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RESUMEN

La leucemia mieloide aguda (LMA) comprende un grupo heterogéneo de neoplasias
hematolégicas donde la presencia de modificaciones genéticas o epigenéticas afectan
la regulacién del ciclo celular, produciendo un crecimiento y division celular acelerada
acompafado de una inhibicibn de la apoptosis y mecanismo de muerte celular
programada. Dentro de esta patologia se han descrito aberraciones fenotipicas en la
expresion de antigenos, que son detectadas por analisis inmunofenotipico de sangre
periférica (SP) o médula 6sea (MO) mediante citometria de flujo (CF).

En este proyecto, se determind la frecuencia de dichas aberraciones en pacientes con
diagnéstico de LMA que acudieron al Hospital de Especializades CMNSXXI
comprendidos entre 2017-2022, siendo las mas frecuentes la infidelidad de linea
(coexpresion CD7, CD19 y CD56), alteracion en la expresion antigénica
(sobrexpresion de CD123) y asincronia en la maduracion (CD11/CD16) en pacientes
mexicanos con leucemias de novo (LMAN) y secundarias (LMAsec), las cuales con
base en la bibliografia, se relacionan con alteraciones citogenéticas (t8;21, del5, t9;22,
inv6, etc.) y moleculares (TP53, RUNX1, JAK2, FLT3, etc.), por lo que el uso de
pruebas de biologia molecular como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o
la secuenciacion de nueva generacion (NGS), asi como, técnicas citogenéticas como
el cariotipo convencional o de alta resolucién y la hibridacion in situ fluorescente (FISH)
permiten un diagnostico preciso lo que ayuda a determinar la severidad y pronostico
de la enfermedad, asi como, el manejo personalizado del paciente mediante un
tratamiento dirigido hacia dichos marcadores y el seguimiento mediante la deteccion

de enfermedad minima residual (EMR).



ABREVIATURAS

ADN-= Acido desoxirribonucleico

ARN= Acido desoxirribonucleico

CD= Grupo de diferenciacion

CF= Citometria de flujo

CFM= Citometria de flujo multiparamétrica
EMR= Enfermedad minima residual

FAB= Grupo franco-americano-britanico
FISH= Hibridacion fluorescente in vitro
LMA= Leucemia mieloide aguda

LMAN= Leucemia mieloide aguda de novo
LMAsec= Leucemia mieloide aguda secundaria
NGS= Secuenciacion de nueva generacion
MO= Médula 6sea

OMS= Organizacion mundial de la salud
PCR= Reaccion en cadena de la polimerasa

SP= Sangre periférica
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1.- ANTECEDENTES

1.1- HEMATOPOYESIS:

La sangre es un tejido liquido que contiene una serie de células especializadas
esenciales para la supervivencia, las cuales son: los eritrocitos, encargados del
transporte de oxigeno a los tejidos; las plaquetas, que intervienen en la coagulacion y
en la integridad tisular; y los leucocitos, que cumplen funciones de defensa del
huésped, éstos ultimos incluyen varios tipos celulares con funciones especificas: los
granulocitos (neutrofilos, baséfilos y eosindfilos), linfocitos y monocitos. La formacién
de estas células se lleva a cabo mediante un proceso llamado hematopoyesis (figura
1) (Sans, 2001), siendo el mecanismo fisiologico responsable de la formacion
continuada de los distintos tipos de elementos formes sanguineos, manteniéndolos
dentro de los limites de la normalidad en la circulacion, es decir, es un proceso
delicadamente regulado por la interaccidn entre factores de crecimiento y otros
agentes quimiotacticos (figura 3) que mantienen la homeostasis del organismo (Rodak,

2004, p.62).

La hematopoyesis se lleva a cabo en diferentes sitios del organismo dependiendo de
la etapa del desarrollo en la que se encuentre un individuo, iniciando en el saco vitelino
durante el desarrollo fetal, este proceso ocurre de manera extraembrionaria alrededor
de la segunda semana de gestacion (fase mesoblastica). Durante el segundo trimestre,

la hematopoyesis continuara en el higado y bazo (fase hepatica y esplénica), y



Figura 1.

Diagrama general de la hematopoyesis.
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alrededor de la onceava semana de gestacion, la produccion de sangre se dara en la
médula 6sea (MO) que es un tejido blando y graso contenido dentro de los huesos
trabeculares que junto al estroma medular forma el microambiente medular, tienen la
capacidad de anidar, permitir el crecimiento y diferenciacion de las células madre
hematopoyéticas (HSC o CTH) por el resto de la vida (Villalba y Mora, 2017). Este
microambiente medular engloba un conjunto de citocinas, hormonas y diversos tipos
celulares (células endoteliales, linfocitos T, macrofagos, células reticulares y
adipocitos), que brindan soporte fisico y fisiolégico para la formacion de sangre

(Rodak, 2014, p.65).

Figura 2.

Microambiente medular.
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Nota. Imagen tomada de Introduction to bone marrow and hematopoiesis (ankara.edu.tr).


https://acikders.ankara.edu.tr/pluginfile.php/188197/mod_resource/content/0/Introduction%20to%20bone%20marrow%20and%20hematopoiesis.pdf

Figura 3.

Factores de crecimiento involucrados en la hematopoyesis.
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En el adulto, la hematopoyesis se desarrolla en huesos planos, principalmente en
esterndn, vertebras, huesos iliacos y costillas. Cuando la médula 6sea se dafia o
cuando se produce una demanda excesiva de produccion de células sanguineas
nuevas, el higado y el bazo se convierten en zonas de hematopoyesis extramedular.
(Elsevier, 2019), sin embargo, cuando este equilibrio en el microambiente medular se
rompe, da origen a una variedad de condiciones como anemia, SMD que en algunos

casos conllevan al desarrollo de leucemias (Montes, 2019).

