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Resumen

El cromosoma Filadelfia representa un importante marcador de clon maligno que permite
el diagnéstico certero de la Leucemia Mieloide Cronica. Este cromosoma esta constituido por la
union de los genes ABL y BCR, de dicha fusion se origina una proteina con actividad de tiroxina
quinasa, responsable del fenotipo leucemogénico. El imatinib es un inhibidor de la actividad ti-
rosina quinasa que provoca la desaparicion del complejo BCR-ABL al afio de tratamiento con
esta droga. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la respuesta citogenética del complejo
BCR-ABL, en pacientes venezolanos con diagnostico de LMC, luego de un ano de tratamiento
con el mesylate de Imatinib. Se analizaron 30 muestras de pacientes con diagnostico de LMC al
inicio, a los 6 meses y al ano de tratamiento, mediante técnica citogenética convencional y FISH
para la deteccién del cromosoma Filadelfia y del complejo BCR-ABL, los resultados obtenidos
tanto citogenético como moleculares fueron reportados segun el ISCN 2005. Al ano de trata-
miento con el Imatinib 16/30 pacientes (53,33%) lograron alcanzar desaparicion del cromoso-
ma Filadelfia por técnica citogenética convencional, sin remisiéon molecular. Por otra parte, se
observo la presencia de anomalias cromosémicas adicionales en las células Ph-negativas. Exis-
ten mecanismos que han sido asociados con resistencia al Imatinib, como las alteraciones cro-
mosomicas adicionales; algunas de ellas han sido asociadas con progresion hacia la fase agu-
da. Sin embargo, en los pacientes analizados en el presente estudio hasta el momento esto no
ha sucedido, por lo cual es necesario investigar otros mecanismos de resistencia a la droga.
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Cytogenetic evaluation of the complex BCR-ABL
in response to imatinib in Venezuelan patients
with Chronic Myeloid Leukemia

Abstract

The chromosome Philadelphia represents an important marker of malign clone in Chronic
Myeloid Leukemia (CML), this formed by the fusion of the genes ABL and BCR and where the re-
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sulting protein of this coalition presents activity tyrosine kinasa, and it is the responsible for
the phenotype leukemogenic. The imatinib is an inhibitor of the activity tyrosine kinasa that
causes the disappearance from the complex BCR-ABL to the year of treatment with this drug.
The objective of this investigation was to determine the presence of the complex BCR-ABL, in
patient with CML after the treatment with Imatinib during one year. 30 samples were analyzed
of patient with diagnose from CML to the beginning, to the 6 months and the year of treatment,
by cytogenetic conventional techniques and D-FISH for detection of chromosome Philadelphia
and complex BCR-ABL, the results both cytogenetic an molecular was reported according ISCN
2005, To the year of treatment with the Imatinib 16/30 patients (53,33%) they were able to
reach disappearance of the chromosome Philadelphia for conventional cytogenetic, technique
without molecular remission. On the other hand the presence of additional chromosomal
anomalies was observed in the cells Ph-negative. Exist mechanisms that have been associated
with resistance to the Imatinib, as the additional chromosomal alterations some of them have
been associated with progression toward acute phase, however in our patients until the moment
has not happened, by this reason is necessary to investigate other resistance mechanisms.

Key words: CML, chromosome, D-FISH, Imatinib Mesylate.

Introduccion

La Leucemia Mieloide Croénica esta ca-
racterizada por la presencia del cromosoma
Filadelfia, el cual resulta de la translocacion
entre los cromosomas 9y 22. Esto origina la
fusion de los genes BCR y ABL representan-
do un marcador importante de clon maligno
que permite el diagnostico certero de la en-
fermedad; la proteina resultante de esta fu-
sion tiene actividad tirosina quinasa, y es la
responsable del fenotipo de esta enfermedad
(1,2). Imatinib (Gleevec), es un potente inhi-
bidor especifico de la proteina quinasay fue
introducido como tratamiento de nuevos ca-
sos de LMC asicomo, en todas las fases de la
enfermedad (3).

Diversos sustratos del BCR-ABL, inter-
vienen en eventos de transformacion, creci-
miento o muerte programada; debido a que la
senal BCR-ABL es constitutiva, las células
que las poseen escapan del control normal
del crecimiento y se tornan leucémicas, lo
cual podria explicar el fenotipo leucémico en-
contrados en los pacientes con LMC. Actual-
mente, se conoce que la proteina tirosina-
quinasa producto de la fusién de estos dos
genes es la que participa en la traduccion de
sefnales que regulan diversos procesos celu-

lares tales como: crecimiento, diferencia-
cion, adhesion y apoptosis. E1 BCR-ABL, es
expresado en alto grado en cé€lulas leucémi-
cas en casi todos los pacientes con LMC (4).

