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GLOSARIO

ADICION: MATERIAL genético adicional cuyo origen no conocido.

ANALISIS CITOGENETICO: estudio del cariotipo mediante el analisis de los

cromosomas humanos y sus alteraciones.

BASTONES DE AUER: inclusiones celulares citoplasmaticas en forma de bastén

compuesta por granulos.
BLASTOS: células inmadura con capacidad de diferenciacion en lineas celulares.
CARIOTIPO COMPLEJO: tres o mas alteraciones citogenéticas en una misma clona

CROMOSOMA DERIVADO: cromosoma con reordenamientos y multiples

anomalias cromosomicas.
CROMOSOMA MARCADOR: cromosoma de origen no determinado.

DELECION: alteracién estructural en donde se produce perdida de material

cromosomico.

INMUNOFENOTIPO: identificacion de poblaciones celulares mediante expresion de

marcadores antigénicos.

INVERSION: alteracion citogenética estructural, material cromosomico en

posicion invertida en un cromosoma.

ISOCROMOSOMA: alteracion citogenética estructural, ambos brazos de los

cromosomas son iguales, involucra perdida y duplicacion de material genético.

LEUCEMIA: neoplasia hematoldgica caracterizada por proliferacion celular de blastos.



TRANSLOCACION: alteracion citogenética estructural en donde se produce

intercambio de material genético entre cromosomas no homaélogos.
TRISOMIA: alteracion citogenética numérica, un cromosoma adicional.

STEM CELL: célula madre con capacidad de auto regeneracion y diferenciacion celular.

ABREVIATURAS

Add: material adicional de origen desconocido

AMLI1-ETO (RUNX1-RUNXT1): gen de fusion producto de la t(8; 21)(922;922)
BCR-ABL.: gen de fusion producto de la t(9;22)(q34;q11)

CD: cluster of differentiation, marcadores de diferenciacion celular
Cp: cariotipo compuesto, heterogeneidad del cariotipo (subclonas)
del : delecion

der : cromosoma derivado

del(9q): delecion del brazo largo del cromosoma 9

dup: duplicacion

FAB: Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico

inv : inversion

I isocromosoma

LMA-M2: leucemia mieloide aguda subtipo M2



mar : cromosoma marcador

MPO: mieloperoxidasa

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

p : brazo corto de un cromosoma

q: brazo largo de un cromosoma

t : translocacion

1(8;21)(q22;922) : translocacion entre los cromosomas 8 y 21
-Y: perdida del cromosoma sexual Y

+8: trisomia del cromosoma 8
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RESUMEN

INTRODUCCION: La leucemia mieloide aguda subtipo M2 representa el 25 al 30 % de las
neoplasias hematoldgicas mas frecuentes en adultos y en el Perd, al afio se presentan alrededor
de 181 casos nuevos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud el diagndstico se realiza
mediante el estudio inmunofenotipico y citogenético. OBJETIVOS: Determinar las
caracteristicas inmunofenotipicas y las alteraciones citogenéticas en pacientes con diagnostico
de LMA-M2 .MATERIALES Y METODOS: Estudio de tipo descriptivo retrospectivo,
transversal de disefio no experimental. Se evalud la frecuencia de los principales marcadores
inmunofenotipicos por citometria de flujo asi como las alteraciones cromosomicas presentes
en estos pacientes, usando la tecnologia de citogenética convencional y ademas se evidencid
la relacion de estos marcadores con dichas alteraciones cromosémicas. RESULTADOS: Los
marcadores mas frecuentes fueron CD117 (98.3%), HLA-DR (91.3%), CD34 (87.9%), CD13
(96.5%), CD33 (91.4%), MPO (91.3%), CD71 (80%), CD15 (69%) y menos frecuente el CD64
(30.1%), CD11B (15.6%) y CD14 (2.9 %).La expresion de antigenos linfoides fue comdn
siendo el CD19 (43.9%) y CD56 (40.2%) los més frecuentes y entre los menos comunes el
CD7(19.8%) y CD79A (4%). La alteracion citogenética mas frecuente fue la t (8; 21) (q22;
g22) (53.1%) y los pacientes con dicha alteracion se relacionaban a mayor expresion de
antigenos de origen linfoide CD19 y CD56 y presentan alteraciones secundarias como la
perdida de cromosoma sexual en la mayoria de los casos (38.2%).CONCLUSIONES: Los
pacientes con LMA-M2 presentaron caracteristicas inmunofenotipicas y alteraciones
citogenéticas frecuentes , relevantes para el diagnostico, clasificacion, seleccion de estrategias

terapéuticas y pronostico de los pacientes.

PALABRAS CLAVES: leucemia mieloide aguda, inmunofenotipo, marcadores

antigénicos, alteraciones citogenéticas.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Acute myeloid leukemia subtype M2 represents 25 to 30% of the most
frequent hematological neoplasms in adults and in Peru, around 181 new cases occur each year.
According to the World Health Organization, the diagnosis is made by immunophenotypic and
cytogenetic study. OBJECTIVES: To determine the immunophenotypic characteristics and
the cytogenetic alterations in patients diagnosed with AML-M2. MATERIALS AND
METHODS: Retrospective descriptive, cross-sectional study of non-experimental design. The
frequency of the main immunophenotypic markers was evaluated by flow cytometry as well as
the chromosomal alterations present in these patients, using conventional detection technology
and the relationship of these markers with chromosomal alterations is evidenced. RESULTS:
The most frequent markers were CD117 (98.3%), HLA-DR (91.3%), CD34 (87.9%), CD13
(96.5%), CD33 (91.4%), MPO (91.3%), CD71 (80%), CD15 (69%) and less frequent CD64
(30.1%), CD11B (15.6%) and CD14 (2.9%). The expression of lymphoid antigens was common
being CD19 (43.9%) and CD56 (40.2%) the most frequent and among the least common CD7
(19.8%) and CD79A (4%).The most frequent cytogenetic alteration was t(8; 21) (g22; g22)
(53.1%) and patients with this alteration were related to greater expression of antigens of
lymphoid origin CD19 and CD56 and present secondary alterations such as the loss of sexual
chromosome in the most cases (38.2%). CONCLUSIONS: Patients with AML-M2 presented
immunophenotypic characteristics and frequent cytogenetic alterations, relevant for the

diagnosis, classification, selection of therapeutic strategies and prognosis of patients.

KEYWORDS: Acute myeloid leukemia, immunophenotype, antigenic markers,

cytogenetic alterations.

10



INTRODUCCION

En el transcurso de los afios se ha observado que el cancer es una de las enfermedades con
incremento en indices de mortalidad y morbilidad, y segln estadisticas tendria una tendencia
aaumentar hasta en 70% de casos nuevos en los proximos afios (Ferlay et al., 2013). Una de
las neoplasias hematoldgicas méas frecuentes es la leucemia mieloide aguda (LMA), en donde
se produce una proliferacion clonal de células leucémicas inmaduras o también llamados
blastos , en medula 6sea, dicha proliferacion es descontrolada y es generada por alteraciones
a nivel cromosémico y molecular (Merino, 2010).Esta patologia seglin el sistema de
clasificacion French American British (FAB) se clasifica en 8 subtipos (desde M0 a M7)
siendo una de las més frecuentes la LMA subtipo M2 (LMA-M2) (20-25%) (Suela, 2008).
Recientemente existe la clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) que
agrupa a LMA- M2 en LMA-NOS (no especificada de otra manera) y un subgrupo con t (8;
21) (q22; g22) ( t(8;21) ) relacionado a pacientes con LMA-M2, siendo esta una alteracion
cromosémica recurrente considerada por la OMS como una entidad aparte y que se relaciona
a altas tasas de remision (Swerdlow et al., 2008). La LMA-M2 se puede presentar en diferentes
grupos etarios sin embargo se registra una mayor frecuencia en pacientes jévenes menores a 25
afios y en adultos mayores a 60 afios por lo que el diagndstico se basa en la integracion de la
clinica del paciente, analisis morfolédgico, citoquimico ,inmunofenotipico, citogenético y
molecular, en el caso de estos Ultimos estudios brindan informacién principalmente sobre el
prondstico del paciente mientras que el inmunofenotipo permite determinar el linaje y subtipo
mieloide a la hora del diagnostico. El conjunto de toda esta informacion brindada es
fundamental para la seleccion del tratamiento y seguimiento de esta enfermedad (Swerdlow et
al., 2008; Dohner et al., 2010).
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CAPITULO | PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1 IDENTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Pert segun estadisticas de cancer del INEN, hay una tendencia en el incremento de
incidencia de LMA, ya que entre los afios 2004-2005 la tasa era de 2.14 casos por 100 mil
habitantes, un aproximado de 181 casos por afio, que comparando con el intervalo de los afios
2006-2015 aument6 a 203 casos por afio (INEN, 2016). La OMS establece que para el
diagndstico de LMA se requiere andlisis inmunofenotipico, el cual permite clasificar el tipo
leucemia en LMA-M2, mientras que el estudio citogenético es importante para hallar
alteraciones cromosomicas que se relacionan con el prondstico del paciente (Swerdlow et al.,
2008).La LMA-M2 es una de las neoplasias hematoldgicas mas frecuentes en adultos en
nuestro pais y actualmente no se cuentan con estudios nacionales que evalGen las

caracteristicas inmunofenotipicas y citogenéticas halladas en este subtipo de LMA.

1.2 FORMULACION DE LAS PREGUNTAS GENERALES Y ESPECIFICAS

1.2.1. PROBLEMA GENERAL

- ¢Cuales son las caracteristicas inmunofenotipicas y alteraciones citogenéticas en
pacientes con diagnostico de LMA subtipo M2 en el INEN durante el periodo 2003-
20147

1.2.2. PROBLEMAS ESPECIFICOS
- ¢Cuales son los marcadores inmunofenotipicos mas frecuentes en pacientes con LMA
subtipo M2?

- ¢Cuéles son las alteraciones citogenéticas mas frecuentes en pacientes con LMA
subtipo M2?

12



1.3. OBJETIVOS: GENERAL Y ESPECIFICOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

- Determinar las caracteristicas inmunofenotipicas y alteraciones citogenéticas en

pacientes con diagndstico de LMA subtipo M2.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la frecuencia de los marcadores inmunofenotipicos en pacientes con LMA
subtipo M2.

- Determinar las alteraciones citogenéticas numéricas y/o estructurales en pacientes con
LMA subtipo M2.

- Determinar la frecuencia de los marcadores inmunofenotipicos relacionados con la

presencia de lat (8; 21) (q22; g22) en pacientes con LMA subtipo M2.

1.4 JUSTIFICACION

A nivel mundial el cancer es una de las enfermedades con incremento en tasas de incidencia 'y
mortalidad a lo largo de los afios, por lo cual constituye un problema de salud publica. Las
neoplasias hematoldgicas como las leucemias son relevantes debido a la incidencia en edades
tempranas y en adultos, siendo la leucemia mieloide aguda subtipo M2 la mas frecuente en este
ultimo grupo etario. En el afio 2009 se registraron alrededor de 12810 casos de leucemia
mieloide aguda de los cuales 9000 falleceran a causa de esta. En el Per( el manejo de esta
enfermedad se da mediante sistemas de vigilancia epidemiologica enfocada en la prevencion y
fortalecimiento de registros de base hospitalarios y cientificos que permitan un control de esta

patologia. En el Instituto nacional de enfermedades neoplasicas se realizan el diagnostico y
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tratamiento de esta enfermedad que involucra un conjunto de informacion ,que junto a la clinica,
permiten una mejor evaluacion del paciente.La caracterizacion inmunofenotipica y citogenética
en este tipo de leucemia ha tomado relevancia en los ultimos afios y es que a raiz de la aparicion
de nuevas tecnologias para el manejo de esta enfermedad en ambas areas, se han incluido
como herramientas diagndsticas y han sido tomadas por la OMS en su ultima clasificacion del
2008 como caracteristicas fundamentales para el manejo de estos pacientes. Debido a esto es
necesario poder evidenciar datos presentes en nuestra poblacién en donde se estudien la
frecuencia de marcadores inmunofenotipicos y las alteraciones cromosémicas halladas en
pacientes con LMA-M2; ambas caracteristicas al integrarlas brindan informacion para el
diagnostico, prondstico y seleccién del tratamiento.

Con el presente trabajo describiremos las caracteristicas inmunofenotipicas y citogenéticas a
través de los marcadores inmunofenotipicos y alteraciones citogenéticas mas frecuentemente
asociadas en los pacientes con diagnostico de LMA- M2 en el Instituto Nacional de

enfermedades Neoplasicas en el periodo del 2003-2014.

