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RESUMEN

Introduccidn.- Existen dos formas principales del gen de fusion BCR/ABL, que
involucra al exdn 2 del gen ABL y a diferentes exones del gen BCR,; los transcritos
b2a2 o b3a2 codifican a la proteina p210, mientras que, el transcrito e1a2 codifica
a la proteina p190. En Bolivia, no existe informacién sobre la frecuencia de estas
isoformas (BCR/ABL quimérico) en pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC).

Objetivo.- Determinar la frecuencia de co-expresidn de los transcritos p210 en
pacientes con LMC de Bolivia.

Material y Método.- Se estudid 272 pacientes diagnosticados con LMC, entre
julio del 1999 a agosto del 2015.

Se realizd pruebas de RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction)
en muestras de médula ésea y sangre periférica de pacientes adultos y pediatricos
con diagnostico de LMC, positivos para algun tipo de reordenamiento BCR/ABL.

Resultados.- la expresion deltranscrito b2a2 se encontrd en 96 pacientes (35,3%),
el trascrito b3a2 en 154 casos (56,6%) y ambos transcritos en 22 pacientes (8,1%).

Se realizd analisis de supervivencia, donde se observo que a los 5 afios la tasa de
sobrevida fue 64%; y la sobrevida libre de progresion 42%. También se observé
que el tipo de transcrito no influye en la sobrevida total ni en la sobrevida libre de
enfermedad.

Conclusion.- Se evidenciod que no existen diferencias significativas de la expresion
de los diferentes transcritos BCR/ABL de los pacientes estudiados en relaciéon a
otros estudios reportados.
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ABSTRACT

There are two main forms of BCR/ABL fusion gene, involving exon 2 of
ABL gene and different exons of the BCR gene, the transcripts b2a2
or b3a2 code for a p210 protein, and the transcript ela2 code a p190
protein. In Bolivia, there is no information about the frequency of these
isoforms of chimeric gene BCR/ABL in chronic myeloid leukemia (CML).
The present study was designed to determine the frequency of co-expression of
pP210 transcripts in 272 patients with CML. It was conducted reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) tests in samples of bone marrow and peripheral
blood of adult and pediatric patients with CML diagnosis, positive for some kind of
BCR / ABL rearrangement.

The transcript b2a2 was found in 96 (35,3%) patients; and b3a2 transcript in 154
(56.6%) cases; whereas, in 22 (8.1%) patients both transcripts were detected.

Survival analysis was performed, it was observed that to 5 years the overall
survival (OS) was 64%, and the progression free survival (PFS) was 42%. It
was also observed that the type of transcript does not affect OS and PFS.
Statistical analysis of our study, displayed no significant differences in the expression
of different transcripts BCR/ABL of the Bolivian population, in relation to studies

reported in other populations.

Keywords: BCR-ABL, LMC, p210, Bolivia, Survival rate.

INTRODUCCION

La Leucemia Mieloide Croénica (LMC)
es una neoplasia mieloproliferativa
croénica caracterizada por la presencia
de una translocacién reciproca entre
los brazos largos del cromosoma 9 y
22 - 1(9;22)(g34;q11) - dano molecular
caracteristico de la LMC(1). El resultado
molecular de esta aberracion es la
formacién de un gen hibrido BCR/
ABL en el cromosoma Philadelphia,
que es transcrito a un RNA mensajero
(RNAmM) quimérico. Dependiendo de
la localizacion de la ruptura del gen
BCR y ABL, varios tipos de RNAmM son
formados, siendo los mas frecuentes:
b2a2 y b3a2; sin embargo en un 5-15%
de los casos, esta presente la fusion
de ambos transcritos (b2a2/b2a3), a
causa del splicing alternativo.® ®

En Bolivia, la LMC tiene una incidencia
del 0,2/100.000 habitantes (Unidad de
Biologia Celular, Facultad de Medicina,
UMSA). Segun datos del GLOBOCAN
(2012), la leucemia, donde la LMC
esta incluida, es la primera neoplasia
hematolégica predominante entre
los hombres y la segunda neoplasia
hematoldégica mas frecuentemente
diagnosticada entre las mujeres,
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4,2/100.000
hab./afo

con una incidencia del
hab./afio  y 2,5/100.000
respectivamente™.

