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HISTORIA  NATURAL DE  LMC 

Lo	
  ideal	
  es	
  iniciar	
  el	
  manejo	
  en	
  la	
  
etapa	
  de	
  “adicción	
  oncogénica”	
  





CitogenéFca	
  en	
  LMC	
  

DIAGNOSTICO	
  
	
  
• Presencia	
  del	
  cromosoma	
  Ph:	
  t(9;22)(q34;q11):	
  gen	
  de	
  fusión	
  BCR/
ABL	
  

• CarioFpo	
  convencional:	
  técnica	
  más	
  empleada	
  para	
  el	
  diagnósFco	
  
confirmatorio	
  de	
  la	
  LMC,	
  

•  20	
  metafases	
  
•  InternaFonal	
  System	
  for	
  Human	
  CytogeneFc	
  Nomenclatura	
  



Análisis	
  
CitogenéVco	
  
	
  
	
  
Cromosoma	
  	
  
Philadelphia	
  	
  	
  	
  	
  

46,XX,t(9;22)(q34;q11)	
  



• Sin respuesta citogenética: metafases Ph+ > 95%. 

• Mínima (RCmin): metafases Ph+ 66-95%. 

• Menor (RCm): metafases Ph+ 36-65%. 

• Parcial (RCP): metafases Ph+ 1-35%. 

• Completa (RCC): metafases Ph+ 0% 

Respuesta	
  citogenéVca	
  (ELN	
  2013):	
   
control al 3er y 6to mes hasta cada 3 meses hasta RCC, 
luego cada 12 meses 



Respuesta	
  citogenéVca	
  (NCCN):	
  
Búsqueda de CyMR a los 12 meses 

• Respuesta citogenética mayor (CyMR) 
• No se evidencia metafases Ph+ 

• Respuesta citogenética completa (CyCR) 
• Metafases Ph+ (0-35%) 

• Respuesta citogenética parcial (CyPR) 
• Metafases Ph+ (1-34%) 



Variantes Ph 

•  2-­‐10%	
  
•  Implican	
  otros	
  cromosomas	
  diferentes	
  a	
  9	
  y	
  22.	
  	
  
•  1p36,	
  3p21,	
  5q13,	
  6p21,	
  9q22,	
  11q13,	
  12p13,	
  17p13,	
  17q21,	
  17q25,	
  
19q13,	
  21q22,	
  22q12,	
  y	
  22q13.	
  	
  

• Mas	
  frecuentes:	
  	
  
•  t(3;9;22)(p21;q34;q11)	
  	
  
•  t(17;9	
  ;22)(q25;q34;q11)	
  
•  	
  publicadas	
  en	
  más	
  de	
  10	
  casos	
  

• No	
  varia	
  en	
  presentación	
  clínica	
  y	
  pronósFco	
  que	
  Ph	
  dpico	
  



Anomalías	
  cromosómicas	
  adicionales	
  (ACAs)	
  	
  
•  5%	
  de	
  casos	
  en	
  fase	
  crónica	
  
•  60%-­‐80%	
  de	
  durante	
  la	
  crisis	
  blásFca	
  
(BC)	
  

•  45%	
  de	
  los	
  casos	
  con	
  resistencia	
  ITK	
  	
  
•  Orden	
  de	
  aparición	
  se	
  relaciona	
  con	
  la	
  
frecuencia	
  .	
  

•  Hiperdiploidias:	
  mas	
  frecuentes	
  (+8,	
  
+19	
  y	
  +Ph)	
  50%:	
  47	
  y	
  50	
  cromosomas.	
  	
  

•  NO	
  balanceados	
  



ACAs balanceadas 

•  t(15;17)(q22;q12–21)	
  
•  inv(3)(q21;q26)/t(3;3)(q21;q26)	
  
•  t(3;21)(q26;q22)	
  
•  t(7;11)(p15;p15)	
  
•  t(8;21)(q22;q22)	
  
•  inv(16)	
  (p13q22)	
  



• ACA	
  ruta	
  mayor:	
  	
  
•  Mal	
  de	
  pronosFco	
  y	
  se	
  relacionan	
  con	
  fallo	
  al	
  tratamiento;	
  fase	
  acelerada	
  
