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Resumen

Por la relevancia que tiene confirmar la presencia o ausencia del
cromosoma Filadelfia en el diagnéstico y seguimiento de los
pacientes afectados con leucemia mieloide crénica y otras
leucemias, se consideré necesario implementar el diagnéstico
molecular en Costa Rica.

Se estudiaron 32 pacientes afectados por Leucemia Mieloide
Crénica, 7 por otros Desérdenes Mieloproliferativos Crénicos y
2 por Sindromes Mielodispldsicos. Se utilizé la sonda
Transprobe-1 (Oncogene Science, Inc.), 1a cual fue marcada con
radioactividad (**P) o quimioluminiscencia (digoxigenina). De
los 32 casos afectados por LMC, en 28 se logr6 realizar el
andlisis molecular, detectdndose la translocaci6n caracteristica
del cromosoma Filadelfia entre los genes Mbcr/c-ABL en 21
(75%) de los pacientes, en 7 (25%) no se encontr6 el rearreglo.
En siete de los nueve afectados por otros padecimientos fue
posible obtener resultados, 3 que resultaron ser positivos para el
rearreglo entre Mbcr/c-ABL y 4 normales. En todos los casos se
obtuvo resultados marcando la sonda con radioactividad, sin
embargo se prob¢ el marcaje con digoxigenina en siete de los
pacientes, como una alternativa metodol6gica para los
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laboratorios que carecen de los requerimientos para trabajar con
radiaci6én. Los resultados obtenidos fueron idénticos.

Descriptores: Leucemia Mieloide Crénica, Cromosoma
Filadelfia, Diagnéstico Molecular.

Introduccion

Las leucemias han sido ampliamente estudiadas a nivel citoge-
nético y por biologia molecular. Estos anélisis se utilizan como
parte de los criterios diagnésticos, ademds de la clinica conven-
cional. En muchos casos los resultados obtenidos por estas
tecnologias son concluyentes para el diagnéstico de estas enfer-
medades. Dos ejemplos clasicos son el cromosoma Filadelfia en
la Leucemia Mieloide Crénica (LMC) y la translocacién
t(15;17) en la Leucemia Aguda de Promielocitos'.

La primera aberracién cromos6émica consistentemente asociada
a una neoplasia en el hombre, fue descrita por Nowell y
Hungerford en el afio de 1960. El pequefio cromosoma anormal
encontrado recibi6 el nombre de cromosoma Filadelfia y
posteriormente se descubri6 que es producto de una translo-
caci6n reciproca balanceada de los cromosomas 9y 22. Los
puntos de ruptura exactos fueron establecidos por Prakash y
Yunis en 1984, en el cromosoma 9 corresponde a q34.1.22 yen
el cromosoma 22 a q11.2 (ambos citados en ref. 1). A nivel
citogenético se observa un cromosoma 9 de mayor tamaiio y un
cromosoma 22 mds pequeiio o cromosoma Filadelfia (Figura 1),

E190% de los pacientes afectados por LMC presenta esta
aberracién cromosémica’. Esta incidencia aumenta al existirun
grupo de pacientes que presentan rearreglos entre los genes
Mbcr/c-ABL submicroscépicos. El cromosoma Filadelfia no
estd presente en otros trastornos mieloproliferativos crénicos
(TMC) o los sindromes mielodisplédsicos (SMD)>. En la
Leucemia Linfoide Aguda (LLA) se ha descrito presencia del
cromosoma Filadelfia en un 25% de los casos de adultos y un
10% en nifios. Estd presente también con una incidencia muy
baja en la Leucemia Mieloide Aguda'~.

