico BCR-ABL. Se
han reportado diferentes porcentajes de expresion
delasfrecuencias de b3a2 en comparacion con b2a2
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en diversos estudios realizados en pacientes con
LMC. Segun lo reportado en estos estudios, la
distribucién de la frecuencia del tipo de transcrito
patol 0gico expresado de BCR-ABL en poblaciones
occidentales es del 40% parala expresion de b2a2
y del 60% para la expresion de b3a2, con una
coexpresion de b2a2/b3a2 del 5% al 10%. Asi mismo,
estudios efectuados en poblaciones orientales revelan
frecuencias de expresion del 60% para b3a2 y del
30% para b2a2, con una coexpresion de b2a2/b3a2
del 2% d 5%, observandose diferencias significativas
en la expresion de b3a2 respecto a b2a2 en ambos
grupos poblacionaesy unincremento delafrecuencia
de laexpresion de b3a2 respecto alafrecuenciade
expresion de b2a2. Comparativamente podemos
observar que la poblacién leucémica guatemalteca
con esta patologia no presenta diferencias entre la
frecuencia de expresién de los transcritos b2a2 con
respecto a b3a2 (Cuadro 2). Se detectd que la
frecuenciade expresion de los transcritos patol 6gicos
de BCR-ABL en la poblacion leucémica guatemalteca
concuerda alareportada en paises latinoamericanos
como México (Aranaet al., 2002; Rosas et al., 2003;
Mezaet al., 2007; Ruiz-Arguelles et al., 2004), para
los cuales la distribucion de la frecuencia de los
transcritos de BCR-ABL se encuentraen el rango de
40% al 50% tanto parala expresion de b2a2 como
parab3a2 y con una coexpresion de b2a2/b3a2 del
5% al 10%. No obstante existen diferencias en la
frecuencia de expresion con otros reportes tales
como |os obtenidos en Ecuador, donde la frecuencia
reportada parad transcrito b2a2 es del 95% mientras
gue se detecta un 5% para el transcrito b3a2 (Paz
et al., 2002). Se encontr6 que los hallazgos obtenidos
de estudios efectuados en diferentes regiones
geogréficas del mundo en pacientes con LLA-B
coinciden con lafrecuenciareportadaen lapoblacion
leucémica guatemalteca con esta patologia
detectandose en el 100% de pacientes con LLA-B
la expresion del transcrito patologico ela2 (Paz et
al., 2002; Melo, 1996; Hermans et al., 1987). El
presente estudio permitio la determinacion de la
frecuencia de los distintos transcritos del gen
quimérico BCR-ABL, encontrandose que la poblacion
guatemalteca con esta patologia manifiesta una
expresion similar a la encontrada en poblaciones
latinoamericanas (b2a2 y b3a2= 40-50%) la cual
difiere alas reportadas en poblaciones occidental es
y orientales (caucasicos y asiéticos) debido aque en
dichos estudios se reporta frecuentemente una
diferencia significativa entre la frecuencia de
expresion de b2a2 comparado con la expresion de
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b3a2 en pacientes con LMC. Asi mismo, dichos
estudios reportan que la frecuencia de la expresion
de b3a2 es apreciablemente mayor respecto a la
frecuencia de expresion del transcrito b2a2. Esto
sugiere que la poblacion leucémica guatemalteca
con esta patol ogia presenta una conducta biol 6gica
diferente a las poblaciones asiéticas y caucasicas
producto de la variabilidad genética entre poblaciones
como posible explicacion para las diferencias
observadas entre |0s pacientes guatemaltecos y los
estudios realizados en otras regiones geograficas del
mundo (Eisenberg et al., 1988; Lee et al., 1989; Paz
et a., 2002; Emad et al., 2010; Arana et al., 2002;
Melo, 1996; Hermanset al., 1987). Estainformacion
€es una contribucién importante para la realizacion
de la caracterizacion genética de la poblacion
leucémica del pais con esta patologia.
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