1.2 LEUCEMIA

La leucemia es un cancer del tejido hematopoyético que se caracteriza por el aumento
permanente, anormal y desordenado de leucocitos, lo que da lugar a una invasion de
la médula 6sea, lo que impide el desarrollo normal de las células progenitoras, y
consecuentemente una deficiencia de glébulos rojos, plaquetas y glébulos blancos
funcionales. Esto provoca que el organismo quede expuesto a un gran namero de
enfermedades sin posibilidad de que el organismo pueda luchar contra ellas por la

carencia de defensas (DOhner et al., 2015).

La leucemia es consecuencia de cambios genéticos y epigenéticos (mutaciones
puntuales, rearreglos de genes, deleciones, amplificaciones y arreglos en cambios
epigenéticos que influyen en la expresion del gen) en las células hematopoyéticas

precursoras que crea una clona de células anormales que son capaces de proliferar,



pero no se pueden diferenciar en células hematopoyéticas maduras ni sufrir una

muerte celular programada (Labardini, 2016 y Sang, 2020).

Debido a la heterogeneidad de la leucemia y para una mejor comprension de la
misma, es posible clasificarla segun el tipo de célula clonada, velocidad de aparicion y
estado de maduracion celular que predomine, obteniendo asi 4 tipos, siendo la
leucemia aguda linfoblastica, leucemia aguda mieloblastica (mas frecuente), leucemia

mieloide crénica y leucemia linfoide crénica (American Cancer Society, 2016).

Figura 4.

Distribucién de antigenos de superficie durante la hematopoyesis.
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A lo largo del estudio de las leucemias y con la integracion de resultados obtenidos
mediante estudios en citoquimica, inmunofenotipos, citogenética, biologia molecular y
la clinica de los pacientes, ha sido posible mejorar el manejo de estos, ya que estas
herramientas permiten un diagndstico mas preciso y en muchos casos oportuno, lo
gue es importante para el prondstico de la enfermedad, asi como el disefio de un

esquema de tratamiento adecuado para cada tipo de leucemia (Hou y Tiene, 2020).

En este trabajo se abordara exclusivamente a las LMA, las cuales aparecen a cualquier
edad, siendo el tipo de leucemia aguda mas frecuente entre los adultos; este tipo de
leucemia se asocia generalmente con la radiacion como agente causal y se considera
la segunda enfermedad maligna secundaria a quimioterapia anticancerosa (Déhner et

al., 2015y Hou y Tiene, 2020).

1.3 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

La LMA comprende un grupo heterogéneo de neoplasias de células hematopoyéticas
de linaje mieloide (eritrocitos, megacariocitos, neutrofilos, baséfilos, eosindfilos,
mastocitos, monocitos, células dendriticas) que surgen de la expansién clonal de sus
precursores en la médula 6sea, interfiriendo con la diferenciacion celular, lo que
conlleva un sindrome de falla medular. Debido al fallo medular los pacientes cursan

con anemia, neutropenia y trombocitopenia (Rodak, 2014).



Los eventos oncogénicos claves para el desarrollo de LMA son a menudo clasificados
de acuerdo con el modelo de los 2 hits propuesto por Gilliland en el 2001, el cual
supone que para el desarrollo de una LMA se deben asociar al menos 2 tipos de
mutaciones: a) las mutaciones de clase |, que activan vias que confieren ventajas
proliferativas o de supervivencia, y b) las mutaciones de clase Il, que afectan los
procesos de diferenciacion celular y apoptosis, sin embargo, recientemente, con los
estudios de secuenciacion masiva, se ha identificado otro grupo de mutaciones que no
caen dentro de estas categorias, por lo que se encuentran sin clasificar, pero
principalmente incluyen genes implicados en modificaciones epigenéticas (Sang,

2020).

Se pueden distinguir 8 categorias funcionales de genes mutados (figura 5) que dan
origen a este tipo de leucemia al afectar de manera importante el ciclo celular de las

células hematopoyéticas en la médula ésea, las cuales son:

- Factores de transcripcion: RARA (receptor alfa de &cido retinoico), CBF (factor de
union al nucleo), CEBPA (CCAAT/proteina alfa de unién al potenciador), MYC.

- Reguladores epigenéticos: KMT2A (histona-lisina N-metiltransferasa, también
conocida como MLL, leucemia de linaje mixto), TET 2 (translocacion de diez-once).

- Supresores de tumores: TP53 (proteina tumoral p53), WT1 (gen supresor de tumores
de Wilms).

- Reparacion de ADN: TP53.



- Sefalizacion: NRAS (neuroblastoma-RAS), FLT3 (tirosina cinasa 3 relacionada con
FMS).

- Metabolismo celular: IDH (isocitrato deshidrogenasa).

- Conjunto de nucleoproteina: NPM1 (nucleofosmina-1).

- Translocaciones cromosOmicas por yuxtaposicion de una unidad de transcripcion
intacta de un cromosoma a un elemento potenciador de un gen en otro cromosoma,
por ejemplo, en t(14;18), el gen BCL-2 se transloca en el locus de la cadena pesada
de inmunoglobulina (IgH), lo que conduce a la expresién inapropiada de un producto
génico normal de BCL-2, o Formacion de proteinas de fusion quiméricas donde las
translocaciones cromosomicas pueden alterar dos genes diferentes dentro de sus
secuencias de codificacion, lo que lleva a la creacion de una proteina quimérica: la
t(8;21), que resulta de la formacion de gen de fusion RUNX1, o la t(15;17), que lleva al

gen de fusién PML/RAR alfa (Sang, 2020).

Se debe tener en consideracion que la LMA es una enfermedad multifactorial, que
adicionalmente implica la activacion de oncogenes como MLL, MYC, ABL, BCL-2,
RAS, etc., o la formaciéon de genes quiméricos como BCR/ABL, PML/RAR alfa o
AMLI1/ETO. Es importante prestar atencion a la exposicion a derivados del benceno y
a radiaciones ionizantes, asi como a agentes que dafian al ADN como los alquilantes,
es importante el conocimiento de un tratamiento previo para otros tipos de cancer que
pueden provocar el desarrollo de LMA, algunas infecciones por retrovirus como HTLV-

1y 2, finalmente, aquellos padecimientos en los que hay inestabilidad cromosomica



como el Sindrome de Fanconi y el Sindrome de Down (tabla 1) (Sang, 2020 y World

Health Organization, 2016).