El cromosoma Filadelfia es producto del rearreglo y fusién del
oncogen c-ABL, localizado en el cromosoma 9 y el gen BCR en
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Figura 1. Formacién del cromasoma Filadelfia, como producto de una traslocacion reciproca entre los cromosomas 9 y 22.
Fuente: Modificado de Wetzler y Talpaz, 1992. Chronic Mylogenous Leukemia, the role of interferons. Editorial Gardniner-Caldwell

Comunications, Itd. UK.

el cromosoma 22. En el gen BCR la ruptura ocurre en una regién
no mayor a 5,8 kilobases (kb) conocida como Mber “major
breakpoint cluster region”, €sta se localiza entre los exones 10y
15 del gen®. Este punto de ruptura est4 presente en el 99% de los
cromosomas Filadelfia de la LMC. En el cromosoma 9, el punto
de ruptura ocurre dentro de una regién muy extensa (100kb)
dentro de c-ABL. Estos genes asi fusionados Mbcr/c-ABL
codifican para una proteina de 210 kilodaltons, con actividad
tirosina kinasa aumentada. Su actividad fosforilante es mucho
mayor que la de la proteina normal codificada por el c-ABL
silvestre®.

EnlaLLA el cromosoma Filadelfia a nivel citogenético es
producto de una mutaci6n similar a la encontradaen laLMC. A
nivel molecular, se ha observado que la regién de ruptura puede
ser en el intrén que separa los exones 1y 2de BCR"®. Es un sitio
de ruptura diferente que recibe el nombre de mber “minor
breakpoint cluster region” y es muy raro en la LMC®*7, En

sintesis en la LLA, el punto de ruptura puede ser en mber o

Mbcr, pero en la LMC el punto de ruptura en el 99% de los casos
se localiza en Mber.

Hay rearreglos moleculares entre los genes BCR y c-ABL que
no son observados a nivel citogenético’, y sélo es posible su
deteccion a nivel molecular. En este caso se acostumbra usar el
término Mbcr/c-ABL positivo como una forma mds clara de
informar que el diagnéstico de la mutacién se realizé por medio
de sondas de ADN. La biologia molecular ofrece una alternativa
diagnéstica mds sensible.

Para el reconocimiento molecular de la regi6n de ruptura Mbcr
han sido desarrolladas sondas especificas, con las cuales se
puede detectar si se ha producido una translocacién entre los
cromosomas 9 y 22'%!! E] empleo de métodos moleculares
como “Southern Blot” tiene ventajas sobre la citogenética
convencional, como : la reducci6n de falsos negativos, la posibi-

lidad de usar sangre periférica, no se requieren cultivos celulares
y el paciente puede estar en tratamiento con quimioterapia y ser
apto para realizar el andlisis. Otra ventaja es que se puede llevar
a cabo independientemente del estadio clinico en que se en-
cuentre el paciente, tanto en etapas muy tempranas de la
enfermedad asf como en estados avanzados.

El objetivo principal del presente trabajo fue contribuir al
mejoramiento del diagndstico diferencial de las leucemias en el
pafs, detectando el cromosoma Filadelfia por métodos
moleculares en Costa Rica. Se emplearon dos métodos: con
marcaje radioactivo y con quimioluminiscencia para demostrar
la factibilidad de llevar a cabo estos estudios también en labora-
torios que no estdn equipados para trabajar con radiactividad.

Materiales y métodos

Pacientes: Desde enero de 1994 y hasta noviembre de 1995 se
tomaron muestras en 41 pacientes provenientes de los servicios
de Hemato-oncologfa de los Hospitales San Juan de Dios y
México. Se emplearon 5ml de sangre periférica y/o 2ml de
médula ésea en anticoagulante ACD. El diagnéstico clinico en
30 pacientes era LMC, 2 pacientes se consideraban como
posibles casos de LMC, 7 como un trastorno crénico mielo-
proliferativo (TMC) distinto a LMC y 2 como sindrome
mielodispldsico (SMD).