En la mayoria de los casos de LMC,
asi como del 30% de las leucemias
linfoblasticas agudas Ph+ del adulto y
el 20% de las leucemias linfoblasticas
agudas Ph+ de los niflos, el punto de
ruptura el gen BCR se encuentra dentro
de la region mayor bcr (M-bcr)&7; en
esta regién ocurre una ruptura entre los
exones 13 y 14 (b2) o entre los exones
14 y 15 (b3), que se fusionan con el gen
ABL1 a nivel de su exdn 2 (a2); esto
resulta en un transcrito hibrido BCR/
ABL, que contiene ya sea el exdn BCR
(b2 0 b3) y el exdn 2 del gen ABL (a2),y
este RNAmM codifica una proteina BCR/
ABL de 210 kDa (p210BCR/ABL) @, 9)

De acuerdo a la bibliografia internacional,
en la mayoria de las LMC la presenta-
cién del transcrito b2a2 es del 35% y del
b3a2 es del 56%; mientras que, ambos
transcritos (b2a2/b3a2) tienen una
frecuencia del 8%, estos ultimos datos
fueron obtenidos de estudios realizados
en paises europeos.®

En dos tercios de los casos de LLA,
asi como en casos raros de LMC vy
de la LMA (leucemia mieloide aguda),
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el punto de ruptura en el gen BCR se
da en la regidn minor bcr (m-bcr),
comprometiendo al exdén el del BCR,
dando lugar al transcrito hibrido ela2
que se traduce a una pequefa proteina
de fusion BCR/ABL de 190 kDa (p1908°%
ABL)Y, Por otro lado, en algunos casos de
LMC se observa el transcrito de fusion
c3a2, resultado del punto de ruptura
a nivel de la region micro bcr (u-bcr),
entre los exones 19 y 20 del gen BCR
que codifica una proteina quimeérica de
230 kDa (p23080R/ABL)(3, 1,12)

En diferentes estudios, la prevalencia de
los diferentes transcritos en pacientes
con LMC ha sido evaluada, a excepcion
de Bolivia. Reportes precedentes
demostraron que la frecuencia de
los transcritos de RNAmMm BCR/ABL
en pacientes con LMC no difiere en
los diferentes grupos étnicos.® ¥ Al
momento no existen datos publicados
en relacion a la frecuencia de la co-
expresion en los transcritos de fusiéon
BCR-ABL en pacientes bolivianos con
LMC, utilizando la RT-PCR cualitativa.
De la misma manera, no existen datos
acerca de la influencia de los tipos
de transcrito del gen BCR/ABL en la
sobrevida total (OS) y la sobrevida libre
de enfermedad (PFS).

El presente estudio fue disefiado con el
objetivo de determinar la frecuencia de
expresion de los reordenamientos BCR/
ABL en nuestra poblacion.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes y muestras

Entre julio del 1999 a agosto del
2015, un total de 272 pacientes
fueron diagnosticados con LMC,

provenientes de distintas regiones de
Bolivia. Estos casos fueron estudiados
retrospectivamente para evaluar dos
isoformas del transcrito de fusiéon BCR/
ABL: b2a2 y b3a2.

Se obtuvo de 3-5 ml de sangre
de médula o6sea y sangre venosa
periférica recolectadas en tubos con
EDTA, luego se utilizdé tampdn de lisis
(NH4Cl, HCO3, EDTA Na2 2H20), el
pellet de gldbulos blancos fue lisado
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con 300 uL de solucidon de guanidio
(tiocanato de guanidina, lauril sarcosil,
citrato de sodio y B-mercaptoetanol) y
conservado a -20°C hasta el momento
de la extraccion del RNA. Se procedio
a la extraccion con técnica fenol-clo-
roformo, resuspendido en agua DEPC
(dietilpirocarbonato, H20) y conservado
a -20°C hasta el momento del analisis
. Una alicuota de 12 uL de RNA fue
sometida a retrotranscripcion para la
obtencion del cDNA, utilizando el kit
Super Script Reverse Transcriptasa
(Invitrogen). Se emplearon 10 uL de
cDNA para realizar la amplificacion de
los transcritos BCR/ABL por PCR utili-
zando la mezcla de reactivos: Platinum
Taq DNA Polymerase 1U (Invitrogen),
Buffer 10X (200 mM Tris-HCI pH 8,0,
0,1 mM EDTA, 1mM DTT, estabilizantes,
50% v/v glicerol), MgCI2 1,5 mM, dNTPs
10 mM, agua libre de nucleares con los
primers:

BCR-e1-A (GACTGCAGCTCCAATGA-
GAAC)

BCR-b1-A
(GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC)

ABL-a3-B
(GTTTGGGCTTCACACCATTCC)

El programa de amplificacion fue: 1er
paso, de 10 min a 95°C; 35 ciclos de 30
seg a 94°C, 30 seg a 66°C, 30 seg a
72 °C; y un paso final, de 5 min a 72°C.
Los productos amplificados fueron
revelados por electroforesis en gel de
agarosa al 2% utilizando bromuro de
etidio como colorante de revelado.

