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Resumen

En la literatura se han descrito casos de pacientes leucémicos que tienen deleciones en el gen ABL. En
el caso especifico de la LMC; se conoce que entre el 10-27% de los casos tienen grandes deleciones adyacentes
al punto de ruptura del gen ABL. Estas deleciones ocurren corriente arriba del locus ABL, tienen puntos de
ruptura variables y pueden extenderse hasta varias megabases, afectando el locus del gen ASS. El objetivo de
esta investigacion fue evaluar la delecion 5’ABL en pacientes leucémicos venezolanos, mediante la técnica de
Hibridacion in situ Fluorescente (FISH). Se analizaron 30 muestras de médula 6sea (19 LMC, 6 LMAy 5 LLA) y
se tomaron 2 controles positivos y negativos. Para la validacion de la FISH se calculd la Sensibilidad, Especifidad,
Tasa de Falsos Positivos y Negativos. Para el analisis de muestras y controles se emple6 la sonda de DNA locus
especifica BCR-ABL Plus Translocation, Dual Fusion(Cytocell).LaFISH detect6 la delecion 5° ABL en 3 de 30
(frecuencia 10%) pacientes leucémicos. Estos hallazgos sugieren que la delecion del gen ABL presenta una
frecuencia comparable a la descrita mundialmente en pacientes con LMC, mientras que para los LLA se requieren
mas estudios que involucren un mayor niimero de pacientes.

Palabras clave: FISH; Delecion 5’ ABL; Sonda BCR-ABL Plus Translocation Dual Fusion.

Evaluation of the deletion 5’ abl by the technique
of fluorescence in situ hibridization (fish) in
leukemic patients venezuelan
Abstract

In the literature there have been reports of leukemic patients with deletions in the ABL gene. In the
specific case of the LMC; is known that between 10-27% of patients have large deletions adjacent to the breaking
point of the ABL gene. These deletions occur upstream of the ABL locus have breaking points of variables and
can range up to several megabases, affecting the ASS gene locus.The objective of this research was to evaluate the
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5 deletion in Venezuelan ABL leukemic patients using the technique of fluorescent in situ hybridization (FISH).
Were analyzed 30 samples of bone marrow (19 CML, 6 AML, and 5 LLA) and two positive and negative controls
were taken. For validation of the FISH were calculated Sensitivity, Specificity, False Positive Rate and Negative.
For the analysis of samples and controls was used DNA probe specific locus Plus BCR-ABL Translocation, Dual
Fusion (Cytocell).FISH detected the 5 ‘deletion ABL in 3 of 30 (10% frequency) leukemic patients.These findings
suggest that deletion of the ABL gene present a frequency comparable to that described worldwide in CML

patients, while LLA whereas for studies involving more a greater number of patients required.
Key words: FISH, deletion 5° ABL; molecular complex BCR-ABL; probe BCR-ABL Plus Translocation

Dual Fusion.

Introduccion

Las leucemias conforman un grupo de
enfermedades en las que la manifestaciéon comin es
una proliferaciéon no regulada y maligna de células
endogenas de medula 6sea (1). Desde el punto de
vista clinico se reconocen cuatro tipos de leucemias:
Leucemia Mieloide Aguda (LMA), Leucemia
Mieloide Croénica (LMC), Leucemia Linfoide Aguda
(LLA) y Leucemia Linfoide Croénica (LLC) (2). Se
ha reportado que pacientes con LMC, LMA y LLA
presentan el cromosoma Philadelphia (Ph).

El cromosoma Ph es una anomalia
cromosémica adquirida que consiste en la t(9;22)
(q34;q11.2). Se conoce que las células de la médula
osea del 95% de los pacientes con LMC tienen la
translocacion previamente descrita o una variante
de esta anomalia, el 5% restante tienen la variante
oculta. También se ha reportado que el 25-30% de
las LLA del adulto, 5% de las LLA de la infancia
y en menos del 3% de las LMA presentan el
cromosoma Ph (3). La presencia de esta anomalia
es citogenéticamente idéntica en los pacientes con
LMC, LMAy LLA (4).