Procesamiento de muestras: Todas las muestras fueron
incubadas a 37° C por 12 horas con proteinasa K. Luego se
empleé el procedimiento comiin de fenol:cloroformo para
extraer el ADN",

Electroforesis e hibridacién: De cada paciente, se digirieron
15ug de ADN con la endonucleasa de restriccién Bgl II. Se
separ0 el ADN digerido por medio de una electroforesis en gel
de agarosa al 0,7%, utilizando 50mV durante 14 horas.
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Posteriormente se transfirié el ADN del gel a una membrana de
nylon cargada positivamente. Para realizar la hibridacién se
emple6 la sonda conocida como Transprobe-1 (Oncogene
Science, Inc.), la cual reconoce toda laregién de 5.8Kben el gen
Mbcr, a excepcién de un fragmento de 1.6 kb interno delimitado
por sitios de restriccion para la enzima Hind IIl (ver figura 2). La
enzima de restriccién Xba I fue empleada en aquellos pacientes
con LMC que no mostraron rearreglos con Bgl I, para evitar
falsos negativos.

Como sistema de marcaje radioactivo se emple6 el kit “Mega-
primer DNA labelling system” (Amersham, Life Sciences). Para
el marcaje no radioactivo se utilizé el kit “Genius 2 DNA
labelling” siguiendo el protocolo recomendado por la casa
fabricante Boeheringer Mannheim. Tanto para el sistema
radioactivo como para el no radioactivo se marcaron 100ng de
sonda para cada membrana con ADN de 20 pacientes.

Interpretacion de los resultados: La regién conocida como
Mbocr es cortada por la enzima de restriccién Bgl Il en 3 sitios
distintos: se generan por tanto 3 polimorfismos en el tamaiio de
los fragmentos de restriccién (RFLP) (Figura 2). En una persona
no portadora del rearreglo en Mber/c-ABL, los RFLP presentan
los siguientes tamafos: 4.8kb, 2.3kb y 1.1kb. Si la persona ha

sufrido un rearreglo molecular entre los genes Mbcr/c-ABL se
altera la secuencia de ADN, se pierden entonces los sitios de
corte originales de [a enzima de restriccion y/o aparecen nuevos
sitios de corte. Estos cambios generan la aparicién de nuevos
RFLP, los cuales pueden tener tamafios impredecibles'! (Figura
3). Solamente una copia del gen BCR y c-ABL sufren
rearreglos, por lo que en una persona portadora de rearreglos en
Mbcr/c-ABL tendrdn RFLP normales producto del gen BCR no
mutante y RFLP anormales producidos por la mutacién.

Una interpretacion similar se aplica si se utiliza otra enzima de
restriccién, como Xba I. Esta enzima de restriccion s6lo genera
un RFLP normal en personas no portadores de rearreglos en
Mbcr/c-ABL.

Resultados

De total de casos afectados por LMC o remitidos como posible
LMC, en 28 se logro realizar un andlisis satisfactorio con la
sonda Transprobe-1 y la enzima de restriccién Bgl I1. En 20 de
ellos se detectd al menos un RFLP anormal, lo cual indica la
presencia de un rearreglo a nivel molecular en Mber/c-ABL. En
los restantes 8 pacientes, no se detectaron RFLP anormales, por
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Figura 2. Mapa de restriccion parcial para la region Mbcr. En ella se representan los puntos de corte de las enzimas de restriccion
Bgl Il y Hind Ill, asi como las zonas donde hibrida la sonda ph1/bcr3’, también conocida como UBCR o Transprobe-1.
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Figura 3. Ejemplo hipotético de un posible tipo de rearreglo entre los genes BCR y c-ABL. El rearreglo se da en la regién conocida
como Mbcr y se genera en este caso un RFLP anormal de 7.5 kb y uno normal de 2.3 kb.

lo cual se informé la carencia de rearreglos en Mbecr con la
enzima Bgl /1. En 2 de estos pacientes el diagnéstico de refe-
rencia no aseguraba que fuese LMC. En otro de ellos el resultado
era de esperar pues habia sido sometido previamente a un
transplante de médula 6sea (Cuadro 1).

