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. RESUMEN

La leucemia es una neoplasia del sistema hematopoyético caracterizada
por la proliferacion no regulada de las células producidas en la médula 6sea. La
leucemia mieloide aguda (LMA), particularmente, es una enfermedad de evolucion

rapida y agresiva que involucra células blasticas de linaje mieloide.

De acuerdo a la clasificacién Franco-Americano-Britanica (FAB), la LMA se
divide en ochos subtipos (MO a la M7) basandose en las caracteristicas
morfologicas y citoquimicas de las células leucémicas que se observan en un

aspirado de médula Osea.

El estudio citogenético de la médula 6sea es una parte fundamental de la
evaluacion del paciente con leucemia, ya que algunas anomalias cromosdmicas
se asocian con subtipos especificos, facilitan su diagnostico y advierten acerca del

prondstico y respuesta al tratamiento.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la calidad y celularidad de las
muestras de meédula O0sea con heparina para cariotipo de pacientes con
diagndstico de LMA de novo que se mandaron al LAOH (Laboratorio de analisis de
oncohematologia), asi como la morfologia de los frotis de médula 0sea sin aditivo
realizados por el departamento de Hematologia a estos pacientes y, los datos

obtendos se correlacionaron con su respectivo resultado citogenético.

Para el estudio citogenético se recopilaron muestras de médula désea en
heparina de pacientes con sospecha o diagnostico de LMA de novo, las cuales se
procesaron mediante técnicas convencionales, se analizaron al microscopio y el
resultado se reportd de acuerdo al Sistema Internacional de Nomenclatura
Citogenética (ISCN, 2009 y 2013). Para el estudio morfolégico se examinaron
frotis de médula 0sea sin aditivo de los pacientes con LMA, ademas se realizaron
frotis de la muestra de médula ésea en heparina que fue enviada al LAOH, se

tineron con colorante Wright y se analizaron al microscopio.
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El cariotipo fue viable en el 92% de los casos y el 45% mostro cariotipo con
alteraciones. El cultivo de 72 horas present6 los porcentajes mas altos de indice
mitético adecuado y regular. En las muestras anticoaguladas de médula 6sea con
celularidad regular se encontraron la mayoria de los casos con anomalias
cromosomicas; ademas la viabilidad del cariotipo se vio afectada en las muestras
gue presentaron células degradadas y/o menos del 20% de blastos. Con un
porcentaje de 33% cada una, las hipo/hiperdiploidias y la t(15;17) fueron las

alteraciones mas frecuentes.

Respecto a la correlacién entre el diagndstico de recepcién y el encontrado
en el LAOH, existi6 discrepancia morfolégica en el 33% de los casos,

principalmente entre los subtipos M2, M4 y M5.

El estudio morfolégico permite identificar la enfermedad hematoldgica, sin
embargo éste se complementa con el analisis citogenético, el cual provee
informacion necesaria para el adecuado manejo clinico. Es importante que ambos
estudios cuenten con la valoracion de dos analistas para poder minimizar los
errores de interpretacion, asi su correlacion serd mas certera y el resultado sera

mas confiable en beneficio de la salud del paciente.
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Il. MARCO TEORICO

1. Antecedentes historicos

Desde su descripcioén inicial, el estudio de las leucemias ha generado una
basta investigacion debido a la importancia de sus manifestaciones clinicas, su
incidencia en la nifiez, en algunos casos su pobre supervivencia, la facilidad del
analisis de frotis de sangre periférica y médula 0sea, y su tratamiento, el cual se

adapto posteriormente a otros tipos de cancer.

El avance que hoy se tiene en estas investigaciones no hubiera sido posible
sin las aportaciones de otros cientificos, quienes desde el siglo XIX comenzaron a
reportar y describir los primeros casos de pacientes con leucemia. Entre ellos,
Alfred Velpeau, Alfred Donné, John Bennett, y Rudolf Virchow son los cuatro

citados frecuentemente como "los descubridores de la leucemia™.

Alfred Velpeau fue un cirujano francés que en 1827 reporté el caso de un
hombre que padecia de agrandamiento de bazo e higado. Velpeau describié que
“la sangre era como una papilla de avena que recordaba la consistencia y el color
de las levaduras del vino tinto™. Fue el primero en describir los signos de la
leucemia en relacion con el aumento en el numero de leucocitos en la sangre, lo

gue hoy en dia todavia conduce a su diagnostico.

El bacteriologo francés Alfred Donné fue el primero en realizar un analisis
microscopico preciso y una descripcion e ilustracion de la alteracion de la sangre

en la leucemia, detallandola en su obra "cours de microscopie” en 1844 *,

John Bennett fue un patélogo inglés que nombro a esta enfermedad como

“leucocytemia™

en 1845 debido al aumento en el nimero de globulos blancos,
como se habia descrito previamente en la leucocitosis; sin embargo, él aclar6é que
la leucocitosis es secundaria a una infeccién y en la leucocitemia, la acumulacion

de leucocitos se debe a un desorden primario.

14



"len el

En 1845, Rudolf Virchow publicé su manuscrito sobre "Weisses Blut
cual sefald de forma clara el balance invertido entre la cantidad de glébulos rojos
y blancos, llamé a esta enfermedad como "leukdmia” y fue el primero en distinguir
entre leucemia esplénica y linfatica. Estas distinciones probablemente hacian

referencia a lo que ahora se clasifica como leucemias mieloides y linfoides®.

Estudios posteriores ahondaron en las caracteristicas clinicas, diagnéstico
morfolégico y clasificacion de las leucemias, sin embargo no se conocia nada
acerca de su origen patolégico. Fue hasta 1960 que Peter Nowell y David
Hungerford descubrieron en la médula 6sea de pacientes con leucemia mieloide
cronica (LMC) un marcador cromosomico que llamaron cromosoma Philadelphia
Ph'?, debido a la aparente pérdida del brazo largo del cromosoma 22. Nowell y
Hungerford demostraron que este cambio genético se requeria para el desarrollo
de LMC, aportando un importante marcador para estudiar la patogénesis de la
enfermedad asi como una herramienta de diagndstico. En 1973, Janet D. Rowley
con técnicas de bandeo cromosomico identific6 que la aparente pérdida del
material genético del cromosoma Ph” era en realidad una traslocacién reciproca
balanceada entre los cromosomas 9y 22, t(9;22)(q34;q11)3.

2. Generalidades de las leucemias

La leucemia es una neoplasia monoclonal del sistema hematopoyético
caracterizada por la proliferacion no regulada de las células progenitoras no
comprometidas o parcialmente comprometidas de la médula 6sea. Este grupo de
enfermedades difieren respecto a su agresividad, célula de origen, caracteristicas
clinicas y respuesta al tratamiento®.

En 1889, Ebstein® sugiri6 una clasificacion para las leucemias,
separandolas con base en su agresividad: 1) aguda, la cual si no se trata provoca
rapidamente la muerte, en semanas o0 meses; 2) cronica, una variante menos

agresiva que si no se trata causa la muerte en meses o afnos.
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Las leucemias agudas se caracterizan por un defecto en la maduracion en
donde las células de la clona leucémica proliferan rapidamente sin madurar en la
meédula 6sea, por lo que no pueden funcionar con normalidad. La duracion corta
de la enfermedad desde el diagnostico hasta la muerte es lo que la define como

“aguda™.

Las leucemias crénicas involucran células maduras en diversos estadios de
diferenciacion que pueden llevar a cabo algunas de sus funciones normales y su
namero aumenta mas lentamente; su diagnodstico se establece generalmente

durante un examen fisico de rutina debido a molestias inespecificas del paciente®.

El desarrollo de técnicas de tincion de células sanguineas permitié describir
y diferenciar los globulos blancos, vy clasificar a la leucemia tomando en cuenta el
tipo de linaje celular afectado. De esta manera, las leucemias agudas y crénicas
se clasifican a su vez en mieloides y linfoides de acuerdo al origen de la clona
leucémica. Estos dos sistemas de clasificacion reconocen cuatro tipos de
leucemia: leucemia mieloblastica aguda (LMA), leucemia mielocitica crénica

(LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia linfocitica crénica (LLC)*.

Existen otros dos subtipos de leucemia aguda que se presentan con menor
frecuencia®: las leucemias bifenotipicas son aquéllas en las que existe una sola
poblacién blastica que coexpresa marcadores antigénicos mieloides y linfoides; y
las leucemias de linaje mixto son entidades en las que las células mieloides y
linfoides estan presentes simultdneamente, cada una de ellas derivada de una

clona separada.

3. Leucemia Mieloide Aguda

La leucemia mieloide aguda, también llamada leucemia mieloblastica o
leucemia no linfocitica aguda (LNLA); es una enfermedad clonal que se
caracteriza por un bloqueo en la diferenciacion de los progenitores mieloides

hematopoyéticos®. Estas células inmaduras (blastos) conservan su capacidad
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proliferativa neoplasica, por lo que al acumularse en la médula 6sea inhiben el
desarrollo de la hematopoyesis normal, provocando la aparicion de citopenias que

son las responsables de los signos y sintomas caracteristicos de la enfermedad.

3.1. Epidemiologia de la LMA

La LMA no ocupa los primeros lugares en morbilidad y mortalidad generales
pero es de importancia clinica ya que afecta principalmente a adultos mayores y

algunos subtipos presentan elevada incidencia y mortalidad en poblacion infantil.

La LMA representa el 25% de todas las leucemias en adultos en el mundo
occidental, y por lo tanto es la forma mas frecuente de leucemia’. A nivel mundial,
la incidencia de la LMA en adultos es mas alta en los Estados Unidos de América
(EUA), Australia y el oeste de Europa, siendo menor en Asia y Latinoamérica®; en
la poblacion hispana se presenta con mayor frecuencia la leucemia promielocitica
aguda (LPA)°. La raza blanca presenta un riesgo 1.4 veces mayor de padecer
LMA en relacion con la raza negra. En EUA durante los afios 2000-2003, la tasa
de mortalidad para pacientes de raza blanca fue de 2.7 por cada 100 mil

habitantes y de 2.2 por cada 100 mil habitantes de raza negra’.

La LMA representa el 80% de las leucemias agudas en adultos y del 15%-
20% en nifios; siendo en éstos Ultimos, la LLA la méas frecuente’. La LMA es la
leucemia méas frecuente en neonatos pero es ante todo una enfermedad de
adultos mayores, siendo la mediana de edad al diagnéstico de 65 afios’® y su

incidencia aumenta con la edad.

En EUA durante los afios de 2000-2003, los casos de LMA fueron
infrecuentes en pacientes menores de 40 afos de edad (<1 caso por cada 100 mil
habitantes), hasta llegar a una incidencia de 16 casos por cada 100 mil habitantes

en pacientes con 75 afios de edad’.

En México, segun un estudio del Instituto Nacional de Cardiologia (INC), las

entidades federativas con mayores tasas de mortalidad por leucemias,
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corresponden a: Tabasco, Puebla, Distrito Federal, Baja California Sur, Nayarit,

Yucatan, Michoacan, Tlaxcala, Jalisco y Colima®.

3.2. Patogenia

La leucemogénesis es un proceso de muchas etapas que implica una célula
hematopoyética susceptible, factores genéticos y las influencias ambientales’.
Todo lo anterior ocasiona proliferacién inapropiada en ausencia de sefales de
crecimiento, bloqueo de la diferenciacion, evasion de la apoptosis, capacidad

replicativa ilimitada y alteracion en el control de la progresion del ciclo celular.

Se ha propuesto que la cooperacion de dos mutaciones (clase | y clase II)
gue se acumulan en un mismo precursor hematopoyético es necesaria para el

desarrollo mieloproliferativo y el bloqueo de la diferenciacién en la LMA™.

Las mutaciones de clase | dan una ventaja proliferativa y de supervivencia a
los precursores mieloides, no tienen efecto sobre la diferenciacion y por si solas
no causan leucemia'®!*; por lo general, resultan de la activacién constitutiva de
receptores de tirosina cinasa (TK) que de manera normal inducen proliferacion
celular. Los mecanismos de activacion de los TK son: translocaciones, deleciones
y mutaciones activantes’%*.

Las mutaciones de clase Il complementan a las mutaciones de clase |,
afectan la diferenciacion mieloide e interfieren con la apoptosis, por lo que también

proveen una ventaja de supervivencia'®'.

En general, los precursores
hematopoyéticos adquieren traslocaciones cromosomicas cuyo producto alterado
puede causar la detencion de la diferenciacion. Las mutaciones de clase Il que
involucran core binding factors (CBF) son las mas comunes en la leucemia aguda

(LA™,
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3.3. Factores de riesgo

La LMA es una enfermedad multifactorial; solo en algunos casos es posible
identificar algun factor etiolégico, ya que la mayoria de los pacientes con LMA de
novo nunca han estado expuestos a ningun factor de riesgo®. En la Tabla 1 se

muestran los principales factores de riesgo que se asocian a la LMA.

Tabla 1. Factores de riesgo asociados con la LMA *

Sindrome de Down
Sindrome de Klinefelter

Sindrome de Patau
Desdrdenes genéticos Ataxia telangiectasia
Neurofibromatosis
Anemia de Fanconi
Sindrome de Bloom
Benceno
Pesticidas
Factores fisicos y quimicos QumitErapa
Radiacion ionizante
Virus Parvovirus B19
SMD
SMP
Enfermedades hematoldgicas previas LMC
Anemia aplasica
Linfoma de Hodking
Mieloma multiple

Neoplasias

Céancer de mama,
ovario
LMC, leucemia mieloide cronica; SMD, sindrome mielodisplasico; SMP, sindrome

mieloproliferativo
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En el caso de pacientes con sindrome de Down, es el exceso de la dosis
génica en el cromosoma 21 lo que aumenta el riesgo de padecer leucemia; es
posible que uno de estos genes sea AML1'%. Tanto en la anemia de Fanconi como
en el sindrome de Bloom, las células hematopoyéticas muestran aberraciones
cromosomicas espontaneas debidas al aumento en la fragilidad del DNA y al
déficit en su reparacion, lo que predispone a las células a acumular mutaciones,

originando sindromes preleucémicos’.

Algunos estudios muestran que personas con ciertos polimorfismos en
genes encargados de metabolizar cancerigenos tienen un alto riesgo de
desarrollar LMA’. La NAD(P)H quinona oxidoreductasa 1(NQO1), es una enzima
gue metaboliza quinonas y reduce el estrés oxidativo. Un polimorfismo en el
nucledtido 609 del gen NQOL1 resulta en una disminucién en su actividad y se

asocia a una predisposicion a padecer LMA’.

En la exposicion crénica al benceno se generan metabolitos que inducen
mutaciones en genes que regulan: la proliferacion y diferenciacion de las células
madre, recombinacion mitética y modificaciones epigenéticas. Ademas, sus
efectos en el estroma de la médula podrian promover la proliferacion celular y, el
estrés oxidativo resultante del metabolismo del benceno podria dafar el DNA y

alterar la sefializacion de las células hematopoyéticas™®.

