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Resumen

Laleucemiamieloide crénica (LMC) es un sindrome mieloproliferativo crénico de naturaleza clonal,
originada en la célula madre, que resulta en un excesivo nimero de células mieloides en todos los
estadios de maduracion. Fue la primera enfermedad maligna en que se demostré una anomalia genética
adquiriday esen la actualidad e modelo molecular de leucemiamegor estudiado. EnlaLMC se expresa
latranslocacion cromosomicat (9; 22) (g34; g11) que dalugar alaformacion del cromosoma Filadelfia
(Ph). A causa de esta translocacion se producen 2 nuevos genes hibridos: el BCR-ABL en el cromosoma
220- o cromosoma Phy el gen reciproco ABL-BCR en el cromosoma derivado 99+, €l cual, aunque
transcripcional mente activo, no parece desempefiar ninguna actividad funcional en laenfermedad. En la
actualidad, laidentificacion de enfermedad minima residual mediante métodos moleculares es de vita
importancia parala evaluacion precisa del estado evolutivo de la enfermedad.
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Laleucemiamieloide crénica (LMC) fue la primera enfermedad maligna asociada con unalesion
genéticay constituye la primera forma de leucemia definida como una entidad distintiva.1-4 Es un
sindrome mieloproliferativo crénico (SMPC) de naturaleza clonal, con origen en una célula madre
pluripotencia (CMP) comin alas 3 series hematopoyéticas. Representa del 15 al 20 % del total de
leucemias y su incidencia en los paises occidentales se estima en 1,5 casos por 100 000 habitantes por
ano. La edad mediana de su aparicion es de arededor de 53 afos y la incidencia maxima es entre los 30
y los 40.

Predomina ligeramente en varones, con unarelacion de 1,3:1. Alrededor de la mitad de los pacientes son
asintométicos al diagnostico. 1,5-9 Su tarjeta de presentacion es la translocacion reciproca t(9;22)(g34,
g1l). El cromosoma Filadelfia (Ph), resultado de esta translocacién, constituye un marcador citogenético
delaenfermedad. 1,3,9-11

En la década de los 80, se demostré que el cromosoma Ph tenia un gen de fusion unico, denominado
BCR-ABL, el cua se consideraen la actualidad la principal causa de la fase cronica de la enfermedad.
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1,2,10,12,13

Su causa es desconocida. Puede aparecer tras la exposicion a radiaciones ionizantes o a ciertos agentes
guimicos, y laidea de que su origen pueda ser multifactorial, fue planteada hace més de 20 afios. Se
piensa que alguna anormalidad molecular adquirida pueda preceder alatranslocacion t(9,22). También
tiene importanciala hipétesis de que la generacion del gen de fusion BCR-ABL en lacélula
pluripotencial bajo condiciones de supervivencia inmunoldgica reducida, es suficiente parainiciar la
expansion del clon gue modula el comportamiento de la enfermedad.

Laenfermedad se caracteriza por un curso bifasico o trifasico y transita a través de diferentes fases. Una
fase cronica (FC), caracterizada por una expansion de células miel oides con una maduracion normal; el
90 % de los pacientes se diagnostican en esta etapay de ellos, € 15 0 20 % son asintomaticos a
diagnéstico. 8,14 De lafase cronica evoluciona a una etapa mas agresiva que sigue 2 grandes patrones
clinico-hematol 6gicos: lafase acelerada (FA) y lacrisis blastica (CB). En las fases tardias, las células
leucémicas pierden la capacidad para una diferenciacion terminal y € resultado es unaleucemia aguda,
la cual es muy resistente ala quimioterapia.

Lacrisis blastica consiste en el paso, frecuentemente sin solucién de continuidad, de lafase cronicaaun
cuadro semejante al de laleucemia aguda, con lainvasion mas o menos rapida de lamédula ésea, la
sangre periféricay aveces otros 6rganos por blastos. 8 Este patron evolutivo (sin fase de aceleracion
previa) es el mas frecuente, ya que se observa en e 60 % de |os pacientes.