CAPITULO Il MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Andrieu et al. (1996) Realizo un estudio de disefio experimental de cohorte transversal para
la”Deteccion molecular de la t (8; 21) / AML1-ETO en la LMA M1/M2: correlacién con la
citogenética, morfologia e inmunofenotipo”, en donde analizaron 64 casos de LMA subtipo M1
y M2 y se evalué mediante RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa usando la enzima
transcriptasa reversa) la deteccion del gen de fusion AMLI1-ETO y se relacioné con la
morfologia y marcadores inmunofenotipicos. Los resultados obtenidos mostraron que usando
esta técnica molecular se aumento la tasa de deteccion global del 8% a 14%. Se encontro el gen
de fusion AML1-ETO en el 3% (1/32) de LMA- M1y el 25% (8/32) de pacientes con LMA-
M2. Los pacientes con este gen de fusion eran mas jovenes y algunos casos positivos se

relacionaron a la expresion de CD19 y CD34, y la negatividad de CD33, sin embargo estos
14



marcadores no son especificos para predecir la alteracion. Esta investigacion concluye que es
importante la deteccion molecular del gen de fusion AML1-ETO en los pacientes con LMA en
conjunto con analisis morfolégico e inmunofenotipicos estandarizados para una mejor

estratificacion pronostica.

Khalidi et al. (1998) investigd “El inmunofenotipo de la leucemia mieloide aguda en adultos:
alta frecuencia de la expresion del antigeno linfoide y comparacion de inmunofenotipo,
clasificacion FAB, y anormalidades cariotipicas”. Estudio de disefio experimental de cohorte
transversal. Se analizaron 106 casos de LMA usando el estudio citoquimico y citometria de
flujo con un panel de 22 anticuerpos; encontrando que los antigenos CD45, CD33, y CD13
fueron los més frecuentes expresados en un 97,2%, 95,3% y 94,3%, respectivamente, por otro
lado la expresion de los antigenos linfoides estuvo presente en el 48.1% de los casos. El
antigeno linfoide mas frecuente fue el CD20 (17%) mientras que otros antigenos linfoides
como el CD7, CD19, CD2, CD3, CD5 y CD10 se expresaron en 16% , 9.8% ,7.5% , 6.7% ,
4.8% y 2.9% respectivamente. Se observo que la expresion de CD19 no se relaciond
especificamente con lat (8; 21), ademas se encontrd que todos los pacientes con esta alteracion
cromosomica eran LMA subtipo M2. Esta investigacion concluye que el estudio de
inmunofenotipico es atil para determinacion del linaje  mieloide sin embargo no es
suficientemente especifico en cada subtipo FAB, asi como en los subtipos de LMA clasificadas
por alteraciones citogenéticas.

Ghosh et al. (2003) realizé una investigacion “Perfil hematoldgico e inmunofenotipico de la
leucemia mieloide aguda: experiencia del Tata Memorial Hospital”. Estudio descriptivo
retrospectivo transversal de disefio no experimental. Se analizaron 260 casos de LMA de novo
y la inmunofenotipificacion fue por citometria de flujo y citoquimica. El 76%(198) eran adultos
y 24%(72) fueron pacientes pediatricos, en ambos grupos el tipo de leucemia mas frecuente fue
la LMA-M2 en 32% y 42 % respectivamente. En todos los subtipos de LMA los marcadores
mas frecuentes fueron CD33y CD13, y se registro mas alta positividad de HLA-DR en LMA-
M2. La expresion del CD34 fue del 18.5% al 66.7% en todos los subtipos de LMA 'y se observo
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la expresion de antigenos linfoides en el 15 %, donde el CD7 fue el mas frecuente (11%) y de

menor frecuencia el CD10 (0.8%).

Zheng et al. (2008) realizd una investigacion “Correlacion del inmufenotipo, la citogenética y
caracteristicas clinicas de pacientes con LMA en China” .Estudio experimental de cohorte
transversal; se estudiaron 180 pacientes con diagnostico de LMA. El estudio inmunofenotipico
se realiz6 mediante citometria de flujo y el estudio del cariotipo con tecnologia de bandas G.
La expresion de los marcadores mieloides como el CD33, CD13 y mieloperoxidasa (MPO) se
expresaron en 96,1%, 86,7% y 80,7%, respectivamente, mientras que la expresion de los
marcadores de inmadurez fue de HLA-DR (72.8%), CD117 (81.7%) y CD34 (55.0%). De los
180 pacientes 73 casos correspondian a pacientes con LMA-M2 y a 55 de ellos se analizo el
estudio de cariotipo, encontrandose que 16(29%) presentaban la t (8; 21), siendo esta
unicamente hallada en este subtipo y se relacion6 con una alta expresion significativa de CD15,
CD19, CD34 y CD56 en comparacion con los pacientes sin t (8; 21). La expresion de antigenos
linfoides como CD22, CD56 y TdT en todas las subtipos de LMA fueron frecuentesy se
relacionaron con cariotipo anormal ( P<0.05). En los casos de LMA-M2, el CD19 fue el
marcador con mas alta expresién y los marcadores CD2 y CD7 se expresaron en alrededor del
10% y ninguno de los casos presentaron lat (8; 21). La conclusion de esta investigacion fue
de que el estudio inmunofenotipico fue Gtil para el diagnéstico y clasificacion de las LMA 'y la
expresion anormal de antigenos esta relacionada a anomalias en el cariotipo y caracteristicas

clinicas.

Tong et al. (2009) investigd “Inmunofenotipos, citogenética y caracteristicas clinicas de 192
pacientes con LMA” Estudio experimental de cohorte transversal. El analisis inmunofenotipico
se realizd mediante la citometria de flujo y el estudio citogenético usando la tecnologia de
bandas G. Se estudio a 192 pacientes con LMA y los resultados mostraron que CD33, CD13y

MPO y CD117 fueron los antigenos mas comunmente expresados.
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La expresion de marcadores linfoides fue de 47.9 % del total de casos siendo los mas comunes
el CD56 (26,0%) y CD7 (20,8%) y con menor expresion el CD19 (9,9%) y el CD2 (7,3%).Del
total de casos se realiz6 a 125 pacientes el andlisis de cariotipo encontrando que 76 (60.8 %)
presentaron cariotipos anormales. La t (8; 21) se encontré sélo en 17 casos de LMA-M2 y se
relaciond con la expresion de los marcadores CD15, CD19 y CD56. La investigacion concluye
el analisis inmunofenotipo es relevante para la clasificacion y diagnéstico de LMA y sugiere la
integracién de los resultados inmunofenotipicos con la morfologia y citogenética
principalmente para estimar el pronostico de esta enfermedad.

Osman et al. (2015) en su investigacion “Caracterizacion inmunofenotipica de LMA”. Estudio
descriptivo retrospectivo transversal de disefio no experimental. Se analizaron 106 casos de
LMA utilizando citometria de flujo de 4 colores, algunos de los marcadores inmunofenotipicos
usados fueron CD45, HLA-DR, CD34, CD117, marcadores mieloides como CD13, CD33,
CD19, CD7 y marcadores citoplasmaticos como CD3, CD79a, MPO entre otros. Los
resultados mostraron que el subtipo de LMA mas frecuente fue el LMA-MO (27,6%).En los
pacientes con LMA-M2 la expresion de HLA-DR fue de 84.5% mientras que todos los casos
de este subtipo presentaron CD34 y CD117, hallandose una correlacion positiva (r = 0.763)
entre ambos marcadores. Los marcadores mieloides CD13 y CD33 presentaron una positividad
media de 51,7% y 50,3%, respectivamente en todos los casos de LMA y los marcadores
aberrantes linfoides mas frecuentes fueron el CD7 (45.1%) y CD19 (13.6%), principalmente
en pacientes con LMA-M2 .El estudio concluye que la citometria de flujo es una herramienta
atil para el diagndstico y clasificacion de las LMA y resalta la importancia de estos estudios
en laboratorios donde no se realizan andlisis citogeneticos ni moleculares y se recomienda

investigaciones que correlacionen informacion citogenética y hallazgos inmunofenotipicos.

2.2. BASES TEORICAS
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2.2.1 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

2.2.1.1. Concepto

La LMA es una neoplasia maligna hematologica en donde el proceso de hematopoyesis es
anormal, debido a alteraciones adquiridas a nivel genético de las células madre
hematopoyéticas especificamente de estirpe mieloide, estas alteraciones producen un bloqueo
en la diferenciacion celular lo que resulta en una proliferacion clonal de dichas células

inmaduras en médula 6sea, que pueden infiltrar otros 6rganos (Hoyos, 2014).

2.2.1.2. Etiologia

El origen de la LMA si bien es actualmente investigada, se sabe que esta puede surgir a causa
de exposicion a agentes genotoxicos (radiacion, benceno, agentes alquilantes, etc.) o bien luego
de alguna enfermedad hematoldgica previa; sin embargo la mayoria de pacientes previamente
sanos presentan de novo esta patologia (De Kouchkovsky y  Abdul-Hay,
2016).Independientemente de cual sea el origen, la LMA tiene caracteristicas genéticas,
fenotipicas y epigenética complejas; es asi que en un mismo pacientes se pueden encontrar
alteraciones Unicas coexistentes por lo que se ha enfocado el estudio en estas alteraciones

genéticas con el fin de desarrollar tratamiento contra la enfermedad (Léwenberg y Rowe, 2016).

Se han descritos diversos factores de riesgo asociados a LMA como se muestra en la tabla N°1.

Tabla N°1. Factores de riesgo asociados a LMA (Deschler y Liibbert, 2006).
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Exposiciones fisicas

Desordenes P i Y Exposicion a Quimioterapia

Genéticos quimicas la radiacion
e Sindrome de Down Benceno e Radiacion Agentes alquilantes
e Sindrome de Klinefelter Drogas terapéutica Inhibidores de la
e Sindrome de Patau (pipobroman) y no topoisomerasa Il
e Ataxia telangiectasia Pesticidas terapéutica Antraciclinas
e Sindrome de Shwachman Cigarro Taxanos
e Sindrome de Kostman Liquidos de
e Neurofibromatosis embalsamamiento
e Anemia de Fanconi e Herbicidas
e Sindrome de Li-Fraumeni

2.2.1.3. Epidemiologia

La leucemia es una neoplasia que se presenta con una incidencia de 2.5 por 100 000 habitantes,
presentandose alrededor de 351965 casos en todo el mundo (Ferlay et al., 2013). Segun el
National Cancer Institute en el caso de las LMA (1.3% de todos casos nuevos de cancer) en
los Estados Unidos entre los afios 2010 y 2014 el nimero de casos nuevos fue de 4.2 por cada
100,000 personas Yy se estima que para el presente afio habra 21,380 nuevos casos, dandose
alrededor de 10,590 defunciones a causa de esta enfermedad (Howlader et al., 2017). Otros
paises en donde se registra una mayor incidencia son Australiay Europa Occidental. En nuestro
pais segun el INEN entre los afios 2006-2015 se registré un aumento de 203 casos de LMA por
afio (INEN, 2016).

La LMA se puede presentar a cualquier edad y segun datos estadisticos es mas frecuente en
pacientes adultos (80%) y tiene una elevada tasa de incidencia en pacientes menores de 5 afios;
sin embargo en este grupo de paciente pediatricos se registra una mayor incidencia de leucemia
linfatica aguda por lo que la LMA se expresa entre el 15 al 20% en pacientes menores de 15
afios (Deschler y Lubbert, 2006; Lagunas, 2016).
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2.2.1.4. Caracteristicas Clinicas

Los pacientes con LMA como consecuencia del bloqueo de la diferenciacion celular, las
células sanguineas inmaduras abarcan toda la medula 6sea y por consiguiente en el torrente
sanguineo existira una disminucion de las células sanguinas maduras, presentandose citopenias
marcadas (anemia, trombocitopenia y neutropenia) con o sin leucocitosis. Esto se traduce a que
los pacientes contraigan infecciones y hemorragias y un conjunto de signos y sintomas como
palidez, debilidad, disnea, cansancio, petequiasy epistaxis (Kabel et al., 2017). La cuarta parte
de los pacientes cursan con dolores 0seos y articulares mientras que las infiltraciones a otros
organos como el bazo (esplenomegalia) son frecuentes (Espinola et al., 2011). Se han descrito
que entre el 3 y 9% pueden presentar tumores sélidos (cloromas) en diferentes partes del cuerpo
(huesos, tejidos blandos, region orbitaria, etc.), estos tumores son originados por células
inmaduras mieloides descritas con mayor frecuencia en pacientes con LMA-M2 (Rojas,
Alvarez y Suérez , 2016).