En cuanto a la exposicion a radiacion ionizante, se ha encontrado que los
sobrevivientes de la bomba atémica en Hiroshima y Nagasaki muestran una
incidencia de 10 -20 veces mas alta de padecer leucemia, en particular LMA. Sin
embargo, debe considerarse la susceptibilidad individual, dosis, tiempo de
exposicién y superficie corporal expuesta®. La administracion de quimioterapia se
asocia con una elevada incidencia de LMA; los citostaticos con mayor potencial
leucemogénico son los alquilantes y los inhibidores de la topoisomerasa II’. Los
procesos malignos sdlidos (por ejemplo en mama y ovario) se vinculan con un
riesgo de leucemia, relacionado quizd con la radiacion o la quimioterapia con
agentes alquilantes’. La LMA puede aparecer debido a la progresiéon de otras

enfermedades hematologicas como los SMD y SMP. En mas del 80% de los
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casos de LMC se observa una transformacion a leucemia aguda (crisis blastica), lo

que forma parte de su evolucién natural®.

Los retrovirus (virus Epstein-Barr y VIH) estan claramente implicados en la
etiologia de muchas leucemias. Algunos estudios sugieren que el parvovirus B19

puede participar en la patogénesis de la LMA™.

3.4. Caracteristicas clinicas

Las manifestaciones clinicas de la LMA son el resultado de la inhibicién de
la produccién de células hematopoyéticas normales y el grado de proliferacién y

acumulacion de los blastos en la médula 6sea. Los sintomas mas frecuentes son:
» Debilidad, fatiga, palidez y disnea como consecuencia de la anemia.

« Hematomas espontaneos, hemorragia gingival o nasal, hemorragia

excesiva tras pequefias heridas, todo ello secundario a la trombocitopenia.

» Lesiones pustulosas y fiebre con algunas infecciones, secundario a la

neutropenia.

« Coagulacion intravascular diseminada (CID) en el subtipo LPA o M3™. En
los subtipos mielomonocitico (subtipo M4) y monocitico (subtipo M5) se
presenta infiltracion de células leucémicas a la piel (cloromas), mucosa y

encias®®.

» Dolor 6seo y articular debido a la proliferacion incontrolada de células
leucémicas. La esplenomegalia es frecuente pero el aumento de los

ganglios linfaticos es raro.

* Niveles elevados de lisozima (subtipos monociticos), hiperuricemia

(recambio celular aumentado).
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3.5. Clasificacion Franco-Americano-Britanica *’

En 1976 se publicé una clasificaciéon de la LMA por un grupo de
hematologos de Francia, Ameérica y Bretafia (FAB), la cual divide a la LMA en ocho
grupos de acuerdo a la morfologia celular (grado de madurez y tipo de linaje),
citoquimica e inmunofenotipo de las células leucémicas de la médula 6sea. Cada
subtipo se resume en la Tabla 2.

En este sistema el porcentaje de blastos en médula 6sea debe ser de al
menos 30% para considerarse como leucemia®’. Esta categorizacién solo es de
valor en pacientes de novo ya que el tratamiento tiende a modificar a las células
normales y malignas y hace dificil su identificacion.

Tabla 2. Clasificacion FAB de la LMA Y/

. . . . Incidencia
Linea celular  |Subtipo Tipo de leucemia aguda en LMA Y7
MO Mieloblastica minimamente diferenciada 1-3%
M1 Mieloblastica sin maduracién 15-20%
Mieloide M2 Mieloblastica con maduracion 25-30%
M3 Promielocitica hipergranular
10%
M3 v Promielocitica microgranular (variante)
L M4 Mielomonocitica
Mieloide y 20-25%
Monocitica M4 Eo Mielomonocitica con eosinofilia en médula ~e970
Osea
_ M5 a Monocitica pobremente diferenciada
Monocitica 10%
M5 b Monocitica diferenciada
Eritroide y M6a Eritroleucemia, eritroide-mieloide
S 5%
mieloide M6b Eritroleucemia, eritroide pura
Megacariocitica M7 Megacarioblastica 5-10%
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3.6. Clasificacion de la LMA segun la Organizacion ~ Mundial de la
Salud (OMS)*®

Este sistema, publicado en el 2008, y presentado en la Tabla 3, reporta que
el porcentaje de blastos para el diagnéstico de la LMA es del 20% o mas en
médula 6sea’® y que los pacientes con t(8;21)(q22;q22), t(16;16)(p13;q22),
inv(16)(p13;922) o t(15;17)(g22;912) tienen LMA independientemente de su

porcentaje de blastos*®

Tabla 3. Clasificacién de la LMA segiin la OMS '8

Clasificacion de las LMA segun la OMS
Leucemia mieloide aguda con translocaciones citogen éticas recurrentes
LMA con 1(8;21)(g22;922); (RUNX1 / RUNX1T1)
LMA con eosindfilia inv(16)(p13.1;922) o t(16;16)(p13.1;g22); (CBFB / MYH11)
Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(q22;912); (PML / RARq)
LMA con t(9;11)(p22;923); (MLLT3 / MLL)
LMA con t(6;9)(p23;q34); (DEK / NUP214)
LMA con inv(3)(g21;926.2) o t(3;3)(g21;926.2); (RPN1/ EVI1)
LMA con mutacion NPML1 (entidad provicional)
LMA con mutacién CEBPA (entidad provicional)
LMA con caracteristicas relacionadas a mielodisplas ia
Neoplasias mieloides asociadas a terapia

Leucemia mieloide aguda no especificada de otra manera FAB
LMA minimamente diferenciada MO
LMA sin maduracion M1
LMA con maduracion M2
Leucemia mielomonocitica aguda M4
Leucemia monoblastica y monocitica aguda M5a, M5b
Leucemias eritroides agudas
Leucemia eritroide pura M6b
Eritroleucemia, eritroide / mieloide M6a
Leucemia megacarioblastica aguda M7

Leucemia basofilica aguda
Panmielosis aguda con mielofibrosis
Sarcoma mieloide
Proliferaciones mieloides relacionadas con sindrome de Down
Mielopoyesis anormal transitoria
Leucemia mieloide asociada con sindrome de Down
Neoplasia de células dendriticas blasticas plasmoci toides
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Aunque la clasificacion de la FAB es la mas utlizada, el sistema de
clasificacion de la OMS es mas util desde el punto de vista clinico, puesto que da
informacion pronostica de la enfermedad al incorporar datos citogenéticos y

moleculares de los genes involucrados.

Ademas de las clasificaciones anteriores, se tiene una clasificacion de la

LMA con base en su origen:

LMA que evoluciona de desérdenes hematoldgicos prev ios (SMD o
SMP). Se asocia con una citogenética de riesgo desfavorable, una mala respuesta
al tratamiento y su aparicion aumenta con la edad. La incidencia de anomalias

cromosoémicas es del 75%*°.

LMA secundaria al tratamiento (t-LMA). La t-LMA se relaciona con
agentes alquilantes e inhibidores de la topoisomerasa Il. La primera se caracteriza
por una fase mielodisplasica previa, involucra cariotipos complejos y del(5)/-5 o del
(/-7 y no responde a la quimioterapia. La segunda no presenta una fase
mielodisplasica previa, se presenta en los subtipos M4 o M5, tiene traslocaciones
gue involucran la banda 11923 y 21922, y responde a la quimioterapia. La

incidencia de anormalidades cromosémicas en t-LMA es de >80%™°.

LMA que se origina de novo. Suele asociarse a citogenética de riesgo
favorable y presenta mejor respuesta al tratamiento y supervivencia, es la mas
frecuente en nifios y adultos jévenes. Algunos tipos estan claramente relacionados
con trastornos de diferenciacion, otros se caracterizan por defectos en la
proliferacion, como la LMA con cariotipo normal (CN-LMA), a menudo con
mutaciones en el gen del receptor FLT3?°. La incidencia de anormalidades

cromosomicas es mas baja en la LMA de novo (50-55%)*°
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3.7. LMA en nifios y adultos mayores

En los nifios, los subtipos de LMA méas comunes son el M2 y el M7% y
presentan la pérdida del cromosoma X en la t(8;21) como una alteracion
secundaria®. La t(1;22) ha sido relacionada con nifios sin sindrome de Down (SD)

que desarrollan el subtipo M7 y tiene un mal prondstico®>.

En el 10% de los recién nacidos con SD, la LMA se puede presentar como
un sindrome transitorio (ST) donde hay un incremento en el recuento leucocitario,
el cual disminuye lentamente después de semanas o meses sin tratamiento®*. Sin
embargo, el 20% de los niflos con SD que se recobran del ST desarrollan la

variante M7 dentro de sus primeros cuatro afios de vida®*.

El riesgo de los nifios con SD de presentar LMA, en especial el subtipo M7
y ST, se debe a mutaciones en el gen GATA 1?*. Los nifios con SD tienen 500

veces maés riesgo de padecer M7,

La alteracibn mas comun que ocurre en los nifios menores de 12 meses
son los rearreglos del gen MLL en 11g23. Asimismo, la trisomia 8 es la alteraciéon

numérica mas frecuente en infantes??.

En relacion con la morfologia, la LMA en el adulto mayor (>65 afios) no
muestra diferencias con la LMA de los pacientes jévenes®. Varios estudios
reportan las mismas tasas de subtipos FAB?°. Sin embargo, otros trabajos
plantean que la frecuencia del subtipo M3 es menos comun en los adultos

mayores que en la poblacién joven?’.

Las alteraciones cromosOmicas favorables: t(15,17), t(8,21) o inv(16), que
se relacionan con una buena respuesta a la quimioterapia intensiva, son mas

2521 En  contraste, alteraciones

frecuentes en jovenes que en ancianos
cromosoOmicas de mal pronostico, como son del(5)/ 5g- y del(7)/7g-, son muy

comunes en los pacientes de >65 afios (mas del 35 % de los casos)®’.

La capacidad de los adultos mayores de resistir la intensidad de una

guimioterapia agresiva se ve reducida por la edad, el estado de salud al inicio del
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padecimiento, la presencia de enfermedades concomitantes, anomalias

cromosoOmicas desfavorables y el fenotipo de resistencia a multidrogas (MDR-
1)28,29

4. Morfologia y genética de la LMA

Para confirmar el diagnostico de LMA, se realiza un aspirado de médula
Osea. Las extensiones son tefiidas con colorante de Wright para identificar la
morfologia y al menos un 20% de blastos'®. Ademas se envian muestras a otras
areas de laboratorio para realizar estudios citoquimicos, inmunofenotipicos,
citogenéticos y moleculares con el fin de clasificar correctamente el tipo de

leucemia.

En cuanto a la citogenética, el cariotipo en blastos leucémicos ha mostrado
ser la herramienta mas importante de pronéstico en la LMA®*, Ciertas anomalias
cromosoOmicas caracterizan la evolucion clinica de la enfermedad al asociarse con
subtipos de LMA especificos, asimismo ayudan a predecir el pronéstico de la
enfermedad desde el diagnéstico y a planear mejor la terapeutica. De esta
manera, los estudios citogenéticos definen tres grupos generales de riesgo:
favorable, intermedio y adverso®'. Ademas el anélisis cromosémico permite hacer
un seguimiento de la evolucion de la enfermedad y detectar y cuantificar la

enfermedad minima residual (EMR).

Las muestras de meédula Osea o0 sangre periférica para el andlisis
citogenético deben estar anticoaguladas. El anticoagulante de eleccidén es la
heparina sddica ya que otros anticoagulantes como el EDTA o el citrato ejercen su
accion al quelar Ca®* (indispensable en la cascada de la coagulacién), al reducir la
concentracion de este ion en el medio de cultivo, impidiendo la obtencion de
metafases, pues estos iones son cofactores de las enzimas implicadas en la

formacién del huso mitético durante la division celular®.
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La heparina detiene la coagulacion al acelerar la accion inhibitoria de la
antitrombina, enzima que neutraliza a la trombina y a otros factores de la
coagulacién®. La trombina es la enzima que act(ia sobre el fibrinégeno formando
monomeros de fibrina, los cuales al ser insolubles forman parte del coagulo. Esta
inactivacion se realiza tras la formacion de un complejo ternario en donde la
heparina, a través de su sitio activo (pentasacarido), se une a la antitrombina®. La
antitrombina sufre una cambio conformacional que hace mas accesible su centro

activo, y este complejo se une finalmente a la trombina®*=°.

Por el contario, para los estudios hematoldgicos, el anticoagulante de
eleccion es el EDTA, ya que no altera la morfologia eritrocitaria y leucocitaria, de
manera que permite una demora de hasta una hora para la realizacién del frotis
sanguineo después de la extracciéon®®. Ademas, el EDTA inhibe la aglutinacién de
las plaquetas y facilita su recuento. Sin embargo, un exceso de este
anticoagulante afecta a los eritrocitos y a los leucocitos, a los cuales les produce

encogimiento y cambios en su forma®’.

La heparina no es el anticoagulante ideal ya que presenta el inconveniente
de que si no se mezcla rapidamente con la sangre extraida pueden formarse
microcoagulos®. Asimismo, no es recomendable para el frotis sanguineo porque
produce un fondo azul en la lamina, lo que produce artefactos y altera las
caracteristicas tintoriales y morfolégicas de las células sanguineas. Aunque no
altera el tamafio de los eritrocitos®®, la heparina no inhibe completamente la

40,41,

aglutinacion de leucocitos y plaguetas™"; y en los neutrofilos se puede observar

degeneracion nuclear®.
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4.1. Diagndstico

En sangre periférica (SP) los valores normales del recuento leucocitario
suelen estar entre 3.9x10%uL y 10.6x10°/uL*. En pacientes con LMA, estos
valores suelen oscilar entre 5x10°%/uL y 30x10%uL, aunque casi la mitad de los
pacientes muestran leucocitopenia (<5x10°/uL) y, el 5-20% de los pacientes
presentan un recuento leucocitario muy elevado (>100 x10%pL). También se
presenta neutropenia (<1x10°% pL) y los pocos neutréfilos maduros muestran

signos de mielodisplasia*.

En el frotis de SP casi siempre se observan blastos (15-95% de los
leucocitos)®, lo cual sugiere el diagnéstico de LA, aunque un pequefio porcentaje
de pacientes pueden no tener células leucémicas circulantes. La presencia de
granulos azurofilos o cuerpos de Auer en los blastos permite identificar la

naturaleza mieloide de la LMA.

Es frecuente observar anemia normocitica normocrémica en el momento
del diagndstico y trombocitopenia con una cifra de plaquetas que suele ser inferior
a 50 x10%uL con plaquetas gigantes e hipogranulares®’.

Bajo el microscopio, la médula Osea de un paciente con LMA es
hipercelular, tiene pocos megacariocitos o carece de ellos. Al menos el 20% de las
células nucleadas no eritroides (CNNE) de la médula 6sea son blastos (médula
0sea normal= 5%), los que deben ser analizados con atencion para poder
identificar el subtipo de LMA*. A veces es dificil aspirar la médula 6sea de un
paciente con LMA; a esto se le llama aspirado seco. Este fendmeno se debe a que
en el espacio medular existe mielofibrosis, signo cominmente encontrado en el
subtipo M7. En estos casos se prefiere realizar una biopsia de hueso y una

impronta para poder efectuar el analisis morfolégico®*°.

