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Resumen

En 5-10% de los casos de Leucemia Mieloide Crénica (LMC), el cromosoma Philadelphia (Ph1) se origina como
producto de translocaciones variantes (Ph1 variante). Estas Ultimas involucran otros autosomas ademas del 9
y 22 clasicamente implicados. Se presenta aqui un caso de LMC cuyo cromosoma Ph1 variante fue originado a
partir de una translocacion compleja que involucré los cromosomas 3, 9y 22 [t(3;9;22)(p21,q34;911)]. El analisis
mediante FISH sugiere un mecanismo de formacién en una etapa Unica, mientras el analisis por RT-PCR mostro
la presencia del rearreglo molecular BCR/ABL1 correspondiente a la isoforma p210. El paciente no presentd
variaciones significativas en los parametros de respuesta clinica (respuesta hematoldgica, respuesta citogenética
y respuesta molecular) respecto de aquellos pacientes con el Ph1 estandar.
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Abstract

Among the CML there is a fraction of cases (5-10%) in which the Philadelphia chromosome (Ph1) originates from
variant translocations (Ph1 variant), in which there are autosomes involved other than the classic 9 and 22. Here
we report a case of CML where a variant Ph1 chromosome was originated from a complex translocation involving
chromosomes 3, 9 and 22 [%(3,9,22)(p21,034,911)]. FISH analysis suggests that the mechanism of translocation
occurred in a single step. Furthermore, the RT-PCR analysis also showed the presence of the classical molecular
rearrangement corresponding to the BCR/ABL1 p210 isoform. The patient showed no significant variations in the
parameters of clinical response (hematologic, cytogenetic, and molecular response) from those patients carrying
a standard Ph1 chromosome.

Keywords: Chronic myeloid leukemia; Philadelphia chromosome; Variant translocation.

Introduccioén

La leucemia mieloide crénica (LMC) es un desorden
clonal maligno de células madre hematopoyéticas plu-
ripotentes, que resulta en un incremento de los linajes
mieloide, eritroide y megacariocitico en sangre periférica
(SP) acompafiado de hiperplasia mieloide en médula 6sea
(MO) [1, 2]. El analisis citogenético generalmente revela
la presencia de un cromosoma marcador caracteristico,
el cromosoma Philadelphia (Phl) [3]. Este ultimo es el
resultado de una translocacion reciproca entre los brazos
largos de los cromosomas 9 y 22 [t(9;22)(q34;ql1)] [4,
5]. Este rearreglo cromosomico genera el gen de fusion
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BCR-ABLI, el cual se transcribe y traduce a una proteina
oncogénica Ber/Abll p210 con elevada actividad tirosina
kinasa (TK), responsable de las manifestaciones clinicas
en LMC [6, 7, 8].

Alrededor del 90% de los pacientes con LMC exhiben
el cromosoma Phl como alteracion citogenética patogno-
monica, sin embargo, un 5-10% presentan translocaciones
variantes (Phl variantes), las que pueden involucrar a
uno o mas autosomas ademas de los cromosomas 9 y 22
generalmente implicados [9].

Los Phl variantes han sido clasificados en dos sub-
grupos, basados en el analisis citogenético: Phl variante
simple, donde el cromosoma 22 se transloca con un
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cromosoma diferente del 9, t(22;V), y los Phl variante
compleja, donde los cromosomas 9 y 22 estan involucra-
dos en rearreglos a uno o mas cromosomas adicionales,
t(9;22;V) [10, 11]. Todos los autosomas del complemento
humano han sido implicados como posibles candidatos, sin
embargo, la distribucion de los puntos de ruptura no es al
azar y presenta un marcado agrupamiento sobre algunas
regiones cromosomicas particulares (1p36, 3p21, 3q21,
5ql13, 6p21, 9922, 11923, 12p13, 19q13), sugiriendo que
estas regiones son mas proclives que otras a experimentar
rupturas [12, 13].

Han sido propuestas dos vias diferentes para explicar
la génesis de los Phl variantes: (1) un mecanismo que
involucra una etapa Unica y (2) un mecanismo que in-
volucra dos etapas [11, 14, 15]. El primero corresponde
a un suceso unico de rearreglos donde ocurre una rotura
simultanea de al menos 3 cromosomas diferentes, seguida
de la reunion reciproca de los segmentos implicados [11,
16]. No obstante y de acuerdo con la literatura, este tipo de
rearreglo no conferiria ningtin impacto en el fenotipo o en
el prondstico de la patologia, respecto de pacientes con el
cromosoma Phl estdndar [14]. En cambio, un mecanismo
de dos etapas, implica que, en un primer evento tiene lugar
la translocacion clasica t(9;22) la que es seguida de un
segundo evento de translocacion con un tercer cromosoma
[11, 15]. Dicho mecanismo sugiere que la formacion del
Ph1 variante es en esencia producto de una evolucion
clonal [15; 17, 18; 19]. Por consiguiente, determinar el
mecanismo involucrado en la formacion del Phl variante
podria tener relevancia clinica, ya que un mecanismo en
dos etapas, al tratarse de evolucion clonal, con la adqui-
sicion de nuevas alteraciones (la segunda translocacion)
estaria asociado con un peor pronodstico, falta de respuesta
al tratamiento y una evolucion acelerada de la enfermedad
[14, 17, 20].

