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1. RESUMEN 
Introducción: La leucemia mieloide crónica (LMC) , es una 
neoplasia hematológica que presenta el cromosoma Filadelfia 
{Ph) , en aproximadamente el 95% de los casos. Dicho cromosoma 
es el resultado de una translocación entre el cromosoma 9 y 
22, originándose diferentes rearregios moleculares como 
consecuencia de los diversos rompimientos en ambos 
cromosomas. Aunado a lo anterior, con el progreso de la 
enfermedad aproximadamente en el 80% de los casos se 
presentan otras alteraciones cromosómicas extras al 
cromosoma Ph (AEF), que no son al azar. Hipótesis: la 
distribución genética de los diversos tipos de rearreglos 
moleculares del cromosoma Ph se comportan de manera homogénea 
en las poblaciones mestizas mexicanas con LMC. Objetiva 
Determinar las alteraciones cromosómicas en 38 pacientes con 
LMC a través de la progresión de la enfermedad y los 
rearreglos moleculares del cromosoma Ph, asi como comparar la 
distribución genética de éstos rearreglos, con la encontrada 
en un estudio multicéntrico paralelo. Material y Métodos: Se 
analizaron muestras de médula ósea y/o sangre periférica 
mediante técnicas de citogenética clásica e hibridación in 
situ fluorescente (FISH). Además se amplificaron los 
rearreglos moleculares involucrados en la formación del 
cromosoma Ph, obteniendo cDNA mediante trascriptasa reversa y 
posteriormente amplificado por reacción en cadena de la 
polimerasa (RT-PCR). Resultados: Los 38 pacientes 
presentaron cromosoma Ph, y en el 93% de ellos, los 
rearreglos moleculares de dicho cromosoma fueron b3a2 ó b2a2. 
Las AEF en el cariotipo, se encuentran con mayor frecuencia 
combinadas y no en forma única. Los cromosomas que más 
frecuentemente se encontraron alterados fueron el 17, 8 y 19. 
En cuanto a la progresión de la enfermedad, los pacientes con 
AEF tuvieron un riesgo dos veces mayor de progresión que 
aquellos que no las presentaron; y por otro lado, aunque se 
presentó una gran variabilidad en el promedio de vida, 
aquellos pacientes cuyo rearreglo molecular fue b3a2 el 
promedio fue menor. Los rearreglos moleculares se 
distribuyeron homogéneamente con respecto a un estudio 
multicéntrico paralelo. Conclusión: La homogeneidad genética 
encontrada en esta enfermedad facilitará el muéstreo sin 
detallar información de la residencia o migración en la 
población mexicana, creando la posibilidad de una fácil 
colecta de grandes series de casos para posteriormente 
aplicar estrategias de tratamiento y prognosis en este tipo 
de pacientes. 



2. Abstract 
Introduction: Chronic myeloid leukaemia (CML) is an 
hematological neoplasia that present the Philadelphia (Ph) 
chromosome in almost 95% of the cases. Ph chromosome is a 
translocation of the chromosome 9 and 22. This translocation 
has several molecular rearrangements with speci fic 
breakpoints. In almost 80% of the CML there are additional 
chromosome aberrations (ACA) during the progression of this 
disease. Hypothesis: The genetic distribution of the 
molecular rearrangements of the Ph chromosome in the Mexican 
mestizo population with CML is homogeneous. Objective: 1)To 
assess the ACA in 38 patients with CML according with the 
disease progression and with the molecular rearrangements of 
the Ph chromosome, 2) to compare the genetic distribution of 
these molecular rearrangements in the present study versus a 
multicentric study. Material and Method: Bone marrow or 
peripheral blood of 38 patients samples were analyzed by 
classical cytogenetic and fluorescence in situ hybridization 
(FISH) techniques. Amplifications of specific sequences on 
the Ph chromosome were performed by reverse transcription of 
cDNA, followed by polymerase chain reaction (RT-PCR). 
Results: All of the patients showed the Ph chromosome and 
93% of the molecular rearrangements were b2a2 or b3a2. The 
ACA were registered in combination with others chromosomes. 
The chromosomes 17, 8, and 19 were the most often damaged. 
With respect to the disease progression, the patients with 
ACA had two time risk than the patients without these. The 
average survival of the patients varied, besides those 
patients with the b3a2 molecular rearrangement had a minor 
average survival with respect to the patients with b2a2. The 
distribution of the molecular rearrangements were similar 
between this study versus a multicentric study. Conclusion: 
The genetic homogeneity founded of this disease in Mexico 
will facilitate the sampling without detailed information of 
their residential history or inter-state migration history, 
leading to the possibility for easy collection of large cases 
series. Furthermore will facilitate the treatment and 
prognosis of patients with this disease. 



3. INTRODUCCION 

La leucemia mi eloide crónica (LMC) es una de las neoplasias 
más estudiadas en el aspecto citogenético y molecular. Fue 
la primera neoplasia en la que se encontró una asociación 
entre una alteración cromosomica con la etiología de la 
enfermedad (Nowell y Hungerford 1960). Esta anormalidad 
cromosomica, se presenta en más del 95% de los casos, y es 
debida a una translocación entre los cromosomas 9 y 22, lo 
que da como resultado al llamado cromosoma Filadelfia (Ph) 
el cual se considera como la alteración primaria de la LMC 
(Rowley y Cois 1973) . 

El resultado molecular de dicha translocación, es la unión 
del gen c-ABL con el gen BCR, lo que da lugar a un gen 
quimérico, del cual resultan principalmente dos distintos 
híbridos, que dan origen a una misma proteína (Tanaka y Cois. 
1993). 

Con el avance de la enfermedad en el 8 0% de los casos, 
aparecen alteraciones cromosómicas secundarias o extras al 
cromosoma Ph, y se ha visto que se presentan en forma 
heterogénea geográficamente. En algunas de estas 
alteraciones, se han definido cuáles genes intervienen y su 
posible papel en la etiología de la enfermedad (Chopra y 
Cois. 1999) . 

La pregunta que aún no se ha contestado, es: ¿por qué razón 
la enfermedad en un tiempo promedio de cuatro años, progresa 
hacia una etapa en la que ya es incierto el promedio de vida? 
En la búsqueda de respuestas, las características 
citogenéticas y moleculares de la LMC contribuyen en el 
diagnóstico y pronóstico de la enfermedad, así como también 
en el conocimiento de la etiología. 



El presente trabajo ofrece una caracterización tanto 
citogenética como molecular de 38 pacientes a través de las 
diferentes etapas de la LMC, cuyo diagnóstico se realizó en 
el departamento de hematología del hospital de especialidades 
No. 25 del Instituto Mexicano del Seguro Social, en 
Monterrey, Nuevo León, México. 



4. ANTECEDENTES 

4.1. CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS Y EPIDEMIOLÓGICAS 

La LMC, es un desorden mieloproliferativo clonal de las 
células estaminales hematopoyéticas, que involucra a los 
componentes de la serie mieloide (eritropoyéticos, 
megacariociticos y granulopoyéticos) y linfoide (linfocitos B 
y algunas veces linfocitos T) (Faderl y Cois. 1999b). En la 
Figura 1 se observa un esquema de la hematopoyesis (Poplack 
1988) . 

Figura 1. Esquema de Hematopoyesis. 



La LMC es una enfermedad que se caracteriza por ser muy 
heterogénea o variable en. su evolución clinica y se asocia 
frecuentemente con leucocitosis y esplenomegalia. 

Esta enfermedad puede tener un curso clínico bifásico o 
trifásico (fase crónica, acelerada y/o blástica). Además, 
como ya se ha mencionado, se caracteriza por presentar desde 
el inicio de la enfermedad un marcador cromosómico llamado 
cromosoma Ph. 

Desde el punto de vista de susceptibilidad,- la LMC en 
población adulta afecta tanto a hombres como a mujeres en una 
proporción de 1.5:1.0, respectivamente y se presenta entre 
los 40 y 60 años de edad (Aguiax y Cois. 1995, Chopra y Cois. 
1999). Cabe mencionar que del 12 al 30% de los pacientes son 
mayores de 60 años (Faderl y Cois. 1999b, Greenberg y 

Cois. 1995) . 

Al inicio de la enfermedad se presenta una fase crónica con 
un periodo aproximado de tres años, la cual es considerada 
benigna desde el punto de vista clínico. El paciente pasa 
posteriormente a una fase de aceleración e inmediatamente a 
una fase de crisis blástica. Los porcentajes de pacientes que 
mueren por complicaciones en la fase acelerada es del 20 al 
25%. Similares porcentajes son encontrados en aquellos 
pacientes que desarrollan una fase blástica sin pasar por una 
fase acelerada intermedia (Kantarjian y Cois. 1993). 



