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RESUMEN

Actualmente existen diferentes componentes o elementos que ayudan al diagndstico de certeza y
prondstico para la Leucemia Mieloide Aguda (LMA), como son: el estudio morfolégico,
inmunofenotipico, cariotipo y de biologia molecular. Unicamente el aspecto morfologico es
insuficiente para establecer el diagndstico de LMA por lo que el estudio del fenotipo de las células
leucémicas a través de citometria de flujo multipardmetro ha adquirido gran importancia para la
diferenciacion respecto al linaje, grado de maduracion de las células afectadas, determinacion de
enfermedad minima residual y expresién de marcadores inmunofenotipicos aberrantes al
diagndstico. Sin embargo, la relevancia clinica que tiene la expresion de marcadores fenotipicos
aberrantes es aun poco clara.

Objetivo: Evaluar la frecuencia y relevancia clinica de la expresion del inmunofenotipo aberrante,
determinado por citometria de flujo multiparametro, en pacientes menores de 60 afios con LMA.
Material y método: Se analizaron 18 pacientes diagnosticados desde Enero del 2011 a Diciembre
del 2012. Los resultados del inmunofenotipo se obtuvieron de la base de datos que se tiene en el
laboratorio de hematologia especial del Hospital de Especialidades CMN Siglo XXI.

Resultados: 83.3% de los pacientes presentaron inmunofenotipo aberrante al diagnoéstico. El tipo
de aberrancia més frecuente fue asincronia en la maduraciéon en 66.7%, la hiperleucocitosis se
observé en 4 pacientes del grupo de inmunofenotipo aberrante, respecto a 1 del grupo de
inmunofenotipo no aberrante (p=0.8). La respuesta al dia 14 se obtuvo en 5 pacientes vs 2
pacientes de los grupos con inmunofenotipo no aberrante y aberrante respectivamente (p=0.58). La
mediana de supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad en el grupo de
inmunofenotipo no aberrante fue de 16 meses para las dos variables, y en el grupo de
inmunofenotipo aberrante fue de 15 meses y 21 meses respectivamente.

Conclusiones: Establecimos la frecuencia del inmunofenotipo aberrante al diagnéstico en
pacientes menores de 60 afios con LMA, la cual coincide con lo reportado en la literatura
internacional. Existi6 cierta tendencia hacia la hiperleucocitosis y mayor trombocitopenia en
pacientes con inmunofenotipo aberrante. Es el primer estudio en México, que reporta la frecuencia

del inmunofenotipo aberrante al diagnéstico de pacientes con LMA.
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INTRODUCCION

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un grupo de desérdenes neoplasicos hematolégicos de
origen clonal, fenotipica y genotipicamente heterogéneas, derivados de linaje hematopoyético
mieloide, caracterizadas por una expansion anormal de blastos (células leucémicas) en la médula
Osea, sangre periférica y otros tejidos, con la consecuente falla en la produccién y maduracién
normal, de las células sanguineas’.

Estos desordenes son la forma mas comin de leucemia aguda entre la poblacién adulta,
representando el 80% de éstas. En Estados Unidos de América (EUA) se estima que 13780
personas fueron diagnosticadas en el afio 2012, y 10200 murieron a consecuencia de ésta
neoplasia’

En México al igual que en el resto del mundo el cancer ocupa los primeros lugares como causa
de muerte y la leucemia aguda representa el 4.2% de éstas. El registro epidemioldgico de
Neoplasias Malignas (RHNM) en México, reporta una incidencia anual de las leucemias agudas en
la poblacion general de 2/100,000 habitantes/afio, y para la leucemia mieloide aguda de
0.7/100,000 habitantes/afio, lo que coincide con las incidencia en otros paises. Con una mediana

de edad al diagnéstico de 66 afios, y 54% de éstas, diagnosticadas a los 65 afios de edad 34,

Las caracteristicas clinicas de esta neoplasia hematolégica incluyen palidez, fatiga, debilidad
generalizada y palpitaciones (sindrome anémico); gingivorragia facil, epistaxis y hemorragia
conjuntival (sindrome hemorragico), éstos dependiendo del grado de las citopenias. Las
infecciones pidgenas en la piel son comunes, sindrome consuntivo y fiebre pueden estar
presentes. La hepatomegalia y esplenomegalia ocurren en aproximadamente el 25% de los
pacientes al diagnostico. La presencia de sarcoma granulocitico (tumor compuesto por
mieloblastos, monoblastos 0 megacariocitos), aparece en 2.5% a 9.1% de los pacientes al
diagnéstico, incluso sin evidencia de leucemia en sangre periférica y médula ésea >°.

La anemia, la cual suele ser de moderada a grave (entre 8-9grs/dL) al diagnéstico, es secundaria a

una produccién inadecuada y disminucion de la vida media de los eritrocitos; la trombocitopenia



frecuentemente menor de 50000/mm3, se presenta en el 50% de los pacientes al diagnéstico. El
conteo de leucocitos totales es menor de 5000/mm3 en el 50% de los pacientes, y en el resto
pueden presentarse con hiperleucocitosis (mas de 100,000 leucocitos/mm3). Los mieloblastos casi
siempre estan presentes e

n sangre periférica, estas células leucémicas son clasicamente de tamafio grande, con citoplasma
baséfilo, agranular o ligeramente granulares, con cromatina nuclear inmadura y presencia de uno a
dos nucléolos prominentes. La presencia de bastones de Auer ocurre en un 15% de los casos, con
excepcion en la variante promielocitica aguda en la que éstos, estan presentes en una alta
proporcion °.

El aspirado de médula 6sea es parte de la rutina diagndstica en pacientes con sospecha de LMA.
La biopsia de hueso se considera opcional, pero debe ser realizada en pacientes con aspirado
seco. Las muestras de sangre periférica y médula 6sea deben ser examinadas usando tincion de
My-Grinwald-Giemsa o Wright-Giemsa, se recomienda que al menos 200 leucocitos en sangre
periférica y 500 células nucleadas en médula dsea, sean contadas’.

Para el diagndstico de LMA el conteo de 20% o mas blastos en sangre periférica y/o médula 6sea
se requieren, excepto para la LMA con t(15;17), t(8;21), inv(16) o t(16;16) y algunos casos de
eritroleucemia. Los mieloblastos, monoblastos y megacarioblastos son incluidos en el conteo de
blastos. En LMA con diferenciacién monocitica o0 mielomonocitica, los monoblastos, promonocitos,
pero no monocitos anormales deben ser contados como equivalentes a blastos. Los eritroblastos

no se cuentan como blastos a excepcion de casos raros de leucemia eritroide pural.