Los productos de amplificaciéon de los
transcritos BCR/ABL corresponden a
fragmentos de 417pb para p210 b3a2;
342 pb para p210 b2-a2; y 243 pb para
p210 b3-a3.

El analisis de sobrevida fue realizado en
145 pacientes (53,3%) en quienes se
pudo realizar un adecuado seguimiento.

Analisis estadistico

El test Chi-quadrado (x?) fue realizado
para verificar la diferencia estadistica
entre la frecuencia obtenida en Ila
poblaciéon boliviana y otras frecuencias
poblacionales reportadas, para ello
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se utilizé Stata/SE version 12 y SPSS
version 13. El intervalo de confianza
(Cl) se fij6 al 95% y los resultados
fueron considerados estadisticamente
significativos con p<0,05.

RESULTADOS

La edad media de todos los pacientes
fue de 42,2 afos (2-92 afos); en los
adultos 44 anos (19-92) y en los nifios 12
anos (2-18). De los 272 pacientes, 166
fueron hombres y 106 mujeres (ratio
1,5:1). La incidencia de las isoformas
BCR/ABL fue diferente entre adultos y
nifos (Tabla 3).

De los 272 casos de LMC, todos
expresaron uno de los reordenamientos
de p210BCHABL (b3a2 o b2a2) (tablal).
De estos casos para p2108°*ABL 35 3%
(96/272) correspondieron al tipo b2a2,
56,6% (154/272) alb3a2 (ratiob2a2:b3a2
de 1:1,6), y 8,1% (22/272) co-expresaron
ambos transcritos (b2a2/b3a2). Estos
datos son similares a aquellos descritos
en los mexicanos mestizos, caucasicos
y de los de India, pero claramente
diferentes de aquellos descritos en los

mestizos ecuatorianos, mexicanos y
los de Sudan. En la Tabla 1, se muestra
los resultados de la evaluacion de los
subtipos del BCR en nuestros pacientes
y en la Tabla 2, aquellos obtenidos de
otros estudios realizados en diferentes
poblaciones en el mundo.

Cuadro N° 1

Incidencia de los reordenamientos
BCR/ABL por edades y género

Edad .
Reordemamiento | n (%) Media | @énero
= (M/F)
(ahos)
96 40,7
b2a2 (p210) 35.3%) | (1-0) | 67/2°
154 45,6
b3a2 (p210) | (56 5oy | (2-02) | B6/68
b2a2/b3a2 22 429 | oo
(p210) (8,1%) | (3-83)
42.2
TOTAL 272 (2-92) 166/106

En el analisis de sobrevida, se observo
que la tasa de sobrevida fue del 64%
a los 5 afos, mientras que a los 10
afos descendid al 36%. Por otro lado,
la sobrevida libre de progresion fue del
42% a los 5 afos, mientras que a los 10
afnos este descendid al 19%.

Cuadro N° 2
Frecuencias de los transcritos BCR/ABL en la poblacion Boliviana comparada
con otros estudios

Tipo de Ecuador México et o o India a
transcrito de | Bolivia % | (Mestizos) | (mestizos) NI\(I,IeXIco cfl';‘cas'“s [eriEE Oriental Nfl::gzr;s
fusién BCR - | (n=277) | N° casos | N° casos (n-";sg) (n':;;), (;35:‘:8) N° casos (n=112)

ABL (n=40) (n=238) = = = (n=122) =
b2a2 35,3% 94,6 43,2 40 32,3 29,5 19,3
P-value 0,001 0,06 0,002 0,5 0,45 0,29 0,003
b3a2 56,6% 5,4 54,2 55 67,7 61,6 5,5

P-value 0,001 0,68 0,001 0,82 0,001 0,38 0,001
b2a2/b3a2 8,1% - 2,5 - 2 5,4 7,3

P-value 0,006 0,73 0,001 0,42 0,775
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DISCUSION

En el presente estudio, la frecuencia de
los reordenamientos de BCR/ABL en
Bolivia demostré tener un perfil no tan
diferente en contraste con la mayoria de
las frecuencias reportadas en algunos
estudios similares.

