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RESUMEN

Introduccion: La leucemia promielocitica se considera una enfermedad bien definida por sus
peculiares caracteristicas clinicas, morfoldgicas, citogenéticas y moleculares. EI descubrimiento
de los mecanismos oncogenéticos implicados en la genesis de la enfermedad hacen de esta
variante de leucemia uno de los modelos mas relevantes de investigacion traslacional.
Objetivo: Caracterizar los transcritos de fusion del gen PML/RARa en pacientes con leucemia
promielocitica.

Métodos: Se realizd una investigacion observacional, ambispectiva, descriptiva, longitudinal, en
pacientes con diagnostico de leucemia promielocitica, en el Instituto de Hematologia e
Inmunologia, entre enero de 2001 y diciembre de 2020. El universo estuvo constituido por 105
pacientes que cumplieron los criterios de inclusion y exclusion.

Resultados: No existe relacion entre los transcritos y la edad, sexo, color de piel y las
caracteristicas clinicas. La presencia del transcrito de fusion bcr3 se asocié a mayores cifras de
hemoglobina y menor valor de plaquetas. La incidencia de recaida no se relaciono con los
transcritos de fusion y no se comprobd que existiera influencia de éstos, sobre la supervivencia
global en pacientes con leucemia promielocitica.

Conclusiones: Las caracteristicas de los transcritos de fusion del gen PML/RARa son similares
a los reportes internacionales, sobre todo en poblaciones de origen latino.
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ABSTRACT

Introduction: Promyelocytic leukemia is considered a well-defined entity due to its peculiar
clinical, morphological, cytogenetic and molecular characteristics. The discovery of the
oncogenetic mechanisms involved in the genesis of the disease makes this variant of leukemia
one of the most relevant models for translational research.

Objective: To characterize the fusion transcripts of the PML/RARa gene in patients with
promyelocytic leukemia.

Methods: An observational, ambispective, descriptive, longitudinal investigation was carried out
in patients diagnosed with promyelocytic leukemia at the Institute of Hematology and
Immunology, between January 2001 and December 2020. The sample consisted of 105 patients
who met the criteria for inclusion and exclusion.

Results: There is no relationship between the transcripts and age, sex, skin color and clinical
characteristics. The presence of the bcr3 fusion transcript was associated with higher hemoglobin
levels and lower platelet counts. The incidence of relapse was not related to fusion transcripts
and their influence on overall survival in patients with promyelocytic leukemia was not proven.
Conclusions: The fusion transcripts’scharacteristicsof the PML/RARa gene are similar to
international reports, especially from populations of Latin origin.

Keywords: promyelocytic leukemia; fusion transcripts; PML/RARa.
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Introduccion

La leucemia promielocitica (LPM) representa el 10-15 % de los casos de leucemia mieloide
aguda, y se considera una enfermedad bien definida por sus peculiares caracteristicas clinicas,
morfoldgicas, citogenéticas y moleculares. 23

El descubrimiento de los mecanismos oncogénicos implicados en la génesis de la enfermedad
que se origina en el 95-98 % de los casos, por la fusion de los genes PML (leucemia
promielocitica, siglas en inglés) y RARa (receptor alfa del &cido retinoico, siglas en inglés) a
partir de la translocacién reciproca y balanceada de los cromosomas 15 y 17, hacen de este
subtipo de leucemia uno de los modelos mas relevantes de investigacion traslacional con impacto
tanto en las técnicas de diagnostico bioldgico como en el desarrollo de terapias dirigidas a dianas

moleculares.®56.7
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La reaccion en cadena de la polimerasa por transcriptasa reversa (RT-PCR) constituye el método
de eleccion para realizar el diagnostico definitivo de LPM tras detectar la fusion PML/RARa y
permite determinar el tipo de transcrito molecular, de vital importancia en el monitoreo de la
respuesta al tratamiento, asi como en el seguimiento a largo plazo de cada paciente. Actualmente,
en la supervision de la enfermedad minima residual (EMR) se utiliza la PCR en tiempo real (RQ-
PCR) cuya principal ventaja frente a la RT-PCR es la cuantificacidn de los transcritos que permite
una deteccion precoz de la recaida molecular.®910

