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Resumen

Introducción: En la leucemia mieloide crónica el gen de fusión BCR-ABL codifica una proteína quimérica BCR-ABL1. En el Instituto de Hematología e Inmunología se ha empleado la citogenética convencional y la RT-PCR  cualitativa. La reciente adquisición de un equipo de PCR en tiempo real y el kit reactivo para detectar el BCR-ABL1 permitió estudiar un grupo de pacientes tratados con imatinib.
Objetivo: Reportar el resultado de la detección del gen de fusión BCR-ABL1 mediante la técnica de RT-qPCR en un grupo de pacientes con leucemia mieloide crónica tratados con imatinib. 

Métodos: Se estudiaron 27 pacientes con diagnóstico de leucemia mieloide crónica tratados con imatinib en el Instituto de Hematología e Inmunología en el periodo entre noviembre de 2021 y septiembre de 2022. Se realizó la cuantificación de los transcritos e13a2 y e14a2 y la amplificación del gen BCR-ABL por RT-qPCR.

Resultados: De los 27 pacientes incluidos en el estudio se encontró una relación hombre/mujer de 1.25 con un promedio de edad de 49 años y un rango de edad de 15 a 84 años. A 23 de los pacientes estudiados se le determinaron los transcritos por PCR cualitativa. La respuesta molecular estuvo en correspondencia con el  número de copias de los genes BCR-ABL1 y ABL.

Conclusiones: La leucemia mieloide crónica requiere una monitorización molecular precisa. En Cuba, la introducción de la RT-qPCR plantea nuevos retos ante la imposibilidad de contar con todos los recursos para el diagnóstico y seguimiento de los pacientes. 
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Introducción

La LMC es una neoplasia mieloproliferativa clonal, caracterizada por la expansión incontrolada de células madre hematopoyéticas pluripotentes. La característica citogenética distintiva de la LMC es una traslocación cromosómica recíproca entre los brazos largos de los cromosomas 9 y 22 que genera un gen acortado 22q-, conocido como cromosoma Ph. Este alberga el gen de fusión BCR-ABL que codifica una proteína quimérica BCR-ABL con una actividad tirosina quinasa desregulada que puede encontrarse en el 95 % de los casos. 

La presencia de BCR-ABL puede explicar prácticamente todas las características celulares de la leucemia: mayor crecimiento celular, inhibición de la apoptosis, adhesión celular alterada, independencia del factor de crecimiento y alteración de la diferenciación. (1,2)
Basados en este conocimiento el tratamiento de la LMC Ph+, BCR-ABL1+ ha experimentado una profunda evolución en un periodo de tiempo relativamente corto, comenzando con el trasplante alogénico de células madre y el interferón alfa recombinante y, más recientemente y de forma más significativa, con los inhibidores de la tirosina quinasa (ITK). Desde la introducción del imatinib, han mejorado los resultados del tratamiento hasta tal punto que en muchos pacientes la carga de la enfermedad disminuye rápidamente por debajo del límite de detección de los ensayos clásicos como la citogenética convencional. (3)
Se ha demostrado que el nivel de células portadoras del gen de fusión BCR-ABL1 presentes luego del tratamiento, parámetro denominado “enfermedad mínima residual” (EMR) tiene valor pronóstico respecto a la evolución de la LMC y es útil, por tanto, para la toma de decisiones terapéuticas.(4,5) Como consecuencia, la reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) se convirtió en el método de elección de la monitorización molecular y, con el tiempo, los métodos avanzaron de la detección cualitativa a la cuantitativa de BCR-ABL1 cuando se hizo evidente que una señal positiva tras un trasplante de células madres alogénico tenía un valor predictivo limitado para la recaída, y más recientemente la PCR digital.(3)
No obstante, las recomendaciones actuales para el diagnóstico y monitoreo de la LMC imponen la necesidad de realizar la PCR cualitativa para establecer el diagnóstico y caracterizar los transcritos presente en el paciente.(6,7) Los transcritos e13a2 y e14a2 (también conocidos como b2a2 y b3a2) pueden aparecer en más del 95 % de los pacientes, pero también se han reportado otros transcritos menos frecuentes.(8) El tipo de transcrito debe caracterizarse en el momento del diagnóstico para garantizar que se utiliza un método adecuado para monitorizar el porcentaje restante de pacientes con transcritos atípicos del BCR-ABL1. En estos casos puede ser útil el seguimiento citogenético o la hibridación in situ por fluorescencia (FISH). Los métodos moleculares estandarizados para el seguimiento de BCR-ABL1 de RT-qPCR no están diseñados para pacientes con transcritos atípicos y, si se utilizan, pueden generar resultados falsos negativos. (2,3,6)
La respuesta molecular (RM) debe evaluarse según la Escala Internacional (IS) como la relación entre los transcritos BCR-ABL1 y los transcritos ABL1, o con respecto a otros transcritos de control aceptados internacionalmente (por ejemplo, beta glucoronidasa, GUSB) para comprobar niveles elevados de BCR-ABL1 al inicio, tras una recaída, o en la enfermedad avanzada, y deben expresarse en una escala logarítmica, donde 1%, 0,1%,0,01%, 0,0032% y 0,001% corresponden a una disminución de 3, 4, 4,5 y 5 logaritmos, respectivamente, por debajo de la base normalizada que se utilizó en el estudio IRIS. (6,7,8)