Identificar el inicio de una LMA resulta sumamente complicado debido a que cada
persona tiene un umbral sintomatico diferente y por lo tanto su tiempo de busqueda de
atencion médica también lo es. Es posible que se den manifestaciones clinicas muy
sutiles que hayan pasado desapercibidas en estudios meses 0 afios atras. Entre los
criterios mundialmente aceptados para la investigacion de un caso de LMA se requiere
una cuenta de blastos en sangre periférica 0 médula 6sea de al menos el 20% para
considerarse como leucemia aguda, a excepcion de la LMA con t(15;17), t(8;21),
inv(16) o t(16;16), donde la presencia de estas alteraciones confirma el diagnéstico,
ademas de la integracion de la historia clinica del paciente (Infante, Pérez y

Hernandez, 2018).

Actualmente, una de las clasificaciones mas utilizada por su practicidad para LMA es
la propuesta por el grupo cooperativo franco-americano-britanico (FAB)(tabla 3),
especialmente en el momento en el que se detectan los elementos blasticos en sangre
periférica del paciente, por lo tanto estd basada en la morfologia celular, y la
clasificacion mas reciente de la OMS (WHO) del 2016 (tabla 4) que es de gran utilidad
para el manejo clinico de los pacientes, ya que considera a las alteraciones genéticas
y citogenéticas que pueden presentarse, esto al reunir un grupo de expertos en
diferentes areas como son patélogos, hematdlogos, oncologos y genetistas que

integran caracteristicas clinicas, morfoldgicas, inmunofenotipicas, citogenéticas y

10



moleculares para asi actualizar estas clasificaciones (World Health Organization,
2016, Haferlach y Schmidts, 2019 y Labardini, 2016). La clasificacion morfolégica FAB
forma parte de la clasificacion establecida por la OMS como LMA sin otra
especificacion (LMA-NOS), que incluye aquellos casos que no cumplen con los
criterios de inclusién en otros grupos (Merino, Boldi y Ermens, 2018 y World Health

Organization, 2016).

Figura 5.

Categorias funcionales de mutaciones relacionadas con LMA.
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Gracias a los avances en biologia molecular en especial con el uso de la NGS, se han

mejorado tanto los criterios diagndsticos como los prondsticos de cada una de las

entidades que se pueden presentar de LMA, también se han podido incluir otras

entidades su clasificacion gracias a estas técnicas, del mismo modo, en el campo de

la citometria de flujo, el desarrollo y la mejora continua de paneles de anticuerpos

dirigidos contra marcadores antigénicos especificos década tipo celular y estadio de

maduracion (figura 4) ha permitido establecer un diagndstico preciso y con una mayor
rapidez, por lo tanto la citometria de flujo multiparamétrica (CFM) es un método que se

puede aplicar en mas del 90 % de los casos y en comparacion con la PCR a un menor

costo y con menos precauciones al momento de realizar la técnica; adicionalmente,

con una alta reproducibilidad y alta sensibilidad (Triana y Marsan, 2020).

Tabla 1.

Categorias de mutaciones relacionadas con LMA.

Categoria

Genes

Rol en la leucemogénesis
en LMA

Genes mieloides de
transcripcién

Nucleofosmina (NMP1)

Genes supresores

Genes de sefializaciéon

Fusiones de factores de
trascripcion, asi como t (8;21)
(022;22); RUNX1-RUNX1T1,

inv (16)(p13.1g22) o t
(16;16)(p13.1922); CBFB-
MYH11

NPM1

TP53, WT1, PHF6

FLT3, KIT, PTPN11, RAS

Desregulacion transcripcional
y diferenciacién
hematopoyética dafiada.

Localizacién aberrante
citoplasmatica de NPM1 y sus
proteinas de interaccion.

Desregulacion transcripcional
y degradacién por los
reguladores negativos

(oncogenes MDM2 y PTEN).

Ventaja proliferativa sobre las
vias de sefalizacién RAS-
RAF, JAK-STAT y PI3k-AKT

12



Metilacion del ADN DNMT3A, TET2, IDH1, IDH2 Desregulacion de la metilacion
DNAy la produccion de
oncometabolitos.

Modificadores de cromatina ASXL1, EZH2, KMT2A Desregulacion e la
modificaciéon de cromatina y la

fusién dafiada de

metiltransferasas.

Complejo de cohesinas STAG1, STAG2, RAD21, Deterioro de la segregacién
SMC1A, SMC3 cromosomica precisa y
regulacion transcripcional.
Factores de empalme SRSF2, SF3B1, U2AF1, Procesamiento de ARN
ZRSR2 desregulado y patrones de

empalme aberrantes.

Nota. Tabla tomada de Sang, 2020.

Tabla 2.

Clasificacion OMS 2016 de neoplasias hematoldgicas mieloides.

Neoplasias mieloides agudas OMS 2016

LMA con anormalidades genéticas recurrentes Neoplasias mieloides relacionadas con
tratamiento

LMA con t (8;21)(q22;922.1) LMA sin otra especificacion
LMA con minima diferenciacion
LMA con inv (16)(p13.1922) o t (16;16)(p13.1; LMA sin maduracion
022); CBFB-MYH11
LPA con PML-RARA LMA con maduracion
LMA con t (9;11)(p21.3;923.3); KMT2A-MLLT3 LMMA
LMA t (6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214 LA monoblastica y monocitica
LMA coninv (3)(q21.3g26.2) o t Leucemia eritroide pura

(3;3)(q21.3;026.2); GATA2, MECOM

LMA (megacarioblastica) con t Leucemia megacarioblastica aguda
(1;22)(p13.3;013.1); RBM15-MKL1

13



LMA con BCR-ABL Leucemia basofilica aguda

LMA con mutaciones genéticas Panmielosis aguda con mielofibrosis
LMA con NPM1 mutado Sarcoma mieloide
LMA con mutacién bialélica de CEBPA Proliferaciones mieloides asociadas con

Sindrome de Down

LMA con RUNX1 mutado Mielopoyesis anormal transitoria asociada con
Sindrome de Down

LMA relacionada con cambios mielodisplasicos LMA asociada a Sindrome de Down

Nota. Tabla tomada de World Health Organization, 2016

Tabla 3.