•  +8,	
  +Ph,	
  i	
  (17)(q10),	
  +19,	
  +21,	
  +17	
  y	
  -­‐7	
  

• ACA	
  ruta	
  menor:	
  	
  
•  No	
  cambios	
  en	
  el	
  pronosFco	
  	
  
•  -­‐Y,	
  variante	
  Ph	
  



Sobrevivencia	
  global	
  	
  en	
  variantes	
  Ph	
  y	
  ACA	
  
p<0.001	
  



ACA en clonas Ph- 

•  5%	
  de	
  los	
  casos	
  con	
  RCg:	
  
desarrollo	
  de	
  la	
  
enfermedad	
  y	
  resistencia	
  
a	
  tratamiento	
  ITK	
  .	
  

•  Su	
  implicación	
  clínica	
  no	
  
esta	
  clara.	
  

• Monosomía	
  7:	
  evolución	
  a	
  
SMD	
  y	
  LMA	
  

ACA	
   %	
  
Trisomía	
  8	
   34-­‐86%	
  
Monosomía	
  7	
   19-­‐25%	
  
5q-­‐	
   Poco	
  frecuente	
  	
  
20q-­‐	
   Poco	
  frecuente	
  	
  
CarioFpos	
  complejos	
  Poco	
  frecuente	
  	
  



FISH en LMC 



BCR 

ABL 
ABL1 con BCR  

nuc ish (ABL1 x 2),(BCR x 2) (ABL1 con BCR x 1)[400] 

Leucemia Mieloide Crónica 

200	
  núcleos	
  en	
  
interfase:	
  >1%	
  de	
  
núcleos	
  posiFvos	
  



ü Identificación y verificación de translocaciones cromosómicas 

ü Patrones de hibridación atípicos (variantes Ph) o Ph supernumerario 

ü Progresion clonal y en crisis blástica. 

Aplicaciones de FISH 



FISH en el seguimiento de LMC 

•  La	
  falla	
  de	
  respuesta	
  a	
  tratamiento	
  no	
  se	
  define	
  en	
  base	
  a	
  FISH:	
  
No	
  usado	
  en	
  seguimiento	
  (NCCN	
  2015,	
  ELN	
  2013)	
  	
  

• CitogenéFca	
  no	
  informaFva	
  o	
  sospecha	
  de	
  deleción	
  del	
  der(9)	
  
(no	
  varía	
  pronósFco),	
  variante	
  Ph	
  

• Alta	
  tasa	
  de	
  falsos	
  posiFvos	
  (1-­‐10%),	
  disminuye	
  con	
  el	
  uso	
  de	
  
sondas	
  de	
  doble	
  fusión.	
  	
  

• NO	
  acceso	
  a	
  prueba	
  molecular.	
  
•  <1%	
  de	
  núcleos	
  con	
  la	
  translocación	
  sobre	
  200	
  núcleos	
  
analizados	
  en	
  interfase	
  podría	
  asumirse	
  como	
  RCg.	
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12 exones: 230 kb - mRNA de 6 y 7 kb – proteína 145 kDa 

23 exones: 130 kb - varios mRNA de 4.5 kb y 7 kb – proteína 130, 160, 
190 KDa 
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Mod.	
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No	
  existe	
  diferencia	
  	
  estadísFca	
  significaFva	
  entre	
  la	
  muestra	
  tomada	
  de	
  sangre	
  
periférica	
  y	
  	
  	
  medula	
  ósea	
  en	
  el	
  pretratamiento.	
  

No	
  se	
  deben	
  intercambiar	
  muestras	
  entre	
  el	
  seguimiento	
  
No	
  se	
  debe	
  intercambiar	
  el	
  gen	
  control	
  interno	
  

Encuentra	
  una	
  correlación	
  
fuerte	
  y	
  significaFva	
  	
  entre	
  
los	
  resultados	
  obtenidos	
  de	
  
MO	
  y	
  SP	
  



DiagnósVco:	
  	
  
Determinación	
  de	
  variante	
  (estudio	
  cualitaVvo)	
  
PCR	
  convencional	
  	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Adaptar	
  y	
  replicar	
  estudios	
  molecular	
  según	
  recomendaciones	
  de	
  EAC.	
  Van	
  Dongen	
  2003	
  