La introduccion en Cuba a finales del siglo pasado de la determinacion del gen PML/RARa por
RT-PCR en el Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI) constituyé un avance fundamental
en el manejo de la LPM, con implicaciones relevantes tanto en el tratamiento de la enfermedad
como en su seguimiento a partir del estudio de los transcritos de fusion. Esta estrategia integral
de manejo contribuye a alcanzar altos porcentajes de curacion de los pacientes, asi como a un
incremento en la calidad de la atencion y al desarrollo de la ciencia en el pais.?

Estudios moleculares han demostrado que existen 3 puntos de ruptura dentro del gen PML. En
dependencia de la ubicacion del punto de ruptura en el gen PML, se pueden formar tres tipos de
transcritos del PML/RARa: el ber (punto de ruptura, siglas en inglés) 1 (situado en el intron 6)
cuya frecuencia es de aproximadamente 60 %, el bcr 3 (situado en el intron 3) cuya frecuencia
aproximada es de 33 % y el ber 2 (situado en posiciones variables del exdn 6) que constituye el
resto de los casos. El punto de ruptura en el RAR« es siempre el mismo (en el intron 2).(¢ 1213
A pesar de que varios autores coinciden en la caracterizacion general de los transcritos y de su
relacion con algunas variables al diagnostico de la enfermedad, se desconoce si el
comportamiento de estas isoformas y su expresion clinica-hematoldgica es similar en los
pacientes con LPM en el IHI. Por tanto, el objetivo del estudio fue caracterizar los transcritos de
fusion del gen PML/RARa en pacientes con LPM.

Métodos

Se realizd una investigacion observacional, ambispectiva, descriptiva, longitudinal, en pacientes
con diagndstico de LPM en el Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI), entre enero de 2001
y diciembre de 2020. El universo estuvo constituido por 105 pacientes con diagnostico clinico
morfoldgico de LPM y estudio molecular positivo del biomarcador PML/RARa por RT-PCR. Se
excluyeron los pacientes de los que no fue posible completar la informacion necesaria para

formar parte de la investigacion.
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Procedimientos

La tipificacion de la LPM al inicio de la enfermedad se realizd6 mediante la clasificacion
morfolégica del grupo FAB. A los pacientes se les aplicd el protocolo de diagndstico y
tratamiento para LPM del IHI, que incluye interrogatorio, examen fisico y estudios
complementarios de laboratorio y la estrategia terapéutica, que varié de acuerdo a dos protocolos
de tratamiento, uno basado en ATRA y otro basado en TOA.

El estudio del reordenamiento del gen PML/RARa y la identificacion de sus transcritos de fusion,
se realizd a partir del procesamiento técnico realizado en el laboratorio de Biologia Molecular
del IHI, a partir de la RT-PCR.(&91%12)

Recoleccion de los datos

Los datos se obtuvieron de las historias clinicas de cada paciente, del libro registro del laboratorio
de Citogenética y Biologia Molecular del IHI y del registro de cancer del centro.

La informacion se organizé y almacend en una base de datos compatible con el empleo del
programa estadistico SPSS version 25.0 para Windows.

Se seleccionaron como variables: edad, edad estratificada, sexo, color de la piel, coagulacion
intravascular diseminada (CID), sindrome de diferenciacion celular (SDC), muerte precoz,
tiempo de seguimiento, recaida hematologica, protocolo de tratamiento, riesgo de recaida,
transcrito de fusion del gen PML-RARa, variante morfologica, recuento de plaquetas, recuento
de leucocitos estratificado, recuento de leucocitos, hemoglobina estratificada, hemoglobina y

estado actual.