Lo siguiente criterios son considerados para definir la fase 
acelerada (adaptado de Sokal y Cois.1988): 
Criterios comúnmente usados en la práctica clínica 
-Blastos en médula o sangre periférica ^ 10% 
-Basófilos y eosinófilos en médula o sangre periférica ^ 20% 
-Incremento de reticulina o colágena en médula ósea 
-Leucocitosis{>50*109 leucocitos/L), Anemia (hematocrito <25%), 
-Trombocitopenia (<100*109 trombocitos/L), no controlado con 
terapia antileucémica. 

-Trombocitosis marcada (>1000*109 trombocitos/L) 
-Esplenomegalia progresiva sin respuesta a la terapia 
-Fiebre inexplicable o dolor en huesos 
-Requerimiento de mayores dosis de medicamento 

Criterios derivados de análisis multivariante 
-Blastos en sangre periférica ^ 15% 
-Blastos y promielocitos en sangre periférica £ 30% 
-Basófilos en sangre periférica ^ 20% 
-Trombocitopenia (<100*109 trombocitos/L) no relacionados a la 
terapia 
-Evolución citogenética clonal 

Por otro lado, se considera que un paciente se encuentra 
dentro de una fase blástica cuando presenta un 30% o más de 
células leucémicas en sangre periférica o bien cuando existe 
infiltración extramedular de células blásticas (Faderl y 

Cois. 1999b). 

Cuando el paciente evoluciona de la fase crónica a la fase 
blástica, en el 80% de los casos, es hacia una forma mieloide 
aguda, y el resto pasa a una forma linfoide, eritroide o 
megacariocitica. Cabe señalar que en todos los casos hay un 
deterioro físico gradual que es utilizado por el médico para 



categorizar al paciente en modelos de pronóstico y de 
tratamiento (Kantarjian y Cois. 1993, Bernstein y Gale 1990). 

Los pacientes adultos con leucemia del Noreste de México son 
captados en el Hospital de Especialidades No. 25 del IMSS. De 
acuerdo a las estadísticas de dicho hospital, de 50 pacientes 
que llegan anualmente, el 25% de ellos presentan LMC. 

La incidencia de LMC a nivel mundial es de 1 a 2 casos por 
cada 100,000 personas (Faderl y Cois. 1999b). En México, la 
tasa de mortalidad por esta enfermedad es de 3/100,000 
habitantes (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiología 

1997) . 

4.2. PANORAMA TERAPÉUTICO 

Durante la fase crónica los pacientes responden a distintas 
medidas terapéuticas siendo la quimioterapia en su modalidad 
de monodroga la más utilizada con agentes tales como Busulfan 
o Hidroxiurea. 

El Busulfan es un agente alquilante que afecta a las células 
tallo primitivas en forma preferencial, por lo que induce 
remisión hematológica de duración variable, sin retornar en 
la mayoría de las veces a cantidades hematológicas normales 
en médula. Por otra parte, la Hidroxiurea inhibe a la enzima 
ribonucleótido reductasa la cual es requerida en la síntesis 
de DNA para los deoxinucleótidos siendo los resultados 
equivalentes al Busulfan (Alian 1989, Chaplin 1985). 



El efecto de cualquiera de los agentes terapéuticos se 
considera que mejora la calidad de vida debido a que 
prolonga la etapa crónica de la enfermedad, llegando a una 
remisión hematológica completa, pero no a una remisión 
citogenètica [no hay supresión total del cromosoma 
Ph](Greenberg y Cois 1995). 

A partir de 1983 se inició el uso del interferón alfa, el 
cual es una glicoproteina producida por células eucariotas en 
respuesta a una estimulación antigénica, con propiedades 
antiproliferativas y antiangiogénicas, {Faderl y Cois, 

1999b) . 

El interferón alfa ha resultado ser más eficaz que los 
agentes anteriores, en la inducción y mantenimiento de la 
remisión hematológica y citogenètica, aunque éste tampoco 
tiene la capacidad de erradicar la enfermedad residual[0% de 
células con cromosoma Ph] (Talpaz 1986, Ozer y Cois. 1993, 

Alian y Cois. 1995), sin embargo, hay datos de que demuestran 
lo contrario (Yoffe y Cois. 1987). Además, se ha informado en 
un estudio con 7 años de seguimiento, que con el uso crónico 
de interferón se logran remisiones citogenéticas sostenidas, 
a diferencia de la quimioterapia intensiva, cuya respuesta es 
transitoria y mínima {Talpaz y Kantarjian 1991). En términos 
generales el interferón induce remisión hematológica en el 
7 0%, una respuesta citogenètica en el 40% de los pacientes, 
mosaicismo en el 50% y del 10 al 20% de ellos obtiene 
supresión total de la clona (Shtalrid y Cois. 1993). Sin 
embargo su mecanismo preciso de acción en la LMC es 
desconocido (Faderl y Cois. 1999b). 



Los procedimientos anteriores tratan de prolongar la fase 
crónica cuya duración promedio en términos generales sigue 
siendo muy similar a nivel mundial, a pesar de que del 20 
al 25% de los pacientes permanecen con mayor respuesta 
citogenética (Mills y Cois. 1991, Tanaka y Cois. 1993, 

Rodríguez y Cois. 1998, Stuppia y Cois. 1997, kantarjian y 

Cois. 1993, Kumar 1999) . Aunado a lo anterior, cuando los 
pacientes entran a la fase de transformación que incluye la 
fase acelerada y/o la blástica, las células leucémicas son 
inmaduras y prácticamente ya no hay respuesta al tratamiento, 
y la mayoría de los pacientes recaen, después de un promedio 
de vida de seis meses (Goldman 1994). 

La estrategia que ofrece oportunidades significativas para la 
cura de esta enfermedad es el transplante de médula ósea o 
sangre periférica, durante la fase crónica. 

El transplante alogénico (células de un donante con 
histocompatibilidad idéntica) es limitado para su 
aplicación, debido principalmente a la edad, a la 
disponibilidad del donador, y a la etapa de la enfermedad en 
que se realice, ya que durante fases avanzadas el rango de 
recaída hematológica es muy alto {Przepiorka D y Cois. 1999). 

Se considera que con este procedimiento solamente se "curan" 
cerca del 15% de todos los pacientes con esta enfermedad 
(Greenberg y Cois. 1995, Santos 1993, Meló 2000). Al 
realizarse dicho transplante el 50% de los pacientes alcanzan 
remisión total, con un promedio de 3 a 5 años sin recaída 
hematológica (Przepiorka y Cois. 1999, Davies y Cois. 2001). 

Otra opción es el transplante autólogo (células del propio 
paciente), que aunque implica procedimientos más laboriosos, 



en algunas partes del mundo se realiza aproximadamente en el 
80% de los casos (Dunbar y Stewart 1992, Gratwohl y Cois. 

1999) . 

En México, el grupo pionero en transplantes de médula ósea, 
inició su desarrollo a partir de 1980 (Sosa y Cois. 1980) , y 
en 1992 se reportó el primer caso exitoso en cuanto al tiempo 
de sobrevida de un paciente con leucemia mieloide aguda, ya 
que después de tres años y cuatro meses del transplante no 
presentó recaída (León y Sosa 1992). Hoy en día, de acuerdo a 
la experiencia de hospitales de referencia, hay un promedio 
de sobrevida después de tres años en el 50% de los pacientes 
elegidos a un transplante, siendo los de tipo alogénicos los 
mas practicados (Vela-Ojeda y Cois. 2000, Ruiz-Argüelles 

2001). 

Por otro lado, las investigaciones citogenéticas y por 
consecuencia las moleculares, se han venido utilizando 
durante los últimos 25 años, siendo éstas herramientas 
indispensables para el diagnóstico y estrategias terapéuticas 
en este tipo de pacientes, además de que han tenido una gran 
contribución en el conocimiento del origen de la enfermedad. 

4.3. INVESTIGACIONES CITOGENÉTICAS 

En las neoplasias hematológicas existen aberraciones 
cromosómicas que no son debidas al azar, a pesar de que 
existe gran heterogeneidad en diferentes poblaciones. La 
investigación citogenética de células neoplásicas ha revelado 
más de 600 alteraciones cromosómicas, asociadas a un tipo 
específico de tumor (Mitelman 2000) . 



En las neoplasias se presentan dos tipos de alteraciones: 
a) alteraciones cromosómicas primarias que son los primeros 
cambios que se ven en una célula neoplásica y son 
específicamente asociadas a la enfermedad, por lo que se cree 
que son un factor esencial en su establecimiento. 
b) alteraciones secundarias, raramente o nunca se encuentran 
en forma única, se desarrollan en las células aunadas a la 
anormalidad primaria, y parecen depender de ésta para su 
distribución, por lo que se consideran importantes para la 
progresión de la enfermedad (Jhansson y Cois. 1996). 