En la leucemia con leucopenia en SP, los blastos son dificiles de encontrar
en la sangre, pero siempre estan presentes en cantidades anormales en la médula
osea. Por ello el estudio en médula 6sea es el estdndar de oro para diagnosticar

cualquier leucemia.
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Algunos datos de laboratorio son utiles para apoyar el diagnostico, por
ejemplo, la hiperuricemia y un aumento en la enzima deshidrogenasa lactica

indican un alto recambio celular®®.

El estudio citoquimico, el inmunofenotipo, la citogenética y los estudios
moleculares tienen una implicacion muy importante en la clasificacion de la LMA, y
en el pronostico y seguimiento de la enfermedad. Estas técnicas seran

mencionadas mas adelante.

4.2. Morfologia y citoquimica

En el estudio morfolégico deben analizarse detenidamente las
caracteristicas de las células leucémicas de la médula ésea'’: el tamafio, la
relacion nucleo-citoplasma, el grado de madurez de la cromatina, la presencia o
no de nucléolos, el contorno del ndcleo, pseudo-Pelger, el tipo de inclusiones
citoplasméticas (granulacion, vacuolas o cuerpos de Auer), el grado de basofilia
del citoplasma y su contorno®®.

Los cuerpos de Auer son inclusiones en forma de aguja que se tifien de
azul dentro del citoplasma de los mieloblastos o promielocitos leucémicos; son
aglomerados anormales de granulos y su presencia es util para diferenciar la LMA
de la LLA",

Los granulos azurofilos son granulos primarios (motrado-azulado) en el
citoplasma de los leucocitos de estirpe mieloide. No es comun encontrarlos en
blastos, pero en las leucemias pueden estar presentes®’.

El pseudo-Pelger es un defecto adquirido en la segmentacion de los
neutréfilos que aparece en circunstancias patolégicas diversas como SMP, SMD o
LMA o debido a la administracion de ciertos farmacos. Se caracteriza porque la
mayoria de los neutréfilos presentan un nudcleo con solo dos segmentos

redondeados, unidos entre si por un filamento delgado de cromatina®’.
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MO: LMA minimamente diferenciada. Este subtipo representa <5% de
todos los casos de LMA®* y los blastos no desarrollan las caracteristicas
morfolégicas mieloides* (Figura 1a). Generalmente se observan blastos de
tamafo mediano; la relacion nucleo/citoplasma es alta, el nucleo tiene entre 1y 2
nucléolos y la cromatina es fina. El citoplasma no tiene granulacion'’*3. Se
caracteriza por una alta frecuencia de cariotipos complejos, del (5q), del (7Qq),
trisomia 8 y trisomia 13°.

M1: LMA sin maduracién. Representa el 5-10% de todas las LMA®*’. En
este subtipo se desarrolla una diferenciacién mieloide minima'”**** (Figura 1b).
Se caracteriza por la presencia de blastos poco diferenciados y sin maduracién
que corresponden el 90% o més de las CNNE de la médula 6sea®. Los granulos y
cuerpos de Auer son infrecuentes’*®. Se asocia con trisomia 8 0 monosomias 5 y
7%,

M2: LMA con maduracion. Es el subtipo més frecuente de LMA con =220%
de todos los casos®. Los mieloblastos constituyen el 30-90% de las CNNE de la
médula 6sea y los promielocitos, mielocitos y neutréfilos maduros (con pseudo-
Pelger) constituyen >10%*. Los mieloblastos son de tamafio mediano y pueden
mostrar granulos azuréfilos o no, pero es muy frecuente encontrar cuerpos de
Auer aislados*’*® (Figura 1c y 1d). La M2 se asocia con la t(8;21)%17434447.48 E|
subtipo M2-Baso se caracteriza por un aumento en los basofilos y se relaciona con
la t(6;9)°.
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Figura 1. Frotis de médula 6sea de pacientes con LM A, MO-M2. a) M0*, LMA
minimamente diferenciada, los blastos varian en tamafio, cantidad de citoplasma 'y
tamafio del nucléolo. No hay caracteristicas de diferenciacion. b) M1%, LMA sin
maduracion, los blastos varian levemente en su tamario, su citoplasma es palido y
agranular, los nucleos son regulares con cromatina fina y nucléolos prominentes. c) M2*,
LMA con maduracion, ademas de que los mieloblastos presentan granulacion (flecha
inferior), hay varios neutréfilos maduros, de los cuales uno presenta pseudo-Pelger en el
nucleo (flecha superior). d) M2, los blastos tienen granulacion (flecha inferior), hay
células mieloides en diversos estadios de maduracién y se observan cuerpos de Auer
(flecha superior).

M3: Leucemia promielocitica aguda. La LPA constituye el 10% de los
casos de LMA® y contiene mas de un 30% de promielocitos*, los cuales presentan
numerosa granulacion primaria dispersa dentro de su citoplasma y sobre el nicleo
excéntrico y bilobulado®® . Los cuerpos de Auer estan presentes en casi todos los

17,43,44

casos (Figura 2a) y forman haces o palizadas No se encuentran

mieloblastos®’.
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En la variante M3v, hipogranular (Figura 2b), los granulos no son
detectables por microscopia de luz (se puede confundir con leucemias
monociticas) pero se pueden visualizar por microscopia electrénica**°%. La LPA se
asocia con la t(15;17) en el 95% de los casos™.

Figura 2. Frotis de médula 6sea y sangre periférica de pacientes con LPA. a)
Frotis de médula 6sea, subtipo hipergranular®®, los promielocitos muestran granulacion
azurdfila intensa. Uno contiene numerosos cuerpos de Auer, indicados con la flecha. b)

Frotis de sangre periférica, variante microgranular®’, los promielocitos tienen nicleo
lobulado, el citoplasma tiene pequefios granulos azuroéfilos dispersos.

M4: Leucemia mielomonocitica aguda. Representa el 20-25% de los
casos de LMA®. Es un subtipo similar a la M2, excepto porque las células de
estirpe monocitica constituyen mas del 20% de las CNNE de la médula ésea, y el
componente granulocitico también representa un 20%** (Figura 3a). La variante
M4 Eo, asociada con inv(16) o t(16;16) presenta 10% de eosindfilos en la médula
6sea, y en SP**® (Figura 3b).
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Figura 3. Frotis de médula ésea de pacientes con le  ucemia mielomonocitica,

M4. a) Se observan mieloblastos con granulacion en la parte superior y varios monocitos

maduros con nucleo lobulado en la parte inferior”’. b) M4 asociada a inv(16)*’, presencia
de eosindfilos anormales, uno presenta granulos baséfilos anormales.

M5: Leucemia monocitica aguda. Representa el 10% de los casos de
LMA®. En la variante 5a (Figura 4a), mas del 80% de las células monociticas de la
médula ésea son monoblastos, mientras que en la variante 5b (Figura 4b), casi no
hay monoblastos y hay un 20-80% de monocitos en todos sus estadios de
maduracién®®. Los monoblastos son células grandes con citoplasma abundante
(relacion nucleo/citoplasma baja), basofilo, irregular y en ocasiones vacuolado; el
nucleo es lobulado con cromatina fina y con un nucléolo. Se asocia
frecuentemente con rearreglos del cromosoma 11,
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Figura 4. Frotis de médula 6sea de pacientes conle  ucemia monocitica, M5.
a) Variante M5a>, presencia de varios monoblastos con niicleo hendido y cromatina fina
con nucléolos, algunos con citoplasma muy abundante. b) Variante M5b*’, se observan
células monociticas con cierto grado de maduracion, el nicleo esta plegado y el nucléolo
ya no esta bien definido.

M6: Eritroleucemia aguda. Constituye el 5% de los casos de LMA®. En SP
hay punteado basofilo y eritrocitos nucleados, en la variante M6a (Figura 5a) mas
del 50% de las células nucleadas son eritroblastos en todas las etapas de
maduracién y mas de un 30% de las CNNE son blastos mieloides®. Existen
alteraciones megaloblasticas, formas binucleadas y vacuolas. En la M6b (Figura
5b) mas del 80% de las células de la médula ésea son eritroblastos** (relacién
nucleo/citoplasma alta) de tamafio mediano a grande, con nucleo redondo y
central, cromatina condensada con 1 nucléolo y citoplasma intensamente basdfilo.
No hay componente mieloide significativo.  Suelen observarse anomalias

citogenéticas como deleciones 5q y 7q°°.
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Figura 5. Frotis de médula 6sea de pacientes con er itroleucemia, M6. a)
Variante M6a*, se aprecian mieloblastos (flecha superior) y precursores eritroides (flecha
inferior). b) Variante M6b>’, hay precursores eritroides inmaduros, algunos con vacuolas
en el citoplasma se indican con una flecha.

M7: Leucemia megacarioblastica aguda . Representa el 5-10% de los
casos de LMA®. Al menos el 30% de las células de la médula 6sea son blastos
indiferenciados, grandes, con nucleo redondo, lobulado, con 1-3 nucléolos,
citoplasma baséfilo y con prolongaciones, sin granulos® (Figura 6a y 6b). Las
caracteristicas morfologicas de los megacarioblastos son altamente variables por
lo que en esos casos el diagnostico puede confirmarse con el uso de microscopia
electrénica por medio de técnicas citoquimicas ultraestructurales que ponen en
evidencia la peroxidasa plaquetaria o con el uso de anticuerpos dirigidos contra
antigenos plaquetarios®®. En SP circulan fragmentos de megacariocitos y las
plaquetas son displasicas*®. La presencia de mielofibrosis es caracteristica de este
subtipo!”#%38 |a M7 es el subtipo mas comun en los pacientes con SD* y se
relaciona con la t(1;22)*.
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Figura 6. Frotis de médula 6sea de pacientes con le  ucemia
megacarioblastica, M7. a)*®y b)*’ Los megacarioblastos son células grandes con
prolongaciones citoplasmaticas, las cuales se indican con una flecha.

Aunque en el pasado la citoquimica fue una herramienta primordial para
clasificar a las leucemias, actualmente no es la Unica técnica usada. Sin embargo,
la citoquimica es de gran utilidad para diferenciar las leucemias mieloides de las
linfoides y también puede ayudar a identificar los distintos subtipos de LMA, sobre

todo los que tienen un componente monaocitico.

Para estas pruebas, las células se exponen a sustratos que reaccionan de
manera especifica con componentes celulares constitutivos generando un
producto colorido que se puede observar con un microscopio O6ptico. Las
reacciones citoquimicas son de dos tipos*: enzimaticas (tinciones para

mieloperoxidasa y esterasas) y no enzimaticas (Sudan negro B para lipidos).

Las células de estirpe granulocitica se tifien con mieloperoxidasa (MPO),
Sudan negro B (SNB) y cloracetato esterasa (CAE). La tincién con esterasas
inespecificas (ANBE) es caracteristica y exclusiva de la estirpe monocitica. La
reaccion del &cido peryodico de Schiff (PAS) tifie las células linfoides y

eritroides*®°. Estas reacciones se resumen en la Tabla 4.

Para que un estudio citoquimico sea valido, las reacciones deben ser
sensibles, especificas y reproducibles. Asimismo, se debe de contar con controles
externos o internos que confirmen que la técnica se realiz6 correctamente. En la

practica, la técnica que reemplaza a la citoquimica es la citometria de flujo™.
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Tabla 4. Caracteristicas citoquimicas de los subtip  os FAB de la LMA *

Cit-(l)_iqnucl,ir?]?ca Utilidad MO | M1 | M2 | M3 M4 | M5 | M6 | M7
MPO Diferencia entre LMAy LLA | - + |+t |+ ++ - + -
SB Paralela a la tincion MPO - S T - - -
CAE Similar a MPO y SB - + + o+ | 4+ - - +
ANBE Diagndstico de M4 y M5 - - - - + |+ | £ +

PAS Dlr_;lgnostlco (_je ) ) ) + } ) I
eritroleucemia

MPO, Mieloperoxidasa; SB, Sudan Negro B; CAE, Cloroacetato esterasa; ANBE, a-naftil
butirato esterasa; PAS, Acido peryodico de Schiff; MO-M7, Subtipos de LMA.

4.3. Inmunofenotipo

La citometria de flujo identifica antigenos citoplasmaticos y de superficie en
las células a través de anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos.
En la citometria de flujo se combinan diversos anticuerpos monoclonales ya que
las células leucémicas tienen diferentes antigenos, dependiendo de su origen

celular y madurez®.

El objetivo inicial es diferenciar la clona mieloide de la linfoide, y después
determinar el subtipo morfolégico de LMA*. También se puede identificar a las
células que no tienen caracteristicas morfolégicas o citoquimicas de una linea
celular especifica. Por ejemplo, se distingue la LAM con diferenciacién minima de
la LLA, se diagnostica la LMA M7, la LMA M3 y las leucemias bifenotipicas o de
linaje mixto®. Los principales marcadores encontrados en cada subtipo de LMA se

muestran en la Tabla 5.

El inmunofenotipo también aporta informacién pronostica y junto con las
técnicas moleculares se utiliza en el seguimiento de los pacientes en remision

completa (RC)®. Algunos estudios sugieren que el porcentaje de expresion de
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CD13y CD15 se asocia con el alcance de la RC®'. CD14 y CD11b se expresan en
los monoblastos y su expresion se correlaciona con una menor probabilidad de RC
y menor supervivencia®*®. Asimismo, la expresién de CD34 y HLA-DR se ha

relacionado con un pronéstico desfavorable®.

También se han detectado antigenos linfoides en los mieloblastos y se ha
sugerido que éstos tienen una implicacion prondstica. Por ejemplo, CD2 se
expresa en la LPA y parece asociarse a la morfologia M3v®, asi como a LMA con
la inv(16)%°. CD19 se expresa en LMA con la t(8:21)%’. CD7 se ha relacionado con
las LMA secundarias a SMD® y con las mutaciones de CEBPA® vy las
duplicaciones internas en tandem en FLT3 (FLT3-ITD)"® en CN-LMA.

Tabla 5. Marcadores inmunofenotipicos utiles en la clasificacién de la LMA "

Marcadores de

i Marcadores Marcadores
células o »
mieloides monociticos
precursoras
Clasificacion
FAB HLA-DR | CD34 | CD13 CD33 | CD15 | CD1l1 | CD14 Otros
MO + + + * * - -
M1 + + + + - + =
M2 + + + + + + -
M3 - - + + + - -
M4 + - + + + + +
M5 + - + + + + +
M6 + - + * - * - Glicoforina A
CDA41, CD42,
M7 + + - + - = =
CD61
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La citometria de flujo también puede ayudar a conocer la cantidad de
células leucémicas que persisten en el paciente en RC. Esto dltimo permite
identificar qué pacientes tienen alta probabilidad de recaer e intensificar el

tratamiento antes de que eso suceda®.

