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Resumen

Las leucemias son un grupo de enfermedades hematoldgicas malignas de origen clonal y
etiologia desconocida que resultan de alteraciones genéticas en una o mas células de la médula
Osea. Aproximadamente, el 95% de los pacientes con Leucemia Mieloide Crénica (LMC), 25% de
los pacientes adultos con Leucemia Linfoide Aguda (LLA) y 3% de los pacientes con Leucemia
Mieloide Aguda (LMA) presentan el cromosoma Filadelfia (Ph). Esta es una anomalia cromoso-
mica adquirida que consiste en la t(9;22)(q34;q11.2). Molecularmente, el cromosoma Ph se ca-
racteriza por la presencia del complejo molecular BCR-ABL formado por la fusién de porciones
de estos genes. Los objetivos de este estudio fueron determinar la presencia del complejo mole-
cular BCR-ABL mediante FISH en pacientes venezolanos con enfermedades leucémicas y de-
mostrar la utilidad que tiene esta técnica en la identificacién de dicho complejo molecular. Se
analizaron 30 muestras de médula 6sea (16 LMC, 9 LLAy 5 LMA) provenientes de pacientes re-
feridos a la Unidad de Genética Médica de la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia
durante los afios 2006-2008. Para analizar todas las muestras se utiliz6 la técnica citogenética
convencional y la técnica de FISH con la sonda de ADN locus especifica LSI BCR-ABL (ES). La
técnica de FISH demostro6 la presencia del complejo molecular BCR-ABL en 17 de 30 (57%) pa-
cientes. La mayoria de estos (53%) tenian el cromosoma Ph oculto por la técnica citogenética
convencional. Todos los pacientes con la t(9;22) presentaron también el complejo molecular
BCR-ABL. Adicionalmente, la técnica de FISH detect6 2 de 17 (12%) pacientes con delecién de la
region 5’ del gen ABL. Estos hallazgos confirman que la técnica de FISH usada conjuntamente
con la técnica citogenética convencional es indispensable para la evaluacién y seguimiento cli-
nico adecuado de los pacientes con este tipo de trastornos.
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Detection of BCR-ABL complex through fluorescence
in situ hibridization in Venezuelan patients
with leukemia

Abstract

The leukemias are a group of hematological malignant diseases of clonal origin and
unknown etiology resulting of genetic alterations on one or more cells of bone marrow. Approxi-
mately, 95% of patients with Chronic Myeloid Leukemia (CML), 25% of adult patients with
Acute Lymphoid Leukemia (ALL) and 3% of patients with Acute Myeloid Leukemia (AML) pres-
ent Philadelphia (Ph) chromosome. This is an acquired chromosomal anomaly which consists
in t1(9;22)(q34;q11.2). Molecularly, the Ph chromosome is characterized by presence of the
BCR-ABL molecular complex which is formed for the fusion of portions of these genes. The ob-
jectives of this study were to determine the presence of BCR-ABL molecular complex through
FISH in Venezuelan patients with leukemic diseases and to demonstrate the utility of this tech-
nigue on the identification of such molecular complex. Thirty samples of bone marrow (16 CML,
9 ALL and 5 AML) from patients referred to the Medical Genetic Unit of Faculty of Medicine of
University of Zulia during 2006-2008 were analyzed. To analyze all the samples, conventional
cytogenetic technique and FISH with locus-specific DNA probe LSI BCR/ABL ES were used. The
technique of FISH demonstrated the presence of the BCR-ABL molecular complex in 17 of 30
(57%) patients. The majority of these patients (53%) had a hidden Ph chromosome by conven-
tional cytogenetic technique. All patients with t(9;22) also presented the BCR-ABL molecular
complex. In addition, the technique of FISH detected 2 of 17 (12%) patients with a deletion of
5region of ABL gene. These findings confirm that the technique of FISH used together conven-
tional cytogenetic technique is indispensable to evaluation and appropriate clinical monitoring
of patients with these disorders.

Key words: BCR-ABL molecular complex, FISH, Philadelphia chromosome.

Introduccion de las LMA presentan el cromosoma Filadel-
fia (Ph) (4, 5). Esta es una anomalia cromo-
somica adquirida que consiste en una
translocacion reciproca entre los cromoso-
mas 9 y 22, encontrandose preferencial-
mente involucradas las bandas q34y q11.2
de los cromosomas 9y 22, respectivamente
(6). Se han reportado variantes de esta ano-
malia. La variante simple que involucra al
cromosoma 9 o0 22 y a otro cromosoma dife-
rente de éstos. La variante compleja que in-
volucra al cromosoma 9,22 y a otros, es de-

Las leucemias son un grupo de enfer-
medades hematoldgicas malignas de origen
clonal y etiologia desconocida que resultan
de alteraciones genéticas en una o mas célu-
las de la médula 6sea (1). Clinicamente, las
leucemias se subdividen en agudas: Leuce-
mia Mieloide Aguda (LMA) y Leucemia Lin-
foide Aguda (LLA); y cronicas: Leucemia
Mieloide Cronica (LMC)y la Leucemia Linfoi-
de Cronica (LLC) (2, 3).

