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RESUMEN

Se presenta un paciente con leucemia mieloide crénica (LMC) y un transcripto BCR-ABL
atipico. Mediante el analisis cualitativo de los productos de la reaccion en cadena de
la polimerasa, y por comparacion con los pesos moleculares del producto de
amplificacion de muestras de pacientes positivos a los puntos de ruptura mas
frecuentes e13a2 (b2a2) y e14a2 (b3a2), se determind que el gen quimérico BCR-ABL
de este paciente debe corresponder al transcripto e13a3 (b2a3) que aparece con
muy poca frecuencia en la LMC. El paciente se encuentra en tratamiento con
imatinib (400 mg diarios) desde el inicio de la enfermedad. A los 6 meses no se
detectd presencia del gen quimérico BCR-ABL; 2 estudios moleculares posteriores,
al afio y a los 2 afios de tratamiento, resultaron positivos, pero esto no implicd
modificacion del tratamiento. La evolucién favorable del paciente, a pesar de la
recaida molecular, concuerda con lo esperado descrito en la literatura en relacion
con la presencia del transcripto b2a3 en la LMC.

Palabras clave: transcripto BCR-ABL atipico, gen quimérico BCR-ABL, leucemia
mieloide cronica.

ABSTRACT

The case of a patient with chronic myeloid leukemia and atypical BCR-ABL
transcript was presented. By using the qualitative analysis of the polymerase chain
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reaction products and the comparison with the molecular weights of the
amplification product from the samples taken from those patients positive to the
most frequent rupture points el3a2 (b2a2) and el4a2 (b3a2), it was determined
that chimeric gen BCR-ABL of this patient should correspond to transcript el3a3
(b2a3) that rarely occurs in CML. The patient is being treated with Imatinib (400 mg
daily) since the onset of his disease. After six months, the chimeric gen BCR-ABL
was not detected. Two molecular studies carried out one year and two years after
the treatment yielded positive results, but this did not imply any change to the
treatment. Despite the molecular relapse, the favorable recovery of the patient
agreed with the expected result described in the literature in terms of the presence
of transcript b2a3 in CML.

Key words: atypical BCR-ABL transcript, chimeric gen BCR-ABL, chronic myeloid
leukemia.

INTRODUCCION

La leucemia mieloide cronica (LMC) es un enfermedad mieloproliferativa
caracterizada por la produccion de un clon de células hematopoyéticas que
contienen el cromosoma Filadelfia (Ph). Este cromosoma es el resultado de una
traslocacion entre los cromosomas 9 y 22, conocida como t(9;22)(q34;q11). El
avance de los estudios moleculares ha permitido conocer que esta traslocacidon
ocurre entre el gen ABL localizado en el cromosoma 9 y el gen BCR en el
cromosoma 22, y que da lugar al gen hibrido o de fusién BCR-ABL, identificado
como la causa principal de la patogénesis de la LMC.!

En dependencia del punto de unidn entre los genes BCR y ABL, se forman diferentes
proteinas hibridas.! Entre estas, la que aparece con mas frecuencia en la LMC es la
p2108R/2BL que se produce cuando la regién conocida en inglés como major
breakpoint cluster region (M-BCR) del gen BCR se une al gen ABL. Esta unién puede
ocurrir entre diferentes puntos de la M-BCR y del gen ABL, lo que da lugar a
diferentes transcriptos. Al respecto, los que con mayor frecuencia se observan son
los que se unen por los exones e14 (conocido también como b3) o e13 (conocido
también como b2) del gen BCR y el ex6n a2 del gen ABL, que da lugar a los
transcriptos e14a2 (b3a2) y e13a2 (b2a2), respectivamente,” mientras que, en
raros casos de esta enfermedad, han sido descritos los transcriptos el4a3 (b3a3) o
el3a3 (b2a3), donde el exdn a2 del gen ABL ha sido delecionado.®®

La deteccién del transcripto BCR-ABL en algun paciente con LMC ha cobrado en la
actualidad mayor importancia debido a la existencia del tratamiento con imatinib,
inhibidor especifico de la actividad tirosina kinasa de la proteina anémala BCR-ABL.