La LMC fue la primera neoplasia en relacionarse con una 
alteración cromosómica específica, llamada cromosoma 
Filadelfia (Ph), que es considerado como la alteración 
principal o primaria. Dicha alteración es el resultado del 
rompimiento de los cromosomas 9 y 22, con una translocación 
reciproca del material: t(9;22) (q34;qll) (Nowell y Hungexford 

1960, Rowley y Cois. 1973), esta translocación se presenta 
esquematizada en la Figura 2, donde la región que se 
transloca esta señalada como clara para el cromosoma 9 y 
sombreada para el cromosoma 22 (según Heim y Mitelman, 1995) . 



9 22 !(9;22Kq34;q11) 

Figura 2 . Translocación de t(9;22) (g34;qll), en Leucemia 
Mieloide Crónica. 

En la formación del cromosoma Filadelfia, del 5 al 101 de los 
casos se involucran otros cromosomas diferentes a los 
cromosomas 9 y 22, dando lugar a translocaciones complejas, 
de modo que el DNA del tercer cromosoma generalmente es 
translocado al cromosoma 9, la porción terminal de éste al 22 
y el segmento del 22 al tercer cromosoma. Sin embargo, 
clínica y hematológicamente los pacientes son idénticos en 
cualquiera de estas variantes. {Watmore y Ccls. 1985, Heim y 

Cois. 1985, Heim y Mitelman 1995). 

Mediante técnicas citogenéticas convencionales, la presencia 
del cromosoma Ph se observa entre el 90 y 95% de los 
pacientes de LMC, sin embargo cuando se aplican técnicas 
moleculares, aproximadamente el 40% de los casos que habían 
sido considerados negativos para la translocación t(9;22), 
resultan ser positivos (Stuppia y Cois. 1997 r Hagemeijer y 

Cois. 1993, Kurzrock y Talpaz 1995) . 



En el paciente con LMC, los síntomas clínicos de la crisis 
blástica, son similares a otras formas de la leucemia aguda, 
en cuanto a más del 30% de blastos en sangre periférica o 
médula ósea. Sin embargo ambas formas de leucemias son 
citogenéticamente distinguibles (flooney y Czepulkowski 1992). 

A partir de 1986, se ha venido aplicando una técnica de 
citogenètica molecular denominada hibridación in si tu 

fluorescente (siglas en inglés, FISH), que consiste en la 
utilización de sondas moleculares especificas marcadas con 
colorantes fluorescentes. Esta técnica ha resultado un 
complemento a la citogenètica clásica, ya que ofrece la 
oportunidad de explorar no sólo a nivel cromosomico, sino a 
nivel molecular. {Pinkel y Cois. 198 6) . 

Con la caracteri zación de los genes involucrados en la 
t(9;22), es posible su análisis mediante FISH. La técnica de 
FISH puede realizarse en cromosomas y en núcleos 
interfásicos, por lo que un diagnóstico rápido para este 
caso en particular, se realiza en un frotis de médula ósea o 
sangre periférica en un tiempo de 2 4 ó 48 horas. Además es 
posible determinar la frecuencia de las alteraciones de 
interés en mosaicismos tan bajos como un 1%, por disponer de 
cientos de células para su análisis (Schaffer 1993, Westbrook 

1992). 

A través del curso de la enfermedad en los pacientes con LMC, 
el cromosoma Ph se mantiene aproximadamente en el 20-25% de 
los casos como única alteración cromosomica, y entre el 75 y 
80% presentan alteraciones cromosómicas secundarias o extras 
al Ph (AEF). Estas últimas indican en la mayoría de los casos 



una progresión hacia la fase blástica o terminal de la 
enfermedad, por lo que pueden ser consideradas como 
indicadores pronósticos, aunque se requiere más investigación 
al respecto (Singh S y Cois. 1986, Chopra R y Cois. 1999). 

Los resultados de diversos estudios citogenéticos realizados 
en un gran número de pacientes, fueron recopilados por Sverre 
Heim y Félix Mitelman (Heim y Mitelman 1995), para registrar 
la evolución citogenética de las AEF durante la fase 
blástica, y se organizaron en dos rutas de acuerdo a su 
frecuencia y combinación de alteraciones cromosómicas: la 
ruta mayor donde se incluyen el 70% de los casos y la ruta 
menor que incluye un 30%, (Figura 3). 

pjj 

Figura 3. Ruta mayor y menor de la frecuencia y combinación de las 

alteraciones citogenéticas durante la fase blástica en pacientes 

con LMC. 



Ruta mayor. La evolución del cariotipo fue con +8, +Ph o 
i(17q); el +19, por otro lado, se presenta más tardío, y 
usualmente en combinación con +8 y +Ph. El i(17q) en 
combinación con +8 es un fenómeno frecuente, mientras las 
combinaciones de i(17q),+19; +Ph,i(17q); +8,i(17q),+19; y 
+Ph, i(17q), y +19, son muy raras. 

Ruta menor. Las alteraciones cromosómicas más frecuentes por 
encontrarse en más de la mitad de los casos, son cinco 
cambios numéricos (-Y, -7, -17, +17, y +21), y una 
translocación, t (3;21) (q26;q22). 

Existe una gran heterogeneidad geográfica en la distribución 
de las aberraciones de la ruta mayor. La frecuencia de la 
trisomía 8 se ha encontrado en un 18% en el Norte de Europa 
y en un 49% en Japón, la frecuencia del i(17q) es de un 8% en 
los Estados del Atlántico Medio a un 33% en el Este de 
Europa, la frecuencia de la trisomía 19 es de un 7% en los 
Estados del Atlántico Medio y Este de Europa a un 21% en 
Japón, y la frecuencia del cromosoma Ph extra es de un 9% en 
el Este de Europa y de un 43% en Japón (Joiiansson y Cois. 

1991). Esta variabilidad puede ser explicada por la 
diferencia en susceptibilidad y/o exposiciones genotóxicas 
(incluyendo regímenes de tratamiento) (Heirn y Mitelman 1995). 



4.4. INVESTIGACIONES MOLECULARES 

Caracterización molecular del cromosoma Filadelfia. Existen 
descritas tres proteínas de fusión, que son el resultado de 
los diversos puntos de rompimiento en el gen bcr (siglas en 
inglés que significan breakpoint cluster región), por lo que 
las tres variantes se consideran citogenéticamente como Ph 
positivo. Uno de los rompimientos, ocurre en la zona m-bcr 
(m= menor), y origina la proteína quimérica pl90, se presenta 
en pacientes con leucemia línfocitica aguda (LLA), en 
porcentajes del 25% en adultos y del 5% en los pacientes 
infantiles (Chan y Cois 1987). Un segundo rompimiento, ocurre 
en la zona M-bcr (M= mayor), y se presenta en aproximadamente 
el 98% de los pacientes con LMC y en cerca del 12% y 2% de 
los pacientes adultos y niños con LLA, respectivamente, 
originando la proteína quimérica p210 (Gale y Canaani 1984; 

Chopra y Cois. 1999). El tercer tipo de rompimiento, ocurre 
en la zona u~bcr (u= micro) , y se presenta en pacientes con 
leucemia neutrofílica crónica, originando la proteína 
quimérica p230 (Pane y Cois. 1996) . Las tres zonas de 
rompimiento, se esquematizan en la Figura 4. 
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Figura 4. Puntos de rompimiento y unión de los genes BCR y 
ABL. 

Alteración Cromosómica Primaria en la LMC. La caracterización 
molecular del cromosoma Filadelfia, fue facilitada por la 
localización del protooncogén c-abl en los brazos largos del 
cromosoma 9 {De Klein y Ccls. 1982) . Después se determinó que 
en dicho gen los rompimientos son a través de una larga 
región intrónica (200 Kb)en el extremo 5r entre el exón alb y 
el exón 2. Mientras que los rompimientos en el cromosoma 22 
son en un área limitada de 5.8 Kb en el extremo 3' en la 



llamada región M-bcr (M = mayor), que comprende de los exones 
12 al 16, conocidos convencionalmente como bl a b5, los 
rompimientos más frecuentes son entre el exón b2 y b3 o entre 
los exones b3 y b4. Después de la maduración {corte y pegado) 
del RNA, hay principalmente dos opciones en los transcritos 
resultantes: bcr exón b2 o b3 con abl exón a2, resultando en 
ambos casos un RNA mensajero de 8.5 Kb que codifica para una 
proteína quimérica llamada p210 por su peso molecular 
(Konopka y Cois. 1985). La composición de los transcritos 
BCR-ABL no depende sólo de la localización del rompimiento, 
sino es influenciado por los eventos alternativos de la 
maduración (corte y pegado) del RNA, por lo que un nuevo 
rearreglo de DNA entre los exones b3 y b4 puede resultar a 
nivel de RNA en una unión b3~a2, pero alternativamente 
también el exón b2 o él, pueden ser directamente unidos con 
a2 (Kurzrock y Talpaz 1995), por tal motivo también es 
factible encontrar los dos tipos de RNA en un mismo paciente, 
aunque se han reportado porcentajes muy variables, de 30.2% 
(Tanaka y Cois. 1993) y de 5% (Lichty y Cois.1998) . En cuanto 
a la frecuencia de los rearreglos, los diversos reportes 
indican mayor frecuencia de aquellos con el exón b3, o bien 
un 50% de frecuencia de cada uno (Mills y Cois. 1988, , Mills 

y Cois. 1991, Tanaka y Cois. 1993, Ruiz-Argüelles y Cois. 