Actualmente se conoce que las células cir, involucra 3 o0 mas cromosomas donde
de la médula 6sea del 95% de los pacientes dos son siempre los cromosomas 9 y 22.
con LMC, 25-30% de las LLA del adulto, 5% También se ha descrito la variante oculta
de las LLA de la infancia y en menos del 3% que involucra translocaciones sub-micros-
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copicas que no se evidencian con la técnica
citogenética convencional (7, 8).

Desde el punto de vista molecular el
cromosoma Ph se caracteriza por la presen-
cia del complejo BCR-ABL formado por la
ruptura y posterior fusion de porciones de
los genes ABL (cromosoma 9g34) y BCR (cro-
mosoma 22q11.2) (4). El gen ABL tiene por lo
menos 230 kb y 11 exones. Por su parte, el
BCR tiene una longitud de 90 kb y actual-
mente se conoce que tiene aproximadamen-
te 23 exones. En este gen se han descrito 3
regiones llamadas BCR menor (mBCR), BCR
mayor (MBCR) y mas recientemente la lla-
mada micro BCR (u-BCR) (9,10).

Para el estudio del cromosoma Ph y
sus variantes desde hace mucho tiempo el
citogenetista ha utilizado como herramien-
ta la técnica citogenética convencional (11).
Esto con lafinalidad de obtener el cariotipo,
el cual tiene la gran ventaja de que permite
evaluar el genoma completo. No obstante,
el cariotipo obtenido mediante técnicas cul-
tivo y bandeo cromosdémico solo detecta la
alteracion de células en metafase. Este pro-
cedimiento es altamente preciso pero tiene
las desventajas de ser muy laborioso, ex-
cluye la mayoria de las células en interfase,
solo permite analizar un namero limitado
de células cadavez y requiere personal alta-
mente especializado. Ademas, ocasional-
mente estos estudios tienen la dificultad de
obtener metafases adecuadas de células to-
talmente diferenciadas o con baja actividad
mitdtica. Generalmente, las metafases ob-
tenidas son insuficientes o estan ausentes
y los cromosomas obtenidos con frecuencia
muestran un mal patron de bandeo cromo-
sémico, lo que impide la deteccion de trans-
locaciones cripticas, la ubicacion exacta de
los puntos de ruptura cromosémicay el re-
porte de anomalias cromosoémicas clonales
(12-15).

Lo anteriormente expuesto ha induci-
do a los investigadores a utilizar la técnica
de FISH (Hibridacion In Situ Fluorescente)
como método alternativo (citogenética mole-

cular) para identificar mas facilmente el
complejo BCR-ABL en pacientes leucémicos
(12). En Venezuela, hasta los actuales mo-
mentos solo se han reportado dos estudios
donde se ha utilizado la metodologia de
FISH para detectar el complejo BCR-ABL
(16, 17). En el presente trabajo se reporta
una metodologia similar pero empleando la
sonda de ADN locus especifica LS| BCR-ABL
extra sefal (ES). Los objetivos de este traba-
jo fueron determinar la presencia del com-
plejo molecular BCR-ABL mediante FISH en
pacientes venezolanos con enfermedades
leucémicas y demostrar la utilidad que tiene
esta técnica en la identificacion de dicho
complejo molecular.

Materiales y métodos

Se analizaron 30 muestras de médula
Osea provenientes de pacientes leucémicos
venezolanos de ambos sexos con edades
comprendidas entre 5-78 afios de edad (38
afios + 19,8 DS). De estos, 16 tenian diag-
néstico clinico de LMC, 5 pacientes tenian
diagnostico clinico de LMA (tipo M1-M2)y 9
de LLA. De los pacientes con LMC 11 perte-
necian al sexo masculino y 5 al femenino y
tenian una edad de 45 afios +18,4 DS
(rango: entre 15-78 afos). De los pacientes
con LMA 3 eran del sexo masculinoy 2 feme-
nino estos tenian una edad de 47,8 afos
+18,2 DS (rango: entre 23-67 afos). En los
pacientes con LLA, 6 correspondian al sexo
masculino y 3 al sexo femenino con una
edad de 21,1 afios 12,6 DS (rango: entre
5-40 afos). Ninguno de estos pacientes ha-
bia recibido tratamiento (eran de novo). Las
muestras de estos sujetos fueron referidas
desde los hospitales publicos y privados de
la region zuliana a la Unidad de Genética
Médica de la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad del Zulia durante los afios
2006-2008, con la finalidad de realizarles el
cariotipo de rutina para diagnostico y la téc-
nica de FISH con fines de investigacion. To-
dos los pacientes firmaron el respectivo con-
sentimiento informado para participar en la
realizacion del estudio. Adicionalmente,
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este trabajo fue aprobado por el comité de
bioética de la Unidad de Genética Médica.

