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RESUMEN

Objetivo: EIl presente trabajo tuvo como objetivo describir caracteristicas diagnosticas de
pacientes con leucemia promielocitica aguda (LPA) en el INEN durante el periodo 2010-2017.
Meétodo: Para el presente estudio descriptivo, retrospectivo de corte transversal y de disefio no
experimental, se reviso un total de 229 historias clinicas de pacientes diagnosticados con LPA del
INEN dentro del periodo de estudio sefialado. Resultados: Entre los hallazgos, a nivel
inmunofenotipico, los marcadores mas frecuentes fueron CD13 (99.5%), CD45 (94.7%), CD117
(92.6%), CD33 (91.5%), MPO (82.4%) y CD15 (75.5%); los menos frecuentes fueron HLA-DR
(31,4%), CD64 (31,4%), CD34 (29.3%), CD11b (27.7%) y CD38 (25.5%). Se evidencio
marcadores aberrantes CD56 y CD2 con una expresion del 22.9% y 16.5%, respectivamente. A
nivel citogenético, solo el 49.5% presentaron t(15;17) aislada, el 19.3% presentaron
adicionalmente ACA, s6lo 02 casos (1.8%) variante compleja de la t(15;17). La alteracion
citogenética numerica mas frecuente fue la trisomia 8 con una tasa de expresion del 28,6%;
mientras que la alteracion estructural mas frecuente fue la adicion cromosémica (add) cuya tasa
fue de 28,6%. A nivel molecular, el 64,2% (147/229) de los casos expresaron por RT-PCR el gen
PML-RARa, 57,8% expreso el transcripto Ber-1 (isoforma L), 8.2% Bcr-2 (isoforma V), y 31.9%
Ber-3 (isoforma S). Conclusion: La LPA es una “emergencia médica”, por consiguiente, el
oportuno y preciso diagndstico es de vital importancia para una deteccion temprana, estadificacion
de la enfermedad, tratamiento dirigido y seguimiento del impacto pronéstico en este grupo de

pacientes.

Palabras claves: leucemia promielocitica aguda, trisomia, adicion cromosémica, gen

PML-RARGa, transcripto.
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ABSTRACT

Objective: The objective of this work was to describe diagnostic characteristics of patients with
acute promyelocytic leukemia (APL) at the INEN during the period 2010-2017. Method: For this
descriptive, retrospective cross-sectional study with a non-experimental design, a total of 229
medical records of patients diagnosed with ALI from the INEN within the indicated study period
were reviewed. Results: Among the findings, at the immunophenotypic level, the most frequent
markers were CD13 (99.5%), CD45 (94.7%), CD117 (92.6%), CD33 (91.5%), MPO (82.4%) and
CD15 (75.5%); the least common were HLA-DR (31.4%), CD64 (31.4%), CD34 (29.3%), CD11b
(27.7%) and CD38 (25.5%). Aberrant markers CD56 and CD2 were evident with an expression of
22.9% and 16.5%, respectively. At the cytogenetic level, only 49.5% presented isolated t( 15;17),
19.3% additionally presented ACA, only 02 cases (1.8%) complex variant of t(15;17). The most
frequent numerical cytogenetic alteration was trisomy 8 with an expression rate of 28.6%; while
the most frequent structural alteration was chromosome addition (add), whose rate was 28.6%. At
the molecular level, 64.2% (147/229) of the cases expressed the PML-RARa gene by RT-PCR,
57.8% expressed the Bcer-1 transcript (isoform L), 8.2% Bcr-2 (isoform V), and 31.9% Bcr-3
(isoform S). Conclusion: APL is a “medical emergency”, therefore, timely and accurate diagnosis
is of vital importance for early detection, staging of the disease, targeted treatment and monitoring

of the prognostic impact in this group of patients.

Keywords: acute promyelocytic leukemia, trisomy, chromosome addition, PML-RARa

gene, transcript.



I. INTRODUCCION

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un trastorno heterogéneo desde el punto de vista
clinico, morfoldgico, inmunoldgico y genético caracterizado por la expansion clonal de los
progenitores mieloides (blastos) en médula 6sea (MO), sangre periférica y otros tejidos (Saultz y
Garzon, 2016; Swerdlow et al., 2017). Esta entidad estd asociada a alteraciones genéticas que
sumada con factores de riesgo medioambientales alteran los mecanismos normales de la
autorrenovacion, proliferacion y diferenciacion de las diferentes estirpes mieloides (Frohling et
al., 2005). Esto conlleva a que progenitores mieloides inmaduros adquieran una capacidad
replicativa incrementada, una resistencia a la apoptosis, incapacidad de diferenciacion y dafio
medular traducida en una insuficiencia medular, posterior liberacién de células anémalas al
torrente sanguineo, desplazando las células normales por anormales, y consiguiente repercusion
de la funcion normal de érganos afines (Estey y Doéhner, 2006). La LMA presenta una incidencia
aproximada de 2,5 a 3 casos por cada 100,000 habitantes por afio. Esta cifra se suele incrementar
en regiones donde la tasa de incidencia es mayor como es en paises occidentales, ademas de que
la edad juega un factor clave ya que se han visto en muchos estudios que a mayor edad mayor la
incidencia de LMA, de 12,6 por cada 100,000 habitantes por afio. La LMA representa el 80% de
las leucemias agudas en adultos y el 15 al 20% en edad pediatrica (Bray et al., 2015; Swerdlow et
al., 2017). A lo largo de los afios se desarrollaron varios sistemas de clasificacion diferentes para
la LMA basados en la etiologia, morfologia, inmunofenotipo y genética. Una de las primeras
descripciones fue propuesta y elaborada por el grupo de cooperacion Franco-Americano-Britanico
(FAB) en 1976, donde establecieron criterios morfoldgicos y citoquimicos para el diagnostico de
la LMA y también definieron 8 subtipos (M0 a M7) segun el tipo de linaje y estadio de

diferenciacion/maduracion comprometida (Bennett et al., 1976). En el 2001, la Organizacion


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bennett%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=188440

Mundial de la Salud (OMS) adopté nuevos criterios como el estudio citogenético,
inmunofenotipico y molecular la cual adquirieron gran importancia en la clasificacion, clinica y
pronostico de las LMA (Vardiman et al., 2002). Dentro de las LMA, la que mayor mortalidad ha
adquirido es la leucemia promielocitica aguda (LPA) debido a su curso clinico peculiar como la
presencia de promielocitos leucémicos, hipofibrinogenemia y recurrencia de hemorragias
(Swerdlow et al., 2017). Esta entidad esta presente en alrededor de 10 al 15% de casos de LMA en
adultos y en el 3 a 10% en pacientes pediatricos. En América Latina se ha visto una mayor
proporcion de esta enfermedad cuya expresion es de 37,5% respecto al 6,4% del resto del
continente americano. (Rego y Jacomo, 2011). En nuestro pais, la LPA representa alrededor del
22% de casos reportados. (Castro-Mujica y Sullcahuaman-Allende, 2013) Ademas, se ha visto una
incidencia durante el periodo 2012 - 2017 de alrededor de 153 casos de LPA en el pais, del cual el
42% presenta un alto riesgo, respecto de su valoracion pronostica. La causa de mortalidad mas
frecuente en pacientes con LPA, antes y durante la induccion de ATRA, es de alrededor del 80%
y 45%, respectivamente. (Quintana, 2017) Es una de las primeras neoplasias mieloides que es
curable con terapia dirigida hacia una anomalia molecular Gnica como fue el caso de la t(15;17)
PML-RARa, cuyo producto quimérico se ha visto involucrado en el bloqueo de la maduracion de
los promielocitos, y que suele expresarse en el 98% de los casos con LPA. (Tallman y Altman,
2009). Adicionalmente, el aporte de estudios inmunofenotipicos permite caracterizar la LPA
clasica cuyo patron antigénico es CD13+ CD33+ HLA-DR- CD34- de las variantes en la que solo
expresaran en el 40% de los casos HLA-DR+ y alrededor del 30 — 40% CD34+. Estas pruebas
inmunofenotipicas en colaboracion con pruebas moleculares (RT-PCR) para la deteccion del gen
de fusion PML-RAR y sus isoformas (bcrl, ber2, ber3) permitieron caracterizar mejor esta entidad,

establecer factores prondsticos y predecir la respuesta al tratamiento.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vardiman%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12239137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tallman%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19797519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Altman%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19797519

1.1. Descripcion y formulacion del problema

La leucemia promielocitica aguda (LPA), representa del 5 al 8% de las leucemias mieloides
agudas (LMA) a nivel mundial cuya tasa de incidencia se estima que es de aproximadamente 0.6
por cada millon de habitantes por afio, y el 20 al 28% en paises latinoamericanos, predominando
en adultos jovenes (Douer, 2003; Douer et al., 1996; Rego y JAcomo, 2011). Es asi, que anualmente
la LPA representa el 22% del total de casos de LMA registrados en el Instituto Nacional de

Enfermedades Neoplasicas del Perd (INEN, 2013).

Dentro de la clasificacion FAB, se encuentra citomorfologicamente segun las
caracteristicas de los promielocitos leucémicos (hipergranular o tipica (M3) e hipogranular o
variante (M3V)), y por su riesgo de recaida (alto, intermedio o bajo) de acuerdo con los valores de

leucocitos y plaquetas al momento del diagnostico (Sanz et al., 2000).