2001). En un estudio multicéntrico de población mexicana se 
registró mayor frecuencia del exón b2 y un 7.4% con ambos 
rearreglos (Arana y Cois. 2002) 

Se ha sugerido que la presencia o ausencia del exón b3, tiene 
un impacto sobre el curso clínico de los pacientes con LMC» 
Este punto continúa en controversia, ya que algunos reportes 
indican una correlación entre el sitio de rompimiento que 
incluya el exón b3, con una menor duración de la fase 



crónica, mientras que otros no han encontrado dicha 
correlación, y a excepción de un estudio en Japón, los 
rompimientos muestran una distribución uniforme, a pesar de 
la amplia variación de localidades geográficas (Mills y 
Cois. 1991). La mayoría de los últimos estudios al respecto, 
plan Lean una influencia de los rearreglos en el gen con el 
progreso de la enfermedad, pero una explicación en concreto 
aún no existe (Tanaka y Cois. 1993, Fioreto y Cois. 1993; 

Verschraegen y Cois. 1995; Kamel y Cois. 2000) . 

Alteraciones Cromosómicas Secundarias. Las consecuencias de 
las alteraciones cromosómicas durante un proceso neoplásico 
hematológico, incluyen puntos de rompimiento frecuentes, 
sitios frágiles y por consiguiente también genes alterados, 
que probablemente están implicados en la etiología (Mitelman 
1984; Yunis y Soreng 1984; Mitelman 2000), 

Se sabe que las anormalidades en otros protooncogenes o genes 
supresores de tumor durante la crisis blástica de LMC incluye 
deleciones y rearreglos de los genes RAS, p53 (17pl3), 
RBl(13ql4), pl6INK4 (9q21) , asi como amplificación de los genes 
c-MYC(8q24) y AML-l-EVI-1[t(3;21)]. Alteraciones epigenéticas 
tales como la metilación del promotor proximal de c-ABL, ha 
sido descrito en el cambio de fase crónica a fase acelerada 
de la LMC, y es asociada con la progresión de la enfermedad 
pero hasta el momento carece de significancia pronostica. Sin 
embargo es necesario continuar estudiando el valor potencial 
pronóstico de estos eventos moleculares (Chopra y Cois. 

1999). 

En general, en las leucemias, las anormalidades adicionales 
son en su totalidad poco comunes y en la mayoría de los casos 



durante la transformación de la enfermedad, las mutaciones 
sinergistas son desconocidas (Chopra y Cois. 1999). El 
análisis molecular de rearreglos cromosómicos recurrentes, 
especialmente de translocaciones e inversiones, han 
proporcionado herramientas para investigar la patogénesis de 
las leucemias, sin embargo el número de genes identificados 
no va en aumento en comparación a las translocaciones 
encontradas. Es decir, que se ha encontrado que un gen esta 
involucrado en más de una translocación, formando genes de 
fusión a su vez con otros genes, por lo que se plantea la 
existencia de una red con un "reciclaje"de genes en nuevas 
combinaciones de fusión, lo cual sugiere un número limitado 
de genes que se alteran en la leucemia (Bohlander 2000) . 



5. HIPÓTESIS 

No existen diferencias en la distribución de los diversos 
tipos de rearreglos moleculares del gen BCR-ABL del cromosoma 
Filadelfia en la población mestiza mexicana con leucemia 
mieloide crónica. 



6. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar las alteraciones cromosòmicas en 38 pacientes con 
LMC a través de la progresión de la enfermedad, y los 
rearreglos moleculares del cromosoma Filadelfia, así como la 
distribución genética de éstos, en comparación a los de un 
estudio multicéntrico paralelo. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1.- Identificar el cromosoma Filadelfia, a nivel cromosomico 
y molecular. 

2.- Identificar las alteraciones cromosómicas extras al 
cromosoma Filadelfia, mediante citogenètica clásica. 

3.- Descripción de la etapa de la enfermedad de acuerdo a; 
a)los rearreglos moleculares del cromosoma Filadelfia. 
b)las alteraciones cromosómicas secundarias. 

4. - Comparación de los rearreglos moleculares del cromosoma 
Filadelfia de la población estudiada con los rearreglos de 
otras poblaciones mexicanas con la misma enfermedad. 



7. MATERIAL Y MÉTODOS 

7.1. POBLACIÓN ESTUDIADA 

Se incluyeron 38 pacientes del Departamento de Hematología, 
del Hospital No. 25, del IMSS, cuyo diagnóstico clínico fue 
leucemia mieloide crónica, en cualquiera de las etapas de la 
enfermedad, en un período de tres años. 

De la población estudiada, 17 pacientes fueron mujeres con 
una edad promedio de 43 años(rango 17-77) y 21 pacientes 
fueron varones con una edad promedio de 44 años (rango 24-
60) . 

Las muestras consistieron de 3-5 mi de médula ósea y/o sangre 
periférica, referidas al laboratorio de Citogenètica del 
Centro de Investigación Biomédica del Noreste, IMSS. El 
número de muestras analizadas de cada paciente a lo largo de 
la evolución de la enfermedad fue variado, y no fueron 
tomadas en lapsos determinados. 

El protocolo de investigación para este estudio, fue aprobado 
por el comité de bioética del Centro de Investigación 
Biomédica del Noreste, IMSS. 

7.2. ESTUDIO CITOGENÉTICO 

La obtención de cromosomas se llevó a cabo por la técnica 
habitual o directa. 
Para el cultivo habitual se agregó medio RPMI suplementado 
con 15% de suero fetal de ternera y antibióticos 



(estreptomicina-penicilina)/ y después de 24 ó 48 horas, se 
agregó colchicina (concentración final de 20 yg/ml), y 
después de 30 minutos se agregó una solución hipotónica y 
finalmente se realizaron lavados con solución Carnoy 
(metanol-ácido acético). Por otro lado, en la técnica directa 
la muestra se expuso directamente a colchicina y solución 
hipotónica, sin previo cultivo- Así mismo las muestras de 
sangre periférica fueron cultivadas por 72 horas tanto con y 
sin f itohemaglutinina (.Rooney y Czepulkowski 1992) . 

Las laminillas se procesaron de acuerdo a los procedimientos 
convencionales, y se aplicaron técnicas de tinción de bandeo 
G a todas las preparaciones cromosómicas, y según los 
requerimientos de análisis, las muestras también se 
sometieron a la técnica de tinción de bandeo C (Verma y Babu 

1989). 

Se elaboró una hoja de análisis citogenético donde se 
registraron los cariotipos de acuerdo con el Sistema 
Internacional para la Nomenclatura de Citogenética Humana 
(ISCN1995) . Así mismo, si la calidad de metafases lo 
permitió, se tomaron microfotografías de las alteraciones 
cromosómicas encontradas. Lo anterior permitió crear un banco 
de laminillas fijadas permanentemente de las cuales se cuenta 
con localizaciones de metafases representativas de cada caso. 

El número de metafases analizadas se determinó de acuerdo a 
la calidad del cultivo celular, cuando fue posible se 
analizaron de 10 a 30 metafases. 



La definición de una clona anormal, fue en base a los 
siguientes criterios (Fourth International Workshop on 

Chromosomes in Leukemia, 1984)): 

Dos o más células que presenten la misma anormalidad 
estructural. 

Dos o más células que adquieran el mismo cromosoma 
{trisomias) 

Tres o más células que pierdan el mismo cromosoma 
(monosomías) 

7,3. HIBRIDACIÓN IN SITU FLUORESCENTE (FISH) 

Se realizó esta técnica para confirmar a nivel cromosomico la 
presencia del rearreglo M-bcr/abl en los pacientes. 