2.2.1.5. Fisiopatologia

Para comprender el mecanismo de la leucemogénesis es necesario conocer el proceso de
hematopoyesis normal y de los mediadores de su regulacion: los factores de transcripcion y

las citoquinas.

La formacion y maduracion de las células sanguineas se da en la medula 6sea y surge a partir
de una célula madre hematopoyética multipotente con capacidad de auto renovacion y de
diferenciacion hacia células progenitoras hematopoyéticas, las cuales al seguir una ruta de
diferenciacion de un linaje celular pierden la capacidad de auto renovacion y ganan

caracteristicas fenotipicas especificas (Doulatov et al., 2012).
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Este mecanismo tiene como finalidad la generacion de dos linajes celulares principalmente, el
linaje mieloide (serie granulocitica, monocitica, megacariocitica y eritroide) y linfoide (células

T, B y Natural Killer) (Martinez, 2015). En la figura N°1 se resume la hematopoyesis normal.

CELULA MADRE * PMP : progenitor multipotencial
HEMATOPOYETICA

(CMH) ’ ‘

PMC: Progenitor mieloide Comun
PML: Progenitor linfoide

. Comun
2%

PEM: Pr itor eritroide’ iocito
PGM: progenitor granulocitico/monocitico
Megacariobasto Fiuerochlato Mieloblasto Monoblasto
. | I
. l Eritrooblasto P . I
Promegacariodito Basofilo ‘ [Pro = dlmr T romonocito
e & e
Eritrooblasto,
Policromat l Mielocitos l l Monocito |

Megacariocito #trool R l ’ SN 0
i . I O&;m:nhi ® |Metamielocit | w| @
- l 1\ al os! . r .

P <f (e
- Reticulocito | | | | - @ @
.
Plaquetas . . ‘D . Macréfagos
R \ J Células dendriticas
Eritrocito Y Mieloides

Células maduras: Basofilo, neutrofilo, eosinofilo

Figura N°1. La Hematopoyesis se origina a partir de una CMH con capacidad de auto-

regeneracion y diferenciacion hacia un progenitor multipotente PMP donde pierde la

capacidad de autorreplicacion y toma una ruta hacia un linaje especifico PMC o PML.

En el caso de diferenciarse en linea mieloide dara lugar a progenitores PGM y PEM,

esto desencadena los procesos de trombopoyesis, eritropoyesis, granulopoyesis y

monocitpoyesis , resultando las células sanguineas en estadios maduros como son las
A medidpigiietas, psatdoceota dierenrigcinnoyilniadevasidindeylas ephdassesizika expresion de
antigenos26efifareadaR®dntinuacion se describen en la tabla N°2 los marcadores antigénicos

expresados en la granulopoyesis y monopoyesis principalmente (Mufioz, 2005).

Tabla N°2. Expresion antigenica en los diferentes estadios de maduracion celular (Mufioz,
2005).
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Granulopoyesis:
e Estadio I (mieloblasto): coexpresion de CD34,CD38,HLA-DR Y CD33
e  Estadio Il( promielocito): CD34 (-) y HLA-DR (-) , y CD15 (+) y CD13(+)
e  Estadio Ill (mielocito): CD11b (+), disminucién de CD33 y CD13(-)
e  Estadio IV(metamielocito): CD13 (+) , disminuye CD33 y CD16 (+)
e  Estadio V (neutrofilo): CD16 (+), CD13 (+). CD10(+) y CD45(+)

Monopoyesis :

e  Monoblasto: coexpresion de CD34,CD38,HLA-DRy CD33
e  Promonaocito: aumento CD11b , CD13(+) y CD33(+),HLA-DR(+)
e Monocito: CD14(+) , CD45(+) , débil CD15y CD16

En la LMA la transformacion leucémica se produce en los progenitores hematopoyéticos
producto de alteraciones cromosdmicas y mutaciones génicas, esto conlleva al fallo de ciertos
mecanismos implicados en la diferenciacion celular. Los factores de transcripcion al estar
alterados van a producir un bloqueo en la diferenciacién y ademas de ello, se da una
autosuficiencia de sefiales de crecimiento provocando la proliferacion descontrolada de la
célula. La célula leucémica tiene capacidad también de evadir la apoptosis y presentan

alteraciones a nivel del control del ciclo celular e inestabilidad genémica (Granada, 2011).

Como consecuencia de los mecanismos alterados en la célula afectada se presentan alteraciones
en la expresion de antigenos celulares a los que se denominan fenotipos aberrantes, estas
engloban alteraciones de infidelidad de linaje, ausencia de antigenos especificos de linaje,
cambios en la expresion de antigenos, asincronismo madurativo, fenotipos ectopicos y

alteraciones en el tamafio y complejidad de la célula (Novoa et al., 2013).

2.2.1.6. Clasificacion

La LMA se caracteriza por una alta heterogeneidad debido a la diversidad de caracteristicas

fenotipicas y genéticas que presenta; por ello se han desarrollado diversas clasificaciones para
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identificar subgrupos con caracteristicas biologicas especificas. Uno de los sistemas de
clasificacion es la FAB, que clasifica de acuerdo a criterios morfoldgicos, citoquimicos e
inmunologicos, quedando asi diferenciada la LMA en 8 subtipos principalmente desde M0 a
M7 (Saultz y Garzon, 2016) .Dentro de estos subtipos una de las mas frecuentes es la LMA-
M2 representando entre el 20-25% de todos las LMA (Suela, 2008).

Tabla N°3. Clasificacion FAB de la LMA (Suela, 2008).

M 0 MINIMAMENTE DIFERENCIADA (3%)

M 1 LMA SIN MADURACION (15- 20%)

M 2 LMA CON MADURACION (25-30%)

M 3 LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA (5-10%)

M 4 LEUCEMIA MIELOMONOCITICA AGUDA (20%)
MAED LEUCEMIA MIELOMONOCITICA AGUDA CON

EOSINOFILIA (5-10%)

M5 LEUCEMIA MONOCITICA AGUDA (2-10%)

M 6 ERITROLEUCEMIA (3-5%)

M7 LEUCEMIA MEGACARIOCITICA AGUDA (3-12%)

Actualmente existe la clasificacion propuesta por la OMS la cual incluye los estudios
citogenéticos y moleculares, ambas herramientas Utiles por la alta frecuencia de alteraciones
cromosOmicas y genéticas ya caracterizadas con relevancia pronostica (Ibafiez, 2013).

La OMS clasifica la LMA-M2 en un subgrupo de LMA-NOS (no especificadas de otra manera)
y separa la t(8;21), una de las alteraciones cromosémicas mas frecuentes en LMA-M2 , en un
grupo aparte de alteraciones citogenéticas recurrentes (Swerdlow et al., 2008).

La version inicial de la clasificacion fue en el afio 2008, recientemente se encuentra la revision

del afio 2016, presentada en la tabla N°4.

Tabla N°4. Revision del 2016 de la clasificacion de la OMS de las neoplasias mieloides
(Arber et al., 2016).
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Leucemia mieloide aguda (LMA) y los tumores relacionados
LMA con anomalias genéticas recurrentes

LMA con t (8; 21) (g22; g22.1); RUNX1-runx1tl

LMA con inv (16) (p13.1922) o t (16; 16) (p13.1; g22); CBFB-MYH11
APL con PML-RARA

LMA con t (9; 11) (p21.3; 923.3); MLLT3-KMT2A

LMA con t (6; 9) (p23; q34.1); DEK-NUP214

LMA con inv (3) (q21.3g26.2) o t (3; 3) (921.3; 26.2); GATA2 , MECOM

AML (megacarioblastica) con t (1; 22) (p13.3; q13.3); RBM15-MKL1
Entidad provisional: LMA con BCR-ABL1

LMA con mutacién de NPM1

LMA con mutaciones bialélicos de CEBPA

Entidad provisional: LMA con RUNX1 mutado

LMA con los cambios relacionados con mielodisplasia

neoplasias mieloides relacionadas con el tratamiento
LMA, NOS

LMA con diferenciacion minima

LMA sin maduracion

LMA con maduracién

Leucemia mielomonocitica aguda

monobléstico aguda / leucemia monocitica

La leucemia eritroide pura

leucemia aguda megacarioblastica

leucemia basdfila aguda

panmielosis aguda con mielofibrosis

El sarcoma mieloide
proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down

mielopoyesis anormal transitoria (TAM)

leucemia mieloide asociada con el sindrome de Down

2.2.1.7. Diagnostico

El diagndstico de la LMA se basa en la integracion de los estudios morfoldgicos,
inmunofenotipicos, citogeneticos, moleculares y la evaluacion clinica del paciente (Dohner et
al., 2010).Segun la OMS el criterio primordial es el recuento morfologico de >20% de blastos
en medula 6sea y/o sangre periférica en un recuento de 500 y 200 células respectivamente
(Swerdlow et al., 2008).Existen algunas excepciones en este criterio y es que se han observado

que algunas alteraciones citogenéticas recurrentes como la t (8; 21) presentan nivele bajos de
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blastos, pese a ello se deben diagnosticar como LMA (Chauffaille, Borri y Martins ,2004).Para
definir el linaje mieloide de la leucemia se utiliza la citoquimica con la positividad de la MPO,
y ademas por la presencia de bastones de Auer en los blastos .Se han desarrollado tecnologias
que permiten clasificar la LMA, esto comprende el estudio inmunofenotipico que a través de
la expresion de marcadores antigénicos permite tipificar la leucemia y también sus subtipos.
Para considerar una leucemia aguda en LMA se deben expresar dos o mas marcadores
mieloides como por ejemplo MPO, CD13, CD33 y CD117, este criterio es segun el grupo
europeo para la clasificacion inmunoldgica de leucemias (EGIL) (Legrand et al.,2000).El
estudio genético es el marcador pronostico mas importante. Al identificar las alteraciones
citogenéticas y moleculares se establecen  estrategias terapéuticas ya identificadas

anteriormente mejorando el resultado de los pacientes con LMA (Ofran y Rowe, 2012).

2.2.2 ESTUDIO INMUNOFENOTIPO Y CITOGENETICO EN LMA

2.2.2.1. Inmunofenotipo

La identificacién de los antigenos presentes en la poblacién leucémica se realiza mediante el
estudio inmunofenotipo, la cual en base a las caracteristicas de tamafio y complejidad de la
célula permite diferenciar la clona leucémica de otras subpoblaciones celulares (Ortufio y
Orfao, 2002).

El inmunofenotipaje se realiza mediante la metodologia de citometria de flujo que combina
anticuerpos monoclonales especificos contra antigenos celulares, lo que permite conocer a que
linaje se asocian los marcadores presentes y el estadio de maduracion de las células leucémicas
(Pino et al., 2014).

En el proceso del inmunofenotipaje es importante utilizar una metodologia para la seleccion
de anticuerpos monoclanes. Segun el consorcio EUROFLOW se ha establecido combinaciones
de anticuerpos monoclonales en paneles estandarizados para la tipificacion de LMA. Algunos
de los marcadores usados son: CD45, cyMPO, CyCD79a, CD34, CD117, HLA-DR, CD13,
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CD15,CD45,CD71, CD11b, CD19, CD56, entre otros (Van Dongen et al., 2012). El protocolo
EUROFLOW detalla en el anexo N° 3.

2.2.2.2. Citogenética

Mudltiples alteraciones citogenéticas y moleculares son encontradas en LMA. La importancia
de ambos estudios principalmente al momento del diagndstico recae en que se han hallado
anomalias que se categorizan como entidades clinico patoldgico definidas, permitiendo
estratificar grupos de riesgo para la aplicacion de estrategias terapéuticas, ademas de brindar
informacion predictiva sobre la supervivencia libre de enfermedad, tasas de remision completas

y riesgo de recaida (Prada — Arismendy, Arroyave y Rothlisberger ,2017).

Los grupos de riesgo citogeneticos fueron establecidos segun la Medical Research Council, del
Reino Unido (MRC) en tres tipos: riesgo favorable, intermedio y desfavorable. Los pacientes
con riesgo favorable representan el 10 al 15% donde se encuentran las translocaciones
recurrentes principalmente, por otro lado los de riesgo intermedio (50-60%) se encuentran los
pacientes con citogenética normal y finalmente los de riesgo desfavorable presentan cariotipo
complejo u otras alteraciones infrecuentes (Shipley y Butera, 2009).En la tabla N°5 se resume

los grupos de riesgo y las alteraciones cromosémicas encontradas en cada grupo.

Tabla N°5. Grupos de riesgo citogeneticos en pacientes con LMA (Shipley y Butera, 2009).