En la clasificacion que realiza la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), integra el
subgrupo de “LMA con anormalidades genéticas recurrentes” y de las LMA de riesgo bajo. A su
vez recalca la importancia del estudio citogenético como predictor diagndstico, ya que alrededor
del 90 al 95% de los casos de LPA se deben a la translocacion t(15;17)(q22;921) resultando la
fusion génica PML-RARa que codifica una proteina hibrida que bloquea la diferenciacion de los
promielocitos. Adicionalmente, su utilidad como factor prondstico en la terapia dirigida a la diana
alterada como es el caso del uso del ATRA y trioxido de arsénico (ATO); y como indicador de
monitoreo de enfermedad minima residual. Por otro lado, ya que clinicamente representa una
emergencia médica con alta mortalidad temprana por hemorragia, CID vy fibrinolisis debe ser
tratada ante la sospecha diagndstica (Rowley et al., 1977; Vardiman et al., 2018). También se ha

visto la gran utilidad que brinda la citometria de flujo mediante el estudio de marcadores de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanz%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vardiman%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19357394

inmunofenotipo que permiten detectar con mayor prontitud la LPA tanto tipica como su variante
(Swerdlow et al., 2017), siendo esta la segunda neoplasia hematoldgica después de la LMA-M2 y
con un curso clinico més agresivo, pero con mejor pronéstico que las demas leucemias de linaje

mieloide descritas en la literatura.

En nuestro pais hay pocos estudios con casos de LPA y hasta la fecha no hay registros de
trabajos de investigacion que describan las caracteristicas diagnosticas, su relacion e importancia

para un mejor manejo de esta enfermedad.

1.1.1. Problema general

- ¢ Cuéles son las caracteristicas diagnosticas de los pacientes con leucemia promielocitica

aguda (LPA) en el INEN durante el periodo 2010 - 2017?

1.1.2. Problemas especificos

- ¢Cudles son las caracteristicas inmunofenotipicas mas frecuentes en los pacientes con

LPA del INEN durante el periodo 2010 - 2017?

- ¢Cudles son las alteraciones citogenéticas estructurales y numéricas mas frecuentes en los

pacientes con LPA del INEN durante el periodo 2010 - 2017?

- ¢Cual es la frecuencia de expresion de los diferentes tipos de isoformas del gen de fusién

PML-RARA encontrado en los pacientes con LPA del INEN durante el periodo 2010 - 2017?



1.2. Antecedentes

A nivel internacional se tomaron los siguientes antecedentes para este trabajo:

Siahbani et al. (2023) desarrollaron un estudio retrospectivo observacional basado en las
“Diferentes isoformas de la proteina quimérica PML-RARA en pacientes con leucemia
promielocitica aguda: analisis de supervivencia segun caracteristicas demogréficas, parametros
clinico-hematologicos y hallazgos citogenéticos”. La LPA esta asociada a coagulopatias severas y
a una alta tasa de letalidad debido a la coagulacion intravascular diseminada (CID) que cursa esta
enfermedad. Para ello se requiere de un diagndéstico rapido con el fin de proporcionar el manejo
oportuno con acido todo trans retinoico (ATRA, por sus siglas en inglés) y mejorar el prondstico
de vida de pacientes con esta condicion. El propdsito de este estudio fue investigar las
caracteristicas moleculares de los pacientes iranies con LPA, determinar la distribucién de las
diferentes isoformas del gen PML-RARA y analizar la supervivencia en dichos casos. Para ello,
se contd con 145 pacientes elegidos consecutivamente, que ingresaron al Departamento de
Patologia Molecular y Citogenética de la Universidad de Ciencias Médicas de Shiraz, al sur de
Iran, durante un periodo de 10 afios, desde febrero del 2012 hasta junio del 2022. Los datos fueron
obtenidos por medio de la recopilacion de datos histéricos del paciente como de las consultas
telefdnicas, previo consentimiento. Dichos datos fueron analizados por el software SPSS version
26.0. en donde solo se incluy6 pacientes con LPA de novo con estudio molecular por PCR. Dentro
de los resultados obtenidos, de los 145 pacientes, 75 fueron varones y 70 mujeres, cuya media de
edad fue de 34 afios (rango de 2 a 78 afios), 38,7% (53/145) de los casos tenia antecedentes
familiares con cancer. A nivel molecular, la expresién de las diferentes isoformas del gen de fusién
PML-RARA fueron del 73,1% (106/145) para el isotipo bcrl y 26,9% (39/145) para el isotipo

bcr3, no se presentd un caso con expresion del isotipo ber2. A nivel citogenético, el 55,7% de los



casos (59/145) presento la t(15;17)(q22;q21) aislada, 37,7% (40/145) expresaron la t(15;17) con
anomalias citogenéticas adicionales (ACA), 04 casos (3,8%) presentaron otras alteraciones
cromosomicas sin t(15;17) y el 2,8% (07/145) cariotipo normal. Se concluyd que la expresion de
determinados isotipos del gen PML-RARA pueden impactar en la supervivencia del paciente, por
ejemplo, la expresion de la isoforma bcr3 tienen més relacion con la leucocitosis, mal prondstico
por ser de riesgo alto, y mayor tendencia a presentar t(15;17) con ACA, a diferencia del bcrl.
También se concluyd, que a pesar de los hallazgos obtenidos en este estudio ain falta consenso

sobre la posibilidad de asociar los factores prondsticos de la LPA en relacion al isotipo expresado.

Zeng et al. (2023) desarrollaron un estudio de cémo las “Anomalias citogenéticas
adicionales en pacientes con leucemia promielocitica aguda recién diagnosticada predicen una
supervivencia libre de eventos inferiores”. Este estudio tuvo como finalidad evaluar qué tanto las
alteraciones citogenéticas adicionales (ACA) pueden repercutir en el tratamiento combinado de
ATRA-ATO en pacientes con LPA, ya que es de vital relevancia estimar las caracteristicas de la
enfermedad y la influencia prondstica que dichas alteraciones antes del inicio la terapia. Este
estudio retrospectivo conto con la participacion de 171 pacientes diagnosticados con LPA tratados
con ATRA-ATO, durante un periodo de 12 afios (desde enero del 2010 a mayo del 2022) en el
Departamento de Hematologia del Hospital Nanjing Drum Tower, China. Se incluyeron en el
estudio sélo los casos que tuvieran resultados positivos para andlisis citogenético de la
t(15;17)(q22; g21) y diagndstico molecular del gen PML-RARA. Ademas, se tuvo que pedir
consentimiento informado de los participantes y aprobacion del Comité de Etica de la Institucion.
Para el andlisis citogenético, se obtuvieron muestras de MO, que fueron cultivados durante 24
horas, posteriormente fueron tefiidas con bandas R, y los cariotipos fueron designados segun el

ISCN, 1995. Posterior a ello, se analizd entre 20 a mas metafases, donde se buscaba la presencia



de la t(15;17); en aquellos casos donde no se detectaba la traslocacion, se sometian las muestras a
FISH y RT-PCR para los casos de t(15;17) encriptados. Inmunofenotipicamente, se usé paneles
con los siguientes marcadores: CD2/CD5/CD7/CD11b/CD15/CD19/CD34/CD56/CD64/CD117.
Dentro de los resultados obtenidos, la mediana de edad fue de 42 afios (rango de 16 a 75 afios), el
43,9% (75/171) de los casos fueron varones y el 56,1% (96/171) fueron mujeres. Respecto a la
citogenética, 19,3% (33/171) de los pacientes presentd ACA, mientras los casos con ausencia de
ACA fueron del 80,7% (138/171), de los cuales el 74,9% (128/138) solo presentaron la t(15;17),
08 casos (4,7%) un cariotipo normal y 02 casos presentaron en uno la trisomia 8 y en otro, la
trisomia 21, con un porcentaje de expresion del 0,6% en ambos casos. Adicional a ello, los casos
con ACA evidenciaron niveles de hemoglobina (Hb) por debajo de lo normal, y en cuanto a su
estratificacion de riesgo, se encontraron dentro del grupo de alto riesgo, esto respecto del subgrupo
sin ACA. En cuanto a su valoracién prondstica, mediante el uso de indicadores (dimero D,
expresion de CD34 y CD56), se observé que en los casos con ACA, la valoracion pronostica si
impactaban la supervivencia libre de eventos (SCC), mientras quienes no expresaban CD34 y
CD56, la respuesta era mejor, a pesar de tener presente las ACA. Frente a los hallazgos
encontrados, se concluy6 que los casos de t(15;17) con ACA siguen siendo un valor predictivo
independiente de la supervivencia libre de eventos, se recomienda la creacién de estrategias
terapéuticas capaces de estimar el riesgo en el tratamiento prolongado de pacientes con LPA

cuando aparecen tales ACA.