Monitoreo:	
  Detección	
  y	
  
cuanVficación	
  de	
  enfermedad	
  
mínima	
  residual	
  
	
  
Estudio	
  de	
  expresión	
  génica:	
  RNA	
  
de	
  sangre	
  ó	
  médula	
  ósea	
  
	
  
	
  
	
  

P	
  1	
  

P	
  2	
   P	
  3	
  

P	
  4	
  

P1	
  
P2	
  
P3	
  
P4	
  

NEGATIV
O	
  

POSITIVO
S	
  

Gabert	
  et	
  al.	
  2003	
  



Diferentes	
  modelos	
  de	
  ensayos	
  en	
  cuanVficación	
  





GEN CONTROL 
• 	
  Las	
  células	
  producen	
  un	
  número	
  variable	
  de	
  mRNA	
  

• 	
  RNA	
  es	
  lábil	
  

• 	
  Dificulta	
  la	
  cuanVficación	
  absoluta	
  

El	
  gen	
  control	
  normaliza	
  los	
  valores	
  absolutos	
  

#	
  de	
  transcriptos	
  de	
  BCR-­‐ABL	
  

#	
  de	
  transcriptos	
  de	
  ABL	
  
=	
   %	
  

Dx.:	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  10234	
  copias	
  BCR-­‐ABL	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  14239	
  copias	
  ABL	
   =	
   71,87%	
  

Facilita	
  expresar	
  la	
  ESCALA	
  INTERNACIONAL	
   Mod.	
  LMCD	
  



Que estableció el estudio IRIS? 
(Imatinib vs. Interferon en primera línea de 
tratamiento) 

•  Seguimiento	
  a	
  los	
  8	
  años	
  de	
  uso	
  de	
  imaFnib	
  (45%	
  
desconFnuaron	
  qo)	
  

•  SLE	
  81%	
  
•  SG	
  esFmada	
  del	
  85%	
  

•  Establece	
  respuesta	
  molecular	
  mayor	
  (RMM)	
  a	
  los	
  18	
  meses	
  
de	
  iniciado	
  el	
  tratamiento	
  con	
  imaFnib	
  como	
  uno	
  de	
  los	
  
objeFvos	
  terapéuFcos.	
  	
  

• Determina	
  la	
  necesidad	
  de	
  realizar	
  una	
  correcta	
  
cuanFficación	
  de	
  BCR-­‐ABL1	
  mediante	
  RQ-­‐PCR	
  .	
  

•  Introduce	
  el	
  término	
  de	
  Escala	
  Internacional	
  y	
  Factor	
  de	
  
Conversión:	
  armonización	
  de	
  laboratorios	
  



	
  
1.  Unificar	
  criterios	
  para	
  apoyar	
  la	
  decisión	
  clínica	
  

2.  El	
  paciente	
  puede	
  trasladarse	
  a	
  otros	
  centros	
  especializados	
  y	
  el	
  resultado	
  
será	
  una	
  buena	
  referencia.	
  

3.  Fácil	
  interpretación	
  por	
  los	
  especialistas	
  

Dificultades:	
  
1.  Diferencias	
  intra	
  e	
  interlaboratorios.	
  
2.  Metodologías	
  “in	
  house”	
  (RUO)	
  
3.  Ideal:	
  Metodologías	
  estandarizadas,	
  validadas	
  y	
  reproducibles	
  entre	
  laboratorios	
  

FACTOR	
  DE	
  CALIBRACIÓN	
  

Escala Internacional 
National Institutes of Heath Consensus Group 
2006 



EVALUACIÓN	
  DE	
  RESPUESTA	
  CITOGENÉTICA	
  COMPLETA	
  

• 	
  Análisis	
  de	
  MO	
  por	
  citogenéFca	
  convencional.	
  