Riesgo favorable Riesgo intermedio | Riesgo desfavorable

Grupo de riesgo

t (15; 17) (922; g12-21) | Cariotipo normal Cariotipo complejo

t(8:21) (922; 922) t(9; 11) (p22; g23) | inv (3) (g21g26) / t
(3; 3) (021; g26)

inv (16) (p13q22) / del (7q) t (6; 9) (p23; q34)

t (16; 16) (p13; 22) del (99) t (6; 11) (927; 923)
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Alteraciones del (11q) t (11; 19) (923;
cromosoémicas p13.1)

del (20q) del (5q)

-Y -5

+8 -7

+11

+13

+21

Los pacientes con cariotipo normal constituye uno de los grupos con riesgo intermedio y en
este subgrupo es fundamental el uso de pruebas moleculares ya que se han encontrado
mutaciones genéticas, expresiones desregulada de genes y alteraciones al nivel de ARN no
codificantes (microRNAS) que se relacionan con este grupo de pacientes (Marcucci et al.,
2011).

2.2.3. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA CON MADURACION (LMA-M2)

2.2.3.1. Caracteristicas morfoldgicas e inmunofetipicas

La LMA-M2 es una de los subtipos de LMA mas frecuentes (25-30%) y posee caracteristicas
morfologicas, inmunofenotipicas y citogenéticas frecuentemente halladas (Suela, 2008). En el
estudio morfologico en medula 6sea se evidencian estadios madurativos del linaje neutréfilo
>10% y <20% de células del linaje monocitico; ademas se puede encontrar un aumento de

basofilos y mastocitos (Swerdlow et al. , 2008).Los blastos presentan cromatina laxa con o sin
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nucleolos, su tamario es variable van desde pequefios a medianos, la relacion N/C es elevada
y el citoplasma es basoéfilo granular con presencia de bastones de Auer en algunos casos. El
inmunofenotipo se caracteriza por la expresion de MPO y marcadores antigénicos mieloides
como el HLA-DR, CD34, CD13, CD33, CD11lb, CD117 mientras que los marcadores
monociticos como el CD14 y CD64 son generalmente ausentes. En este subtipo de LMA, es
frecuente la expresion de marcadores aberrantes de origen linfoide como el CD7, CD56, CD19,
CD4 y CD2 (Merino, 2010).

2.2.3.2. Caracteristicas citogenéticas en la LMA- M2

En el anélisis citogenético en pacientes con LMA-M2, se reportan cariotipos normales y
alrededor del 40% de los casos se detecta la t (8; 21), esta alteracion es la mas frecuente en
esta categoria y de todas las LMA (15%).Se puede hallar en otros subtipos FAB (M1 y M4)

sin embargo es infrecuente (Rueda et al., 2004).

2.2.3.3. LMA - M2 cont (8; 21) (g22; g22)

Los pacientes con LMA-M2 y la t (8; 21) suelen ser mas jOvenes en comparacion con la
frecuencia de LMA-M2 en adultos y entre el 10-20% son de edad pediatrica (Reikvam et al.,
2011). En el estudio morfoldgico los blastos poseen caracteristicas como la presencia de
granulos pseudo Chediak-Higashi y algunos bastones de Auer. Las células inmaduras del linaje
mieloide pueden presentar displasia, y es frecuente encontrar seudoPelger-Huet en los
neutrofilos, asi como incrementos de eosindéfilos, baséfilos y mastocitos (Swerdlow et al.,

2008). Mediante el estudio inmunofenotipo de estos pacientes se han relacionado la expresion
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de antigenos como CD34, HLA-DR, MPO, CD13, una expresion débil de CD33 y expresion
de antigenos aberrantes de linaje linfoide como el CD7, CD19 y CD56 (Nishii et al., 2003).EI
marcador CD56 es una glicoproteina con funcion de adhesion celular neuronal que se presenta
normalmente en celulas NK , celulas T y es considerado de mal pronostico ; por ello se estan
investigando si la expresion de algunos marcadores antigenicos cambiarian el pronostico de
dicha alteracion (Di Bona et al., 2002).

2.2.3.4. Citogenética de la t (8; 21) (922; g22)

Enlat (8; 21) se produce la fusion de los genes AML1 (cromosoma 21) y ETO (cromosoma
8), también llamados RUNX1 / RUNX1T1.Como resultado de la fusion se genera un proteina
quimérica AML1-ETO, con capacidad de alterar la funcion de factor de trascripcion de AML1,
principalmente en la codificacion de la subunidad alfa de factor de union al nicleo (CBF) y
genes diana de AML1. Estos mecanismos son importantes para la diferenciacion
hematopoyética (Licht, 2001; Lin et al., 2008).0Otra consecuencia de esta fusion anormal es la
proliferacion de las células y evasion de la apoptosis, esto debido a que normalmente promueve
un incremento de la expresién de la proteina p21, encargada de bloquear el ciclo celular sin
embargo esta proteina de fusion genera un baja expresion de p21 (Granada, 2011).

En las distintas investigaciones se hallan anomalias secundarias junto a lat (8; 21) en alrededor
de 70% de los casos. Las anomalias secundarias mas frecuentes son la pérdida del cromosoma
sexual y la delecion del brazo largo del cromosoma 9 (del(9q)) (Gritsaev et al., 2014).0Otras
alteraciones descritas en menor porcentaje son las trisomias de los cromosomas 4, 6,8 y mas de
dos alteraciones cromosémicas lo que formaria cariotipos complejos junto con la
t(8;21).Estudios en los que se investigd si estas alteraciones cromosomicas adicionales
afectarian en el prondstico del paciente muestran que estarian relacionadas a un mal pronostico
sin embargo otros autores manifiestan que no tendria implicancia pronostica (Choi et al.,
2010;Grimwade et al., 2010).
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Diversas mutaciones son necesarias para que se dé la transformacion leucémica en las células
hematopoyéticas inmaduras, por lo que la t (8; 21) implica otras alteraciones para desencadenar
la enfermedad. Mutaciones en los genes FLT3 y KIT son frecuentes y se asocian a un mal
pronostico (lwanaga et al., 2009). Alrededor del 6-31% de LMA se asocia a mutaciones KIT
mientras que la duplicacion interna en tandem del FLT3 (FLT3-DIT) es poco frecuente
(5%).También se han reportado mutaciones en el gen JAK2 V617F (10%) de igual forma
relacionado a pronostico desfavorable (Ilimer et al., 2007). En algunos estudios se encontraron
en el 23% de los pacientes con t(8;21) alteraciones a nivel del factor de transcripcion ZBTB7A,

otro gen con funciones en la regulacién del desarrollo hematopoyético (Hartmann et al.,2015).

2.2.3.5 LMA con citogenética normal

Los pacientes con LMA con cariotipo normal han sido investigados por una alta frecuencia de
mutaciones a nivel genético. Entre los genes mas comunes se encuentran CEBPA, FLT3 y
NPMZ1; caracterizados por la OMS como entidades especificas detectables por técnicas
moleculares (Swerdlow et al., 2008).Si bien estas mutaciones han sido identificadas hay
todavia un grupo de pacientes que se diagnostican con citogenética normal y que
molecularmente no se identifican mutaciones genéticas. Se ha observado alteraciones de
algunos genes implicados en la regulacion epigenética, esto contribuiria a un pobre pronostico
de los pacientes, ya que estos mecanismos como por ejemplo la metilacion del DNA conllevan

a silenciamientos de genes tumores supresores (Ibafiez, 2013).
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2.3. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

- Citometria de flujo: tecnologia usada para realizar el estudio inmunofenotipo de las
células, diferenciadas de acuerdo a su tamafio y complejidad. El estudio se basa en la
deteccion de antigenos celulares a través de anticuerpos monoclonales especificos
(Lopez et al., 2004).

- Citogenética: comprende el estudio de los cromosomas, utilizada como herramienta
de diagnostico y prondstico al permitir la deteccién de alteraciones citogenéticas en

algunas neoplasias hematologicas (Sierra, 2015).

- Translocacién: es un tipo de alteracion cromosdmica estructural en donde se produce

un intercambio de material genético (Klug, Cummings y Spencer ,2006).

CAPITULO IlIl METODO

3.1 TIPO Y DISENO DE ESTUDIO

La investigacion es de tipo cuantitativa descriptiva, retrospectiva de corte transversal y de
disefio no experimental.

3.2 POBLACION Y MUESTRA

3.2.1. Poblacion
Todos los pacientes con diagndstico de leucemia mieloide aguda atendidos en el Instituto

Nacional de enfermedades Neoplasicas.

3.2.1 Muestra
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Es de tipo no probabilistico. Se revisaron 237 historias clinicas de pacientes atendidos en el

INEN con diagnostico de leucemia mieloide aguda subtipo M2, registradas durante el periodo

2003- 2014. Del total, se seleccionaron 173 pacientes para el analisis inmunofenotipico y 128

para el analisis citogenético. Los pacientes que se seleccionaron para ambos andlisis tanto

inmunofenotipico y citogenético fueron 110, a los cuales se le realizo el estudio de la frecuencia

de los marcadores inmunofenotipicos relacionados con la presencia de lat (8; 21).

3.2.1.1. Criterios de inclusion:

- Pacientes con diagndstico de LMA subtipo M2 de novo.

- Con resultado de estudio citogenético en médula dsea al ingreso.

- Con resultado de estudio de inmunofenotipo en médula 6sea al ingreso.
- Admitidos en el INEN a partir del 2003 a 2014.

- Pacientes que no hayan recibido tratamiento quimioterapéutico.

3.2.1.2 Criterios de exclusion:

- Pacientes con diagndstico de LMA subtipo M2 sin resultado de estudio

inmunofenotipico y citogenético no informativo.

- Para el andlisis de la relacion entre los resultados inmunofenotipicos y

citogeneticos se excluyo6 aquellos casos que recibieron tratamientos con

corticoides.

3.3 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.3.1. Marcadores inmunofenotipicos

VARIABLE

CONCEPTO

INDICADOR

CATEGORIA
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Antigeno com(n de

hematopoyéticas y

progenitores

) . ] Positivo — parcial -
CD45 ) Citometria de flujo en )
leucocitos negativo
HC
) Citometria de flujo en - )
Antigeno MCH de clase 11 Positivo — parcial -
HLA-DR HC )
negativo
Antigeno de células Citometrfa de flujo en Positivo — parcial -
CD34 progenitoras HC negativo
hematopoyéticas
) ) ] Positivo — parcial —
. . Citometria de flujo en
CD117 Antigeno de células madre

HC

negativo

TDT/(desoxin

granulocitico

o . Citometria de flujo en Positivo — parcial -
ucleotidil Antigeno de precursores
linfoides HC negativo
transferasa
terminal)
Antigeno Ilnaje_ mnelonde Citometria de flujo en Positivo — parcial -
CD13 (precursores  mieloides y
Linea HC negativo
granulocitica)
—— Antigeno en linaje Citometria de flujo en Positivo — parcial —

HC

negativo
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Citometria de flujo en

CD33 Antigeno linaje mieloide Positivo — parcial -
HC
negativo
MPO Antigeno en linaje mieloide Citometria de flujo en Positivo — parcial -
. . (linea granulocitica, .
(Mieloperoxi monocitos) HC negativo
dasa)
Antigeno células Citometria de flujo en Positivo — parcial -
CD71 proliferantes precursores He neqativo
mieloides g
Antigeno linea granulocitica, | Citometria de flujo en Positivo — parcial -
CD11B monocitos, células He —
dendriticas mieloides g
Antigeno monocitos Citometria de flujo en Positivo — parcial —
CD14 maduros, macréfagos .
. . < HC negativo
(células mielomonociticas)
) ) . . ) . Positivo — parcial -
CD64 Antigeno linea granulocitica: | Citometria de flujo en )
o ) negativo
neutrofilos y monocitos HC
Antigeno linaje linfoide BY | Citometria de flujo en Positivo — parcial -
CD19 , i .
células dendriticas foliculares HC negativo
Antigeno células natural ) ) ) - )
) ] Citometria de flujo en Positivo — parcial -
CD56 killer , subconjuntos de .
. HC negativo
células T
Citometria de flujo en Positivo — parcial -
CD4

HC

negativo
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Antigeno linfocitos T helper ,

monocitos y macrofagos

Antigeno células precursores

Citometria de flujo en

Positivo — parcial -

CD7
hematopoyéticas ,células HC negativo
natural killer, células T
) Citometria de flujo en Positivo — parcial -
CD79a Subunidad del receptor de )
i . HC negativo
antigeno de células B
HC: Historia Clinica.
3.3.2. Alteraciones citogenéticas
VARIABLE CONCEPTO INDICADOR CATEGORIA
ALTERACIONES ESTRUCTURALES
Movimiento de un
segmento cromosoémico Citogenética
Translocacion (t) hacia un cromosoma no convencional Presencia — ausencia

homologo u a otra region

del mismo cromosoma

en HC

Delecion (del)

Pérdida de un fragmento de

un cromosoma.

