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RESUMEN

Antecedentes:

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa Transcriptasa Inversa (RT-PCR),
constituye una herramienta de diagnéstico importante en la deteccion de las
translocaciones reciprocas entre los cromosomas, que consiste en utilizar el 4cido
ribonucleico para generar multiples copias de una region especifica mediante la

enzima Taq polimerasa.

Objetivo General: Determinar la prevalencia del gen de fusibon BCR/ABL p210
mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa Transcriptasa

Inversa (RT-PCR) en pacientes con Leucemia Mieloide Cronica (LMC).

Metodologia: El disefio de la investigacion fue observacional, descriptivo y
retrospectivo realizado de diciembre de 2013 a diciembre de 2017 e incluyo un
total de 121 pacientes con diagnéstico de LMC. Los resultados obtenidos fueron
analizados y tabulados con el software SPSS version 23.0 y Excel 2016; los

mismos se encuentran representados en tablas y graficos.

Resultados: La prevalencia del gen de fusion BCR/ABL p210 fue de 38.84 % de
los cuales los casos positivos en la ciudad de Cuenca fueron del 24,79 %, los
pacientes del sexo masculino representaron el 30,58 % y el 9,92 % conformaron el

grupo etario de 28-37 afos.

Conclusion: Los pacientes con mayor predisposicion a la enfermedad fueron los
adultos jovenes del sexo masculino, la ciudad de Cuenca presenté el mayor
namero de casos positivos y la implementacién de la técnica RT-PCR fue el
meétodo de diagndstico in vitro altamente sensible para la deteccion del gen de
fusiéon BCR/ABL p210.

Palabras Clave: GEN DE FUSION, BCR/ABL, P210, LMC, RT-PCR, CUENCA.
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ABSTRACT

Background: The Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR),
a tool for important diagnosis in the detection of reciprocal translocations between
chromosomes, which consists of using ribonucleic acid to generate multiple copies

of a specific region through the enzyme Taq polymerase.

General objective: General Objective: To determine the prevalence of the BCR /
ABL p210 fusion gene by means of the Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) technique in patients with Chronic Myeloid Leukemia (CML).

Methodology: Methodology: The design of the research was observational,
descriptive and retrospective, carried out from December 2013 to December 2017
and included a total of 121 patients with a diagnosis of CML. The results obtained
were analyzed and tabulated with the software SPSS version 23.0 and Excel 2016;

they are represented in tables and graphs.

Results: The prevalence of the BCR / ABL p210 fusion gene was 38.84% of which
positive cases in the city of Cuenca were 24,79 %, male patients accounted for
30,58 % and 9,92 % made up the age group of 28- 37 years.

Conclusion: The patients with greater predisposition to the disease were the
young adults of the male sex, the city of Cuenca presented the highest number of
positive cases and the implementation of the RT-PCR technique was the highly
sensitive in vitro diagnostic method for the detection of the gene of fusion BCR /
ABL p210.

Keywords: FUSION GENE, BCR / ABL P210, CML, RT-PCR, CUENCA.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa Transcriptasa Inversa (RT-PCR),
constituye una herramienta de diagndstico importante en la deteccion de las
translocaciones reciprocas entre los cromosomas, que consiste en utilizar el acido
ribonucleico (ARN) para generar mdultiples copias de una region especifica
mediante la enzima Taq polimerasa que permitirAd producir nuevas cadenas de
ADN mediante el uso de cadenas existentes como molde. En este trabajo
investigativo se resalta la importancia de la técnica de la RT-PCR en la deteccién
del gen de fusion BCR/ABL p210 en pacientes con Leucemia Mieloide Croénica
(LMC).

El objetivo del presente trabajo fue determinar la prevalencia del gen de fusion
BCR/ABL p210 mediante la técnica biomolecular de Reaccioén en Cadena de la
Polimerasa Transcriptasa Inversa (RT-PCR) en pacientes con Leucemia Mieloide
Cronica (LMC) del laboratorio privado durante el periodo diciembre de 2013 a
diciembre de 2017.

1.2 PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

La LMC es una neoplasia hematolégica que afecta principalmente a personas en
edad media y edad adulta reduciendo el margen de vida, con la particularidad que
de ésta enfermedad se derivan un sin numero de alteraciones moleculares en casi
todos los pacientes, de ahi surge la importancia de la deteccién temprana del gen
de fusion BCR/ABL p210. (1)

Para el diagnostico en el Laboratorio de Biologia Molecular, se utiliza la técnica de
RT-PCR para detectar el gen de fusibn BCR/ABL que codifica la proteina p210,
gue esta intimamente relacionada con el funcionamiento de la tirosina quinasa. La

presencia de esta proteina es del 95 % en los adultos con LMC, en la leucemia
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linfoblastica aguda (LLA) del 20 a 40 % en los adultos y del 5 % en los nifios, y por
altimo en la leucemia mieloblastica (LMA) el 12 %. (2)

En la actualidad, en nuestro medio existen escasos laboratorios que utilicen esta
técnica, por lo tanto, en la presente investigacion se describira la utilidad de la RT -

PCR en el diagnostico, prondstico, tratamiento y deteccion temprana de recaidas.

1.3 JUSTIFICACION

Los andlisis de Biologia Molecular para la deteccion del gen de fusion BCR/ABL
p210 permiten identificar la LMC, que altera el normal funcionamiento del sistema
hematopoyético, consecuentemente ocasiona secuelas graves incrementando la
incidencia y la mortalidad en los individuos que la padecen. Hoy en dia, se han
convertido en uno de los principales analisis para llegar al diagndstico definitivo de
la LMC.

La presente investigacion tiene como eje central confirmar un diagndstico
presuntivo o definitivo de LMC en pacientes que acuden al Laboratorio de
Diagndstico Molecular de Alta Especialidad, mediante la aplicacion de la técnica
de RT-PCR. Esta técnica permitira al mismo tiempo verificar la sensibilidad y
especificidad de la presencia del gen de fusidbn para posteriormente ser

implementada en laboratorios publicos y privados.
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CAPITULO I
2 FUNDAMENTO TEORICO

2.1 Leucemia.

Se conoce como leucemia al incremento constante, anormal y desordenado de los
glébulos blancos que invaden la medula 6sea causando alteraciones en el
desarrollo y desenvolvimiento de las células troncales hematopoyéticas, esta
situacion conduce a que el cuerpo humano quede expuesto a todo tipo de

enfermedad sin la posibilidad de defenderse con eficiencia.(3)

2.1.1 Historia.

En 1827, fue reportado por Velpeau el primer caso de leucemias en un paciente
que presentaba un numero anormal de células blancas, ademas de
esplenomegalia. En 1856, Virchow atribuyd a este tipo de alteracion el nombre de
leucemia. Otros investigadores como Ehrlich, contribuyé con el desarrollo de
técnicas hematoldgicas de tincion, Neumann describi6 que la médula Osea
originaba las células sanguineas. En 1960, el cromosoma Filadelfia fue
descubierto en los pacientes con LMC por Bowel y Hungerford. En 1973, Rowley
analizé el cromosoma Ph (Philadelphia) como el resultado de la translocacién
reciproca entre el cromosoma 9y el 22 t (9,22) (g34; q11) dando lugar al gen de
fusion BCR/ABL productor de wuna proteina andémala con accién tirosin
quinasa.(4)(5)

