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La LMC se caracteriza por la presencia del cromoso-
ma Philadelphia (Ph") producto de la translocacion
entre los cromosomas 9y 22 [t(9;22)(q34;q11)] ori-
ginando el gen de fusion BCR-ABLI. El cromosoma
Ph’ se detecta en mas del 95% de los casos con LMC
al diagnostico, mientras que en los casos restantes
la translocacion puede ser criptica, lo cual implica
demostrar el reordenamiento BCR-ABLI por otras
metodologias ya sea por hibridizacion in situ (FISH)
o biologia molecular.

El manejo de la LMC ha sufrido una profunda evo-
lucién desde la aparicion de los inhibidores de tiro-
sina kinasa (ITK) cambiando favorablemente el pro-
nostico de los pacientes. En la ultima década se ha
alcanzado un enorme consenso sobre el tratamiento
y monitoreo de la enfermedad residual. El estudio
IRIS (International Randomized Study of Interferon
and STI571) (Hughes 2003) demostré claramente
que la respuesta molecular mayor (RMMa) o el des-
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censo de 3 log en la expresion del BCR-ABLI res-
pecto del nivel basal era clave para el prondstico del
paciente.

Actualmente se considera que los estudios gené-
ticos son imprescindibles para el diagndstico y se-
guimiento de la LMC. El andlisis citogenético con
técnicas de bandeo cromosémico se debe realizar
en médula ésea (MO) al momento del diagnéstico
para identificar el cromosoma Ph’y para evaluar el
grado de respuesta citogenética a los 3, 6 y 12 meses
de tratamiento. Las respuestas citogenéticas se cla-
sifican en base al porcentaje de células Ph'+ en 20
metafases analizadas en: Completa (RCC: 0%), Par-
cial (RCP: £ 35%), Menor (RCMe: < 65%), Minima
(RCMi: < 95%) o Nula (RCN: > 95%). Los estudios
de FISH se realizan al diagndstico solamente cuando
se sospecha un cromosoma Ph” enmascarado o crip-
tico o durante el seguimiento cuando los preparados
cromosdmicos presentan muy bajo indice mitético.

HEMATOLOGIA « Volumen 18 N° 2: pdginas, 2014



RESPUESTA MOLECULAR CUANTITATIVA EN LMC

En estos casos la aplicacion de las sondas de FISH
sobre los extendidos citogenéticos de MO, no infor-
mativos, puede ser muy util respecto a la presencia
o ausencia del rearreglo BCR-ABLI. El estudio de
seguimiento por FISH en sangre periférica (SP) solo
se recomienda después que el paciente ha alcanza-
do la RCC en MO; ésta se corresponde con < 1%
de nucleos interfasicos BCR-ABLI positivos en 200
-300 nucleos analizados de SP por FISH. Los estu-
dios moleculares de cuantificacion de la enfermedad
residual se basan en la evaluacion de los transcriptos
del gen de fusiéon BCR-ABLI en leucocitos de sangre
periférica, aplicando técnicas moleculares de retro-
transcripcion y posterior amplificacion cuantitativa
por PCR.