Las técnicas de TR-RCP (transcripcién inversa y reaccion en cadena de la
polimerasa), estandarizadas por el estudio conjunto europeo Report of BIOMED-1
Concerted Action,” permiten el andlisis cualitativo de diferentes aberraciones
cromosoOmicas, entre las que se incluye el gen BCR-ABL. En este trabajo se reporté
la posibilidad de detectar los transcriptos, poco frecuentes, b2a3 y b3a3 con los
mismos oligonucledtidos disefiados para el analisis del gen de fusion BCR-ABL que
da lugar a la proteina p210B°R/ABL,
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En el presente trabajo se comunica un paciente con LMC en cuyo estudio molecular
del gen BCR-ABL se encontré una banda de menor peso molecular que los
transcriptos mas frecuentes, el b3a2 y el b2a2, y que es atribuible al transcripto
b2a3, considerado atipico por su baja frecuencia de aparicion.

PRESENTACION DEL CASO

Paciente masculino de 28 afios de edad con antecedentes de asma bronquial, que
presentd dolores 6seos localizados fundamentalmente en la regién lumbosacra y el
hombro izquierdo durante casi 2 afios antes de realizarse el diagnédstico de LMC en
enero de 2007, momento en que el estudio imaginoldgico (radiografia de térax y
resonancia magnética nuclear) resulté normal. En el examen fisico se observaron
mucosas algo hipocoloreadas y esplenomegalia de 7 cm. En el ultrasonido se
confirmé la esplenomegalia y no se observaron anormalidades ni en el higado ni en
la vesicula.

El andlisis de sangre periférica mostré: hemoglobina 10,2 g/dL; hematocrito 0,34;
conteo de plaquetas 150 x 10°/L; conteo de leucocitos 80 x 10°/L; stabs 3 %;
mielocitos 20 %; monocitos 4 %; neutrdéfilos 63 %; y linfocitos 10 %.

El medulograma no fue Util para estudio por escaso material medular. En la biopsia
realizada en cresta iliaca se observé 98 % de celularidad, depresién eritropoyética
severa, hiperplasia granulomegacariopoyética severa y ligera respectivamente,
hiperplasia notable eosinofilica, con ligero incremento de formas tempranas e
intermedias y reticulo incrementado grado II-11I, aspecto que correspondié a un
trastorno mieloproliferativo cronico con incremento de reticulo. No fue posible
determinar la presencia del cromosoma Ph por estudio citogenético al inicio de la
enfermedad.

Para el estudio del gen BCR-ABL por TR-RCP se hizo un aspirado de médula ésea y
se aislaron las células mononucleadas.” Tras aislar el ARN y realizar la TR-RCP, la
reaccién resultd positiva, pero mostré un producto de menor peso molecular que el
de los transcriptos mas frecuentes b3a2 y b2a2. Para descartar un producto
inespecifico de la reaccion se hizo una RCP de confirmacion (conocida como shifted
en inglés)’ la cual resultd positiva y mostrd, igualmente, una banda de peso
molecular (PM) inferior al de los transcriptos mas frecuentes.

En la figura se muestra la banda Unica en la linea correspondiente al paciente, tanto
con el producto de la RCP inicial (Fig. A), como en la RCP de confirmacion (Fig. B) y
se compara con los transcriptos tipicos b2a2 y b3a2.

La posicidn de la banda y el PM aproximado, que se infirid por comparacién con el
marcador de PM, resultaron similares al transcripto atipico b2a3 reportado por otros
autores.>*® ! Con estos resultados se concluyd que era muy posible que el
paciente portara un transcripto BCR-ABL cuyo PM corresponde al b2a3 y que ha
sido observado con muy baja frecuencia, por lo que su aparicion se considera
atipica o rara.
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A: amplificacion con los oligonucledtidos A v B en la primera
RCP, mas C y D en la segunda RCP o RCP anidada (nested).
B: amplificacion con los oligonucledtidos C y E3' en la RCP de
confirmacién.