2.1.2 Clasificacion de las Leucemias.
Principales tipos de leucemias segun el tipo de célula afectada y velocidad de

progresion de la enfermedad:

e Leucemia linfocitica aguda.
e Leucemia mielégena aguda.

e Leucemia linfocitica crénica.
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e Leucemia mieloide crénica.(6)

2.1.3 Leucemia Mieloide Cronica.

Es un sindrome mieloproliferativo cronico caracterizado por la alteracion de la
célula madre pluripotencial afectando a las tres series hematopoyéticas, este es
uno de los pocos casos donde la base molecular es la responsable de la
enfermedad.(7)

2.1.4 Datos epidemiolégicos

En el afio 2017, la incidencia de la LMC en paises subdesarrollados de los
continentes Africa, América Latina, Asia fue de 0.4 a 2,0 casos por 100.000
habitantes por afio, en paises desarrollados de Norteamérica, Europa y Asia del
Pacifico la incidencia fue de 3 a 15 casos por cada 100.000 habitantes por afio y
se espera para el afio 2027 la aparicion de 20.000 nuevos casos de LMC en todo

el mundo. (8)

Segun los registros nacionales y regionales de la Union Europea se considera que
la incidencia de la LMC es de 0.7-1.0 por 100.000 habitantes por afo, la edad
media es de 57-60 afios con una relacién predominante del sexo masculino de 1.2
a 1.7 con respecto al sexo femenino, y la prevalencia se estima de 10-12 casos
por 100.000 habitantes cada afio sin diferencias geograficas o étnicas
importantes.(9) (10)

En los paises bajos de la Unién Europea la incidencia de la LMC fue de 0.9 casos
por 100.000 habitantes en el periodo de tiempo del afio 2001 y 2012, con respecto
a la edad y el sexo fue mas notable en los hombres durante las Ultimas décadas
de vida. (11)

La prevalencia de la LMC en Francia en el afio 2016 fue de 17 casos por 100.000

habitantes, la edad promedio 60 afios y con predominio en el sexo masculino. (12)
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Entre los afos 2008-2013 en Alemania se obtuvieron datos del sistema de salud
de aproximadamente 10.5 millones de personas, la tasa de incidencia de la LMC
del sexo femenino fue de 1.3 por 100.000 habitantes y 1.7 por 100.000 habitantes
para el sexo masculino, se estima que en el afio 2012 el total de casos fue de
9.000 pacientes y para el afio 2040-2050 se incrementara el nimero a 20.000

pacientes.(13)

Investigaciones de la LMC en 92.5 millones de adultos de 20 paises de la Union
Europea cuya edad media fue de 56 afos, la maxima incidencia se mostré en
Italia con 1.39 casos por 100.000 habitantes por afio y un minimo de 0.69 casos

por 100.000 habitantes por afio en Polonia. (14)

Datos obtenidos de pacientes con diagnéstico de LMC del Swedish Cancer
Register y del Swedish Cause of Death Register de Suecia en el periodo de 1985-
2012, la edad media fue 40 afios y la prevalencia de 11.9 casos por 100.000
habitantes y se incrementara para el afio 2020 a 22.0 casos por 100.000
habitantes (2587 pacientes con LMC).(15)

Entre los afios 2009 a 2016 en seis regiones de Rusia se investigdo en 10.1
millones de habitantes, la incidencia de la LMC con los siguientes resultados de
0.58 por 100.000 habitantes por afio, la morbilidad era 10 veces menor en las

personas mayores a 70 afios en relacion a la edad de 60 afios. (16)

En la region de Medio Oriente y Norte de Africa (Egipto y paises arabes), existe
escasa informacion del nimero de casos de LMC, los estudios realizados estiman
que la edad promedio de los pacientes con LMC es de 43 afios (40 afios para los
hombres y 41 afios para las mujeres) y la mas alta incidencia esta en el grupo de
pacientes con la edad de 30-35 afios, no se puede tener informacién especifica de
las tasas de incidencia debido a la gran diversidad de servicios médicos. (17)

En Indonesia, la incidencia de la LMC es de 1.5 casos por 100.000 habitantes por

afio con predominio en los hombres y se incrementa con la edad. La edad media
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de los pacientes es de 55 a 60 afios y se estima que la prevalencia se
incrementara en los futuros 20 afios a 250.000 posibles casos, ademas se
menciona que la edad promedio en China es de 45-50 afios, 36-38 afios en

Tailandia, 38-40 afios en la India 'y de 37 afios en Corea del Sur. (18)

En un estudio realizado en Espafia se registr6 la incidencia anual de 1.08 casos
por 100.000 habitantes donde la susceptibilidad predomina mas en hombres
(58%) que en mujeres y la edad promedio es de 54 afios incrementandose la
incidencia hasta los 65 afios. (19)

En Norteamérica, han sido diagnosticados 5.050 casos cada afio y la tasa de
mortalidad es alrededor del 0,9 por 100.000 habitantes(1). La incidencia de la LMC
durante el afio 2015 en los Estados Unidos de Norteamérica es de 1-2 casos por
100.000 habitantes adultos, la edad media es 67 afios en este periodo se
diagnosticaron 7.000 casos nuevos de los cuales 1.100 casos son de estado
critico. La prevalencia es de 80 mil a 100 mil casos y el pico maximo que se
espera es en el afio 2030 de 180.000 casos. (20) (21)

En México, la incidencia de la LMC es menor a 1 por cada 100.000 habitantes por
afo, la edad promedio de los pacientes 65 afios y es mas frecuente con una

relacion 3 a 1 a la leucemia linfocitica crénica. (22) (23)

Las neoplasias mas frecuentes en Costa Rica son las leucemias con una tasa de
mortalidad de 23.8 por 100.000 habitantes en el sexo masculino y 19.5 por

100.000 habitantes en el sexo femenino.(24)

En Venezuela, la LMC la incidencia es de 1-2 casos por 100.000 habitantes por
afo, el rango de edad de los pacientes es de 30 a 70 afios y este tipo de leucemia

representa el 15 al 20% de todas las leucemias en adultos. (25)

En Bolivia, la LMC es la primera neoplasia predominante en hombres con una

incidencia del 4.2/100.000 habitantes por afio y en mujeres con una incidencia del

Mauro Javier Arcentales Cayamcela Pagina 16



roxs ",._c_‘“ a0 hessoetsy

E' UNIVERSIDAD DE CUENCA
%_’_g

2.5/100.000 habitantes por afio segun datos de GLOBOCAN (proyecto de salud
ejecutado por la International Agency for Research on Cancer cuyo objetivo es

proporcionar informacion actual de la incidencia y mortalidad de los principales

tipos de cancer a nivel nacional e internacional).(26)

En Ecuador, la LMC es un sindrome cuya incidencia esta entre 1-2 casos por
100.000 habitantes independiente de la region geogréfica, donde la susceptibilidad
segun los registros del Hospital de Sociedad de Lucha contra el Cancer (SOLCA)
predomina mas en hombres que en mujeres y la edad promedio es de 54 afios
incrementandose posteriormente hasta los 65 afios. La LMC se ubica dentro de
los 10 tipos de cancer mas frecuentes ocupando el quinto lugar para los hombres
y el sexto lugar para las mujeres conllevando a la incrementacion de la
mortalidad.(27)(19)(28) (29) (30)