Presencia — ausencia
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Citogenética
convencional en
HC

Inversion (inv)

Segmento cromosémico
invertido 180 grados

Citogenética

convencional en HC

Presencia — ausencia

Duplicacion (dup)

Repeticion de un
segmento de material

genético

Citogenética

convencional en HC

Presencia — ausencia

ALTERACIONES NUMERICAS

Perdida de un cromosoma

Citogenética

cromosomas homologos

HC

Monosomia .
de un par homologo convencional en ) .
Presencia — ausencia
HC
Adicion de un cromosoma Citogenética
Trisomia da como resultado tres convencional en Presencia — ausencia

3.4 INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

3.4.1. Métodos

Los datos se recolectaran a partir de la informacién obtenida de las historias clinicas de los

pacientes de acuerdo a los criterios de seleccion.

3.4.2. Instrumentos
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- Se utilizaron fichas de recoleccion de datos establecido por la informacién requerida para cada
analisis tanto inmunofenotipico como citogenético. La ficha se basa en los criterios de seleccion
y datos en referencia a las técnicas utilizadas para ambas metodologias. ANEXO N° 1.

- Para el andlisis de la frecuencia de los marcadores inmunofenotipicos y las alteraciones

citogenéticas se utilizo el programa Microsoft Excel version 2010.

3.5. PROCEDIMIENTOS, MATERIALES Y EQUIPOS

Con la autorizacion correspondiente se recolectara la informacidn de las historias clinicas en
donde se encuentran los datos de los pacientes que cumplen los criterios ya definidos; dichos
pacientes fueron sometidos a estudios de inmunofenotipo y citogenético a partir de en medula
Osea para el diagnostico de la enfermedad. El aspirado de medula 6sea se realizo en la Unidad
de Procedimientos Especiales del INEN, al ser extraida la muestra es enviada a las distintas
areas para ser analizadas: Hematologia especial para el analisis morfoldgico, al laboratorio de
Citometria de flujo para el analisis del inmunofenotipo y a la Unidad de Genética y Biologia

Molecular para el anélisis citogenético convencional y/o molecular.

e El estudio citogenético convencional de médula dsea se realizd6 mediante el protocolo
referencial utilizado en la Unidad de Genética y Biologia Molecular para el anélisis

citogenético convencional. ANEXO N° 2,

e Elestudio del inmunofenotipo se basa en el protocolo referencial del Area de Citometria de
flujo donde se utiliza el panel estandarizado establecido por el consorcio EUROFLOW.
ANEXO N°3.

e ANALISIS DE LA FRECUENCIA DE LOS MARCADORES
INMUNOFENOTIPICOS

Se analizo la expresion de antigenos de celulas blasticas en médula 6sea de 173 pacientes con
LMA- M2; los marcadores analizados son de acuerdo a lo establecido en el panel estandarizado
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de EUROFLOW (afio 2012-2014); sin embargo antes de dicha fecha no estaba estandarizado
el proceso por lo que se hizo el estudio de inmunofenotipo con los marcadores mas relevantes
para el diagndstico.

Se analiz6 los marcadores individualmente y se calculd la frecuencia de expresion cada
marcador.
Célculo de la frecuencia de los marcadores inmufenotipico:

CP %: CP x 100/ CA

CPP %: CPP x 100/ CA

CN %: CN x 100/ CA

e Total de casos (CT) : 173

e Casos no especificos (CNE): casos en los que no se le realizo el andlisis 0 no se tuvo
informacion sobre el marcador.

e Casos analizables (100%) (CA): CT - CNE

e Casos positivos (CP): casos en los que se expresd positivamente el marcador.

e Casos parcialmente positivos (CPP): casos en los que se expresé parcialmente el
marcador (débil positivo, low ,etc).

e Casos negativos (CN): casos en los que no se expresé el marcador.

e ANALISIS DE LA FRECUENCIA DE LAS ALTERACIONES CITOGENETICAS
Se analiz6 la presencia de alteraciones citogenéticas de 128 pacientes con LMA- M2 mediante

analisis porcentual.

CAPITULO IV RESULTADOS

4.1.ESTUDIO INMUNOFENOTIPO DE PACIENTES CON LMA-M2

De los 173 pacientes seleccionados para el estudio, 87(50.3%) fueron varones y 86 (49.7%)
mujeres, cuyas edades se especifican en la tabla N° 6.

Tabla N° 6 Frecuencia de edades de pacientes con LMA-M?2
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Nota: referencia de rango de edades en base a lo utilizado por el instituto Nacional de

Rango de edades # de pacientes | %
Nifios (0 - 11 afios) 30 17.3%
Adolescentes (12 -17 afios) 23 13.3%
Jovenes (18 - 29 afnos) 31 17.9%
Adultos (30 — 59 afos) 57 33.0%
Adulto Mayor (60-+ afos) 32 18.5%

| Total [173 100%

Estadistica e Informatica (INEI).

-El rango de edad de los pacientes oscilo entre los 2 afios y 88 afios, siendo la media de edad
35 afios. La poblacion con mayor porcentaje fueron adultos comprendidos entre 30 a 59 afios

(33%).

4.1.2. Resultados de cada marcador

4.1.2.1. Marcadores de inmadurez

El CD45 estuvo expresado en todos de los pacientes, sequido del CD117, HLA-DR y CD34
expresandose en un 98.3%, 91.3% y 87.9% respectivamente. En el caso del TDT, siendo un
arcador de inmadurez de linaje linfoide solo se pudo evaluar en 36/173 pacientes de los cuales
el 27.8% presento la expresion de dicho marcador. Tabla N°7.

Tabla N°7 Porcentajes de expresion de los marcadores de inmadurez

MARCADORES DE INMADUREZ
CATEGORIA
HLA-DR | CD45 CD34 CD117 TOT
141 167 128 140 2
PO?(':TD;VO 815%) | (96.5%) (74.0%) 80.93%) | (5.6%)
17 6 2 8
PA(ESF',f'— (9.8%) (3.5 %) (13.9%) (17.34%) | (22.2%)
NEGATIVO 15 0o 21 26
(CN) (8.7%) b (12.1%) WL73%) | (72.2%)
CASOS NO
ESPECIFICOS 0 0 0 137
(CNE)
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Casos
analizables (CA) 173

173

173

173

36

4.1.2.2. Marcadores mieloides

El marcador mieloide més expresado fue el CD 13 en un 96.5%, seguido de los marcadores

CD33 (91.4%), MPO (91.3%), CD71 (80%) y CD15 (69%). Tabla N°8.

Tabla N°8 Porcentajes de expresion de los marcadores mieloides

MARCADORES MIELOIDES

CATEGORIA
CD13 CD15 CD33 MPO CD71
137 39 116 109 63
POSITIVO (CP) (79.2%) (23%) (67.1%) (63%) (42 %)
30 80 42 49 57
PARCIAL(CPP) (17.3%) (46%) (24.3%) (28.3%) (38 %)
6 54 15 15 30
NEGATIVO (CN) (3.5%) (31%) (8.7%) (8.7%) (20 %)
CASOS NO
ESPECIFICOS (CNE) 0 0 0 0 23
Casos analizables (CA) 173 173 173 173 150

4.1.2.3. Marcadores mielomonociticos
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EL CD64 se expresoé en el 30.1% de pacientes; el CD11B y el CD14 se expresaron en un menor
porcentaje 15.6% Yy 2.9 % respectivamente. Tabla N°9

Tabla N°9 Porcentajes de expresion de los marcadores mielomonociticos

MARCADORES MIELOMONOCITICOS
CATEGORIA
CD11B CD14 CD64
7 1 18
POSITIVO (CP) (4%) (0.6%) (10.4 %)
20 4 34
PARCIAL(CPP) (11.6%) (2.3 %) (19.7 %)
146 168 121
NEGATIVO (CN) (84.4%) (97.1%) (69.9%)
CASOS NO 0 0 0
ESPECIFICOS (CNE )
Casos analizables (CA) 173 173 173

4.1.2.4. Marcadores linfoides (antigenos aberrantes)

129 (76.3%) pacientes presentaron al menos un marcador linfoide en sus resultados; el
marcador linfoide mas expresado fue el CD19 en un 43.9%, seguido del CD56 en el 40.2%;
siendo estos coexpresados en 24 % pacientes. EI CD7 se expreso en el 19.8%, mientras que
marcadores como el CD79A se expresé en un 4 %. En el caso del CD4, solo se pudo evaluar
en 87/173 de los cuales se expresé en el (37) 42.5%. Tabla N°10.

Tabla N°10 Porcentajes de expresion de los marcadores linfoides
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MARCADORES LINFOIDES

CATEGORIA CcD19 CD56 CcD7 CD79A cp4
POSITIVO (CP) (15?673% ) (2643%) (6,141%) (1_3%) (141.3%)
PARCIAL(CPP) (28%3?%) (132.2%) (132.2%) (z.g%) (272-2%)
NEGATIVO (CN) (56?1%) (59?3%) (8(1).32%/0) (91(?(;)) (575.g%)
ESPECIFICOS (CNE) | © 9 : 0 8
Casos analizables (CA) 173 164 172 173 87
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Grafico N°1: Porcentajes de expresion total de los marcadores inmunofenotipicos en
LMA-M2
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4.2. ESTUDIO CITOGENETICO DE PACIENTES CON LMA-M2
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De los 128 pacientes con estudio citogenético, presentaron cariotipo normal 35 (27.3 %) y
anormal 93 (72.7%). Grafico N°2.

Grafico N° 2: Distribucion citogenética de pacientes con LMA-M2.

Cariotipo de pacientes con LMA-M2

M Cariotipo normal

M Cariotipo anormal

4.2.1. PACIENTES CON CARIOTIPO ANORMAL LMA-M2
Los hallazgos de los cariotipos anormales se muestran en la tabla N°11.

Tabla N°11 Distribucion de pacientes con cariotipo anormal

Cariotipo Anormal
# pacientes porcentaje
. *
con 1(8;21) 68 73.1% 53.13%
otras alteraciones cromosémicas
diferente a t(8;21) 25 26.9% 19.53%
Total 93 100 % 128 (100%)

*incluye variante

4.2.1.1. PACIENTES CON t (8; 21):



Algunos de los casos con t(8;21) presentaron alteraciones cromosémicas secundarias tanto
numéricas como estructurales .En la tabla N°12 se resume el porcentaje de alteraciones
cromosOmica asociadas a t(8; 21).

Tabla N° 12 Distribucién de pacientes con t(8;21)

Pacientes con t(8;21)

Total

# pacientes porcentaje

t(8;21) como anomalia Unica 30 44.1%

;ﬁéi;&iéﬁz t(8;21 mas perdida del 26 38.2%
. cromosoma sexual

cromosomicas
secundarias t(8;21 mas otras 12 17.7%
alteraciones secundarias
68 100 %

La pérdida del cromosoma sexual es la alteraciébn cromosémica secundaria mas frecuente
encontrada, representando el 26(38.2%) de todos los pacientes con t (8; 21).La proporcion de
sexos entre varones y mujeres con pérdida del cromosoma sexual fue de 1.6. Incluso algunos
de estos pacientes presentaron adicionalmente delecion del brazo largo del cromosoma 9, del
(9) (g22), alteraciones como la t(1;10)(q25;p13), del (7)(q32) y la presencia de cromosomas

marcadores. Tabla N°13.

