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RESUMEN

El objetivo fue describir la frecuencia de los subtipos moleculares de PML/RARa en pacientes con leucemia
promielocitica aguda (LPA) y su distribucién segin grupo de riesgo de recaida y citomorfologia. Se realiz6 una
serie de casos que incluyo a cincuenta pacientes registrados en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN), durante el periodo 2010-2012, con diagnostico molecular de LPA PML/RARa y subtipos ber1, ber2 y ber3
por reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR). El subtipo bcr1 fue el mas frecuente
(62%). Los pacientes con riesgo de recaida intermedio y morfologia hipergranular fueron, en su mayoria, bcr1 (70%)
y todos los que poseian riesgo de recaida alto y morfologia hipogranular fueron bcr3. Se concluye que en la poblacion
estudiada hay un predomino del subtipo bcr1 y que existen diferencias en la distribucién de los subtipos bcr1 y ber3
segun el grupo de riesgo de recaida y citomorfologia.

Palabras clave: Leucemia promielocitica aguda; Fusién génica; Reaccioén en Cadena de la polimerasa de transcriptasa
inversa (fuente: DeCS BIREME).

MOLECULAR SUBTYPES OF PML/RARa IN PATIENTS WITH ACUTE

PROMYELOCYTIC LEUKEMIA

ABSTRACT

The objective was to describe the frequency of molecular subtypes of PML/RARa in patients with acute promyelocytic
leukemia (APL) and their distribution according to risk of recurrence and cytomorphology. A case series was carried
out, including fifty patients registered at the National Institute of Neoplastic Diseases (INEN) during 2010-2012, with
molecular diagnosis of APL PML/RARa and bcr1, ber2 and ber3 subtypes by reverse-transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR). Ber1 subtype was the most frequent (62%). Most patients with an intermediate risk of recurrence
and hypergranular morphology were becr1 (70%), while all patients with high risk of recurrence and hypogranular
morphology were bcr3. A predominance of ber1 subtype among the population studied can therefore be concluded,
as well as the fact that there are differences in the distribution of bcr1 and ber3 subtypes according to recurrence risk
group and cytomorphology.

Key words: Leukemia, promyelocytic, acute; Gene fusion; Reverse transcriptase polymerase chain reaction (source:

MeSH NLM).

INTRODUCCION

La leucemia promielocitica aguda (LPA), representa
el 5-8% de las leucemias mieloides agudas (LMA) a
nivel mundial, y el 20-28% en paises latinoamericanos,
predominando en adultos jévenes (4. Anualmente
la LPA representa el 22% del total de casos de LMA
registrados en el Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (INEN) del Pert ©. La LPA se clasifica
citomorfolégicamente segun las caracteristicas de los
promielocitos leucémicos (hipergranular o tipica (M3)

e hipogranular o variante (M3V)) ®, y por su riesgo de
recaida (alto, intermedio o bajo) de acuerdo con los
valores de leucocitos y plaquetas al diagnostico ™.

El 95% de las LPA se deben a la traslocacion t(15;17)
(924.1;921.2) resultando la fusion génica PML/RARa
que codifica una proteina hibrida que bloquea la
diferenciacion de los promielocitos ®. Esta fusion
presenta tres subtipos moleculares segun el punto de
corte en el gen PML en el cromosoma 15 © (Figura 1), si
sucede en el intrén 6 sera isoforma L (Long) o bcr1, en
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Figura 1. Representacion de subtipos moleculares ber1,

bcr2 y ber3 segun punto de corte en el gen PML.

Modificado de “Van Dongen JJM et al. Standardized RT-PCR analysis of
fusion gene transcripts from chromosome aberrations in acute leukemia
for detection of minimal residual disease. Leukemia. 1999” (*® con permiso
del autor.

el exdn 6 sera isoforma V (Variable) o ber2 y en el intron
3 sera isoforma S (Short) o ber3. La isoforma ber1 es la
mas frecuente en la poblacién latina “112 y se asocia
a la morfologia hipergranular de los promielocitos. La
isoforma bcr3 es la mas frecuente en nifios (¥, en el
tipo hipogranular ) y se asocia a hiperleucocitosis,
coagulopatia hemorragica, sindrome ATRA y una mayor
prevalencia de mutaciones FLT3-ITD (FMSlike tyrosine
kinase-3 in tandem duplication) ® que le confiere mal
prondstico a la enfermedad. El 5% restante de casos de
LPA corresponde a variantes debido a la fusién del gen
RARa con otros genes distintos a PML.