2.1.5 Fases de la Leucemia Mieloide Croénica.

2.1.5.1 Fase Cronica.

La aparicidon es insidiosa entre el 80 % y 90 % de los casos, con el tiempo de
duracion entre 3 a 5 afios acompafiado de leucocitosis entre 40.000 células /mL y
300.000 células /mL. Ademas, en las etapas iniciales se presenta basofilia,
eosinofilia, trombocitosis y alteraciones en el hematocrito que causan anemia. En
las muestras de medula 6sea y en sangre periférica se observa células maduras e
inmaduras, en los estudios citogenéticos el cromosoma Ph es positivo para el 95
% de los pacientes. (24)(31)

2.1.5.2 Fase Acelerada.

El periodo de duracibn puede ser de varios meses, presenta leucocitosis
sobrepasando el valor de 11.000 células /mL, basofilia, eosinofilia, anemia
progresiva y trombocitosis. En las muestras de medula ésea y en sangre periférica

se observa blastos y promielocitos llegando a alcanzar el 10 y 20 %. En los
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estudios citogenéticos el cromosoma Ph es positivo ademas de otras anomalias

cromosomicas en el 50 % de los casos. (24)(31)

2.1.5.3 Fase Terminal o Crisis Bléastica.

Representa la etapa final de la LMC, el periodo de duracion es de pocas semanas
0 meses que involucra la trasformacion del estadio cronico a un estado agudo con
episodios de hemorragias e infecciones. En las muestras de medula 0sea y en
sangre periférica se evidencia blastos mieloides (70 %) y linfoides (30 %) mayor al
30 %. En los estudios citogenéticos el cromosoma Ph es positivo ademas de otras

anomalias cromosomicas en el 80 % de los casos. (24)(31)

2.1.6 Caracteristicas del Gen Fusion BCR/ABL p210.

Formacion.

El gen BCR tiene 23 exones donde se diferencian dos regiones, la mayor (M-bcr)
localizada entre los exones 12-16 con la longitud de 58 Kb y la regién menor (m-
bcr) localizado en el primer intrén entre los exones 1-2 con la longitud de 55 Kb.
Los sitios fragiles en el gen BCR estan en los exones: 1 (el), 12 (b2), 13 (b3) y 19
(e19). En el gen ABL el sitio fragil estad en el exén 2 (a2) del cromosoma 9, entre
estos dos genes las roturas de los sitios fragiles producen los siguientes
reordenamientos: el ela2 con el peso molecular de 190 pares de bases (pb), b2a2
con el peso molecular de 210 pb, b3a2 con el peso molecular de 230 pb. (25)(32)

Funcidn.

El gen BCR (break point cluster region) en condiciones normales aporta con la
informacion para generar una molécula que puede actuar como proteina
activadora de GTPasa (guanosina trifosfatasa), la desactivacion de esta proteina
se vincula con el mecanismo de sefalizacion quimica en el interior de la célula
conocido como interruptores celulares; otra funcién del gen BCR es que puede
reaccionar como una quinasa responsable de alterar la funcidon de otras proteinas.
(33) (34)
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El gen ABL (Abelson) es un oncogén, normalmente esta inactivado y codifica una
proteina con accion tirosinquinasa responsable de la monitorizacion de los
procesos que incluyen el ciclo celular, también interviene en la regulacion de otros
genes.(35) (34)

La presencia del gen de fusion BCR/ABL incrementa la actividad tirosinquinasa
que altera la funcién de las células primitivas pluripotenciales favoreciendo el

proceso de proliferacion neoplasica a nivel de las células hematopoyéticas.(36)

2.1.7 Factores de Riesgo.
La presencia de uno o mas factores de riesgo no significa que la persona tendra la
probabilidad de padecer la enfermedad, incluso existen personas que padecen la

enfermedad sin tener factores de riesgo conocidos.
Entre los factores conocidos estan:

1. La exposicion a altas dosis de radiacion ionizante mediante investigaciones en
la poblacion japonesa en el afio 1965 que estuvo expuesta a altas
concentraciones de radiacion liberada en las ciudades de Hiroshima y
Nagasaki por las explosiones de las bombas nucleares, luego de haber
transcurrido 11 afios el 30 % de la poblacién desarrollo LMC. (37)

2. La radioterapia, que se aplica a mujeres con carcinoma cervical de Utero y en
el tratamiento de la espondilitis anquilosante. (7)

3. Agentes quimicos, como el benceno y formaldehido.(38) (39)

La edad, comprendida entre 30 a 70 afios esta relacionado directamente con
la probabilidad de padecer LMC.(25)

5. Incidencia del sexo, con predomino en los varones con respecto a las mujeres.
(40)

6. Los inhibidores de topoisomerasas Il del ADN, son enzimas que predisponen a

inducir procesos leucémicos mediante la translocacion entre el cromosoma 9y
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el 22. (7)
Farmacos mielotoxicos, como fenilbutazona, cloranfenicol y citostéticos.(41)
8. Factores genéticos, que activan oncogenes e inactivan genes supresores.(41)
(42)
9. Cromosomopatias como el sindrome de Down y Li-Fraumeni.(43) (44) (45)
10.Tabaquismo, la dosis dependencia del habito de fumar puede aumentar el
riesgo de padecer LMC. (46)
11.Practicas dietéticas y ocupacionales, se comprobo6 en un estudio realizado en
el pais de la India a pescadores y agricultores de arroz teniendo como
resultado mayor numero de pacientes con LMC en los agricultores. (47)
12. Multifactorial.(48)

2.2 Diagnostico.

2.2.1 Hemograma.
Los pacientes con LMC presentan anemias, leucocitosis, agranulocitosis y las

trombopatias.(49)

Leucocitosis de sangre periférica (>50 X 10 °/ L) que consiste en neutréfilos en
diversas etapas de desarrollo, a menudo con un bulto de mielocitos y neutréfilos
polimorfonucleares, mieloblastos y promielocitos: 1-5%, células seudo Pelger-Huet
+, eosinofilia, basofilia 0 ambas, monocitosis, el recuento de plaquetas puede ser
normal o aumentado (fase cronica). (14)

Caracteristicas histopatologicas. Aumento de la celularidad de la médula 6sea
debido a la proliferacion granulocitica, prominentes eosindfilos, megacariocitos.
(14)

2.2.2 Citogenética.
El Cromosoma Philadelphie t (9; 22) es la translocacion genética entre la banda g

34 del cromosoma 9 y la banda q Il del cromosoma 22 dando origen al gen de
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fusion BCR/ABL que esta constituido por las secuencias del gen ABL (cromosoma
9) y del gen BCR (cromosoma 22), segun el sitio de unién:

e lasub banda 1, de la banda 4 en la region 3 del brazo largo del cromosoma
9 en donde se localiza el oncogén ABL 1.
e la sub banda 2, de la banda 1 en la region 1 del brazo largo del cromosoma

22 en donde se localiza el BCR.

El producto del intercambio de material genético conduce a la translocacion
reciproca entre los cromosomas 9 y 22, de esta manera se sintetizan tres tipos de
proteinas de diferente peso molecular p190, p210, p230 de acuerdo a los

diferentes fenotipos de la enfermedad.