Clasificacion de LMA segun la FAB.

Clasificacion de LMA segun la FAB

MO: Leucemia mieloide aguda sin diferenciaciéon

M1: Leucemia mieloide aguda con diferenciacién minima
M2: Leucemia mieloide aguda con diferenciacion

M3: Leucemia promielocitica aguda hipergranular o tipica
M3v: Leucemia promielocitica aguda hipogranular o variante
M4: Leucemia mielomonocitica aguda

M4v: Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia

M5: Leucemia monocitica aguda

M®6: Eritroleucemia

M7: Leucemia megacariocitica aguda

Nota. Tabla tomada de World Health Organization, 2016
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Como se mencioné anteriormente, en la actualidad la CFM es considerada la prueba

diagndstica obligatoria en la caracterizacion de células neoplasicas en un gran namero

de malignidades hematologicas. La CFM es el método diagnostico de eleccion para la
caracterizacion inmunofenotipica de los blastos leucémicos y permite detectar
alteraciones en la expresion de antigenos capaces de diferenciar células
hematopoyéticas normales de células neoplasicas, siendo esto de gran utilidad para
el monitoreo de EMR. Adicionalmente, los resultados obtenidos mediante CF, permiten
una orientacion sobre que pruebas moleculares y/o citogenéticas deben solicitarse con
el propdsito de llevar un correcto seguimiento de estos pacientes (Yu y Zheng, 2017).
La caracterizacion de aberraciones fenotipicas utilizando CFM es un factor clave para
el prondstico y el manejo terapéutico de los pacientes con LMA, del mismo modo es
orientativo para la solicitud de pruebas de biologia molecular y/o citogenéticas para la
clarificacion de los genes afectados de manera precisa 0 si existen alteraciones
cromosOmicas conocidas, asi como aquellas que se puedan integrar a las
clasificaciones ya existentes que se encuentran en constante actualizacién (Merino,

Boldu y Ermens, 2018).

Actualmente la incidencia de las LMA a nivel mundial reporta entre cinco y ocho casos
nuevos por cada millén en menores de 15 afios, mientras que la tasa anual en Ciudad
de México es de 8.18 casos por millon, siendo la leucemia aguda promielocitica (LMA
M3) la LMA mas frecuente, con una incidencia de 25.3% y con un predominio del

género masculino de 57.1% (Laura et. al., 2021).
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1.4 ABERRACIONES FENOTIPICAS EN LMA:

Basicamente, las aberraciones fenotipicas son aquellas situaciones en las que

marcadores antigénicos distintos al linaje original de las células neoplasicas o

leucémicas se presentan o cuando se altera la secuencia de expresion de estos

marcadores. Estas aberraciones son producto de defectos genéticos o cromosémicos,

ya sean heredados o adquiridos (World Health Organization, 2016).

En general, estos inmunofenotipos aberrantes pueden ser:

Infidelidad de linaje o coexpresiéon de antigenos asociados a otro linaje: Es un
fendbmeno donde existe una expresion anormal de antigenos que no pertenecen
a la linea celular de interés, generalmente se relacionan con prondsticos
desfavorables (Shahni et al. 2018, y Abdulateef 2014).

Ausencia de expresion de antigenos especificos de linaje: Hace referencia a la
pérdida de antigenos correspondientes a estadios de maduracion especificos

(Chen, 2017).

Alteracion de la expresion de antigeno: Las células leucémicas pueden
presentar una expresion aberrante, ya sea por sobreexpresion, menor
expresion o expresion parcial de cierto antigeno por célula (Chen, 2017).

Asincronismo madurativo: Una expresion sin sincronia de antigenos que
pertenecen a estadios inmaduros son coexpresados con antigenos presentes

en estadios mas maduros (Khakhlari et al., 2017).
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- Fenotipo ectopico: Presencia de células con fenotipo no presente en ese tipo
de muestra en condiciones normales (Hrusak y Porwit, 2020).
- Caracteristicas anormales de tamafio y complejidad interna de la poblacion

celular (Hrusak y Porwit, 2020).

En la tabla 1 no se incluyen aquellas leucemias agudas de linaje ambiguo y sus
subtipos, sin embargo, son de gran importancia debido a que existen casos donde hay
mas de 1 linea celular, las cuales pueden presentar patrones inmunofenotipicos
independientes que se pueden interpretar como una aberracion fenotipica en 1 sola

linea (Escors et al., 2016 y Cuellar et al., 2020).

Con base en numerosos estudios, se ha estimado que en cerca del 75% de los casos
de LMA se presenta al menos un tipo de fenotipo aberrante al diagndéstico (Soriano et
al., 2014), en estudios procedentes de otros paises se ha reportado que la asincronia
en la maduracion y la infidelidad de linea es la aberracion fenotipica mas frecuentes

en LMA (57 % y 51.8% respectivamente) (Jaddaoui, 2022).

1.5 ALTERACIONES CITOGENETICAS Y MOLECULARES

Aunque los estudios morfoldgicos, citoquimicos, inmunolégicos, citogenéticos y
moleculares aportan informacion para el diagnostico de la LMA, en los ultimos afios
los biomarcadores con base molecular proporcionan una mejor definicion del

diagnostico, tienen mayor relevancia para el pronéstico y son importantes en la
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evaluacion de la respuesta terapéutica (Papaemmanuil E., et al., 2016 y Estey E.H.,

2018).

Infidelidad de linea.

El antigeno CD7 es una glicoproteina integrada en la membrana con un peso
molecular de 40 kDa. Se expresa en una etapa temprana de ontogenia de linaje T,
durante la formacion protimocitica extratimica. La expresion de CD7 persiste durante
la diferenciacion de linfocitos T, lo que define al CD7 como marcador pan-T. Su
expresion esta relacionada con la activacion de linfocitos T, tiene un dominio

citoplasmatico que se une a la fosfoinositol 3 kinasa (Janeway, 2002).