El estudio inmunofenotipico usando citometria de flujo multiparametro es utilizado para determinar
el linaje involucrado en leucemias agudas recientemente diagnosticadas (tabla 2). No existe un
consenso general respecto al punto de corte para considerar un marcador inmunofenotipico
positivo en leucemia aguda, sin embargo el punto de corte mas cominmente usado y
recomendado por la European LeukemiaNet es de 20% o mas, de células leucémicas que
expresen el fenotipo especifico. Sin embargo la cuantificacién de blastos por citometria de flujo no

debe ser usado como substituto de la evaluacién morfoldgica, para el diagndstico™.



El analisis citogenético convencional es un componente mandatorio en la evaluacién diagnéstica
de un paciente con sospecha de leucemia aguda. Las anormalidades cromosémicas son
detectadas en 55% de los adultos con LMA. Siete translocaciones balanceadas recurrentes e
inversiones, y sus variantes se reconocen en las categorias de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), lo que tiene gran valor pronéstico. Un minimo de 20 células en metafase analizadas de
médula 6sea es necesario para establecer el diagndstico de un cariotipo normal y lo recomendado
para definir un cariotipo anormal®.

La busqueda de mutaciones en genes NPM1, CEBPA asi como de la mutacién FLT3 debe hacerse
en estudios clinicos y en pacientes con cariotipo normal, debido al gran valor que tienen estas
alteraciones sobre el prondstico de los pacientes. Asi como el estudio de otros genes recurrentes,

tales como RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, MLLT3-MLL, DEK-NUP214.!

Durante las pasadas tres décadas, el sistema de clasificacién para leucemia mieloide aguda ha
sido establecido por la French American British (FAB) system, basado en tinciones citoquimicas y
caracteristicas morfolégicas, asi como el grado de diferenciacién mieloide y monocitica. Durante la
transicion del sistema FAB a la clasificacion de la OMS, el rango de porcentaje de blastos
disminuyo a 20% o mas, esto basado en el comportamiento bioldgico de los subgrupos de
sindrome mielodisplasicos establecidos por la FAB (anemia refractaria con exceso de blastos en
transformacion), ya que con 20% de blastos, el prondstico era igual de grave que con 30% (rango
de blastos en el sistema anterior definido por la FAB), ademas el sistema de clasificacion de la
OMS permiti6 que la LMA fuera diagnosticada con la presencia de alteraciones citogenéticas
caracteristicas, a pesar del porcentaje de blastos’.

En 2008 la OMS reviso los criterios diagnésticos y de respuesta para LMA, a lo que incluyo
anormalidades genéticas recurrentes creadas por inversiones/traslocaciones reciprocas, y una

nueva categoria para algunos de los marcadores moleculares que han tenido impacto pronostico.



Por lo que la reciente clasificacion de la OMS (2008) refleja el hecho de que un gran niamero de
leucemias agudas pueden ser categorizadas de acuerdo a sus anormalidades genéticas y
moleculares ® (tabla 1).

Existen factores clinicos y de laboratorio que afectan el pronéstico de los pacientes, y se pueden
dividir en aquellos relacionados al paciente y los relacionados a las caracteristicas biolégicas de la
LMA *.

El principal factor de riesgo relacionado al paciente es la edad, que le confiere un peor resultado en
cuanto a tasas de supervivencia y respuesta al tratamiento, con respecto a pacientes jovenes. Aun
a pesar de otros factores como la citogenética, alteraciones moleculares, el tipo de LMA (de novo o
con historia previa de mielodisplasia) y estado funcional *.

Los factores prondsticos relacionados a la LMA incluyen el conteo de leucocitos al diagnéstico
(>100000/mm3 leucocitos), antecedente de sindrome mielodisplasico, terapia citotoxica previa, asi
como cambios citogenéticos y moleculares en las células leucémicas al diagnéstico. Con respecto
a la citogenética el cariotipo de las células leucémicas es el factor prondstico con mayor impacto
para la respuesta a la terapia de induccién y la supervivencia. Por lo que en pacientes menores de
60 afios se categorizaron tres grupos de riesgo de acuerdo a la presencia de anormalidades
citogenéticas * (tabla 3).

Respecto al tratamiento de la LMA existen dos principios basicos, 1) la quimioterapia de induccion
a la remision y 2) quimioterapia postremisién (consolidacion). Aunque el primer paso es obtener la
remisién completa, es necesaria la terapia de intensificacién (consolidacion) para obtener un
control prolongado de la enfermedad. Los pacientes que no reciben una quimioterapia

postremisién, experimentan recaida dentro de los préximos 6 a 9 meses °

. La estrategia de
induccion se establece de acuerdo a las caracteristicas del paciente como la edad, presencia de
conmorbilidad y mielodisplasia preexistente. Los pacientes a quienes su estado funcional, no les
permite ser candidatos a esquemas de quimioterapia estandar, pueden participar en estudios
clinicos usando terapia epigenética, si estos estudios tampoco son opcion, entonces los regimenes

de intensidad reducida o solo cuidados de apoyo, son el tratamiento de eleccidon. En pacientes

jovenes, las estrategias de quimioterapia de consolidacién son basadas sobre el potencial riesgo



de recaida, con quimioterapia mas agresiva en pacientes de alto riesgo, con respecto a los factores
mencionados anteriormente, las lesiones citogenéticas y moleculares, asi como carga tumoral con
mas de 100000/mm3 leucocitos siendo estos Ultimos los indicadores prondsticos con mayor
importancia, para lograr remisién completa después del primer ciclo de induccion, y otorgandole al

paciente bajas tasas de supervivencia a largo plazol's.

Previo a la introduccion de la quimioterapia hace 55 afios, la mediana de supervivencia de los
pacientes era de aproximadamente 6 semanas, solo 3% alcanzando 1 afio de supervivencia, y
supervivencias largas ocurrian en menos de 1%. Las tasas de supervivencia relativa a 5 afios de
pacientes en EUA del 1999 al 2004 de acuerdo al Programa de vigilancia, epidemiologia y
resultados finales del Instituto Nacional del Cancer, va de 50% a 80% en pacientes de 45 afos, y
de 4.5% en mayores de 65 afios. Tomando en cuenta que la mediana de edad, al inicio de la
enfermedad es de aproximadamente 70 afios y el 75% de los pacientes son mayores de 45 afios.
La media global de supervivencia es de aproximadamente 12 meses™®.

El tratamiento de induccion estandar actual para LMA comprende regimenes de quimioterapia de
dos 0 mas agentes que incluyen una antraciclina y citarabina. Las tasas de remision varian de 55
a 90% en pacientes adultos. Las dos variables méas importantes son la edad del paciente, y si tiene
antecedente de leucemia relacionada a tratamiento o secundaria a neoplasia mieloide. Se han
utilizado dosis altas de citarabina como esquema de induccién sin embargo no incrementan las
tasas de remision y si incrementan la toxicidad comparada con dosis convencional, especialmente
en pacientes mayores de 60 afios. La supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global
pueden ser mejores que los obtenidos con la terapia estdndar, lo que ha sugerido el uso de éste
régimen como induccion en pacientes menores de 50 afios, sin embargo su uso no esta
estandarizado °.