El BCRABL1 ≤ 1% equivale a una remisión citogenética completa (RCC). (6,10) Un nivel de transcripción de BCR-ABL1 ≤ 0,1% se define como respuesta molecular mayor (RMM) o RM3. A nivel de transcripción de BCR-ABL1 ≤ 0,01% o enfermedad indetectable en ADNc con >10.000 transcritos ABL1 se define como RM4. Un nivel de transcripción de BCR-ABL1 ≤ 0,0032% o por enfermedad indetectable en el ADNc con > 32.000 transcritos ABL1 en el mismo volumen de ADNc utilizado para la prueba de BCR-ABL1 se define como RM 4.5. (Tabla 1) (3,6)
Tabla1. Valores de referencia de la escala internacional y definición de la respuesta molecular
	% BCR-ABL1/ABL1
	Reducción Logarítmica
	Resp. Molecular
	No. de copias ABL

	≤ 0.001% o indetectable
	≥ 5.0 log
	RM 5.0
	≥ 100 000

	≤ 0.0032% o indetectable
	≥ 4.5 log
	RM 4.5
	≥ 32 000

	≤ 0.01% o indetectable
	≥ 4.0 log
	RM 4.0
	≥ 10 000

	≤ 0.1 – 0.01%
	≥ 3.0 log
	RM Mayor
	

	≤ 1 – 0.1%
	≥ 2.0 log
	RM Menor
	

	≤ 10 – 1%
	≥ 1.0 log
	RM Minima
	

	> 10%
	< 1.0 log
	RM Nula
	


(Tomado y modificado de Larripa y et al. Medicina (B Aires). 2017;77(1):61-72) (11)

La expresión "respuesta molecular completa” debe sustituirse por "leucemia molecularmente indetectable " con especificación del número de los transcritos del gen de control. (12) En nuestro país se utiliza tradicionalmente en las PCR cualitativas, el término “negativo”, el cual también debe ser reemplazado. Estas definiciones de trabajo dependen en gran medida de la capacidad de los laboratorios de medir el número absoluto de transcritos de genes de control de forma comparable y de su capacidad para la sensibilidad de la PCR necesaria para la detección de BCR-ABL1. (3,12)

Por más de 20 años se ha realizado el estudio citogenético y molecular de la LMC en el Instituto de Hematología e Inmunología (IHI). Históricamente se ha empleado la citogenética convencional y la RT-PCR  cualitativa. La reciente adquisición de un equipo de PCR en tiempo real y el kit reactivo para detectar el BCR-ABL1 permitió estudiar un primer grupo de pacientes con LMC tratados con ITK. El presente trabajo tiene el objetivo de reportar el resultado de la detección del gen de fusión BCR-ABL1 mediante la técnica de RT-qPCR en  un grupo de pacientes con LMC tratados con imatinib. 