La reaccion en cadena de la polimerasa por
transcriptasa reversa (RT-PCR) realiza el diagnéstico
definitivo de LPA tras detectar la fusion PML/RARa,
siendo la prueba de oro para determinar el subtipo
molecular e inferir el prondstico de la enfermedad
al momento del diagndstico (. Actualmente, en la
supervision de la enfermedad minima residual se utiliza
el PCR en tiempo real (RQ-PCR) cuya principal ventaja
frente al RT-PCR es la cuantificacién de transcriptos
obtenidos de la fusion génica PML/RARa, util en el
seguimiento de la LPA ("),

El objetivo del presente trabajo es describir el perfil
molecular de la LPA PML/RARa en los pacientes
que han sido registrados por primera vez en la
Unidad de Genética y Biologia Molecular (UGBM) del
INEN desde el 2010 al 2012. No hemos encontrado
estudios genéticos sobre LPA en el Peru, por lo que
permitiremos ampliar la descripcion de la frecuencia de
los subtipos moleculares bcr1, ber2 y ber3 de la fusién
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génica PML/RARa y su distribucion de acuerdo al sexo,
edad, caracteristicas citomorfolégicas, y grupos de
riesgo de recaida en nuestra poblacion.

EL ESTUDIO

Serealizé un estudio observacional descriptivo tipo serie
de casos a partir del registro de estudios moleculares
de la UGBM-INEN durante el periodo 2010-2012. La
poblacion del estudio estuvo conformada por pacientes
con diagnéstico molecular de LPA PML/RARa. Se
incluyeron los pacientes con estudio molecular de la
fusion génica PML/RARa por RT-PCR por solicitud del
INEN u otras instituciones, se excluyeron pacientes con
resultado molecular negativo y pacientes que acudian
por monitorizacion molecular de la enfermedad con
resultados previos. El presente estudio no cuenta
con una muestra ya que se trabajé con la totalidad de
pacientes que cumplieron los criterios mencionados
durante el periodo 2010-2012: 50 casos registrados
por primera vez en la UGBM-INEN con resultado
positivo para la fusion PML/RARa y subtipo molecular
por RT-PCR.

De los 50 casos incluidos, solo 28 contaban con historia
clinica en el INEN, de donde se obtuvo el informe de
mielograma con las caracteristicas morfologicas de
los promielocitos leucémicos segun la clasificacion
Franco-Américo-Britanica (FAB) ® (hipergranulares
M3 o hipogranulares M3V) y los valores de leucocitos
y plaquetas en sangre periférica al diagndstico para
clasificarlos segun el grupo de riesgo de recaida (bajo:
leucocitos menor o igual a 10x10%L y plaquetas mayor
a 40x10%L; intermedio: leucocitos menor o igual a
10x10%L y plaquetas menor o igual a 40x10%L; alto:
leucocitos mayor a 10x10%/L) (. Los 22 casos restantes
fueron referidos de otras instituciones y solo poseian los
datos de edad y sexo, lo cual constituye una limitacién
para nuestro trabajo.

Reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa (RT-PCR). Se determind la
presencia de la fusién génica PML/RARa y subtipos
moleculares bcr1, ber2 y ber3 utilizando el protocolo
estandarizado de RT-PCR y cebadores descritos por Van
Dongen ®: reaccion de retrotranscripcion (RT) (16 °C por
10 min; 42 °C por 45 min; 99 °C por 3 min, y 4 °C
hasta finalizar el paso de RT); luego la PCR (95 °C
por 30 s (1 ciclo); 94 °C por 30 s; 65 °C por 60 s, y
72 °C por 60 s (35 ciclos), sin requerir extension final,
deteniendo el proceso de PCR a 16 °C); y finalmente la
PCR anidada en las mismas condiciones que la anterior
utilizando 1uL del producto obtenido previamente. Los
cebadores fueron:
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PML-A1: CAGTGTACGCCTTCTCCATCA,
PML-A2: CTGCTGGAGGCTGTGGAC,
RARA-B: GCTTGTAGATGCGGGGTAGA,
PML-C1: TCAAGATGGAGTCTGAGGAGG,
PML-C2: AGCGCGACTACGAGGAGAT,
RARA-D: CTGCTGCTCTGGGTCTCAAT,
RARA-E3: GCCCACTTCAAAGCACTTCT.

Se realizé un analisis descriptivo de la informacion
a través de frecuencias y medidas resumen, segun
corresponda. El estudio se basa en la descripcion de los
datos recogidos por la UGBM-INEN de forma rutinaria,
en estricto cumplimiento del “Manual de procedimiento
del Comité Institucional de Etica en Investigacion del
INEN”.