• 	
  Ausencia	
  de	
  Ph+	
  luego	
  de	
  12	
  meses	
  de	
  tratamiento	
  
• 	
  No	
  menos	
  20	
  metafases	
  
• 	
  FISH	
  no	
  se	
  usa	
  para	
  monitoreo	
  

IRIS 

EVALUACIÓN	
  DE	
  RESPUESTA	
  MOLECULAR	
  

IRIS 
Análisis	
  de	
  PCR	
  convencional	
  y	
  
Q-­‐PCR	
  (Tiempo	
  real)	
  
	
  
IRIS	
  Baseline	
  
(CuanFficación	
  al	
  diagnósFco)	
  
	
  
IRIS	
  MMR	
  
(CuanFficación	
  a	
  12	
  meses)	
  
	
  

CCyR	
  

Linea	
  de	
  base:	
  	
  

Valor	
  
promedio	
  de	
  
cuanVficación	
  
antes	
  del	
  
diagnósVco	
  de	
  
30	
  pacientes	
  
que	
  se	
  asume	
  
como	
  100%.	
  

1-­‐log	
  
	
  

2-­‐log	
  
	
  
3-­‐log	
  



Muestras	
  de	
  referencia,	
  	
  
(preparadas	
  y	
  distribuidas	
  de	
  un	
  laboratorio	
  central)	
  	
  

Correspondientes	
  a	
  100%,	
  1%,	
  0.1%,	
  0.01%	
  	
  
BCR-­‐ABL/gen	
  control	
  	
  

El	
  laboratorio	
  analiza	
  la	
  muestra	
  de	
  referencia	
  
conociendo	
  cuales	
  corresponden	
  a	
  100%,	
  1%,	
  0.1%,	
  

0.01%	
  BCR-­‐ABL	
  	
  según	
  la	
  escala	
  internacional	
  
(InternaFonal	
  Scale)	
  y	
  calculan	
  un	
  Factor	
  de	
  

Conversión	
  propio	
  del	
  laboratorio.	
  

Factor	
  de	
  
conversión	
  



IniciaVva	
  para	
  adecuar	
  los	
  resultados	
  por	
  medio	
  de	
  un	
  factor	
  de	
  conversión	
  
para	
  cada	
  laboratorio	
  del	
  mundo	
  (BCR-­‐ABL)	
  teniendo	
  como	
  referencia	
  MMR	
  >	
  

0,1%	
  (IRIS):	
  



• Mayor	
  (RMM):	
  cociente	
  de	
  BCR-­‐ABL	
  respecto	
  a	
  ABL	
  es	
  ≤	
  
0,1%	
  en	
  la	
  escala	
  internacional.	
  	
  

	
  
• Completa	
  (RMC):	
  tránscritos	
  de	
  mRNA	
  de	
  BCR-­‐ABL	
  no	
  
detectables	
  en	
  dos	
  muestras	
  sanguíneas	
  consecuFvas	
  de	
  
calidad	
  adecuada.	
  

Respuesta molecular (ELN 2013) 



Relación entre el nivel de BCR-ABL1 y 
la respuesta Citogenética 
•  Estrecha	
  correlación	
  
• ÚFl	
  ante	
  la	
  ausencia	
  de	
  citogenéFca.	
  



Relación aproximada entre número de 
células leucémicas y nivel de 
transcriptos. 





Respuesta al tratamiento ITK 
•  Respuesta	
  ópVma:	
  

•  3	
  meses:	
  BCR/ABL	
  <10%,	
  Ph+	
  >35%	
  
•  6	
  meses:	
  BCR/ABL	
  <1%,	
  Ph+	
  0%	
  (RCC)	
  
•  12	
  meses:	
  :	
  BCR/ABL	
  <0.01%	
  (RMM)	
  
•  Los	
  controles	
  de	
  la	
  enfermedad	
  aseguran	
  supervivencia	
  a	
  largo	
  plazo	
  adecuada.	
  

•  Respuesta	
  subópVma:	
  
•  No	
  RCg	
  a	
  los	
  3	
  mese	
  
•  Menos	
  de	
  RCP	
  a	
  los	
  6	
  meses	
  y	
  12	
  meses	
  
•  Menos	
  de	
  RMM	
  a	
  los	
  18	
  meses	
  
•  Se	
  desconoce	
  si	
  paciente	
  evolucionara	
  a	
  fracaso	
  o	
  a	
  respuesta	
  opFma	
  (etapa	
  transitoria),	
  
puede	
  ser	
  necesario	
  un	
  cambio	
  en	
  qo	
  

•  Fallo	
  o	
  fracaso:	
  	