Se utilizaron laminillas obtenidas mediante las técnicas de 
citogenètica clásica, fijados en solución de Carnoy (metanol-
ácido acético 3:1), y envejecidas no más de un mes. 
Técnica en términos generales: 
a) Primeramente se realizó la deshidratación de la muestra 
para lo que se sometieron a incubación a 37°C en 2X SSC y 
después a soluciones de 70,80 y 95% de etanol. 
b) Posteriormente para la hibridación, la laminilla se 
colocaron en una solución desnaturalizadora (forraamida 70%, 
2OXSSC, agua deionizada estéril) a 7 0°C, para así abrir la 
doble cadena del ácido nucleico, inmediatamente después se 
introdujeron a baños de soluciones de etanol frío desde 70% 
hasta 100% sucesivamente. Después de esto se expuso el DNA de 
la muestra a una sonda específica para la t (9;22) (probe: 
M-bcr/abl Translocation, DNA probe, Cat.#: P5109-DC, ONCOR). 



c) Finalmente después de un período de incubación a 37 °c en 
cámara húmeda, para realizar la detección, la muestra se lavó 
con una serie de soluciones de 2X, y IX de SSC, y IX de PBS. 
Se agregaron los colorantes fluorescentes (rodamina e 
isotiocianato de fluoresceina), dejándolo durante 30 minutos, 
para después eliminar el exceso y agregar el colorante 
fluorescente DAPI como contraste. La observación se realizó 
bajo microscopio epifluorescente a 100X (CARL ZEISS modelo 
Axiophot), empleando un filtro de triple banda 
(DAPI/FITC/Rojo Texas). Se realizó un conteo de 300 células 
según criterio establecido (Kuo y Cois. 1991). 

7.4. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA CON TRANSCRIPTASA 
REVERSA (PCR-RT) 

Esta técnica se realizó para determinar los sitios de 
rompimiento que puedan existir en la región M-bcr del 
cromosoma 22, al participar en la t (9;22) (q34;qll). 
Se realizó extracción de RNA total de médula ósea y/o sangre 
periférica, por el método de Fenol/Cloroformo/Isotiocianato 
de Guanidina (Chomczynski y Sachi 1987), y se evaluó su 
calidad mediante corrimiento electroforético en gel 
desnaturalizante (Sambrook y Cois. 1989). 

De acuerdo a metodologías previas, la síntesis de cDNA se 
realizó mediante la enzima transcriptasa reversa, con la 
posterior amplificación del rearreglo bcr/abl por reacción en 
cadena de la polimerasa [RT-PCR]. La detección de los 
rearreglos b2a2 y b3a2 fue por RT-PCR múltiple, incluyéndose 
como control interno el exón 2 del gen bcr normal (Cotter 
1996) . 



La mezcla de PCR múltiple se amplificó por 30 a 35 ciclos a 
96°C (desnaturalización) por 30 segundos, 60°C (anillamiento) 
por 50 segundos y 72°C (extención) por 1 minuto, seguido por 
10 minutos de extensión final a 72°C. Posteriormente se 
realizó su corrimiento en electroforesis en gel de agarosa al 
1.5% con 0.2 [Jg/ml de bromuro de etidio. 

Las bandas registradas fueron las siguientes: 
808pb para el gen BCR normal (de B2B a C5e-),como control 
interno. 
385pb y/o 310pb, para b3a2 y b2a2, respectivamente 
(B2B a CA3-). 

Secuencias de oligonucleótidos: 
B2B 5' ACAGaATTCCGCTGACCATCAATAAG 3' 
C5e- 5' ataggaTCCTTTGCAACCGGGTCTGAA 3' 
NB1 + 5' GAGC GT G CAGAG T GGAGG GAGAACA 3' 
ABL3- 5' GGTACCAGGAGTGTTTCTCCAGACTG 
B2A 5' TTCAGAAGCTTCTCCCTGACAT 3' 
CA3- 5' TGTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTGG 3 

Los oligonucleótidos se seleccionaron de acuerdo a secuencias 
previamente descritas (Cotter 1996). 

La totalidad de las reacciones por este método se realizaron 
en el Servicio de Genética del Hospital General de México, de 
la Secretaría de Salubridad y Asistencia. 



7.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se utilizó la prueba de G (X2 con 10,000 replicaciones) (Roff 
y Bentzen 1989), en la comparación de los rearreglos 
moleculares del cromosoma Ph de la población bajo estudio con 
ctro estudio multicéntrico. 



8. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

8.1. CARACTERÍSTICAS DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS. 

En las tablas la y Ib se describe la edad, sexo, tratamiento 
y duración de la enfermedad, de los pacientes con tratamiento 
de novo y con tratamiento previo al momento del estudio, 
respectivamente. 

8.1.1 Edad y Sexo. Al analizar a los pacientes de acuerdo a 
su edad y sexo respectivamente, no mostraron diferencias 
significativas (P > 0.05), lo cual se ha reportado 
previamente para otras poblaciones (Aguiar y Cois. 1995, 

Ch'ang y Cois. 1993, Chopra y Cois. 1999). Se registró un 
rango de edad entre 17 y 77 años, dentro del cual el 15.8% de 
los pacientes tuvieron una edad mayor a 55 años. Este 
porcentaje cae dentro de los rangos de 12 al 45% reportados 
previamente {Faderl y Cois. 1999b, Greenberg y Cois. 1995, 

Chaplln 1985). 

8.1.2 Tratamiento. Se muestra, según sea el caso, el 
tratamiento recibido al momento del primero y del último 
cariotipo realizado durante el estudio, así como el recibido 
al momento del diagnóstico. Trece pacientes no habían 
recibido tratamiento (pacientes de Novo), descritos en la 
tabla la y 25 si lo habían recibido, descritos en la tabla 
Ib. Cabe mencionar que de los 13 pacientes de Novo, 7 de 
ellos continuaron en el estudio citogenético, por lo que se 
registró el tratamiento que recibieron posteriormente. El 
tratamiento consistió básicamente de quimioterapia 
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[Busulfan (BU), Hidroxiurea (HU) y/o Cytarabina(Ara-C)] con 
interferón alfa (IFN) y/o la combinación de éstos. Dicho 
tratamiento es usual a nivel internacional (Mills y Cois. 

1991, Tanaka y Cois. 1993, Hochhaus y Cois. 1998, Cortes y 

Cois. 1998) 

8.1.3 Duración de la Enfermedad. A 23 de los pacientes se 
les registró su evolución de la enfermedad. Es decir, los 
meses transcurridos desde el momento del diagnóstico (etapa 
crónica) hasta el momento de la progresión de la enfermedad 
(etapa acelerada), registrándose en ellos un tiempo promedio 
de 44 meses (rango 4-159). Así mismo, en 19 de los pacientes 
el promedio de vida total (desde el diagnóstico de la 
enfermedad hasta su deceso) fue de 51 meses (rango 14-176). 
Lo anterior concuerda con los valores entre 50 y 55 meses, 
reportados para diversos países, entre los que se encuentran: 
Inglaterra, USA, España, Japón, Brasil e Italia (Watmore y 

Cois. 1985, Cervantes y Cois. 1990, Tanaka y Cois. 1993, 

Aguiar y Cois. 1995, Stuppia y Cois. 1997, Faderl y Cois. 

1999b, Rodríguez y Cois. 1998) . 

8.2. ALTERACIÓN CROMOSOMICA PRIMARIA: DETERMINACIÓN 
CITOGENÈTICA Y MOLECULAR. 

El 100% de los pacientes presentaron cromosoma Ph positivo. 

En la tabla 2 se agrupan los pacientes en los que fue 
necesario complementar las técnicas de citogenètica clásica y 
FISH, para obtener un resultado. 



ID Bandeo G 
Ph positivo 

(%/ # metafases) 

FISH 
Ph positivo 

(%/ # células) 

2 SM 83 (500) 
95 (330) 
25 (270) 
79 (520) 
70 (450) 
87 (514) 

9 SM 
14 0 
17 81(16) 
28 SM 

94 (47) 37 
ID-identificación de^ paciente SN sin metafases 

Tabla 2. Compiemento de las técnicas de Citogenètica Clásica y 

FISH, para la caracterización citogenètica del cromosoma Ph en 

pacientes con LMC. 

Se describen primero los hallazgos citogenéticos con las 
técnicas clásicas y posteriormente su complemento con la 
técnica de FISH. 

8.2.1 Citogenètica Clásica. De los 38 pacientes incluidos en 
el estudio en 35 de ellos se obtuvo buena calidad de 
metafases, de los cuales el 97% (34 /35) tuvieron cromosoma 
Ph positivo. Dicho porcentaje se incluye entre el 90 al 98% 
reportado en otras poblaciones (Kurzrock y Talpaz 1995, 

Faderl y Cois. 1999b). En 28 pacientes se encontró el 
cromosoma Ph en la totalidad de las células estudiadas, y en 
seis se encontró en forma de mosaico con porcentajes entre 
62% y 94%. El hecho de haber encontrado el cromosoma Ph en 
forma de mosaico indicó un efecto del tratamiento ya que 
estos pacientes tenían entre 22 y 42 meses de diagnosticados. 