Tabla N°13 Pacientes con t(8;21) méas pérdida del cromosoma sexual
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# pt. t(8;21) méas perdida del cromosoma sexual
1 45,X,-X,1(8;21)(922;7922)
3 45,X,-Y,1(8;21)(922;022)
10 45,X,-X,1(8;21)(922;922)
11 45,X,-Y,1(8;21)(922;922)
14 45,X,-X,1(8;21)(q22;922) + mar
21 45,X,-Y,1(8;21)(q22;922),del (9)(922)
22 45,X,-Y,1(8;21)(922;0922)
49 45,X,-Y,1(8;21)(922;922)
50 45,X,-X,1(8;21)(922;922)
52 45,X,-X,1(8;21)(q22;922) + mar
54 45,X,-X,1(1;10)(925;p13),1(8;21)(g22;022)
57 45,X,-X del (7)(q32), t(8;21)(922;0922) ,9gh+
62 45,X,-Y,1(8;21)(922;q922)
76 45,X,-Y,1(8;21)(922;922)
78 45,X,-Y ,1(8;21)(922;7922)
82 45,X,-Y,1(8;21)(922;0922)
87 45,X,-Y,1(8;21)(922;0922)
89 45,X,-X,1(8;21)(922;922)
90 45,X,-X,1(8;21)(922;922),del (9)(q22)
159 45,X,-Y ,1(8;21)(922;922)
161 45,X,-X,1(8;21)(922;922),del (9)(q22)
165 45,X,-Y ,1(8;21)(922;922)
168 45,X,-Y,1(8;21)(g22;0922), 16 gh+
170 45,X,-Y ,1(8;21)(g22;922)
173 45,X,-Y,1(8;21)(922;022)
187 45,X,-Y,1(8;21)(922;922),del (9)(q22)

12 pacientes presentaron otras alteraciones cromosémicas secundarias junto a la t(8;21) tales
como la presencia de cromosomas marcadores , alteraciones numéricas y estructurales. La
alteracion cromosOmica secundaria mas resaltante es la delecion del brazo largo del
cromosoma 9, del (9)(g22) ,en 4 pacientes seguido de la add (4)(q) en 2 pacientes y la
del(7)(g22) en 1 paciente ; también se encontraron alteraciones complejas como se describe en
la tabla N°14.
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Tabla N°14 pacientes con t(8;21) mas otras alteraciones

# pt. t(8;21) mas otras alteraciones cromosomicas
6 46,XY,-6,t(8;21),+19
8 45,XX,1(8;21)(g22;q22),del(9)(922)
9 46,XX, add (4)(q) ,t(8;21)(8;21)(q22;022)
24 45,XY,1(8;21)(q22;q22),del(9)(922)
27 47,XY, 1(8;21)(922;922)+ mar
60 46,XYgh+,1qh+,der(21)del(21)(q22) t(8;21)(q22;922)
65 46,XY gh+,del(7)(q22), t(8;21)(q22;922)
79 46,XX, 1(8;21)(q22;922),add(4)(g31)
84 47,XX,dup(1)(g22941),+4,1(8;21)(922;922)
157 45,XX,1(8;21)(922;922),del(9)(922)
181 47,XY,+ B 1(8;21)(922;922)
182 45,XX,1(8;21)(g22;q22),del(9)(922)

4.2.1.2. PACIENTES CON ALTERACIONES CROMOSOMICAS DIFERENTES A LA

t(8; 21)
25 (26.9%)

de todos los pacientes con cariotipo anormal presentaron alteraciones

cromosomicas numeéricas, estructurales y con dos o mas alteraciones diferentes a la t (8; 21).
En la tabla N° 15 se describe el porcentaje de las alteraciones encontradas.

Tabla N°15 Otras alteraciones diferente t(8;21)

Otras alteraciones diferente a t( 8;21)
# Pacientes porcentaje
alteraciones numeéricas 8 8.6%
alteraciones estructurales 8 8.6%
dos 0 mas alteraciones 9 9.7%
TOTAL 25 26.9%
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El 8.6 % de los pacientes con cariotipo anormal presentaron alteraciones numéricas como

trisomias de los cromosomas 6, 8, 11y

la presencia de cromosomas marcadores. Hubo un

caso de un paciente que presento la pérdida del cromosoma Y en su cariotipo, pero que
molecularmente presento el gen de fusion AML-ETO positivo, de igual forma en uno de los

pacientes con presencia de un cromosoma marcador como se muestra en la tabla °16.

Tabla N° 16 ALTERACIONES NUMERICAS

# pt. ALTERACIONES NUMERICAS
18 46,XX, +8
20 46,XY, +6
45 47 XX,+11
63 47, XX, +8
61 47, XX ,+ MAR *
70 47, XX, + MAR
74 45,X,-Y*
184 46,XY, +6

* Pacientes que molecularmente presentan el gen de fusion AML-ETO positivo.

El 8.6 % de los pacientes con cariotipo anormal presentaron alteraciones estructurales como

translocaciones, deleciones y adiciones, estas se muestran en la tabla N°17.

Tabla N° 17 ALTERACIONES ESTRUCTURALES

# pt. | ALTERACIONES ESTRUCTURALES
12 46,XX, t(7;11)(p15;p15)

64 46,XY,del(22)(q11.2)

66 46,XY,del(7)(q22)

68 * 46 XX(7;11)(p21;p15)

75 46,XX,del(9)(q31)

77 46 XX add(2)(q)

86 46,XY,1(9;22)(q34;911)

183 46,XX,1(8;12)(q22;q24)

*Presento mutacion FLT3 ITD
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El 9.7% de los pacientes con cariotipo anormal presentaron dos 0 mas alteraciones, en donde
se presentaron cariotipos complejos en la mayoria de los pacientes (7/9) como se muestra en
la tabla N° 18.

Tabla N° 18 DOS O MAS ALTERACIONES

# pt. DOS O MAS ALTERACIONES
19 del(1)(g32)+ marl + mar2
45,X,del(x)(922),-4,-5,add(7)(p22),add(7)(936),-11,-12,-
51 17,+mar,+mar2,+mar3,+mar4
56 46,XX,-20,+mar
67 45,-X,-Y,-10,del(11)(p14)+marl,+mar2

47,XX,der(3)del(3)(g21)add(3)(q21),-6,del
81 (9)(p13)add(17)(p11.2)t(1;19)(p13.3.931),-20,+marl,+mar2,mar3 )cp20

167 46 ,X,- Y, add (5)(g35),del(11)(q14),+15
185 44- 48 XY ,+8,+11

186 47,XX,+8,i(17)(p10)

188 46, XX, -3,-5, + MAR 1, +MAR 2

4.3. FRECUENCIA DEL ESTUDIO INMUNOFETIPICO Y CITOGENETICO DE
PACIENTES CON t (8; 21)

Los pacientes que cumplieron ambos criterios tanto para el estudio citogenético e
inmunofenotipico fueron 110.Se evaluaron dos grupos de pacientes, aquellos que presentan
lat(8;21) ysint(8; 21).
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4.3.1. PACIENTES CON t (8; 21):

Los 68 pacientes que presentaron la t (8; 21), solo entraron en el estudio 62 pacientes ya que
los restantes correspondian a pacientes con un resultado no informativo en el examen de

inmunofenotipo.

En la tabla N°19 se resumen los porcentajes expresados de los marcadores en los pacientes

cont (8; 21).

Tabla N° 19 Frecuencia de los marcadores inmunofenotipicos en pacientes con t (8; 21)

CD HLA CD CD CD CD CD CD MPO
45 -DR 34 117 71 13 15 33
CD CD CD CD C D CD DT CD
64 11B 14 19 54 4] 7 79a
60 59 54 54 31 51 22 44 a7
POSITIVO (CP) (96.8%) |[(95.2%) | (84.1%) | (87.1%) | (5414%) | (82.30) | (35.5%) | (71.0%)|| (75.8%)
9 3 1 15 24 4} 1 2 1
PQSITIVO (CP) (14.5%) (4.8%) (1.6%). (24.2%) (A7.5%) (12199%) (1.6%). 15.4%) (1.6%).
DABCLAL 2 1 6 7 17 7 32 16 12
(CPP) B2%) || (1.6%) | (9.7%) | (IL.3%) | (2918%) | (11.3%) | (51.6%) | (25.8%)[| (19.4%)
DARCIAL 11 4 2 29 13 11 5 3 1
(T7.7%) (6.5%) (3.2%) @6.8%) | (Z20%) | (35(5%) ®.1%) 73.1%) (1.6%)
(CPP)
NEGATIN.O (CND 0O 2 2 1 9 4 8 2 3
e N - (3.2%) 3.2%) (1.6%) | (15]8%) | (6.5%) | (12.99 (3.2%) (4.8%)
NECATIVA 42 55 59 18 18 16 56 8 60
N ) 88.7% 95.2% 29.0% 30.5% 51[6% 0.3% 61.5% 96.8%
CASQEN( ESPE CIFREAS) || ( a ) || S ) % ) | ( ) ! ( )O ( 2) O) ( J )
(CNE)
CASOS NO
ESREQ@I&aisbles (C% (g 62O 62 0 62 3 57 1 62 0 62 4962 6%
(CNE)
Casos analizables
(CA) 62 62 62 62 59 31 62 13 62

El marcador CD117 fue el mas frecuente, ya que se expreso en un 98.4 % de pacientes con t
(8; 21). Entre los marcadores mieloides, el mas expresado fue el CD33 en un 96.8%, mientras
que los marcadores linfoides CD19 y CD 56 fueron los maés frecuentes encontrados en 71.0%

y 69.5 % respectivamente. Los porcentajes totales se grafican en la tabla N° 20.
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Tabla N°20 Porcentajes de expresion total de los marcadores en los pacientes con t(8;21)
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4.3.2. PACIENTES SIN t (8; 21):

48 pacientes fueron analizados, 28 pacientes con cariotipo normal y 20 con otras alteraciones

diferente a la t(8;21). En la tabla N° 21 se describen
expresados en los pacientes sin t (8; 21).

los porcentajes de los marcadores

Tabla N° 21 Frecuencia de los marcadores inmunofenotipicos en pacientes sin t (8; 21)

cD cb cD
cp | HADRT 5 117 71

CD CD CD

13 15 33 MPO
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25
POSITIVO 48 39 31 41 12 39 11 34 27
) (100%) | (81.3%) | (64.6%) | (85.4%) | (31.6%) | (8L3%) | (22.9%) | (70.8%) | (56.3%)
PARCIAL 0 5 8 6 16 9 19 9 16
A 0%) | (104%) | (16.7%) | (125%) | (42.1%) | (18.8%) | (39.6%) | (188%) | (33.3%)
NEGATIVO . 4 9 1 10 0 18 5 5
(CN) 83%) | (188%) | (2.1%) | (263%) | (0%) | (37.5%) | (104%) | (10.4%)
CASOS NO
ESPECIFICOS | 0 0 0 0 10 0 0 0 0
(CNE)
Casos
analizables 48 48 48 48 38 48 48 48 48
(CA)
cD cD cD cD cD cD cD o1 cD
64 118 14 19 56 4 7 79
5 2 0 3 5 4 0 1
PO?&;VO (104%) | 42%) | (%) (8.‘3‘%) ©7%) | (192%) | (85%) %) | (2.1%)
11 9 0 6 3 4 10 0 1
9%) | (18.8% %) | (125%) | (6.7%) | (15.4% 1.3% % 1%
PA(E%')“L 229 8.8 0 2 6 213 0 2
32 37 48 38 39 17 33 11 46
NE?CAII)'VO (66.7%) | (77.1%) | (100%) | (79.2%) | (86.7%) | (65.4%) | (70.2%) | (100%) | (95.8%)
CASOS NO
ESPECIFICOS | 0 o |o 0 3 22 1 37 0
(CNE)
Casos
analizables 48 48 48 48 45 26 47 11 48
(CA)
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El CD117 se mantuvo como marcador de inmadurez mas expresado con el 97.9%. En el caso
de los marcadores mieloides el CD13 y CD33 se expresaron en el 100% y 89.6%
respectivamente, mientras que el CD15 bajo a un 62.5 % su expresion. No hubo pacientes que
presentaron TDT ni CD14, por otro lado el CD7 se expresé en 29.8 % siendo uno de los
marcadores linfoides més frecuentes. El CD19 y el CD56 presentaron una menor expresion de
20.8 % y 13.3% respectivamente. Los porcentajes totales se grafican en la tabla N° 22.

Tabla N°22 Porcentajes de expresion total de los marcadores en los pacientes sin t(8;21)
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CAPITULO V DISCUSION, CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

5.1. DISCUSION
5.1.1. ESTUDIO INMUNOFETIPICO DE PACIENTES CON LMA-M2

En los pacientes con LMA se requiere un conjunto de herramientas importantes para el
diagndstico, prondstico y tratamiento de los pacientes, de alli la importancia de complementar
la informacién morfolégica, citogenética e inmunofenotipica. La expresién de antigenos de
superficie brinda informacion para la clasificacion de pacientes con LMA. En el presente
estudio se evaluaron 173 pacientes con diagndstico de LMA-M2 de novo cuyos resultados
mostraron una alta frecuencia de marcadores de inmadurez siendo el CD117 el més frecuente
(98.3%), seguido del HLA-DR (91.3%) y el CD34 (87.9%), estos valores se asemejan a los
resultados obtenidos por Ghosh et al. (2003), Tong et al. (2009) y Osman et al. (2015). EI CD45
se expreso en el 100% de los pacientes, un estudio resalta la evaluacion de este marcador ya
que al evidenciar una expresion heterogénea que se distingue de otros linajes celulares permite
identificar las células blasticas y asi poder dar informacion sobre el linaje y estadio de
maduracion de estas células (Marsan et al., 2015).