Molecularmente, el cromosoma Ph se
caracteriza por la presencia del complejo molecular
BCR-ABL, formado por la fusién de porciones de
los genes ABL y BCR, ubicado en los cromosomas
9 y 22 respectivamente (5). La translocaciéon afiade
un segmento 3’ del gen ABL del cromosoma 9q34
a la region 5’ del gen BCR en el cromosoma 22qi1,
creando un gen hibrido BCR-ABL que se transcribe
en un mRNA BCR-ABL (6). En consecuencia, el
fragmento 5’ del BCR y el fragmento 3’ del ABL
estanyuxtapuestas en un cromosoma 22 acortado
(22g- o cromosoma Ph) (7).

En la literatura se han descrito casos de
pacientes con LMC, LMAy LLA que tienen deleciones
en el gen ABL y dicha alteracion se ha relacionado
con un mal prondstico. En el caso especifico de los
pacientes con LMC, varios autores han descrito que
entre el 10-27% de los pacientes tienen grandes
deleciones adyacentes al punto de ruptura del gen
ABL. Estas deleciones ocurren corriente arriba
del locus ABL, tienen puntos de ruptura variables
y pueden extenderse hasta varias megabases. Por
lo tanto, esto afecta también el locus del gen de la
Arginino Succinato Sintetasa (ASS) (8). Sin embargo,
en Venezuela los pacientes con LMA y LLA esta
frecuencia no esta bien determinada y existen muy
pocos estudios al respecto (9,10).

Actualmente, existen sondas locus
especificas que permiten detectar la delecion
anteriormente mencionada tanto en metafases como
ennucleosinterfasicos (11). Conrelacion a estodltimo,
varios investigadores han reportado que el uso de la
sonda locus especifica LSI BCR-ABL extra sefial de
Vysis, Inc (10) permite realizar una subclasificacion
de los pacientes leucémicos de acuerdo a la presencia
o ausencia de la delecion 5ABL.En este contexto,
la nueva sonda de DNA locus especifica BCR/ABL
Plus Translocation, Dual Fusionintroducida por
Cytocell, permite no solo la deteccién del complejo
BCR-ABL sino también permite observar la delecion
de la regi6on 5’ABL (12), lo cual es importante para
el diagnodstico, prondstico y tratamiento de las
alteraciones hematolégicas malignas.

No obstante, a pesar de lo antes mencionado,
en Venezuela el avance tecnolégico no es paralelo a
la implementaciéon de nuevos sistemas citogenéticos
moleculares en el analisis de este tipo de pacientes.
Actualmente, en nuestro pais se ha realizado un
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solo trabajo de este tipo (10). Por tal motivo, es
necesario llevar a cabo otros estudios en este campo
que permitan evaluar la delecion 5" ABL mediante la
FISH en pacientes leucémicos venezolanos.

Materiales y métodos

Se analizaron un total de 30 muestras de
médula 6sea provenientes de pacientes de ambos
sexos con edades comprendidas entre 15 a 78 anos de
edad (X+DS: 43,5+14,5). De estos pacientes, 19 casos
tenian diagnostico clinico de LMC, 6 de LMA y 5
de LLA; ninguno de ellos habia recibido tratamiento.
Las muestras de estos sujetos fueron referidas
desde los hospitales publicos y privados de la region
zuliana al Instituto de Investigaciones Genética de
la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia
durante los afios 2010-2013, con la finalidad de
realizarles el cariotipo de rutina para diagnodstico y
la técnica de FISH con fines de investigacion. Para
validar la técnica de FISH se analizaron al menos
400 nucleos en interfase de 2 muestras controles
de médula 6sea que presentaban la delecion 5’ABL
(controles positivos) con un cariotipo 46, XX o XY,
1(9;22)(q34;q11.2) y 400 nicleos en interfase de 2
muestras controles de sangre periférica de individuos
sanos (controles negativos) con un cariotipo 46, XX
0 46, XY. A todas las muestras de los pacientes se
les realizaron cultivo cromosémico segtn la técnica
citogenética convencional (13).