Únicamente en uno de los pacientes su cariotipo resultó 
cromosoma Ph negativo(ID=14). 

8.2.2 Citogenètica Molecular (FISH). Los resultados de esta 
técnica concuerdan con los de citogenètica clásica. Además se 
logró detectar el cromosoma Ph en el paciente con ID=14, que 
por citogenètica clásica fue negativo. Según antecedentes al 
utilizar técnicas moleculares en dichos casos, resultan ser 
positivos entre el 40 y 50% de los pacientes (Hagemeijer y 
Cois. 1993, Kurzrock y Talpaz 1995, Stuppia y Cois. 1997). 

También se detectó a nivel interfase en los pacientes 2, 9 y 
28, en los cuales no se obtuvieron metafases adecuadas para 
el análisis de citogenètica clásica. Estos resultados de 
citogenètica molecular remarcan que la técnica de FISH es un 
método más sensible que el análisis de bandeo G, y es una 
herramienta poderosa para realizar el análisis en células 
tumorales, donde es frecuente la ausencia de metafases 
adecuadas para su estudio. La técnica de FISH, debe usarse en 
complemento con las técnicas de citogenètica clásica, las 
cuales son básicas en el diagnóstico y seguimiento de este 
tipo de pacientes. 

Los resultados revelaron que en la formación del cromosoma Ph 
de la población estudiada intervinieron sólo los cromosomas 9 
y 22, a diferencia de otros reportes donde se menciona que 
entre un 5 y 10% de los pacientes analizados existe la 
intervención de tres o cuatro cromosomas al formarse dicha 
alteración cromosomica. (Watmore 1985, Heim 1985). En la 
figura 5 , se muestra una fotografía de la t (9:22) con bandeo 
G, así como una fotografía de FISH con sonda específica para 
la región M-bcr/abl. 



9 der9 22 der22 
Figura 5. Fotografías de la detección del cromosoma Ph con 
técnicas de citogenética clásica y FISH (señal amarilla indica 
translocación, roja el gen M-bcr y señal verde el gen abl). 

8.2.3 Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR). 

La figura 6 muestra un gel de agarosa al 1% con 
amplificación de los rearreglos b2a2 (310 pb ) y b3a2 (385 
pb) del cromosoma Ph, mediante reacción en cadena de la 
polimerasa con transcriptasa reversa. 



1- marcador de 100 pb 
2- b2a2 310 pb y bcr+ 808pb 
3- b2a2 310 pb y bcr+ 808pb 
4- b3a2 385 pb y bcr+ 808pb 
5- b2a2 310 pb y bcr+ 808pb 

808pb 
385pb 
310pb 

F i g u r a 6 . Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la 
amplificación del gen bcr, y los rearreglos b2a2 y b3a2 mediante 
RT-PCR múltiple. 

Dichos rearreglos se obtuvieron de un total de 16 pacientes, 
de los cuales 9 (56%) presentaron el rearreglo b2a2, 6 (37%) 
el b3a2, y uno más (7%) en el que no se determinó el tipo de 
rearreglo por que no amplifico para los puntos de rompimiento 
a2b2 y a2b3, sólo amplificó para el gen BCR, lo que indica 
que presenta otro tipo de rearreglo. Cabe mencionar que éste 
último paciente fue positivo para el cromosoma Ph, tanto en 
los dos cariotipos que se le realizaron, como en el análisis 
de FISH, el cromosoma Ph fue positivo en un 81% y 79% 
respectivamente (la presencia en mosaico fue quizas por 
efecto del tratamiento ya que las pruebas se realizaron 
despues de 22 meses del diagnóstico) , estos datos se mostraon 
en la tabla 2. Existió un mayor porcentaje en el rearreglo 
b2a2, tal como se registró en el estudio multicéntrico 
(Arana-Trejo y Cois. 2002, en prensa). Los porcentajes de los 
rearreglos por otro lado, difieren de los reportados para 
poblaciones de otros paises e incluso para uno de México, en 
donde las frecuencias entre ambos rearreglos son muy 
similares, o bien hay una mayor frecuencia de b3a2 (Mills y 



Cois. 1988, Mills y Cois. 1991, Tanaka y Cois. 1993, Ruiz-

Arguelles y cois. 2001). Sin embargo no es posible una 
comparación objetiva por los diferentes métodos utilizados 
para la determinación de los rearreglos. 

8.3. ALTERACIONES CROMÓSOMICAS SECUNDARIAS: DETERMINACIÓN 
CITOGENÉTICA. 

8.3.1 Frecuencia de alteraciones cromosómicas. La 
distribución de los cromosomas afectados en las alteraciones 
secundarias al cromosoma Ph en pacientes con LMC, se muestran 
en la figura 7. 

1 2 3 4 5 6 7 6 9 10 11 12 15 17 19 20 21 22 Y Ph 

Cromosoma 

Figura 7. Distribución de los cromosomas afectados en las 

alteraciones secundarias al cromosoma Ph en pacientes con LMC. 



Las barras más altas corresponden en orden descendiente a las 
alteraciones de los cromosomas 17, 8, 19 y Ph extra. Dichas 
alteraciones son las mismas que se reportan como AEF o 
alteraciones cromosómicas secundarias no aleatorias en otros 
estudios (Rooney y Czepulkowski 1992, Heim y Mitelman 1995) . 

8,3.2 Regiones Cromosómicas Alteradas 

En la figura 8, se muestran los esquemas y las fotografías de 
cada una de las alteraciones cromosómicas encontradas en el 
presente estudio. 

Figura 8. Cariotipos parciales que muestran las principales 
alteraciones cromosómicas secundarias al cromosoma Ph (idiograma y 
fotografía del cromosoma). 

& 
1 1 inv(l)(p31-34] 

inversión lp en el paciente 38. 

-w 
-.-a a •-i J t 
1 17 1 del(1)(p34) 17 der(17qter- 17pl3::lp34 -lpter) 

Translocación del cromosoma lp y 17p en el paciente 8. 

LW % > i 
3 3 del(3)(p2S) 

Deleción en cromosoma 3p del paciente 5. 

•Ti h L-S* • I I 
5 5 del(5?(q31) 

Deleción del cromosoma 5q en el paciente 24. 



Figura 8 (continuación). 

1 I « 
6 6 del(6Xq22) 

Detecióo del cromosoma 6q en el paciente 19. 

w I X M 
9 9 ¡(9Xqll) 9 i(9Xqll) 

Isocromosoma del cromosoma 9q eo el paciente 26 (técnica de bandas G y C, respectivamente). 

í ' « 

Hfs s M 
l_ • M 
11 11 del(l lXq22) 

Ddedóa del cromosoma 1J q en d paciente 38. 

1 2 " 2 £ Irll f 
12 12 del(12Xpl3) 

Deíeción dd cromosoma 12p en si paciente 6. 

t'l! 
15 del(15Xq23) 

Deleción del cromosoma 15q en el paciente 23 .(no file posible obtener fotografía) 

1 « 
17 17 del(17Xpl3) 

Deleción del cromosoma 17p en elpaciaite 19. 

« » * 1¡ 
17 17 iso(17Xqll) 

Isocromosoma dei cromosoma 17q en d paciojte 25. 

i i 
17 17 del(17Xq23) 

Deleción del cromosoma 17q en el paciente 21. 

* * J -
19 19 del(19Xpl2) 

Deleción del cromosoma 19p en el paciente 29. 

I ih 
20 20 de)(20XpU) 

Deleción del cromosoma 20p en el paciaite 31.(no fue posible obtener fotografía) 



Todas las alteraciones se compararon con aquellas que se 
encuentran como aberraciones recurrentes derivadas de la base 
de datos de aberraciones cromosómicas en cáncer {Mi telman 

Database of Chromosome Aberrations in Cáncer, 2002). Dicha 
base de datos incluye todos los cambios estructurales 
presentes en mínimo dos casos de la misma entidad morfológica 
(en este caso de LMC con Ph positivo). 

Nuestros hallazgos muestran que en la base de datos 
mencionada, la mayoría de las alteraciones registradas, 
coinciden al menos con la región cromosómica involucrada. Se 
encontraron dos excepciones, la inversión lp y el 
isocromosoma 9q. En referencias que consideran el cáncer en 
general, la región involucrada en la inversión lp, presenta 
un gen homólogo para el oncogen v-JUN de aves, además de 
rompimientos frecuentes en diferentes tipos de cáncer, y 
respecto al cromosoma 9 aún no se menciona ningún dato (Yunis 
y Soreng 1984, Human Gene Mapping 11, 1991). 