Los pacientes quienes no alcanzan remision completa después de la primera induccion,
generalmente se someten a un segundo curso de induccion con el mismo esquema, sin embargo
esto varia de acuerdo al centro de atencién. Con lo que se obtiene aproximadamente un 40% de

tasa de remisién y una supervivencia libre de enfermedad a 5 afios del 10% °.



En la terapia post remisién la intensién es prolongar la duracion de la remisién y supervivencia
global, por lo que los esquemas utilizados deben ser de gran intensidad. Varios estudios
aleatorizados han estudiado si los pacientes con LMA en primera remision deben recibir solo
guimioterapia de consolidacion, trasplante autélogo o alogénico de medula ésea, sin alcanzar un
consenso. Se comparo el trasplante alogénico contra el autélogo, posterior a dos cursos de
quimioterapia intensiva, en la que se reportd una supervivencia libre de enfermedad fue de 53% a
4 afos para aquellos que recibieron trasplante alogénico, 48% de quienes recibieron trasplante
autologo y 30% de pacientes que recibieron quimioterapia intensa. La supervivencia global fue
similar en los tres grupos después de la remision completa S

Por lo que la decision de utilizar trasplante de células hematopoyéticas autélogo o alogénico, o
dosis altas de citarabina ya sea sola o combinada con antraciclina o inhibidor de topoisomerasa |l,
para consolidacion debe ser individualizada, tomando como base la edad del paciente y otros
factores pronésticos como citogenética de alto riesgo y antecedentes de neoplasia hematoldgica.
Los pacientes con riesgo citogenético favorable deben recibir por lo menos cuatro ciclos de dosis
altas de citarabina. Los pacientes con pobre riesgo citogenético deben ser considerados
candidatos a trasplante alogénico o autdlogo de células hematopoyéticas después de uno a dos
ciclos de dosis altas de citarabina. Con el objetivo de alcanzar largos periodos de supervivencia
libre de enfermedad y supervivencia global *°.

Existen varias formas de terapia adicional de mantenimiento, posterior a la remisién completa o
consolidacion, muchos regimenes consisten en quimioterapia mensual, por ejemplo con dosis
bajas de 6-tioguanina o citarabina. Aunque en algunos estudios se lograron supervivencias libres

de enfermedad, ninguna ha demostrado mejoria en la supervivencia global **.

La citometria de flujo y sus aplicaciones clinicas en hematologia.

La citometria de flujo es un método diagnéstico que evalla a las células de forma individual en una

suspension, e identifica la presencia o ausencia de antigenos especificos de la superficie



(membrana) celular y algunos que se encuentran dentro del citoplasma celular obteniendo asi un

fenotipo de cada célula en particular®*?,

Actualmente, la citometria de flujo es reconocida como una herramienta indispensable para
diagnosticar, clasificar, estadificar y monitorizar enfermedades hematolégicas en las cuales ya se

encuentra estandarizada y validada su utilidad, este es el caso de las leucemias agudas'.

En una descripcidn breve, este método de diagndstico hace pasar de forma individual, a cada una
de las células que se encuentran suspendidas en un fluido (sangre periférica, médula 6sea, liquido
cefalorraquideo) a través de un espacio en el que un laser incide sobre su superficie, en la cual
hay anticuerpos fluorescentes (los cuales son especificos) que a su vez reflejaran longitudes de

onda de diferentes caracteristicas y estas seran medidas por detectores especificoslz.

Dichas variaciones en las longitudes representan diferencias en la cantidad de fluorocromo
adherido a la superficie celular traduciendo esto en la presencia o ausencia del antigeno estudiado
y que cada una de las células estd expresando, logrando asi mediciones precisas y objetivas que
se pueden expresar en eventos y a su vez representarse en graficas susceptibles de andlisis con

rigor matematico™?.

La aplicacion de la citometria de flujo en la LMA

En las (ltimas décadas la caracterizacion inmunofenotipica ha sido incorporada en distintas
clasificaciones de leucemias agudas, como la clasificacion inmunolégica del European Group for
the Inmunological Characterization of Leukemias (EGIL) y la clasificacion de tumores de tejido
hematopoyéticos y linfoides de la OMS. Actualmente la citometria de flujo multiparamétrica es el
método diagndstico de eleccion para la caracterizacion inmunofenotipica de los blastos leucémicos
y permite detectar alteraciones en la expresiéon de antigenos capaces de diferenciar células

hematopoyéticas normales de las células neoplasicas, lo que ha traido gran utilidad para el



monitoreo de enfermedad minima residual, y actualmente la relevancia clinica de expresiones
fenotipicas aberrantes™.

El inmunofenotipo en LMA es esencial para el diagnéstico de leucemia aguda con minima
diferenciacion, leucemia megacarioblastica aguda y leucemias agudas de linaje ambiguo. La LMA
con minima diferenciacion es una LMA sin evidencia citoquimica y morfoldgica de diferenciacién
mieloide. Muchos casos expresan antigenos asociados a hematopoyesis temprana (CD34, CD38 y
HLA-DR) y carecen de la mayoria de marcadores de maduracidon mieloide y monocitica; mientras
que la MPO es negativa por citoquimica, la deteccidon de antigenos de MPO intracitoplasmaticos
puede ser positiva por citometria de flujo en al menos una fraccion de los blastos. La leucemia
megacarioblastica aguda es una leucemia con 20% o mas de blastos de los cuales el 50% o mas
son de linaje megacariocitico; los megacarioblastos expresan tipicamente una o mas de la
glicoproteinas plaquetarias CD41 y/o CD61, y menos frecuente CD42 siendo estas determinadas
por citometria de flujo. Las leucemias agudas de linaje ambiguo comprenden aquellos casos que
ninguna evidencia de diferenciacion de linaje es mostrada (ej. Leucemia aguda indiferenciada
[LAI]) o aquellas con blastos que expresan marcadores de mas de un linaje (Leucemia aguda de
fenotipo mixto [LAFM]). Algunas LMA con anormalidades genéticas recurrentes son asociadas a
caracteristicas inmunofenotipicas. Por ejemplo, LMA con t(8;21) frecuentemente expresa el
marcador linfoide CD19 o, menos frecuente CD7; estas también pueden expresar CD56 (fenotipo
de células NK), las LMA con inv(16) frecuentemente expresan el marcador de linaje linfoide-T CD2;
y la LMA con la mutacion NPM1 tipicamente tienen alta expresion de CD33 pero ausente o baja

expresion de CD34".