El 90 % de casos con LMC esta relacionado con el cromosoma Ph mediante
procedimientos de citogenética convencional y el restante por FISH , RT-PCR o
Southern Blot.(50)(51)

2.2.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Desde el descubrimiento de la molécula del ADN en 1869 por Johan Friedrich
Miescher las investigaciones no se detuvieron hasta que en 1953 se evidencio uno
de los descubrimientos méas impactantes por los investigadores Watson y Crick en
la estructura del ADN. En la década de los afios 70 el analisis del ADN
recombinante y las enzimas de restriccion indujeron a perfeccionar nuevos
métodos mas sensibles, especificos y reproducibles; en 1985 Kary Mullis
perfecciona un tipo de tecnologia conocida como PCR (Polymerase Chain
Reaction) que permite replicar millones de veces una secuencia o fragmento de
ADN especifico in vitro mediante varios ciclos repetitivos de tiempo y temperatura
variable dando como resultado la amplificaciéon de la secuencia molde o blanco
utilizando una enzima ADN polimerasa, que en condiciones normales es

sintetizada por la célula y en forma sintética proviene de la bacteria Thermus
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aguaticus con la cualidad que puede trabajar a temperaturas muy elevadas (79 °C
a 85 °C), de ahi su nombre comercial mas conocido: taq polimerasa. La flexibilidad
y versatilidad de esta técnica permite su utilizacion en multiples campos, por
ejemplo: en medicina forense, tecnologia de alimentos, investigaciones
ambientales, etc. (52)(53)(54) (55)

Existen varios tipos de PCR para diferentes usos (Tabla 1), la RT-PCR es una
técnica cualitativa que utiliza el ADN complementario (cCDNA) con el objetivo de
identificar los transcritos formados por las diferentes translocaciones, ademas
confiere mayor precision y exactitud en el analisis de la estructura y composicion
de las diferentes proteinas resultantes de la fusion de los genes que son
interpretados en el fenotipo de la leucemia, esta técnica se aplica en el

diagnéstico, pronostico y monitorizacion de la LMC.(56)
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Tabla 1: Variantes de la PCR, caracteristicas y aplicaciones.

VARIANTES DE LA
PCR
|

TIPOSDE PCR. CARACTERISTICAS. APLICACIONES.

Amplificacién de un segmento de DNA utilizando dos
PCR ESTANDAR. partidores; la deteccion de la amplificacion es mediante
geles de agarosa.

Deteccion cualitativa de un segmento de
DNA.

Amplificacion de 2 o mas segmentos de DNA utilizando
PCR MULTIPLE. varios partidores en una sola reaccién de amplificacion; la
deteccion de la amplificacion es mediante geles de agarosa.

Deteccion cualitativa de varios segmentos de
DNA en una sola reaccion de PCR.

RFLP-PCR
(RESRISCTION FRAGMENT
LENGTHPOLYMORPHISMS

PCR estandar con paso posterior de digestién con enzimas| Deteccion de  polimorfismos  genéticos
de restriccion. (SNPs).

Expresion de genes.
RT-PCR (REVERSE Sintesis de cDNA a partir de ARN mediante transcripcién | Deteccion de virus de ARN.
TRANSCRIPTASE) reversa, seguido de una PCR.

PCR estandar donde se utilizan tinciones o sondas con| Deteccién cuantitativa de uno o varios
fluoroféros para la deteccion de los fragmentos| segmentos de DNA en la muestra (cargas) o
amplificados; puede ser tipo multiplex. expresion de genes (asociada a una RT-PCR).

RT-PCR gPCR
(REAL TIME)

Tomado de: Advances in molecular identification, taxonomy, genetic variation and

diagnosis of Toxocara spp. (57)

2.2.4 Hibridacion in Situ con Fluorescencia (FISH).

Esta técnica utiliza ADN desnaturalizado en una sola cadena unida con cDNA
marcado con fluorocromos, tiene su importancia en el diagnéstico genético por el
andlisis de los cromosomas en metafase o en interfase en muestras de medula

O0sea o0 sangre periférica.(58)

En el analisis del gen BCR/ABL las sondas detectan la translocacion entre el
cromosoma 9 y el 22 t (9; 22). Se usan dos sondas: la primera en el punto de
ruptura del gen BCR en la region 5', la segunda en el punto de rotura del gen ABL
en la region 3'; estas dos regiones estan marcadas con diferentes fluorocromos
produciendo una sefial de determinado color en los genes BCR (espectro verde) y

ABL (espectro rojo) cuando la sonda se ha hibridado. En condiciones normales de
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las células las sefiales de los genes de estudio se presentan cuatro sefales y en
condiciones de células leucémicas se presenta tres sefiales; la primera sefial
fusionada en el sitio del gen de fusion BCR/ABL (espectro amarillo) y las dos

restantes representan genes normales.(50)(59)

2.2.5 Real-Time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR)
Esta técnica garantiza resultados de alta calidad gracias a la sensibilidad en
deteccion y cuantificacion del gen BCR/ABL en los glébulos blancos de pacientes
con LMC.

La qRT-PCR requiere de protocolos estrictos en calidad y cantidad del ARN para
estimar el nivel de expresion del gen BCR/ABL a patrtir del célculo de la cantidad

del ARNm en la muestra bioldgica .(60)

La técnica inicia con el ARNm que se sintetiza en cADN y a su vez se marcan con
fluorocromos que estan intercalados entre las bases del cADN que contiene
secuencias especificas de la expresion del gen a investigacion y por ultimo es
amplificado por PCR en tiempo real. En la interpretacién se mide la fluorescencia
gue emiten las sondas especificas del ADN mas los fluorocromos, con esta
informacion se traduce en términos matematicos para calcular la cantidad de

ARNmM en la muestra de andlisis.(61)

Mediante las técnicas de biologia molecular se ha demostrado que el gen de
fusion BCR/ABL p210 esta presente en el 99 % de los pacientes. (62)

2.2.6 Next Generation Sequencing (NGS)
En la actualidad es una poderosa herramienta de gran precision en el diagndéstico
molecular, al secuenciar de manera simultanea multiples genes relacionados con

las diferentes patologias e identificar nuevo genes y mutaciones.

Las ventajas incluyen el bajo costo, rapidez, eficiencia, alta sensibilidad en la

secuenciacion de miles de millones de secuencias de manera simultanea.(63)
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La NGS utilizando la tecnologia del ADN de alto rendimiento y la huella genética

de la LMC hace posible detectar y cuantificar los niveles mas bajos del gen de
fusion BCR/ABL. Investigaciones recientes informan la identificacion de un nuevo
gen de fusion BCR/ABL estructurado por dos cortes de rotura, el uno en el intrén
14 del gen BCR y el otro corte de rotura en el intron 2 del ABL en un extrafio caso
de LMC. Mediante la técnica de RT-PCR se identificO que este gen de fusion
BCR/ABL mostraba en su ARNm una union eld4a3 que normalmente es
indetectable por procedimientos rutinarios de gRT-PCR; también se demuestra
gue otras mutaciones en genes como TP53, FLT3, KIT, Y PAX5 estan vinculados
con el BCR/ABL que en conclusion revelan el alto indice de heterogeneidad en la
LMC. (64)(65)(66)

2.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa Transcriptasa Inversa (RT-PCR)
aplicado en el diagnostico de Leucemia Mieloide Cronica.