Un estudio de hibridacion en células somaticas permitid saber que el gen de este
marcador se encuentra en el cromosoma 7. La expresion aberrante de CD7 que se
asocia a linfocitos T en pacientes con LMA es la aberracion mas frecuente en LMA. La
presencia de esta aberracion afecta al pronéstico clinico, el tiempo de remision y la
supervivencia (Hassan, 2022). Esta expresion se relaciona con mutaciones en los
genes RAS y RUNX, con t(8;22) provocando una desregulacion transcripcional y de la
diferenciacion hematopoyética (Lv, 2021). El resultado final de la proteina quimérica
generada provoca supresion de algunos genes promotores, localizacion fuera del
microambiente nuclear normal y, por tanto, la imposibilidad para su union con otros
factores hematopoyéticos y reduccion de su movilidad, lo que afecta la diferenciacion

mieloide y predispone a nuevos eventos leucemogeénicos (Garrote, 2018).
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Respecto al antigeno CD19 se sabe que es una glicoproteina de membrana que se
encuentra en los linfocitos B y tiene la funcion de amplificar la fuerza y duracién de las
sefales del receptor de antigenos de células B (BCR). Su expresion aberrante en LMA
se relaciona con (8;21)(g22;922), sin embargo existen casos donde esta translocacion
no se presenta pero hay coexpresion de CD19. Se considera que esta relacionada con

un pronastico favorable de la enfermedad (Shahni et al. 2018).

El CD56 es una isoforma de la molécula de adhesion celular neural (N-CAM). El
antigeno CD56 se expresa moderadamente en una subpoblacion de linfocitos
granulares grandes de sangre periférica y en todas las células con actividad citolitica
natural (NK). También se expresa en subgrupos de linfocitos T. Su expresion aberrante
en LMA se puede relacionar con el reordenamiento 11923/ KMT2A (lisina
metiltransferasa 2A). El gen KMT2A comparte un alto grado de homologia con el gen
trithorax de la droséfila y codifica una histona metiltransferasa que actia como
regulador epigenético de la transcripcion. Esta alteracion implica un prondstico

desfavorable (Shahni et al. 2018).

En pacientes con LMA t (8;21) se reconoce un prondstico favorable, sin embargo,
algunos pacientes decaen rapidamente dentro los primeros meses a partir del
diagnoéstico a pesar de la quimioterapia, estos pacientes con resultados adversos
llegan a presentar diferentes indicadores que reflejan el prondstico de su padecimiento,
como son aberraciones citogenéticas adicionales, leucocitosis, expresion de CD19 y

CD56 con manifestaciones extramedulares (Ortolani, 2016).
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Alteracién en la expresion antigénica.

Una de las diferencias entre los progenitores normales y los blastos leucémicos es su
sensibilidad a los factores de crecimiento hematopoyéticos. Se sabe que la subunidad
alfa del receptor de IL-3 (CD123) se sobre expresa en blastos leucémicos mientras
que en células CD34+CD38- se mantiene en niveles normales, esto debido a una
mutacion en el gen FLT3 que provoca su sobreexpresion en los blastos. La interleucina
3 es una citoquina producida por linfocitos T CD4+, que tiene, entre otras funciones, la
capacidad de promover la proliferacion de células hematopoyéticas como colonias
eritroides, mieloides, megacariociticas y linfoides, del mismo modo estimula la

proliferacion de mastocitos y su liberacion de histamina (Al-Mawali et al., 2016).

Gracias a los ensayos clinicos con anticuerpos monoclonales con propésito
terapéutico, donde estos anticuerpos anti-CD123 conjugados son dirigidos hacia las
células que sobreexpresan este marcador. El talacotuzumab es un anticuerpo
monoclonal que activa a células NK y por lo tanto promueve la lisis celular (Bras et al.,

2019 y Buckley, 2015).

Asincronia en la maduracion

Se han reportado diferentes tipos de asincronia que involucran la presencia de
antigenos de etapas inmaduras como CD117+/CD34+ y marcadores de etapas

maduras como CD11c, CD15, CD65, etc. Para esta aberracion estan asociadas
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alteraciones cromosomicas que involucran genes como que regulan la maduracion y
diferenciacion celular como t(8;21) y t(15;17), implicando un prondstico favorable
cuando solo hay una alteracién en una sola linea celular, el pronostico se vuelve mas
desfavorable conforme se afectan mas lineas celulares (Papaemmanuil E., et al.,

2016).

Caracteristicas anormales

Cambios en el tamafio y en la granularidad o complejidad de los blastos leucémicos
pueden ser controlados por genes como ATRIX, JAK2, CBF, CEBPA, etc., que estan

implicados en diferenciacién y maduracion celular (Al-Mawali et al., 2016).

Pérdida de marcadores

La pérdida de CD34 se relaciona con mutaciones en el gen NPM1 (Pianigiano, 2022).
Diferentes estudios in vitro y algunos escasos estudios clinicos han demostrado
asociacion entre la expresion de CD34 y resistencia a la apoptosis y mdltiples
medicamentos de quimioterapia, por lo que se hace muy importante la exploracion
clinica de esta variable como factor prondstico en pacientes con LMA (Cardenas y

Yhonny 2016).
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢, Cudles son las frecuencias de las aberraciones fenotipicas en pacientes con
leucemia mieloide aguda y las mutaciones o alteraciones cromosomicas relacionadas

con estas?

3. HIPOTESIS:

Actualmente se definen diferentes tipos de aberraciones fenotipicas dentro de la LMA,
las cuales se relacionan con el origen, evolucion y pronostico de estas, del mismo
modo existe evidencia documentada de que estas aberraciones son producto de
cambios a nivel molecular como son mutaciones en genes especificos o alteraciones
cromosémicas que estan involucradas en el control del ciclo celular de células

hematopoyéticas y del microambiente medular.