Fang et al. (2022) realizaron un estudio sobre la “Leucemia promielocitica aguda:
Inmunofenotipo y diagndstico diferencial mediante citometria de flujo”, en el cual tuvieron como
objetivo el poder caracterizar el inmunofenotipo de pacientes con LPA, describir las diferencias

inmunofenotipicas de dichos casos respecto de otras variantes de las LMA con fenotipo similar



mediante citometria de flujo. Para este estudio retrospectivo, como criterio se tomaron todos los
casos diagnosticados con LPA y con estudio de inmunofenotipo por citometria de flujo, 67 casos
de LMA con mutacion en el gen NPM1y 120 casos de LMA con reordenamiento del gen KMT2A,
de los cuales solo el 39% (26/67) y el 10% (12/120) de estas LMA expresaron un inmunofenotipo
similar a la LPA, respectivamente. Para el analisis inmunofenotipico, se usé muestras de aspirado
de MO que posteriormente fueron trabajadas en el citdbmetro de flujo FACSCanto Il (8 colores, 10
colores, BD Biosciences). Los anticuerpos que se usaron para dicho analisis fueron: CD2, CD3
de superficie y citoplasmatico, CD4, CD5, CD7, CD13, CD14, CD15, CD19, CD25, CD33, CD34,
CD36, CD38, CD41, CD45, CD56, CD64, CD117, CD123, HLA-DR, MPO citoplasmatica y
terminal desoxinucleotidil transferasa (TdT) nuclear. Los datos fueron analizados en el FCS
Express (Software de Novo) del Departamento de Hematopatologia, Centro Oncoldgico de la
Universidad MD Anderson de Texas, Houston, USA. Dentro de los resultados, en los casos con
LPA, la variante morfoldgica predominante fue la hipergranular marcando positivo a CD13, CD33,
CD38, CD64, CD123 y MPO, sélo el 97% (33/34) de los casos expresaron el CD117. En cuanto
a los marcadores CD3, CD5, CD7, CD19 y CDA41, no se expresé en los casos de LPA. Respecto
de los casos con fenotipo similar a la LPA, la LMA con NPM1 marcé positivo a CD33, CD38,
CD117 y MPO; pero negativo a CD2, CD3c, CD5, CD11a, CD14, CD15, CD19, CD22, CD4ly
TdT. Mientras que en la LMA con rearreglo en el KMT2A, sélo expres6 CD4, CD33, CD38,
CD64, CD117 y CD123, excepto el CD2, CD3c, CD5, CD7, CD14, CD19, CD22, CD25, CD36,
CD41y CD56, que no se expresaron. Se concluyo en este estudio que hay cierto grado de similitud
en la expresion inmunofenotipica de determinados marcadores. También se evidencio la necesidad
de usar paneles de CD2, CD13, CD34, CD64 y MPO para discriminar una LPA de una LMA no

LPA, y adicional a ello, realizar otros estudios diagnosticos complementarios que nos faciliten



caracterizar mejor la LPA y proceder a una intervencion oportuna de tratamiento debido a su alta

tasa de mortalidad.

Mejia-Buturica et al. (2022) realizaron un estudio para determinar la “Caracterizacion
clinica y citogenética de una cohorte de pacientes con leucemia promielocitica aguda en un
hospital universitario en Medellin, Colombia”. Dicho estudio tuvo la finalidad de determinar las
caracteristicas asociadas a la LPA y como estas intervienen en las complicaciones clinicas,
valoracion pronostica y desenlace de los pacientes. Para ello, se realizd un estudio observacional,
descriptivo y retrospectivo en la que se considerd pacientes con diagnostico de LPA mayores de
15 afios con resultados citogenéticos y molecular, atendidos en el Hospital Universitario San
Vicente Fundacion de Medellin, Colombia durante el periodo de enero del 2012 a diciembre del
2020. Para el estudio citogenético se considerd la presencia del cariotipo caracteristico de la
enfermedad, t(15;17); a nivel molecular se realizo la prueba de RT-PCR para detectar el gen de
fusion PML-RARA y determinar subvariantes moleculares. Para la coleccion de los datos, se uso
una ficha y el software estadistico SPSS (IBM) para el analisis de datos. No se requirié de
consentimiento informado. Dentro de los resultados del estudio, se analizé 344 historias clinicas
con diagndstico a LMA incluido LPA. De este total, 44 de dichos casos correspondian a
diagndstico por criterio morfoldgico, mientras que 22 casos fueron confirmados por cariotipo o
FISH. Laedad media de los casos fue de 37 afios, de los cuales, el 56,3% correspondia a poblacion
femenina. Dentro de las caracteristicas citogenéticas, se evidencio en el 84,4% de los casos la
presencia de la t(15;17). En cuanto al FISH, fue realizado en el 93,7% de los casos; y a nivel
molecular por medio de la RT-PCR el 21,7% expresaron el gen quimérico PML-RARA. Estos
datos se correlacionaron con los aspectos clinicos de la enfermedad, en la que se evidencié mayor

riesgo en casos que presentaban cariotipo complejo con adiciones citogenéticas aberrantes,
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También se sabe que el subtipo molecular bcr3 estd asociado a pronostico desfavorable, mayor
tasa de letalidad, sangrado en el SNC por la CID; por lo que se concluye que es de relevancia
realizar el estudio oportuno para caracterizar dicha patologia, ya que ello favorece a un tratamiento

mas rapido y asi contrarrestar las consecuencias clinico-patologicas de la LPA.

En el presente trabajo de investigacion sobre la “Influencia citogenética en el prondstico
de la leucemia promielocitica aguda: un estudio cohorte en Vietnam”, Vu et al. (2021) tuvieron
como objetivo analizar de qué manera influyen las alteraciones citogenéticas aberrantes ademas
de la t(15;17)(g22;921) sobre las caracteristicas clinicas y diagnosticas de los pacientes con LPA.
Participaron en el estudio cerca de 57 pacientes diagnosticados con LPA de novo ingresados en el
Centro de Transfusion de Sangre del Hospital Bach Mai en Hanoi, Vietnam desde enero del 2015
hasta julio del 2018. Las muestras que se obtuvieron fueron de aspirado de médula 6sea (MO),
posteriormente se extrajo el ARN para estudio molecular para la deteccion del gen PML-RARA 'y
sus isoformas (bcrl, ber2 y ber3) por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa (RT-PCR). También todas las muestras fueron sometidas al analisis de
expresion del gen FLT3-ITD. A nivel citogenético, las muestras de MO fueron cultivadas por un
tiempo de 24 a 48 horas segun protocolo estandarizado, seguido de tincion con bandas G y
posterior deteccion de la t(15;17) por cariotipaje. Aquellas muestras con bajo indice mitético se
vieron sometidas a FISH. En cuanto a los resultados obtenidos, del total de 57 pacientes, el 94,74%
morfologicamente expresaron la variante clasica de la LPA, mientras que solo 03 casos la variante
hipogranular (LPAV). A nivel citogenético, se detectd la t(15;17) en 44 casos por cariotipo,
mientras que s6lo 13 casos tuvieron que requerir del FISH para salir positivo al gen de fusion
PML-RARA. El 69,4% (39/57) de los casos presento solo la t(15;17), esto a diferencia de quienes

adicionalmente expresaron ACA en donde el porcentaje de expresion fue del 31,6% (18/57) de
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todos los casos de LPA. A nivel molecular, 35 pacientes manifestaron el isotipo bcrl (Long) y 22
casos la isoforma bcr3 (Short), esta Gltima en relacion con el cariotipo, se expreso en el 33.3% de
los cariotipos simples y en el 50% de los cariotipos complejos. Dentro de las conclusiones que se
acotan en este trabajo, se observo la importancia de determinar las caracteristicas de los casos de
LPA tanto a nivel citogenético como molecular, ya que se ha visto como estos impactan en el
pronostico, en la respuesta al tratamiento por ATRA-ATO y en la supervivencia de los pacientes

con LPA.

Wen et al. (2019) realizaron un estudio basado en las “Caracteristicas clinicas y
moleculares de la leucemia promielocitica aguda con fusiones variantes del receptor del acido
retinoico”, ya que dicha expansion clonal anémala se debe a un bloqueo en una de las etapas de
maduracion de las células promielociticas. A nivel molecular la t(15;17) involucra 2 genes: PML
(gen de la leucemia promielocitica, por sus siglas en inglés) localizado en el 15924 y el gen que
expresa el receptor alfa del acido retinoico (RARA) cuyo locus esta en el 17921, generando la
fusion génica PML-RARA. Ahora, esto no es el unico rearreglo génico asociado a la LPA, sino
que se han identificado alrededor de 17 combinaciones quiméricas relacionadas con el gen RARA,
lo que genera una heterogeneidad clinica y molecular en los pacientes con LPA. Se realizé un
estudio experimental desde enero del 2003 a diciembre del 2016, en la cual incluyo la participacion
de 1401 pacientes cuyos resultados citomorfolégicos, inmunofenotipicos eran sugestivos de LPA,
dicho estudio tuvo la previa aprobacion del Comité de Etica del Primer Hospital Afiliado a la
Universidad de Soochow en Suzhou, China. Se realizo la caracterizacion citogenética y molecular
de todos los casos mediante el estudio de cariotipo, FISH y RT-PCR (0 RNA-seq), s6lo 20 casos
fueron excluidos del estudio por presentar negativo al gen RARA. Del total de los casos, el 98,6%

(1362/1381) expresaron la t(15;17)(g24;921) y/o deteccion del gen PML-RARA al momento del
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andlisis, de los cuales 19 casos presentaron otros reordenamientos génicos distintos de la clésica
variante PML-RARA, siendo la mas predominante el reordenamiento PLZF-RARA en 52,6%
(10/19) de los casos, seguido de las variantes STAT5B-RARA, CPSF6-RARAG y TBLR1-RARA
con 21%, 10,5%, 10,5% y 5,2% de expresion, respectivamente. A raiz de estos resultados, se
concluyé que, en cuanto a la respuesta al tratamiento, los que tenian rearreglos génicos no PML-
RARA, eran resistentes o generaban baja efectividad en el tratamiento con ATRA y/o ATO y
pronostico desfavorable, esto puede deberse a las posibles mutaciones que sufren los genes que
expresan las vias de sefalizacién, como los subtipos K-RAS, y cambios epigenéticos
concomitantes que conllevan a mayor tasa de mortalidad en este grupo de pacientes, debido a la

ineficacia al tratamiento.