No todas las células neoplasicas expresan siempre los mismos antigenos.
Al estudiar la LMA mediante citometria de flujo muchas veces aparecen fenotipos
aberrantes. Se considera que el 75% de las LAM presentan al menos un fenotipo
aberrante al momento del diagnéstico’. Los fenotipos aberrantes pueden ser de
tres tipos: una célula leucémica tiene dos antigenos que de manera normal
pertenecen a dos etapas de diferenciacion diferentes; la célula leucémica expresa
antigenos que de manera normal corresponden a lineas celulares diferentes; o se
detectan antigenos en las células leucémicas en una intensidad diferente que

como se encuentran en las células normales.

En algunos subtipos de LMA hay expresion de marcadores aberrantes. Por
ejemplo, la expresion simultanea de CD56 (asociado a células Natural Killer, NK) y
CD19 (asociado a linfocitos B) es un patron caracteristico de las células de M2
que tienen la t(8;21)®. En la M4 con inv (16), se expresa cominmente CD2, el
cual es un antigeno de linfocitos T. En la M5, CD4 y CD7 son antigenos linfoides

que se detectan en algunos casos y confieren un prondstico pobre®.

4.4. Alteraciones citogenéticas

En el estudio citogenético de la LMA, algunas anomalias cromosomicas se
asocian a subtipos especificos, con una determinada respuesta al tratamiento y
con el prondstico. De acuerdo al ISCN’®, para identificar una clona anormal, es
necesario detectar al menos tres metafases con la misma alteracion cromosémica,

las cuales pueden ser numéricas o estructurales.

Se tienen dos clases principales de aberraciones citogenéticas: aquellas

gue resultan en la pérdida o ganancia de material cromosomico (desbalanceadas)
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y aquellas en las que se lleva a cabo un intercambio equilibrado de material

genético (balanceadas).

Las alteraciones citogenéticas primarias son las que estdn presentes en
todas las metafases anormales estudiadas'®. Las aberraciones secundarias son
adicionales a la alteracion primaria, generalmente no estan presentes en todas las
metafases anormales estudiadas y muchas veces confieren un mal pronéstico ya
gue se presentan durante la recaida o en los casos que son resistentes al
tratamiento’®. La mayoria de los cambios secundarios son monosomias, trisomias,
deleciones, isocromosomas o cariotipos hiperdiploides. En la LAM con t(8;21) se
presenta la pérdida de un cromosoma sexual o del(9)(q12g22) como alteracion
secundaria’, en la LAM con inv(16) es frecuente la trisomia 22, en la t(15;21) se
asocia la trisomia 8”. Sin embargo, la trisomia 8 o monosomia 7 son
aberraciones secundarias que se pueden observar en mas de un subtipo de
LAM™,

Las alteraciones cromosomicas numéricas originan pérdidas y ganancias de
genes especificos, alterando, de esta manera la dosis génica. Entre las
alteraciones estructurales, las traslocaciones pueden originar la sobreexpresion de
un gen al quedar bajo el control del promotor de otro gen. Ademas, se pueden
producir genes quiméricos, cuyos productos desregulan los procesos de
diferenciacion y proliferacién celular’®. La mayoria de las traslocaciones en LAM
involucran genes de factores de transcripcion o proteinas relacionadas con la

hematopoyesis.
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Leucemias con alteraciones en el Factor de Unidon Central

El factor de union central (CBF) es un factor de transcripcion heterodimérico
compuesto por una subunidad CFBf que carece de dominios de union al DNA v,
una de tres subunidades CBFa (RUNX1, RUNX2 o RUNX3) que se une
directamente al DNA"/(Figura 7).

El factor de transcripcion compuesto por los genes RUNX1 (AML1 o
CBFA2) y CBFB regula la diferenciacion de las células hematopoyéticas, estimula
la progresion de G1 a S en el ciclo celular e induce apoptosis bajo condiciones de
estrés’’. El gen AML1 se encuentra en el cromosoma 21022 y el gen CBFB esta

codificado en el cromosoma 16q22"".

La afinidad de la union entre RUNX1 y el DNA se incrementa

significativamente con la asociacién con CBFB’8,

B

~~ PyGPyGGTPYy =
SPGPESTR >IN

—

Figura 7 . Complejo CBF "°. Compuesto por las subunidades a y B. La figura muestra la
secuencia de unién en el DNA.

* Lat(8;21)(922;922)

La t(8;21) se encuentra en el 5-10% de todos los casos de LMA y en el 10-
22% de los casos del subtipo M2, principalmente en jévenes®’; se considera de
buen prondstico ya que tiene una buena respuesta a la quimioterapia. Dicha
traslocacion da lugar a la fusion del gen ETO (eight-twenty-one o RUNX1T1)
presente en el cromosoma 822, con el gen AML1 (acute myeloid leukemia 1)
localizado en el cromosoma 21922 (Figura 8a), y que forma parte del CBF. De

esta manera se forma un nuevo gen hibrido AML1/ETO en el der(8)®°(Figura 8b).
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La proteina de fusion resultante se puede unir al DNA y heterodimerizarse
con CBFpB a través de su parte AML1 (dominio Runt), pero recluta a través de su
parte ETO a correguladores transcripcionales: (Receptor del co-represor nuclear 1,

N-CoR, y desacetilasas de histonas, HDAC)"""®

gue reprimen la transcripcion de
los genes esenciales para la hematopoyesis que normalmente son activados por
AML1: factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y su
receptor (M-CSFR), el receptor de células T (TCR), los antigenos CD2 y CD36, las

interleucinas 3, 5y 6 (IL3, IL5, IL6) y la mieloperoxidasa’®*°.

La proteina de fusion de 752 aa mantiene el dominio Runt (que permite su
union a DNA y a la subunidad CBFB) de la proteina AML1 y casi todos los
dominios de la proteina ETO®, los cuales son los responsables de la represién de
la transcripcidon. En los casos del subtipo M2 que ademas presentan basofilia se

han encontrado deleciones y traslocaciones con compromiso de la regién 12p°.

43, Bﬁ""'a

8 der®) der@1) 21

AMLY

o)

.J.-. .'.

Figura 8. Traslocacibn AML1/ETO. a) Cariotipo parcial que muestra la
1(8;21)(q22;922)%. b) Proteina de fusién AML1/ETO%, conserva el dominio Runt
responsable de la union a DNA y de la heterodimerizacion con la subunidad (3. Los
dominios TAF110, HHR, NERVY intervienen en el reclutamiento de corepresores.
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* Lainv(16)(pl13;922), t(16;16)(p13;922)

Tanto la inversion pericéntrica como la traslocacion del cromosoma 16 se
asocian exclusivamente con el subtipo M4 Eo y se consideran de buen
prondstico®® (Figura 9 a y b); esta anomalia se encuentra en el 8-10% de todos los
casos de LMA y en el 20% de los casos de M4'". Esta inversion fusiona el gen
CBFB en 16922 con el gen que codifica para la cadena pesada larga de la miosina
(MYH11), el cual se localiza en 16p13%. En consecuencia se crea un gen hibrido
(CBFB/MYH11), cuya proteina quimérica es CBF/SMMHC (Figura 9 c). Aunque
se han detectado diversas variantes de la proteina de fusion, la mas comdn se
compone de los primeros 165 residuos de CBFf fusionados con 446 residuos de
SMMHC, incluyendo su dominio de hélice superenrrollada, originando una
proteina de 70 kDa®.

La proteina CBFB/SMMHC se puede heterodimerizar con la proteina AML1
mas avidamente (efecto dominante positivo) pero también inhibe la funcién normal
de CBF al impedir estéricamente la union con el DNA (efecto dominante
negativo)’®®°. De esta manera se secuestra a AML1 en un complejo no funcional
en el citoplasma, impidiendo la expresion de sus genes blanco implicados en la
hematopoyesis, como: el GM-CSF y su receptor, M-CSFR, el receptor de células
T, los antigenos CD2 y CD36, las interleucinas 3, 5 y 6 (IL3, IL5, IL6) y la

mieloperoxidasa’®®°.
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Figura 9. Rearreglo CBFB/MYH11. a) Cariotipo parcial que muestra la
inv(16)(p13;q22)%°. b) Ideograma que ilustra la inversion del cromosoma 16*'. ¢) Esquema
gue representa la proteina de fusion CBFB/SMMHC con su largo componente de la
cadena pesada de la miosina’.

Leucemias con alteraciones en el receptor de &cido retinoico a
(RARQ)

El receptor RARa pertenece a una superfamilia de receptores nucleares con
un dominio de unién al DNA y que actia como un factor de transcripcion de genes

implicados en la diferenciaciéon mieloide®” .

El RARa esta compuesto por los dominios A-F, se heterodimeriza con el
receptor retinoide X (RXR) y a ambos receptores se une el &cido retinoico para
regular la transcripcion de sus genes blanco®® (Figura 10). En ausencia del &cido
retinoico, el heterodimero RARa/RXR interactla con  represores
transcripcionales®. En presencia de &cido retinoico se disocian estos represores y
se activa la transcripcion de genes que conducen a la diferenciacion de la estirpe

mieloide.
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Figura 10. Funcion del receptor RAR  «87. Complejo activador de la transcripcién de

los genes blanco de RARa. RXR, receptor retinoide X; RAR, receptor a de acido retinoico;
RARE, elemento de unién a RARa y RXR.

* Lat(15;17)(g22;921)

La t(15;17) es una anormalidad de buen prondstico que se encuentra en el
95% de los casos de M3™ (Figura 12) y que ocasiona un blogueo en la
diferenciacion en el estadio de promielocito. El resultado es la fusion del gen del
receptor de acido retinoico a, RARa presente en el cromosoma 17, con el gen
PML (leucemia promielocitica), localizado en el cromosoma 15 y que esta
involucrado en la apoptosis y en la supresion de tumores, dando lugar al gen
hibrido PML/RAR« en el derivado del cromosoma 15%° (Figura 11 a).

La proteina quimérica inhibe la diferenciacion de las células mieloides
arrestandolas en la etapa de promielocito, aun en presencia de concentraciones
fisiologicas de acido retinoico. Lo anterior se debe al reclutamiento de complejos
de represion transcripcional: N-CoR, DNA-metiltransferasa (DNMT) y HDAC en los

promotores de los genes regulados por RARa** %2,

La proteina alterada estd compuesta por los dominios B a F de RARa que
mantienen completamente sus funciones y que se fusionan con un numero
variable de aminoacidos de PML en su regién NH.- terminal®* (Figura 11 b). Asi,
PML/RARa, al tener los dominios de PML, adquiere la capacidad de

heterodimerizarse con una nueva molécula de PML y de homodimerizarse con
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otra proteina PML/RARa; ademds gracias a su porcion RARa se puede
heterodimerizar con RXR®"*2. Por todo lo anterior, el 4cido retinoico no se puede

unir a RARa debido al impedimento estérico.

En la t(15;17), el punto de ruptura en el cromosoma 17q esta4 siempre
situado en el intron 2 de RARa. Los puntos de ruptura en el cromosoma 159 son
diferentes por lo que se producen tres diferentes proteinas de fusién: intron 6
(BCR1) (58%), exén 6 (BCR2) (7%) e intrén 3 (BCR3) (35%)%°%,

La t(15;17) responde muy bien al tratamiento con &cido transretinoico
(ATRA)* y es la traslocacién cromosémica mas comin que implica a RARa en
las variantes M3 y M3v'>%®. Sin embargo, existen otros genes que se pueden
fusionar con este receptor y ocasionar también LPA. Algunos estudios sugieren
gue existe una relacion entre la morfologia de los promielocitos encontrados en la

M3y la traslocacion en la que el gen RARa se encuentra implicado®”%.

b
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Figura 11. Traslocacion PML/RARa. a) Cariotipo parcial que muestra la
t(15;17)(g22;921). b) Esquema de la proteina de fusion PML/RARa®, sus dominios y sus
sitios de ruptura en PML (bcrl, bcr2 y ber3).
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« Lat(11;17)(923;921)

Esta traslocacion se presenta en aproximadamente el 1% de todos los
casos de LPA™ (Figura 12). En ella se fusiona el gen PLZF codificado en 11023
con el gen RARa, creando el gen hibrido PLZF/ RARa. PLZF es un factor de
transcripcion con estructura de “dedos de zinc”, el cual se expresa durante las
etapas tempranas del desarrollo de las células hematopoyéticas y juega un papel
importante en el mantenimiento y supervivencia de los progenitores celulares®”**,
Esta alteracion muestra una morfologia celular peculiar (nucleo regular,

hipergranular y ausencia de cuerpos de Auer) y es resistente al ATRA%.

* Lat(5;17)(g35;921)

Representa el 0.5% de los casos de LPA'® (Figura 12). Esta traslocacion
fusiona el gen NPM del cromosoma 535 con el gen RARa. El gen NPM codifica
para una fosfoproteina nuclear que transporta material ribosomal entre el nucléolo
y el citoplasma y esta implicada en la regulacion y estabilizacién de p53 durante
condiciones de estrés celular®**%". Se considera de pronéstico favorable ya que
responde al ATRA%®. La morfologia celular muestra promielocitos con ndcleo
irregular, hipergranular y ausencia de cuerpos de Auer®.

Proteinas que se fusicnan Frecuencia
con RARa en la LPA (%)

PLZF/RARa 1

H11;17){g23;921)

NPM1/RARa 0.5

85;17Mq35;q12-21)

NuMa/RARa <0.1

H11;17){q13;q21)

STATSb/RARa <0.1

H17:17){q11:q21)

PREKAR1A/RARa <0.1

FIF1L1/RARa <0.1

Figura 12 . Protefnas que se fusionan con RAR a en la LPA.»
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Leucemias con alteraciones en el gen  de “leucemia de linaje mixto”
(MLL)
» Alteraciones en laregion 11923

El gen MLL (leucemia de linaje mixto) localizado en 11923 codifica para una
proteina que forma parte de un gran complejo que modifica la cromatina, en el
cual el dominio SET de MLL tiene una actividad de metil-transferasa de histonas
(HMT) y de acetil-transferasa de histonas (HAT)®*>%. MLL se une a los promotores
de los genes HOX vy activa su transcripcion®®®® (Figura 13). En los
reordenamientos de MLL, el punto de ruptura es altamente conservado (11923) y
todas sus fusiones le confieren una ganancia de funcion, lo que incrementa la
transcripcion de los genes HOX implicados en la autorenovacion y el desarrollo de

%1% Se conocen mas de 40 rearreglos

las células hematopoyéticas
cromosémicos'® de 11¢23, éstos y la del(11g23), que implica la pérdida de genes
relacionados con la regulacion hematopoyética, son de mal prondstico, se asocian
a periodos de remision cortos, alta incidencia de recaidas y se asocian a los
subtipos M4 y M5, La traslocacién mas frecuente es la t(9;11)(p22;G23), donde
el gen MLL gana un dominio de transactivacion al fusionarse con el gen AF9%>%%

11 (Figura 14).