Métodos

Se realizó un estudio descriptivo y longitudinal en el periodo entre noviembre de 2021 y septiembre de 2022 en 27 pacientes con diagnóstico de LMC tratados con imatinib en el IHI. A todos los pacientes se les realizó la cuantificación de los transcritos e13a2 y e14a2 de la forma p210 del gen BCR-ABL.

Se incluyeron a todos los pacientes con diagnóstico confirmado de LMC tratados con imatinib, procedentes del IHI en el período estudiado, independientemente del tiempo de tratamiento. No se admitieron los pacientes que presentaban otro diagnóstico o tratamiento y aquellos en los que no se pudo verificar por estudios moleculares o citogenéticos el diagnóstico de LMC.  Tampoco en los que no se pudo obtener información útil en las historias clínicas.

Se emplearon los libros de registro del laboratorio de biología molecular y del departamento de citogenética para seleccionar a los pacientes con diagnóstico de LMC y las historias clínicas para obtener las variables del estudio: edad, sexo, tipos de transcritos, tiempo de tratamiento y resultado de estudio citogenético en el momento de la RT-qPCR. La información se recopiló en una planilla de recolección de datos. Se creó una base de datos en una plantilla de Microsoft Office Excel 2007.

Se recogió un volumen de 5 a 8 mL de sangre medular anticoagulada con EDTA  a la que se le extrajo ARN mediante el kit reactivo QIAamp RNA Blood Mini Kit. (13) Se seleccionaron las muestras que presentaban una concentración de ARN entre 70 y 200 ng/μL y un cociente de A260/A280 entre 1,7 y 2,1 comprobado a través del equipo Espectrofotómetro de microgotas EPOCH (BioTek, EEUU).

Se utilizó el kit Ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX (14) para la amplificación del gen BCR-ABL por RT-qPCR que incluye los reactivos para la reversa transcripción mediante la cual se obtiene ADN complementario. Se realizó el procesamiento analítico según las especificaciones del fabricante. Este kit está diseñado para amplificar solo los transcritos más frecuentes: b3a2 y b2a2 que se forman cuando el gen BCR se une al ABL por su región Mayor. Además, incluye la amplificación en paralelo del ABL como gen de referencia. Se utilizó un equipo Rotor-Gene QMDx 5plex HRM de QIAgen acoplado al programa Rotor-Gene Q Series Software 2.3.1.

Cálculo de los resultados
Los valores de Ct obtenidos de las diluciones estándar incluidas en el kit se plotearon en el software del equipo en los que se obtuvieron dos curvas de calibración correspondientes a los genes BCR-ABL1 Mbcr y ABL. Donde Ct es la cantidad de ciclos de PCR necesarios para detectar una señal por encima del umbral. 

La curva estándar se utilizó para calcular el log10 del número de copias (NC) tanto para el gen BCR-ABL1 Mbcr como para el ABL de las muestras desconocidas. La relación de los valores de NC da el número de copia normalizado (NCN):
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Se calculó el resultado de NCN para el control de ARN positivo alto, el control de ARN positivo bajo, el calibrador IS MMR (NCNcal) y cada muestra (NCNmuestra).

El resultado NCN del calibrador IS-MMR experimental (NCNcal), y su valor asignado indicado en la etiqueta del tubo del calibrador fueron utilizados para calcular el número de copia normalizado en la escala internacional (IS-NCNmuestra).
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Para facilitar el cálculo de los resultados, se creó una hoja de cálculo de Excel donde se introdujeron los valores de CT, el intercepto y la pendiente de cada curva estándar de BCR-ABL y ABL y el valor del IS-Cal para el cálculo del número de copias normalizado en la escala internacional para que devolviera el resultado en porciento.

De acuerdo con la literatura revisada se definió la respuesta molecular de cada uno de los pacientes según el resultado obtenido.
Se utilizó el paquete estadístico Past 4.03 para el procesamiento estadístico de los resultados. Como medida de resumen para las variables cuantitativas se utilizaron la media y la desviación estándar y para las cualitativas las frecuencias absolutas y relativas.

Se garantizó en todo momento, la integridad de los pacientes y la confidencialidad de la información.