El ARN normalmente su estructura es un hebra con alta sensibilidad al calor,
debido a estos antecedentes la RT-PCR es una técnica que amplifica el ARN
especialmente el ARN mensajero de genes con expresion elevada y expresion
minima mediante la sintesis previa del cADN, esta conversion se realiza por
medio de la enzima llamada transcriptasa inversa (reverse transcriptase); esta
enzima se purifica a partir de la bacteria Escherichia Coli, para posteriormente ser
amplificado por PCR (Grafico 1); los andlisis in vitro demuestran que esta técnica
es la que mayor garantias otorga en la deteccion de alteraciones en la expresion
génica. (67) (68)

PCR Nested O Anidada

Se caracteriza por ser una técnica que incrementa la sensibilidad de la PCR para
lo cual utiliza 4 cebadores, asi como dos PCR: en la primera PCR se utilizan 2
cebadores externos y segunda PCR donde se utiliza cebadores internos dirigidos
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a la region previamente amplificada se emplea cuando se inicia de una cantidad
muy baja de ADN problema.(69)

4 RNA monocatenario
(56 5 oo bobEons AAGUCGAUUGCGCCAUAUCCGAAUGGC. . . ... ceveeesons 3
1 WP e, Transcripcion Inversa transcriptasa inversa
hibrido RNA:cDNA
e e AAGUCGAUUGCGCCAUAUCCGAAUGGC. .. ...  .cevennnenns 3
\3' ............... TTCAGCTAACGCGGTATAGGCTTACCG. . . . vv.  +cevescsenns 5
Desnaturalizacion 1
hebra RNA
/ 5 o e e AAGUCGAUUGCGCCAUAUCCGAAUGGC. . . ... ceuvevnesnnn 3
hebra cDNA +
KR o5 AN ST TTCAGCTAACGCGGTATAGGCTTACCG. . . . .. tuiveesonens 5

cebadores AAGT y GCCA > Hibridacion 1
2 | hebra cDNA 5 AAGT
3 e TTCAGCTAACGCGCTATAGGCTTACCG: L i 5

DNA-polimerasa
(s6lo emplea como molde el DNA)

Elongacion 1

D2 + H2

5 AAGTCGATTGCGCCATATCCGAATGGC. . . ...  ..ieecncnns 3
ACCG &'
5AAGT

3eeeeerenannn...TTCAGCTAACGCGGTATAGGCTTACCG. . . - .. wovueennnnn 5
3 | E2 y ciclos sucesivos
H+E+D

cDNA bicatenario (amplificado en x ciclos de PCR)
5 AAGTCGATTGCGCCATATCCGAATGGC 3

\ 3 TTCAGCTAACGCGGTATAGGCTTACCG 5'

hebra RNA (no amplificada) +
L ol B0 e AAGUCGAUUGCGCCAUAUCCGAAUGGC. . . ...  ceueennvaes 3

Grafico 1: Técnica de RT-PCR. En la técnica se distinguen tres etapas: 1. Sintesis

previa de cADN; 2. Primer ciclo de la PCR; 3. Segundo ciclo de la PCR.

Tomado de: Texto ilustrado e interactivo de Biologia Molecular e Ingenieria
Genética, Conceptos, técnicas y aplicaciones en ciencias de la salud.(70)
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2.3.1 Sensibilidad y Especificidad.
La RT-PCR es una herramienta 6ptima por la rapidez, especificidad y sensibilidad

mayor al 99.9 %, alcanzando a detectar el gen de fusién BCR/ABL positivo de una
célula en la poblacion de 1.000 o mas células esta propiedad es importante en el
diagnéstico, pronostico, evolucion y tratamiento farmacoldgico, esta técnica es
una de las pruebas de oro (Gold standard) importantes en el diagndéstico de LMC
llegando a recibir certificaciones de la Comunidad Europea (CE) y de la Food and
Drug Administration (FDA) en USA, (71)(72)(73)

2.3.2 Extraccion del ARN.

El ARN direcciona la traduccion para la produccion de proteinas y el ADN
proporciona la informacion genética. En la extraccion del ARN la dificultad es la
técnica y las sustancias contaminantes (ARNasa, proteinas, polisacaridos y ADN

genomico).(74)

El ARN es una molécula muy labil, que puede degradarse con facilidad por
ARNasas y por temperaturas que superan los cuatro grados centigrados; para
prevenir y conservar la integridad se utiliza inhibidores de ARNasa, temperaturas
inferiores a cuatro grados centigrados que garantizan la calidad del ARN vy la

posterior sintesis del cADN. (75)

El método mas comun es el de Chomezynski y Sacchi para el aislamiento del ARN
mediante la utilizacion del isocianato de guanidina para conservar la integridad, el
fenol-cloroformo para formar dos fases donde la superior contiene el ARN que

posteriormente es tratado con isopropnol para recuperar y purificar el ARN. (76)

2.3.3 ADN Complementario (cDNA).
El cDNA tiene la estructura de doble hebra conformado por una secuencia
complementaria del ARNm proveniente de la hebra original por la accion de la

enzima transcriptasa inversa; una de las propiedades del cDNA es recuperar ARN
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que se encuentra en muy pocas cantidades en las diversas muestras bioldgicas y

esta libre de contaminantes.(77)

2.3.4 Electroforesis.

Es una de las técnicas mas utilizadas en biologia molecular para la separacion de
macromoléculas como el ADN y proteinas en un campo eléctrico con una solucién
buffer cuyo pH (potencial de hidrogeno) es de 8, donde los iones con carga
positiva migran al citodo y los iones con carga negativa hacia el anodo.(78)

Los productos de la RT-PCR se observan en el gel de agarosa al 2 % con bromuro
de etidio, el gel sirve de soporte y el bromuro de etidio es un colorante
fluorescente que se fija intercaldndose entre las pares de bases del ADN, la
fluorescencia se revela cuando entra en contacto con la luz ultravioleta del
espectro discerniendo bandas separadas de acuerdo al peso molecular del
producto amplificado.(79)(80)
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CAPITULO Il
3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la prevalencia del gen de fusion BCR/ABL P210 mediante la
técnica biomolecular de Reaccién en Cadena de la Polimerasa Transcriptasa
Inversa (RT-PCR) en pacientes con Leucemia Mieloide Croénica (LMC) del
Laboratorio de Diagnostico Molecular de Alta Especialidad durante el periodo

diciembre de 2013 a diciembre de 2017.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar el numero de casos positivos y negativos del gen de fusién
BCR/ABL p210 durante el periodo de estudio.
e Describir los datos socios demograficos.

e Relacionar los resultados con las variables género, edad y procedencia.
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CAPITULO IV
4. DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO
Estudio observacional descriptivo retrospectivo en pacientes con LMC con
resultados positivos para el gen de fusion BCR/ABL p210 en el Laboratorio de

Diagnostico Molecular de Alta Especialidad.

4.2 AREA DE ESTUDIO
Resultados de los pacientes que acuden de hospitales publicos y privados de las
ciudades de Cuenca y Guayaquil al Laboratorio de Diagndstico Molecular de Alta

Especialidad.

4.3 UNIVERSO Y MUESTRA

El universo son pacientes con diagnostico de LMC en el Laboratorio de
Diagnostico Molecular de Alta Especialidad durante el periodo diciembre de 2013
a diciembre de 2017, el muestreo es por conveniencia incluyendo todos los
pacientes que tengan solicitud de examen para el gen de fusion BCR/ABL p210, el
método utilizado para el diagndstico fue la RT-PCR. La muestra fue recolectada en
tubo con EDTA.

4.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Criterios de Inclusion:

Pacientes a partir de 18 a 75 afios con diagnostico de LMC.