Procesamiento y analisis de la informacién

El andlisis estadistico comenzé por la caracterizacion de la poblacion de estudio, lo que implico
la descripcion de todas las variables y la obtencion de las frecuencias absolutas y relativas
(porcentajes) de las distintas categorias.

Para el analisis estadistico de las variables cualitativas se empled la prueba de y? de Pearson. Si la
frecuencia esperada fue menor de 5 se utilizé la prueba exacta de Fisher. Para las variables cuantitativas
se empled la prueba paramétrica t de Student después de haber verificado que cumplieran la hipdtesis
de normalidad, o en caso contrario la prueba no paramétrica U de Mann Whitney.

La probabilidad de supervivencia fue estimada por el método de Kaplan—Meier y las diferencias en la
distribucidn de las curvas de sobrevida se evaluaron mediante la prueba de log-rank. Se considerd como
supervivencia global (SVG) el tiempo transcurrido desde la fecha del diagndstico hasta la muerte del

4
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paciente o fecha de ultima consulta. Para validar los resultados en términos de significacion se considero

significativo todo valor de p < 0,05 para el estadigrafo asociado a la prueba.

Aspectos éticos
Para realizar esta investigacion se contd con la aprobacion del Consejo Cientifico del IHI. Se
tomaron en cuenta los principios referentes al cddigo de ética de acuerdo con la declaracion de
Helsinki.¥ Se garantizo la seguridad y confidencialidad de la informacion y se aclar6 que los
datos derivados de la investigacion podrian ser utilizados con fines cientificos e incluirse en

publicaciones.

Resultados

Del total de pacientes estudiados, 75,2 % fue positivo al transcrito de fusién bcrl/2, con una
frecuencia absoluta de 79 pacientes (75,2 %). La minoria estuvo representada por el transcrito
bcr3 (24,8 %).

La edad estuvo comprendida entre 2 y 84 afios con una mediana de 25 afios.

La edad media de los pacientes con transcrito bcrl/2 y bcr3 fue de 28,89+ 18,19 afios y
27,48+15,83 afios, respectivamente; con un predominio de los pacientes mayores de 18 afos, sin
diferencias significativas (Tabla 1). Se encontro el transcrito bcr3 en la edad extrema de 2 afios
con un rango de 62 afios. Predomind el sexo masculino en ambos grupos y el color de piel blanca,

sin comportamiento significativo.

Tabla 1 - Caracteristicas generales de pacientes con leucemia promielocitica en relacion a los
transcritos de fusion del gen PML/RAR«

L Transcrito No. (%)
Caracteristica Total p
berl/2 ber3

Edad (afios)

<18 30(38) 11(42,3) 41 (39) 0,604
>18 49(62) 15(57,7) 64 (61) ’
Sexo

Femenino 39(49,4) 10(38,5) 49(46,7) 0,334
Masculino | 40(50,6) 16(61,5) | 56(53,3) *
Color de piel
Blanco 69(87,3) 21(80,8) 90(85,7) 0,406
No blanco 10(12,7) 5(19,2) 15(14,3) *
*Valor de p, prueba y 2 de Pearson

Al analizar las caracteristicas clinicas de los pacientes, no se encontrd asociacion estadistica entre el tipo
de transcrito de fusion y la presencia de CID, SDC, muerte precoz o estado actual. Sin embargo, se
evidenci6 una mayor frecuencia de CID en los pacientes con transcrito bcr3, para un 65,4 % (Tabla 2).