De acuerdo a reportes anteriores, las regiones cromosómicas 
alteradas que se registraron en este estudio (con las 
excepciones ya mencionadas), presentan puntos de rompimiento 
frecuentes para neoplasias hematológicas, sitios frágiles y 
genes alterados (genes supresores de tumor, protooncogenes) 
que probablemente están implicados en la etiología (Mitelman r 

1984; Hecht y Hecht 1984; Yunis y Soreng 1984; Mitelman, 

2000) . Sin embargo hasta los datos más recientes, de pocas 
regiones cromosómicas involucradas se menciona con certeza el 
gen o genes que participan y cual puede ser su papel en la 
etiología de la enfermedad {Mitelman Database of Chromosome 

Aberrations in Cáncer, 2002) . 



8.4. DESCRIPCIÓN DE LA ETAPA DE LA LMC DE ACUERDO A LAS 
ALTERACIONES CROMOSÓMICAS Y REARREGLOS MOLECULARES. 

Nuestros resultados confirman el diagnóstico de LMC, dada la 
presencia del cromosma Ph en el 100% de los pacientes. 

8.4.1 Rearreglos Moleculares de la alteración primaria 
En la tabla 3, se muestran los datos de 15 pacientes con 
LMC, describiendo el rearreglo molecular y la evolución 
clínica de la enfermedad con el tiempo de la etapa crónica 
(del diagnóstico a inicio de la etapa acelerada y/o 
blastica), y el tiempo total de la enfermedad (desde el 
diagnóstico a su desceso). 

ID REARREGLO 
* t i empo 

CRÓNICA TOTAL 
1 b2a2 >32 >32 
3 b2a2 159 176 
7 b2a2 42 45 
8 b2a2 34 46 
13 b2a2 >72 >72 
16 b2a2 33 40 
31 b2a2 >16 >21 
32 b2a2 >6 >6 
34 b2a2 >30 >30 
18 b3a2 120 126 
19 b3a2 12 14 
20 b3a2 26 >39 
23 b3a2 >38 >38 
6 b3a2 >41 >41 
10 b3a2 44 51 

^expresado en meses 

Tabla 3. Rearreglo molecular del cromosoma Ph y evolución clínica, 

en pacientes con LMC. 



Los promedios del tiempo de la etapa crónica y el tiempo 
total (diagnóstico a deceso) de la enfermedad en los 
pacientes con b2a2, fueron de 67(rango 33-120) y 77(rango 40-
17 6) meses, respectivamente. Asi mismo los promedios del 
tiempo de la etapa crónica y el tiempo total de la enfermedad 
en los pacientes con b3a2, fueron de 50.5(rango 12-120) y 
64(rango 14-126) meses respectivamente (para los promedios no 
se incluyeron pacientes que al final del estudio su 
enfermedad estaba en curso). Nuestros datos muestran una 
duración menor en la enfermedad para aquellos pacientes cuyo 
rearreglo fue b3a2, lo cual coincide con reportes de otras 
poblaciones [Tanaka y Cois. 1993, Fioreto y Cois. 1993, 

Verschraegen y Cois. 1995, Kamel y Cois. 2000) . 

Sin embargo, para una conclusión definitiva, es necesario 
continuar estudiando nuestra población para aumentar el 
número de muestra. En la actualidad aún persiste la 
controversia de la posible influencia de los rearreglos en la 
progresión de la enfermedad. 

Alteraciones Cromosómicas 
Todas las alteraciones secundarias en el presente estudio, 
fueron determinadas mediante el uso de técnicas de 
citogenética clásica. 
En la tabla 4, se observa la distribución del cariotipo 
inicial de los 38 pacientes estudiados, los cuales se 
agruparon de acuerdo a la etapa de la enfermedad (crónica o 
acelerada) al momento del estudio. 
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8.4.2 Comportamiento citogenético transversal. En la tabla 
4, se analiza el comportamiento citogenético de los pacientes 
medidos de manera independiente (transversal). De los 24 
pacientes en etapa crónica, el 83% (20/24) presentaron 
cariotipos únicamente con la alteración primaria mientras que 
de los 11 pacientes en etapa acelerada, el 9% presentaron 
únicamente la alteración primaria, ya que la mayoría de los 
casos (10/11) registraron además múltiples AEF (deleciones, 
inversiones, translocaciones, etc.). Las diferencias en las 
frecuencias encontradas en las etapas crónicas y aceleradas 
es un indicativo de que con la evolución de la enfermedad 
existe un incremento en el número de alteraciones 
citogenéticas. 

8.4.3 Comportamiento citogenético longitudinal. 
En la tabla 5, se observa el comportamiento citogenético de 
15 pacientes a los cuales se les realizaron más de un 
cariotipo a través del estudio (longitudinal). Se destacan 
las siguientes características de la tabla 5: 

a) Los pacientes en los que se presentó AEF y evolución 
clínica (ID 4, 1, 11, 19, 20, 22 y 38}, mostraron en su 
totalidad por lo menos una de las alteraciones citogenéticas 
secundarias, que para otras poblaciones se asocian a la 
progresión de la enfermedad (Chopra y Cois. 1999), a pesar de 
que sólo uno de ellos estaba en fase aguda, y esta bien 
establecido que es en esta etapa cuando se presenta una 
evolución citogenética. Por lo que en estos pacientes se 
realizó una detección temprana indirecta de la próxima 
evolución clínica de la enfermedad. 
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b) Por otro lado, los pacientes con AEF y sin evolución 
clínica (ID 6,21 y 23), no registraron ninguna de las 
alteraciones cromosómicas antes mencionadas. De acuerdo a 
otros estudios, cuando los pacientes permanecen sin evolución 
clínica o en etapa crónica, se pueden presentar alteraciones 
cromosómicas que no son permanentes en el cariotipo, por lo 
que pueden desaparecer sin constituir una línea celular 
afectada (íVatmore y Cois. 1985) . Sin embargo cabe mencionar 
que es importante tomar en cuenta el tiempo de la enfermedad 
al momento en que se detecta una alteración cromosómica, ya 
que como se ha mencionado, conforme avanza la enfermedad 
aumentan las probabilidades de que éstas aparezcan y podrían 
servir de indicadores para la próxima fase blástica de la 
enfermedad, siendo necesario para ello realizar un monitoreo 
con toma de muestras a intervalos de cierta frecuencia (no 
mayores a seis meses) . Los pacientes 6, 21 y 23 tenían 32, 
12 y 22 meses respectivamente con su enfermedad al momento 
del cariotipo, sin embargo, no se puede hacer ninguna 
inferencia por no haberse realizado un monitoreo regular en 
las tomas de muestras. Otro aspecto a considerar es que estos 
pacientes tenían mínimo un año de recibir IFN como 
tratamiento lo cual también pudo tener efecto en la duración 
de la fase crónica y por lo tanto en el retraso de la 
aparición de las alteraciones secundarias asociadas al 
progreso de la enfermedad. 

c) El 13% de los pacientes (ID 4 y 30), presentaron evolución 
clínica y ausencia de AEF. Esto también se ha reportado 
previamente, entre el 20 y 25% de los pacientes en otros 
estudios; hasta el momento no hay ninguna explicación al 
respecto, ya que estos pacientes no presentaron un 
comportamiento que marque una diferencia con el resto de los 



casos (Heim y Mitelman 1995), hay algunos intentos de 
encontrar una explicación a esto en asociación al punto de 
rompimiento del cromosoma 22 al momento de la formación del 
cromosoma Filadelfia, sin embargo aún no se tienen 
conclusiones claras (Mills y Cois. 1991, Fioretos y Cois. 

1993) . Probablemente a nivel molecular existen genes que se 
alteren con la progresión de la enfermedad, y que no sean 
evidentes a nivel cromosómico, como se ha reportado con las 
mutaciones del gen p53 sin la alteración aparente del 
cromosoma 17 (Stuppia y Cois. 1997). 

Las AEF, registradas en los pacientes analizados, están muy 
asociadas con la progresión de la enfermedad en otros 
estudios (Rooney y Czepulkowski 1992, Heim y Mitelman 1995). 

Esto corrobora nuestros resultados ya que estas alteraciones 
se presentaron en las etapas avanzadas de la enfermedad. 

Los resultados del comportamiento citogenético longitudinal 
corroboraron que en forma progresiva hay un mayor número de 
alteraciones cromosómicas conforme avanza la enfermedad, y 
que al menos algunas de ellas no se presentan al azar. La 
gran variabilidad en el tiempo de evolución en meses, nos 
indican que además de las alteraciones citogenéticas se 
requieren factores intrínsecos y ambientales para la 
progresión de la LMC, tal como ya se ha propuesto previamente 
(Watermore 1985, Heim y Mitelman 1995, Epidemiología 1997) . 