La calidad del ARN es posiblemente el parametro de
mayor importancia para la reproducibilidad y signi-
ficado bioldgico. E1 ARN de alta calidad es esencial,
porque cuando se encuentra degradado o con impu-
rezas no responde correctamente a la mayoria de las
enzimas utilizadas en la reaccion. Si bien las muestra
de sangre periférica (7-10ml) deben ser extraidas
con EDTA, ésta sufre una degradacion de aproxima-
damente el 20% cada 24 horas cuando se mantienen
a temperatura ambiente, por lo tanto en conveniente
realizar la extracciéon en tubos que posean una so-
lucién estabilizante del ARN (Paxgene) cuando se
trata de muestras que demoran mas de un dia en lle-
gar al laboratorio. Para realizar la separacion de los
glébulos blancos el uso de Ficoll no es recomendable
porque el fraccionamiento celular determina me-
nor sensibilidad que el andlisis basado en el total de
leucocitos luego de la lisis de los glébulos rojos. La
retrotranscripcion se puede realizar con la enzima
MMLYV o con la enzima Superscript III que permi-
te la sintesis del cDNA y posterior amplificacion en
una etapa (one-step). Para realizar la amplificacion
en tiempo real tanto las tecnologias de hidrdlisis
como las de hibridizacién son apropiadas y compa-
rables siguiendo los protocolos estandarizados y va-
lidados recomendados por European Against Can-
cer (Gabert, 2003). Las curvas de calibracion pueden
ser realizadas con estandares de RNA o DNA. Los
plasmidos que contienen ambas secuencias (target
y control) son mas aconsejables porque producen
menor variabilidad. El coeficiente de correlacion
de la curva estandar deberia ser > a 0,98 para ga-
rantizar la linealidad del ensayo. En cada corrida es
necesario incluir controles de calidad de alto y bajo
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nivel de BCR-ABL1 para monitorear el rendimiento
del ensayo. El limite de deteccion a partir del cual
se considera una muestra positiva esta representada
por la menor dilucién plasmidica (BCR-ABLI) que
puede ser amplificada eficientemente (3-10 copias).
El niimero de copias de BCR-ABLI1 detectado en una
muestra se informa relativo al numero de copias del
gen control (ABL1) expresado en porcentaje [(BCR-
ABLI/ABL1) x 100].

Durante la remision de la enfermedad los pardme-
tros hematoldgicos y citogenéticos son los que al-
canzan normalizacién con mayor rapidez, debido a
que utilizan metodologias (citoldgicas y citogenéti-
cas) de menor sensibilidad. Sin embargo utilizando
técnicas de biologia molecular de mayor sensibili-
dad se ha podido demostrar la persistencia de cé-
lulas tumorales (BCR-ABLI positivas). Por lo tanto
actualmente la metodologia empleada para evaluar
la profundidad de la respuesta molecular (RM) es la
PCR cuantitativa en tiempo real de los transcriptos
BCR-ABL1 (qRT-PCR BCR-ABL1). Los numerosos
pasos pre-analiticos y analiticos necesarios, determi-
nan que esta metodologia presente alta variabilidad
inter-laboratorios debido fundamentalmente al uso
de diferentes genes control (p.ej. ABL, BCR, GUSB),
utilizacion de diferentes sondas de hidrdlisis (Taq-
man) o de hibridizacion (FRET), implementacion de
distintos equipos de Real Time, disefio de diversos
primers y sondas en cada laboratorio. Incluso se ha
podido observar variaciones entre laboratorios que
utilizan el mismo kit comercial. La gran variacion en
la medicion cuantitativa del BCR-ABL1 dificulta los
estudios comparativos entre los distintos laborato-
rios. Por este motivo, en el aflo 2005, se propuso ar-
monizar los resultados cuantitativos de BCR-ABLI
a la escala internacional (EI). Para ello se considerd
apropiado utilizar los valores previamente definidos
en el estudio IRIS, es decir el 100% de transcriptos
corresponde al nivel basal en EI y el valor de 0,1%
representa una RMMa en EI (Hughes 2006). Para
que cada laboratorio local pueda informar en la EI
es necesario convertir los datos a través de un factor
de conversion (FC) obtenido mediante comparacion
con un set de muestras de valor conocido en EI.