Respecto a la expresion de inmunofenotipos aberrantes estos se consideran como: 1) Infidelidad
de linaje o coexpresion de antigenos asociados a otro linaje, 2) ausencia de expresion de
antigenos especificos de linaje, 3) alteracion de la expresion de antigeno, ya sea por
sobreexpresion, menor expresion o expresion parcial de cierto antigeno por célula, 4) asincronismo
madurativo en el cual, antigenos de estadios inmaduros son coexpresados con antigenos

presentes en estadios maduros, 5) fenotipo ectépico o presencia de células con fenotipo no



presente en este tipo de muestra en condiciones normales, 6) caracteristicas anormales de tamafio

y complejidad interna en la poblacion celular***®.

De acuerdo a sus caracteristicas antigénicas, la LMA usualmente expresa fenotipos neutrofilicos o
de diferenciacion monocitica tales como CD13, CD15, CD33, CD64, CD117 y mieloperoxidasa.
Como se describié anteriormente los blastos leucémicos pueden expresar antigenos aberrantes de
otro linaje, como lo son los antigenos de linaje linfoide que incluyen CD7, CD56, CD2 y CD19. La
determinacion del linaje puede ser dificil si los blastos leucémicos expresan antigenos de mas de
una linea celular o demuestra muy pocos antigenos asociados a linaje. Con el advenimiento de
citometria de flujo més detallada, aproximadamente 5%de las leucemias agudas demuestran
heterogeneidad de linaje, tanto de leucemia bifenotipica (expresion de antigenos de mas de un
linaje en una sola poblaciéon de blastos) como leucemia bilineal (dos poblaciones de blastos de

diferentes linajes), lo que se relaciona con un comportamiento bioldgico diferente™®.

Métodos de analisis de leucemia mieloide aguda por citometria de flujo.
Al evaluar la leucemia aguda con citometria de flujo lo que se lleva a cabo es determinar de forma
cuantitativa y cualitativa el fenotipo de las células leucémicas, asi como también determinar

aberrancias fenotipicas que puedan expresar 1w

La definicion de la aberrancias identificada por citometria de flujo ha resultado de estudios
comparativos entre pacientes con leucemia mieloide aguda conocida y definida por medios
citomorfoldgicos y citogenéticos que confrontan o comparan la expresion de antigenos con sujetos
sanos (expresion normal de antigenos en sus células). Y también con otras patologias causantes
de citopenias periféricas como deficiencias nutricionales o padecimientos sistémicos de causa no
hematologica, que provocan procesos reactivos que son los responsables de las citopenias que se
presentan, esto Ultimo permite que la citometria de flujo tenga la capacidad de ser Util dentro del

diagnéstico diferencial de neoplasias hematolégicas *'.



JUSTIFICACION.

La citometria de flujo es capaz de determinar de forma especifica el linaje hematopoyético al que
pertenecen las células leucémicas asi como identificar alteraciones en su expresién fenotipica.

El determinar estas alteraciones de forma temprana puede marcar la diferencia en cuanto al curso
de la enfermedad y con ello dar una pauta para la estrategia del tratamiento que impactan en el

prondstico.

La coexpresion de antigenos linfoides correlaciona con los subtipos de LMA de acuerdo a la
clasificacién de la FAB, expresion fenotipica asincronica y su correlacion con los subtipos de LMA
de acuerdo a la FAB, asi como fenotipos aberrantes y su correlacion con las caracteristicas
clinicas de la LMA. Se ha reportado una prevalencia de 88.6% de fenotipos aberrantes en los
casos estudiados, expresion de antigenos de otra linea en 34.3% y asincronismo en la expresion
en 82.4%. CD7 es el antigeno linfoide encontrado con mayor frecuencia. Entre los casos de
asincronismo el fenotipo mas frecuente fue CD117+ y o CD34+ en asociacion con CD11c, seguido
por CD15 y CD65, correspondiendo a 67.6%, 61.7% Yy 50% de los casos respectivamente. La
expresién de CD117+CD15+ se correlaciona significativamente con tasas de remision completa y
con escasa asociacion con alteraciones cromosémicas desfavorables™.

Debido a que existe poca informacién acerca de la relevancia clinica en pacientes con LMA que
expresan fenotipos aberrantes determinados por inmunofenotipo, intentamos buscar el impacto en
las tasas de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de pacientes con leucemia
mieloide aguda, menores de 60 afios, que expresan fenotipos aberrantes al diagnéstico, como lo
son la coexpresion de fenotipo linfoide, ausencia de expresion de antigenos de linaje, alteracion de
la expresion de antigenos (mayor o menor expresion), fenotipos que determinen asincronismos de

maduracion, caracteristicas anormales de tamafio y complejidad en la poblacién celular .



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
¢, Cudl es la relevancia clinica que tiene la expresion del inmunofenotipo aberrante en blastos

leucémicos, de pacientes con LMA menores de 60 afios de edad de reciente diagndstico?



OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la relevancia clinica que tiene la expresion del inmunofenotipo aberrante en blastos

leucémicos de pacientes con LMA menores de 60 afios de reciente diagnéstico.

Obijetivos especificos

Determinar la frecuencia de inmunofenotipos aberrantes por citometria de flujo de los pacientes
mexicanos con LMA menores de 60 afios de reciente diagnoéstico en el Hospital de
Especialidades “Bernardo Sepulveda” del Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS.

Determinar la relacién que existe entre la expresion de fenotipo aberrante en células leucémicas y
la cifra de leucocitos, al diagnéstico, de pacientes menores de 60 afios con leucemia mieloide
aguda de reciente diagnéstico.

Determinar el impacto que tiene la expresién de inmunofenotipo aberrante en pacientes menores
de 60 afios con LMA de reciente diagndstico, sobre la respuesta al dia 14 (MO sin blastos),

supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global.



HIPOTESIS.

El inmunofenotipo aberrante en blastos leucémicos, de pacientes con LMA menores de 60 afios

de edad de reciente diagnéstico tiene relevancia clinica.

Hipotesis especificas

1. La prevalencia del inmunofenotipo aberrante en pacientes con LMA menores de 60 afos, es
alta.

2. Existe relacién entre la expresion de fenotipos aberrantes y el conteo de leucocitos, al
diagnéstico en pacientes con LMA menores de 60 afios.

3. Existe impacto en las tasas de respuesta al dia 14 posterior a la induccion a la remision,
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global, en pacientes con LMA menores de

60 afios con expresion de inmunofenotipo aberrante al diagndstico.



PACIENTES Y METODOS.

El Servicio de Hematologia y el laboratorio de hematologia de la UMAE Especialidades del Centro
Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, es un centro de referencia de pacientes con enfermedades
hematologicas, tanto para el diagnostico como para el tratamiento. Entre ellos recibe y concentra
un gran namero de pacientes con LMA.

En el laboratorio de Hematologia especial se cuenta con un citbmetro de flujo multiparamétrico y

personal especializado que cumple con los estandares de calidad internacional.