Los marcadores mieloides cominmente expresados fueron el CD13 (96.5%), CD33 (91.4%),
MPO (91.3%), CD71 (80%) y CD15 (69%) similar a los encontrados por otros estudios
(Khalidi et al. ,1998; Zheng et al., 2008). Con respecto al marcador MPO, algunos de los casos
negativos por citometria de flujo resultaron ser positivos o débil positivo por citoquimica,
esto debido probablemente a interferencias por la calidad de la muestra (bajo porcentajes de
células) (Marsan et al., 2015).

CD13 fue el marcador mieloide mas expresado (96.5%); lo que difiere con los estudios de
Salem y Abd El-Aziz (2012) y Khalidi et al. (1998) donde el CD33 fue el mas frecuente en
todos los subtipos FAB. Se ha evaluado la correlacion del CD13 con el prondstico en las LMA,
siendo aun controversial su valor pronostico, ya que segun Reep et al. (2003) la ausencia de
expresion de este marcador se relaciona con un buen pronostico, por otro lado Dubosc-
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Marchenay et al. (1992) considera su presencia con buen prondstico. En el caso del CD33 fue
el segundo marcador mieloide mas expresado (91.4%), la frecuencia con la que se presenta este
marcador en este tipo de LMA ha sido motivo para desarrollar tratamientos diana que
mostrarian una alta tasa de induccion de remision (Sieverst ,2004).

Los marcadores monociticos como el CD11B segun la FAB y OMS se encuentra expresada
frecuentemente como positivo o débil positivo en los pacientes con LMA-M2 (Swerdlow et
al. , 2008; Ortufio y Orfao, 2002). En esta investigacion el 15.6% de los pacientes con LMA-
M2 expresaron este marcador y su expresion fue parcial en la mayoria de los casos. La
expresion de este marcador ha sido estudiado también como marcador pronostico en las LMA,
el estudio de Junca (2014), el CD11B se expresd en los pacientes con grupo de riesgo
citogeneticos intermedios y desfavorables lo que llevaria a relacionarlo con un prondstico
pobre, Xu et al. (2015), confirmaria lo anterior escrito ya que en su investigacion de meta
analisis encontro que la positividad de este marcador podria predecir un mal prondstico en los
pacientes con esta enfermedad.

Los otros marcadores del linaje monocitico como CD64 y CD14 segun la OMS generalmente
estan ausentes (Swerdlow et al., 2008). Sin embargo se encontraron en el 30.1% y 2.9 %
respectivamente, con una expresion parcial en la mayoria de los casos. CD64 se ha relacionado
su expresion a un buen prondstico en pacientes con LMA (Reep et al., 2003), mientras que la
expresion del CD14 se asocio a tasas supervivencia global significativamente mas corta en
pacientes con LMA procedentes de SMD (Choi et al. ,2013).

La frecuencia de la expresion de fenotipos aberrantes de uno o mas marcadores de linaje linfoide
fue 76.3%, mayor a los estudios reportados anteriormente en LMA, 47.9 % (Tong et al. 2009),
48.1% (Khalidi et al., 1998), 56,5% (Jiang et al., 2010); pero similar al estudio de 67,5%
(Abdulateef, Ismail y Aljedani ,2014). El antigeno linfoide maés frecuente fue el CD19 (43.9%),
semejante a lo reportado por (Osman, 2015 y Wang et al.,2005), seguido por el CD56 en el
40.2%; siendo ambos marcadores coexpresados en 24%.EIl marcador CD56 se ha relacionado
con prondstico desfavorable (Guo et al.,2015) y es significativo para el estudio de la
supervivencia libre de enfermedad por lo que se ha relacionado como un factor de riesgo
independiente (Djunic et al. ,2012).

Por otro lado el CD4, CD7, CD79A y TDT se expresaron en 42.5%, 19.8%, 4 % y 27.8%
respectivamente, la expresion del CD4 es mayor a lo referido por la OMS (10%), hay que
tener en cuenta que este marcador se evaluo solo en 87/173 pacientes, de igual forma el antigeno
TDT 36/173(Swerdlow et al., 2008).
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5.1.2. ESTUDIO CITOGENETICO DE PACIENTES CON LMA-M2

Entre los pacientes con LMA se detectan alteraciones cromosomicas en un 55- 75% en el
momento de diagnostico y es un factor importante en el prondstico del paciente (Silva et al.,
2006) en este caso se hall6 72.7% de los 128 pacientes analizados, siendo mayor a los
encontrados en estudios anteriores en los distintos subtipos de LMA (Tong et al., 2009).

La t(8;21) es una de las alteraciones cromosdmicas mas comunmente halladas en pacientes con
LMA (15%), especificamente subtipo M2, (40%) (Rueda et al., 2004) en esta investigacion se
hall6 en 53.1% de los pacientes con LMA-M2 y representa el 73.1% de todos los pacientes con
cariotipo anormal en este subtipo de LMA.

Se evidencian la presencia de alteraciones secundarias junto con lat (8;21) en 55.9%, otros
estudios muestran una frecuencia de 62,5% (Lai Y et al., 2005). La pérdida del cromosoma
sexual es la alteracion secundaria mas comun 38.2% seguida de la del(9), lo que concuerda con
estudios como el de Lin et al. (2008), sin embargo este autor muestra la trisomia 8 en un 7%,
alteracion que no se encontrd en nuestro estudio junto a lat (8;21) pero si como anomalia Gnica
. Ver Tabla N° 16.

Las alteraciones secundarias en los pacientes con t(8:21) afectarian el prondstico de estos
pacientes; seguin Schoch et al. (1996) encontré que la del9 fue un factor pronostico desfavorable
mientras que la pérdida del cromosoma sexual no afecto en el pronéstico , sin embargo Peniket
et al.(2005) encontrd en una mayor poblacion estudiada que los pacientes con del(9) junto a
la t(8;21) obtuvieron una mayor supervivencia . Estudios mas recientes como los de Jia et al.
(2015) demostraron gue la pérdida del cromosoma sexual se relacion6 a un prondstico favorable
en nifios con LMA-M2 mientras que Lin et al. (2008) demostré6 que estas alteraciones no
tendrian impacto en la supervivencia de los pacientes. Por otro lado alteraciones en el
cromosoma 7 asociados a la t(8;21) han sido estudiados por Brozek et al. (2003) en donde los
pacientes con esta alteracion mostraron una peor respuesta a la terapia de induccion. Estas
diferencias se deben probablemente a diversos factores como las caracteristicas de propias de
cada poblacién analizada por lo que el efecto de dichas alteraciones son todavia cuestionadas.
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Las translocaciones variantes se presentan alrededor de 3% a 4% en pacientes con LMA con
t (8; 21).En esta investigacion encontramos un paciente con la variante
t(1;8;21)(g44,;922;922.3) ,reportado en otros estudios (Taguchi et al.,1986).Segin Huang et
al.(2006), estas variantes se relacionarian a un pronostico favorable ,sin embargo Vundinti et
al. (2008) en su estudio encontrd que si la variante involucraba al cromosoma X estos cursaban
con mal prondstico.

Otro grupo importante de pacientes con LMA —M2 son los que presentan cariotipo normal,
estos actualmente son clasificados con riesgo intermedio (Shipley y Butera, 2009). Se han
descrito alteraciones a nivel genético no detectadas por citogenética convencional por lo que
los estudios moleculares son importantes para identificar y  evaluar factores pronosticos
independientes .Mutaciones en los genes CEBPA y FTL3-ITD estan relacionados a un buen y
mal prondstico respectivamente (Bienz et al., 2005).En nuestros pacientes el 27.3 % presento
cariotipo normal lo que sugeriria estudios moleculares necesarios para la correcta estratificacion
de riesgo y eleccion del tratamiento.

Se han reportado otras alteraciones cromosomicas diferente a la t(8;21) que en el estudio
corresponden a un 26.9%.Si bien las translocaciones son frecuentes en los pacientes con LMA,
también se ha reportado varias alteraciones cromosémicas como deleciones en los cromosomas
5y 7 , trisomias ( cromosoma 8) y la presencia de dos o mas alteraciones (cariotipos
complejos)( Kumar,2011). Las alteraciones numéricas se encontraron en el 8.6% vy la
alteraciones mas frecuentes fueron las trisomias del cromosoma 8 y 6. Los cromosomas
marcadores también estuvieron presentes y uno de los casos se relaciond a la presencia del
gen de fusiéon AML- ETO.

Las alteraciones cromosOmicas estructurales se presentaron en el 8.6 %, donde se encontrd
translocaciones, deleciones de los cromosomas 7,9 y 22 y adicion del cromosoma 2.Una de las
translocaciones encontradas fue la t (7;11) (pl15;p15),que resulta la fusién de los genes
NUP98 y HOXA9, descrito en pacientes con LMA-M2 pero también en la leucemia mieloide
cronica(crisis blasticas) y en sindrome mielodisplasico. Los pacientes suelen ser jovenes y de
sexo femenino con un prondstico desfavorable y estan asociados con mutaciones KRAS \WT1
y FLT3/ITD (Chou et al. , 2009).En nuestro estudio de manera similar dos pacientes fueron
mujeres de 35 y 58 afios ,la paciente mayor fallecio a los 6 meses del diagnoéstico mientras que
la otra presento mutacion FLT3 ITD.

Se ha descrito un grupo de pacientes con BCR-ABL en LMA, clasificados en la tltima revision
2016 de laOMS como una entidad provisional. Lo complicado de este subgrupo de pacientes
es poder hacer el diagnéstico diferencial entre LMC en crisis blasticas y LMA de novo
(Neuendorff et al. ,2016).En la investigacion un paciente presento la t (9; 22)(g34;q11), los
estudios de citometria de flujo mostraron la expresion de antigenos linfoides CD 22 , CD19 y

57


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taguchi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3464341
http://www.indianjcancer.com/searchresult.asp?search=&author=BR+Vundinti&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0

CD79a. El paciente estuvo cuatro dias en evaluacion, no se obtuvo mayor informacion sobre su
evolucion. Otra translocacion encontrada fue la t(8;12)(q22;924), que segun el estudios de
Saitoh et al. (1997) existe algun tipo de enmascaramiento de la t (8; 12; 21) (922.1; q24.1;
g22.1), que por el estudio citogenetico convencional se observa comot (8;12) y al hacer el
estudio de Southern blot e hibridacién fluorescente in situ (FISH) se observa toda la alteracion.

La presencia de dos 0 mas alteraciones (cariotipo complejos) estan descritos en alrededor del
10-12% de las LMA, su incidencia aumenta con la edad y esta relacionado a un mal pronéstico
(Mrozek, 2008). En el estudio represento el 9.68% y las alteraciones complejas halladas
presentaban diferentes aberraciones cromosémicas (cromosomas marcadores, deleciones,
monosomia, adiciones, cromosomas derivados, trisomias e isocromosomas) similar a las
descritas en la literatura.

5.1.3. FRECUENCIA DEL ESTUDIO INMUNOFETIPICO Y CITOGENETICO DE
PACIENTES CON LMA- M2

Estudios han demostrado la correlacion de algunos marcadores inmunofenotipicos con
anomalias citogenéticas y también el papel que desempefian en cuanto al pronostico del
paciente. En nuestro estudio se compar6 dos poblaciones, aquellos que presentaron lat (8; 21)
ysint (8; 21).

Los pacientes con t (8; 21) presentaron mayor expresion de los marcadores de inmadurez HLA-
DR (91.7 vs 96.8%), CD34 (81.3 vs 93.8%), CD117 (97.9 vs 98.4%) y TDT (0 vs 38.5%) en
comparacién con los pacientes sin t(8; 21), esto es similiar a los resultados obtenidos por,
Andrieu et al. (1996), Nishii et al. (2003) y Khoury et al. (2003).La expresion de los
marcadores mieloides en los pacientes cont (8; 21) como el CD13, CD15, MPO, CD71y CD33
fueron los mas frecuentes, siendo este Gltimo el mas comunmente expresado (96.8%). EI CD13
fue el Unico marcador mieloide que disminuy6 su expresion (100% vs 93.6%) en comparacion
a los pacientes sin t(8;21).La mayoria de los casos de las expresiones de estos marcadores fue
positivo , muy poco la expresion parcial lo que difiere con los estudios de  Khoury et al.(2003),
donde el CD13y CD33 tenian una expresion débil en estos pacientes de igual forma reportada
por la OMS (Swerdlow et al., 2008).

En el caso de la expresion de antigenos mielomonociticos junto a la t(8;21) , se observo que
el CD11B disminuy6 su expresion (22.9% a 11.3%) , mientras que el CD64 mantuvo similar
porcentaje(32.3% vs 33.3%) y el CD14 fue mayor en este subgrupo de pacientes (0 % vs 4.8%
; i bien se relaciona con la alteracidn los porcentajes de expresion es poco frecuente semejante
a lo reportado por Iriyama et al. (2012).