En 3 de los 8 pacientes afectados por LMC y negativos para
rearreglos en Mber/c-ABL con laenzima Bgl 1] se realiz6 un
andlisis adicional con la enzima Xba I. En 1 de ellos se
presentaron RFLP anormales y los otros dos fueron normales. El
primer caso se diagnosticé como portador de rearreglos en
Mber/c-ABL (un falso negativo por Bgl II) y en los otros 2 como
pacientes negativos para rearreglos en Mber/c-ABL. Se obtuvo
una frecuencia del 75% (21/28) para cromosoma Filadelfia en
los pacientes referidos como LMC y probable LMC.

De los 9 pacientes no clasificados como LMC se obtuvo
resultados en 7. Tres de ellos presentaron RFLP anormales, es
decir resultaron portadores del cromosoma Filadelfia y 4 fueron
normales (Tabla 1).

El uso de sondas marcadas con *?P y digoxigenina fue satis-
factorio. Los resultados obtenidos por ambas metodologfas
correlacionaron. Si embargo es importante sefialar que las
técnicas radiactivas ofrecen una mayor intensidad de bandas que
las no radiactivas (Figura 4).

Desafortunadamente, en 4 pacientes afectados por LMC y 2 por
otras enfermedades no se obtuvo un resultado satisfactorio por
degradacién y/o pobre extraccién del ADN del paciente. En el
caso de los 5 pacientes afectados por LMC y negativos por
rearreglos en Mber/c-ABL, un segundo andlisis con la enzima
de restriccién Xbal no pudo realizarse por falta de recursos
econdémicos.

Discusion

Las enfermedades conocidas como LMC, Trombocitemia
Esencial y Policitemia Vera, se les agrupa como TMC. Hay
ademds un grupo de enfermedades conocidas como SMD. Cada
una de ellas es una entidad patolégica distinta, con una evolu-
cién diferente en cada caso*". El diagn6stico clinico puede
complicarse en un nimero significativo de pacientes y en mu-
chos casos es importante conocer si el paciente estd o no afec-
tado por una LMC (patologia de peor pronéstico en ambos
grupos). El cromosoma Filadelfia es un excelente marcador
tumoral para diagnéstico y para monitorear el éxito o fracaso de
una terapia a base de interferén o un transplante de médula
Osea't,

En esta investigacién se obtuvo una frecuencia del 75%(21/28)
de la mutacion en los pacientes referidos con LMC, y un 25%
(7/25) de negativos para cromosoma Filadelfia. Esto llama la

27



TABLA 1

Presencia de rearreglos en Mbcr/c-ABL en los pacientes referidos de los
Hospitales México y San Juan de Dios con hematopatias (1994-1995)

Diagnéstico Clinico Rearreglo en Sin rearreglos Pacientes
Mber/c-ABL moleculares analizados
LMC 21(84%) 4(16%) 25
Posible LMC (°) 0 2(100%) 2
Sometidos a Trasplante (*) 0 1(100%) 1
Total de pacientes referidos por LMC 21(75%) 7 (25%) 28
T™C 2(40%) 3(60%) 5
SMD 1(50%) 1(50%) 2
Muestras no analizadas
LMC N.A. N.A. 4
TMC o SMD N.A. N.A. 2
LMC: Leucemia Mieloide Crénica
TMC: Trastorno Mieloproliferativo Crénico distinto a LMC.
SMD: Sindrome Mielodisplasico
N.A.: No aplica
°: Diagnéstico dudoso para LMC
*: Paciente referido como LMC, previamente sometido a un trasplante de Médula Osea.
METODO RADIACTIVO METODO NO RADIACTIVO
1 2 3
. 7.5Kb s
4.8Kb g
® =
-
- - 2.3Kb
- - 11Kb