Para detectar la delecion 5° ABL mediante
FISH, se utilizd la sonda de DNA locus especifica
BCR/ABL and BCR/ABL Plus translocation,
dual fusion segin el protocolo de hibridacion
suministrado por la casa comercial (12). La sonda
anteriormente mencionada estd compuesta por: La
sonda BCR que abarca 171 kb en la parte centromérica
al gen BCR y contiene los genes GNAZ'y RAB36. Otra
sonda BCR abarca 148 kb en la parte telomérica al
gen BCR, 262 kb hacia el telomero. Ambas estan
marcadas en verde y orientadas para que los puntos
de rotura abarquen la region menor (imBCR) y mayor
(MBCR). Para el gen ABL, la sonda abarca 347 kb
desde mitad del gen FUB3 hasta 64 kb telomérico al
gen ABL y estd marcada en rojo. Ademas, hay una
sonda adicional en azul que cubre la regién de 212
kb centromérica a ABL, incluyendo al gen ASS. Esta

sonda adicional tiene un tamano de193 kb y abarca el
gen ASS completo. El gen BCR (22q11.23) emite una
coloracion verde, el gen ABL (9q34) rojay el gen ASS
(9934) azul (12).Se contaron al menos 400 niucleos
en interfase y de acuerdo a las senales fluorescentes
observadas se clasificaron de acuerdo al catalogo (12).

Para determinar las tasas de falsos positivos
y negativos de la técnica de FISH se utilizaron los
criterios establecidos por Chase y col., 1997 (14). Para
validarlatécnica de FISH se determind la sensibilidad
y especificidad en las muestras controles. Para estos
calculos se utilizaron las férmulas descritas por
Fernandez y Diaz, 2003(15).

Resultados y discusion

En el estudio citogenético convencional
realizado a los pacientes con LMC se puede observar
que8de19(42,11%) pacientes tenian cariotiponormal
y 11 de 19 (57,89%) pacientes tenian la t(9;22) clésica.
Sin embargo, se encontraron algunos casos mosaicos
donde habiala presencia de anomalias cromosémicas
numéricas y/o estructurales adicionales a la t(9;22)
(casos 1,16, y 17) (tabla 1).

Con relacion a la formacion del complejo
molecular BCR-ABL en estos pacientes, se puede
observar que 17 de 19 (89,5%) presentaban dicho
complejo en més del 50% de los nticleos en interfase
analizados (81,4+32,5).

El estudio citogenético reveld6 que 31,6%
pacientes eran Ph negativos. Es decir, presentaron
cariotipos normales sin la t(9;22). En todos estos
pacientes excepto en dos casos (9 y 18), la técnica de
FISH detect6 la presencia del complejo molecular
BCR-ABL. Las investigaciones moleculares han
demostrado que la presencia de esta fusion en el
cromosoma 22, es indistinguible a nivel molecular,
de la que se encuentra en los pacientes con LMC Ph
positivos (16,17,18). Estos casos citogenéticamente
negativos pero molecularmente positivos se conocen
como cromosoma “Ph oculto” (16,19, 20). En este
estudio se detecté que 6 de 19 pacientes (31,6%)
con LMC tenian el cromosoma Ph oculto es decir,
no se observo el cromosoma Ph citogenéticamente
pero se evidenci6 a través de la FISH la presencia
del complejo molecular BCR-ABL. Estos hallazgos
son similares a los reportados por otros autores
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quienes publicaron una serie de pacientes con LMC demostrado a través de la FISH (10, 16,21,).
Ph negativos pero con el complejo BCR-ABL positivo
Tabla 1

Hallazgos Citogenético Convencional y Molecular (FISH) en pacientes leucémicos venezolanos