Universo de trabajo

Seran incluidos pacientes 18 a 60 afios de edad, de cualquier género, derechohabientes, con
diagndstico de LMA que cuenten con estudio morfolégico de médula dsea, biopsia de hueso e
inmunofenotipo de médula ésea al diagnéstico, realizado en el laboratorio de hematologia especial
del Servicio de Hematologia. En una base de datos recopilada a partir del afio 2008 al 2011. En
este estudio no se incluyen pacientes con leucemia promielocitica aguda, debido al pronéstico
favorable que por si misma tiene esta entidad con los tratamientos actuales, y que pueden influir

sobre las tasas de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global.

Criterios de Inclusién:

Mayores de 18 afios hasta 59 afios de edad.

Cualquier género

Con LMA diagnosticada por criterios morfolégicos e inmunofenotipo.
Sin tratamiento previo para alguna neoplasia mieloide.

Con biometria completa al diagnoéstico

Criterios de exclusién:



Pacientes sin inmunofenaotipo al diagnéstico.
Pacientes mayores de 60 afios de edad.

Pacientes con diagnéstico de leucemia promielocitica aguda.

Se utilizar4 una base de datos de los pacientes con Leucemia Mieloide Aguda (LMA) que cuentan
con estudio citomorfolégico para su adecuada clasificacion como determina la FAB y estudio
inmunofenotipico de médula ésea al diagnéstico.

El panel del inmunofenotipo sera el aceptado a nivel internacional con el estandar de 4 colores
para el estudio de inmunofenotipo en la serie eritroide, mieloide (granulocitos y blastos) y

monocitoide.

METODO DE TINCION PARA ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO:

MARCAJE DE ANTIGENOS DE MEMBRANA E INTRACELULARES

Rotular los tubos con un nimero progresivo y afadir 100 ml de muestra (concentracion de células
de 107/ml) a cada tubo. En aquellas en donde no se disponga de suficiente nimero de células (p/e
leucopenia) se podra afiadir a los tubos cantidades inferiores de muestras, quedando registrado
en el informe. Se afladen cantidades saturantes de anticuerpo entre 5y 20 ml. La cantidad es la
recomendada por el fabricante o bien tras las pruebas de titulacion. Agitar los tubos 10 segundos,
incubar 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente se procede a realizar la
lisis de los hematies y la fijacion de los leucocitos con 2 mL de solucién de lisis diluida 1/10 en
agua destilada del producto “FACSIysing solution” (BDB,San José CA USA).

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Al término de la incubacion, se
centrifuga 5 min a 2000 rpm, se decanta el sobrenadante una vez centrifugado, invirtiendo el tubo
una sola vez en el contenedor habilitado para ello y se re suspende el botén celular en 2 mL de
FACSflow. Se realiza una nueva centrifugacion de 15 min a 2000 rpm, tras decantar el
sobrenadante invirtiendo el tubo una sola vez en el contenedor habilitado para ello, se re
suspende el botén celular en 0.3 ml de FACSFlow y se procede a la lectura en el citbmetro de flujo

FACSCANTO II.



METODO DE LECTURA Y ANALISIS CON EL CITOMETRO DE FLUJO FACSANTO IlI.

Se utiliz6 el método empleado por el grupo EuroFlow con equipo FACSCANTO Il de 4 colores y

con el software de adquisicion y analisis de datos BD Diva.

El andlisis de los compartimentos hematopoyéticos en las muestras de médula 6ésea con citometria

de flujo se evallo y analiz6 bajo una vision de teoria de conjuntos en la siguiente forma:

a)

b)

d)

e)

f)

Se identifica de forma inicial la distribucién celular por medio de analisis de tamafio FSC
(foward light scatter) contra complejidad SSC (Sideward light Scatter) que tiene dos
propdsitos, el primero es obtener un primer conjunto de acuerdo a la distribucién celular
sobre el cual se realizard el andlisis (células nucleadas) y el segundo se depura las
poblaciones de detritus celulares que pudieran interferir con el andlisis.

Posteriormente se utilizd CD45 contra complejidad (SSC) en el conjunto anterior lo que
nos agrupa cada compartimento de acuerdo a su desarrollo 0 madurez, y agrupa a las
células en compartimentos. Serie eritroide, granulocitos, monocitos, linfocitos y el area de
progenitores.

Se realizaron combinaciones de marcadores para analizar cada uno de los
compartimentos. En este apartado es donde surgen las posibilidades de estandarizar un
panel de para analisis de blastos leucémicos.

El panel que se ocup6 en el estudio se apega a los estandares de grupos de estudio
internacionales como el grupo europeo.

Las combinaciones de anticuerpos para cada tubo fueron:

CD45+/PE, CD45/PerCP. CD45/CD19/CD2, CD45/CD7/CD5, CD45/CD15/CD16,
CD45/CD33/CD13, CD117/PE, CD45/CD64/CD14, CD45/CD38/CD34, CD45/CD16/CD56,
CD45/CD71/CDGpA, CD45/CD123, CD45/MPO.

Finalmente se realiza el andlisis de cada uno de los compartimentos de acuerdo a las
ventanas o dot plots en donde se identificaron, cuantificaron y caracterizaron cada una de

las poblaciones.



g) Los resultados se reportaron en un formato ya utilizado en el servicio de hematologia
especial el cual incluye: identificacién del paciente, porcentaje de expresion de antigenos y

cometarios de acuerdo a la poblacion blastica.

Variables dependientes:

Supervivencia global

Definicidon conceptual: Se define como al periodo que transcurre desde el diagndstico de la
enfermedad hasta la muerte del paciente.

Definicion operacional: En este trabajo determinaremos como el periodo de tiempo en meses
que transcurra desde la fecha del diagndstico de LMA, hasta la fecha de muerte o fecha de dltimo
seguimiento.

Supervivencia libre de enfermedad

Definicion conceptual: Esta se define como el tiempo transcurrido desde el diagnéstico de la
enfermedad, hasta la fecha de recaida de la misma.

Definicion operacional: Consideraremos el tiempo en meses transcurridos desde el diagndstico
de LMA hasta la recaida de la enfermedad, documentada por conteo de mas de 20% de blastos en
AMO.

Respuesta al dia 14

Definicidon conceptual: Se considera como la ausencia de blastos en aspirado de médula 6sea al
dia 14, posterior a la quimioterapia de induccién a la remision. Lo que se ha asociado con mejores
tasas de supervivencia global en pacientes con LMA menores de 60 afos.

Definicion operacional: Consideraremos respuesta al dia 14 cuando el paciente con LMA de
reciente diagnéstico menor de 60 afios, en el dia 14 post quimioterapia de induccion a la remision
con esquema 7+3 (citarabina + antraciclina), cumpla con 0% de blastos en AMO.

Conteo de leucocitos al diagnéstico

Definicién conceptual: Se define como el conteo de leucocitos por milimetro cubico (mm?), al

diagndstico. Se conoce que la hiperleucocitosis definida como leucocitos por arriba de



100000/mm3, es un factor de riesgo independiente que impacta en las tasas de supervivencia de
pacientes con LMA menores de 60 afios.