Resultados 

De los 27 pacientes incluidos en el estudio se encontró una relación hombre/mujer de 1.25 con un promedio de edad de 49 años y un rango de edad de 15 a 84 años. En este grupo se caracterizaron por PCR cualitativa a 23 de los pacientes estudiados y se determinaron los transcritos de cada uno de ellos. Solo en cuatro pacientes no se pudo determinar el tipo de transcrito presente al debut de la enfermedad, pero se confirmó el diagnóstico por cariotipo de banda G o FISH. Dos de estos cuatro tuvieron una RM profunda (≥ 4.0)   El tiempo de tratamiento con imatinib osciló entre 1 y 19 años con una media de 9,18. De los 27 pacientes estudiados, a tres no se les pudo realizar el estudio citogenético (uno con RM 5.0, otro con RM mínima y el último con RM nula). (Gráfico 1) (Tabla 2) La respuesta molecular de cada uno de los pacientes estuvo en correspondencia con el  número de copias de los genes BCR-ABL1 y ABL. (Tabla 3)
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Gráfico 1. Porcentaje de respuesta molecular en pacientes tratados con imatinib en el IHI.
Tabla 2. Características demográficas, moleculares y citogenéticas de los pacientes tratados con imatinib en el IHI según los grupos de respuesta molecular.

	Características
	RM 5.0
	RM 4.5
	RM 4.0
	RM mayor
	RM menor
	RM mínima
	RM nula 
	Total

	n 
	1
	3
	3
	6
	1
	5
	8
	27

	Edad en años, media (rango)
	41
	55,33

 (38-69)
	32,67 

(22-50)
	46,33 

(15-57)
	57
	48,8 

(39-64)
	54,75 

(31-84)
	48,96 

(15-84)

	Sexo, M/F
	1/0
	0/3
	1/2
	6/0
	0/1
	3/2
	4/4
	15/12

	Transcritos, e14a2/e13a2
	1/0
	2/0
	1/1
	4/2
	0/1
	3/1
	4/3
	15/8

	Tiempo de tratamiento en años, media (rango)
	7
	10,67

 (6-18)
	12,67

(5-19)
	7,17 

(1-14)
	2
	10

(2-16)
	9,5 

(5-17)
	9,18 

(1-19)

	Estudio Citogenético, Ph+/Ph- 
	0/0
	0/3
	0/3
	0/6
	0/1
	1/3
	5/2
	24 

(6/18)


Tabla 3.-Resultados del número de copias de los genes BCR-ABL1 Mbcr, ABL y el número de copias normalizado en la escala internacional (IS-NCN) según los grupos de respuesta molecular.

	Respuesta Molecular
	No. de copias BCR-ABL1 Mbcr, media (rango)
	No. de copias ABL, 

media (rango)
	IS-NCN, 

media (rango)

	RM 5.0
	0,25
	113607,19
	0,0002

	RM 4.5
	0,76 (0-2,28)
	81432,82 (64985,76-89962,28)
	0,0006 (0-0,0019)

	RM 4.0
	2,89 (1,95-4,45)
	33028,96 (20812,13-54248,63)
	0,0070 (0,0058-0,0082)

	RM mayor
	12,45 (3,05-24,77)
	34296,3 (10195,08-70604,15)
	0,025 (0,01-0,07)

	RM menor
	230,31
	40971,46
	0,49

	RM mínima
	2538,49 (684,28-9019)
	36827,52 (13212,78-77213,09)
	4,44 (1,8-8,86)

	RM nula 
	46278,86 (12070,13-74095,99)
	83793,38 (35759,13-164730,9)
	43,09 (25,63-60,4)


Discusión

En este estudio, se muestran los primeros resultados moleculares de la cuantificación de los transcritos e13a2 y e14a2 de la forma p210 del gen BCR-ABL en pacientes cubanos tratados con imatinib en el IHI. La qPCR (IS) es el método preferido para monitorizar la respuesta al tratamiento con TKI, actualmente. (3) 