El protocolo IRIS y seguimiento posteriores (Druker,
2006) demostraron que el 87% de los pacientes en la
rama imatinib alcanzaban una respuesta citogenéti-
ca completa (RCC), la cual se mantenia estable en
casi todos los casos. La mayoria de estos pacientes
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también alcanzaron la RMMa (<0,1% BCR-ABLI
IS), sin embargo solo una minoria habia logra-
do respuesta molecular completa (RMC) definida
como <0,01% BCR-ABL1 IS (Baccarani, 2013). Con
el advenimiento de los ITK de segunda generacion
la proporciéon de pacientes que alcanzaron RMC y
con diferente grado de profundidad se incremen-
to significativamente. A partir de estos resultados
no hubo consenso en seguir utilizando el término
RMC, dado que éste esta definido a partir de un li-
mite y que la enfermedad puede ser aun detectable
en niveles inferiores dependiendo de la sensibilidad
del método empleado, por lo tanto se aconseja uti-
lizar la denominacién respuesta molecular (RM)
(Cross, 2012), estableciendo limites para definirla.
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Para ello se tuvo en cuenta que la RMMa correspon-
de a <0,1% de BCR-ABLI en EI (lo cual implica una
reduccion de 23 log), los términos RM4.0, RM4.5
y RM5.0 indican niveles de transcriptos de <0,01%
BCR-ABLI en EI (24 log de reduccién), <0,0032%
BCR-ABL en EI (24.5 log de reduccién) y <0,001%
BCR-ABL en EI (25.0 log de reduccion) respecto del
valor basal (100%) (Cross, 2012).

Considerando estos niveles de respuesta hay que te-
ner en cuenta que cuando las copias de BCR-ABL1
son indetectables para poder informar la RM en EI
se debe exigir un nimero minimo de copias del gen
control de 10.000, 32.000 y 100.000 para informar
RM4.0, RM4.5 y RM5.0 respectivamente (Tabla 1)
(Figura 1).

Tablal: Criterios de Respuesta Molecular en EI

% BCR-ABL1/ABL1 Red Log est Resp. Molecular | Ne copias gen ABL1
<0,001% o indetectable >5.0 log RM 5.0 >100.000
<0,0032% o indetectable >4.5log RM 4.5 >32.000
<0,01% o indetectable >4.0 log RM 4.0 >10.000
<0,1-0,01% >3.0log RMMayor
<1-0,1% >2.0log RMMenor
<10-1% >1.0log RMMinima
> 10% < 1.0log RMNula

Figura 1: Nivel de respuesta Molecular en Escala Internacional (EI)

RCC: Respuesta Citogenética Completa, RCP: Respuesta Citogenética Parcial,
RMMa: Respuesta Molecular Mayor, RM4: Respuesta Molecular con 4 logaritmos decimales de reduccion.

RM4.5: Respuesta Molecular con 4.5 logaritmos decimales de reduccion,
RM35.0: Respuesta Molecular con 5 logaritmos decimales de reduccion.
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La necesidad de armonizar los resultados determina
que los diferentes laboratorios deban obtener un fac-
tor de conversion (FC) que les permita estandarizar
el resultado a la EL

Los estandares originales utilizados en el estudio
IRIS se fueron agotando, sin embargo la trazabilidad
de la EI se mantuvo a través de controles de calidad
elaborados en el laboratorio de la Dra. Susan Bran-
ford en Adelaida. Para posibilitar que los laborato-
rios tengan acceso a la EI, el mencionado laboratorio
inicié un proceso de validacién mediante intercam-
bio de muestras (previamente evaluadas) lo cual po-
sibilito la obtencién de un FC que permite convertir
los datos locales a la EI, mientras no haya ningtin
cambio en la metodologia validada.
Muchoslaboratorios con FCvalidados se han estable-
cido como laboratorios de referencia a nivel nacional
o regional y han podido determinar un FC para los
diferentes centros locales evaluados (Muller, 2009).
Si bien este proceso ha funcionado correctamente, el
establecimiento del FC es complejo, insume mucho
tiempo, es costoso y por lo tanto esta limitado a un
numero de laboratorios en un dado momento. Esto
determind el desarrollo de métodos alternativos me-
diante el disefio de calibradores acreditados como

reactivos primarios de referencia (WHO Internatio-
nal Reference Panel) (White, 2010) para el analisis
de BCR-ABLI por qRT-PCR. Estos calibradores se
elaboraron a partir de mezclas de células liofilizadas
provenientes de las lineas K562 (Ph+) y HL60 (Ph-)
en 4 diferentes proporciones abarcando un rango de
valores de 10% - 0,01%. Dado que la cuantificacién
del BCR-ABLI se efectua en relacién a un gen con-
trol, el cual permite normalizar las variaciones en ca-
lidad y cantidad del cDNA, los calibradores incluyen
el valor relativo a 3 genes de referencia: ABL, BCR
y GUSB con la finalidad que pueda ser utilizado en
diferentes laboratorios.