CASO LB DE CARIOTIPO BC%{*BL DE,:;L%C;?N
1 LMC 43 = 45, XX —11,-19, - 20 [3]/ 47= 50, XX, +13,+17,+21 [2] + _
/ 46, XX, 1(9;22)(q34;q11.2) [4]
2 LMC 46, XY [26] + -
3 LMC 46, XX [25] + -
4 LMC 46, XX, 1(9;22)(q34;q11.2) [15] + -
5 LMC 46, XX, t(9;22)(q34;q11.2) [10] + -
6 LMC 46, XY, t(9;22) (q34;q11.2) [10] + -
7 LMC 46, XX, t(9;22) (q34;q11.2) [10] + -
8 LMC 46, XY [20] + -
9 LMC 46, XX [20] - _
10 LMC 46, XX, t(9;22)(q34;q11.2) [15] + -
11 LMC 46, XY [20] + -
12 LMC 46, XY, t(9;22)(q34;q11.2) [20] + +
13 LMC 46, XX, t(9;22)(q34;q11.2) [10] + -
14 LMC 46, XY [16] + -
15 LMC 46, XY [15] + +
16 LMC 46, XX [10] / 46, XX, t(9;22)(q34;q11.2) [10] + -
17 LMC ?§é4;)c<lX1{.2§(€1;]22)(q34;q11.2), i(17) [191/46, XX, t(9;22) N }
18 LMC 46, XY [15] - -
19 LMC 46, XY, t(9;22) (q34;q11.2)[30] + -
20 LMA 36744, XY, -1, -4, -5, -9, -15, -17, -19, -21, [5]/ 46, XY [5] - -
21 LMA 39 = 43, XX, -4,-11,-15,-17 [6] + -
22 LMA 43 = 45, XY, -15, -18 [5]/ 46, XX [11] + -
23 LMA 46, XY [15] + B,
24 LMA ?120 ]= 45, XY,-3, -13, -15 [3]/ 47%49,XY, +12,+15[2]/ 46, XY . .
25 LMA 46, XY [20] - _
26 LLA 46, XX, t(9;22)(q34;q11.2) [10] + +
27 LLA 42 = 45, XX, -18,-19,-22 [10] - -
28 LLA 46, XY [15] * i
29 LLA 46, XX [20] - -
30 LLA 46, XY [13] + -
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Lapresencia del complejo molecular BCR-ABL
detectado mediante FISH sugirio que las alteraciones
cromosémicas numéricas y estructurales diferentes a
lat(9;22), encontradas en algunos pacientes (casos 1y
17) eran adicionales al cromosoma Ph. Sehareportado
que estas anomalias cromosdémicas pueden aparecer
en la médula dsea y sangre periférica en la mayoria
de los pacientes con LMC, 2-6 meses antes del inicio
de la crisis blastica (22). Es importante destacar, que
los dos casos mencionados anteriormente (9 y 18),
que no presentaron el complejo molecular BCR-ABL,
deberian ser incluidos dentro de otros trastornos
mieloproliferativos diferentes de la LMC al igual que
los reportados por Soto y col., 2011 (10).

En cuanto a los hallazgos citogenéticos
convencional y molecular (FISH) en pacientes con
LMA (tabla 1). Dos pacientes presentaron cariotipos
normales (casos 23 y 25), un paciente cariotipo
hipodiploide (caso 21) y los tres casos restantes
presentaron cariotipos mosaicos dos con dos lineas
celulares (hipodiploides y normales) y el otro con
tres lineas celulares (hipodiploides, hiperdiploides y
normales).

Cabe destacar, que en ninguno de los pacientes
se evidenci6 la t(9;22). Sin embargo, la FISH
permiti6 detectar la presencia de la fusion BCR-ABL
en el 50% de los pacientes. Investigaciones previas
han reportado que la presencia del cromosoma Ph
o bien el complejo molecular BCR-ABL que se forma
producto de este rearreglo puede aparecer en menos
del 3% de los pacientes con LMA de tipo Mo, M1 y
M2 (23, 24) y ademas tiende a conferir un prondstico
desfavorable (23, 25,10).