Hasta la década de los 80, esta enfermedad era considerada incurable y fatal. 2,15 Existian dudas acerca
de como un nimero sustancial de CMP normales estaban alin presentes en la médula 6sea o en otro sitio
en pacientes de reciente diagnostico. 2 Sin embargo, varios hallazgos como la demostracion de la
presencia de progenitores Ph negativos en |os cultivos de médula 6sea (MO), la posibilidad de que el
progenitor Ph negativo sea identificado en la sangre después de altas dosis de quimioterapia, y la
habilidad del interferon afade inducir negatividad del Ph en laMO, constituyeron evidencias
persuasivas de que el clon Ph positivo desplaza la hematopoyesis normal sin eliminar las CMP normales
residuales. 2

CITOGENETICA

L as anormalidades molecul ares rel acionadas con € cromosoma Ph han sido asociadas con la
fisiopatologiay el desarrollo de la enfermedad. 9,16

En 1960, Nowell y Hungerford detectaron una anormalidad cromosomica conocida como cromosoma de
Filadelfia (Ph), en pacientes con esta enfermedad; la misma fue identificada como 22g-. Més adel ante,
en 1973, Rowley describio que el cromosoma Ph resultaba de la translocacion reciproca que implica
también al cromosoma 9, y laanormalidad fue designada t(9,22)(g34;q11). 2,17

Hasta hace poco se consideraba que la adquisicion del cromosoma Ph por las células progenitoras
hematopoyeéticas |es conferia a estas una ventaja proliferativa del clon leucémico sobre la hematopoyesis
residual normal, 2 la cual era suprimidaindefinidamente. Recientemente se han publicado evidencias
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clinicasy de laboratorio gue han demostrado la persistencia de la hematopoyesis Ph negativa en
numerosos pacientes. Varios marcadores de clonalidad han sido utilizados para mostrar que a menos
algunas células no pertenecen al clon leucémico y son aparentemente normales. 18

No se conoce exactamente como se formael cromosoma Ph ni qué tiempo debe transcurrir para que
ocurra progresion de la enfermedad. Se propone lainfluencia de las altas dosis de radioterapiay la
proximidad de los genes BCR y ABL en las células hematopoyéticas en interfase y se especula sobre la
posible importancia de la duplicacion de 76kb identificada en el cromosoma9 cercadel gen ABL y en €l
cromosoma 22 cerca del gen BCR. También se sefiala que las deleciones del material cromosdmico en el
g+ derivado, que ocurre en el 20 % de los pacientes con LM C, estan relacionadas con una disminucion
de la supervivencia. Se considera que el clon Ph positivo tiene una susceptibilidad aumentada alos
cambios moleculares adicionales en relacion con la progresion de la enfermedad. 2

El cromosoma Ph esta presente en el 95 % de los pacientes con LMC y cerca de un tercio de los
pacientes que aparentan tener un cariotipo normal, lo tienen citogenéticamante oculto, pues expresan €
BCR-ABL que representa la expresion molecular del Ph. Latranslocacion t(9,22) existe como Unica
anormalidad cromosomica a través de la fase cronica de la enfermedad y se mantiene también durante
las fases avanzadas, pero entre el 50 y 80 % de los pacientes adguieren anormalidades cromosdmicas
adicionales con el avance de laenfermedad.1,2,9,12,19

Mientras la translocacion es observada en el 100 % de las metafases a diagnostico, € porcentaje de las
células Ph positivas disminuye con el tratamiento, por |0 que la respuesta a un agente terapéutico
determinado puede ser evaluada mediante el seguimiento de las metafases Ph positivas. 17 Se ha
demostrado una estrecha relacion entre la evolucion citogenéticay la progresion de la enfermedad. Este
hecho estd dado por la evidencia de que los cambios citogenéticos adicionales al cromosoma Ph,
acomparian, y en ocasiones preceden a la transformacién aguda. 20

El término de evolucion clona (EC) se acepta actualmente para definir la emergencia de anormalidades
citogenéticas diferentes ala del cromosoma Ph, en pacientes con LMC. Las anormalidades complejas
del cromosoma Ph o del cromosoma 'Y no se consideran como signos de EC.