Bhat et al. (2018) desarrollaron un estudio retrospectivo basado en el “Analisis
inmunofenotipico de la LPA en un instituto de atencion terciaria”. La LPA esta asociada a
coagulopatias severas y a una alta tasa de letalidad debido a la coagulacion intravascular
diseminada (CID) que cursa esta enfermedad. Para ello se requiere de un diagnostico rapido con
el fin de proporcionar el manejo con acido todo trans retinoico (ATRA, por sus siglas en inglés) y
mejorar el prondstico de vida de pacientes con esta condicion. El propdsito de este estudio es
comparar los resultados inmunofenotipicos de la variante hipergranular y microgranular de la LPA
y determinar que perfil inmunofenotipico se asocia a determinado reordenamiento del gen de
fusion PML-RARA. Dicho estudio contd con la participacion de 23 pacientes con LPA de novo
que fueron hospitalizados en el Hospital SKIMS, Srinagar — India desde noviembre del 2015 hasta
enero de 2018. Donde sélo se incluyé pacientes con resultados citogenéticos para LPA. Tanto para
el estudio inmunofenotipico como molecular se tomo6 muestras de medula ésea (MO) en tubos con

heparinay EDTA. Para el estudio inmunofenotipico se usoé el citometro de flujo Navios (Beckman



13

Coulter®) de 8 colores. Cada tubo estuvo marcado con el siguiente panel de anticuerpos: CD2,
CD3, CD7, CD13, CD15, CD19, CD33, CD34, CD56, CD117, HLA-DR y MPO. Los resultados
mostraron que, del total de muestras trabajadas, unas 23 (20 de MO y 3 restantes de sangre
periférica), a nivel morfoldgico 5 eran variante microgranular y el resto (18) la forma tipica o
hipergranular. Hubo presencia de leucocitosis en el 80% (4/5) de la variante hipogranular y el 5%
(1/18) en la hipergranular. Todos los casos salieron en el estudio citogenético y molecular positivos
at(15;17) PML-RARA. A nivel inmunoldgico, HLA-DR se expresé en el 20% (1/5) de la variante
hipogranular y en ninguno de la hipergranular, CD34 en el 40% (2/5) del hipogranular y 11%
(2/18) de la variante hipergranular. MPO en todos los casos salio positivo, mientras que CD13,
CD33 y CD117 expresaron en un 95,7%, 91,3% y 90,9%, respectivamente. Los marcadores
pronosticos CD15y CD56 se expresaron en un 11% y 14,3%, respectivamente. No hubo expresién
en ningun caso de CD19 (marcador Linaje B) ni de CD3y CD7 (marcador de linaje T). Se concluye
que hay variacién de expresion de antigenos en las variantes morfoldgicas de la LPA, como

también en los diferentes isotipos del gen de fusion PML-RARA.

Rahman et al. (2018) desarrollaron un estudio sobre el “Triple negativo (CD34-/HLA-DR-
/CD11b-) para la identificacion répida y especifica de la LPA”. Este estudio tuvo como finalidad
desarrollar un diagndstico rapido que permita intervenir de manera oportuna a pacientes con LPA
debido a su alta tasa de mortalidad y a su diagndstico genético suele demorar entre 24 — 72 horas
como minimo. Esto se realizo en un periodo de 36 meses (desde febrero del 2014 hasta septiembre
del 2016) en el departamento de Hematologia del Hospital Lucknow, India. Se incluyeron en el
estudio solo los casos que tuvieran resultados positivos para analisis citogenético para t (15;17)
(922; g21) y diagnostico molecular de PML-RARA. Ademas, se tuvo que pedir consentimiento

informado de los participantes y aprobacion del Comité de Etica de la Institucion. Para el analisis
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inmunofenotipico se trabajo en la plataforma BD FACS Canto 1, donde se obtuvo que del total de
los 30 pacientes que participaron en el estudio, 22 fueron hombres y 8 mujeres, 26 adultos y 4
pediatricos. Morfoldgicamente, los promielocitos eran en su mayoria tipo hipergranular, solo el 10
% eran de variante hipogranular. Los marcadores CD33, CD13, CD117 y CD64 se expresaron en
un 96.7%, 96.7%, 76.6% y 70%, respectivamente. Perfil doble negativo en CD34-/HLA-DR- y
HLA-DR-/CD11b- se observaron en el 90 y 93.3%, respectivamente. Mientras en el triple negativo
CD34-/HLA-DR-/CD11b- solo en el 90% de casos. También se realizé el mismo panel para un
grupo control de LMA no LPA cuyos resultados fueron los siguientes: CD33, CD13, CD117 y
CD64 se expresaron en un 90, 90, 86.7 y 60% de los casos, respectivamente. Los doble negativos
(CD34-/HLA-DR-)y (HLA-DR-/CD11b-) en un 20y 13.3%, respectivamente. Y el triple negativo
(CD34-/HLA-DR-/CD11b-) s6lo en un 6.7%. Se concluy6 que el perfil inmunoldgico de la LPA
difiere del LMA no LPA en la expresion de CD34, CD11b, HLA-DR, doble negativo vy triple
negativo con un valor P < 0.001. Respecto a la sensibilidad, especificidad y VPP para el
doblef/triple negativo fueron de: 90/80, 81.1/93.3 y 86.7/87.5% de los casos, respectivamente. Si
se llegaban a combinar ambos perfiles se obtenia una sensibilidad de 93.1%, especificidad de 93.3
y VPP de 93.1%. EI mencionado estudio encontr6 que el perfil triple negativo (CD34-/HLA-DR-
/CD11b-) puede usarse para la deteccidn rapida y oportuna para el diagnostico de LPA como

prueba complementaria al estudio genético molecular.

Ren et al. (2018) realizaron un estudio retrospectivo basado en “El inmunofenotipo
CD9+CD11b-HLA-DR- para uso del diagndstico de la LPA”. Tuvieron como objetivo detallar
una combinacion de anticuerpos para el diagndstico temprano de LPA como también evaluar la
sensibilidad y especificidad de dichas combinaciones. Para ello, se trabajé con datos de estudios

morfologicos, inmunologicos, genéticos y moleculares de 92 pacientes (hospitalizados y
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ambulatorios) con diagnostico reciente de LPA procedentes del Hospital N°2 de la Universidad de
Medicina de Shanxi - China desde setiembre del 2015 hasta diciembre del 2017. Del total, 49 eran
hombres (mediana de edad: 46 afos) y 43 mujeres (mediana de edad: 44 afios). Se uso un grupo
control de 190 casos con LMA no LPA. Las muestras de MO de los pacientes se recolectaron en
tubo con EDTA (2 — 3mL). Parte de las muestras se refirieron para la realizacion y extraccion del
DNA para estudio de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) y
la otra parte de las muestras para el estudio de inmunofenotipo por citometria de flujo (CF) con el
siguiente panel de anticuerpos: CD45, CD7, CD117, CD19, CD9, CD13, CD33, CD15, CD11b,
CD34, CD64, CD14, HLAD-DR, CD36, CD56, CD38, CD79a, CD3 y MPO. La combinacion de
los diferentes marcadores de inmunofenotipo mostré diferencias significativas de expresion entre
los casos de LPA'y LMA no LPA en: CD9, CD11b, CD64, CD34, CD117, HLA-DR. Ademas, las
combinaciones CD11b-HLA-DR- se expresaron en el 80% (74/92) del grupo LPA respecto del
LMA no LPA con un 20% (38/190); CD34-CD117-HLA-DR- 39% (36/92) en LPA respecto del
8% (16/190) de la LMA no LPA. A nivel molecular, para la deteccion del gen de fusion PML-
RARA, las muestras fueron positivas en el 99% de los casos: 63% isoforma L, 29% isoforma S,
4% isoforma V' y 4% no clasificables. CD9 y CD34 se expresaron de manera diversa en los isotipos
L y S adiferencia de los demés marcadores CD11b, CD64, HLA-DR, CD56, CD117 y CD38. Para
el diagnostico oportuno de LPA la combinacion CD9/CD11b/HLA-DR expresaron una
sensibilidad del 85% y una especificidad del 95%, siendo menor en otro tipo de combinaciones.
La investigacion concluyd que la combinacion de CD9/CD11b/HLA-DR presentan mejor
sensibilidad y especificidad y puede usarse de manera oportuna para diagnéstico temprano de LPA
e iniciar tratamiento hasta la confirmacion de la prueba molecular y citogenética que por su

procedimiento tarda mas para determinar diagnostico.
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A nivel nacional s6lo se ha encontrado un estudio de investigacion relacionado a nuestro

tema de interés:

Castro-Mujica y Sullcahuaman-Allende (2013) Realizaron un estudio basado en los
“Subtipos moleculares de PML/RARa en pacientes con leucemia promielocitica aguda”. Se
conoce que la LPA representa el 5-8% de casos de LMA y que tiene una predominancia en
poblacién adulta del 20-28% en Latinoamérica. Ademas, cerca del 95% de los casos presentan la
t(15;17) que da como resultado un producto génico, el PML-RARA, este dependiendo del punto
de ruptura a nivel del gen PML puede generar 3 proteinas hibridas, si el corte se da en el intron 6
genera el isotipo L (long), en el exon 6 el isotipo V (variable) y el intron 3 genera el isotipo S
(short). Dependiendo del tipo de isoforma, se asocia determinadas caracteristicas clinicas. BCR1
se asocia a morfologia hipergranular mientras que el isotipo bcr3 se asocia a variante hipogranular,
leucocitosis, coagulopatias severas, sindrome ATRA y mutacién del gen FLT3-ITD. EIl objetivo
de este estudio fue hacer una descripcion del perfil molecular de pacientes procedentes de la
Unidad de Genética y Biologia Molecular (UGBM) del instituto Nacional de Enfermedades
Neopléasicas (INEN) - Per(, durante un periodo de 2 afios (desde el 2010 al 2012) ya que no se
encuentran resultados previos de estudios de esta entidad en el pais. Este estudio descriptivo de
tipo serie de casos incluyé el registro de 50 pacientes con diagnoéstico molecular de LPA (PML-
RARA) por RT-PCR, del cual 28 eran del INEN vy el resto procedentes de otras instituciones. Para
el estudio molecular por RT-PCR se trabajé con esquemas estandarizados y cebadores descritos
por Van Dongen. Los resultados revelaron que la frecuencia de subtipos moleculares fue: bcrl
62% (31/50), bcr2 14% (7/50) y ber3 24% (12/50) y que el 100% de los casos se presento entre
los 16 — 40 afios en ambos sexos. Se concluyd que es indispensable desarrollar un algoritmo

diagnostico basado en la clinica, resultados citomorfoldgicos, de inmunofenotipo y de laboratorio
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y posterior confirmacion para el estudio molecular determinando el isotipo molecular y a partir de

lo hallado determinar la mejor terapia.
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

- Describir las caracteristicas diagnosticas de los pacientes con leucemia promielocitica

aguda (LPA) en el INEN durante el periodo 2010 - 2017.
1.3.2. Objetivos especificos

- Describir las caracteristicas inmunofenotipicas mas frecuentes en pacientes con LPA del

INEN durante el periodo 2010 - 2017.