Figura 4. Comparacion de los resultados obtenidos por el método radiactivo y no radiactivo. En los carriles 1 y 3 se observa el
mismo ADN de una persona portadora del rearreglo en Mbcr/c-ABL. En los carriles 2 y 4 el ADN de un control negativo. En todos
los casos el ADN fue digerido con la enzima de restriccion Bgl Il y se emple6 15ug de ADN. En la zona central de Ia figura se indican
los pesos moleculares de los RFLP generados, se observa un fragmento anormal de ADN de 7.5 kb en los carriles 1y 3.
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atencién ya que en la literatura se informa menos de un 5% de
pacientes cromosoma Filadelfia negativos afectados por LMC®.
La discrepancia hallada puede tener varios origenes:

1) Clasificacién errénea del diagnéstico clinico.
2) Problemas asociados con la metodologia empleada.
3) Puntos de ruptura fuera de la regién Mbcr.

La clasificaci6n errénea de la enfermedad se puede considerar
como probable debido a que 3 pacientes con diagnéstico dife-
rente a LMC presentaron cromosoma Filadelfia. Ademds en dos
pacientes con un diagnéstico dudoso para LMC, uno de ellos
pudo ser analizado con Bgl Il y Xba I, y no se present6 la
mutacién. El otro s6lo se analizé con Bgl I y fue negativo (no se
realiz6 con Xba I). Otro paciente con diagn6stico de LMC habia
sido sometido a transplante de MO y por ello muy probable-
mente no se detect6 la mutacién. Si separamos del anilisis total
aestos tres pacientes afectados por LMC o sospecha de LMC,
tendriamos s6lo 4 pacientes Mbcr/c-ABL negativos. Estos nos
daria una frecuencia de cromosoma Filadelfia negativo del 16%
(Cuadro 1).

Un estudio citogenético realizado por Castro y colaboradores en
19938 encontré un 20% de pacientes cromosoma Filadelfia
negativos en un total de 46 afectados por LMC. Esto muestra
también una alta frecuencia de LMC en personas no portadoras
del cromosoma mutante, lo cual reafirma la posicion de que la
discordancia entre estos datos y lo informado en la literatura
puede obedecer a las dificultades clinicas para clasificar adecua-
damente a los pacientes.

En uno de los 4 pacientes Ph’ negativos fue posible confirmar la
ausencia del rearreglo al emplear Xba I'y Bgl II. En los tres
pacientes restantes habria, que proceder a realizar un segundo
andlisis, con Xba I (no se realizé por falta de recursos). Si
aplicando la misma sonda de ADN Transprobe-1 y Xba I se
repite el resultado, se puede considerar al paciente un verdadero
cromosoma Filadelfia negativo.

El uso de dos enzimas de restriccién es crucial para confirmar la
ausencia de rearreglos en Mbcr. Haber y colaboradores en 1990
realizaron un andlisis de los puntos de ruptura en Mbcr
empleando esta misma sonda y varias enzimas de restriccion,
entre ellas Bgl Il y Xba I. Hallaron que ambas enzimas producen
falsos negativos, Bgl Il produjo un 10% y Xba |, otro 10%. Pero
lo més importante es que todos los pacientes negativos por Bgl Il
fueron positivos por Xba I, y viceversa. Por ello el emplear
Xba I sirve como un alternativa para confirmar la ausencia de
rearreglos en Mber. La raz6n de este 10% de falsos positivos es
por la posible formacién de RFLP de alto peso molecular (més
de 15 kb) los cuales son muy dificiles de separar con la
electroforesis de agarosa®.

La discrepancia entre estos resultados y lo encontrado en la
literatura no se podrian atribuir a una baja sensibilidad del
método debido a que: 1) en los pacientes afectados por LMC
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existe un elevado nimero de leucocitos, por lo que la extraccién
de ADN no es una limitante; 2) se trabaj6 con 15ug de ADN por
analisis (en la literatura cientifica 10ug de ADN es considerado
suficiente). En los tinicos casos donde el método aplicado no
tiene sensibilidad suficiente serfa en aquellos donde el clon
maligno estuviese en un porcentaje menor al 5%°.