En el presente, la monitorización molecular de la LMC está bien establecida, se utiliza ampliamente y es la estrategia de monitorización recomendada en las directrices internacionales. Los resultados moleculares basados en la evidencia y en objetivos definen los niveles de respuesta, orientan las decisiones terapéuticas y dirigen el análisis de la mutación del dominio quinasa BCR/ABL1 para evaluar la resistencia a los fármacos. (6,7)

En el presente trabajo se encontraron coincidencias con otros autores que señalan los transcritos e14a2como los más frecuentes que los transcritos e13a2. (2,9) En el 62 % de los 23 caracterizados estuvo presente el transcrito e14a2. D'Adda encontró en un estudio de 173 pacientes evaluables, que 67 (38,7%) tenían el transcrito e13a2, y 106 (61,3%) tenían el transcrito e14a2. (15) Por su parte, Baccarani en una serie de 45 503 pacientes con LMC recién diagnosticados, procedentes de 45 países, observó que la proporción de e13a2 y de e14a2, era del 37,9% y del 62,1%, respectivamente. (16) 

No obstante cuatro de los pacientes no pudieron ser caracterizados al diagnóstico de la enfermedad aunque si fueron confirmados por estudios citogenéticos o FISH. Dos de esos pacientes presentaron una RM profunda, lo cual puede producir dudas sobre la generación de falsos negativos por no tener la certeza de que puedan ser transcritos atípicos no detectados por qPCR. Esto determina en primer lugar la obligatoriedad de la caracterización del BCR-ABL mediante PCR cualitativo al inicio de la enfermedad  y en segundo lugar, cuando no sea posible el estudio cualitativo, continuar el monitoreo por cariotipo de banda G o FISH como recomiendan las normas actuales. (6,7)

Las normas internacionales establecen que las pruebas moleculares deben realizarse mediante RT-qPCR cada 3 meses hasta que se alcance una RM Mayor (RM ≤ 0.1 o mejor), y después cada 3 a 6 meses. Además, este proceder debe ser realizado en sangre periférica, lo que no resulta tan invasivo para el paciente como la aspiración de médula ósea y facilita el seguimiento más frecuente del paciente.

En este trabajo se realizó la cuantificación del BCR/ABL en sangre medular en los pacientes sin tener en cuenta el tiempo recomendado debido a la disponibilidad de reactivos. Esto dificulta el manejo de los pacientes en nuestro medio e imposibilita en muchas ocasiones la toma de decisiones terapéuticas acorde a los objetivos de tratamiento trazados en las reglas internacionales.

En este análisis observamos que en el 50 % de los pacientes con una RM ≥ 1% (RM menor, mínima y nula) se encontró la presencia del cromosoma de Ph+ mediante cariotipo de banda G. Este indicador fue mayor en los pacientes con una RM nula. El resultado negativo del estudio citogenético en estos grupos de pacientes pudo estar determinado por la calidad de la muestra y el número insuficiente de metafases analizadas. En concordancia con la literatura internacional no se encontró el cromosoma de Ph en los pacientes con una RM inferior al 1%. (6,10)
Esto indica la necesidad de mantener el monitoreo molecular para evaluar la respuesta al tratamiento en pacientes tratados con ITK aún cuando la evaluación citogenética resulte favorable.

Conclusiones

El manejo de cualquier paciente con LMC requiere una monitorización molecular precisa. Esta tecnología identifica a los pacientes que están respondiendo bien y que podrían ser futuros candidatos a la interrupción del tratamiento. Por el contrario, los pacientes con resistencia pueden ser reconocidos rápidamente y el tratamiento cambiado en un intento de inducir la respuesta y prolongar la supervivencia. Pero una monitorización precisa también puede poner de manifiesto problemas de cumplimiento, que pueden abordarse y ayudar al paciente a seguir el tratamiento y profundizar en su respuesta. (3)

En Cuba, la introducción de la PCR en tiempo real plantea nuevos retos ante la imposibilidad de contar con todos los recursos para el diagnóstico y seguimiento de los pacientes cubanos con LMC. No obstante, existe la voluntad real de crear las condiciones para continuar trabajando en mejorar la calidad de vida de nuestros pacientes.
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