Como controles se analizaron 5 mues-
tras de sangre periférica de individuos sanos
sin enfermedad hematolégica maligna apa-
rente, con cariotipo normal (controles nega-
tivos) y 5 muestras de médula ésea prove-
nientes de pacientes con LMC los cuales al
analisis citogenético convencional presen-
taban el cromosoma Ph en todas sus meta-
fases (controles positivos) con un cariotipo
46, XX 0 46, XY, t(9;22)(q34;q11.2). A todas
las muestras de los pacientes se les realiz6
cultivo cromosomico segun la técnica cito-
genética convencional descrita por Mo-
orhead (18). Una parte del material cromo-
sémico obtenido se utilizé para realizar ca-
riotipo con bandas G, los cuales fueron des-
critos de acuerdo al Sistema Internacional
de Nomenclatura Citogenética (ISCN, 2005)
(19). El resto del material se almacenoé a -
20°C para realizar posteriormente la técnica
de FISH.

Para determinar el complejo molecular
BCR-ABL mediante la técnica de FISH se uti-
lizdé la sonda de ADN locus especifica LSI
BCR-ABL extra sefial (ES), asi como el proto-
colo de hibridacion y de interpretacion de las
sefales fluorescentes segun Vysis, Inc (20).
La sonda anteriormente mencionada esté di-
sefiada para detectar la fusion de los genes
BCR-ABL tanto en metafases como en nu-
cleos en interfase y puede detectar rupturas
en la regién mayor y menor del gen BCR en el
cromosoma 22. Esta sonda produce una se-
fial naranja o roja adicional que esta presen-
te en los nucleos de las células que poseen la
translocacion. Esto reduce los problemas de
interpretacion que resultan de yuxtaposicion
al azar de los diferentes genes marcados que
producen sefales co-localizadas.

Se contaron al menos 300 nucleos en
interfase y de acuerdo a las sefiales fluores-
centes observadas en éstos se dividieron en
cuatro categorias:

1. Ndcleonormal. Se consideré un nucleo
normal aquel que no tenia la t(9;22).
Por lo tanto, éste exhibia dos sefiales de
color naranja (ABL) y dos sefiales de co-
lor verdes (BCR) distales unas de otras.

2. Ndcleo con la t(9;22) que involucraba
ruptura en la region M-BCR. Este mos-
traba una sefal verde correspondiente
al gen BCR normal, una sefial naranja
grande correspondiente al gen ABL
normal, una sefial naranja pequefa
correspondiente al gen ASS (Arginino
Succinato Sintetasa) en el cromosoma
9 derivado, es decir la sefial extray una
sefal de fusion (5'BCR/3'ABL).

3.  Ndcleo con la t(9;22) que involucraba
ruptura en la region m-BCR: En éste se
observaba una sefial naranja, una se-
fal verde y dos sefiales de fusion.

4. Nducleo con delecion de la region 5’ del
gen ABL. Cuando se observaba un pa-
tron de fusion simple producto de lare-
duccion del patron ES o de la delecién
del gen ASS.

Todos los nudcleos evaluados cumplie-
ron ademas los siguientes criterios antes de
ser analizados:1) Morfologia intacta; 2) sin
solapamiento de los bordes nucleares;
3) bordes nucleares intactos; 4) tamafio nu-
clear: mediano o grande; 5) sin hibridacién
cruzada. Ademas de los nucleos en interfa-
se, se analizaron entre 3-5 metafases por la-
mina cuando se disponian de ellas.

Para determinar las tasas de falsos po-
sitivos y negativos (TFPs 'y TFENs) para la téc-
nica de FISH se utilizaron los criterios esta-
blecidos por Chase y col. (21) y para validar
la técnica se determing la sensibilidad y es-
pecificidad en las muestras controles. Para
estos calculos se utilizaron las féormulas
descritas por Fernandez y Diaz (22). Los da-
tos obtenidos en la presente investigacion
fueron analizados a través de estadistica
descriptiva, expresados como promedios y
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desviaciones estandar del porcentaje de na-
cleos con el complejo BCR-ABL positivo.

