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Resumen

Introduccién: El gen de fusién BCR-ABL1 esta presente en al menos la cuarta parte de pacientes adultos
con leucemia linfoblastica aguda de células B. Su deteccion determina la viabilidad del tratamiento con
inhibidores de tirosina quinasas (TKIs) que se controla mediante la cuantificacion de transcritos de BCR-
ABL1. Algunos pacientes no responden o recaen al tratamiento debido a la presencia de mutaciones en
el dominio tirosina quinasa del gen BCR-ABL1. Reporte de caso: Se reporta un paciente con BCR-ABLA1
que logra una respuesta molecular luego de iniciado la terapia con imatinib; sin embargo, recae después
de quince meses cambiandose el tratamiento a dasatinib. El cambio no permitié una respuesta molecular
a la terapia. Retrospectivamente, se realizé la busqueda de mutaciones en el BCR-ABL1 encontrandose
tres mutaciones de resistencia a terapia (E459K, E255K y V299L). Conclusiones: La aparicion de muta-
ciones durante el tratamiento con TKIs tiene un fuerte impacto en el progreso de la enfermedad, siendo
relevante la busqueda de mutaciones ante recaida o persistencia de transcritos del BCR-ABL1.

Palabras Claves Proteinas de fusion, bcr-abl. Leucemia. Resistencia al tratamiento. Mutacion. Analisis de secuen-
cias. (Fuente: DeCS BIREME)

Abstract

Context: The fusion gene BCR-ABL1 is present in at least the fourth part of B-cell acute lymphoblastic leu-
kemia adult cases. Patients with this fusion gene are candidates to tyrosine kinase inhibitors treatment,
and the response to this therapy can be measure by quantification of BCR-ABL1 transcripts. Some pa-
tients relapse because the presence of mutations in the tyrosine kinase domain of BCR-ABL1. Case re-
port: This is a report of a patient with BCR-ABL1 who initially achieved molecular response with imatinib
therapy, relapsing after fifteen months. The treatment was changed to dasatinib, but the patient doesn’t
achieve molecular response. Retrospectively, we analyzed the tyrosine kinase domain of BCR-ABL1 and
we found three mutations (E459K, E255K and V299L). Conclusions: We conclude that gain of mutations
during treatment with TKIs has strong impact in the progress of disease, being relevant the detection of
BCR-ABL1 mutations in relapsed patients or in case of BCR-ABL1 persistence.
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Introduccion

Los pacientes con leucemia linfatica aguda de cé-
lulas B (LLA-B) acumulan alteraciones genéticas
en los linfocitos B que bloquean la diferenciacién
celular. Las alteraciones mas frecuentes en LLA-
B son las translocaciones reciprocas, como la
translocacion t(9;22) o cromosoma Filadelfia que
contiene al gen BCR-ABL1. Este gen de fusién es
la caracteristica genética de la leucemia mieloi-
de crénica (LMC); y ademas, esta presente en el
25-40% y 3-5% de los casos de LLA-B adultos y
pediatricos, respectivamente.’? E| BCR-ABL1 se
puede traducir en las variantes p190 y p210, es-
tando la primera asociada a prondstico desfavo-
rable y baja tasa de supervivencia a largo plazo.®*
La deteccion del cromosoma Filadelfia o del gen
de fusion BCR-ABL1 determina el inicio de la te-
rapia con inhibidores de tirosina quinasa (TKIls),
farmacos que bloquean la actividad quinasa de la
proteina quimérica responsable de la carcinoge-
nesis. En Peru el TKI mas utilizado es el imati-
nib, empleado como tratamiento de primera linea,
mientras que dasatinib y nilotinib suelen ser indi-
cados ante falta de respuesta o recaida.® A pesar
de la alta tasa de respuesta a los TKIs algunos
pacientes son resistentes o adquieren resistencia
durante la terapia, y a diferencia de la LMC que
tiene parametros que definen falla al tratamien-
to, no existe un consenso para LLA-B, excepto
la pérdida de respuesta molecular mayor (MMR)
definida como niveles indetectables de transcritos
de BCR-ABL1.3# Un mecanismo frecuente de re-
sistencia al tratamiento con TKils es la adquisicion
de mutaciones en el dominio quinasa (TKD) del
BCR-ABL1, tales como G250E, E255K/V o T315I
que son frecuentes en LLA-B. Estas mutaciones
lideran la pérdida de afinidad entre el farmaco y el
BCR-ABL1, por lo que la busqueda de estas mu-
taciones es indicado en pacientes con resistencia
al tratamiento o pérdida de respuesta molecular.58
En el presente reporte se describe un caso con
resistencia a imatinib y dasatinib, donde el ana-
lisis genético por gqRT-PCR y secuenciamiento
evidencié la adquisicién de mutaciones durante la
terapia.