8.4.4 Riesgo de la progresión de la enfermedad. 

En la tabla 6, se muestra el riesgo de la progresión (RR), de 
la enfermedad de acuerdo a la presencia de AEF, en 15 
pacientes estudiados longitudinalmente. 

Etapa n % AEF RR Promedio 
(meses) 

SI (%) NO ( %) 
c ^ c 7 47.0 57 .0 43. 0 1.33 24 
c ^ a 6 40.0 67 .0 33. 0 2.01 17 
a — • a 2 13.0 100 .0 0. 0 — 07 

c=crónica a=acelerada AEF=alteraciones extras al cromosoma Ph 

Tabla 6. Riesgo relativo de la progresión de la enfermedad (RR) de 

acuerdo a la presencia de AEF en 15 pacientes con LMC medidos 

longitudinalmente. 

Los datos se organizaron según la etapa de la enfermedad al 
momento del cariotipo, por lo que se dividieron en tres 
grupos, dos grupos cuyos cariotipos se realizaron en la misma 
etapa (crónica o acelerada), y un tercer grupo cuyos 
cariotipos abarcaron ambas etapas. 

Los pacientes que progresaron de la etapa crónica a la etapa 
acelerada, presentaron un RR de 2.01 (67%/3 3%), la cual 
indica que los pacientes con AEF tuvieron un riesgo dos veces 
mayor de progresar en su enfermedad que aquellos que no 
presentaron dichas alteraciones, esto se registró en un 
tiempo promedio de 17 meses entre ambos cariotipos. Los 
pacientes cuyos cariotipos se realizaron en la etapa crónica, 



mostraron un RR de 1.33, indicando que no hay un incremento 
de riesgo en la progresión de la enfermedad entre un 
cariotipo y otro, el período promedio en que se registró esto 
fue de 24 meses. Con respecto al grupo cuyos cariotipos se 
realizaron en la etapa acelerada, no es posible determinar la 
proporción de riesgo, dado el pequeño tamaño de muestra. 

8.4.5 Combinación de Alteraciones Cromosómicas Secundarias. 

En la tabla 7, se muestra la ruta mayor de la evolución 
citogenética para las AEF registradas en la etapa acelerada o 
blástica de la enfermedad en 11 de los pacientes estudiados 
siguiendo el criterio propuesto por Hiem y Mítelman en 1995, 
descrito previamente en antecedentes. 

Paciente(s) Alteración Porcentaje de Ruta Mayor 

17 y 38 + 19 14.2 
7 y 24 +8,+19,+Ph 14.2 

18 y 36 +8, +I(17q) 14.2 
5 +8, +Ph 7.1 

19 +del(17p), +Ph, +8 7.1 
22 +del(17p), +Ph 7.1 
25 i ( 17q) 7 . 1 
37 i ( 17q), +19 7.1 

Tabla 7. Alteraciones cromosómicas de pacientes con LMC, agrupados 

de acuerdo a la ruta mayor de evolución citogenética (según Heim y 

Mitelman 1995). 



Los porcentajes desglosados en el tabla 7 representaron el 
78% de los pacientes que presentaron alguna AEF (11/14) . Este 
porcentaje concuerda con lo reportado previamente, lo cual es 
producto de múltiples investigaciones en diversos países 
<Kantarjian y Cois. 1987, Sokal y Cois. 1988, Hashimoto y 

Cois. 1990, Hild y Fonatsch 1990, Kadam y Cois. 1991, 

Mitelman 2000) . Esto ha sido validado estadísticamente 
(Hashimoto y Cois. 1990) . 

Analizando la ruta mayor, en la mayoría de los pacientes las 
alteraciones citogenéticas se presentan combinadas y no en 
forma única; además la trisomía del cromosoma 19 se presentó 
como única alteración en dos de los casos, así como también, 
dicho cromosoma se registró en combinación con un i(17q), lo 
cual no está de acuerdo con lo reportado (fleini y Mitelman 
1995) . 

Lo anterior indica que cada población puede presentar un 
comportamiento diferente, lo que hace imperativo el 
caracterizar a cada una, tal como ya se ha mencionado con la 
existencia de una heterogeneidad geográfica y alteraciones 
citogenéticas (Johansson 1991). Un punto importante radica 
en que las AEF determinan el tipo de la fase aguda en la 
enfermedad (principalmente mieloide y linfoide), y cada tipo 
difiere en su respuesta a la terapia, curso y pronóstico de 
la enfermedad (Canellos y Cois. 1976, Parriera y Cois. 1986, 

O'Malley y Cois. 1985, Yao 1985r Faderl y Cois. 1999a). 



8.5. COMPARACIÓN DE FRECUENCIAS EN LOS REARREGLOS 
MOLECULARES. 

Los pacientes analizados en el presente trabajo se compararon 
con los datos de un estudio multicéntrico de población 
mexicana (Arana-Trejo y Cois. 2002, en prensa). Los datos se 
muestran en la tabla 8. 

Estudio Paralelo Estudio Actual 
Rearreglo n % n % 
b2a2 116 47.74 9 56.25 
b3a2 85 34.98 6 37.50 

b2a2/b3a2 18 7.41 0 0.00 
otros 24 9.88 1 6.25 

G = 2.77, P= 0.606 (10,000 replicaciones) 

Tabla 8. Comparación de las frecuencias de los rearreglos del 
cromosoma Ph en el presente estudio, versus un estudio 
multicéntrico paralelo. 

La distribución de las frecuencias de los rearreglos fue 
similar entre ambos estudios. La frecuencia de los rearreglos 
fue más alta en b2a2 (9/15), que en b3a2 (6/15), lo cual 
también sucede en el estudio multicéntrico. 



9. CONCLUSIONES 

Cromosoma Filadelfia. Tal como se ha visto en otras 
poblaciones, en el presente estudio el cromosoma Filadelfia 
fue la alteración cromosóntica primaria, y en el 93% de los 
casos los rearreglos moleculares de dicho cromosoma fueron 
b3a2 o b2a2. Se estableció que hay homogeneidad en la 
distribución de los rearreglos moleculares de la población 
mestiza mexicana con LMC (datos en proceso de publicación). 

Alteraciones extras al cromosoma Filadelfia. Las alteraciones 
extras al cromosoma Filadelfia se encuentraron con mayor 
frecuencia combinadas y no como únicas en el cariotipo. Los 
cromosomas más frecuentemente involucrados en estas 
alteraciones fueron el 17, 8 y 19 (datos en proceso de 
publicación). 

Tendencia clínica con respecto a la citogenética-molecular de 
la IWC. Como es característico de esta enfermedad, existió 
una gran variabilidad en la duración del promedio de vida de 
los pacientes. Se determinaron dos hallazgos importantes 
conforme progresó la enfermedad, por un lado los pacientes 
con AEF tuvieron un riesgo dos veces mayor de progresar, y 
por otro lado aquellos pacientes cuyo rearreglo molecular fue 
b3a2 su enfermedad progresó más rápidamente por mostrar un 
menor promedio de vida (datos en proceso de publicación). 



10. PERSPECTIVAS E IMPLICACIONES 

La duración de las etapas de la enfermedad en pacientes con 
LMC, tienen una variabilidad muy amplia. Por lo que es 
necesario continuar con la búsqueda de técnicas de 
diagnóstico y detección de evolución mas sensibles, para 
conocer primeramente los perfiles genéticos y posteriormente 
estar en la posibilidad de brindar un tratamiento 
personalizado. 
Es del conocimiento clínico que el cromosoma Ph es una 
alteración cromosómica determinante para el diagnóstico. Sin 
embargo el análisis molecular de los rearreglos en dicha 
alteración nos muestra que no todos los pacientes tienen el 
mismo perfil genético. Dado lo anterior es de interés 
determinar si en dichos perfiles; a) la enfermedad se 
comporta diferente, y b) si el tratamiento tiene diferentes 
efectos. 
Las AEF se observaron con mayor frecuencia en las etapas 
avanzadas de la enfermedad, por lo que sería necesario 
realizar una caracterización citogenética y molecular, en un 
diseño longitudinal, que permita verificar una asociación con 
mayor precisión. Las aberraciones cromosómicas son una fuente 
potencial para entender y controlar la progresión de la 
enfermedad, lo cual es un punto estratégico a nivel mundial, 
al crearse el proyecto de la Anatomía Genómica del Cáncer 
(Mitelman Database of Chromosome Aberrations in Cáncer, 

2002) * El hecho de haber encontrado una distribución 
homogénea de los rearreglos moleculares del cromosoma Ph del 
estudio multicéntrico y el presente estudio, tendrá 
importantes implicaciones en futuros estudios que se 
realicen en nuestro país, ya que se facilitará el muestreo de 
individuos afectados sin necesidad de detallar su 



procedencia, lo que conduce a una fácil colecta de grandes 
series de casos. 
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