4. OBJETIVO GENERAL:

Determinar la frecuencia de fenotipos aberrantes en pacientes con diagnéstico de LMA
qgue acuden al departamento de Hematologia Especial del Hospital de Especialidades
Siglo XXI, la diferencia entre aquellas LMA de novo y secundarias, asi como relacionar
con la evidencia de mutaciones o alteraciones cromosOmicas reportadas en la

literatura.
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4.10OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Comparar frecuencias obtenidas de LMAn y LMAsec y conocer si hay diferencia
significativa entre ellas.
- Relacionar las mutaciones o alteraciones citogenéticas reportadas en la

literatura con las aberraciones fenotipicas encontradas en este estudio.

5. METODOLOGIA:

El tipo de estudio fue Retrospectivo, Observacional y Longitudinal, donde los datos
incluyeron la informacién de un periodo de 5 afios, a partir del afio 2017 hasta
noviembre del 2022, y de Revision bibliografica con ayuda de buscadores cientificos
como PubMed, Science Direct, Web of Science, Scopus y Scielos, buscando
mutaciones o aberraciones cromosémicas relacionas con LMA debido a que no se
cuenta con resultados de biologia molecular o citogenética para realizar una

comparacion directa.

Criterios de inclusion:

- Pacientes que obtuvieran un diagnostico de LMA sin distinguir entre los

diferentes tipos segun la clasificacion FAB.

- Sexo y edad indistintos.
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- Pacientes con alguna enfermedad concomitante, siempre que cuenten con un

inmunofenotipo al diagndstico.

Criterios de exclusion:

- Pacientes con algun otro tipo de leucemia.
- Resultados de afios anteriores al 2017 debido a que no se contaba con la

estandarizacion por parte del grupo Euroflow

Criterios de eliminacion:
- Resultados incompletos, en especial aquellos que no reportan marcadores de

linea especificos.

Célculo del tamafio de muestra:

Se utilizé la férmula para una poblacién finita de observaciones:

NZ2%pq . (327)(1.96)%(0.75)(0.25)
n=—— ; =
d2(N-1)+Z2%pq

= (005)2(326)+(1.96)2(0.75)(025) 153.74

El célculo se realizo con el dato de 75% de prevalencia de aberraciones en LMA.
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Tabla 4.

Tabla de operalizacién de variables.

VARIABLE

DEFINICION CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

TIPO DE VARIABLE

UNIDAD DE MEDIDA

FRECUENCIA DE
ABERRACIONES
FENOTIPICAS

TIPO DE LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA

TIPO DE
ABERRACION
FENOTIPICA

TIPO DE
ALTERACION
GENETICA

Nimero de componentes dentro de
un intervalo con cierta distribucion

Basado en el inmunofenotipo existe
una clasificacion desarrollada por el
grupo FAB que consta de 7 tipos de
LMA

Las

anormalidades fenotipicas incluyen la
expresion de antigenos de un linaje
diferente, la ausencia o}
sobreexpresion de un antigeno
comunmente expresado, la
coexpresién de antigenos presentes
en diferentes estadios de maduracion
y la presencia de fenotipos nunca
presentes en médula 0sea

Las LMA son causadas por defectos
genéticos que impiden que el ciclo
celular se desarrolle de manera
normal y equilibrada dentro de la
médula ésea, estos defectos pueden

Porcentaje de pacientes
que presentan cierta
aberracion fenotipica con
respecto al total de
pacientes diagnosticados
con LMA.

Tipo de LMA
diagnosticada con base
en el inmunofenotipo
resultante.

Dependiendo de los

marcadores antigénicos
presentes en el
inmunofenotipo, se

determina si es
coexpresion,
sobreexpresion o si hay
asincronia en la
maduracion celular.
Alteracion genética o
cromosOmica que
potencialmente esta
relacionada con el
inmunofenotipo resultante
en estos pacientes y que

una

CUANTITATIVA
CONTINUA

CUALITATIVA
NOMINAL

CUALITATIVA
NOMINAL

CUALITATIVA
NOMINAL

PORCENTAJE

MO: Sin diferenciacion
M1: Sin maduracién
M2: Con maduracién

M3: Promielocitica
M4: Mielomonocitica
M5a o M5b:
Monoblastica
M6: Eritroleucemia
M7: Megacarioblastica
Relacionada con SMD

INFIDELIDAD DE LINEA

ASINCRONIA DE
MADURACION

PERDIDA DE
EXPRESION

SOBREEXPRESION
MUTACION
DELECION

TRANSLOCACION
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EDAD

SEXO

ser a nivel de mutaciones o defectos

cromosémicos.

Tiempo transcurrido  desde
nacimiento del individuo.

Caracteristicas del individuo que lo
permite catalogar como hombre o
mujer.

el

se relaciona con
aberraciones fenotipicas.
Afios cumplidos desde la
fecha de nacimiento
hasta la fecha del
diagnéstico.

Dato proporcionado
durante la solicitud de
estudio y diagnostico.

CUANTITATIVA
DISCRETA

CUALITATIVA
NOMINAL

INVERSION

ANOS

FEMENINO

MASCULINO
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Figura 6.

Diagrama del flujo de trabajo.

4 CONTRUCCION DE BASE DE DATOS )
* A partir de pacientes con diagndstico de LMA.
» Comprendidos entre 2017-2022.
* Estratificacion en 2 grupos: LMA de novo y LMA
secundaria.
- J
4 CALCULO DE FRECUENCIAS )
 Calculadas para la poblacion total, LMA de novo y LMA
secundarias.
* Uso de hoja de calculo Excel 2012 y programa SPSS.
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Se reunid una base de datos de pacientes con diagnostico de LMA que cuentan con
inmunofenotipo realizado en el laboratorio de Hematologia Especial mediante

citometria de flujo del Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Una vez que la base de datos ha sido completada, se aplico la prueba de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov dado que el tamafio de la poblacién de estudio es mayor a 50
datos, demostrando que los datos que componen este estudio siguen una distribucion

no paramétrica (p=0.02).