La EC fue descrita originalmente en el 50 % de los pacientes en CB, posteriormenteentreel 5y 10 % de
los pacientes en FC y en € 30 % de los pacientes en FA, y esta asociada con peor pronéstico. El
desarrollo de cariotipos complejos incluye trisomia 8, trisomia 19, isocromosoma 17¢ con pérdida o
alteracion del antigeno p53 y copias adicionales del cromosoma Ph. 6,21 Se considera como uno de los
factores que definen la FA. Su desarrollo indicala progresion inminente a fases avanzadas de la
enfermedad, aunque entre el 50 y 70 % de | os pacientes que evolucionan a estas, no tiene signos
citogenéticos de EC y en su patogenia desempefia un papel importante lainestabilidad cromosomica del
clon maligno. 8,12,22,23

Su significado pronéstico esta sujeto a controversiay esta en dependencia de la anormalidad
citogenética en particular, lafrecuenciadel andlisis de las metafases, |a presencia de otras alteraciones
gue caracterizan ala FA, e momento de la enfermedad en que esta ocurre y |os tratamientos empleados.
24 En relacion con estos factores anteriormente descritos, se han identificado 3 grupos de riesgo: riesgo
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bueno cuando no hay anormalidades del cromosoma 17, menos del 16 % de metafasesincluidas en la
ECy cuando la EC ocurre en los primeros 24 meses de evolucién. En pacientes con mas del 36 % de
metaf ases que afecten al cromosoma 17 y mas de 16 % de metafases que envuelvan cualquier otra
anormalidad cromosomica, € pronostico es peor. El resto constituye un grupo intermedio. 8

En un trabajo publicado por Cortésy colaboradores se concluye que aungue hayan elementos de
evolucion clonal, el prondstico puede ser bueno si no existe otro criterio de FA, no asi si lamisma
aparece unida con otros factores que indiquen progresion de la enfermedad. 8

La utilizacion de nuevos agentes terapéuticos han permitido profundizar en el conocimiento delaEC. Se
ha observado el desarrollo de anormalidades cromosomicas adicional es en pacientes en tratamiento,
independientemente de la respuesta citogenética. Se plantea que algunas de estas pueden ser transitorias
y desaparecer con laterapia mantenida. En estos casos, la EC no es un factor importante que influya en
la respuesta citogenética, pero si en la supervivenciaen cualquier fase de la enfermedad. 8,24

La evolucion citogenética constituye en estos momentos uno de |os pardmetros mas importante para el
correcto seguimiento de esta enfermedad, y la medicion de |a respuesta citogenética traza | as pautas de
manejo en cada paciente. Esta respuesta se clasifica en dependencia de la disminucién que se logre de
las metafases Ph positivas: se considera mayor cuando en el examen de cariotipo hay 35 % o0 menos de
metafases Ph positivas, esta respuesta mayor puede ser parcial cuando se obtienedel 1 al 35 % de
metafases Ph positivas, o completa cuando no se observan metafases Ph positivas; también |a respuesta
puede ser menor cuando se obtiene en el examen de cariotipo entre 35 y 65 % de metafases Ph positivas,
y minima cuando se obtiene entre 88 y 95 %. Se considera que no hay respuesta citogenética cuando hay
95 % o0 mas de metafases Ph positivas en el examen de cariotipo.

Aunque la causa de la translocacion ain no esta identificada, el evento debe ocurrir en células
hematopoyéticas progenitoras tempranas, capaces de originar granul ocitos, monocitos, células eritroides,
megacariocitos y linfocitos. 2 Todas estas células han mostrado estar en la progenie clonal de una célula
unica, ya que en caso de LMC en mujeres, lainactivacion del cromosoma X eslamisma en todas las
células con latranslocacion

BASES MOLECULARES

El gen delaLMC esd resultado de lafusion de partes de 2 genes normales. el ABL en el cromosoma 9
y €l BCR en el cromosoma 22. 2,25 Ambos genes son expresados en los tglidos normales. En la
translocacion que da lugar al gen de fusion, la ruptura ocurre en alguna parte del ABL en sentido
contrario al exon 2 y simultaneamente en € punto de ruptura mayor del BCR. Como resultado, la
porcion 5’ del BCRy laporcion 3 del ABL estan yuxtapuestas en un cromosoma 22 acortado (el
derivado 22g- o cromosoma Ph).1-3,11,21,26