5
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Tabla 2 - Relacion de las caracteristicas clinicas de pacientes con leucemia promielocitica y los
transcritos de fusion del gen PML/RARa

Transcrito No. (%)

Caracteristicas clinicas Total p
berl/2 bcr3
Coagulacién intravascular diseminada
Si 52(7,6 17(65,4 69 (65,7
(76) | 17(654) (GO -
No 27(34,2) 9(34,6) 36 (34,3)
Sindrome de diferenciacion celular
Si 6(7,6 1(3,8 7(6,7
(7.6) (3.8) (6.7) 0.506%
No 73(92,4) 25(96,2) 98(93,3)
Muerte precoz
Si 451 1(3,8 5(4,8
(5.1) (3.8) (4.8) 0.800%
No 75(94,9) 25(96,2) 100(95,2)

*Valor de p, prueba y 2 de Pearson

Los pacientes con LPM positivos al transcrito bcrl/2 tuvieron menores cifras de hemoglobina y
leucocitos, mayores cifras de plaquatas y predominio de la variante morfoldgica hipergranular al
compararlo con el transcrito bcr3. Por otra parte, aquellos positivos al transcrito bcr3, se
caracterizaron por una mayor frecuencia de la variante microgranular y la presencia de
leucocitosis. La relacion en cuanto a las cifras medias de hemoglobina y plaquetas y los

transcritos fueron estadisticamente significativas (Tabla 3).

Tabla 3 - Relacién de las caracteristicas hematoldgicas y los transcritos de fusién del gen PML/RARa

en pacientes con leucemia promielocitica

Transcrito No. (%)

Caracteristicas clinicas Total No. (%) p

becrl/2 bcr3

Hemoglobina (g/L) (Media+DE) 84,9+ 16,2 95,35+15,7 - 0,005t
<100 65(82,3) 19(73,1) 84 (80) 0.300°
>100 14(17,7) 7(26,9) 21 (20)

Leucocitos (x10%L) (MediaxDE) 10,51+ 17,01 20,25+ 32,5 - 0,203M
<10 61(77,2) 16(61,5) 77(73,3) 0117
>10 18(22,8) 10(38,5) 28(26,7)

Plaquetas (x10%L) (Media+DE) 37,05+49,39 26,98+ 44,83 - 0,026¢
<40 56(70,9) 21(80,8) 77(73,3)

0,323*
>40 23(29,1) 5(19,2) 28(26,7)

Variante morfoldgica
Hipergranular 72(91,1) 22(84,6) 94(89,5) 0.346*
Hipogranular 7(8,9) 4(15,4) 11(10,5)

Yalor de p, prueba T de Student, MValor de p, prueba U de Mann Whitney. € Valor de p, prueba de Moses,

* Valor de p, prueba y 2 de Pearson:

La mayor cantidad de pacientes se concentrd en los grupos pronosticos de riesgo bajo e intermedio de

recaida en el transcrito bcrl/2 y el grupo de alto riesgo predomind en los pacientes positivos al transcrito
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bcr3 para un 42,3 % asi como la presencia de recaida en este ultimo grupo. No se evidencid relacion

estadisticamente significativa al analizar las variables anteriores. (Tabla 4)

Tabla 4 - Distribucidon de pacientes con leucemia promielocitica segln riesgo, incidencia de recaida y
transcritos de fusion del gen PML/RAR«

Transcrito No. (%)

Parametro Total P
bcrl/2 bcr3

Riesgo de recaida
Bajo 21(26,6) 6(23,1) 27 (25,7)
Intermedio 40(50,6) 9(34,6) 49 (46,7) 0,145*
Alto 18(22,8) 11(42,3) 29(27,6)

Recaida hematoldgica
Si 8(10,1) 4(15,4) 12(11,4) 0,465+
No 71(89,9) 22(84,6) 93(88,6)

* Valor de p, prueba y 2 de Pearson:

La probabilidad de SVG de la serie fue superior al 80 % en ambos grupos de pacientes, al tener en
cuenta el tipo de transcrito de fusion (Fig. A). Ademas, al estratificar la muestra de acuerdo al protocolo
de tratamiento indicado, se evidenci6 que no existen diferencias estadisticamente significativas en la

supervivencia entre ambos grupos (Fig. B y C).; esto se comprobd al aplicar la prueba de log rank.
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Fig. - Supervivencia Global. A: toda la serie. B: pacientes que recibieron el protocolo basado en ATRA.