Los resultados recopilados fueron estratificados en aquellos casos de LMA de novo y
aguellos casos de LMA secundaria. En el grupo de LMA sec. se incluyeron resultados
de pacientes que presentaron una neoplasia primaria distinta a leucemia, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia mieloide crénica, aguellos con un diagndstico previo de
sindrome mielodisplasico o que ya se han sometido a algun tratamiento oncoldgico
gue en algunos casos provoca mutaciones o alteraciones cromosémicas secundarias
gue promueven el desarrollo de un segundo cancer. Con estos datos se realiz6 el
calculo la frecuencia y frecuencia relativa de las aberraciones fenotipicas como
infidelidad de linea, asincronia de maduracion, pérdida de expresion, sobreexpresion
de marcadores y alteracion en la expresion de marcadores, que se pueden presentar

en la poblacion de trabajo, asi como por cada grupo LN y LS.
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Para la presentacion de resultados se construyeron poligonos de frecuencia de la
poblacidon total, pacientes con LMA de novo y pacientes con LMA secundaria,
posteriormente se utilizé la herramienta estadistica Chi cuadrada como método de
comparacion de frecuencias que no siguen una distribucion normal o paramétrica entre

los grupos LMA novo y LMA sec usando el programa IBM SPSS Statistic 29.0.0.0.

Respecto a la busqueda de mutaciones o alteraciones cromosomicas, al ser solamente

una parte de revision bibliografica no se realizé alguna comparacion estadistica.
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7. RESULTADOS

Se reunieron 324 resultados de pacientes con diagndstico de LMA con una edad

promedio de 54 afios (2-95 afios), donde 163 fueron mujeres con una edad media de

54 afios (16-95 afos) y 161 fueron hombres con una edad media de 56 afios (2-92

afos), obteniendo las siguientes frecuencias de aberraciones fenotipicas:

Figura 7.

Frecuencias de aberraciones fenotipicas para la poblacién total y los grupos LMA novo y LMA sec.

60%

50%

40%

FRECUENCIA DE ABERRACIONES FENOTIPICAS EN LMA

<
o
2
Y 30%
(@]
w
-4
v 20%
10% I I I
0% = — . —— -
Infidelidad de | Alteracién en . , Caracteristicas Ausencia de Sin
. L. Asincronia .
linea la expresion anormales marcadores alteraciones
B LMA TOTAL 48.15% 42.90% 14.20% 9.57% 0.93% 23.01%
LMA Sec. 47.13% 33.33% 41.38% 5.75% 2.30% 21.84%
¥ LMA Novo 48.52% 46.41% 4.22% 10.97% 0.42% 23.63%
B LMA TOTAL LMA Sec. mLMA Novo

Nota: Calculos realizados con programa IBM SPSS Statistic 29.0.0.0.

Con base en las frecuencias de las aberraciones fenotipicas obtenidas se hizo una

busqueda bibliografica en buscadores académicos de aquellas mutaciones o
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alteraciones cromosomicas relacionadas con las distintas aberraciones fenotipicas,

obteniendo la siguiente informacion:

Tabla 7.

Alteraciones genéticas y cromosémicas relacionadas a aberraciones fenotipicas.

ABERRACION
FENOTIPICA

MUTACION

ALTERACION
CITOGENETICA

Infidelidad de linea
(Co CD7,19,5
6)

Alteracién de la
expresion
(CD123brillante)

Asincronia en
maduracién

Caracteristicas
anormales (Tamafio y
complejidad)

Pérdida de
marcadores (-CD34)

LMA sin alteraciones

CEBPA, NPM-1, MLL, CBL (Janeway,
2002)

FLT3, DNMT3A, TET2, IDH1, IDH2,
DDX41 (Al-Mawali et al., 2016)

RUNX1, NRAS, FLT3, CEBPA, BCR-
ABL, UTX, EZH2, CBL, PTEN, GNAS
(Papaemmanuil E., et al., 2016)

ETV6, RUNX1, NRAS, JAK2 (Al-Mawali
et al., 2016)

Mutaciones en el brazo largo del
cromosoma 1 (Pianigiano, 2022)

TET2, GNAS, ASXL1, DNMT3A, NMP1,
TP53, KRAS, KMT2A, CBF (Janeway,
2002)

1(8;21) (g22; g22), del5, -5,
t(5q) (Janeway, 2002)

+21, 1(8;21) (g22; 922), 1(9;22)
(Papaemmanuil E., et al., 2016)

+21 (Janeway, 2002)

+1/+1q (Al-Mawali et al., 2016).

-7, +8, 50-, 1(8;21) (922; g22),
1(9;22), 1(9;11), inv(6), t(8;14),
t(11;14) (Janeway, 2002)

Nota: Revision bibliografica.

8. ANALISIS DE RESULTADOS

Inicialmente se observé que la proporcién de hombres y mujeres en este trabajo fue
de 1:1 con una edad promedio de 54-56 afios, sin embargo, el célculo de las

frecuencias de las aberraciones fenotipicas solamente se realiz6 para los grupos LMAN
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y LMAsec sin tomar en cuenta edad y género. Adicionalmente, para conocer si existe
o no diferencia significativa entre la frecuencia de las diferentes aberraciones
fenotipicas en LMANn y LMAsec se utilizo la prueba estadistica Chi cuadrada, fijando

gue hubo diferencia significativa con un valor de p<0.05.