Soto y col., (2011) encontraron el complejo
BCR-ABL en 1 de 5 pacientes con LMA, utilizando
la sonda ES de Vysis (10). Cabe destacar, que
dicho paciente tenia la evidencia citogenética del
cromosoma Ph. Por lo tanto, FISH corrobor6 la
existencia del mismo a nivel molecular. Los hallazgos
publicados por Soto y col., son similares a los del
presente trabajo, porque en ambos se encontro la
presencia del complejo molecular, a pesar de que
no tenian la t(9;22). Sin embargo, estos resultados
difieren de los reportados por Dong y col., 2003,
quienes no encontraron la presencia de la fusiéon
BCR-ABL a través de la técnica de FISH en 66
pacientes con LMA Ph negativos (26).

En otro orden de ideas, los resultados
del cariotipo en los pacientes con LLA (tabla 1),
permitieron demostrar que 3 de 5 pacientes (60%)
tenian cariotipos normales. Delos dos casos restantes,
un paciente (caso 27) mostrd cariotipo hipodiploide
y en el otro (caso 26) se observo la presencia de
la t(9;22) en 10 de las metafases estudiadas. Es
necesario acotar, que en estos pacientes el cariotipo
es un factor predictor de prondstico independiente.
De esta manera, el andlisis citogenético es un
componente vital en el manejo clinico y terapéutico
de estos pacientes (27). Se ha demostrado que
los cariotipos hiperdiploides se asocian con buen
pronostico. A diferencia de esto, el pronoéstico tiende
a empeorar a medida que disminuye el niimero de
cromosomas (cariotipo hipodiploide). Clones con
33-44 cromosomas ocurren raramente en LLA y
explican aproximadamente el 0,8% de los casos.

A pesar de que solo un paciente con LLA
mostrd en el cariotipo el cromosoma Ph, la FISH
revel6 la presencia de la fusion BCR-ABL en el 60%
de estos pacientes en mas del 96% de los nicleos
analizados, confirmando que los pacientes restantes
tenian el cromosoma Ph oculto. Estos hallazgos son
comparables a los reportados en la literatura donde
se describe uno entre 27 pacientes con LLA el cual
tenia cariotipo normal y la presencia del complejo
molecular BCR-ABL en el 90% de las células
analizadas (28). La presencia del cromosoma Ph en
la LLA es de mal prondstico; y de alli la importancia
de detectarlo (27).

Del total de los pacientes leucémicos
estudiados, se encontrd la delecion delaregion 5° ABL
en 2 pacientes con LMC (casos 12 y 15) y un paciente
con LLA (caso 26). Las frecuencias obtenidas fueron
de 10,5% y 20% respectivamente. En los pacientes
con LMA no se evidenci6 esta delecion.

Partiendo de los resultados obtenidos en esta
investigacion, se puede inferir que estos hallazgos
son similares a los reportados previamente por Soto
y col., 2011, quienes empleando la sonda ES de vysis
en pacientes leucémicos, detectaron la delecion 5°
ABL en 1 de 16 pacientes con LMC Ph positivo (10).
Por otra parte, Bennour y col., 2012, realizaron un
estudio en 336 pacientes con diagnostico de LMC,
utilizando sondas home-brew 17L7 y 248J22 para
detectar delecién tanto 5’ABL como 3’BCR. Estos
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investigadores encontraron 19 pacientes (5.7%) que
tenian la delecion 5ABL, concluyendo que estas
deleciones surgen simultaneamente con la t(9;22)
(29). Cabe destacar, que a pesar de las diferencias
en el tamafio de la muestra la frecuencia reportada
fue similar. No obstante, a diferencia de lo antes
mencionado hay otros estudios que encontraron
frecuencias superiores al 57% (30,32, 33).

Con relacion a los pacientes con LLA, Reid y
col., 2003, realizaron un estudio con la finalidad de
detectar la delecién 5° ABL empleando un sistema
de triple sonda (D-FISH). Este trabajo report6 que
1 de 67 (1.5%) pacientes Ph positivos presentd dicha
delecién. Esto sugiere que la ocurrencia de esta
delecion es rara en pacientes con LLA Ph positivos y
no afecta el curso clinico agresivo de esta enfermedad
(34). Asimismo, Sotoy col., 2011 utilizando la sonda
ES de vysis en pacientes con LLA, encontraron la
delecion 5" ABLy el complejo molecular BCR-ABL en
1 de 9 (11%) pacientes (10). Igualmente, Cetin y col.,
2012, empleando la sonda anterior en un total de 208
pacientes con LLA, hallaron 3 pacientes (1,4%) con la
delecion 5°ABL (35). Las diferencias en las frecuencias
obtenidas entre esta y las otras investigaciones
pueden deberse a varios factores entre ellos: tipo de
sonda empleada, tamafo de la muestra, hallazgos
citogenéticos, existencia de variaciones geograficas
de la poblacion estudiada y pacientes mal referidos,
entre otros.