Reporte de caso
Paciente mujer de 28 afos de edad provenien-
te de Lima, es atendida en el Departamento de

Mutaciones en el gen BCR-ABL en leucemia linfatica aguda

Medicina del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (INEN) en mayo 2013. El analisis he-
matolégico e inmunofenotipo fueron compatibles
con LLA-B. El conteo leucocitario y porcentaje de
blastos en médula 6sea fueron 120.99 x 103/L y
66%, respectivamente. El perfil de inmunofenotipo
en sangre periférica describio 55% de poblacion
celular linfoide B inmadura con fenotipo aberran-
te, expresandose los marcadores: CD19, CD79A,
CD45, CD38 parcial, CD13, CD123, CD66C,
HLADR, CD20, CD10, CD24, CD7 y CD34; feno-
tipo compatible con LLA-B. La prueba de RT-PCR
confirmé la presencia del gen BCR-ABL1 variante
p190. La expresion de BCR-ABL1 al momento del
diagndstico fue de 124,3%, determinado por gRT-
PCR, respecto al gen control ABL1.

| paciente inici6 tratamiento con una dosis de 600
mg diarios de imatinib, logrando respuesta mo-
lecular completa (0% de BCR-ABL1) en el sexto
mes. En el décimo quinto mes el paciente recae
con 200% de expresion de BCR-ABL1; el trata-
miento con imatinib se suspendié y se cambio a
una dosis diaria de 100 mg de dasatinib. En el vi-
gésimo sexto mes el paciente mostré elevado re-
cuento de blastos y leucocitos en sangre, y 11.4%
de transcritos de BCR-ABL1 (Figura 1). El trata-
miento con dasatinib fue suspendido y cambiado
a vincristina y prednisona. El paciente fallece se-
manas después de su ultimo control.
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Figura 1. Cuantificacién de BCR-ABL1 (%) y mutaciones de resisten-
cia. Se observa el perfil de expresién del BCR-ABL1 al inicio de la
enfermedad y durante las terapias con imatinib y dasatinib, asi como
las mutaciones adquiridas en el dominio quinasa del BCR-ABL1
(E459K, E255K y V299L). Los datos de expresién son relativos al

gen constitutivo ABL1.

Cuantificacionde transcriots de
BCR-ABL1 (%)
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Se realizd un analisis retrospectivo por secuen-
ciamiento directo de transcritos del BCR-ABL1
p190, para evaluar el dominio tirosina quinasa del
gen de fusion. Se incluyd la muestra al inicio de
la enfermedad (tomada previo al tratamiento) y la
de los respectivos controles. Se detecté la muta-
cion E459K en la muestra del décimo quinto mes,
previamente descrita como resistente a TKIs7. En
la muestra del vigésimo sexto mes se encontra-
ron dos mutaciones adicionales: E255K y V299L,
ambas descritas como resistentes a dasatinib (Fi-
gure 1y 2).89
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Figura 2. Mutaciones E459K, E255K y V299L, y sus efectos sobre la
terapia. La resistencia a TKls generada por las mutaciones se divi-
den en tres: resistencia alta (pérdida de afinidad total entre el TKl y el
BCR-ABL1), resistencia intermedia (efecto parcial del farmaco sobre
la proteina) y sensibilidad al tratamiento (la mutacién no comprome-
te el efecto del farmaco. R: adenina o guanina; S: guanina o citocina.