Acetilacion H4K16 Metilacion H3K4

Figura 13 . El complejo de MLL . MLL es parte de un gran complejo que modifica la
cromatina en el cual el dominio SET de MLL tiene actividad de metil-transferasa de
histonas y de acetil-transferasa de histonas.
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Figura 14. Traslocacién AF9/MLL2. Cariotipo parcial que muestra la t(9;11).

Otras alteraciones en la LMA
* Lat(9;22)(g34;q11)

Alrededor del 2% de los pacientes con LMA presentan esta traslocacion,
los subtipos que la presentan son M1 y M2, ademas de las leucemias
bifenotipicas®. El gen BCR (Breakpoint Cluster Region) codificado en 22q11 se
fusiona con el gen ABL (Abelson) del 9934 (Figura 15). EI cromosoma 22 alterado
que contiene el gen de fusién se llama Ph"’*. EIl mRNA procesado de BCR/ABL
contiene el exén b2 o b3 de BCR fusionado con el exén a2 de ABL (b2a2, b3a2) y
es traducido en una proteina de aproximadamente 210 kDa (p210). Si el punto de
ruptura es en el exén el de BCR, se forma ela2, y una proteina quimérica de 190
kDa (P190)'%,

La proteina BCR/ABL tiene una actividad de tirosina cinasa que esta activa
constitutivamente, lo que incrementa la proliferacién neoplasica de las células

hematopoyéticas®*.

S
®
W Ream

Figura 15. Traslocacién BCR/ABL®. Cariotipo parcial que muestra la t(9;22).
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e Lat(1;22)(p13;913)

Esta traslocacion se asocia al subtipo M7 en nifios menores de 3 afios,
particularmente a aquellos sin SD, su pronéstico es malo*®®. La translocacion
fusiona el gen RBM15, (también conocido como OTT (one twenty-two)) ubicado en
1p13 con el gen MKL1 (leucemia megacarioblastica 1 o MAL) en la region 22q13,
generando la poteina quimérica OTT/ MAL (RBM15/MLK1) en el derivado del
cromosoma 22'% (Figura 16). MAL es una proteina que participa en la
transduccion de sefiales del citoesqueleto al ndcleo. OTT funciona como
corepresor en varias vias de sefalizacion y puede unirse al RNA a traves de la
interaccion con componentes del spliceosoma. La proteina de fusiéon induce

leucemogenésis al activar constitutivamente los genes diana (HOX) de OTT*%81°,

» -

[ |

1 der(1) 22 der(22)

i s 4

Figura 16. Traslocacion OTT/MKL1%. Cariotipo parcial que muestra la t(1;22).

« Lat(6;9)(pl3;934)

Esta alteracion fusiona el gen DEK ubicado en 6p13 con el gen que codifica
para la nucleoforina NUP214 (CAN) en el 9934*'(Figura 17). La proteina de fusén
DEK/NUP214 induce transformacion al alterar el crecimiento, el transporte nucleo-
citoplasma y la sintesis de proteinas en las celulas totipotenciales’. La morfologia

es variable, hay basofilia y es de pronéstico desfavorable'’.

| A

9

Figura 17. Traslocacion DEK/NUP214™. Cariotipo parcial que muestra la t(6;9).
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« Lainv(3)(q21;926), t(3;3)(g21;926)

Se detecta en el 1% de todas las LMA y da lugar a la fusiéon EVI1-RPN1.
El gen EVI1 regula la hematopoyesis, la apoptosis, el crecimiento, diferenciacion y
proliferacion celular, se fusiona con el gen RPN1 (Riboporina 1), proteina asociada
al reticulo endopldsmico rugoso (Figura 18). En este reordenamiento, RPN1
incrementa la expresion del gen EVI1'*,

W o9 i
" 2 » Paq-—
3 der(3) 3 der(d) 3 der(d)

inv(3)(q21q26)

Figura 18. Traslocacion EVI1/RPN1™!. Cariotipos parciales que muestran la inv(3).

* Monoso mias o deleciones intersticiales y trisomias

Las monosomias o deleciones del brazo largo de los cromosomas 5y 7 son
de mal prondstico y se asocian a LMA secundaria a SMD, a t-LMA o a M6, aunque
se pueden encontrar en cualquier subtipo’. El segmento perdido durante la
del(5q) se denomina region de delecién critica (CDR) y comprende las bandas
5031-59327. En él se encuentran genes criticos implicados en la hematopoyesis
(IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, GM-CSF y el CSF-2"%). La pérdida de estos genes en la
delecion o en la haploinsuficiencia que se tiene en la monosomia 5 son los que

originan el proceso leucémico™*?.

En la monosomia parcial o completa del cromosoma 7 sucede lo mismo
qgue con el cromosoma 5. La mayoria de las deleciones tienen diversos puntos de
ruptura aunque el segmento minimo eliminado es 7q31-7q32'. Entre los genes

perdidos se encuentra la eritropoyetina®*.
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La trisomia 8 es la anomalia citogenética mas frecuente en LMA, t-LMA y
ocurre en casi todos los subtipos como anomalia primaria 0 en un cariotipo
complejo. En este cromosoma también se encuentran genes que regulan la

hematopoyesis, por lo que el efecto de aumento en la dosis génica descontrola su

l &h O 3
‘-. ‘I §!
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funcion’.
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Figura 19. Deleciones y trisomia en LMA  "* a) Cariotipo parcial que muestra la
delecién 5q. b) Cariotipo parcial que presenta la delecién 7q. c) Cariotipo parcial con
trisomia 8.

» Cariotipo complejo

El cariotipo complejo se define por la presencia de una clona con al menos
3 aberraciones cromosomicas no relacionadas en ausencia de la 1(8,21),
inv(16)/t(16;16) y la t(15;17)'*°. Las LMA con cariotipo complejo representan el 10-
15%"®, su incidencia aumenta con la edad, con poca frecuencia tienen anomalias
cromosOmicas balanceadas y predominan las pérdidas cromosOmicas sobre las
ganancias. Las deleciones frecuentes son: 5q, 17p, 7q, 18q, 16q, 17q, 12p, 20q, y
entre las ganancias destacan: del 8q, 11q, 21q, 22q, 1p, 9p, y 13q™.

e LMA con cariotipo normal (CN-LMA)

Alrededor de un 45-50%'''° de los pacientes con LMA no presenta
anormalidades cromosomicas. Aunque es posible que el cariotipo normal se

atribuya en algunos casos a la inexistencia de células malignas dividiéndose in
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vitro, el hecho es que en muchos pacientes, las mutaciones moleculares pueden

estar presentes.

La Tabla 6 relaciona los tipos de anormalidades citogenéticas que afectan

en la LMA y el prondstico asociado a ellas.

Tabla 6. Prondstico de LMA relacionado con la citog  enética *°

Grupo Anormalidad
Prondstico cromoso6mica
inv(16) o t(16;16) (p13;922)
Favorable t(8;21)(g22;922)

t(15;17)(922;921)

Cariotipo normal

Intermedio
t(6;9)(p23;934)
del(5)/-5, del(7)/-7
t(11923)
Desfavorable cariotipo complejo (>3)
inv(3q)

t(9;22)(934;q11)

4.5. Alteraciones moleculares

Las alteraciones moleculares también han sido detectadas en pacientes con
LMA. Algunas de esas mutaciones han sido descritas en la nueva clasificacion de
la OMS (2008)*8. La identificacion de mutaciones recurrentes ha permitido
entender mejor la heterogeneidad en la respuesta al tratamiento de los pacientes
con CN-LMA.
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e Mutacionesenelgen FLT3

Las mutaciones en el gen FLT3 se encuentran en el 23% de todos los
casos de LMA y en el 40% de todos los casos de LMA con cariotipo normal,
considerandose de mal pronéstico'”*'8, Es el gen mas comunmente mutado

en LMA™ y se localiza en 13q12**°.

FLT3 codifica para un receptor de tirosina cinasa que estd normalmente
expresado en la membrana de los progenitores mieloides y cuando se une a su
ligando, activa la proliferacién y supervivencia celulares'®. Las dos mutaciones en
FLT3 se encuentran en el dominio yuxtamembranal (JM) y en el dominio de
tirosina cinasa (TKD). Las duplicaciones internas en tandem (ITD) de 3-400 pares
de bases ocurren en el dominio JM, se presentan en el 30% de los casos con CN-
LMA y son maés frecuentes que las mutaciones puntuales en TKD. La
consecuencia es la activacion constitutiva de este receptor de tirosina cinasa y la

ventaja de proliferacién y supervivencia en la célula mutada**%°.

|
|

ITD JM

_Dl;plicaciones Mutaciones puntuales
internas Inserciones
PM
K1mK2 ﬁ Deleciones

®e 60

Figura 20 . Estructura y localizacién de las muta  ciones en FLT3'?. JM, dominio

yuxtamembranal TM, dominio transmembrana; K1 Y K2, primer y segundo dominio
tirosina cinasa; ITD, duplicaciones internas en tandem; PM, mutaciones puntuales; P,
fosforo.




« Mutaciones en el gen NPM1

El gen de la nucleofosmina se encuentra en 5g35'*°

, codifica para una
fosfoproteina nuclear que esta implicada en la regulacion del ciclo celular y en la
respuesta al estrés celular. Entre sus funciones estan: interaccion con p53
controlando la proliferacion celular y la apoptosis, mantenimiento de la estabilidad
gendmica al controlar la reparacion del DNA y la duplicacion del centrosoma
durante la mitosis, juega un papel importante en la biogenésis ribosomal*?*. Esta
proteina se transporta entre el nucleo y el citoplasma; sin embargo, cuando esta
mutada permanece solo en el citoplasma. Los pacientes con NPM1 mutada, tienen

un mejor prondstico que aquéllos con FLT3-ITD?.

« Mutaciones en el gen CEBPA

Codifica para un factor de transcripcion implicado en la diferenciacion de las
células hematopoyéticas'*®. Las mutaciones en CEBPA se encuentran en el 10-
18% de los pacientes con CN-LMA y ocasionan leucemia por blogueo en la
diferenciacion granulocitica'®*®. Esta mutacién predomina en las variantes M1 y
M2116.

* Mutaciones en el gen GATA 1

Los nifios con SD que desarrollan el subtipo M7 presentan una mutacion en
el gen GATA1l ubicado en el cromosoma X y que participa como regulador
transcripcional de la diferenciacibn megacariocitica. Las deleciones, inserciones y
mutaciones puntuales en este gen generan un codon de paro, por lo que se piede
la parte NH2-terminal (dominio de actividad transcripcional) y se bloquea la
diferenciacién megacariocitica®®. Las mutaciones en GATA1 confieren un aumento
en la sensibilidad a la citarabina al disminuir la expresion de citidina deaminasa, lo
cual posiblemente explica la mejor respuesta al tratamiento en los nifios con el

sindrome de Down y LMA M7 cuando se tratan con citarabina®.
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5. Tratamiento

El tratamiento de la LMA (a excepcion del subtipo M3) se basa
principalmente en quimioterapia y esta dividido en terapia de induccion y terapia
de post-remisién'?. El objetivo de la terapia de induccién es reducir el nimero de
células leucémicas a niveles indetectables, es decir, alcanzar la remision
completa. La RC se alcanza cuando se eliminan los signos y sintomas de la
enfermedad, se tiene una cuenta de plaquetas de 30-100x10% L, una cuenta igual
o mayor de 1x10%L de neutréfilos y la presencia del 5% de blastos en la médula

6sea’.

La terapia de induccion sigue un esquema denominado “7+3”, donde la
citarabina (Ara-C) es administrada de forma continua durante los primeros 7 dias
y, la antraciclina (daunorubicina o idarubicina) durante los tres dias posteriores.
Aproximadamente, el 50-70% de los pacientes logra la remision con este protocolo

de administracion®?*,

El tiempo de duracién de la RC depende del prondstico de la leucemia. La
RC tiene que ir seguida de una terapia de post-remision para evitar la recaida y
eliminar el porcentaje de células leucémicas residuales'®. La terapia de post-
remision (6-12 meses) puede consistir en quimioterapia de consolidacién (dosis
similares a la terapia de induccion), quimioterapia de intensificacion (dosis mas
elevadas), quimioterapia de mantenimiento (bajas dosis de quimioterapia
administrada durante largos periodos de tiempo) o transplante alogénico o

autélogo de células progenitoras hematopoyéticas.®

En el tratamiento de la LMA se debe diferenciar a los pacientes segun la
edad, mayores o menores de 60 afios, y también se debe individualizar el
tratamiento en funcién de factores prondsticos como son la citogenética y las
alteraciones moleculares. La mediana de supervivencia de la LMA sin tratamiento
es de aproximadamente 2 meses. Alrededor del 25-40% de los pacientes con LMA

tratados con quimioterapia contintian vivos a los 5 afios del diagnéstico®.
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La LPA es un subtipo de LMA con caracteristicas clinicas, biologicas y

moleculares diferentes. En la Tabla 7 se presentan los genes que pueden
traslocarse con RARa y ocasionar LPA, en ella se observa que algunos rearreglos
son sensibles al ATRA, otros no. En la M3 positiva a PML/RARa, durante la

terapia de induccién se administran dosis farmacolégicas de ATRA combinado con

idarubicina

11,123

El ATRA causa un cambio conformacional en la proteina

PML/RARa liberando los corepresores y provocando la diferenciacion y posterior

muerte por apoptosis de las células leucémicas®*. El triéxido de arsénico (As;0s3)

también se usa como terapia, causando los mismos resultados que el ATRA'®,

Tabla 7. Sensibilidad al ATRA de los rearreglos enc

Gen

PML

PLZF

NPM

NuMA

STATS5b

Localizacion

15022

11923

5035

11913

17q11

Nombre Funcidn

Leucemia )
_ » Apoptosis
promielocitica
Leucemia
promielocitica
de dedos de

zinc

Morfogénesis

Nucleofosmina Biogénesis ribosomal
Aparato Compactacion de la
mitotico nuclear cromatina
Factor de transcripcion
que regula: EPO, G-CSF,
IL2, IL3 e IL7

Transductor de

sefnales

ontrados en la LPA %

Sensible
al ATRA

Si

No

Si

Si

No
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En los ancianos, el metabolismo de las drogas citotoxicas puede estar
disminuido debido a una falla renal relacionada con la edad, lo cual expone al
paciente a niveles mayores de medicamento, a mayor toxicidad y los hace menos

capaces de resistir la intensidad de la quimioterapia®.