Resultados

La tabla 1 resume los resultados del
andlisis citogenético convencional (carioti-
po) y molecular (FISH) en pacientes leucémi-
cos. En los pacientes con LMC se observo
que a través del analisis citogenético con-
vencional 7 de 16 (43,75%) pacientes tenian
cariotipo normal, 6 de 16 (37,5%) pacientes
tenian la t(9;22) clasica, 1 de 16 (6,25%) pa-
cientes presenté una translocacion variante
que involucré a los cromosomas 6, 9y 22.
Adicionalmente, 2 de 16 (12,5%) pacientes
presentaron cariotipos mosaicos los cuales
involucraban lineas celulares normales, con
anomalias de tipo numeérico y/o estructural
diferentes a la t(9;22). Con relacion a la for-
macion del complejo molecular BCR-ABL en
estos pacientes, se evidencié que la mayoria
de las células analizadas presentaron dicho
complejo (86,25+33,70). Todos los pacien-
tes con LMC excepto dos tuvieron presente
la fusién en mas del 95% de ndcleos en in-
terfase analizados (98,57 = 1,65%).

En esta tabla se evidencia que 14 de 16
(87,5%) pacientes con LMC analizados
tenian la presencia de la fusion génica BCR-
ABL detectada por FISH. Asi mismo, 6 de 7
(85,7%) pacientes que eran cariotipicamen-
te normales presentaron la fusién positiva
en mas del 95% de los nucleos en interfase
analizados. Todos los pacientes que presen-
taron la t(9;22) clasica o una variante de
ésta en el andlisis citogenético convencional
tenian también la presencia de la fusién gé-
nica BCR-ABL detectada mediante FISH.
Con respecto a los pacientes que tenian ca-
riotipos diferentes a los anteriormente men-
cionados (mosaicos) uno de los dos casos
presenté el complejo molecular o fusion
BCR-ABL.

En cuanto a los pacientes con LMA 3 de
5 pacientes presentaron cariotipos norma-
les, 1 tenia cariotipo compuesto con lineas
celulares hipodiploides mas la presencia de

un cromosoma marcador y el otro caso pre-
sentod un cariotipo mosaico donde una linea
celular tenia una alteracion numérica mas
la t1(9;22) y la otra linea presentd solo la
t(9;22) en todas sus metafases. En este Ulti-
mo caso se confirmo la presencia del com-
plejo molecular BCR-ABL en el 98% de los
nucleos en interfase analizados.

En los pacientes con LLA los resultados
del cariotipo permitieron demostrar que 5
de 9 pacientes (55,5%) tenian cariotipos
normales. De los casos restantes, 2 mostra-
ron cariotipos mosaicos los cuales involu-
craban lineas celulares normales con lineas
celulares hipodiploides o con otras altera-
ciones de tipo numérica y/o estructurales;
un caso presento hipodiploidias en todas las
metafases analizadas y en el otro paciente el
cariotipo no estuvo disponible debido a la
mala calidad de las metafases y el mal pa-
tron de bandeo cromosémico. El andlisis ci-
togenético molecular (FISH) permitié detec-
tar la presencia de la fusiéon BCR-ABL en 2
de los 9 (22,2%) pacientes analizados. Estos
dos pacientes tenian el cariotipo normal en
todas las metafases analizadas pero la fu-
sion detectada por FISH en mas del 96% de
los ndcleos en interfases analizados.

En cuanto a la deteccién del complejo
molecular BCR-ABL mediante FISH en el to-
tal de pacientes leucémicos estudiados
(LMC, LMA, LLA). En esta tabla se puede ob-
servar que 17 de 30 (56,7%) pacientes leucé-
micos analizados presentaron dicho com-
plejo. Asi mismo, se puede evidenciar que 8
de los 15 (53,3%) pacientes leucémicos con
cariotipos normales presentaron la fusién
de estos genes. Todos los casos con cromo-
soma Ph clésico o sus variantes detectados
por el andlisis citogenético convencional te-
nian presente el complejo molecular BCR-
ABL.