C: pacientes que recibieron el protocolo basado en TOA.
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Discusion
En la leucemia promielocitica se reconocen fundamentalmente tres tipos de transcritos originados
como consecuencia de puntos de ruptura reconocidos en el gen PML. Estos transcritos codifican
a isoformas de la proteina PML/RARa que le confieren actividad oncogénica a la célula
progenitora que adquiere caréacter leucémico.*?
La distribucion de los diferentes transcritos se report6 indistintamente en diferentes estudios de
varias latitudes en Europa,(>16171® y EE.UU.1%20) de cuyos reportes derivaron estudios
correlacionales y de pronéstico que aln en la actualidad se reproducen. Los resultados de estos
estudios, reflejaron sobre todo en los inicios, el comportamiento de centros Gnicos con
poblaciones de origen europeo y no contemplaban las diferencias en cuanto a distribucion
geografica y poblaciones con poco acceso a servicios de salud.
Posteriormente, se reportaron estudios en pacientes latinos que demostraron diferencias
importantes en cuanto a las frecuencias de los transcritos entre estas poblaciones. El alto
porcentaje encontrado en la distribucion de la isoforma larga (bcrl) en la presente serie, difiere
sobre todo de los reportes europeos y asiaticos?*?22%) y se corrobora su semejanza en distintas
series con poblaciones de origen latino (México, América Central y Per() en las que se reporta
alta incidencia de este transcrito, lo cual pudiera indicar que existen influencias genéticas o
medioambientales que determinan el punto de corte en el gen PML vy los subtipos moleculares
de LPM. Sin embargo, aln se desconoce cual es el factor que determina el sitio de ruptura.®+2)
Multiples reportes referentes a las caracteristicas generales y epidemioldgicas de la LPM se
encuentran disponibles en publicaciones internacionales.?627:28.29.30) En |a presente serie, no se
demostrd asociacion con ninguna de estas caracteristicas, aunque se evidencio un claro
predominio masculino y una mediana de edad al diagndstico inferior a otros reportes. Otros
investigadores como reportaron resultados similares al analisis de esta investigacion.:%31:32)
La relacion de los transcritos de fusion con la CID y otras caracteristicas clinicas se ha intentado
demostrar por varios autores, bajo la suposicion de que la secuencia aminoacidica que diferencia
auno de otro pudiera cambiar las interacciones oligoméricas que se establecen con otras proteinas
celulares y por tanto predisponer a manifestaciones resultantes dependientes de este hecho.526)
Diferentes investigadores demostraron una alta distribucion de la CID en pacientes con transcrito
ber3;9 sin embargo, al aplicar herramientas estadisticas no se evidenciaron valores que se
consideraran significativos. Estos resultados coinciden con los hallazgos de la presente serie y
con otros autores.®>33 Sin embargo, ninguno de los reportes consultados encontré diferencias

estadisticamente significativas al comparar los grupos de transcritos, y la presencia de SDC y
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muerte precoz, lo cual indica, que similar a los resultados obtenidos por la investigacion en
cuestion, estos no tienen relacion con las caracteristicas clinicas al diagnéstico de la enfermedad,
lo que motiva al estudio de otras variables bioldgicas, que pudieran explicar las diferencias
existentes entre subgrupos especificos de pacientes, que los hagan susceptibles a la presencia de
estas complicaciones. Las mutaciones genomicas adicionales, el fenotipo inmunolégico de
membrana y el nivel cuantificado de los transcritos serian factores a considerar y a integrar en su
conjunto, sobre todo con analisis multivariado para intentar demostrar el significado de estas
variables y su relacion con la presentacion clinica y el pronostico de la enfermedad.®?

Varios autores reportan que no existen diferencias significativas con respecto a la clasificacion
morfoldgica, recuento de leucocitos y de plaquetas asi como niveles de hemoglobina.®¥ En la
presente serie, los pacientes con bcr3 presentaron mayor cifra media de hemoglobina y menores
cifras de plaquetas que el grupo bcrl/2 con significacion estadistica. En el resto de los parametros
hematoldgicos, a pesar de observar en ellos distribuciones de frecuencias interesantes, no se
demostro que tuvieran impacto al evaluarlas por los métodos estadisticos correspondientes.