- Describir las alteraciones citogenéticas estructurales y numéricas mas frecuentes en

pacientes con LPA del INEN durante el periodo 2010 - 2017.

- Describir la frecuencia de expresion de los diferentes tipos de isoformas del gen de fusién

PML-RARA encontrado en pacientes con LPA del INEN durante el periodo 2010 — 2017.
1.4. Justificacion

La leucemia mieloide aguda (LMA) ha adquirido en los ultimos afios un inusual impacto
debido a la tendencia relativa que tiene esta en comparacion con otros tipos de cancer. En nuestro
pais, el manejo es estrictamente mediante sistemas de vigilancia epidemiologica que fomenta el
abordaje de registros a nivel nosocomial y académico, facilitado por los aportes cientificos y de
ensayos clinicos que sentan las bases de las guias clinicas y manejo del paciente. Este es el caso

de la leucemia promielocitica aguda (LPA) que al conocerse de manera sistematica su
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fisiopatologia se ha podido establecer un algoritmo de tratamiento eficaz pero que es avalado

previamente por un diagndstico preciso y oportuno.

Es de vital importancia el aporte de los estudios diagnosticos de laboratorio, tales como:
citogenético, el patron inmunofenotipico, citoquimico, morfolégico y molecular para caracterizar
bien esta entidad y hacer un uso dirigido de una terapia Optima que tenga como resultado un

prondstico favorable para los pacientes con LPA.

El INEN, como centro de referencia del cancer en nuestro pais cuenta con la infraestructura, la
metodica y experiencia para el manejo de pacientes con LPA, facilitando el diagnostico,

tratamiento y posterior monitoreo.

Cabe resaltar que poco se conoce sobre investigaciones en torno a la LPA en nuestro pais
que revele y analice el comportamiento de mencionada patologia dentro de nuestra poblacién, las
caracteristicas mas relevantes al momento del diagndstico, la prediccion prondstica y respuesta al
tratamiento, es asi que una de las razones por la que realiza dicho estudio descriptivo es de brindar
un conocimiento mas profundo del estudio de los pacientes que padecen este tipo de leucemia,
identificar su perfil diagnostico y las caracteristicas en los diferentes niveles de estudio como el
morfoldgico, inmunofenotipico, citogenético y molecular que permitan caracterizar a la LPA en
nuestra poblacion, de modo que estos resultados puedan brindar un mejor manejo al momento de
detectar estos casos y como desarrollar una mejor respuesta que facilite el diagndstico y
tratamiento dirigido para estos casos clinicos en nuestro pais para este tipo de enfermedad

oncohematologica.

El presente estudio tiene como propoésito dar a conocer las caracteristicas mas relevantes

del campo citogenético/molecular e inmunofenotipico de los pacientes con LPA que se atienden
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en el INEN durante el periodo 2010 - 2017. Describir la frecuencia de marcadores de
inmunofenotipo, su relacién con los reportes de estudios citogenéticos, y el impacto que estos
hallazgos pueden conllevar en una poblacion especifica. Conocer rearreglos citogenéticos que
estén asociados a la t(15;17) y como estos participan en el prondstico del paciente. Brindar datos
epidemiolégicos del comportamiento de la enfermedad de la LPA en nuestra poblacion del INEN,
esto debido a que en la actualidad no hay, o hay pocos registros de trabajos y/o estudios que hayan
trabajado esta entidad en nuestro pais, particularmente en nuestra institucién oncoldgica de
referencia. Por ultimo, otra razon que justifique este estudio seré el de sentar las bases para integrar
estudios complementarios que mejoren la tipificacion de los casos de LPA en nuestro pais para asi
brindar un diagndstico preciso para la intervencion temprana de la terapia, como el sostenimiento

del tratamiento en este tipo particular de leucemia.

Por lo mencionado, se considera importante el desarrollo de este estudio ya que puede
servir de apoyo al disefio de estrategias dirigidas a la prevencion temprana y/o secundaria que
permita una respuesta rapida, oportuna y confiable al momento de la realizacion de las pruebas
diagnosticas, ya que por medio de ellas se caracterizard mejor el tipo de LPA, asi como a
intervenciones especificas en la terapias dirigidas que brinden resultados con valoracion pronostica
favorable y que conlleve a una disminucion progresiva en el futuro de la tasa de mortalidad, tan
caracteristica en este grupo de pacientes. Asi mismo aportara al conocimiento de la relacion que
existe entre las variables epidemioldgicas encontradas en nuestra poblacion y la caracterizacion
diagnostica a través de los resultados de las pruebas citomorfoldgicas, inmunofenotipicas,

citogenéticas y moleculares.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Hematopoyesis normal

La hematopoyesis es el proceso natural de la formacion de las células sanguineas. Las
primeras células hematopoyéticas aparecen en el desarrollo embrionario dentro del saco vitelino a
partir de células mesodérmicas especializadas. Consecuentemente, estas células migran al higado
fetal, convirtiéndose este en el principal 6rgano hematopoyético durante el primer trimestre de
gestacion. A medida que avanza el proceso de gestacion estas células se dirigen a las cavidades
extravasculares del tejido 6seo en formacion, lo que conocemos como médula dsea. Este nicho
medular sera el 6rgano hematopoyético responsable de anidar, colaborar en el crecimiento,
maduracion y diferenciacion de los diversos linajes celulares durante las posteriores etapas pre y
postnatales. A partir de la MO, estas células hematopoyéticas seran liberadas de manera continua
y cuando se requiera a la circulacion sanguinea para su respectiva labor en los érganos afines

(Mayani et al., 2017).

Estas células hematopoyéticas multipotentes en respuesta a factores de crecimiento de tipo
glucoproteinas como la familia de las interleucinas (IL1-7) sumado a factores estimulantes de
colonias y a procesos complejos de retroalimentacion entre el microambiente y las células, generan
todas las células linfoides y mieloides diferenciadas presentes en la sangre, médula 0sea, bazo y
timo. Las células madre hematopoyeéticas producen dos células progenitoras: las células mieloides
y linfoides comunes. La célula progenitora linfoide comun origina la NK (Natural killer), las
células T y B, que forman parte del sistema inmunitario y median la respuesta inmunoldgica

humoral y celular, innata y adquirida. La célula progenitora mieloide comun genera 3 tipos
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celulares: eritrocitos, megacariocitos y mieloblastos. El eritrocito (o glébulo rojo), responsable de
transportar 02 y CO> de la sangre a érganos y tejidos. EI megacariocito, productor las plaquetas (o
trombocitos), responsables de la hemostasia. Las células de mieloblastos que se diferencian en
serie granulocitica (neutrofilo, eosinofilo, y basofilo), responsables de la defensa e inflamacion; y
serie monocitica (monocitos e histiocitos) que cumplen funciones de inmunovigilancia (Szilvassy,

2003).

Cabe resaltar que la activacion de estas células hematopoyeéticas a través de receptores de
membrana en respuesta a sefiales extracelulares recibidos (factores extrinsecos) o contacto célula
acelula, llevaran a cambios en los factores de transcripcion (factores intrinsecos) para la regulacion
de la expresion génica. Por lo que un dafio en cualquiera de estos 2 procesos de retroalimentacion
conducirdn a una sobreexpresion (en caso que la retroalimentacion sea positiva) o depresion (en
caso sea negativa) de componentes relevantes y criticos para el desarrollo, maduracion y
diferenciacion de las células sanguineas acarreando asi a un proceso neoplasico como es el caso

de la leucemia (Ayala et al., 2009).

2.1.2. Leucemogénesis y LMA

2.1.2.1. Definicion. La palabra leucemia fue introducido por primera vez en el léxico
médico por Rudolf Virchow alrededor del afio 1856. Esta deriva del vocablo griego: Acvxd (blanco)

y aiua (sangre) (Ortiz-Hidalgo, 2013).

La leucemogénesis es un concepto amplio que hace mencion a todo el proceso por el cual
una célula normal se vuelve maligna. La transformacion leucémica de una célula hematopoyética
progenitora implica una interrupcion en el curso del proceso normal de proliferacion y

diferenciacion, resistencia a las sefiales apoptoéticas y aumento de la auto-renovacion. La teoria
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predominante de la leucemogénesis es, que una sola célula hematopoyética o clona sufre mutacion
y entra en un proceso ilimitado de proliferacion que da como resultado células hematopoyéticas
malignas, poco diferenciadas (origen clonal de células leucémicas) y anémalas tanto a nivel

estructural como funcional (Irons y Stillman, 1996).

Estas células leucémicas a diferencia de las normales presentan un comportamiento
alterado tanto en el proceso de division celular, la cual se hace mas lento y por consiguiente saltos
en el curso natural de la diferenciacion y maduracion celular. Como consecuencia, desplazan las
células normales de la médula 6sea (MO) expresada en insuficiencia medular y disminucién de la
produccién de células normales. Esta dependiendo del tipo de estirpe celular que compromete

puede ser mieloide o linfoide (Lowenberg et al., 1999).