Tomando en consideracion todos los pacientes
leucémicos analizados en este estudio la frecuencia de
la delecion 5°ABL fue del 10% (3 de 30 pacientes), lo
cual es similar a un estudio previo reportado quienes
encontraron una frecuencia total del 7% en pacientes
leucémicos venezolanos (10).

En este estudio la FISH sugiri6 que la
formacion del complejo molecular BCR-ABL y la
delecion 5°’ABL probablemente ocurrieron en un solo
evento. Esto est4 apoyado sobre el hecho de que en
estos pacientes todas las células analizadas tenian
la delecion con un patrén de hibridaciéon. No se
encontro evidencia de subclones sin la delecién o con
el patrén de hibridacién esperado. Es probable que
estas deleciones se hayan originado en la fase inicial
de este rearreglo, en los puntos de ruptura adyacentes
ala translocacion entre los cromosomas 9 y 22.

Hasta los actuales momentos no se ha
determinado si la deleciébn 5’ABL es considerada
como un cambio cromosomico secundario que
antecede la evolucién hacia la fase acelerada o crisis
blastica, o si la delecion caracteriza un subgrupo de
pacientes con LMC al momento del diagnéstico.
Con los resultados obtenidos en esta investigacion
no se puede apoyar ninguna de las hipoétesis
anteriormente planteadas, ya que no se obtuvieron
muestras secuenciales (al momento del diagnostico y
durante la crisis blastica) que permitiera determinar
la presencia o ausencia de la delecién en cada fase
de la enfermedad o la existencia de variaciones en
la proporcion de células con la delecion durante la
progresion de la enfermedad.

Los pacientes con LMC que tienen deleciones
de la region 5ABL progresan a fase blastica o
acelerada mas rapidamente que aquellos pacientes
que no la tienen y la sobrevida de estos pacientes con
la delecion es mas corta que en los pacientes sin la
delecion (36 meses Vs = 90 meses) (31). Por lo tanto,
esta delecion es un indicador de mal pronoéstico
en pacientes con LMC (8, 26, 30, 32, 34, 36). Los
resultados obtenidos en este estudio parecen apoyar
esta hipdtesis, ya que los pacientes con LMC positivos
para la delecion se encontraban en crisis blastica, asi
como también el paciente con LLA, quien no tenia
una respuesta favorable a ningin tratamiento. Sin
embargo, se requieren mas estudios que involucren
un mayor numero de pacientes y otros trastornos
leucémicos diferentes de la LMC para investigar
una posible correlaciéon entre estas deleciones y la
progresion hacia la crisis blastica.

Tomando en consideracion lo antes
expuesto la sonda BCR-ABL Plus translocation dual
fusién produj6é como resultado la identificaciéon de
un subgrupo de pacientes leucémicos que tenian
delecion de la regiéon 5 del gen ABL incluyendo
el gen de la ASS. Segin Huntly y col., 2001, esta
alteracion puede representar una consecuencia de la
inestabilidad genética dentro de la célula diana en el
momento de la translocacién Ph y el mal pronéstico
puede reflejar una predisposiciobn a posteriores
alteraciones genéticas adicionales dentro del clon
maligno (37).

Por otra parte, con la finalidad de validar
los resultados se determiné la sensibilidad y
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especificidad de la técnica de FISH en la deteccion de
la delecion 5’ ABL asi como también la TFP y TFN.
Estos célculos se realizaron a partir del analisis de al
menos 400 nucleos en interfase provenientes de las
muestras controles negativos y positivos. Se obtuvo
un porcentaje de células positivas de 97,5 + 3,5 ¥
un porcentaje de células negativas de 99,5 + 0,7.De
esta manera, se hall6 una sensibilidad de 97,5% y
una especifidad de 99,5%, con una TFP de 0,5 y una
TFN de 2,5.