Criterios de Exclusion:

Personas menores a 18 afios y mayores a 75 afos sin diagnostico de LMC

4.5 VARIABLE

Las variables y su operacionalizacion se visualizaran en el Anexo 1.
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4.6 METODOS TECNICAS E INSTRUMENTOS.
METODO.

Prueba Biomolecular RT-PCR para la deteccion del gen BCR/ABL p210 en LMC.
TECNICAS.
Aislamiento de Células Mononucleadas.

La extraccion el ARN se realizé a partir de células mononucleadas presentes en 3

a 5 mL de sangre periférica 0 de medula 6sea con EDTA y conservado a 4 °C.

Se adicion6 al 1 mL de sangre 2 mL de solucién fisiolégica en un tubo Falcom de
14 mL, esta muestra fue homogenizada vy transferida con una pipeta Pasteur
estéril por las paredes de otro tubo Falcom que contenia 3 mL de Ficoll; este
preparado se centrifugé a temperatura ambiente a 1.800 rpm por 15 minutos; se
observé el anillo de glébulos blancos este fue transferido con una pipeta Pasteur
estéril a otro tubo Falcom que contenia 10 mL de solucion salina, se realiz6 un
vortex de 15 segundos; este preparado se centrifugd a temperatura ambiente a
1.800 rpm por 15 minutos; se decanté el sobrenadante dejando solo el pellet o

boton para la extraccion del ARN y se almacenoé a -25 °C.
Extraccion del ARN.
Técnica Trizol (fenol-cloroformo y guanidina tiocianato) descrita por Chomczyski.

Al pellet obtenido se realizé un vortex de 15 segundos, se agreg6 con una pipeta
Pasteur estéril 1 mL de TRI Reagent Solution, se homogenizé; este preparado fue
transferido a un tubo eppendorf, se adicion6 200 uL de cloroformo; vortex 15
segundos y se dejo en reposo 10 minutos a temperatura ambiente; se centrifugo a
-4 °C por 15 minutos; se colocé 400 uL del sobrenadante en otro eppendorf que
contenia 500 uL de isopropanol; se homogenizé y centrifugé a -4 °C por 15

minutos a 12.000 rpm; se decanto el sobrenadante y se agregé 1000 mL de
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etanol al 70 %; se centrifugd a 4 °C por 5 minutos a 9.000 rpm; se deseché el

sobrenadante y se coloc6 el tubo invertido sobre papel absorbente por 10 minutos
para que se evapore los residuos; se rehidrat6 con 30 uL de agua ultra pura; se
llevo al termo bloque por 10 minutos a 65 °C y posterior a este paso la muestra fue

almacenada a -25 °C.
Obtencion del cDNA.

Una alicuota de 30 uL de ARN fue sometida a retrotranscripcién para obtener el
cADN utilizando el kit Script Reverse Transcriptasa. Para la reaccion de retro
transcripcion (RT) en primer lugar se mezclaron 4 uL de ARN total con 2 uL de
una solucion de 2 ug/ uL Randon Primer y 6.5 uL de agua tratada; esta mezcla fue
incubada a 70 °C durante 10 minutos, luego se coloco en hielo y posteriormente se
completd para constituir la mezcla final de reaccion en un volumen de 21 uL que
incluyo ademés 5x First Strand Buffer (5x First S), dNTPS Mix (10mM), DTT (0.1
M) y ARNse OUT recombinant ribonuclease inhibidor (5,000 U). Esta mezcla se
incubo a 42 °C durante 2 minutos, después se colocé en hielo y posteriormente se
afiadi6 1 uL de SuperScrip lll Reverse Transcriptase solo a la muestra, esta
mezcla se incubd a 37 °C durante 60 minutos, después a 99 °C por espacio de 5
minutos vy, finalmente 5 °C durante 5 minutos (Anexo 2) para ser almacenado en

congelacion a 4 °C previo a la siguiente reaccion.
El proceso de amplificacion se realizo por:
PCR.

Primera PCR.

Se empled 3 uL el cDNA para realizar la amplificacion de los transcritos BCR/ABL
por PCR utilizando la mezcla de reactivos, el volumen total fue de 50 uL: Platinum
Taq ADN Polymerase, agua tratada, Buffer 10X (200mM Tris-HCL, pH 8.0, 0.1mM
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EDTA, 1 mM DTT, estabilizantes 50%, v/v glicerol), MgCI2 (50mM), dNTPs
(10mM), primers:

BCR-b1-A (GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC)
ABL-a3-B (GTTTGGGCTTCACACCATTCC)

El programa de amplificacion fue: 2 min a 94 °C; 35 ciclos: 30 segundos a 94 °C,
60 segundos a 65 °C, 60 segundos 72°C; ninguna extensién final necesaria y
parada de PCR a 4 °C (Anexo 3). (26)

Segunda PCR (NESTED o PCR ANIDADA)

Se emplea 1 uL del producto amplificado de la primera PCR, los reactivos y
condiciones de ciclo son las mismas de la primera PCR (Anexo 3) excepto los

primers:
BCR-b2-C CAGATGCTGACCAACTCGTGT
ABL-a3-D TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA

Los productos amplificados de las dos reacciones de PCR anteriormente descritas
son analizados cualitativamente por electroforesis en gel de agarosa al 2 %,
utilizando bromuro de etidio como colorante de revelado. La interpretacion
dependera del peso molecular de cada isoforma expresado en pb, como se detalla

en la Tabla 2.
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Tabla 2. Tamafios de los productos amplificados de la PCR expresado en pb.

b3a2
b2a2
b3a3
b2a3

417
342
243
168

UNIVERSIDAD DE CUENCA

360
285
186
111

Tomado de: Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from

chromosome aberrations in acute leukemia for detection of minimal residual

disease. (81)

INSTRUMENTO.

e Protocolos de trabajo del Laboratorio de Diagnostico Molecular de Alta

Especialidad.
e Base de datos del

Especialidad.

4.7 PROCEDIMIENTOS.

Autorizacion.

Laboratorio de Diagnostico Molecular de Alta

Autorizacion por parte del Gerente del Laboratorio de Diagndstico Molecular de

Alta Especialidad, MSc. Alfredo Campoverde Cisneros, quien luego de su

aprobacion me facilité el acceso y recoleccion de la informacion mediante la base

de datos que es utilizada en el laboratorio. (Anexo 4 y Anexo 5)

Capacitacion.

MSc. Alfredo Campoverde Cisneros, Bqgf. Jennifer Chacon Vélez.
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Supervision.

Directora de la Tesis: Doctora Sandra Pefa P.
Gerente del Laboratorio de Diagndstico Molecular de Alta Especialidad.
MSc. Alfredo Campoverde C.

4.8 PLAN DE TABULACION Y ANALISIS

En la recoleccion de la informacion se utilizé un formulario para cada paciente y en
la tabulaciébn de datos se aplicé las siguientes herramientas estadisticas:
frecuencia, prevalencia, medidas de tendencia central y dispersion. Los resultados
fueron presentados en tablas y graficos utilizando el software SPSS 23 y Microsoft
Excel 2016. (Anexo 6)

4.9 ASPECTOS ETICOS

Para realizar la investigacion Reaccion En Cadena de Polimerasa Transcriptasa
Inversa para Diagndstico de la Leucemia Mieloide Crénica Cuenca 2013 - 2017, se
conto con la autorizacion correspondiente por parte del Laboratorio de Diagndstico
Molecular de Alta Especialidad, para la recoleccion de la base de datos de
pacientes con el diagnéstico de LMC guardando discrecién y respeto en la

manipulacion de informacion.
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CAPITULO V

5. ANALISIS DE RESULTADOS

Se analizaron los resultados de 121 pacientes atendidos durante el periodo
diciembre de 2013 a diciembre de 2017 en el laboratorio, con el objetivo de
establecer la prevalencia del gen de fusion BCR/ABL p210 en la Leucemia

Mieloide Crénica (LMC).