Con relacion al mecanismo molecular
para la formacién del complejo BCR-ABL de-
tectado mediante FISH en pacientes leucé-
micos se observo que en todos los pacientes
analizados que presentaron el complejo mo-
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Tabla 1
Analisis citogenético convencional y molecular (FISH) en pacientes leucémicos
Caso Tipo de Andlisis citogenético convencional FISH
leucemia Cariotipo * BCR/ABL
1 LMC 46, XY [25] 0
2 LMC 46,XY, t(6; 9;22) (p21.1; 934, q11.2) [14] 100
3 LMC 46, XY [26] 98
4 LMC 46, XX, t1(9;22) (034;911.2) [12] 100
5 LMC 46, XY [15] 95
6 LMC  44,XY,-4, -5 [1] / 45, XY, -18, + t(6;18)(q27;p11) [1] / 46, o8
XY, del(1) (q42) [1] / 46, XY [23].
7 LMC 46, XX, [25]. 98
8 LMC 46, XY, 1(9;22) (934;911.2) [10] 99
9 LMC 46, XX [10] 100
10 LMC 46, XX [12] 97
11 LMC 46, XY, 1(9;22) (934;911.2) [15] 100
12 LMC 46, XY, 1(9;22) (9g34;911.2) [10] 99
13 LMC 46, XY [8] / 49, XY, +7, +11,+ 21[5] / 34, XY, -1, -3, -5, -7, 0
-9, -10, -11, -15, -17, -19, -20, -22 [2]
14 LMC 46, XY, 1(9;22) (934;911.2) [20] 100
15 LMC 46, XX, t1(9;22) (34;911.2) [10] 100
16 LMC 46, XY [15] 96
17 LMA 46,XY [16] 0
18 LMA 46, XY [13] 0
19 LMA 34 ~ 44, XY, -1, -3, -4, -5, -8, -9, -10, -12, -13, -15, -18, 0
-21, -22, + mar [cp 8]
20 LMA 46, XX [16]. 0
21 LMA 47, XX, +19, 1(9;22) (934;q11.2) [3] /7 46, XX, (9;22) 98
(934;911.2) [17]
22 LLA 46, XY [9] 100
23 LLA 46, XY [25] 0
24 LLA 46, XY [18] 97
25 LLA 46, XX [7] 0
26 LLA 42, XX, -8, -15, -20, -22 [1] / 45, XX, -21[1] / 46, XX [18] 0
27 LLA 34, XY, -2, -4, -5, -6, -10, -10, -13, -14, -18, -19, -20, 0

-21[1] 7 44, XY, -5, -12, [1] 7 48, XY, + 2 mar [2] / end 46,
XY [2] /7 46, XY [3]

28 LLA 46, XX [8] 0
29 LLA 39 ~ 45, XY, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -12, -19, -20, -21 [15] 0
30 LLA No disponible 0

* Expresado en porcentaje de nucleos en interfase analizados.
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lecular BCR-ABL la ruptura dentro del gen
BCR involucro siempre la region M-BCR. En
cuanto a la presencia o ausencia de la dele-
cion de laregion 5’ del gen ABL ésta se detec-
té en 2 de 17(11,8%) pacientes; uno de ellos
tenia LMC y el otro LLA.

El analisis citogenético molecular en
las muestras controles evidencié que todos
los controles positivos, que eran muestras
que tenian la t(9;22) clasica en todas las me-
tafases analizadas, presentaban también el
complejo molecular BCR-ABL en mas del
98% de los nucleos en interfase analizados
(98,2+1,48). A diferencia de esto, en las
muestras controles negativas, cuyo carioti-
po era normal, no se detect6 la presencia de
este complejo en casi la totalidad de las célu-
las analizadas (98,8+1,30). En estas mues-
tras la sensibilidad obtenida fue de 98,2 %y
la especificidad de 98,8% con una TFP de
1,2% y una TFN de 1,8%.

Discusion

Se ha documentado ampliamente la
utilidad de la técnica de FISH en enfermeda-
des hematolégicas malignas por diferentes
grupos de investigadores. Una de las princi-
pales aplicaciones de esta técnica es la iden-
tificacion de eventos de fusion BCR-ABL en
pacientes con enfermedades leucémicas ta-
les como LMC, LMAy LLA (8, 15, 23). En el
presente trabajo, en los pacientes con LMC,
el analisis citogenético convencional reveld
que 9 de 16 pacientes (56%) con LMC eran
Ph negativos. Es decir, presentaron carioti-
pos normales o mosaicos sin la t(9;22). En
todos estos pacientes Ph negativos, excepto
dos casos, la técnica de FISH demostro la
presencia del complejo molecular BCR-ABL
en mas del 95% de los nucleos analizados.
Estos hallazgos son similares a los reporta-
dos por otros autores quienes han publica-
do una serie de pacientes con LMC Ph nega-
tivos pero con el complejo BCR-ABL positivo
demostrado a través de la técnica FISH (8,
24). En un subgrupo sustancial de estos pa-
cientes Ph negativos las investigaciones mo-