Definicidon operacional: Consideraremos hiperleucocitosis, a la cifra de leucocitos por arriba de
100000/mm3 al diagndstico, en pacientes con LMA menores de 60 afios de edad.

Variables independientes:

Fenotipo con infidelidad de linaje:

Definicion conceptual: Se define a la expresion de antigenos ya sea de superficie o
citoplasmaticos, que no pertenecen al linaje hematopoyético de las células en estudio.

Definicion operacional: Consideraremos la expresion de fenotipo con infidelidad de linaje en los
blastos de pacientes con LMA menores de 60 afios, cuando estos expresen por arriba del 20% de
uno o mas de los siguientes antigenos, no especificos de linaje mieloide: CD7, CD2, CD3, CD4,
CD5, CD19, CD10, CD20 y CD22.

Fenotipo con ausencia de expresion de antigenos especificos de linaje

Definicion conceptual: Se define como la ausencia de la expresion de antigenos especificos del
linaje hematopoyético en estudio.

Definicion operacional: Consideraremos al fenotipo con ausencia de expresién de antigenos
especificos a la ausencia de expresion de antigenos DR, CD33, CD117, CD13, CD4 y CD14, en
los blastos de pacientes con LMA menores de 60 afios de reciente diagnostico.

Fenotipo con alteracion de la expresion de antigeno

Definicion conceptual: Se define como la sobreexpresion, o expresién parcial de ciertos
antigenos especificos de linaje mieloide.

Definiciéon operacional: Consideraremos al fenotipo con alteracion de la expresion de antigenos,
a la alteraciéon en la expresion y en la intensidad media de fluorescencia de los antigenos
especificos de linaje mieloide, por arriba o debajo del 20% respecto a la expresion y de niveles
bajo, medio y alto respecto a la intensidad media de fluorescencia, de los blastos de pacientes con
LMA menores de 60 afos.

Fenotipo con asincronismo madurativo




Definicidon conceptual: Se define cuando los antigenos de estadios inmaduros son coexpresados
con antigenos presentes en estadios maduros.

Definicidon operacional: Consideraremos al fenotipo con asincronismo madurativo a la expresién
de antigenos en las siguientes posibilidades: CD34(+)CD15(+), CD34(+)CD117(-), CD13(-
)CD33(+), CD13(+)CD33(-), CD117(+)CD15(+), DR (+)CD15(+), CD34(+)DR(-).

Fenotipo con caracteristicas anormales de tamarfio y complejidad

Definicidon conceptual: Se define como la alteracion en el tamafio de la poblacion mieloide y la
ausencia o hipergranularidad en los blastos.

Definicion operacional: Se mide en base a la localizacién en el grafico de la poblacién de células
mieloides, considerando en base a la distribucion normal de las células hematopoyéticas en el
tamafio y granularidad como lo son, linfocitos (200-400), monocitos (400), y granulocitos (500-

600).

Tamafio de muestra: Seran incluidos todos los estudios de inmunofenotipo de los pacientes con
LMA menores de 60 afios, de reciente diagndstico, de los afios 2011 al 2012, se estima que se
tendrdn 30 o 40 casos nuevos por afio y de acuerdo a la literatura 60 a 80% de ellos tendran
inmunofenotipos aberrantes.

Andlisis estadistico: En el programa SPSS se realizara el andlisis de los datos. La descripcion de
las variables se realizara con medianas y quartiles o con media e intervalo de confianza del 95%
de acuerdo a la distribucion de los datos. Se realizaran estudios de correlacion entre los meses de
supervivencia libre de enfermedad y el porcentaje de inmunofenotipos aberrantes con la r-Pearson
o r-Spearman de acuerdo a la distribucién de los datos. Se realizaran curvas de supervivencia de
Kaplan y Meyer para los grupos de inmunofenotipo aberrante y el grupo sin inmunofenotipo

aberrantes.



CONSIDERACIONES ETICAS.

Los estudios que se realizaran a los pacientes son los necesarios aceptados mundialmente para el
diagndstico de las neoplasias hematolégicas. La muestra médula ésea se obtiene, previa
anestesia local y con el consentimiento del paciente. En esta puncién se obtienen muestras para
el estudio de inmunofenotipo por citometria de flujo, requiriendo de 5-10 ml de muestra. El
paciente no se somete a un riesgo extra que el habitual considerando el tipo de enfermedad y el
tipo de estudio. Las muestras sélo se utilizan para determinar el panel de anticuerpos
recomendados por los grupos de estudio. No se utilizan para otro tipo de estudios genéticos y las

muestras no son almacenadas. No se requiere carta de consentimiento.

RECURSOS PARA EL ESTUDIO.

Se cuenta con un citbmetro marca FACScanto Il de 8 colores, los reactivos para el estudio de
inmunofenotipo por citometria de flujo se tienen disponibles en el laboratorio de Hematologia
especial. La MC. Laura Rabelo Carrasco es experta en citometria de flujo con entrenamiento en el
extranjero y mas de 5 afios de experiencia, realizando e interpretando el procedimiento. Se cuenta
con un médico residente de 4° afio de Hematologia, quien se encargara de recabar los datos y

meédicos de base que supervisaran el desarrollo de la tesis.



RESULTADOS

En total se analizaron 32 pacientes con LMA menores de 60 afos diagnosticados de Enero del
2008 a diciembre del 2012, en el Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda” C.M.N.
Siglo XXI IMSS, de los cuales 18 fueron mujeres (56.3%) y 14 hombres (43.8%), con una media

de edad de 44 afios al diagnéstico. (Tabla 1).

TABLA 1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION DE PACIENTES CON

LMA MENORES DE 60 ANOS.

EDAD Media de 44 (intervalo de 18 a 59 afios)

GENERO (%) Mujeres 56.3%

Hombres 43.8%

LEUCOCITOS (/mm3) Media de 72,611/mm3 (intervalo de 300 a
389000/mm3).

DHL Media de 816Ul (intervalo de 208 a 2631UlI)

HEMOGLOBINA Media de 7.5grs/dL (intervalo de 3.8 a
14.2grs/dL).

PLAQUETAS Media de 53,062/mm3 (intervalo de 18000 a
196000/mm3).

SUBTIPOS DE LMA (%) LMA M1 18.8%

LMA M2 40.6%

LMA M4 15.6%

LMA M5 21.9%




Tabla 1. Se muestran las caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes al momento del

diagndstico.

En esta poblacion de 32 pacientes la hiperleucocitosis se present6 en 8 (25%) de los pacientes y la

respuesta al dia 14 la alcanzaron 13 pacientes (40.6%). (Figura 1).

RESPUESTA AL DIA 14 EN LA POBLACION TOTAL DE
PACIENTES CON LMA MENORES DE 60 ANOS.

= Respuesta al dia14 = NO Respuesta al dia 14

Figura 1. Se muestra el porcentaje de pacientes que alcanzaron respuesta al dia 14 de la

induccién a la remision.