Materiales y Métodos

Se presenta el caso de un paciente masculino con LMC,
de 48 afios de edad. Al momento del diagnostico, presenta-
ba: 110.000 leucocitos/ml, 4.950000 hematies/ml, 155.000
plaquetas/ml y un hematocrito de 40 %.

A partir de una muestra de MO se realiz6 el analisis
citogenético convencional (Banda G) en 20 metafases
describiéndose el cariotipo obtenido, siguiendo normas
establecidas en el ISCN 2009 [21]. Asimismo se rea-
lizaron anélisis de Hibridacion in situ por fluorescencia
(FISH por sus siglas en inglés) utilizando sondas doble
fusion/doble color para el gen BCR/ABL1 (LIVe Probes,
Lexel In Vitro), analizandose un total en 200 nucleos
interfasicos. Por otro lado, a partir de una muestra de SP
del paciente se evaluo, mediante RT-PCR-Nested (retro-
transcripcion- reaccion en cadena de la polimerasa, en dos
rondas consecutivas de amplificacion anidada), la expre-
sion del gen quimérico en sus dos variantes p210 (b2a2)
y p210 (b3a2). Para la primer ronda de amplificacion se
utilizaron los cebadores NB1: 5’ GAGCGTGCAGAGTG-
GAGGGAGAACA3’ y ABL3(-): >GGTACCAGGAGT-
GTTTCTCCAGACTG3’, y para la segunda ronda CA3(-):
5’TGTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTGG3’ y BA2:
5’TTCAGAAGCTTCTCCCTGACAT3’ [22].

Resultados

A través del estudio citogenético clasico se confirmo,
en el paciente, la presencia del cariotipo: 46,XY,t(3;9;22)
(p21;q34;q11)[20] (Fig. 1). El analisis mediante FISH con
estrategia doble fusion/doble color, mostré un patréon de
sefales: 1 fusion (F), 2 rojos (R), 2 verdes (V) en todos los
nucleos interfasicos analizados, patron diferente al espe-
rado para un Phl clasico (2F,1R,1V), (Fig. 2). Finalmente
la amplificacion por RT-PCR demostro la expresion de
la isoforma p210 (b2a2) del gen quimérico BCR/ABL1
clasico (Fig. 3).
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Figura 1: A 'y B: foto-micrografias de una misma célula en metafase donde se observa la translocacion compleja t(3;9;22)(p21;q34;q11). C: Idio-
grama de los cromosomas 3,9 y 22 normales y de los derivados correspondientes implicados en la translocacion compleja. Las flechas indican el

sentido de la translocacion.
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Una vez confirmado el diagnostico, el paciente inicid
tratamiento con Imatinib (IM) (400 mg/dia), el cual conti-
nua en la actualidad.

Discusion

En un 5-10%, la formacion del gen quimérico BCR/
ABLI es producida a través de translocaciones variantes,
donde aproximadamente la mitad de ellas han sido repor-
tadas como complejas [9]. Si bien cualquier cromosoma
puede estar involucrado en el rearreglo, la t(3;9;22) es la
mas frecuentemente observada en casos de LMC, siendo
3p21 el punto de ruptura mas comunmente observado [9,
23,24, 25].
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Figura 2: Fotomicrografia de una célula en interfase mostrando un pa-
trén de sefales coincidente con una translocacion variante compleja.
Sefal amarilla (fusion) corresponde al gen BCR/ABL1. Sefales rojas: una
corresponde al der(9), mientras la restante pertenece al cromosoma
9 no implicado en la translocacién. Sefales verdes: una corresponde
a la porcion del gen BCR translocado al der(3), mientras que la sefal
restante pertenece al cromosoma 22 no involucrado en la transloca-
cion. Figura 3: Amplicones obtenidos a partir de una muestra de sangre
periférica, mediante RT-PCR anidada para p210 (383pb). A: Marcador de
peso molecular (100 pb); B: Control negativo (H20); C: control positivo;
D: muestra del paciente con amplificacion.