leculares han demostrado que la presencia
de la fusion génica BCR-ABL en el cromoso-
ma 22, es indistinguible a nivel molecular de
la fusion génica BCR-ABL que se encuentra
en los pacientes con LMC Ph positivos (8,
25). Estos casos citogenéticamente negati-
vos pero molecularmente positivos se cono-
cen como cromosoma “Ph oculto” (8, 26). En
este estudio se detectd que 7 de 16 pacientes
(43,75%) con LMC tenian el cromosoma Ph
oculto. Estos hallazgos confirman una vez
mas que la técnica de FISH puede ser utili-
zada para detectar la fusion BCR-ABL en pa-
cientes con cromosomas Ph ocultos no de-
tectados por la técnica citogenética conven-
cional. Estos casos pueden corresponder a
translocaciones complejas submicroscopi-
cas, insercion de parte del gen ABL al BCR
sin la translocacidn reciproca o0 mosaicismo
a bajo nivel (24, 27).

La evidencia acumulada sugiere que la
LMC deberia ser definida por la presencia
del cromosoma Ph y/o la evidencia molecu-
lar de la fusion BCR-ABL. Los hallazgos re-
portados también sugieren que los pacien-
tes sin esta anormalidad deberian ser in-
cluidos dentro de otros trastornos mielopro-
liferativos diferentes de la LMC. Reciente-
mente, la Organizacion Mundial de la Salud
ha realizado una clasificacion de los tumo-
res del tejido linfoide y hematopoyético sugi-
riendo que los trastornos mieloproliferativos
cronicos diferentes a la LMC solo pueden ser
diagnosticados en ausencia del cromosoma
Ph (28, 29). Se han reportado algunos pa-
cientes con un diagnéstico histopatoldgico
sugestivo de LMC y ausencia del cromosoma
Ph o el gen BCR rearreglado. Estos pacientes
son clinicamente distintos de laLMCy la en-
fermedad puede tener un curso clinico simi-
lar a los trastornos mieloproliferativos (30,
31). Basados en esto, los dos casos con LMC
presentados en esta investigacion y referi-
dos anteriormente con ausencia tanto del
cromosoma Ph en el cariotipo, como del
complejo molecular BCR-ABL a través de la
técnica de FISH deberian ser reclasificados y
diagnosticados como otros trastornos mie-
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loproliferativos crénicos diferente de LMC o
sindromes mielodisplasicos. De esta mane-
ra, la técnica citogenética molecular descar-
t6 el diagnostico de LMC en estos pacientes.

Por otra parte, todos los pacientes con
LMC que tenian en el cariotipo la t(9;22) cla-
sica 0 una variante de esta (tabla 1) al ser
analizados a través de la técnica citogenéti-
ca molecular presentaron también el com-
plejo molecular BCR-ABL. Este hecho, con-
firma el diagnoéstico de LMC en estos pacien-
tes. Esto es importante ya que se ha reporta-
do que con los métodos citogenéticas con-
vencionales, la observacion de un cromoso-
ma Ph puede ser evidencia directa de LMC,
pero no es evidencia directa de la fusion
BCR-ABL, y en estos casos es donde la apli-
cacion de FISH es relevante (24).

Se ha observado que el porcentaje de
células con la fusién BCR-ABL en la médula
Osea de la mayoria de los pacientes con LMC
no tratados estad en el rango de 69-91%,
usando sondas MBCR-ABL (7). Sin embargo,
en el presente trabajo esta fusién se observo
en el 99-100% de los nucleos en interfase
analizado. Esta diferencia se puede deber al
tipo de sonda utilizada. En este aspecto se
ha sefialado que el porcentaje de células con
la fusidon puede depender del tipo de sonda
utilizada y de los diferentes métodos de de-
teccion de la sefial (21). Ademas varias in-
vestigaciones han reportado que la nueva
generacion de sondas BCR-ABL ES tiene
una mayor sensibilidad y especificidad, y
ellas pueden detectar el cromosoma Ph en
menos del 1% de los nudcleos en interfase
(23, 32, 33).

Se conoce ampliamente que el cromo-
soma Ph y el complejo molecular que se for-
ma producto de este rearreglo puede apare-
cer en menos del 3% de los pacientes con
LMA de tipo MO, M1 y M2 (34, 35). En este
trabajo el analisis citogenético convencional
mostré que uno de los de los 5 pacientes con
LMA analizados present6é un cariotipo mo-
saico que involucraba dos lineas celulares;
una de ellas tenia una alteracion de tipo nu-

meérica mas la t(9;22) y la otra presento solo
la t(9;22). En este paciente con LMA, la téc-
nica de FISH evidencié y confirmé la presen-
ciade lafusion génica BCR-ABL en el 98% de
los nucleos en interfase analizados. El pa-
tron de hibridacion observado en este caso
fue igual al observado en la mayoria de los
pacientes con LMC. Estos hallazgos difieren
de los reportados por Dong y cols. (36) quie-
nes no encontraron la presencia de la fusion
BCR-ABL a través de la técnica de FISH con
la sonda BCR-ABL-ES en 66 pacientes con
LMA Ph negativos (36).