La frecuencia de la expresion del
transcrito b2a2 es del 35,3% en
nuestra poblacién, este dato no es
estadisticamente diferente conrespecto
a la poblacion caucasica™ (40%; p
=0,5), mestizo mexicana™ (43,2%;
p=0,06), koreana®™ (32,3%;p=0,45) e
india®® (94,6%; p=0,001), México® (40%;
p =0,002), y Sudan® (19.3%; p =0,003).

La isoforma b3a2 tiene una frecuencia
del 56,6%, situacidn similar observada
con la poblaciobn mestizo mexicana
(54,2%; p=0,68), caucasica (55%; p
=0,82) e india (61,6%; p=0,38); mientras
que, estos datos estan en contraste
con los de Ecuador (5.4%; p =0,001),
México (35%; p =0,001), Korea (67,7%;
p =0,001) y Sudan (5.5%; p =0,001).

Por otro lado, para el transcrito de co-
expresion b2a2/b3a2, en nuestros
pacientes se observd un 8,1%, el cual
es similar con el de México (7%; p
=0,73), India (5%; p =0,42) y Sudan
(7.3%; p =0,77); mientras que, es
estadisticamente diferente al de los
mestizos mexicanos (2,5%; p=0,006) y
koreanos (2%; p =0,001).

A pesar de que hasta la fecha, en
nuestro pais no se han realizado
grandes estudios poblacionales de esta
enfermedad, la incidencia de la LMC a
nivel mundial no es diferente a aquella
reportada en otras poblaciones. Las
frecuencias de los reordenamientos
BCR/ABL, descritas en este estudio,
demuestranun perfil similarafrecuencias
reportadas en estudios realizados en
América y otras regiones geograficas
del mundo.
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Sin embargo, nuestros datos son
diferentes a los reportados por Paz y
Mifo et al. quienes realizaron un estudio
en pacientes mestizos ecuatorianos
con LMC, una poblaciéon étnica similar a
la de Bolivia. Al momento, no se puede
dar una explicacion de esta diferencia
mas alla del bajo numero de pacientes
incluidos en el estudio de Paz y Mifio et
al. o las diferencias metodoldgicas.

Dichos autores, mencionan que las
diferencias entre las frecuencias que
reportaron, se deberian a la altitud
en la que se encuentra Quito (2763
m.s.n.m), y que la hipoxia podria afectar
el comportamiento  cromosdémico.
Sin embargo, en nuestro estudio no
encontramos diferencias significativas
en lafrecuencia de las isoformas cuando
comparamos los datos de La Paz (3640
m.s.n.m) con los de Cochabamba (2560
m.s.n.m) y Santa Cruz (380 m.s.n.m)
(Figura 1).
Figura N° 1
Frecuencia de presentacion de las

isoformas b2a2 y b3a3 por ciudades
de acuerdo a la edad de diagnéstico
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En los analisis de OS y PFS (Figura 2), se
demostréd estadisticamente, que tener
una de las diferentes isoformas del gen
BCR/ABL no influye en el prondstico ni
en la evolucion de la enfermedad.
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Figura N° 2

A) Probabilidad de sobrevida (OS)

B) Progresion libre de enfermedad
(PFS), de acuerdo al tipo transcrito

del gen de fusién BCR/ABL
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En resumen, por primera vez este
estudio reporta que los reordenamientos
del gen de fusién BCR/ABL en pacientes
con leucemia mieloide cronica en Bolivia
no son diferentes a aquellas publicadas
en otras poblaciones del mundo. Por
lo tanto, este hallazgo esta de acuerdo
con la prevalencia encontrada en otros
paises y grupos étnicos.

Limitaciones del estudio:

No se incluyeron otras fusiones raras
de los transcritos como el minor y
micro BCR-ABL; por lo tanto, futuros
estudios deberian incluir un numero
mayor de pacientes incluyendo la
deteccidon de otros transcritos raros
del gen BCR-ABL. Otra limitacion fue la
falta de seguimiento de los pacientes,
por lo que urge adoptar un sistema que
permita realizar una vigilancia clinica de
los mismos.
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