El reciente desarrollo de | as técnicas moleculares ha permitido reconocer que la translocacion entre los
cromosomas 22 'y 9 esreciproca, yague €l cromosoma 9 transfiere a su vez una peguefia porcion de sus
brazos largos al cromosoma 22. Este material constituye el protooncogen ABL, que a unirse alaregion
BCR (breakpoint cluster region) del cromosoma 22, da origen al oncogen BCR-ABL.. 2,3
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Dependiendo del sitio de rupturaen el gen BCR, se pueden formar 3 tipos de BCR-ABL; el gen hibrido
predominante en la LM C clésica es derivado de ladisrupcion en e punto de ruptura mayor (M-BCR). El
producto final de este gen es una proteina de fusion citoplasmatica de 210 kd, la cual es responsable de
la mayoria de las anormalidades fenotipicas de la fase cronica; puede ser b3a2, en el 55 % de los casos 6
b2a2 en el 40 %. Esta proteina esla que se observa en mas del 95 % de los pacientescon LMCy en €l
20 % de | os pacientes con leucemia linfoide aguda (LLA). Mucho menos frecuente, laLMC puede
resultar del gen hibrido derivado del punto de ruptura menor (m BCR) transcripciones (ela2); el
resultado es la proteina de 190kd que se observaen el 10 % delasLLA del adultoy enel 5% delas
LLA pediatricas. Cuando €l punto de ruptura sea en laregion minima (m-BCR) con transcripciones
el9a2, en estos casos la enfermedad tiene fall os fenotipi cos particul ares tales como monocitos's,
neutrofilia o trombocitopenia. Se corresponde con la proteina de 230 kd. Este es el punto de ruptura
menos frecuente y se ha descrito como forma neutrofilicade laLMC, semegjante alaleucemia
neutrofilica cronica, pero Ph-positivay asociada con € transcrito c3a2 del gen BCR-ABL..

En la proteina hibrida BCR-ABL se mantienen |os dominios que corresponden alos fragmentos de las
proteinas BCR y ABL que los conforman. En lamitad ABL se encuentrala region con actividad
tirosincinasa que contiene un sitio de auto fosforilacion y en laBCR existe unatirosina en la posicion
177.2

A diferenciadelo que ocurre en la proteina ABL normal, en laBCR ABL lafuncién se gjerce de una
forma constantemente descontrolada. La produccion continua de esta enzima induce multiples
interacciones protei cas que intervinen en diferentes vias de transmision de sefid es intracel ulares, cuyas
activaciones conducen alatransformacion maligna celular, le confieren alas células de laLMC ventajas
de crecimiento e interfieren con los procesos celulares béasicos como € control de la proliferacion, la
adherenciay la apoptosis. Laenzima BCR ABL estimulalatransmision de sefiales mediante la
liberacion de ATP de un grupo fosfato que se une con las diferentes proteinas que le sirven de sustrato.
Debido a proceso de auto fosforilacion, existe un gran aumento de fosfotirosina en la proteina BCR
ABL, que crea sitios de union para otras proteinas. 2,3

Lallegada de un ligando ala membrana citoplasmética permite, al nivel de esta, la creacion de un
dimero que a su vez transmite sefides hacia €l interior del citoplasma, y como consecuencia hay una
cascada de sefiales. La activacion de ese sistema de sefiaes permite llevar el mensgje alos factores de
transcripcion dentro del nucleo, los que asu vez lo llevan alaregion promotora del gen'y determinan la
sintesis del RNA con lainformacion de la proteina a sintetizar, segun la sefial recibida. 3

El gen hibrido codifica una proteina con actividad constitutiva, es decir, que tiene la caracteristica de
gue siempre esta activada y no necesita de la presenciadel ligando paralaformacion de dimerosy la
transmision de sefiales. De modo que esto eslo que ocurre en € caso del BCR-ABL: laformacion de
dimerosy lafosforilacion de sustratos ocurre constantemente y esto a su vez, activa los sistemas de
sefiales que llegan al nucleo y activan los sistemas de trascripcion. 3