Se ha sugerido que todo paciente con
LMA que porte el cromosoma Ph debe ser
evaluado cuidadosamente ya que existe la
posibilidad que esa leucemia pueda ser una
LLA o una LMC en crisis blastica (37). Por
otra parte, existe suficiente evidencia que
demuestra que la presencia de esta altera-
cion confiere a los pacientes con LMA un
pronostico desfavorable (35, 37, 38).

Con relacion al resto de los pacientes
con LMA analizados en este estudio tres de
cinco pacientes presentaron cariotipos nor-
malesy uno presentod un cariotipo con lineas
celulares hipodiploides. Ninguno de estos
pacientes present6 la fusiéon BCR-ABL. Por
lo tanto, en estos casos la técnica de FISH
confirmé los resultados del analisis citoge-
nético convencional. Esta confirmacion es
importante ya que se ha reportado que pa-
cientes con LMA 'y cariotipos normales o con
algunas monosomias tienen un prondstico
adverso (38).

Con respecto a los pacientes con LLA
analizados en este estudio, ninguno de ellos
presentd el cromosoma Ph detectable a tra-
vés del cariotipo convencional. Sin embargo,
la técnica de FISH revel6 la presencia de la
fusién BCR-ABL en 2 de 9 (22,2%) pacientes,
ambos tenian el cariotipo normal en todas
las metafases analizadas pero el complejo
molecular en mas del 96% de los nucleos
analizados. Es decir, tenian el cromosoma
Ph oculto. Estos hallazgos son similares a
los reportados en la literatura donde se des-
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cribe uno entre 27 pacientes con LLA el cual
tenia cariotipo normal y la presencia de la
fusion molecular BCR-ABL en el 90% de las
células analizadas (39).

Adicionalmente, la técnica de FISH
produjo como resultado la identificacion de
2 de 17 (11,74%) pacientes leucémicos (uno
con LMC y otro con LLA) con cariotipo nor-
mal que tenian delecion de la region 5’ del
gen ABL. El patréon de hibridacion en estos
pacientes se caracterizé por una sefal fluo-
rescente de color naranja (ABL), una sefal
fluorescente verde (BCR) y una sefial de fu-
sion (BCR-ABL) con ausencia de la sefial ex-
tra de color naranja. Tal patron de hibrida-
cion ha sido descrito por otros investigado-
resy puede ser visto en casos de delecion del
gen ABL y ASS (40, 41).

Varios autores han descrito que entre
el 10-27% de los pacientes de con LMC tie-
nen grandes deleciones adyacentes al punto
de ruptura del gen ABL. Estas deleciones
ocurren corriente arriba del locus ABL y tie-
nen puntos de ruptura variables que pue-
den extenderse hasta varias megabases. Por
lo tanto, esto afecta también el locus ASS lo
cual explicaria la perdida de la sefal extra
(ES) al utilizar la sonda BCR-ABL ES (36,
40-42). También se ha reportado que los pa-
cientes con LMC que tienen deleciones de la
region 5 ABL progresan a fase blastica o
acelerada mas rapidamente que aquellos
pacientes que no tienen las deleciones y que
la sobrevida de los pacientes con la delecion
es mas corta que en los pacientes sin la dele-
cion (36 meses Vs = 90 meses) (32). Por lo
tanto, la delecion de la region 5’ del gen ABL
es un indicador de mal pronéstico en pa-
cientes con LMC (32, 36, 40, 43, 44). Los ha-
llazgos encontrados en este estudio parecen
apoyar esta hipoétesis ya que el paciente con
LMC se encontraba en crisis blasticay el pa-
ciente con LLA fallecié al poco tiempo. Sin
embargo, se requieren mas estudios que in-
volucren un mayor nimero de casos con
LLA para investigar una posible correlacion
entre estas deleciones con el pronostico y
sobrevida en estos pacientes.

Se conoce ampliamente que la técnica
de FISH juega un papel importante tanto en
las investigaciones clinicas como experi-
mentales. Sin embargo, la interpretacion de
los resultados se complica debido a la varia-
bilidad existente entre las TFPs Y TFNs re-
portadas (5, 8, 32, 33, 45). La TFP obtenida
en la presente investigacion es similar a la
reportada por Amare y col. (46), quienes ob-
tuvieron una TFP de 1%+0,4% y Chase y
cols., quienes reportaron una TFN de 2% (5).
También se han reportado hallazgos simila-
res a los obtenidos en la presente investiga-
cion por parte de otros autores (47, 48). Sin
embargo, nuestros resultados difieren de
otros grupos de investigadores quienes han
reportado TFPs y TFENs muy altas (4%-17%)
(5, 24, 49) o muy bajas (0,08%-0,5%) (32,
33, 40, 45).