TABLA N° 1: Prevalencia del gen de fusion BCR/ABL p210.

38,84 %

74 61,16 %

121 100,00 %

Fuente: Primaria, registro de laboratorio.

Elaboracion: El Autor.

De acuerdo a los datos recolectados de 121 pacientes con LMC, podemos
observar que existi6 un 61,16 % de casos negativos correspondiente a 74
pacientes; frente a un 38,84 % de casos positivos para el gen de fusion BCR/ABL

p210 presentado por 47 pacientes.
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CASOS PORCENTAJE CASOS PORCENTAJE CASOS PORCENTAJE

10 8,26 % i/ 30,58 % 47 38,84 %
27 22,31 % 47 38,84 % 74 61,16 %
37 30,58 % 84 69,42 % 121 100,00 %

Fuente: Primaria, registro de laboratorio.

Elaboracion: El Autor.

De acuerdo al género el mayor nimero de casos positivos del gen de fusion
BCR/ABL p210 se presentd en el género masculino, con 37 casos que
corresponden al 30,58 %; mientras que en el género femenino se registraron 10
casos que representan el 8,26 %. Con este resultado se corrobora que existe
mayor predisposicion de presencia del gen BCR/ABL p210 en el género

masculino.
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TABLA N° 3: Prevalencia del gen de fusion BCR/ABL p210 segln la Edad.

ANOS CASOS PORCENTAJE. CASOS PORCENTAJE CASOS PORCENTAJE

18-27 9 7,44 % 7 5,79 % 16 13,22 %
28-37 12 9,92 % 13 10,74 % o5 20,66 %
38-47 7 5,79 % 8 6,61 % 1 12,40 %
48-57 11 9,09 % 14 11,57 % o5 20,66 %
+58 8 6,61 % 32 26,45 % 40 33,06 %
- 47 38,84 % 74 61,16 % 121 100,00 %

Fuente: Primaria, registro de laboratorio.

Elaboracion: El Autor.

La mayor frecuencia de casos positivos del gen de fusion BCR/ABL p210 se
encontré en el grupo de edad de 28-37 afios con 12 casos que corresponden al
9,92 %, seguido del grupo de 48-57 afios con 11 casos que corresponden al 9,09
%; el intervalo entre 18-27 afios con 9 casos que corresponde al 7,44 %; en los
pacientes cuya edad es superior a los 58 afios se registraron 8 casos que
corresponde al 6,61 % y por ultimo se encuentra las edades de 38-47 con 7 casos
que representan el 5,79 %. La media en relaciéon a la edad se situ6 en 47,74, con

una desviacion estandar de 15,84 y una varianza de 250,90.

Mauro Javier Arcentales Cayamcela Pagina 38



UNIVERSIDAD DE CUENCA

TABLA N° 4: Prevalencia del gen de fusion BCR/ABL p210 segun el
Procedencia.

CASOS PORCENTAJE CASOS PORCENTAJE CASOS PORCENTAJE

30 24,79 % 17 14,05 % 47 38,84 %
38 31,40 % 36 29,76 % 74 61,16 %
68 56,19 % 53 43,81 % 121 100,00 %

Fuente: Primaria, registro de laboratorio.

Elaboracion: El Autor.

De acuerdo a la procedencia el mayor nimero de casos positivos del gen de
fusion BCR/ABL p210 se presentan en ciudad de Cuenca con 30 casos que
corresponden al 24,79 % y en la ciudad de Guayaquil se registraron 17 casos que

corresponde al 14,05 %.
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CAPITULO VI

6. DISCUSION

La presente investigacion aplic6 un esquema porcentual para el analisis de los
resultados, debido a que dicha estadistica permite tener una idea mas clara
acerca de la realidad, sin embargo al interpretar los datos obtenidos y tratar de
confrontarlos con resefias similares, se evidenciéo que la informacidén estadistica
manejada en las mismas es diferente a la utilizada en este estudio, puesto que en
su mayoria aplican probabilidades o medias estadisticas para sus andlisis; esto no
permitié tener un buen contraste de datos entre si, pero debido a la escases de
estudios con datos porcentuales y actuales, se optd por citar el Unico articulo
realizado en el Ecuador para discutir los datos en relacion a la procedencia,
haciendo uso de toda la informacién disponible en bases cientificas y académicas

a nivel nacional e internacional.

En el presente estudio la prevalencia del gen de fusion BCR/ABL p210 fue del
38,84 %, lo cual es comparable con una investigacion realizada en el afio 2017 en
Malasia (Sur oriente de Asia), en donde se analizaron 79 casos con una
prevalencia del 39 % de casos positivos. (82) Por otra parte, difiere del resultado
obtenido por Bonilla et al. Entre los afios 2003 a 2007 en Colombia, en donde se

analizaron 31 pacientes con una prevalencia del 96.8 % de casos positivos. (62)

De acuerdo al género, el mayor niumero de casos positivos del gen de fusion
BCR/ABL p210 se presentd en el género masculino, con el 30,58 %; mientras que
en el género femenino registré el 8,26 %. Con este resultado se corrobora que
existe mayor predisposicién de presencia de gen BCR/ABL p210 en el género
masculino. (83) Resultados similares se observan en varios estudios, uno de ellos
realizado en Cuba (2012) en donde se analizaron 252 pacientes con predomino
del género masculino en 142 casos (56.3 %) sobre el género femenino 110 casos
(43.7 %) (84); en Bolivia (1999 — 2015) se estudiaron 272 pacientes con
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predomino del género masculino en 166 casos (61 %) con respecto del género
femenino 106 casos (31 %). (26)

En el afio 2015, investigaciones efectuadas en la India y Siria arrojan datos
similares, en el primer caso de una muestra de 270 pacientes se obtuvo
predomino del género masculino en 128 casos (64 %) frente al género femenino
72 casos (36 %) (32); mientras que en Siria de un analisis de 44 pacientes, 25
casos (56.8 %) fueron para el género masculino frente a 19 casos (43.2 %) en el
género femenino. (85)

La informacion obtenida en Rusia (2004 — 2013) difiere de las anteriores
investigaciones, debido a que en este pais de un muestreo de 1082 pacientes, el
51 % de casos positivos fue para el género femenino (551 pacientes) respecto de

un 49 % para el género masculino (531 pacientes). (86)

La edad media de los pacientes analizados en este estudio fue 47,74 afos,
resultado anélogo al obtenido por Navarro et al. (Brasil 2009 — 2015) en donde la
edad media fue 48 afos (87). Resultados parecidos reportan los estudios de
Amaru et al. (Bolivia 2015) (26) y Ayatollahi et al. (Nor-este de Iran 2012 — 2013)
cuya edad media fue de 44 afios; asi como el obtenido en el Instituto Pasteur de
Irdn (2001 — 2015) con una edad media de 46 anos.(88)