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un trastorno maligno de caracter heterogéneo de las
células de estirpe mieloide caracterizado por la expansion clonal de mieloblastos inmaduros
(anémalos) en médula dsea, sangre y/u otro tejido con producciéon reducida de elementos
hematopoyéticos normales en sangre periférica. Las citopenias cursan con manifestaciones clinicas
como: anemia (fatiga y disnea), neutropenia (infecciones) y trombocitopenia (hemorragia),
presente en el momento del diagnostico y que consecuentemente persiste durante la induccion al
tratamiento. En los Gltimos afios el papel protagonico de la LMA ha tenido un lugar importante en
el avance del conocimiento del sustrato biologico de la LMA, derivado fundamentalmente de la
identificacion de nuevas alteraciones moleculares hasta ahora desconocidas. Sin embargo, el
conocimiento sobre el papel bioldgico de una parte de estas alteraciones es todavia desconocida,
por un lado por la gran complejidad de interacciones de varias alteraciones como del impacto
clinico que a ella tienden; haciendo de este campo un area de especial interés para profundizar en

la investigacion bioldgica de la LMA (Villela y Bolafios-Meade, 2011).
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2.1.2.2. Clasificacion de la LMA. La LMA tiene una presentacion heterogénea, esto se
debe a las caracteristicas morfoldgicas, citoquimicas, inmunofenotipicas, citogenéticas y
moleculares que a ellas tienden. A lo largo de los afios grupo de expertos de diversas disciplinas
han tenido a bien establecer clasificaciones que permita de una forma agrupar entidades de acuerdo
a estas caracteristicas. La primera clasificacion lo establecié el grupo de cooperacion Franco-
Americano-Britanico (FAB) en el afio de 1976 (Bennett et al., 1976). En ella se basé en criterios
morfoldgicos y citoquimicos estableciendo en base: a) direccion de diferenciacion a que tendian
las células, b) el grado de maduracion. Concluyéndose 6 categorias (M1 a M6). En revisiones
posteriores al incluir criterios inmunoldgicos pudieron subtipificar 8 categorias (M0 a M7)
(Catovsky et al., 1991). Otra clasificacion se desarroll casi en paralelo con la FAB en 1986, la
cual integro, a parte de los criterios morfoldgicos-citoquimicos, criterios inmunofenotipicos y
citogenéticos, a esta nueva clasificacion se le denominé clasificacion MIC, la cual tuvo una
revision posterior en 1991 (MIC, 1998). Después de 10 afios, el grupo de expertos de la WHO
establecid6 un nuevo sistema de clasificacion para estratificar las diferentes patologias
oncohematoldgicas, en esta clasificacion agrega criterios genéticos y moleculares, la cual
brindaran informacion no solo a nivel diagnostica sino pronéstica. Esta posterior fue revisado en
el 2008 y ahora actualizado en la Gltima edicion del 2017. En esta Gltima agrupan las LMA en: a)
LMA con anomalias citogenéticas recurrentes, b) LMA con cambios relacionados a
mielodisplasia, ¢) LMA relacionada a terapia, d) LMA-NOS (Swerdlow et al., 2017; Vardiman et

al., 2002; Vardiman et al., 2008).

2.1.3. Leucemia promielocitica aguda (LPA)

2.1.3.1. Antecedentes historicos. EI primer reporte sobre LPA se remonta a 1957 por el

hemat6logo noruego Leif K. Hillestad el cual lo public6 en Acta Médica Escandinava
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describiéndola como una entidad clinica distinta de LMA caracterizado por un curso agudo critico,
con predominancia de promielocitos anormales, sangrado por fibrindlisis y trombocitopenia, y una
tasa de sedimentacion eritrocitaria (ESR, por sus siglas en inglés) anormal, esto debido a una

concentracion reducida de fibrindgeno en plasma (Hillestad, 1957; Lo-Coco y Cicconi, 2011).

En 1959, Jean Bernard (Hopital St. Louis, Paris) realizo el primer informe de LPA a partir
de estudio de 20 casos en la que revel¢ criterios detallados de la citomorfologia de la LPA (Bernard
et al., 1959). Por otro lado, Jacques Caen detalla con mas precision la hipofibrinogenemia
adquirida en este grupo de pacientes (Degos, 2018). Cabe resaltar que la diatesis hemorragica fue
la caracteristica mas relevante de esta enfermedad, lo que representd del 20 al 30% de muertes,

debido principalmente a hemorragias pulmonares e intracraneales (Rand et al., 1969).

Posteriormente, en 1976 en Comité Franco-Americano-Britanico (FAB) lo asigné dentro
de una clasificacién especifica de LMA, el subtipo M3 (Bennett et al., 1976). Poco tiempo después
se describe una variante de la LPA (FAB M3v) que a diferencia de la M3 se caracterizaba por
microgranulaciones citoplasmaticas, nucleo bilobulado, leucocitosis y expresién positiva a MPO
y CD2 (Bennett et al., 1980). Y otra variante que expresa granulos basoéfilos, a diferencia de la M3
que expresa granulos azurofilos y que se considerd LPA (McKenna et al., 1982). En 1976, Janet
Rowley (University of Chicago) caracteriza el hallazgo citogenético que representara el 95-98%
de casos de LPA, la translocacion equilibrada reciproca entre los cromosomas 15 y 17,
t(15:17)(g22;921) convirtiéndose este en marcador genético en el momento del diagndstico. Asi,
a mediados de la década de 1980, la LPA podria definirse no sélo por sus caracteristicas
morfoldgicas y su diatesis hemorrégica tipica, sino también por una anomalia citogenética

especifica (Golomb et al., 1976; Larson et al., 1984; Rowley et al., 1977).
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En 1985, ZY Wang (Hospital Shangai Rui-Jin) desarrolla el ATRA (&cido all-trans-
retinoico) como opcion terapedtica en el tratamiento de la LPA obteniéndose buenos resultados
(Huang et al., 1988). Posteriormente, en 1992 Sun del Harbin Medical University administraron
Trioxido de arsénico (ATO) al 1% como alternativa al ATRA a 32 pacientes, del cual 21 obtienen
remision completa y mejor evolucion clinica en el tratamiento de la LPA (Degos, 2018; Mathews

etal., 2001).

2.1.3.2. Definicion. La leucemia promielocitica aguda (APL, por sus siglas en inglés) es
un subtipo distinto de LMA, agrupada dentro de las LMA con anomalias citogenéticas recurrentes
(Swerdlow et al., 2017). Esta se caracteriza por el incremento clonal de promielocitos anormales
en medula 6sea y sangre periférica, producto de un bloque a nivel molecular de la diferenciacion
mieloide. Ademas, clinicamente estd asociado a coagulopatias (diatesis hemorragica) y en
alrededor del 95 al 98 % a la translocacion equilibrada entre los cromosomas 15 y 17
[t(15;17)(922;921)] PML-RARa (de Thé et al., 1990; Sheer et al., 1982). Morfol6gicamente

corresponde al subtipo M3 y M3 variante (M3v) segun la clasificacién FAB.

2.1.3.3. Epidemiologia. A nivel epidemioldgico la LPA con respecto a otras leucemias
presenta basicamente 2 diferencias. Por un lado, la tasa de incidencia en los casos de LMA tienden
a incrementar proporcionalmente con el avance de la edad, ejemplo de ello se ve que, a partir de
los 55 afios el incremento es exponencial, mientras que en la LPA que representa alrededor del 5
al 8% de las LMA, presenta una incidencia relativamente baja en nifios menores de 10 afios,
aumentando entre 13 y 19 afios, alcanzando una meseta durante la fase adulta temprana y que
disminuye después de los 60 afios (Deschler y Lubbert, 2006; Douer et al., 1996; Mele et al., 1995).
La mayor parte de los casos, alrededor del 90% se diagnostican entre los 25 y 55 afios

aproximadamente, 6 casos por 10 millones de habitantes por afio registrado sin diferencia de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3165295
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mathews%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11547528

26

distribucion por sexo. Por otro lado, el factor étnico juega un papel protagdnico en la distribucion
de la LPA ya que se evidencia, y esto es avalado por estudios que, en EE.UU. y Europa del norte
la LPA representa del 5 al 10%, la region mediterrdnea de Europa entre 10 al 15% y en
Latinoamérica incrementa alrededor del 30% de casos de LPA del total de las LMA (Douer, 2003;
Douer et al., 1996; Chen et al., 2012). Otro dato que llama la atencion sobre los hallazgos
epidemioldgicos, es que el indice de masa corporal en casos de LPA estd incrementada en
comparacion con otras LMAs, esto se puede deber a que el gen RAR esta también asociado no
solo a la regulacion hematopoyética sino a la adipogénesis (Ribeiro y Rego, 2006). En el Peru, el
Registro del Céancer brindado por el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) nos
dan un alcance de la proporcion de casos de LPA de un 22% con respecto a otras LMA (INEN,
2013). Cabe resaltar que hay factores de riesgo particulares que hacen de esta entidad algo peculiar

y que seria de importancia revisar en futuros estudios.