El analisis citogenético de casos sospe-
chosos de LMC es obligatorio. La transloca-
cion (9;22) esta presente en un 90 a 95% de
los pacientes (5, 6), un remanente de estos
pacientes pueden presentar traslocaciones
variantes o ausencia de la traslocacion de-
biendo demostrarse la presencia del com-
plejo BCR-ABL (7, 8). Por otro lado, se han
reportados anomalias secundarias al cro-
mosoma Ph' que incluyen: trisomia 8,
i(17q), trisomia 19 y variantes cromosomi-
cas Filadelfia; asi como, la pérdida de los
cromosomas 7, 17 y Y, considerados como
clones de progresion de enfermedad (9).

Se ha reportado la eficacia del imatinib
en pacientes con nuevo diagnostico de LMC
(10, 11) a dosis de 400mg/dia, desde un 50
hasta un 90%, observandose remision com-
pleta citogenética al ano de tratamiento con
esta droga. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la respuesta citogenética del com-
plejo BCR-ABL, en pacientes venezolanos
con diagnostico de LMC, luego de un afno de
tratamiento con el mesylate de Imatinib.
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Materiales y métodos

Se analizaron 30 pacientes de padres
venezolanos con diagnostico de LMC; con
edades comprendidas entre 34 y 54 anos de
edad con un promedio de 47 anos = 1,3 DS,
de ambos sexos referidos de los hospitales
publicos 6 privados de la region. A las mues-
tras se les realizaron cultivos citogenéticos
convencionales de Médula Osea (12) para la
identificacion del cromosoma Filadelfia al
inicio, a los 6 meses y a los 12 meses des-
pués de la administracion del Imatinib a
una dosis inicial de 400mg/dia. Esta vari6
dependiendo de los efectos colaterales que
presentaron los pacientes asi como también
que no hubiesen recibido tratamiento con
otros quimioterapicos. Se obtuvo el consen-
timiento informado de todos los pacientes
que participaron en el proyecto; asi como
también, la aprobacién por parte del comité
de ética de la Unidad de Genética Médica de
la Universidad del Zulia para la realizacion
del presente proyecto.

Para el analisis molecular se realizo6 la
técnica de hibridacion “in situ” fluorescente
(FISH) descrita por Pinkel 1.988 (13). Se uti-
lizaron sondas locus especificas para la
t(9;22). Estas sondas, fueron suministradas
por Q-biogen (Molecular cytogenetics. Pro-
duct. Cat. PONCO 922 BIO101 USA) para la
identificacion del complejo BCR-ABL, en las
laminas que contenian cromosomas en me-
tafases o nucleos en interfase, previamente
obtenidos a partir de cultivos citogenéticos
de medula 6sea. Se analizaron al menos 200
nucleos en interfase, se utilizé como control
positivo laminas provistas por el fabricante
para evaluacion del Kit y como controles ne-
gativos 10 pacientes sin enfermedad hema-
tolégica. Se considero negativo cuando exis-
tian 2 senales verdes correspondientes al
gen BCRYy dos sefnales rojas correspondien-
tes al gen ABL, y como positivas cuando
existian una senal roja, una verde y una
amarilla (fusiéon) o cuando se apreciaban
muy cercanas la rojay la verde. La respues-
ta citogenética molecular fue evaluada
como: Respuesta citogenética completa

cuando hubo ausencia total del complejo
BCR-ABL, parcial cuando presentaban en-
tre 1y 35%, menor entre 35y 65% y sin res-
puesta cuando se observo mas de un 65% de
nucleos positivos tal como, ha sido descrito
previamente (14) Todos los resultados fue-
ron reportados siguiendo las pautas del
ISCN 2.005 (15). Desde el punto de vista es-
tadistico, los resultados fueron analizados
mediante estadistica descriptiva en base a
porcentajes.