El rango de edad con mayor disposicion de casos positivos para el gen de fusién
BCR/ABL p210, se situo entre los 28-37 afios, correspondiendo al 9,92 % del total
de los casos, resultado similar se evidenci6 en el estudio realizado por Morales et
al (Guatemala 2012) donde la predisposicion de pacientes con la presencia del
gen investigado de acuerdo a la edad se expreso entre los 22 — 58 afios (36).
Otras investigaciones realizadas difieren con el presente estudio, la primera
realizada por Rajesh, et al. (India 2011), entre los afios 1976-2005 expone que las
tasas mas altas con casos positivos en relacion a los grupos de edad se situaron

entre los 55-74 afios (89) y la segunda efectuada por Avila et al. (Cuba 2014)
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demuestra que la mayoria de casos positivos oscilan entre las edades de 30-49
afos. (90)

De acuerdo a la procedencia, el mayor niumero de casos positivos del gen de
fusion BCR/ABL p210 se presentaron en la ciudad de Cuenca con el 24,79 % y en
la ciudad de Guayaquil se registré el 14,05 %. Un estudio previo realizado por
Jaramillo et al. En SOLCA de la ciudad de Cuenca en el afio 2011, concluyo que la
provincia del Azuay tiene mayor predisposicion para los diferentes tipos de
leucemia, encontrando un 55.41 % de casos positivos frente a la provincia de
Guayas que reportd un 2.21 %. Estos datos concuerdan con los obtenidos en la
presente investigacion colocando a la ciudad de Cuenca con el mayor numero de

casos reportados. (30)
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7. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en la presente investigacion es posible plantear las

siguientes conclusiones con respecto a los 121 pacientes analizados:

La prevalencia del gen de fusion BCR/ABL p210 en los pacientes diagnosticados

con LMC fue del 38,84 %, frente a un 61,16 % de casos negativos.

La mayor prevalencia del gen de fusion BCR/ABL p210 se presento en el género
masculino con un porcentaje del 30,58 % correspondiente a 37 casos, mientras
que en el género femenino se obtuvo un porcentaje del 8,26 % equivalente a 10

casos.

El 9,92 % de los casos positivos del gen de fusion BCR/ABL p210 pertenecieron al

grupo etario de 28-37 afos.

De acuerdo a la procedencia la poblacion que presentd mayor nimero de casos
positivos del gen de fusion BCR/ABL p210 fue la ciudad de Cuenca con el 24,79 %

(30 casos).

8. RECOMENDACIONES
Considerando la importancia del gen de fusion BCR/ABL p210 en el diagnéstico
de la LMC y la ausencia de informacion sobre su prevalencia en la ciudad de

Cuenca, es oportuno realizar las siguientes recomendaciones:

Ampliar estudios a fin de conocer la estadistica actual del gen de fusibn BCR/ABL

p210 a nivel de la ciudad e incluso del pais.

Para apoyar de mejor manera al diagndstico ademas del resultado obtenido con la
RT-PCR se recomendaria la cuantificacion de este gen de fusidon mediante la gRT-
PCR.
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10. ANEXOS
ANEXO 1
Operacionalizaciéon de variables.
VARIABLE DEFINICION DIMENSION | INDICADOR ESCALA
Género Cualitativa
Condicién  organica | Fenotipo Masculino Dicotomica
que distingue a las Femenino Masculino y Femenino.
personas en hombres
y mujeres.
Edad Tiempo transcurrido a | Aios Cédula. Cualitativa Continua con
partir del nacimiento | cumplidos. intervalos de 10 afios con
de un individuo. una edad minima de 18
afios y una edad maxima
de 75 afos.
Procedencia. Cualitativa
Lugar donde la | Ubicacion Historia Nominal.
persona recibe el | Geogréfica Clinica. Provincia.
primer diagnaéstico.
Producto de la
translocacion
reciproca entre los
cromosomas 9 y 22 | Isoformas
generando tres tipos
de proteinas de
GEN BCR- | diferente peso Pares de
ABL molecular, la proteina bases. Positivo.
P 210 P210 se relaciona Negativo.
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con la LMC.

ANEXO 2

Ciclos del Termociclador en la obtencion del cDNA.
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ANEXO 3

Ciclos de Termociclador en la amplificacion de productos de la primera PCR y la
NESTED.
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ANEXO 4
Oficio para autorizacion.

Cuenca, noviembre 28 del 2017.

Dr.
Manuel Alfredo Campoverde Cisneros.
Gerente del Laboratorio de Diagnostico Molecular de Alta Especialidad BIONCOGEN.

Presente. -
Asunto: Solicitud de autorizacion para tomar la base de datos de los pacientes del

laboratorio y elaboracion de tesis A3 (pregrado).

Yo. Mauro Javier Arcentales Cayamcela, con cédula N° 0302100110, alumno egresado de
la Universidad de Cuenca, de la Carrera de Laboratorio Clinico, solicito a Ud. Me brinde la
autorizacion respectiva para la elaboracion de un proyecto de tesis de pregrado previo a la
obtencion del titulo de Licenciado en Laboratorio Clinico el mismo que lleva por nombre:
REACCION EN CADENA DE POLIMERASA TRANSCRIPTASA INVERSA PARA
DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA CUENCA 2017.

Razon por la cual esperamos nos brinde su autorizacion,

Atentamente.

Maufb Javier Arcentales Cayamcela.
CI: 0302100110
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ANEXO 5

Oficio de autorizacion aprobado.
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Cuenca, 19 de Diciembre de 2017

Yo, Dr. Manuel Alfredo Campoverde Cisneros, Gerente del Laboratorio de Diagndstico
Molecular de Alta Especialidad Bioncogen, AUTORIZO la realizacion del tema de Tesis en
mi laboratorio titulado “REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
TRANSCRIPTASA INVERSA PARA DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA MIELOIDE
CRONICA CUENCA 2018", planteado por el alumno Mauro Javier Arcentales
Cayamcela, con numero de cédula 0302100110, previo a la obtencion de su titulo de
LICENCIADO EN LABORATORIO CLINICO en la Universidad de Cuenca.

Es importante senalar que esta actividad no conlleva ningin gasto para el Laboratorio y
que se tomaran las medidas necesarias para no interferir con el normal funcionamiento de

las actividades propias del mismo.

Se acuerda también, facilitar la informacion tanto de protocolos como la base de datos de
pacientes atendidos en el laboratorio con este diagnéstico.

Los resultados obtenidos en esta investigacion seran proporcionados al Laboratorio como

material bibliografico.
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ANEXO 6

Formulario de registro de pacientes.

UNIVERSIDAD DE CUENCA.

FORMULARIO PARA RECOLECCION DE DATOS

REACCION EN CADENA DE POLIMERASA TRANSCRIPTASA INVERSA
PARA DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA CUENCA 2013-
2017.

FORMULARIO #............ FECHA:..........

CODIGO DEL PACIENTE..........cocvivenenne

GENERO:
MASCULINO ( )
FEMENINO ()

PROCEDENCIA:

GUAYAQUIL. ( )

CUENCA. ()
RESULTADO DEL ANALISIS MOLECULAR:

POSITIVO. ( )

NEGATIVO. ()
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ANEXO 7

Evidencia Fotografica.

Blsqueda, tabulacién y verificacién de informacion de los pacientes.

Revisién bibliografica de los protocolos de trabéjo.
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Verificacion del equipo y programas utilizados en el analisis del gen de estudio.
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