Las aberraciones fenotipicas con mayor frecuencia en ambos grupos fueron la
infidelidad de linea, en donde el grupo LMAnN la presento con mayor frecuencia, sin
embargo, no hubo diferencia significativa entre grupos (x%=0.0497, p=0.772), donde
la coexpresion de CD7 (Linfocito T), CD19 (Linfocito B) y CD56 (Natural Killer) fueron
los marcadores mas frecuentes, los cuales estan relacionados con un prondstico
desfavorable (Lee, 2019, Raza, 2022 y Sousa et al., 2020), en esta aberracion se
encuentran implicadas alteraciones genéticas que participan en el proceso de
diferenciacion celular como aquellas en NPM1, MLL y CBL, y alteraciones
cromosomicas como t(8;21) (922; g22), del5, -5, t(5q) (Porwit-MacDonald, 2020); la
alteracion en la expresion de marcadores donde predomind la sobreexpresion de
CD123 (subunidad del receptor de IL-3) en la que se observa diferencia significativa
de las frecuencia entre grupos (x*=4.4448, p=0.041) siendo mas frecuente en LMAn
y que también se asocia a un prondstico desfavorable siendo importante su oportuna
deteccién por CFM o buscando mutaciones en el gen FLT3; finalmente la asincronia
en maduracién en 1 o0 mas lineas celulares en la que también se encontrd diferencia
significativa entre grupos (¥?=7.2137, p=0.001), siendo la aberracién fenotipica

predominante en LMAs, esta aberracion indica un prondstico intermedio si solo hay
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una linea celular afectada, sin embargo, el prondstico se vuelve desfavorable cuando
hay mas de 2 lineas afectadas debido a la acumulacion de mutaciones y defectos que
se desarrollan en el SMD o por el tratamiento para distintos tipos de cancer
hematolégicos y no hematoldgicos, debido a esta heterogeneidad de causas, la

cantidad de genes implicados es muy grande (Al-Mawali et al, 2016).

Las aberraciones con menor frecuencia fueron la presencia de caracteristicas
anormales, que implican el tamafio celular y su complejidad, donde la hipogranularidad
fue la aberracion mas frecuente, aunque se presenté con mayor frecuencia en LMAN
no se observé una diferencia significativa entre ambos grupos (x%=2.0066, p=0.201);
en este caso intervienen mutaciones en ETV6, RUNX1, NRAS, JAK2, asi como
algunas alteraciones estructurales en el cromosoma 21 en casos raros; Yy la pérdida de
marcadores donde la ausencia de CD34 fue la méas frecuente en LMAs sin haber
diferencia significativa entre grupos (x¥?=0.0318, p=0.459), cualquier alteracion en el
brazo largo del cromosoma 1 implicara la pérdida o la alteracion de la expresion de
esta molécula de adhesion indispensable para la hematopoyesis medular, ambos tipos
de aberraciones se relacionan con prondsticos intermedios (Lee, 2019 y Marsan et al.,

2015).

Finalmente, no hubo diferencia significativa en la frecuencia de aquellos pacientes con

LMA sin aberraciones fenotipicas en cada grupo (x%=0.1147, p=0.735), para este

grupo, las mutaciones que comparten las LMA comprenden entre otras a TET2, GNAS,
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ASXL1, DNMT3A, NMP1, TP53, KRAS, KMT2A, CBF, etc., y -7, +8, 50-, t(8;21) (g22;
g22), 1(9;22), t(9;11), inv(6), t(8;14), t(11;14), etc., como alteraciones cromosomicas

mas comunes en esta enfermedad (Lindsley et al., 2016 y Pinheiro et al., 2020).

Es importante recordar que, asi como es posible encontrar mas de una aberracion
fenotipica al mismo tiempo dentro de la poblacion blastica en una LMA, cuando se
habla de factores genéticos y citogenéticos, pueden coexistir multiples alteraciones
moleculares al mismo tiempo y que son las causantes de estas aberraciones. La
combinacion de mutaciones y alteraciones cromosomicas sirven como método de

clasificacion en grupos de riesgo dentro de las LMA (Llimpe, 2021 y Newell, 2021).

El avance tecnolégico ha permitido el desarrollo de pruebas cada vez mas sensibles y
rapidas, por lo que se puede hacer uso de gPCR o PCR anidada en formato multiplex
con kits que incluyen primers dirigidos hacia las mutaciones y defectos cromosémicos
MAs comunes, si se requiere una busqueda mayor o abarcar una mayor cantidad de
genes se recurre a los microarreglos que contienen las sondas para detectar estas
secuencias de interés en un soporte solido, y finalmente, en los casos donde no se
conoce con certeza la mutacion de interés pero se conoce su ubicacion en el genoma,
se recurre a la secuenciacion ya sea capilar o de nueva generacion que utiliza la PCR
en puente, conociéndose también como secuenciacion por sintesis, la cual como su
nombre lo indica va a leer la secuencia de los pares de bases dentro del &cido nucleico
que se trabaja. Por otra parte, mediante CFM espectral es posible la deteccion de

proteinas y de acidos nucleicos mediante su tincidbn con anticuerpos monoclonales
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dado que esta metodologia supera en sensibilidad y especificidad a la CFM

convencional.

Es importante el conocimiento de aberraciones fenotipicas y su relaciébn con
mutaciones en genes encargados de regular el ciclo celular, alteraciones
cromosomicas que provocan la perdida de regiones completas de genes o la formacion
de genes de fusion, asi como conocer que existen diferentes formas en que estas
alteraciones se hacen presentes como el splicing de ARN, proliferacion celular, muerte

programada y factores epigenéticos.

9. CONCLUSIONES

Se calcularon las frecuencias de las aberraciones fenotipicas presentes en los
pacientes con LMA que acuden al Hospital de Especializades CMNS XXI, donde se
encontrd que las aberraciones fenotipicas se presentan con la misma frecuencia tanto
en LMAny LMAs, con excepcion de la asincronia en maduracion que es mas frecuente
en LMAs debido a la acumulacion de mutaciones durante el avance de SMD o de otro
tipo de cancer a LMA, siendo de gran utilidad para evaluar el pronéstico y el tratamiento

de estos pacientes.

En cuanto a las alteraciones genéticas relacionadas con las aberraciones encontradas,
tienen un valor prondstico intermedio y pobre, teniendo en cuenta que entre mayor

namero de aberraciones se presenten, la cantidad de alteraciones genéticas también
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lo hace, por lo que el manejo de cada paciente sera distinto, por lo tanto, el hacer uso
de diferentes herramientas diagndsticas se vuelve una necesidad al momento de

detectar un caso de LMA.

Las pruebas moleculares resultan mucho menos invasivas que una extraccion de
médula ésea, resaltando que la solicitud de este tipo de muestras es parte del
seguimiento al paciente y por lo tanto implica tomas de muestra periédicas, sometiendo

al paciente a niveles altos de estrés.
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