El gen MDR-1 se encuentra en 7q y codifica para una glicoproteina-p (Pgp)
gue funciona como una bomba de flujo dependiente de ATP que disminuye la
concentracion intracelular de los farmacos y permite que las células leucémicas
sobrevivan a dosis letales de agentes citotoxicos'?°. Se ha demostrado que en los
ancianos existe una alta tasa de expresion de Pgp, lo cual afecta el prondstico en

estos pacientes?,
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[ll. OBJETIVOS

1. Generales

* Realizar el estudio citogenético de pacientes con diagnostico clinico de
LMA de novo que llegaron al LAOH durante el periodo comprendido entre
Enero del 2012 y Septiembre del 2012, identificar las alteraciones
cromosomicas y correlacionarlas con el subtipo de LMA a través del andlisis

morfoldgico de los frotis de la médula 6sea.

» Evaluar por medio de frotis la morfologia celular de las muestras de médula
Osea sin aditivo de pacientes con diagndstico clinico de LMA de novo,
establecer el subtipo morfologico y correlacionarlo con el diagndstico de

recepcion en el LAOH.

2. Particulares

* Correlacionar la calidad y celularidad de las muestras de médula ésea en
heparina que se mandaron al LAOH para la realizacion del cariotipo, con el

padecimiento del paciente y con el resultado del estudio citogenético.

» Establecer el tiempo de cultivo mas adecuado para obtener el mayor indice
mitético en las muestras para cariotipo de pacientes con diagnostico de
LMA.
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IV. DISENO EXPERIMENTAL

Para este trabajo se recopilaron muestras de médula Osea con
anticoagulante heparina de pacientes con diagnéstico clinico de LMA de novo, asi
como los frotis de médula Osea sin aditivo que el hematdélogo elabor6 en el
momento en el que extrajo la muestra y que le sirvieron para establecer su
diagndstico.

También se realizaron los frotis de la muestra recibida de médula 6sea en
heparina y se tifieron con colorante de Wright. El frotis enviado por el hematélogo
y el frotis que se elaboré en el laboratorio fueron analizados al microscopio por dos
revisores, los cuales evaluaron la celularidad, identificaron la morfologia y el
subtipo de LMA. Ademas se realizdé el conteo de las células y se capturaron

algunas imagenes de cada caso.

Paralelamente, la muestra de médula 0sea en heparina se procesd por
técnicas convencionales (con solucidén hipotdnica, colchicina y lavados con fijador
de Carnoy) para obtener el cariotipo mediante técnica directa y cultivos de 12, 24,
48 y 72 horas en medios RPMI 1640 o Marrow Max.

De cada caso se gotearon laminillas y se tifieron con colorante Giemsa para
observar y registrar el indice mitético. Para los casos con buen indice se gotearon
nuevas laminillas, se bandearon por técnica GTG (enzima tripsina y el colorante
Giemsa). Las laminillas bandeadas, se secaron y se montaron son resina y un

cubreobjetos.

Para el analisis cromosomico se analizé minimo de 20 metafases, el
resultado se reporté de acuerdo a las reglas internacionales (ISCN, 2009 y 2013).
Adicionalmente, se capturaron algunas metafases en un equipo automatizado
(CytoVision®).
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1. Pacientes

En el LAOH se recibieron 45 muestras de médula 6sea en heparina de
pacientes con diagnéstico clinico de LMA de novo, durante el periodo de Enero-
Septiembre del 2012. De estos pacientes, 36 cuentan con el analisis morfolégico
de la médula 0sea sin aditivo y, 33 tienen resultado citogenético, ya que tres casos
no fueron valorables por cariotipo a causa de muestra sin células o ausencia de
metafases. Los 9 pacientes restantes no se incluyen en este trabajo debido a que
en el analisis morfolégico no se encontraron blastos ni otras caracteristicas

propias del diagndstico de la LMA.

Los 36 casos estudiados contaban con los frotis directos de la médula 6sea
elaborados por el hematélogo, el cual ademas envié al LAOH la muestra de
meédula 6sea en heparina para el analisis citogenético. Adicionalmente, de esta
muestra de médula 0sea en heparina se realizaron frotis. Los pacientes incluidos

en el trabajo tenian edades de entre un rango de 1y 80 afios.

2. Muestras

Las muestras fueron de médula 6sea con anticoagulante heparina de
pacientes con diagnostico de LMA de novo. A las muestras que llegaron el mismo
dia de la extraccion se les realizO el procesamiento por técnica directa. Los
cultivos de 12, 24, 48, 72 y 96 horas se realizaron en los casos en los que fue

posible o la cantidad de muestra fue suficiente.
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3. Material y métodos

Morfologia: Reactivos
Colorante de Wright preparado, MERCK®

Amortiguador de fosfatos, Buffer Gurr tablets®, pH= 7.0 (1 pastilla /2000 mL

agua desionizada)
Cariotipo: Reactivos
Colchicina 0.02%

Solucion hipotonica de KCI [0.075 M], (2.8 g de KCI / 500 mL de agua
desionizada)

Fijador de Carnoy, (MeOH/Acido acético, 3:1)

Colorante Giemsa preparado, MERCK®, (3mL de colorante/ 47 mL de
buffer de fosfatos pH 6.8)

Amortiguador de fosfatos, Buffer Gurr tablets®, pH= 6.8 (1 pastilla /1000 mL

de agua desionizada)
Tripsina 2%
Resina al 60%, MERCK®

Medio de cultivo RPMI-1640: Sigma®, GIBCO®, Hyclone® suplementado

con suero y antibiético.

Medio de cultivo Marrow Max-12260: GIBCO®, Invitrogen®
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3.1. Morfologia: Preparacion de laminillas y Tinci6  n de Wright

Se realizd el extendido de una gota de muestra de médula 6sea en
heparina sobre un portaobjetos (Figura 21), seguido de la fijacion de la muestra,
posterior tincion de Wright y analisis microscopico. Los frotis directos de la médula,
elaborados por el hematdlogo también se fijaron, tifieron y analizaron. La técnica

completa se muestra a continuacion:

» Preparacion del frotis de médula 6sea en heparina

* Homogenizar muestra de médula 6sea en heparina

 Colocar una gota de muestra (3mm didmetro) en el extremo de un
portaobjetos limpio y horizontal.

 Colocar el borde de un segundo portaobjetos (extensor) enfrente
de la gota y formar un angulo de 45° con el primero

» Esperar a que la gota se distribuya en el borde del portaobjetos

* Deslizar el portaobjetos extensor con presion suave y uniforme por
toda la superficie hasta obtener una pelicula fina

» Secar al aire y fijar con spray citolégico
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Figura 21 . Elaboraci6n de un frotis de médula 6sea  **’

e Tincion de Wright

* Colocar el frotis en un soporte de tincion.

* Cubrir el frotis con 1-2 mL de colorante de Wright y dejar actuar por 8
min.

» Agregar 1-2 mL de amortiguador de fosfatos pH 7.0, soplar para
homegenizar hasta que la mezcla adquiera un brillo verde metalico.

» Dejar actuar por 8 minutos.

« Lavar con agua corriente, secar al aire y observar al microscopio.
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Andlisis microscopico

de grandes células anormales.

\

» Objetivo 10X:  Analizar calidad del frotis, celularidad, y deteccion

S

« |dentificar el &rea central del frotis, donde las células estan
uniformemente distribuidas. Cambiar a objetivo 100X.

N\

leucocitos (conteo y clasificacion de 100 leucocitos consecutivos)
recorriendo el frotis de forma horizontal.

« Objetivo100X (inmersién): Realizar el recuento diferencial de |

J

* Analizar la morfologia de los leucocitos, evaluando tamafio,
nucleo, cromatina, citoplasma, granulos, cuerpos de Auer.

» Los campos representativos se capturaron en un equipo
automatizado.
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3.2. Cariotipo: Cultivo y cosecha de muestras de mé  dula 6sea

Para el andlisis citogenético, las muestras de médula 6sea en heparina se
procesaron mediante técnica directa y cultivos de 12, 24, 48 y 72 horas; se
gotearon laminillas y se maduraron para su posterior bandeo GTG (Figura 22). La

técnica completa se presenta a continuacion:

* Técnica directa

* En un tubo conico de 15 mL de polipropileno agregar 10 mL de
solucion hipoténica + 30 pL de colchicina + 1 mL de muestra de
médula 6sea. Incubar 30 min/ 37°C.

 Fijar las células con 10 gotas de fijador de Carnoy (pre- fijacion).
Centrifugar 5min/3500 rpm.

» Decantar, disgregar el boton y agregar lentamente 6 mL de fijador
(primer fijador). Realizar tres lavados con fijador y centrifugar
5min/3500 rpm.

* Diluir el botén, segun su tamafo en 0.5 mL-2mL de fijador.

» Gotear laminillas con 100 pL del boton a una distancia de 30-50
cm de altura y someterlas a vapor de agua. Tefiirlas con colorante
Giemsa por 5 min.

* Analizar al microscopio el indice mitotico (IM), cantidad y calidad
de metafases.

» Gotear las laminillas para bandeo (casos con buen IM, >3
metafases por laminilla).
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e Cultivos de 12, 24, 48, 72 y 96 horas

N
» Se realiza en condiciones de esterilidad en una campana de flujo

laminar.
)

« En un tubo cénico de polipropileno pre-esterilizado: 5 mL de medio)
RPMI-1640 +12 gotas de muestra de médula ésea en heparina.
Incubar 12, 24, 48, 72 o0 96 horas /37°C. )

» Dos horas antes de que se cumpla el tiempo de incubacion
agregar 30 pL de colchicina. Incubar 20 min/37°C.

 Centrifugar 5 min/ 3500 rpm. Decantar, disgregar el boton y
agregar 10 mL de solucién hipoténica. Incubar 30 min/ 37°C.

* Adicionar 10 gotas de fijador y centrifugar 5 min/3500 rpm.

 Continuar con el procedimiento después de la pre-fijacion en la
técnica directa.

L C-C-C-C-C- 4

NOTA: Para los cultivos de 12 y 24 horas se utiliz6 medio Marrow Max. El cultivo de 12
horas se incub6é ademas con 8 pL de colchicina/ 37<C, después de ese tiempo se continud
la técnica con el paso 4.
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3.3. Tincién de bandas G

N
 Las laminillas para bandeo se sumergen en un coplin con tripsina
(0.05%) durante 3-5 seg.

S
N\

» Posteriormente se sumergen en un coplin con colorante Giemsa
durante 4-5 min.

J

» Lavar con agua corriente. Secar las laminillas y montarlas con
resina y un cubreobjetos.

3.4. Analisis cromosdémico

: : : : " ™)
» Se analizaron 20 metafases en el microscopio. Se identificaron
los pares cromosomicos y se determiné el tipo de alteracion
cromosomica.

J
» Algunas metafases se capturaron en un equipo automatizado
(CytoVision®) para obtener la imagen del cariotipo armado.
y,
\

« El resultado del andlisis se reporta de acuerdo a la nomenclatura
internacional de citogenética (ISCN, 2009 y 2013)

J
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V. RESULTADOS

Se incluyeron 36 pacientes y la mediana de edad fue de 35 afos,
encontrandose el mayor nimero de casos en las décadas de los 31-40 afios (7
casos) y de los 41-50 afios (7 casos). Para el caso 29, no se tuvo el dato de la
edad de la paciente. Los rangos de edades y el nimero de casos se encuentran
en el Gréfico 1.

No. de casos por grupo de edad
1 ni=3h W 1-10 afios
\ W 11-20 afios
‘ ‘ m21-30 afios
W 31-40 afos
W 41-50 afos
‘ m 51-60 afios
61-70 afios
71-80 afios

Gréfico 1. Casos clasificados por grupo etario

El Gréfico 2 muestra que de los 36 casos estudiados, 15 corresponden a
individuos del sexo masculino y 21 casos corresponden a individuos del sexo

femenino. De esta manera, la relacion masculino/femenino fue de 0.71.

No. de casos por sexo
n= 36

H Masculino

B Femenino

Gréfico 2. Género de los casos estudiados
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« Indice mitotico

Se procesaron 36 muestras de pacientes con diagnostico clinico de LMA de
novo. En los casos en los que fue posible o la cantidad de muestra fue suficiente
se realizaron los procesamientos por técnica directa y cultivos (12, 24, 48, 72y 96

horas). 3 muestras no presentaron crecimiento en ninguno de los procedimientos

realizados a causa de muestra sin células o ausencia de metafases.

El indice mitético conseguido en los 33 casos valorables se evalu6 de acuerdo
al niumero de metafases encontradas por campo durante la observacion con el
objetivo de 10X, tal como se muestra en la Figura 23.

H 5 ] & 4% e 0 )
. ‘/" _“ Se ' 8
- - ] 8 ‘a
B gy o a e -
™ s | Fa B 1
& . ) L] 3* b @
- - L] Lt 1
K/, [} e, - Y
| B & LT Y 1 2
a® ° e . %
L3 .l‘. [ o ‘W ://
[ o ik
& i e o® 8y +
‘a9 >
2 $e - gv  *é . -
a b : ;
= e
-
L . o L]
L
Ll
& L
e )
5 ; [
v s * a8

C 3

Figura 23. indice mit6tico, objetivo 10x.  a) indice mitético bajo (1 metafase por
campo); b) indice mitdtico regular (2 metafases por campo); ¢) indice mitético adecuado (3
metafases por campo). Las metafases se indican por las flechas.
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La Tabla 8 y el Gréfico 3 indican el tipo de procesamiento realizado (técnica
directa y cultivos), el nUmero de casos en los que se realiz6 cada uno y el
porcentaje que de éstos consiguid un indice mitotico adecuado, regular, bajo o sin

crecimiento.

Tabla 8. Porcentaje e indice mitético obtenido en ¢ ada procedimiento

Procesamiento . indice mitético Sin
#realizado | ) yecuado Regular Bajo crecimiento
96 horas 5 Ninguno 20%(1) 80%(4) Ninguno
72 horas 28 11%(3) 21%(6) 50%(14) 18%(5)
48 horas 24 Ninguno 13%(3) 63%(15) 24%(6)
24 horas 31 3%(1) 10%(3) 55%(17) 32%(10)
12 horas 13 Ninguno Ninguno | 77%(10) 23%(3)
Técnica
Directa 19 11%(2) 11%(2) 57%(11) 21%(4)

Procesamiento e indice mitotico obtenido

96 horas (n=5)

72 horas (n=28)
M Sin crecimiento
48 horas (n=24) IM bajo

H M regular

Procesamiento

24 horas (n=31)
H IM adecuado

Overnight (n=13)

Técnica directa (n=19)

0 5 10 15 20
No. de casos

Grafico 3. Procesamiento e indice mitotico obtenido . IM, indice mitético
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Aunque cada procedimiento se llevé a cabo en diferente nimero de casos,
en la tabla anterior se puede observar que los cultivos de 24 y 72 horas se
evaluaron en un numero similar de pacientes. De estos dos cultivos, el de 24
horas obtuvo los resultados méas desfavorables, al obtener los porcentajes mas
bajos de indice mitdtico adecuado y regular, asi como el mas alto porcentaje de
cultivos sin crecimiento. El cultivo con mejores resultados fue el de 72 horas
(Unicamente no fue probado en 5 casos) ya que consiguid los porcentajes mas

altos de indice mitético adecuado y regular con el 11% y el 21% respectivamente.