2.1.3.4. Bases moleculares y patogénesis de la LPA. La LPA es uno de los primeros
ejemplos de enfermedad maligna curada por medio de una terapia molecular dirigida, esto se logré
en base al conocimiento que se tuvo de este sobre el conocimiento molecular (Mistry et al., 2003).
En 1977, J. Rowley reporta la presencia de la translocacion reciproca t(15;17), 13 afios después
(1990) se determiné que el producto de esta translocacion comprometia a los genes del receptor a
del 4cido retinoico (RARa) localizado en el cromosoma 17 (17g21) y el gen tumor supresor PML
(o gen de la leucemia promielocitica, por sus siglas en ingles) localizado en el cromosoma 15
(15922), evidenciada en alrededor del 95 al 98% de los casos de LPA (Lo-Coco y Hasan, 2014).
Cabe resaltar que hasta la fecha se han reportado 9 parejas de fusion al RARa, a saber: PML,
PLZF, NPM1, NuMA, STAT5b como los mas conocidos (denominadas proteinas X-RARa),

asociadas con t(15;17)(q22;921), t(11;17)(q23;921), t(5;17)(q35;921), t(11;17)(q13;921) y
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der(17q), respectivamente (Pandolfi, 2001; Sirulnik et al., 2003). Y otros menos conocidos como
son los genes: PRKAR1A, FIPL1, BCOR y el mas reciente identificado el gen OBFC2A (Redner,

2002).

Una de las primeras interrogantes sobre el comportamiento molecular de la LPA era si la
oncoproteina resultante de la translocacion era suficiente para la leucemogenesis. En 1997, a través
de un estudio minucioso con ratones transgénicos se llego a la conclusion que la fusion PML-
RARa si mediaba el proceso maligno, pero de manera incompleta. Se requeria de otro “segundo
golpe” para completar la leucemogénesis, estd mas adelante seria mediada por su producto
quimérico (RARa-X) y por otros genes comprometidos en la LPA (Rice y de Thé, 2014). E1 RARa
es un factor de transcripcidn perteneciente a la familia de receptores nucleares del acido retinoico
(AR). Esta en interaccién con su ligando (AR) interactia con elementos de respuesta especifica
(RARE) presentes en la region promotora diana para la activacion de la diferenciacion mieloide.
En ausencia del ligando, al heterodimerizarse con el receptor nuclear del acido 9-cisretindide
(RXR) se asocia con co-represores transcripcionales (SMRT o NCoR), reclutamiento de histonas
desacetilasas (HDAC) que desacetilan las histonas en la regién promotora, posterior condensacion
de la cromatina y consiguiente represion transcripcional. Sin embargo, en dosis fisiologicas de AR
(1 nM) el heterodimero RARa-RXR se separa del complejo co-represor/HDAC, se da el
reclutamiento de co-activadores (co-A)/histonas acetiltransferasas, que induce la hiperacetilacion
de las histonas presentes en la region promotora, remodelacion del DNA y activacion

transcripcional (de Thé y Chen, 2010; Rahmé et al., 2018).

El PML es un gen tumor supresor responsable de la supresion del crecimiento celular y
regulacion apoptoética (Chen y Chen, 1992). Esta en fusion con el RARa forman un receptor de

retinoides aberrante de alta afinidad, que a su vez reprime la actividad del p53 y induce a la
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metilacion de las histonas de DNA, todo ello conllevando a la condensacion cromatinica, represion
transcripcional y el bloqueo de la diferenciacion mieloide que caracteriza a la LPA. Es por ello
que en el caso de LPA por PML-RARa se requiera de altas dosis de ATRA (1 uM) que suscitara
la degradacion del quimerismo, diferenciacion del clon leucémico y su posterior apoptosis
(Grimwade y Enver, 2004; Lo-Coco y Ammatuna, 2006). Esto difiere mucho en el caso de la
fusion PLZF-RARa donde el complejo co-R/HDAC se afiade a resto PLZF amino terminal

haciendo la terapia con ATRA més dificil en estos casos (Jansen y Lowenberg, 2001).

2.1.3.5. Caracteristicas clinicas asociadas a la fisiopatologia de la LPA. Debido a la
invasion y desplazamiento en la médula 6sea de células aberrantes caracteristico de la LPA, el
proceso natural de la hematopoyesis se ve truncada, traduciéndose en anemia, infecciones
persistentes y cuadros hemorragicos graves. Ademas, hay sintomas como fiebre, reportada en
alrededor de 15-30% de casos, astenia, debilidad, disnea, pérdida progresiva de peso. Un hallazgos
en el momento del examen fisico es la presencia de equimosis, petequias, hematomas y sindrome
hemorrégico, este ultimo presente en el 80-90% de casos (Breen et al., 2012; Larson y Gurbuxani,
2019). También se reportd organomegalias, adenomegalias, infiltracion extramedular en sistema
nervioso central (SNC), pulmén y piel. A nivel de sangre hay pancitopenia, a diferencia de la

variante hipogranular que expresa leucocitosis (Breccia et al., 2010).

Un rasgo caracteristico de esta enfermedad es la coagulopatia y sindrome hemorragico
responsables de la alta tasa de mortalidad en este grupo de pacientes. Alrededor del 5-15% mueren

antes de iniciar tratamiento y un 20-25% mueren al mes de iniciada la induccion.

La fisiopatologia responsable de esto es mediada por los promielocitos leucéemicos de la

siguiente manera (Sanz y Montesinos, 2010; Stein et al., 2009):
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- La expresion del factor tisular (FT) y el factor procoagulante neoplasico (CP). Por un
lado, el FT activa al Factor VII, formando el complejo inicial (FT/FVI1la), que a su vez activa al
Factor X (FT/FVIla/FXa) desencadenando el proceso de coagulacion intravascular diseminada
(CID) (Andoh et al., 1987). Por el otro, el CP (llamado también cisteina proteasa), responsable del
estado trombofilico en la LPA, activa directamente el Factor X, expresando trombina, sin
mediacion del Factor VII (Avvisati et al., 2001; Tallman et al., 2007).

- Sobreexpresion de citocinas pro-inflamatorias como la interleucina 18 (IL-1p) y el
factor de necrosis tumoral (TNFa). Buscan estimular a las células endoteliales el producir el FT,
depresion de la expresion de trombomodulina e incremento del inhibidor del plasmindgeno 1 (PAI-
1). Todo ello desencadena a generar un medio trombotico en el endotelio vascular que a su vez
contribuye a la CID. Cabe resaltar que, a diferencia de la coagulacion intravascular clasica, en la
LPA la vida media de los trombocitos y la concentracion de anticoagulantes naturales (Proteina C
y antitrombina) en plasma es normal (Mandelli et al., 2002; Wilde y Davies, 1990).

- Sobreexpresion de anexina Il en la superficie de membrana de promielocitos. La
anexina Il actia como receptor para el plasmindgeno y del activador tisular del plasmin6geno (t-
PA). Por ende, un incremento de esta induce a la produccion de plasmina dando como resultado el
consumo veloz del inhibidor 02 plasmina (a2PI), esta plasmina activa al acumularse en el plasma
reproduce el cuadro hiperfibrinolitico de esta enfermedad (Menell et al., 1999).

- Liberacion excesiva de proteasas provenientes de los granulos de los promielocitos. En
la que hay un incremento de la expresion de elastasas, incremento del factor de von Willebrand
(FVYW) y sus fragmentos asociados (Arbuthnot y Wilde, 2006).

2.1.3.6. Caracteristicas citomorfologicas y citoquimicas. Citomorfologicamente

hablando, la LPA es una entidad heterogenea (Castoldi et al., 1994; Davey et al., 1989; Liso y
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Bennett, 2003). A continuacidn, se expondra algunas caracteristicas de los subtipos morfol6gicos
mas representativas:

- Subtipo clasico hipergranular (LMA-M3). Esta representa alrededor del 85% de los
casos de LPA. Caracterizada por un contorno nuclear irregular, plegado, bilobulado de aspecto
reniforme, citoplasma ligeramente basofilo abundante con granulaciones azurofilas prominentes
que en algunos casos cubre la superficie nuclear, cuerpos de Auer agrupados (“Faggots cells”),
proyecciones citoplasmaticas. Citoquimicamente son positivos a mieloperoxidasa (MPO), sudan
black y cloroacetato esterasa (CAE), en esta Ultima se evidencia marcadamente las varillas de
Auer. Se han reportado algunos casos de LPA con granulaciones neutrofilicas que reaccionan
débilmente o ausente a la MPO, y en otros casos con MPO intenso (Testa et al., 1978).

- Subtipo microgranular/hipogranular (LMA-M3v). Estas representan aproximadamente
entre 15 al 20% de todas las LPA. Morfoldgicamente se caracteriza por nucleos bilobulados o
convoluto, citoplasma ligeramente basoéfilo hipogranular con granulos finos ausentes o escasas,
casi imperceptibles a microscopia dptica (Golomb et al., 1980; Neame et al., 1997; Stasi et al.,
1997). Hay casos de M3v atipico que se asocia a mielofibrosis (Fukuno et al., 2001). En la
citoquimica también presenta positividad a MPO, sudan black y CAE. En algunos casos de M3v
la MPO es débil positivo.

- Subtipo hiperbasofilica de la LPA. Esta variante rara de LPA asociada a t(15;17) se
caracteriza principalmente por una relacion nucleo/citoplasma incrementado, citoplasma
fuertemente basofilo con proyecciones conspicuas que imita a un megacariocito, presencia 0 no
de granulos muy densos e irregulares, y fuerte positividad a MPO (McKenna et al., 1982; Tallman

etal., 1993; Umeda et al., 1987).
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- Subtipo con rearreglo PLZF/RARa (M3r). Son promielocitos atipicos que se
caracterizan por presentar contorno nuclear regular, hipolobular tipo Pelger, citoplasma
hipogranular a hipergranular, granulos de apariencia basofila tipo Chediak-Higashi. Estos granulos
se puede evidenciar otras translocaciones diferentes de t (11; 17) (q23; q21) (Jansen y Léwenberg,
2001; Sainty et al., 2000).