Una de las mas notables diferencias entre la proteina ABL normal y el BCR- ABL esta dada por sus
contrastantes localizaciones en la célula. 2 La proteina ABL aparece tanto en € nicleo como en €
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citoplasmay puedeir de un lado a otro entre esos 2 compartimentos bajo lainfluencia de las sefides de
localizacion nuclear y los dominios de sefiales de salida del nucleo, mientras que el BCR-ABL es
exclusivamente citoplasmatico. El ABL nuclear es esencialmente una proteina proapoptotica, gue tiene
unafuncion clave en larespuesta celular a estrés genotdxico. EIl BCR-ABL, en contraste, es

i ntensamente antiapoptdtico, a pesar de que retiene la zona de localizacion del ABL nuclear y las
secuencias de salida del nlcleo estan incapacitadas para entrar a mismo. La principal razén por lacua
el BCR-ABL esretenido en € citoplasma es su actividad tirosincinasa activada constitutivamente. 2

Se cree que la LM C se desarrolla cuando una Unica célula progenitora hematopoyética adquiere el
cromosoma Ph que lleva consigo € gen de fusion BCR-ABL, el cual confiere una ventaja proliferativa
sobre los el ementos hematopoyéticos normales. 2 El fundamento de esta ventaja proliferativa no esta
bien definido, pero puede estar relacionada en parte con la expresion constitutiva de |os progenitores
leucémicos y de |os factores estimulantes de crecimiento, fundamentalmente lainterleucina 3 y el factor
estimulante de colonias granulociticas. 2

Numerosos sustratos han sido encontrados unidos al BCR-ABL y que son fosforilados por €. Sin
embargo, la mayoria de los procesos de interacciones y activaciones han sido estudiados solo en lineas
celularesin vitro y bajo condiciones de un aumento forzado de expresion. En la mayoria de los casos,
por consiguiente, su existencia en las células leucémicas primariasy su relevanciaen e fenotipo LMC in
Vivo alin permanece incierto.

MONITOREO MOLECULAR

Laestimacion y supresion de laleucemiaresidual por debajo del nivel de la deteccidn citogenética se ha
convertido en un temade interés en € tratamiento de la enfermedad. 3,27-32

Durante la remision hematol 6gica hay una cantidad de células leucémicas que no son detectables por
microscopia optica. Su interpretacion define el término de enfermedad minimaresidual. 33,34

En el momento del diagndstico, 1os pacientes con LMC en fase cronicatienen un estimado minimo de
1x1012 células leucémicas. En remision citogenética completa este nimero desciende a 1x1010 células
leucémicas 0 menos. Si una PCR extraordinariamente sensitiva puede detectar unasimple célula
leucémica en 20 mL de una muestra de sangre de un paciente con un conteo de leucocitos normal, el
muestreo seria aln el limite de la deteccidn de la cargaresidua aproximadamente de 1x104 a 1x105
células leucémicas. 33-34

Latranscripcion del BCR-ABL es la clave de la monitorizacion molecular, porque el crecimiento de las
células leucémicas es usua mente dependiente de la expresion del BCR-ABL.. 5,35

Lasensibilidad de cualquier método de PCR esta limitado por €l nimero de células analizadas.
Normalmente solo es evaluada una porcion del DNA complementario, pero el andlisis de multiples
porciones de DNA en reacciones replicadas incrementan la sensibilidad. Actualmente el método de
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) es €l mas sensible parala
deteccion de bajos nimeros de transcriptos del BCR ABL. En la practica, estos resultados pueden ser
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dificiles de interpretar porque aln si la prueba es negativa, puede haber todavia un millén o més de
células residuales Ph positivas en el organismo. En otros casos, la prueba puede ser persistentemente
positiva a un bajo nivel por muchos afios. 1,35 El método cualitativo es Gtil para determinar €l punto de
rupturadel BCR-ABL y para el monitoreo de la enfermedad minimaresidual , sobre todo cuando los
otros métodos indican la ausencia del BCR-ABL. Este método tiene el inconveniente de que aunque
detecta niveles muy bgjos de transcritos de BCR ABL, no detecta otras translocaciones que pueden
aparecer en fases avanzadas de la enfermedad y ademas, no puede cuantificar los niveles de transcritos,
lo que constituye una limitacion parala evaluacion de la respuesta una vez lograda la respuesta
citogenética completa. Tiene una sensibilidad de 1:105 - 1: 106 y es muy Util después de lograda la
remision molecular. Es el méodo mas sensible para detectar un pequefio nimero de transcriptos BCR-
ABL en un paciente después de un trasplante aparentemente exitoso. 35