Discusion

El gen de fusion BCR-ABL1 esta presente en mas
del 25% de casos LLA-B adultos y hasta en un 5%
de casos pediatricos,'?y su presencia determina
el inicio del tratamiento con inhibidores de tirosi-
na quinasas (TKIs). El primer TKI utilizado fue el
imatinib, el cual se emplea como terapia de pri-
mera linea, mientras que en caso de resistencia
el tratamiento puede cambiar a TKlIs de segunda
generacion (dasatinib y nilotinib)."® El uso de TKls
corresponde a una terapia blanco que bloquea la
actividad quinasa del BCR-ABL1, favoreciendo la
remisién de la enfermedad. Sin embargo, muchos
pacientes recaen luego de haber logrado la remi-
sion completa, por lo que el trasplante de proge-

nitores hematopoyéticos (TPH) sigue siendo la
terapia de referencia en esta enfermedad.'®"

Un paciente con LLA-B BCR-ABL1 positivo y en
tratamiento con TKiIs, es controlado mediante téc-
nicas de hematologia, citogenética, inmunofenoti-
po y biologia molecular, con las cuales se busca
evidencia de enfermedad minima residual (EMR).
La técnica de biologia molecular recomendada
para el control es la gqRT-PCR (reaccion en ca-
dena de la polimerasa cuantitativa sobre retro-
transcritos), mediante la cual se cuantifican los
transcritos de BCR-ABL1 respecto a un gen de
expresion constitutiva.’? La metodologia para la
cuantificacion de BCR-ABL1 fue estandarizada
por un grupo de laboratorios de referencia inter-
nacional, en el contexto del Programa Europeo
contra el Cancer (EAC, siglas en inglés). Usan-
do esta técnica se espera encontrar que los pa-
cientes con BCR-ABL1 y en tratamiento con TKis
hayan alcanzado respuesta molecular completa,
es decir, que no se detecten transcritos de BCR-
ABL1.

La resistencia al tratamiento con TKIls esta con-
siderada como una de las causas mas comunes
de recaida, pudiendo originarse a partir de va-
rios mecanismos. Los principales son: (i) adqui-
sicion de mutaciones en el TKD del BCR-ABLA1,
(ii) alteraciones citogenéticas adicionales al cro-
mosoma Filadelfia y (iii) amplificacién génica del
BCR-ABLA % El primero es el mecanismo mas fre-
cuente, reportado en el 40% de los casos de LLA-
B al diagndstico y hasta en un 90% de los casos
en recaida,’ "y es analizado por secuenciamien-
to Sanger, metodologia de oro para el analisis de
mutaciones.

En el presente reporte analizamos un caso de
LLA-B con expresion BCR-ABL1, que alcanz6
respuesta molecular por el tratamiento con imati-
nib. En la muestra al diagnostico no se detectaron
mutaciones en el TKD del BCR-ABL1; sin embar-
go, al décimo quinto mes el paciente recae con
200% de BCR-ABL1, encontrandose la mutacion
E459K. A pesar de que aun no se ha establecido
el tipo de TKI ni el nivel de resistencia que confiere
la E459K, estudios de modelamiento de proteinas
indican que genera un efecto desestabilizante en
la conformacién del dominio quinasa del BCR-
ABL1, el cual interactia con el imatinib. Ademas,
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mediante ensayos in vitro se ha encontrado que
el E459K es la razén de resistencia alta a imatinib
y respuesta intermedia a dasatinib (Figura 2).7'5
Debido a la recaida el paciente inicia tratamien-
to con dasatinib, pero no logra respuesta mole-
cular, encontrandose 11,4% de transcritos de
BCR-ABL1. El analisis de mutaciones mostro
dos variantes adicionales: E255K y V299L; am-
bas descritas por conferir resistencia intermedia
a dasatinib. 8° Estos hallazgos indicarian que el
paciente fue adquiriendo mutaciones durante los
tratamientos con TKls.16 Finalmente se debe
considerar que la LLA-B es una neoplasia carac-
terizada por inestabilidad genomica, es decir, la
probabilidad de que otros genes estén alterados
en las células neoplasicas es alta, ademas de al-
teraciones citogenéticas adicionales.'® Por ello, el
cariotipo es fundamental para categorizar riesgo
y para el control de la LLA-B; sin embargo, en el
caso analizado no se contd con la citogenética,
pudiendo estos datos haber explicado la agresivi-
dad de la enfermedad, ademas de las mutaciones
encontradas.

Finalmente, la ganancia de mutaciones durante el
tratamiento con TKils tiene un fuerte impacto en
la progresién de la enfermedad, por lo que la de-
teccion de mutaciones en el BCR-ABL1, especial-
mente en un paciente en recaida, debe ser eva-
luado en adicion a la cuantificacion de transcritos
de este gen de fusion.
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