Las discrepancias obtenidas entre las
TFPs y TENs en las diferentes investigacio-
nes pueden ser explicadas por: el tamafio
del nucleo y de la sefial, tipo de sonda utili-
zada, métodos de deteccidn, evaluacion de
la sefial o criterio utilizado para definir la se-
fial de fusidn, fase en la cual se encuentra el
ndcleo en interfase a analizar (G1, S, G2),
grado de condensacién de la cromatina (5).
Se han propuesto otros factores que tam-
bién pueden influir en la variabilidad de re-
sultados tales como: condiciones de la hibri-
dacidn, intensidad de la sefial, homogenei-
dad de la muestra, nUmero de nucleos anali-
zados y diferencias entre los microscopistas
(50).

En este estudio empleando la sonda
BCR-ABL ES, la sensibilidad y especificidad
analitica de la técnica de FISH fue de aproxi-
madamente 98%. Estos hallazgos son simi-
lares a los reportados por otros autores
quienes encontraron una sensibilidad supe-
rior del 99% (32, 33) e inclusive una sensibi-
lidad y especificidad del 100% (51). Las pe-
quenas diferencias observadas se pueden
deber al nimero de ndcleos analizados en
las diferentes investigaciones. Se ha sefala-
do que esta alta sensibilidad se debe al gran
tamafo de la sonda de Vysis en compara-
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cion con las sondas usadas en estudios pre-
vios (32) y la alta especificidad se debe a que
esta sonda no tiene hibridacion cruzada con
otros loci (51) sino que la misma solo hibrida
con los genes ABL, ASS y BCR. Los resulta-
dos de este estudio al igual que los publica-
dos por otros autores (32, 33, 51) confirman
que esta sonda es altamente sensible y espe-
cifica para la deteccion de la fusion génica
BCR-ABL.

Los hallazgos encontrados en el pre-
sente estudio confirman que la técnica de
FISH ofrece multiples ventajas para la de-
teccion del complejo molecular BCR-ABL.
Esta técnica es rapida, sencilla, confiable,
sensible y especifica con una baja TFPs y
TFNs. Es una prueba cuantitativa ya que
permite cuantificar el ndmero de células
que porta la alteracion cromosomica. Ade-
mas, permite el anélisis de un gran nimero
de células siendo invalorable en aquellos ca-
sos en los cuales no hay metafases o éstas
no estan disponibles debido a su mala cali-
dad. También, es de gran utilidad para con-
firmar o descartar el diagnéstico en aquellos
pacientes con LMC, los cuales al analisis ci-
togenético convencional presentan cromo-
soma Ph negativo. Asi mismo, es muy Uutil en
la deteccion del cromosoma Ph ocultoy en la
identificacion de un subgrupo de pacientes
que portan la delecion de la region 5’ del gen
ABL.

Sin embargo, a pesar de lo antes men-
cionado es necesario tener en cuenta el ele-
vado costo que representa el realizar la téc-
nica de FISH, la complejidad de la interpre-
tacion de los resultados, las dificultades en
la estandarizacion y la necesidad de perso-
nal especializado para el uso de una técnica
que en la mayoria de los casos no excluyen
ni sustituyen a los estudios citogenéticos
clasicos sino que los amplian y complemen-
tan (15).

En este sentido, hay que resaltar que
actualmente también se esta utilizando
para complementar el estudio de los pacien-

tes con enfermedades leucémicas, la tecno-
logia de la Reaccion en Cadena de la Polime-
rasa con Transcriptasa Reversa (PCR-RT)
mediante la cual a partir de secuencias de
ARN mensajero es posible determinar los
transcriptos de fusiéon BCR-ABL. Esta técni-
ca es una alternativa sensible, especifica y
mas econdmica que la FISH (52, 53).

Finalmente, dado que en la actualidad
existen una gran variedad de técnicas para
el estudio de pacientes con enfermedades
hematoldgicas malignas y que cada una de
estas metodologias presentan sus fortalezas
y debilidades es necesario usar combinacio-
nes de estos procedimientos tomando en
cuenta la exactitud, relacion costo-beneficio
y la situacién clinica particular. Esto es in-
dispensable para la evaluacion y seguimien-
to clinico adecuado de los pacientes con este
tipo de trastornos.
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