La SG fue de 57% a 36 meses en pacientes que alcanzaron respuesta al dia 14 (médula 6sea sin

blastos al dia 14), y 22% en pacientes que no alcanzaron RC al dia 14. (Figura 2 y 3).
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Figura 2. Muestra la SG a 48 meses de pacientes que lograron respuesta al dia 14 (MO sin

blastos) de la induccién a la remisién.
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Figura 3. Muestra la SG a 48 meses de pacientes que no lograron respuesta al dia 14 (MO sin

blastos) de induccion a la remision.

Se obtuvieron 18 pacientes con caracterizacién inmunofenotipica completa para fenotipos
aberrantes, la edad media al diagnéstico fue de 42 afos, de los cuales 11 eran mujeres (66.7%) y

7 hombres (33.3%) (Tabla 2).



TABLA 2. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION CON

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS COMPLETAS

EDAD Media de 42 afios (intervalo de 18 a 57 afos).

GENERO (%) Femenino 66.7%

Masculino 33.3%

LEUCOCITOS Mediana 21600/mm® (intervalo de 300/mm3 a
389000/mm3.

DHL Mediana 735.5 Ul (intervalo de 208 a 2622Ul).

HEMOGLOBINA Mediana de 7.6gr/dL (intervalo de 3.8gr/dL a
14.2grs/dL).

PLAQUETAS Mediana de 295000/mm3 (intervalo de

1800/mm3 a 186000/mma3).

DIAGNOSTICO (%) LMA M1 22.2%
LMA M4 5.6%
LMA M2 44.4%

LMA M5 27.8%

Los subtipos de LMA de acuerdo a la clasificacion de la FAB al diagnéstico se presentaron, como

tipo M1 en 22.2%, M2 44.4%, M4 5.6% y M5 en 27.8% (Figura 4).



LMA M4
6%

Figura 4. Se muestra la frecuencia de los subtipos de LMA de acuerdo a la clasificacion FAB, al momento del diagnéstico
de los 18 pacientes con caracterizacion fenotipica aberrante completa.

Un inmunofenotipo aberrante se observd en 15 pacientes (83.3%), de los 18 con caracterizacion
inmunofenotipica completa (Figura 5), de los cuales el asincronismo madurativo documento
represento el 66.7%, infidelidad de linaje en 27.8%, ausencia de expresion de antigeno especificos
en 5.6%, caracteristicas anormales de tamafio y complejidad en 5.6% y alteracién de la expresion

de antigenos en ningun paciente (Figura 6).



Figura 5.
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Figura 5.Se muestra la frecuencia en porcentaje, del inmunofenotipo aberrante y no aberrante, al momento del diagnéstico

Figura 6.

Alteracién de la expresion de antigenos 0%
Caracteristicas anormales de tamafio y complejidad 5!60%

Ausencia de expresion de antigenos especificos 5.60%

Infidelidad de linaje 27.80%

Asincronismo madurativo 66.70%

Figura 6.Se muestra la frecuencia de los diferentes tipos de inmunofenotipo aberrante en pacientes con LMA menores de
60 afios al momento del diagndstico.



Respecto a las diferencias clinicas entre pacientes con inmunofenotipo no aberrante y aberrante,
se observé que hay cierta tendencia a que el conteo de leucocitos es mayor en el grupo de
inmunofenotipo aberrante (Figura 7), asi como al conteo de plaquetas es menor en éste mismo
grupo, respecto al grupo de no aberrantes (Figura 8), sin embargo no se observéd diferencia

estadisticamente significativa. (Tabla 3).
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TABLA 3. DIFERENCIAS CLINICAS ENTRE PACIENTES CON INMUNOFENOTIPO NO

ABERRANTE Y ABERRANTE

Inmunofenotipo no Inmunofenotipo Valor de P
aberrante (N= 3) aberrante (N=15)
Mediana Mediana

Edad 49 afos (18 a 54 afos) 44 afios (20-57 afios) 0.82
Hemoglobina 7.7gr/dL (4-11gr/dL) 7.69r/dL(3.8-14.2gr/dL) 0.55
Plaquetas 62000/mm3 (7000- 29000/mm3 (18000- 0.5

186,000/mm3) 115000/mm3)
Leucocitosis 149000/mm3(1500- 283000/mm3(300- 0.9

389000/mm3) 345000/mm3)
DHL 1018U1(600-2622UI) 680UI1(208-1717UI) 0.36




La hiperleucocitosis (leucocitos > 100,000/mm3) al diagndstico, en el grupo de inmunofenotipo
aberrante en 4 (80%), respecto del grupo de inmunofenotipo no aberrante que se present6 en 1
(20%) paciente. (Figura 9)

Figura 9.

HIPERLEUCOCITOSIS

= Inmunofenotipo aberrante = Inmunofenotipo no aberrante

Se muestra el porcentaje de pacientes con fenotipo aberrante e hiperleucocitosis al diagnéstico.

En el grupo de pacientes con inmunofenotipo aberrante lograron respuesta completa al dia 14, 5
(27.7%) pacientes, respecto al grupo de inmunofenotipo no aberrante que alcanzaron 2 (11.1%)

pacientes, con un valor de p=0.58.

Las tasas de SG se observaron con una mediana de 21 meses en el grupo de inmunofenotipo
aberrante, asi como de 16 meses en el grupo de inmunofenotipo no aberrante y respecto a la SLE
se obtuvieron mediana de 16 meses y 15 meses respectivamente, sin observarse diferencia

estadistica entre estas. Como se muestra en la tabla 4.



TABLA 4. CARACTERISTICAS CLINICAS ENTRE PACIENTES CON INMUNOFENOTIPO NO

ABERRANTE E INMUNOFENOTIPO ABERRANTE

Inmunofenotipo no Inmunofenotipo Valor de P
aberrante (N=3) aberrante (N=15)
Respuesta al dia 14 2 pacientes 5 pacientes 0.58
Hiperleucocitosis 4 pacientes 1 pacientes 0.8
SG 16 meses 21 meses 0.49
SLE 16 meses 15 meses 0.9

Se determiné por regresion logistica que el subtipo de inmunofenotipo aberrante, asincronismo
madurativo tuvo impacto estadistico sobre la SG, con una p=0.017.De igual forma no fue posible
comparar las tasas de SG y SLE entre pacientes con inmunofenotipo aberrante vs inmunofenotipo

no aberrante, por el nimero de casos analizados.

En la figura 10 y 11, se representan las curvas de SG y SLE de los dos grupos, con una valor de

P=0.76.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La prevalencia del inmunofenotipo aberrante al diagnéstico en LMA se ha reportado en
aproximadamente 88.6% de los pacientes, siendo la mas frecuente el asincronismo en la expresién
de antigenos en 82.4%. Sin embargo existe poca informacion acerca del impacto clinico de este

factor en cuanto a las caracteristicas clinicas y respuestas al tratamiento.