» Analisis citogenético y morfoldgico

El andlisis cromosémico fue viable en 33/36 muestras (92%), en 3 casos el
cariotipo no fue viable debido a contaminacion de la muestra 0 a la ausencia de

células.

Asimismo, se realiz6 el andlisis morfolégico de los 36 casos, el cual
consistio en la evaluacion y conteo celular del frotis de médula ésea sin aditivo
elaborado por el hematélogo y del frotis de la médula ésea en heparina recibida en

el laboratorio para el andlisis cromosomico.

Los resultados se muestran en la Tabla 9, la cual contiene la informacion de
la edad y sexo de cada paciente, el diagnodstico de recepcion, el resultado

citogenético y el subtipo de LMA identificado en cada frotis.
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Tabla 9. Resultados de cariotipo e interpretacion m  orfoldgica de los frotis de médula 6sea sin aditivo y médula 6sea con heparina

Edad

Caso | (afios)/ Dx. de Citogenética Morfologia | Morfologia

Género | recepcion médula médula

Osea sin Osea con

aditivo heparina
1 13/F M4 46, XX, i(11)(g10) [5] / Poliploidia (>50 cromosomas) [5] / 46, XX [15] M4 M4
2 35/F M4 46, XX, del (11)(g23) [6] / 46, XX [14] M4 M4
3 771 F M4 92, XXX [8] / 69, XXX [10] / 46, XX [8] M5 M4
4 17/ F M2 46, XX [22] M1 M1
5 31 /M M1 46, XY [20] M1 NV
6 1/F M7 48-58, XX [10] / Poliploidia (>70 cromosomas) [4] / 46, XX [12] M7 M7
7 29 /M M3 46, XY [24] M3 M3
8 28/ F M3 46, XX, t(15;17)(922;921) [3] / Hipodiploidia (36-43 cromosomas) [12] / M3 M3

46, XX [5]

9 35/ F M3 46, XX, t(15;17)(g22;921) [10] / 46, XX [12] M3 M3
10 31/ F M3 46, XX, 1(15;17)(g22;921) [15]/ 46, XX [10] M3 M3
11 20/ M M2 Hipodiploidia (36-44 cromosomas) [17] /46, XY [5] M4 M1
12 46/ M M4 42-44, XY, -2, -16, -17, -18 [16] / 46, XY [4] M4 M4

F, femenino; M, masculino; NV, no valorable; [ ] nimero de metafases identificadas.

Los subtipos morfolégicos en negritas resaltan los casos sin correlacion entre ambos tipos de frotis.

—
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(Continuacion) Tabla 9. Resultados de cariotipo ei  nterpretacion morfolégica de los frotis de médula 6 sea sin aditivo y médula
OGsea con heparina

Edad /

Caso Sexo Dx. de Citogenética Morfologia | Morfologia

recepcion Médula médula

Osea sin Osea con

aditivo heparina
13 52/ M LAM 46, XY [20] M4 M4
14 45/ F M4 Hipodiploidia (38-44 cromosomas) [13] / 46, XX [12] M4 M5
15 45/ F M5 46, XX [27] M4 M4
16 5/F LAM 45, XX, -7 [6] / 46, XX [20] M7 M5
17 25/ F M3 46, XX, t(15;17)(g22q12) [4] / 46, XY [19] M3 M3
47, XY, +8, t1(15;17)(q22;912) [3] / 46, XY, t(15;17)(q22;912) [7] / M3 M3

18 4/ M M3 46, XY [14]

19 21/ M M2 46, XY [18] M4 M4
20 18/ F M2 46, XX [27] M2 M5
21 13/F LAM 46, XX [25] M6 M6
22 38/ F M2 46, XX [24] M5 M5
23 60/ M M1 46, XY [25] M2 M2
24 35/ F M3 46, XX [22] M3 M3

F, femenino; M, masculino; [ ] niUmero de metafases identificadas.
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(Continuacién) Tabla 9. Resultados de cariotipo e interpretacion morfolégica de los frotis de médula Osea sin aditivo y médula

G6sea con heparina

Edad /

Caso Sexo Dx. de Citogenética Morfologia | Morfologia

recepcion Médula médula

Osea sin Gsea con

aditivo heparina
46, XY, del(5)(q13;933) [7] / 46, XY, del (5)(q13;933), der(15q-) [13] / M4 M5

25 40/ M LAM 46, XY [5]
26 48/ M M2 47, XY, +3 [4] ] 46, XY [20] M5 M5
27 16/ F M3 46, XX [20] M3 M3
28 57/ F M1 46, XX [30] M7 NV
29 ?2/F M2 46, XX [30] M5 M5
30 80/ F M4 vs 46, XX [25] M4 L1
M6

31 21/ M M3 46, XY [26] M3 M3
32 56/ F M4 46, XX [20] M2 NV
33 50/ M M5 46, XY [20] M4 M5
34 67/ M M2 NV M2 M2
35 44/ M LAM NV M6 M6
36 42/ M M2 NV M2 NV

F, femenino; M, masculino, NV, no valorable; [ ] nimero de metafases identificadas.
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* Analisis citogenético

El cariotipo fue viable en el 92% de los casos (33/36 muestras). Dieciocho
pacientes (55%) tuvieron un cariotipo normal y 15 casos (45%) tuvieron

anormalidades cromosémicas. Estos datos se resumen en el Gréfico 4.

Resultados citogenéticos

n= 36

B Cariotipo normal
M Alteraciones cromosdémicas

Sin crecimiento

Gréfico 4. Resultados citogenéticos

En los 15 casos que presentaron anormalidades cromosomicas, las alteraciones
maés frecuentes correspondieron a las hipodiploidias / hiperdiploidias y a la t(15;17)
con un 33% cada una. Los casos ocho y dieciocho con t(15;17) presentaron

hipodiploidia y trisomia 8 adicionaes.

Otras alteraciones halladas fueron: deleciones 5q y 11q, trisomia 3,

isocromosoma 11 y monosmia 7.

El Grafico 5 contiene la informacién del tipo de anormalidades cromosémicas

encontradas y el nUmero de casos en las que se identificaron.

77



Alteraciones cromosomicas identificadas

Isocromosoma

Monosmia

7

Poliploidias

Trisomias

on cromosomica

| No. de casos

7

Deleciones

Alteraci

t(15;17)
. | | | |

0 1 2 3 4 5 6
No. de casos

Hipo/ hiperdiploidias

Gréfico 5. Alteraciones cromosomicas identificadas en los pacientes con LMA.

A continuacion se presentan los cariotipos con alteraciones cromosomicas mas
representativos de este trabajo (Figuras 24-29).
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Caso1 45, XX, -8, der(11)i(11){q10)

Figura 24. Cariotipo del caso 1. Las flechas sefialan las alteraciones cromosomicas
identificadas.
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46, XX, del(11)(q23)

Caso 2

Figura 25. Cariotipo del caso 2 . La flecha sefiala al cromosoma 11 que presenta
pérdida de material genético.
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Caso 16 45, XX, -7

Caso 16 45, XX, -7 Metafase

Figura 26. Cariotipo (arriba) y metafase (abajo) del caso 16. Las flechas sefialan
al unico cromosoma 7 identificado.
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Figura 27 . Cariotipo del caso 18 . Las flechas sefialan la trisomia del cromosoma 8

y los cromosomas 15 y 17 que participan en la traslocacion.
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Figura 28 . Cariotipo del caso 25 . Las flechas sefialan las alteraciones
cromosomicas identificadas.
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Figura 29 . Cariotipo del caso 2 6. La flecha sefala a la trisomia 3.

84



* Analisis morfologico

En cuanto al diagnéstico clinico de recepcion, los subtipos de LMA mas comunes
fueron la M3y la M2 (9 casos cada uno). El subtipo menos comun fue la M7 (1 caso).
No se recibié ningun caso con diagnadstico clinico de MO. En la Tabla 10 se presentan
los subtipos de LMA y el nimero de muestras recibidas con ese diagndstico clinico.

En el caso 30, el diagnostico no estaba claro ya que la solicitud marcaba M4 vs M6.

Tabla 10. NUmero de muestras recibidas por diagndst  ico de recepcion.

. No. de casos . No. de casos
Subtipo o Subtipo .
recibidos con ese recibidos con ese
de LMA . P L de LMA . P o
diagnéstico clinico diagnéstico clinico
LAM 5 M4 7
M1 3 M5 2
M2 9 M6 1
M3 9 M7 1

La celularidad de los frotis de médula O6sea con heparina se evalud
cualitativamente de acuerdo a la cantidad de células observadas durante el barrido
con el objetivo 10X. La celularidad de cada frotis se clasifico en hipocelular, regular e

hipercelular, como se ejemplifica en la Figura 30.
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Figura 30 . Celularidad en el frotis de médula 6sea con heparina, 10x . a)
Hipocelular (Caso 30), b) Regular (Caso 10), c) Hipercelular (Caso 19).

En la Tabla 11, se muestra la distribucién de los 36 casos analizados en este
trabajo respecto a las celularidad encontrada.

Tabla 11. Distribucion de los 36 casos respecto a la celularidad encontrada

Hipocelular

Regular

Hipercelular

Casos

5,6,9, 16, 17, 28, 29,
30, 34, 35, 36

2,3, 8,10, 11, 12, 13,
14, 20, 25, 27, 31

1,4,7,15,18, 19, 21,
22, 23, 24, 26, 32, 33

Total

11

12

13
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En la Tabla 9 se encuentran los resultados del andlisis morfologico de los frotis de
médula 6sea con heparina y los frotis de médula 6sea sin aditivo, el cual se llevo a

cabo empleando mas aumento (100x).

La primera parte del andlisis consistio en determinar la calidad de las muestras de
médula &ésea en heparina para la realizacion del cariotipo, saber si eran
representativas del padecimiento del paciente y contenian células integras y buen

porcentaje de blastos (>20%).

En treinta y dos casos (89%) el frotis de médula 6sea con heparina fue valorable
y en cuatro casos (11%) no fue valorable debido a detritus por mala tincion o a

degradacién celular que impidieron identificar la presencia de blastos y su integridad.

En cuatro casos (30, 34, 35y 36) se considero que la muestra de médula 0sea
con heparina no tenia la calidad adecuada para el analisis citogenético (Fig. 31) ya
gue presentaba los problemas mostrados en la Tabla 12. Los 32 casos restantes
presentaron buena integridad celular, y un buen porcentaje de blastos mieloides que
oscilaron entre un rango de 30-80%. En los casos con subtipo M3, todos los frotis

presentaron promielocitos.

Tabla 12. Muestras para el andlisis citogenético co  n calidad inadecuada

Problema en muestra de médula

Caso
Osea con heparina
30 Blastos de apariencia no mieloide
34 <20% de blastos, abundan neutrofilos
35 <20% de blastos, abundan neutrofilos
36 Degradacion celular
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Figura 31. Calidad inadecuada de muestras de médula  Gsea con heparina. a)
Frotis con degradacion celular, se sefialan con una flecha los restos granulares de células
rotas. b) Frotis que presenta blastos con apariencia no mieloide, probablemente linfoblastos.
c) Frotis en el cual predominan neutréfilos sobre las células blasticas.

En la segunda parte del estudio morfolégico se analizaron los frotis de médula
Osea sin aditivo, lo cual permitié revalorar los casos en los que existié discrepancia
entre el diagndstico de recepcion y el diagndstico identificado en el LAOH por los dos
revisores. En 12 casos (33%) no hubo correlacién entre ambas apreciaciones y los

resultados se muestran en la Tabla 13.
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Tabla 13. Casos en los que no coincide el diagnésti  co de recepcion con el
diagnostico encontrado en el LAOH

Caso Diagnéstico Morfologia frotis de Morfologia frotis
de recepcion médula ésea sin de médula ésea
aditivo con heparina

4 M2 M1 M1
11 M2 M4 M1
15 M5 M4 M4
19 M2 M4 M4
22 M2 M5 M5
23 M1 M2 M2
26 M2 M5 M5
28 M1 M7 NV
29 M2 M5 M5
30 M4 vs M6 M4 L1
32 M4 M2 NV
33 M5 M4 M5

NV, no valorable

Las siguientes imagenes (Figuras 32-35) pertenecen a los frotis de médula 6sea
con heparina (izquierda) y a los frotis de la médula ésea sin aditivo (derecha) de 4 de
los 12 casos anteriores; a excepcion de la figura 38, en la que ambas imagenes
representan los frotis de médula 6sea sin aditivo. En la parte superior se indica el

diagndstico de recepcion y el identificado en el LAOH.
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Caso 4

Diagndstico de recepcion: M2 Diagndstico de el LAOH: M1

Figura 32 . Frotis de médula 6ésea del caso 4. a) Médula 6sea con heparina, blastos
medianos, con escaso citoplasma azurdfilo y sin granulacién. b) Médula 6sea sin aditivo,
monoblastos sin maduracion, escasos granulos en el citoplasma y nudcleo regular.

Caso 15

Diagndstico de recepcion: M5 Diagndstico de el LAOH: M4

M4

a

Figura 33 . Frotis de médula 6sea del caso 15. a) Médula 6sea con heparina,
mieloblasto con un cuerpo de Auer en la parte superior y monoblastos con nucleo hendido en
la parte inferior. b) Médula ésea sin aditivo, mieloblastos medianos en la parte inferior y en la

parte superior monoblastos grandes con nucleo hendido y vacuolas en el citoplasma,
sefialadas por una flecha.
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Caso 26

Diagnastico de recepcion: M2 Diagndstico de el LAOH: M5

Figura 34 . Frotis de médula 6sea del caso 26. a) Médula 6sea con heparina,
monoblastos, nicleo hendido, citoplasma baséfilo y con vacuolas, sefialadas por las flechas.
b) Médula ésea sin aditivo, monoblastos con nudcleo hendido, citoplasma basofilo y sin
granulacion alrededor de un megacariocito, el cual se sefala.

Caso 28

Diagnostico de recepcion: M1 Diagndstico de el LAOH: M7

Figura 35. Frotis de médula 6sea sin aditivo del ca  so 28. a) Médula 6sea sin aditivo,
blastos con prolongaciones citoplasmaticas en la parte inferior derecha, en el centro un
micromegacariocito displasico. b) Médula ésea sin aditivo, megacarioblastos con morfologia
y tamafio variable, citoplasma escaso pero con prolongaciones. Las prolongaciones se
sefialan con una flecha
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De manera adicional, en ocho casos (22%) no hubo correlacion entre la
morfologia del frotis de medula 6sea con heparina y el frotis de médula 6sea sin
aditivo. En el apéndice | se encuentran las imagenes de los frotis de algunos de

estos casos con discrepancia.
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VI. DISCUSION

En relacién a los 36 casos analizados, la mediana de edad al diagndstico fue
de 35 afios. Este valor no concuerda con lo reportado en la literatura (>65 afios)””,
sin embargo se debe considerar que la LMA de novo se desarrolla principalmente en
personas mas jovenes. Los pacientes mayores de 65 afios por lo general padecen
LMA secundaria a quimioterapia, a SMD o0 a un tumor sélido'®. Ademéas hay que
considerar que en este estudio se encuentra incluida una nifia de 1 afio de edad, lo

cual modifica el rango.