HALLAZGOS

De los 50 casos incluidos, 27 fueron varones, el grupo
de edad mas frecuente fue el de 16 a 40 afios (27
personas, 11 de ellos varones). La frecuencia de los
subtipos moleculares fue: ber1 en 31 casos (62%), ber2
en siete casos (14%) y bcr3 en doce casos (24%); en el
total de casos los tres subtipos predominaron entre los
16-40 afos en ambos sexos.

En el analisis de los 28 pacientes con historia clinica
en el INEN, se encontré6 que 14 pacientes tenian un
riesgo de recaida intermedio y morfologia hipergranu-
lar subtipo bcr1. En cambio, de los seis pacientes con
riesgo de recaida alto, tres con morfologia hipogranu-
lar fueron bcr3, y tres con morfologia hipergranular
fueron ber1.

Uno de los 28 pacientes poseia sospecha clinica de
LPAy criterios hematoldgicos de riesgo alto de recaida;
sin embargo, fue catalogado como una LMA no LPA por
sus caracteristicas citomorfolégicas, pero tras el estudio
molecular se determiné la presencia de la fusidon génica
PML/RARa con subtipo molecular ber3.

DISCUSION

El presente trabajo muestra una mayor frecuencia de
la fusiéon génica PML/RARa en el grupo etario de 16 a
40 afios en ambos sexos, similar a las publicaciones
de Douer et al. ?® sobre la epidemiologia de la LPA en
latinos; sin embargo, el predominio de LPA en varones
encontrado (54%) difiere con lo hallado por Douer ® que
reporta igual incidencia en varones y mujeres.

El subtipo molecular mas frecuente fue bcr1 (62%) al
igual que en otros estudios en Latinoamérica como
Argentina y Uruguay (62%) (", México (63%) e incluso

en poblacion no latinoamericana, como la asiatica
(67%) 2. Llama la atencion que lo encontrado haya
sido superior a lo usualmente reportado en latinos (50-
55%) “719 que era similar en la poblacién caucasica y
estadounidense (50%) '®. En contraste, se hallé que
en poblaciones como la India, el subtipo mas frecuente
es bcr3 @9, Estos datos permiten suponer que existen
influencias genéticas o medioambientales, como las
migraciones de los antepasados amerindios, que
determinarian el punto de corte en el gen PML y los
subtipos moleculares de LPA vy, por eso, se observan
diferencias epidemiolégicas de la enfermedad a nivel
molecular.

De acuerdo a los 28 casos que contaban con los datos
de leucocitos y plaquetas al diagnéstico, asi como el
informe de mielograma, se encuentra que el subtipo
bcr1 estuvo presente en la mayoria de los casos con
riesgo de recaida intermedio y morfologia hipergranular,
y al subtipo bcr3 en la totalidad de casos con riesgo de
recaida alto y morfologia hipogranular que concuerda
con lo mencionado en otras publicaciones (). Sin
embargo, estos datos no siempre coinciden con
los hallazgos moleculares como en los tres casos
que presentaron morfologia hipergranular y subtipo
molecular bcr3, donde podriamos suponer un buen
pronostico por su caracteristica citomorfolégica; sin
embargo, la presencia del subtipo bcr3 confiere un
mal prondstico a la LPA (9. El caso fue catalogado por
citomorfologia como LMA no LPA pero, tras la sospecha
clinica, se realizo el estudio de RT-PCR encontrando la
fusién génica PML/RARa subtipo ber3, lo cual muestra
la importancia de realizar el estudio molecular para
establecer el diagnostico definitivo de LPA y el subtipo
molecular.

En conclusion, el trabajo muestra que el subtipo bcr1
es el mas frecuente en la poblacién estudiada que fue
referida al INEN para el estudio molecular de LPA PML/
RARa siendo similar a lo encontrado en otros paises de
Latinoamérica y, ademas, existen diferencias entre los
subtipos bcr1 y ber3 de acuerdo a las caracteristicas
citomorfolégicas y grupos de riesgo de recaida.

Se espera que la informacion presentada sirva para dar
a conocer que el estudio de la LPAPML/RARa debe rea-
lizarse mediante un algoritmo diagnostico basado en la
clinica, en los valores hematoldgicos, la citomorfologia
y que debe ser confirmado mediante el estudio mole-
cular por RT-PCR, método que nos permite conocer el
subtipo molecular de la fusion génica PML/RARa. Este
trabajo podria ser util para estudios posteriores sobre
la relacién entre los subtipos moleculares y la remision,
recaida, sobrevida de la LPAy el estudio de mutaciones
FLT3-ITD.
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