En éste estudio no incluimos a paciente con LMA M3 debido a las tasas de respuesta y
supervivencia per se de este subtipo de leucemia mieloide. Asi como excluimos también pacientes

mayores de 60 afios eliminando el factor de peor prondstico que es la edad en éstos casos.

Establecimos la frecuencia del inmunofenotipo aberrante en el grupo de pacientes con
caracterizacion inmunofenotipica completa, coincidiendo con los reportes establecidos en la
literatura internacional. Coincidiendo en la frecuencia del inmunofenotipo aberrante en pacientes
con LMA de reciente diagndstico, asi como observamos que el subtipo mas frecuente es el
asincronismo madurativo. En cuanto a la relevancia clinica se observé cierta tendencia a presentar
con mayor frecuencia hiperleucocitosis y trombocitopenia en el grupo de pacientes con

inmunofenotipo aberrante.

Con respecto a las diferencias estadisticas en los resultados, una explicacion es el pequefio

nimero de casos incluidos en el estudio.

Por lo que concluimos que en pacientes con LMA menores de 60 afios de edad existe una alta
frecuencia de marcadores inmunofenotipicos aberrantes, siendo el mas frecuente el asincronismo
en la maduracion, asi como corroboramos la importancia prondstica de alcanzar la RC al dia 14 en
pacientes con LMA menores de 60 afios. Deberdn realizarse mas estudios con las mismas
caracteristicas incluyendo mayor numero de casos y probablemente obtenerse diferencias

estadisticas entre los pacientes con inmunofenotipo aberrante y no aberrante. Cabe mencionar



también que este es el primer estudio en México, que analiza la frecuencia del inmunofenotipo
aberrante, ya que nuestro Hospital es el Unico centro donde se realiza la caracterizacién

inmunofenotipica completa, contando con la certificacién del grupo EuroFlow.
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ANEXOS.

Tabla 1. Leucemia mieloide aguda, neoplasias relacionadas a precursores, y leucemias de
linaje ambiguo.

Categorias
Leucemia mieloide aguda con anormalidades genéticas recurrentes
LMA con t(8;21)(q22;922);RUNX1-RUNX1T1
LMA con inv (16)(p13.1922) o t(16;16(p13.1;922); CBFB-MYH11
LPA con t(15;17)(922;q12); PML-RARA
LMA con t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
LMA con t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214
LMA con inv (3)(921926.2) o t(3;3)(921;926.2);RPN1-EVI1
LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
Entidad provisional: LMA con mutacion NPM1
Entidad provisional: LMA con mutacion CEBPA
Leucemia mieloide aguda con cambios relacionados a mielodisplasia
Neoplasia mieloide relacionada a terapia
Leucemia mieloide aguda, no especificada
Leucemia mieloide aguda con minima diferenciacion
Leucemia mieloide aguda sin maduracion
Leucemia mieloide aguda con maduracion
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monoblastica/monocitica aguda
Leucemia aguda eritroide
Leucemia eritroide pura
Eritroleucemia
Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda
Panmielosis aguda con mielofibrosis (mielofibrosis aguda, mieloesclerosis aguda)
Sarcoma mieloide
Proliferaciones mieloides relacionados a sindrome de Down
Mieloppoyesis anormal transitoria
Leucemia mieloide asociada con sindrome de Down
Neoplasia de células dendriticas blasticas plasmocitoides
Leucemias agudas de linaje ambiguo
Leucemia aguda indiferenciada
Leucemia aguda de fenotipo mixto con t(9;22)(q34;q11.2);BCR-ABL1
Leucemia aguda de fenotipo mixto con t(v;11923); rearreglo MLL
Leucemia aguda de fenotipo mixto, B/mieloide, NOS
Leucemia aguda de fenotipo mixto, T/mieloide, NOS
Entidad provisional: Leucemia/linfoma linfoblastica-natural killer (NK)




Tabla 2. Expresién de marcadores de superficie celular y citoplasmaticos para el
diagnostico de leucemia mieloide aguda y leucemia aguda de fenotipo mixto.

Expresion de marcadores para el diagnéstico

Diagnéstico de leucemia mieloide aguda
Precursores

Marcadores granulociticos

Marcadores monociticos

Marcadores megacariociticos
Marcadores eritroides

Diagnéstico de leucemia aguda de fenotipo mixto
Linaje mieloide

Linaje-B

Linaje-T

CD34, CD38, CD117, CD133, HLA-DR

CD13, CD15, CD16, CD33, CD65, MPOc

NSE, CD11c, CD14, CD64, lisosima, CD4, CD11b,
CD36, NG2 homologa.

CD41(GP llb/llla), CD61(GPllla), CD42(GP1b)
CD235a (glicoforina A)

MPO o evidencia de diferenciacion monocitica ( al
menos dos de los siguientes: NSE, CD11c, CD14,
CD64, lisosima)

CD19 (intenso) con al menos uno de los siguientes:
CD79a, cCD22, CD10, o CD19 (débil) con al menos
dos de los siguientes: CD79a, cCD22, CD10

cCD3, o CD3 de superficie.

NSE: Esterasa no especifica; MPOc: mieloperoxidasa citoplasmatica.

Tabla 3. Reporte estandarizado para correlacion citogenética y molecular en estudios

clinicos de LMA

Grupo genetico

Subgrupo

Favorable

Intermedio-I

Intermedio-II

Desfavorable

1(8;21)(922;922);RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB-
MYH11.

Mutacién NPML1 sin FLT3-ITD (cariotipo normal)
Mutacién CEBPA (cariotipo normal)

Mutacion NPM1y FLT3-ITD (cariotipo normal)
NPM1 no mutado y FLT3-ITD (cariotipo normal)
NM1 no mutado sin FLT3-ITD (cariotipo normal)
1(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

Anormalidades citogenéticas no clasificadas
como favorables o desfavorables.
Inv(3)(g21926.2) o 1(3;3)(g21;926.2);
EVI1

t(6;9)(p23;q34);DEK-NUP214
t(v;11)(v;q23); rearreglo MLL

-5 o0 del(5q); -7anormalidad (17p); cariotipo
complejo.

RPN1-




HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Lugar y Fecha:

Nombre del paciente: Edad:

Numero de seguridad social: .Fecha del diagnéstico:

Cifra al diagndstico de:
Leucocitos: Hemoglobina: Neutrofilos:

Plaquetas: Deshidrogenasa lactica (DHL):

Porcentaje de blastos leucémicos en médula 6sea:

Clasificacién morfolégica de la LMA de acuerdo ala FAB:

Inmunofenotipo de la clona leucémica al diagnéstico:

Porcentaje de blastos en médula 6sea al dia 14 posterior a quimioterapia de induccién a la

remision:

Meses de supervivencia libre de enfermedad:

Meses de supervivencia global posterior al diagnéstico:
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