La mayor diferencia se muestra en la expresion de los marcadores aberrantes de origen linfoide.
Los pacientes con t(8;21) estudiados expresaron mayor frecuencia de estos marcadores en
comparacion con los pacientes sin t(8;21) ,siendo el CD19 y CD 56 los marcadores linfoides
mas frecuentes que se expresaron en 71% y 69.5 % respectivamente bajando su expresion en
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20.8% y 13.3 %. Los hallazgos se asemejan a lo encontrado por estudios previos (Zheng et al.,
2008; Tong et al. ,2009).

La expresion de CD7 y CD79a en los pacientes con t(8;1) fueron menores,similar a lo
encontrado por Zheng et al. (2008), aunque en su estudio no encontrd ningn paciente con
CD7 vy la presencia de lat(8;21).

5.2 CONCLUSIONES

Con respecto a las caracteristicas inmunofenotipicas encontradas se puede concluir

que :

1. Los pacientes con LMA-M2 presentan caracteristicas inmunofenotipicas como la
expresion de marcadores de inmadurez CD117 (98.3 %), HLA-DR (91.3%) y CD34
(87.9%).En el caso de los marcadores mieloides, el CD13 fue el mas comunmente
expresado 96.5%, seguido de los marcadores CD33 (91.4%), MPO (91.3%), CD71 (80%)
y CD15 (69%) mientras que los marcadores mielomonociticos como el CD64 , CD11By
CD14 se expresaron con menor frecuencia y de manera parcial en la mayoria de los casos

positivos en el 30.1% , 15.6% y 2.9 % respectivamente.

2. En los pacientes con LMA-M2 es frecuente la presencia de marcadores
inmunofenotipicos de origen linfoide. La presencia de al menos un marcador de origen
linfoide fue de 76.3 %, siendo el mas expresado el CD19 en un 43.9%, seguido del CD56

en el 40.2%; siendo estos coexpresados en 24%.

Con respecto a las caracteristicas citogenéticas encontradas se puede concluir que :
3. La presencia de alteraciones cromosémicas en pacientes con LMA-M2 fue de 72.7%,

siendo la alteracion cromosémica mas frecuente la t(8; 21) , encontrada en 53.1 % del

total de pacientes analizados.
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4. Los pacientes con t(8;21) expresaron en la mayoria de los casos alteraciones
cromosOmicas secundarias (55.9%).La peérdida del cromosoma sexual (38.2%) es la

alteracion cromosOmica secundaria mas frecuente.

5. Entre las alteraciones cromosémicas encontradas en LMA-M2 se puede observar la
presencia de alteraciones numeéricas (trisomias) asi como otras alteraciones estructurales

(deleciones, translocaciones y adiciones) Yy cariotipos complejos en alrededor del 26.9%.

Con respecto a la frecuencia de marcadores inmunofenotipicos con la t(8;21) se puede

concluir que :

6. Los pacientes con t(8;21) presentan mayor expresion de marcadores de inmadurez como
HLA-DR,CD34,CD117 en comparacion con los pacientes sin t(8;21). Los marcadores
mieloides se expresan muy comunmente, siendo el CD33 el més frecuente (96.8%),
mientras que el CD13 se observ una ligera disminucion de expresion y el CD15 aument6
su expresion en estos pacientes. Los marcadores mielomonociticos como CD11B, CD14
y CD64 son poco frecuentes expresandose en alrededor del 22.9 %, 4.8% y 33.3%

respectivamente, registrandose una mayor frecuencia de CD14 y CD64.

7. Los pacientes con t (8; 21) presentan mayor expresion de antigenos aberrantes de origen
linfoide como el CD19y CD56, que son los marcadores mas frecuentes observados en
el 71% y 69.5% respectivamente. Su expresion en pacientes sin t (8; 21) fue de 20.8%
y 13.3 %. Por otro lado el marcador CD7 fue el marcador linfoide que disminuyé su

expresion en este subgrupo de pacientes.

8. Marcadores como el CD4, TDT y CD79a son muy poco evaluados en los pacientes con

LMA-M2. En la investigacion todos los casos con TDT positivos se relacionaron a la
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presencia de t(8;21), mientras que los otros marcadores su expresion es similar en ambos

grupos.

5.3 RECOMENDACIONES

1. La presente investigacion reafirma la importancia de realizar el estudio inmunofenotipo y
citogenético en los pacientes con LMA-M2, ya que ayudan a precisar el diagndstico y
establecer con mejor criterio el significado pronéstico de estos pacientes.

2. El uso de paneles estandarizados que incluyan los marcadores inmunofenotipicos méas
caracteristicos relacionados con esta leucemia es clave para una mejor clasificacion de este
subgrupo de pacientes.

3. Serecomienda incluir en el estudio inmunofenotipico la deteccion de marcadores de origen

linfoide CD19 y CD56 por su alta relacion con la presencia de la t(8;21).

4. Debido a la alta relacién de marcadores inmunofenotipicos y hallazgos citogeneticos es
recomendable realizar estudios de correlacion que permitan predecir mejor la evolucion y

significado pronostico de estos pacientes con LMA-M2.

5. En los casos en los que no se pueda realizar el andlisis cromosdémicos se recomienda
utilizar técnicas de citogenética molecular (FISH) para la deteccion de los genes de fusion
RUNX1 / RUNX1T1.

6. En el subgrupo de pacientes con LMA-M2 con cariotipo normal se deben realizar estudios

moleculares para detectar mutaciones de genes asociados con esta leucemia.
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ANEXO N°1

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS DEL PACIENTE

NOMBRE Y APELLIDOS DEL PACIENTE:

NUMERO DE HISTORIA CLINICA: 77
EDAD/SEXO:

ANTECEDENTES PATOLOGICOS :

TIEMPO DE ENFERMEDAD :

TRATAMIENTO PREVIO:

MANIFESTACIONES CLINICAS:

FECHA DE INGRESO Y FECHA DE ULTIMO

MOVIMIENTO :
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DATOS DE ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO
1. RESULTADO MORFOLOGICO EN MEDULA OSEA:FECHA DE ESTUDIO — CONCLUSION DIAGNOSTICA
2. RESULTADO DE ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO : FECHA DE ESTUDIO — CONCLUSION DIAGNOSTICA

3. PORCENTAJE DE CELULAS INMADURAS (BLASTOS): ........cvvvvvnnnnn. % CELULAS COMPLEMENTARIAS:
4. EXPRESION DE MARCADORES INMUNOFENOTIPICOS: POSITIVO (P)- PARCIAL(PA)- NEGATIVO(N)

5. MARCADOR LEUCOCITARIO: CD45

6. MARCADOR ES DE INMADUREZ . TDT CD34 CD117 HLA -DR

7. MARCADORES MIELOIDES : CD13 CD33 CD15 MPO CD71

8. MARCADORES MIELOMONOCITICOS :CD64 CD14 CD11B

9. MARCADORES DE ORIGEN LINFOIDE: CD19 CD4 CD7 CD56 CD79a

DATOS DE ESTUDIO CITOGENETICO

1. FECHA DE ESTUDIO:
2. CARACTERISTICAS DEL CULTIVO

e MUESTRA: MEDULA OSEA

e MEDIO DE CULTIVO

e TIEMPO DE CULTIVO

e TIPO DE BANDAS : GTG

¢ NUMERO DE METAFASES EVALUADAS
3. RESULTADO DEL CARIOTIPO - CONCLUSION

ANEXO N°2

PROTOCOLO REFERENCIAL DEL ESTUDIO CITGENETICO CONVENCIONAL

< Muestra: % Equipos y materiales
Aspirado de Medula 6sea = Cabina bioldgica de seguridad
con anticoagulante (heparina) = Micropipeta 20-100 ul
= Tips estériles para micropipeta
+» Reactivos = Rack para tubos de 15 ml
= Tubos de 15 ml para centrifuga
= Medio de Cultivo descartable
- b AT A A ~nlinA Iim At A - Cantrifiina




@,
0’0

Procedimiento

Siembra (cdmara de flujo laminar): 5ml- medio de cultivo més 15- 20 gotas de médula ésea
(referencia: conteo leucocitario referencial en sangre periférica). Incubar 24 horas (5%CO2,
37°C).

Cosecha: Homogenizar, agregar 65 ul de Colcemid e incubar por 20 minutos a 37°Cluego
centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos. Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet.
Agregar 10 mL de solucién KCl al 0.56 g% a 37°C y resuspender. Incubar por 20 a 25 minutos
a 37°C en baflo maria térmica. Agregar 1mL de fijador (metanol: acido acético, 3:1),
homogenizar y centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos. Eliminar el sobrenadante y resuspender
el pellet .Agregar 5-7 ml de fijador, homogenizar y dejar reposar 10 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugar los tubos por 10 minutos a 1500 rpm. Realizar de 2-3 lavados sucesivos
con fijador hasta que el pellet quede limpio.

Preparacion de laminas: Homogenizar la muestra fijada y extender 35 ul sobre cada lamina
portaobjeto previamente limpiada con alcohol. Luego colocar por 1 hora y media en una
estufa a 90°C.

Técnica de bandeo cromosémico: (bafio maria a 37°C) las laminas envejecidas someterlas a
la técnica GTG, de acuerdo al siguiente procedimiento: segundos en NaCl 0.9 g%, 1-30
segundos en tripsina 0.1 g% y luego para detener la reaccion en NaCl 0.9g%.Después colorear
con la solucién de trabajo (Giemsa) por 2 minutos y enjuagar con agua corriente.

ANEXO N°3
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PROTOCOLO DEL ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO (Van Dongen et al. ,2012)

PROTOCOLO EUROFLOW: DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA CARACTERIZACION A
INMUNOFENOTIPICA DE NEOPLASIAS MALIGNAS HEMATOLOGICAS.

ik - Hocyt ~ Sluspicion of
i pici typical lymp! es lonoclonal lymphoma
Ha‘?z‘:t:ulzuke?nni:f Splenomegaly component non-igM localization in
e.g. blast celis observed L phi osis Bone lesions “small cell number”
-9- Sustained LN enlargement BM plasmacytosis samples e.g. CSF,
monocytosis vitreous biopsies

U ined Ur ined
cytopenia eosinophilia component
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ALOT LST first tube of PCD SST

first 4 tubes clonal/aberrant
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T S s various subtypes
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various

various various
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of BCP-ALL of T-ALL of AML
other B-CLPD

=7 F—

other MPD)

Tubo de orientacion para la leucemia aguda (ALOT): Permite reconocer que tipo de

leucemia aguda es (LLA-B, LLA-T y LMA, LA de linaje ambiguo) y que panel es necesario

para la caracterizacion fenotipica complementaria.

V 450 V500 FITC PE PerCPCY5 APC APCCy7
CyCD3 CD45 CyMPO CyC':A\D79 CD34 CD19 CD7
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Panel complementario para la caracterizacion inmunofenotipica de LMA

Caracterizacion de las LMA subtipo M2 se utiliza los tubos 1 ,2 y un tercer tuvo con
combinaciones de marcadores frecuentes en este subtipo de LMA (CD56, CD15, CD33, entre

otros).

Tubo PACB

PACO

FITC

PE

PerCPCy5.5

PECY7

APC

APCH7

Obijetivo

1 HLADR

CD45

CD16

CD13

CD34

CD117

CD11b

CD10

El diagndstico y la
clasificacion, la maduracion
de neutrdfilos, la HPN

2 HLADR

CD45

CD35

CD64

CD34

CD117

CD300

IREM2

CD14

El diagnéstico y la
clasificacion, la maduracién
de monacitos, la HPN

3 HLADR

CD45

CD36

CD105

CD34

CD117

CD33

CD71

El diagnéstico y la
clasificacion, la maduracién
elitroide

4 HLADR

CD45

NuTdT

CD56

CD34

CD117

CD7

CD19

La expresion aberrante de
marcadores linfoides, B
anormal maduracién linfoide

5 HLADR

CD45

CD15

NG2

CD34

CD117

CD22

CD38

la expresion del marcador
aberrante, las células madre

6 HLADR

CD45

CD42ay
CD61

CD203

CD34

CD117

CD123

CD4

Diagnéstico y clasificacion
de la LMA
Megacariocitica, basdfilos, y
los linajes de células
dendriticas plasmacitoides

7 HLADR

CD45

CD41

CD25

CD34

CD117

CD42b

CD9

Caracterizacion de la
leucemia megacarioblastica,
y mastocitosis sistémica
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