En el carril 3 correspondiente al paciente se observa, en la
figura (A v B) una banda de menor peso molecular atribuible
al transcripto b2a3. En paralelo se muestran los transcriptos
mas frecuentes b3a2 y b2a2 (carriles 1 y 2 de muestras
controles). Las bandas se comparan con un marcador de peso
molecular (MPM, carril 4) v se indican los pesos moleculares
en pares de base (pb), reportados por el Biomed1 para cada
transcripto.

Fig. Corrida electroforética en gel de agarosa de los
productos de reaccion en cadena de la polimerasa (RCP).

El paciente comenz6 tratamiento con imatinib (400 mg diarios) desde el inicio de su
enfermedad y mostrd una evolucidon favorable. A los 6 meses de tratamiento el
estudio del cariotipo por citogenética convencional resulté negativo para el
cromosoma Ph y en el estudio molecular no se detectd la presencia del gen BCR-ABL.
En 2 estudios posteriores, al afio y a los dos anos de tratamiento, el estudio
molecular fue positivo para el gen BCR-ABL y mostro igual caracteristica a la
encontrada antes del tratamiento. Sin embargo, el paciente estaba en remisién
hematoldgica y debido a su buen estado clinico no se adoptaron medidas
terapéuticas adicionales.

DISCUSION

Ante la presencia de un fragmento de PM no esperado obtenido por la PCR, siempre
surge la duda de que pudiera ser un producto inespecifico de la reaccién. Sin
embargo, en el caso que presentamos, el producto de amplificaciéon que se observo
presentaba un PM similar al transcripto poco comun b2a3, cuya posibilidad de ser
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detectado con los oligonucleétidos convencionales para el estudio del gen BCR-ABL,
se ha reportado con anterioridad.” Por esta razdn, si bien para una certeza de 100 %
seria necesario secuenciar el fragmento, es muy probable que se esté en presencia
de un transcripto b2a3 porque, ademas, la RCP de comprobacion (shifted) también
mostré una banda de menor PM, similar a la reportada por el estudio conjunto
europeo citado antes.’

La respuesta favorable al tratamiento con imatinib, esta en correspondencia con la
reportada para la gran mayoria de los casos con transcriptos BCR-ABL en los que el
exon a2 del gen ABL esta delecionado. Se ha planteado que estos pacientes casi
siempre presentan una evolucion mas benigna de la enfermedad y responden bien
al tratamiento con imatinib.****

A pesar de la positividad del gen BCR-ABL observada a los 2 afios de tratamiento,
el paciente no habia hecho recaida hematoldgica hasta ese momento, lo cual
concuerda con la evolucién favorable de la enfermedad esperada para este tipo de
transcripto. Se ha sefialado que muchos de los casos con transcriptos BCR-ABL
atipicos tienen un curso mas benigno y responden al imatinib y al interferon &,'*°
a pesar de que también en estos pacientes se ha observado la ocurrencia de crisis
blastica mieloide.'*® Tedricamente, todos los transcriptos BCR-ABL deben
responder al tratamiento con imatinib, independiente del sitio de unidn del gen BCR
con el exdn 2 o 3 del gen ABL, ya que todos codifican el sitio de union del ATP a la
ABL kinasa, sitio por el que el imatinib ejerce su accién inhibitoria.'” Por otra parte,
se piensa que los transcriptos con delecidén del exdn a2 del gen ABL, como seria
nuestro caso, estan asociados a un curso clinico mas benigno porque tienen el
dominio SH3 truncado y, por lo tanto, deben ser menos leucemogénicos, lo que
quiza se deba a una disminucién de la activaciéon de STAT5.Y
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