Resultados

La Tabla 1 presenta los cariotipos y el
complejo molecular de los 30 pacientes al
inicio, a los 6 meses y al afnno de tratamiento
con Imatinib. En la misma, se evidencia la
presencia del cromosoma Filadelfia, asi
como también la presencia de otras anor-
malidades cromosomicas adicionales tanto
en pacientes que fueron Filadelfia positivo
como aquellos Filadelfia negativo. Al mo-
mento del diagnéstico 28/30 pacientes
(93%) presentaron la t(9;22) (q34;q11) clasi-
ca en el 100% de las metafases analizadas,
elresto de los pacientes (6%) no presentaron
la translocacion, los cuales fueron confir-
mados como BCR-ABL positivo por técnicas
citogenéticas moleculares (D-FISH), 1 pa-
ciente (3%) presento mosaico del cromoso-
ma Ph' en el 25% de las metafases analiza-
das, sin otra evidencia de anormalidad cro-
mosomica. Todos los pacientes resultaron
BCR-ABL positivo en aproximadamente 200
nucleos interfasicos analizados. A los 6 me-
ses de tratamiento con Imatinib: 7/30 pa-
cientes (23%) resultaron Phnegativo. Sin
embargo, se observo la presencia de anor-
malidades cromosoémicas adicionales
(aneuploidias) que incluyeron pérdida de los
cromosomas 2, 4, 8,13, asi como también
trisomia para el cromosoma 8, cariotipos
complejos y en aquellos que fueron inicial-
mente cromosoma Ph™ uno de ellos presento
trisomia para el cromosoma 8. El analisis
molecular mostré que todos los pacientes
mantuvieron la persistencia del gen BCR-
ABL (tabla 1). Al analisis molecular, 6/16
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pacientes (37,50%) Ph-negativo presenta-
ron el complejo BCR-ABLentre el 13y el 33%
de los nucleos analizados representando
una respuesta parcial y en el resto se obser-
vo persistencia del complejo en el 90% de los
nucleos analizados, es decir sin respuesta al
tratamiento.

Discusion

Segun la Organizacion Mundial de la
Salud (20006) (16), la LMC es definida como
un sindrome mieloproliferativo croénico,
considerada como una unica entidad sepa-
rada. El analisis citogenético de casos sos-
pechosos de LMC es obligatorio, donde la
traslocacion (9;22) esta presente en un 90 a
95%. En nuestro estudio 28/30 pacientes al
momento del diagnostico resultaron cromo-
soma Ph-positivo, a excepcion de 2 pacien-
tes que resultaron Ph-negativo. Estos fue-
ron confirmados como LMC por la presencia
del gen BCR-ABL a nivel molecular (D-FISH),
lo que coincide con lo reportado por la litera-
tura mundial (3)

El Mesilate de Imatinib inhibidor de la
tirosina-quinasa del BCR-ABL, fue introdu-
cido dentro del régimen de tratamiento en la
LMC en 1998 (17), a una dosis de
400mg/dia para la fase cronica y
600mg/dia en fase acelerada o crisis blasti-
ca. En nuestro estudio, a todos los pacientes
se les indico una dosis de inicio de
400mg/dia, modificandose dependiendo de
las reacciones que presentaron los pacien-
tes entre 200 a 300 mg x dia. Se obtuvo re-
mision completa citogenética en el 53,33%,
pero sin remisiéon molecular. Varios estu-
dios, han reportado la eficacia del Imatinib
en pacientes con LMC, lo cual difiere con la
mayoria de los reportes de la literatura
mundial donde se ha encontrado hasta un
90% de porcentaje de remision (18, 19). Sin
embargo, Artigas, y col (2002) (20) reporta
en un estudio realizado a 44 pacientes con
diagnostico de LMC en fase croénica en la
ciudad de México donde el 58% de los pa-
cientes presentaron una mayor respuesta

citogenética al ano de tratamiento con el
Imatinib, situaciéon que se asemeja a nues-
tro estudio. Aplenc y cols., en 2006 (21),
identificé una menor sobrevida en hispanos
y en negros americanos en pacientes con
leucemia mieloide aguda, senalando que la
misma podria ser debida a que estos tienen
MmMEenos recursos econoémicos y menor acceso
a mejores cuidados terapéuticos, lo que po-
dria estar influyendo en los resultados de
estos trabajos. Por otro lado, la presencia en
ellos de manifestaciones secundarias como
el bajo contaje de globulos blancos provoco
en algiin momento que a todos los pacientes
les fuera disminuida la dosis inicial de
400mg. Estas variaciones en la dosis fueron
senaladas por Frame en 2007 (22), indican-
do que la disminucion de la concentracion
de los niveles plasmaticos del imatinib po-
dria ocasionar clones de resistencia.. Asi
mismo se han senalado interacciones con
sustancias que inducen la actividad de la
enzimas del sistema del citocromo P450,
como la CYP3A4/5, CYP2D6 podrian dismi-
nuir la concentracién sérico de imatinib
(23). Nuestros pacientes no recibieron nin-
gun medicamento por tiempo prolongado a
excepcion del imatinib, por lo que se podria
descartar esta interaccion.