La relacion masculino/femenino fue de 0.71. Este dato no concuerda con lo
reportado internacionalmente, ya que se postula que los hombres son mas
propensos a padecer LMA debido a factores ocupacionales’. Sin embargo, es
necesario estudiar un nimero mayor de casos para comprobar esta relacion, ya que
se deben tomar en cuenta factores como el lugar de origen del paciente, exposicion a

cancerigenos y su historia familiar.

El cariotipo fue viable en el 92% de los casos y en la mayoria se obtuvo un
indice mitdtico bajo; es decir, solo una metafase por campo. Obtener el cariotipo en
médula ésea se complica debido a que no es facil reproducir el ambiente medular in
vitro, ademas, las metafases de las clonas leucémicas no tienen buena morfologia en
comparacién con las de las células normales®. Para mejorar el nimero de
metafases, se debe emplear la cantidad adecuada de muestra de acuerdo a su
viscosidad y concentracion celular; la morfologia se puede mejorar goteando las
laminillas sobre un bafio de vapor o hielo de acuerdo a las condiciones de humedad

y temperatura del laboratorio.

A pesar de que no se trabajaron el mismo numero de casos en cada
procesamiento, el cultivo de 72 horas obtuvo los porcentajes méas altos de indice
mitético adecuado y regular. Sin embargo, para neoplasias hematoldgicas

(especificamente LMA) las recomendaciones internacionales dicen que es mejor
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trabajar con los cultivos de menor tiempo, ya que en éstos hay mayor probabilidad de
encontrar metafases de las células leucémicas, que tienen la ventaja

proliferativa®**2°,

El 55% de los casos presenté cariotipo normal, lo cual coincide con lo
documentado en la literatura’®'®. Estos pacientes pueden tener alteraciones no
detectables por cariotipo, por ejemplo en los genes FLT3, RAS, JAK2, etc’®!® . En
estos casos, los andlisis moleculares como FISH (hibridacién in situ con
fluorescencia) o PCR (Sensibilidad 1/1000000)** pueden ayudar a complementar el

diagnéstico debido a que son técnicas mas sensibles que el cariotipo (1/100)*.

La incidencia de alteraciones cromosomicas fue del 45%, el 53% tuvo
anormalidades estructurales, y el resto presentd alteraciones numeéricas. Las
anormalidades mas frecuentes fueron hipo/hiperdiploidias y la t(15;17) con cinco
casos cada una. Las hiperdiploidias y la t(15;17) se consideran de buen prondstico,
mientras que las hipodiploidias confieren un mal pronéstico’ debido a la pérdida de

material genético.

En los casos con el subtipo M3 que tuvieron un cariotipo normal es probable
que la t(15;17) no fuera detectada debido a dilucién de la clona leucémica o a baja
resolucion cromosémica (350-400), ya que este rearreglo implica bandas claras que
no son evidentes si los cromosomas son muy pequefios. Ademas, se han reportado
casos con una fusion submicroscépica de PML-RARa debido a inserciones en otros
cromosomas®!. Para aumentar la resolucién se podrian cosechar los cultivos cuatro
horas antes, en lugar de dos horas como se hizo en este trabajo, favoreciendo la
detencion del ciclo celular en prometafase. Otra alternativa seria tratar los cultivos
con bromuro de etidio, molécula que al intercalarse en el material genético alarga los

cromosomas.

Dentro de las alteraciones del cromosoma 11, se identificaron la del(11923) y
el i(11). La primera se ha reportado en los subtipos M4 o M5 y en este trabajo se

asocio al subtipo M4. La segunda se ha reportado en pocos estudios, principalmente
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en adultos mayores con las variantes M2 y M5; aunque la edad de nuestra paciente
(13 afios) no coincide con lo reportado y esto podria repercutir en el progreso de la
enfermedad, el subtipo M4 encontrado sugiere que el i(11) no se asocia a una
variante especifica de LMA.

En el caso 25 se identificé la del(5q) junto con el subtipo M4, esta alteracion es
de mal prondstico y se asocia a cualquier subtipo de LMA. La trisomia 3 encontrada
en el caso 26 no tiene alguna correlacion con la morfologia, y no se ha reportado en
la LMA, por lo que su prondstico y vinculacion a algun subtipo se desconoce. La
monosomia 7 se identific6 en una paciente de cinco afos con el subtipo M7, sin
embargo, en este subtipo dicha monosomia ha sido reportada de novo
principalmente en adultos'®’**°. El pronéstico de esta alteracién en nifios y adultos es

malo ya que no responden a la quimioterapia®’.

En el 27% de los casos con cariotipos anormales se observaron aberraciones
secundarias, destacando la trisomia 8 y la hipodiploidia adicionales a la t(15;17),
ambas concuerdan con lo reportado internacionalmente y no afectan el buen

prondstico de la M3%813°,

En el estudio cromosomico, la dilucion de la muestra de médula 6sea con el
anticoagulante fue un factor muy importante que influyé en el resultado del cariotipo.
Las celularidad en estas muestras se evalud cualitativamente como: hipocelular,

normal e hipercelular.

Dentro de las muestras que presentaron hipocelularidad, cuatro casos tuvieron
cariotipo normal, este resultado podria ser consecuencia de la dilucion de la clona
leucémica. Los casos 16 y 17 presentaron cariotipos con alteraciones, sin embargo,
la clona tumoral solo fue encontrada en cinco y cuatro metafases, respectivamente,
cuando se analizaron 26 y 23 metafases totales. El caso 9 fue el Unico donde la
hipocelularidad de la muestra no parecié afectar la carga tumoral, ya que se

analizaron 10 metafases con la t(15;17) y 12 metafases normales.
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El aspirado de médula d¢sea fue realizado por hematélogos, quienes por la
complejidad de la extraccion algunas veces mandaron muestras muy diluidas (casos
34-36), lo que impidi6 la viabilidad de los cultivos. Adicionalmente, los casos 30 y 34
son pacientes que por su edad (> 65 afios), la médula 6sea tiene mayor porcentaje
de grasa que de células, lo que puede causar la hipocelularidad de la muestra.
Padecimientos como la LMA M7, cursan con fibrosis en médula 6sea (aspirado
seco), haciendo referencia a este punto, los casos 6, 16 y 28 con morfologia de M7

presentaron marcada hipocelularidad.

En las muestras con celularidad regular se encontraron la mayoria de las
alteraciones, por lo cual se consideran como el mejor tipo de muestras para el
analisis cromosémico, seguramente porque la clona leucémica y las células normales

se encuentran en concentraciones adecuadas para el cultivo.

La mayoria de los casos con cariotipo normal (diez casos) se identificaron en
el grupo de muestras con hipercelularidad. Solo en tres casos se encontré el i(11), la
t(15;17) y la trisomia 3. Es probable que en el cultivo las células normales tengan
ventaja en la division sobre las células leucémicas, las cuales generalmente son

dificiles de crecer in vitro.

En las muestras en las que el porcentaje de blastos fue menor al 20% o habia
degradacion celular, el cariotipo no fue viable. Debido a que los cultivos no fueron
estimulados con algin mitdégeno, es importante que las muestras sean de buena
calidad y que tengan una adecuada cantidad de células vivas que estén dividiéndose
(blastos), ya que esto incrementara el indice mitotico. Especificamente en el caso 30
en el que se encontraron blastos de apariencia linfoide, se debe considerar que la
morfologia celular puede cambiar debido a la heparina, la cual modifica la morfologia

nuclear y las caracteristicas tintoriales del citoplasma y su granulacion.

Respecto al diagnostico de recepcion, se tuvieron mas casos de M2 y M3, lo
cual coincide con lo reportado internacionalmente*’*®, Sin embargo, cuando los dos

analistas de el LAOH realizamos el analisis morfolégico del frotis de médula 6sea sin
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aditivo, seis casos de M2 fueron reclasificados. Por el contrario los nueve casos con
diagndstico de M3 fueron confirmados ya que este subtipo es facilmente reconocible

por morfologia, lo que explica la correlacion.

En todos los casos en los que se identificd el subtipo M7 se encontraron
blastos con prolongaciones citoplasmaticas. Los casos 6 y 17 corresponden a nifios,
lo cual coincide con la mayor incidencia de este subtipo en infantes (7-10%)'%; en los
cariotipos se encontraron hiperdiploidias/poliploidias y monosmia 7 respectivamente;

ambas alteraciones han sido descritas en esta variante'®’

, aunque la monosomia 7 le
confiere un mal prondstico. El caso 28 se trata de un adulto, lo cual confirma que
este subtipo también afecta a personas mayores, su prondstico es malo

independientemente de que el cariotipo fue normal.

Existi6 discrepancia entre el diagnostico de el LAOH y el de recepcion en el
33% de los casos y las entidades que fueron confundidas entre si fueron M2, M4 y
M5. Este alto porcentaje de divergencia se debe a que los subtipos M2 y M4
comparten un componente mielocitico y a su vez, los subtipos M4 y M5 comparten
células monociticas, lo que puede generar la confusion. Esto resalta la importancia
de elaborar vy tefiir correctamente los frotis para tener una buena distribucion celular,

no afectar la morfologia e identificar las estructuras celulares.

En la literatura no existe un estudio en el cual se compare el diagnéstico
morfoldgico de dos lugares diferentes, por ello, los altos porcentajes de discrepancia
encontrados en esta tesis llaman la atencidn. Las caracteristicas celulares a veces
son tan sutiles que solamente son identificadas por ojos muy entrenados y aun asi, el
hematologo mas experimentado puede cometer un error. Es por esto que de la
misma manera en que se revisaron los frotis en este trabajo, es conveniente que
todos los laboratorios cuenten con un sistema de doble revision en donde dos
analistas interpreten un mismo caso y puedan comparar sus observaciones para

emitir un resultado mas confiable.
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VII. CONCLUSIONES

Los estudios citogenéticos y morfolégicos de la LMA se realizaron sobre
muestras de médula 6sea, ya que ésta es un enfermedad medular y alli es en donde

se encuentra la clona leucémica.

Aunque el cultivo de 72 horas presentd los porcentajes mas altos de indice
mitético adecuado y regular, se tienen que mejorar los cultivos de corto plazo ya que

las recomendaciones internacionales los sugieren para este padecimiento.

El cariotipo fue viable en el 92% de los casos, en este trabajé se encontré que
la calidad y celularidad de la muestra de médula 6sea en heparina son factores que
contribuyen a la viabilidad y a la identificacion de alteraciones en el cariotipo. En las
muestras en donde se observd un porcentaje de blastos mayor al 20% y células
integras, el cariotipo fue viable y, en aquellas con celularidad regular se presentaron

la mayoria de las anomalias cromosomicas.

Es por todo lo anterior que se deben cuidar las técnicas de extraccion,
manipulacién, transporte, conservacion y procesamiento del aspirado de médula
Osea para evitar tener muestras diluidas con el anticoagulante o con caracteristicas

inadecuadas para el procesamiento.

La incidencia de aberraciones cromosOmicas fue del 45%, siendo la t(15;17) y
las hipo/hiperdiploidias las alteraciones mas frecuentes. A pesar de que se encontrd
una anomalia cromosémica no reportada en la literatura y otra poco frecuente, se
tienen que analizar un mayor nimero de casos para comprobar su asociacién con la

LMA y su prondstico.

Respecto a la evaluacion de la correlacion entre el diagnostico de recepcion y
el obtenido en el LAOH, se encontré que en un alto porcentaje de los casos (33%)
hubo discordancia. Esta confusion se dio principalmente entre los subtipos que

involucran el mismo tipo de linaje celular, por lo que es recomendable, como se hizo
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en este trabajo, contar con la interpretacion de dos analistas que contrasten sus

resultados y minimicen los errores ocasionados por la subjetividad de la prueba.

En el diagnostico de las neoplasias hematoldgicas, el analisis morfologico del
frotis de médula 6sea se complementa con el estudio citogenético, el cual ayuda a
confirmar el diagnostico, advierte acerca del pronéstico del paciente y del tratamiento
gue se debe administrar. Es por esto que una comunicacibn mas estrecha entre
hematologos y citogenetistas permitira el adecuado manejo del paciente y evitara la

toma de muestras innecesarias en periodos cortos de tiempo.

Con la informacion obtenida de este trabajo se pretende mejorar el indice
mitético de los cultivos implementando el método de conteo celular en camara de
Neubauer y la evaluacion de la viabilidad celular con azul tripano. De esta forma se
espera conocer la cantidad adecuada de muestra que se debe agregar a cada cultivo
para tener el nUmero de células vivas necesarias que permitan incrementar el indice

mitotico.
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VIll. APENDICE

Tabla I. Casos en los que no coincide el frotis de médula 6sea con heparina y el
frotis de médula 6sea sin aditivo

Caso | Diagnéstico | Morfologia del Morfologia del
de frotis de frotis de médula

recepcion médula 6sea Osea con

sin aditivo heparina
3 M4 M5 M4
11 M2 M4 M1
14 M4 M4 M5
16 LMA M7 M5
20 M2 M2 M5
25 LMA M4 M5
30 M4 vs M6 M4 L1
33 M5 M4 M5

A continuacion se presentan las imagenes del frotis de médula 6sea con heparina (a,
izquierda) y del frotis de la médula 6sea sin aditivo elaborado por el hematélogo (b, derecha)
y analizado en LAOH de 4 de los 8 casos con discrepancia en el diagndstico morfologico que

se resumen en la tabla anterior (Figuras I-1V).
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Caso 1l

Figura I. Frotis de médula 6sea del caso 11.  a) Médula ésea con heparina, blastos con
escasa granulacién en el citoplasma. b) Médula ésea sin aditivo, monoblasto con vacuolas
(flecha derecha) y mieloblastos con cuerpos de Auer (flecha izquierda)

Caso 16

M5 M7

Figura Il. Frotis de médula 6sea del caso 16.  a) Médula dsea con heparina, monoblasto con un
nucléolo grande y citoplasma baséfilo, arriba un nacleo desnudo. b) Médula 6sea sin aditivo, blastos
con prolongaciones citoplasmaticas en forma de timén, sefialadas con una flecha.
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Caso 20

Figura Ill. Frotis de médula 6sea del caso 20.  a) Médula 6sea con heparina, monoblasto con
nucleo hendido, citoplasma basofilo y vacuolas. b) Médula dsea sin aditivo, mieloblastos con
granulacion primaria; la flecha indica a uno con un cuerpo de Auer.

Caso 30

e et B

Figura IV. Frotis de médula 6sea del caso 30.  a) Médula dsea con heparina, células pequefias,
homogéneas, sin granulos y con citoplasma escaso. b) Médula 6sea sin aditivo, monoblasto en la
parte superior y mieloblasto con granulacién primaria en la parte inferior.
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