Seglin nuestro conocimiento no hay evidencia
de alguna investigacion previa en la cual se hayan
obtenido datos para realizar una validacion de
esta técnica utilizando la sonda BCR-ABL Plus
translocation dual fusion empleada en esta
investigacion, solo existen datos de la validaciéon de
la técnica para la deteccion del complejo BCR-ABL.
Con relacion a esto altimo, se ha reportado una gran
variabilidad entre las TFPs Y TFNS. (10, 14, 16, 30,31,

38,39,40).

Las diferencias entre las TFP y las TFN en los
diferentes trabajos reportados pueden deberse a las
siguientes razones: El tamaiio del nucleo, el cual va a
depender del tipo de muestra analizada (medula 6sea
o sangre periférica) y del procedimiento citogenético
utilizado para la obtencion de las células (células
directamente cosechadas o cultivadas, estimulacion
con fitohemaaglutinina, condiciones de preparacion
de la lamina, uso de shock hipoténico). El tamafio
de la senal, lo cual a su vez va a depender del tipo
de sonda utilizada y de los diferentes métodos de
deteccion (utilizacion de amplificacion de la sefial o
no). La evaluacion de la sefial o criterio utilizado para
definir la sefial de fusion, es decir, si las sefiales estan
separadas por poco didmetro, si estan fusionadas
o si se solapan. La posicion genémica del punto de
ruptura en el gen ABL. La fase en la cual se encuentra
el nucleo en interfase a analizar (G1, S, G2). Asi
como también, las condiciones de la hibridacién,
intensidad de la sefial, homogeneidad de la muestra,
namero de nucleos analizados, diferencias entre
los microscopistas y las posibles diferencias en la
estructura o grado de condensacion de la cromatina
(14, 36).

Las evidencias obtenidas en esta investigacion
sugieren quelatécnica de FISH conlasonda BCR-ABL
Plus translocation dual fusiones altamente sensible

(97,5%) v especifica (99,5%) para la identificacion
de un subgrupo de pacientes que portan la delecion
5’ ABL. Ademas, esta técnica comparte las multiples
ventajas que ofrece en la deteccion del complejo
BCR-ABL tales como la rapidez y la confiabilidad. Es
una prueba cuantitativa, ya que permite cuantificar
el nimero de células que porta la alteracion
cromosémica y cualitativa, ya que determina la
presencia o ausencia de dicha alteraciéon. Permite el
andlisis de un gran nimero de células. Es invalorable
en aquellos casos en los cuales no hay metafases o
éstas no estan disponibles debido a su mala calidad,
permite la deteccion de cromosomas Ph oculto y la
reclasificacion de casos de LMC mal diagnosticados.

Adicional a lo anteriormente mencionado, el
protocolo de hibridacién de la sonda es més sencillo
y rapido que las empleadas con anterioridad, las
laminas pueden ser almacenadas por un lapso de
tiempo mayor, la sonda evita la superposicion de
las senales de hibridacion (evita los falsos positivos
y negativos) y tiene una excelente relacion costo-
beneficio. Esto dltimo, es de gran utilidad para el
pronostico clinico de los pacientes con enfermedades
hematoldgicas malignas. Por estas razones, es una
técnica que complementa el andlisis citogenético
convencional y deberia ser utilizada para el
adecuado manejo clinico de pacientes con este tipo
de trastornos.

Finalmente, la frecuencia de la delecién 5’
ABL en pacientes leucémicos venezolanos es similar
a la descrita mundialmente; siendo mas frecuente en
pacientes con LMC que en LLA. Del mismo modo,
la FISH conjuntamente con el empleo de la nueva
sonda BCR-ABL Plus translocation dual fusion,es
altamente sensible y especifica para identificacion
de un subgrupo de pacientes leucémicos que portan
dicha delecion,
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