Cinco mecanismos han sido descritos
que producen resistencia al Imatinib, el pri-
mero de ellos es la union a proteinas plas-
maticas ya que el Imatinib se une fuerte-
mente a la a-1-glicoproteina acida; cambios
en esta proteina podrian cambiar la canti-
dad de uniones cambiando asi la disponibi-
lidad de la droga (24). Un segundo mecanis-
mo esta relacionado con el bombeo del la gli-
coproteina P, esto puede resultar en la dis-
minucion intracelular de las concentracio-
nes del Imatinib (25). El tercero de los meca-
nismos implicados, sugiere que las muta-
ciones que se producen en la quinasa del
complejo BCR-ABL pueden suprimir la habi-
lidad de esta droga para inhibir la division
celular (26). En el cuarto mecanismo, se in-
volucran quinasas independientes del com-
plejo BCR-ABL como la familia SRC de tirosi-
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na quinasa (27) y el quinto mecanismo sena-
lado corresponde a la amplificacion génica,
el cual podria observarse con la presencia
del doble Ph" (28).

En el presente estudio, 14 pacientes
(46,67%) mantuvieron la persistencia del
cromosoma Ph"al ano del tratamiento de la
droga, asi como también, la persistencia del
gen quimérico BCR-ABL en todos los pacien-
tes. Esto pudiera sugerir la presencia de me-
canismos de resistencia a la droga que de-
ben ser analizados para lograr una mejor
respuesta citogenética.

Un aspecto importante a considerar, es
el desarrollo de nuevas aberraciones cromo-
somicas clonales adicionales al cromosoma
Ph"; estas han sido descritas después de la
terapia con imatinib especialmente la Triso-
mia 8, monosomia 7 y delecion del cromoso-
ma Y; esta observacion, sugiere el papel del
Imatinib en el origen de aberraciones en el
cariotipo (inestabilidad genética), ya que
clones Ph™ con distintos marcadores citoge-
néticos persisten en paralelo con clones Ph*
y pueden ser inducidos también por la ad-
ministracion de agentes citotéxicos y drogas
genotoxicas como el Imatinib, asi como tam-
bién han sido reportadas bajo la administra-
cion de agentes inmunomoduladores como
la Hidroxiurea, el alfa interferén y el Bisul-
fan (29-30); Se ha reportado que el mecanis-
mo de inhibicién de la quinasa del ABL por el
imatinib produce cambios genéticos ya que
este no interactua con las proteinas involu-
cradas en la reparacion del ADN (14). Por
otro lado, el tratamiento con el Imatinib in-
duce la seleccion de clones positivos que
conducen a cambios cromosémicos preexis-
tentes y que estas aberraciones cromosomi-
cas pueden ser producidas por el BCR-ABL,
pudiendo contribuir a la adquisicion de
inestabilidad en el cariotipo y aneuploidias
en células progenitoras de la Leucemia Mie-
loide Cronica (29-30).

Se ha asociado la evolucion clonal con
progresion hacia una fase aguda de la enfer-
medad (1, 2), otros reportes han sugerido

que el Imatinib pudiese producir cambios
cromosomicos no necesariamente con ca-
racteristicas de evolucion hacia la fase agu-
da (29). En nuestros pacientes, al ano de
tratamiento con Imatinib, las presencia de
anomalias adicionales presentes en células
Filadelfia-negativa hasta la actualidad no
han desarrollado progresion hacia la fase
aguda de la enfermedad, lo que estaria indi-
cando que en ellos el Imatinib podria produ-
cir cambios cromosomicos adicionales (mo-
nosomia de los cromosomas 7,8,11,17 y
pérdida del cromosomaY), posiblemente de-
bido a su comportamiento como droga cito-
toxica pero no necesariamente de evolucion
hacia la fase aguda. En la actualidad, no se
cuenta con conocimientos suficientes de
como estas alteraciones pudieran afectar el
curso clinico de la enfermedad.

Finalmente, los hallazgos encontrados
en el presente estudio sugieren como un po-
sible mecanismo de resistencia la presencia
de anomalias cromoso6micas adicionales a
las células Ph- observadas en nuestros pa-
cientes; los cuales no han evolucionado ha-
cia la fase aguda de la enfermedad,. Por otro
lado, la variacion en las dosis administradas
pudo ocasionar la disminucion de las con-
centraciones de la droga en plasma ocasio-
nando su ineficacia y la estimulacion de me-
canismos de resistencia que deberan ser in-
vestigado estos pacientes.
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