El método cuantitativo en tiempo real tiene una sensibilidad de una célulaBCR-ABL positivaen 104 -
105 células, y es muy importante para el seguimiento evolutivo, ya que permite trazar estrategias de
tratamiento por la posibilidad de realizar un monitoreo cuantitativo. Este método de reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativo en tiempo real, se ha convertido en el método estandar del monitoreo
molecular de la enfermedad minima residual en las hemopatias malignas, y especificamenteen laLMC.
L os estudios recientes realizados después de la introduccion del imatinib han demostrado que es
necesaria la monitorizacién molecular por estudios cuantitativos una vez alcanzada laremision
citogenética completa, para poder estratificar larespuesta al tratamiento y detectar una pérdida temprana
de larespuesta lograda 35,36. L os métodos cuantitativos han traido discusiones sobre como establecer la
relacion entre laclinicay el monitoreo molecular. 36

Para muchos autores, la definicion de remision molecular completa esimprecisay generamente
utilizada con precaucion y sustituida por el término de niveles de transcriptos de BCR-ABL no
detectables. Este planteamiento esta fundamentado por e hecho de que algunas células residuales Ph
positivas pueden ser transcripcionalmente silentes, y de esa manera, no detectables por técnicas RT-PCR
convencionales. 3,35,37

A pesar de la utilidad de las técnicas citogenéticas convencional es, estas tiene limitaciones, por 1o que en
la actualidad se utilizan métodos mas complejos como €l de hibridacién in situ por flourescencia (FISH),
método capaz de detectar |as alteraciones cromosomicas a nivel del DNA, alin cuando las células estén
en interfase, y que es parte de lo que hoy se conoce como citogenética molecular. EI método del FISH ha
adquirido gran importancia en el monitoreo molecular por las ventajas que ofrece. 17

Tiene laventaja de detectar el BCR-ABL en & 95 % de los casos de LMC y aproximadamente en la
mitad de los casos que se concluyen como Ph negativos mediante |a citogenética convencional. Puede
detectar una célula leucémica entre 200 a 500 células normales, lo cual 10 hace una herramienta mas
sensible gue los métodos citogenéticos convencionales para evaluar la enfermedad minima residual .
Tiene ladesventaja de no identificar otras translocaciones que pueden aparecer en fases avanzadas de la
enfermedad.

Los avances en el campo de labiologia molecular y la citogenéticade laLMC, asi como el desarrollo de
nuevos métodos diagnosticos para su correcta eval uacion, permiten un conocimiento mas profundo de la
enfermedad y la posibilidad de proporcionar un manejo mas adecuado al paciente en cual quier momento
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de su evolucién. Asimismo, constituyen un modelo para profundizar en el conocimiento de estas
alteracionesy para el desarrollo de métodos de diagnostico de estas en otros tipos de leucemiay
enfermedades malignas no hematol gicas.

Summary

Chronic myeloid leukemia. Updating in cytogenetics and molecular biology

Chronic myeloid leukemia (CML) is aachronic myeloproliferative syndrome of clonal nature,
originated in the stem cell, that results in an excessive number of myeloid cellsin all the maturation
stages. It was the first malignat disease in which an acquired genetic abnormality was proved, and it is at
present the best studied molecular model of leukemia. In the chronic myeloid leukemia, it is expressed
the chromosal translocation t (9;22) (g34;g11), giving rise to the formation of the Philadel phia (Ph)
chromosome. Due to this translocation, 2 new hybrid genes are produced: BCR-ABL in chromosome
220- or Ph chromosome, and the reciprocal gene ABL-BCR in the derivative chromosome 9q+, which,
although transcriptionally active, does not seem to play any functional activity in the disease. Nowadays,
the identification of the minimal residual disease by molecular methods is very important for the exact
evauation of the evolutive state of the disease.

Key words: Chronic myeloid leukemia, BCR-ABL, Philadelphia chromosome, FISH.
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