El tratamiento de la LPM constituye una representacion de terapia dirigida a dianas moleculares
y refleja el poder de la investigacion traslacional. La introduccion del ATRA, asi como del TOA
fue crucial para alcanzar las tasas actuales de curacion.?*% La mayoria de los reportes
consultados no consideran el estudio de la posible implicacion de los transcritos de fusién en la
incidencia de recaida teniendo en cuenta ademas el protocolo de tratamiento, aunque los que han
evaluado esta posibilidad no demostraron resultados significativos.

En la presente serie, a pesar de tener una mayor distribucion de los pacientes con transcrito bcr3
en el subgrupo que recibio el protocolo TOA vy el berl en el que recibié ATRA, al analizar la
incidencia de recaida en uno u otro grupo no se encontr6 significacion estadistica que indicara
relacion entre uno u otro transcrito y la presencia de este evento. Sin embargo, es valido sefialar,
que la mayor parte de los estudios que consideran la incorporacion de los transcritos como
variable independiente, tienen varias limitaciones, como el analisis univariado o bivariado de las
variables, la incorporacion de poblaciones demasiado homogéneas que no reflejan la
heterogeneidad clinico-bioldgica de la enfermedad y la no comparacion en dichos reportes de
ambos protocolos de tratamiento.

Al evaluar la influencia de los transcritos de fusion en la SVG, individualmente y estratificada
segun el protocolo de tratamiento administrado, no se encontrd relacion significativa desde el

punto de vista estadistico en cuanto a su impacto en la supervivencia.
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Gallagher y otros, analizaron una serie de 221 pacientes que recibieron ATRA, en la que se
tuvieron en cuenta los transcritos de fusion y la supervivencia en los pacientes, sin demostrar
diferencias estadisticas entre los diferentes grupos.®®

Por otra parte, Soignet, Fukutani, Rasekh y Gonzalez, tampoco reportaron significacion
estadistica al realizar analisis de regresion o multivariado en diferentes series que evaluaron la
relacion del protocolo terapéutico, los transcritos y la supervivencia y tuvieron en cuenta
diferentes agentes diferenciadores,*®2°22 Esto coincide con los resultados alcanzados en la
presente investigacion.

Muchos estudios no incorporan TOA en sus protocolos de tratamiento debido al alto costo del
mismo en los paises involucrados. Los estudios iniciales que utilizaban ATRA como terapéutica
estandar se basaron en la actividad especifica de este para inducir la diferenciacion celular a partir
de la union a ligandos especificos del dominio RARa de la proteina quimérica. Sin embargo, el
mayor conocimiento de la biologia molecular de la enfermedad indic6 que la porcién PML de
dicha proteina mostraba un importante efecto mediador de la respuesta celular al ATRA. Las
variaciones en este componente, resultantes de los transcritos de fusion del oncogen, han
demostrado tener modestas diferencias en sus actividades moleculares, sin embargo, ensayos
bioldgicos que analicen de forma directa e independiente la porcion PML de la molécula no han
sido publicadas en abundancia, por lo que se pueden subestimar las diferencias bioldgicas
relacionadas con el tipo de PML/RARq.(34567:19.28)

En conclusidn, las caracteristicas de los transcritos de fusion del gen PML/RAR« son similares
a los reportes internacionales, sobre todo de poblaciones de origen latino. No existe relacion entre
los transcritos y la edad, sexo, color de piel y las caracteristicas clinicas. La presencia del
transcrito de fusion bcr3 se asocid a mayores cifras de hemoglobina y menor valor de plaquetas.
La incidencia de recaida no se relacion6 con los transcritos de fusion y no se comprobd que

existiera influencia de éstos, sobre la supervivencia global en pacientes con LPM.
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