Trabajos recientes demuestran que dentro de los fac-
tores prondsticos independientes para evaluar la res-
puesta al tratamiento se encuentran la reduccién de
la carga tumoral y el tiempo en lograr dicha respues-
ta. Por todo lo expuesto el estudio de la RM constitu-
ye un dato de gran relevancia en el seguimiento de la
LMC. Teniendo en cuenta estos nuevos conceptos el
European Leukemia Net (ELN, Baccarani, 2013) ha
elaborado una serie de recomendaciones para eva-
luar la respuesta al tratamiento teniendo en cuenta
el estudio citogenético y QqRT-PCR en EI alos 3,6y
12 meses de tratamiento (Tabla 2).

Tabla 2: Definicion de respuesta al tratamiento en primera linea
(con cualquier inhibidor) (European Leukemia Net, Baccarani 2013)

Optima Alerta Falla
Al inicio No corresponde ACC/Ph+ (ruta mayor) No corresponde
3 meses Ph+<35% y/o Ph+ 36-95% y/o Falta de RHC y/o
BCR-ABL1 £10% BCR-ABL1 = 10% Ph+ > 95%
6 meses Ph+ 0% y/o Ph+ 1-35% y/o Ph+ > 35% y/o
BCR-ABL1 < 1% BCR-ABL1 1-10% BCR-ABL1 > 10%
0,
12 meses BCR-ABLI < 0,1% BCR-ABLI > 0,1-1% Ph+ 2 0% y/o

BCR-ABL1 > 1%

En cualquier momento

BCR-ABL1<0,1%

Pérdida de RMC
Pérdida de RCC
Pérdida de RMMa
Mutaciones ACC/Ph+

ACC/Ph- (-707q-)

ACC: Alteraciones Cromosémicas Clonales, RHC: Respuesta Hematoldgica Completa,
RCC: Respuesta Citogenética Completa, RMMa: Respuesta Molecular Mayor
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Entre respuesta optima y falla hay una zona inter-
media denominada “warning” o alerta en la cual el
paciente deberia estar monitoreado mas frecuente-
mente, los casos que tienen criterios de falla debe-
rian recibir un cambio en el tratamiento, mientras
que los casos con respuesta optima continuarian con
la terapia o podrian incluirse en protocolos de dis-
continuacién del tratamiento una vez que han alcan-
zado una respuesta molecular profunda y estable.
Actualmente los estudios de cuantificacion de la res-
puesta molecular son de fundamental importancia
pues la profundidad y duraciéon de la respuesta se
asocian con remisiones mas estables y menor pro-
babilidad de progresion, permitiendo seleccionar
pacientes que puedan ingresar en protocolos de dis-
continuacién del tratamiento con ITK.

Abreviaturas

EI: International Scale

FC: Factor de Conversion

FISH: Fluorescencia in situ hibridizacion
ITK: Inhibidor de Tirosina Kinasa

LMC: Leucemia Mieloide Crénica

MO: Médula 6sea

PCR: Polimerasa Chain Reaction
qRT-PCR: Retrotranscripcion y posterior PCR cuantitativa
RHC: Respuesta Hematoldgica Completa
RCC: Respuesta Citogenética Completa
RCP: Respuesta Citogenética Parcial
RCMe: Respuesta Citogenética Menor
RCMi: Respuesta Citogenética Minima
RCN: Respuesta Citogenética Nula

RM: Respuesta Molecular

RMC: Respuesta Molecular Completa
RMMa: Respuesta Molecular Mayor
RMMe: Respuesta Molecular Menor
RMMi: Respuesta Molecular Minima
RMN: Respuesta Molecular Nula
RT-PCR: Retrotranscripcion y posterior PCR

SP: Sangre Periférica
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