Los estudios sobre el valor pronostico de las transloca-
ciones complejas han producido resultados contradictorios
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en etapas previas al empleo de inhibidores de tirosina kina-
sa (ITKs), como el Imatinib (IM) en el tratamiento de LMC
[17]. Como mencionaramos previamente, un mecanismo
en dos etapas implicaria una evolucion clonal, lo cual lleva
aparejado el progreso de la enfermedad; mientras que un
mecanismo en una sola etapa, a pesar de su naturaleza
compleja, pareciera no mostrar diferencias pronosticas
respecto de pacientes con Phl [14, 17].

Si bien el analisis citogenético clasico con bandeo G
es necesario para identificar los cromosomas involucrados
en la translocacion compleja, éste no resulta suficiente
para dilucidar el mecanismo implicado, por ello el analisis
complementario con FISH utilizando un enfoque doble
fusion/doble color se torna necesario [19]. En el presente
caso, el patron de sefiales 1F, 2R, 2V hallado, es con-
gruente con un mecanismo de translocacion en una etapa,
donde so6lo puede detectarse la sefial de fusion sobre el
cromosoma Ph1 variante. Si por el contrario, se tratara de
un mecanismo en dos etapas, el analisis por FISH hubiera
revelado una segunda sefial de fusion que corresponderia
al cromosoma der(9), similar a la sefial encontrada en casos
con Phl estandar, la que posteriormente se transloca (el
segundo evento) al tercer cromosoma involucrado [18, 26].

Los puntos de vista respecto del prondstico en estos
pacientes son atin contradictorios para algunos autores. No
obstante, es importante destacar que en casos particulares,
o en algunas series pequefias de casos informados en la
literatura, donde incluso se han empleado regimenes de
tratamiento superiores como lo son los ITKs, el prondstico
fue desfavorable [13, 15]. Recientemente una serie de
reportes han indicado que la translocacién compleja que
involucra al brazo corto del cromosoma 3 (3p21), indepen-
dientemente del mecanismo de translocacion implicado,
tiene un curso mas agresivo bajo regimenes de tratamiento
con Interferon-alfa o Hidroxiurea [27], o incluso con un
régimen superior de tratamiento como es el caso de los
ITKs [28]. Este pronostico desfavorable pareciera ser el
resultado de deleciones sobre el der(9) involucrado en la
translocacion compleja, las que son mas frecuentes en estos
casos [29], y que afectarian genes supresores de tumores
explicando de esta forma el mal prondstico observado en
estos casos [30].

Sin embargo, los datos mas recientes, obtenidos del
analisis de grandes series de pacientes sugieren que, bajo
regimenes de tratamiento superiores como los alcanzados
con el uso de ITKs [31, 32], la presencia de un Phl variante
no tendria impacto alguno sobre los valores de respuesta
citogenética o molecular a largo plazo, independientemente
del mecanismo o del niimero de cromosomas involucrados
en el Phl variante [33, 34, 35]. Por lo tanto, las caracteris-
ticas hematologicas y el prondstico clinico serian similares
en pacientes con diagnostico de LMC portadores de Phl
y Phl variantes, cuando son tratados con IM o algtin otro
tipo de ITKs de primera linea [36, 37]. En nuestro caso,
el paciente inici6 tratamiento con IM (400 mg/dia), el que
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continua en la actualidad con muy buenos parametros de
respuesta hematoldgica, citogenética y molecular [33, 36,
38].

Conclusiones

Todos los clones analizados en el paciente presentaron
el Phl variante descripto como Unico cambio. No se
observaron metafases que presentaran otras alteraciones
asociadas, lo que conjuntamente con el patron de sefiales
hallado de FISH, nos permite sugerir que la alteracion
observada es el resultado de tres rupturas simultaneas en
una misma célula y no de un proceso de multiples eventos.
Por otra parte, y a pesar de la naturaleza genéticamente
compleja del caso descripto en el presente trabajo, este
hecho, no parece constituir un factor de peor pronostico
para la respuesta a tratamiento con IM como primera
linea, conservando parametros de respuesta hematoldgica,
citogenética y molecular optimos.

Sin embargo, resaltamos la importancia del analisis
realizado y el informe del caso, lo que permitira a futuro
y con un numero creciente de casos analizados y publi-
cados, una correlacion adecuada con los datos clinicos
lo que podria en conjunto contribuir a esclarecer nuevos
aspectos sobre los mecanismos subyacentes involucrados
en translocaciones complejas asi como las implicancias
fenotipicas que ellas pudieran tener, no s6lo en LMC, sino
también en otros tipos de patologias oncologicas como
algunos subtipos de leucemia mieloide aguda, leucemia
linfoblastica aguda y diversos subtipos de linfomas.
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