Es posible también que el punto de ruptura en los pacientes sin
cromosoma Filadelfia se encuentre fuera de la regién Mber. No
obstante esto ocurre tnicamente en el 1% de los casos'®"".

Aunque los hallazgos citogenéticos reportados por Castro y
colaboradores (1993) y los moleculares de este estudio se
asemejan, es necesario ain confirmar todos los casos LMC
negativos para rearreglos en Mbcr/c-ABL empleando otra
enzima de restriccion, como la Xba I en todos los andlisis.

La clasificacién errénea también se present6 en 7 pacientes
remitidos con un diagnéstico distinto a LMC, pues en 3 de ellos
se detectaron rearreglos moleculares en Mbcr/c-ABL. Este
resultado demuestra que la biologfa molecular puede afinar el
diagnéstico clinico en nuestro pafs.

La tendencia actual no descarta el uso de Southern Blot, la
citogenética o la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para
tamizaje del cromosoma Filadelfia. Cada una de las técnicas
_presenta sus ventajas y desventajas. Por ejemplo, la PCR se usa
para monitoreo de pacientes sometidos a transplante de médula
Osea, la citogenética en pacientes con tratamiento a base de
interfer6n, y todas juntas pueden emplearse en el tamizaje de
esta mutacién (aunque la PCR y Southern Blot son més rdpidas
y sensibles)’. Por su parte la técnica de Southern Blot es 1a que
tiene menos dificultades metodolégicas y requiere menor capa-
citacién del personal. En sintesis, la seleccién de la metodologia
ausar depender4 de las necesidades del paciente, asf como de la
experiencia y recursos de cada laboratorio.

En este trabajo se emple6 la técnica Southern Blot para detectar
rearreglos en Mber/c-ABL, utilizando dos métodos para marcaje
de la sonda de ADN: la radioactividad y la digoxigenina. El
método tradicionalmente usado por muchos afios ha sido la
radioactividad. Por ello en todos los pacientes se emple6 *P.
Luego se realizaron pruebas con digoxigenina. Los resultados
con ambas metodologfas fueron idénticos en cuanto a capacidad
para detectar la translocaci6n, aunque se debe sefialar que el
marcaje radiactivo es més sensible, pues genera una mayor
intensidad en las bandas, es menos laborioso y més barato.
Légicamente que el emplear un sistema donde el personal no se
irradie, ni se genere contaminacién radiactiva es muy atractivo,
por lo que la opcién del marcaje con digoxigenina es interesante
de considerar, sobre todo para laboratorios que no cuentan con
las facilidades para el trabajo con is6topos. Adems4s la tendencia
internacional es prescindir de la radiactividad por los riesgos que
conlleva su uso, tanto para los usuarios como para el ambiente.

En conclusi6n, el tamizaje del cromosoma Ph’ en la LMC puede
ser realizado en forma eficiente y 4gil por medio de la biologfa
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molecular. El uso de la sonda Transprobe-1 y la enzima Bgl Il es
suficiente en la mayoria de los casos. Sin embargo debe em-
plearse otra enzima de restriccién, como Xba 7 para confirmar
los resultados negativos por Bgl II. La aplicacién de métodos
radioactivos como no radioactivos es viable en nuestro medio, y
depender4 del disefio de cada laboratorio para optar por alguno
de ellos. Ambos presentan desventajas y ventajas.

Se debe resaltar la importancia de aplicar estos métodos para
refinar los diagnésticos que se brindan. Los tratamientos
modernos para la LMC a base de interfer6n o trasplante de
médula 6sea requieren de estas técnicas para el monitoreo de los
pacientes. La clinica convencional debe ser complementada con
el estudio de esta mutacién para el mejor manejo de los pa-
cientes. Son muchas las mutaciones presentes en los diferentes
tipos de leucemias que pueden ser estudiadas'® y el cromosoma
Filadelfia es s6lo un primer paso. En nuestro pais estas técnicas
no deben ser consideradas un lujo, sino una necesidad para
seguir progresando en la consecucién de la salud.
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