  
•  No	
  RHC	
  a	
  los	
  3	
  meses	
  	
  
•  Perdida	
  de	
  RHC,	
  RCC,	
  RMM,	
  mutaciones	
  nuevas,	
  ACA,	
  Ph+	
  
•  Cambio	
  de	
  tratamiento	
  	
  o	
  transplante	
  alogénico	
  



RESISTENCIA A ITK:   

•  No	
   rpta	
   hematológica	
  
completa	
  a	
  los	
  3	
  m	
  

•  No	
  rpta	
  citogenéFca	
  a	
  
los	
  6	
  m	
  

•  No	
   rpta	
   citogenéFca	
  
mayor	
  a	
  los	
  12	
  m	
  

•  OPCIONES:	
  
•  Análogos	
   de	
   ImaFnib:	
  
DasaFnib,	
  NiloFnib	
  

•  Asociación	
  de	
  ImaFnib	
  
con	
  Interferón	
  o	
  Ara-­‐C	
  



Resistencia primaria 

• NO	
  remisión	
  hematológica	
  despues	
  de	
  3-­‐6	
  meses	
  de	
  iniciado	
  qo	
  
(NCCN2015)	
  

•  15-­‐25%	
  no	
  logra	
  RCg	
  
•  Inadecuada	
  concentración	
  plasma	
  de	
  imaFnib	
  (defecto	
  de	
  la	
  
glicoproteina	
  alfa1)	
  

•  Concentración	
  disminuida	
  TK	
  intracelular:	
  defecto	
  proteinas	
  
transporte	
  ATP	
  binding	
  caseqe:	
  MDR1,	
  hOCT1	
  



Resistencia secundaria  

• No	
  se	
  excluye	
  de	
  la	
  primaria	
  (fases	
  de	
  evocución)	
  
• Mutaciones	
  del	
  dominio	
  TK	
  de	
  la	
  fusíon	
  génica	
  BCR/ABL	
  
• Adquisión	
  de	
  PH	
  adicionales	
  



t(9;22) 

LMC (doble Ph) 
92,XXYY, t(9;22)(q34;q11), t(9;22)(q34;q11) 



ABL	
  BCR	
  

Dominio	
  cinasa	
  
207	
  –	
  507	
  aa	
  

Asociado	
  a	
  
alto	
  riesgo	
  
de	
  
progresión	
  

Pobre	
  
pronósFco	
  
y	
  alto	
  
riesgo	
  de	
  
progresión	
  



Mutaciones	
  más	
  frecuentes	
  en	
  BCR-­‐ABL	
  
que	
  confieren	
  Resistencia	
  

Se	
  detecta	
  por	
  secuenciacimiento	
  de	
  gen	
  de	
  
fusión	
  BCR/ABL	
  





CONCLUSIONES 

•  Tanto	
  la	
  CG	
  como	
  los	
  test	
  moleculares	
  consFtuyen	
  los	
  pilares	
  de	
  
seguimiento	
  en	
  LMC.	
  

•  Es	
  necesaria	
  la	
  evaluación	
  CG	
  en	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  controles:	
  ACAs	
  o	
  
evoluciones	
  clonales.	
  

•  Es	
  recomendable	
  el	
  uso	
  de	
  escala	
  internacional	
  y	
  factores	
  de	
  
conversión.	
  

• Con	
  el	
  advenimiento	
  de	
  nuevas	
  metodologias	
  se	
  hace	
  mas	
  sencillo	
  el	
  
estudio	
  de	
  resistencia	
  al	
  tratamiento.	
  	
  



•  Equipo	
  
Oncohematología	
  –	
  
Laboratorio	
  de	
  Biología	
  
Molecular	
  	
  

•  Blga.	
  Kenny	
  Dongo	
  
•  Blga.	
  Yubell	
  	
  Alvarez	
  
•  Blga.	
  Silvia	
  Dávila	
  
•  Blgo.	
  César	
  OrFz	
  
•  Blgo.	
  Julio	
  Mendoza	
  

EQUIPO	
  FUNCIONAL	
  DE	
  
GENÉTICA	
  Y	
  BIOLOGÍA	
  

MOLECULAR	
  