2.1.3.7. Caracteristicas inmunofenotipicas. Los avances provistos de los diferentes
métodos de analisis celular han sido de gran relevancia para el diagnostico oportuno de la LPA.
De entre ellas destaca el estudio inmunofenotipico por citometria de flujo que brinda una gran
ayuda en el momento del diagnostico diferencial, identificacion de estadios de diferenciacién y
maduracion de la estirpe celular comprometida, como también colaborar en la terapia dirigida
(anti-CD33, por ejemplo) y como factor prondstico en el monitoreo de la enfermedad minima
residual (EMR). El perfil inmunofenotipico de la LPA es caracteristico y difiere en algunos
aspectos de otras LMA. Con respecto a marcadores de inmadurez como el CD34 y HLA-DR suele
ser negativo a débil positivo, asociandose en algunos casos a cariotipo normal en LPA
(Oelschlaegel et al., 2009). Una expresion positiva del CD34 esta asociado a mutacién del gen
FLT3, confiriéndole mal prondstico (Kussick et al., 2004). Otro marcador de inmadurez como es
el CD117 estad expresado o débil positivo CD117(+/-). Dentro de los marcadores de madurez
granulocitica, la expresion de inmunofenotipo es la siguiente: CD33 (+++), en algunos casos con
perfil homogéneo; CD13 (+/++) heterogéneo; CD14, CD15y CD65 negativo a débil positivo, CD7
negativo, MPO +++. El CD11a y CD18 estan ausentes o positivos débil. Dentro de marcadores de
diferenciacion monocitica el CD11b y CD11c es negativo en la LPA (Kalina et al., 2012; Orfao

et al., 1999; Rizzatti et al., 2002; Xu et al., 2014; Zhou et al., 2012). Adicionalmente la expresion
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de CD64 es heterogénea, que acompafada con expresion de CD9 confieren un diagnéstico
oportuno (Ren et al., 2019; Touzet et al., 2019).

Con respecto a la morfologia hipogranular (M3v) o transcripto PML break cluster region
3 (ber3) del gen de fusion PML-RARa expresa positividad en algunos promielocitos a marcadores
aberrantes de linaje linfoide como CD2, CD4 (Claxton et al., 1992; Kaito et al., 2005; Foley et al.,
2001). Altamente positivo a CD117 y CD33, y HLA-DR negativo. En el 20% de casos positivo a
CD56 (expresado comunmente en células NK), que junto con la expresion débilmente positivo del
CD34 da un mal pronostico (Ito et al., 2004; Murray et al., 1999). Esto hace notar que a diferencia
de la variante hipergranular (M3), el marcaje inmunofenotipico de la variante hipogranular (M3v)
es mas heterogénea debido al perfil mieloide inmaduro que ella trae.

2.1.3.8. Caracteristicas citogenéticas y molecular. Desde la primera descripcion
citogenética de la LPA en 1977 por J. Rowley (Rowley et al., 1977), el estudio citogenético
adquirio gran importancia en el diagndstico de esta entidad (Golomb et al., 1976; Larson et al.,
1984). El hecho de que, los promielocitos no lleguen a diferenciarse a sus estadios de maduracion
es consecuencia de la presencia de alteraciones cromosomicas estructurales; marcadamente - en el
caso de la LPA - las translocaciones, la cual van a involucrar directamente el locus génico de la
subunidad a del receptor del acido retinoico (RARa) localizado en el brazo largo del cromosoma
17 (17921) que a su vez conlleva a la formacion de genes aberrantes y de oncoproteinas de fusion
(Villa et al., 2004; Vitoux, Nasr y de Thé, 2007; Zhou et al., 2005). ElI primer rearreglo
cromosomico identificado y que representa alrededor del 95-98% de todos los casos de LPA es la
que asocia al locus génico del gen PML (promyelocytic leukemia, por sus siglas en inglés)
localizado en el brazo largo del cromosoma 15 (15922) y el locus génico ya mencionado, RARa

(17921). Esta asociacion conlleva a la formacion de dos productos quiméricos (genes hibridos):
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PML-RARa, localizado en el cromosoma 15 derivado [der(15)] detectado en el 95% de casos; y
el RARa-PML, localizado en el cromosoma 17 derivado [der(17)] y que se encuentra ausente entre
el 10 al 20% de casos al momento del estudio citogenético. Esto presupone que el PML-RARa
juega un papel clave en el surgimiento de la leucemogénesis (Grimwade y Lo-Coco, 2002; Wang
y Chen, 2008).

El PML es un gen tumor supresor que tiene participacion activa en el control de la
estabilidad gendémica, induce la apoptosis dependiente de p53, colabora en la supresion del
crecimiento celular y su senescencia en respuesta dafio celular mediada por radiacion o
transformacion oncogénica, y también es participe de mediar la represion transcripcional en
colaboracion con otros genes tumor supresor (RB y Mad, por ejemplo) (Gurrieri et al., 2004). A
nivel estructural estd conformado por un compartimiento tripartito: un anillo de zinc, 2 regiones B
boxes rica en cisteina y una region denominada “coiled-coil”, esta ultima semejante a la
conformacion espiralada de la bombilla de luz. Por inmunofluorescencia es detectado junto a un
complejo de otras proteinas (p53, pRB, Daxx, CBP, entre otras) estructuralmente formando los
cuerpos nucleares (“nuclear dots ) (Chen y Chen, 1992; Grimwade, 1999; Zhong et al., 2000).

El gen RARa como se describid en el apartado de “Bases moleculares y patogénesis de la
LPA” es un factor de transcripcién perteneciente a la familia de receptores nucleares del acido
retinoico que en respuesta a su ligando en condiciones fisioldgicas induce la diferenciacion
mieloide en los promielocitos (Rahmé et al., 2018). En la translocacion cromosomica t(15;17) el
punto de ruptura, a nivel del segundo intrén en el gen RARa suele ser invariable, conservando asi
los dominios funcionales que le permitird, a pesar de ser un transcripto aberrante,
heterodimerizarse al RXR, ligarse a los RAREs presentes en la region promotora de la

diferenciacion granulocitica, reclutar a complejos co-represores que se uniran tanto en el dominio
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PML como en el dominio RARa, inducir la desacetilacion de histonas por las HDAC,
compactacion de la cromatina y posterior represion del transcripto. También este fendmeno se ve
reforzada debido a que también el PML-RARGa recluta histonas metiltransferasas (HMT) y DNA
metiltransferasas (Dnmtl y Dmnt3) que metilan el DNA (Hormaeche y Licht, 2007; Matsushita et
al., 2006; Ohnishi, 2007; Villa et al., 2004).

También el PML-RARGa se ha visto involucrado en la activacion y mutacion del gen FLT3,
encontrado en el 45% de casos de LPA, que al hiperactivarse induce a la proliferacion y
persistencia de la enfermedad, siendo indicador de mal prondstico en LPA (Mufioz et al., 2018).

Esta fusion génica PML-RARGa, presenta tres subtipos moleculares (isoformas) de diferente
tamario segun el nivel de punto de corte en el gen PML (Borrow et al., 1992):

- intron 6 sera isoforma L (Long) o berl (breakpoint cluster region 1, por sus siglas en
inglés). Esta primera asociada a variante hipergranular y frecuente en adultos.

- exon 6 serd isoforma V (Variable) o bcr2.

- intron 3 sera isoforma S (Short) o ber3. Esta Ultima asociada a mal pronéstico, asociada
a variante hipogranular, hiperleucocitosis, coagulopatias hemorragicas, mutaciones en FLT3-ITD
(FMS like tyrosine kinase-3 in tandem duplication) y sindrome de ATRA. Mas frecuente en
pediatricos (Choppa et al., 2003; Lin et al., 2004).

Cabe resaltar que la frecuencia de estos tres subtipos moleculares estdn asociado a
variabilidad genética en relacion a determinantes geograficos aun no identificados, encontrandose
por ejemplo més frecuencia de isotipo bcrl y ber2 en poblacion latina (Douer et al., 2003; Ruiz-
Arguelles et al., 2004).

La translocacion citogenética t(15;17)(g22;q21) PML-RARa se ha asociado a otras

alteraciones cromosomicas adicionales (ACA) en un 20 a 40% de los casos de LPA (Melo et al.,
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2006). A diferencia de la translocacion t(8;21)(g22;022) RUNX1/RUNXL1TL1 en la que la pérdida
del cromosoma sexual es la ACA maés frecuente con un 70% de los casos, la LPA tiene como ACA
mas frecuente la trisomia del 8 con una frecuencia del 30-40% (Kim et al., 2011; Kwong et al.,
1995). Adicionalmente, muchos estudios reportaron alteraciones estructurales y numéricas como:
del(9g)(Yamamoto et al., 1999), del(3q), del(11q) (Campbell et al., 2002), del(1931.3) (Nowak et
al., 2012),i(17q) (Inamuraet al., 2016), del(5q) (Imataki y Uemura, 2016), del(7q), del(6qg) (Matos
et al., 2013; Nakase et al., 2000), +21 (Wan et al., 2003), ider(17q) (Kim et al., 2010; Manola et
al., 2010; Shepshelovich et al., 2015), r(10) (Shehzad et al., 2016), trisomia 11 (Bastos et al., 2012).
El papel de estas alteraciones citogenéticas adicionales en el pronostico de la enfermedad aun no
esta bien claro. También se han reportado casos de translocaciones complejas en diferentes
estudios que ademas de involucrar a los cromosomas 15 y 17 involucran a mas un cromosoma.
Solo para mencionar algunas combinaciones aberrantes tenemos: t(6;17;15)(p21;921;922) (Zhang
et al., 2018), t(15;17;17)(q22;923;921) (Tirado et al., 2003), t(1;17;15)(q21;921;924) (Lv et al.,
2019), entre otras (Berger et al., 1991; Brunel et al., 1996; Cervera et al., 2010; Hiorns et al., 1997;
Wan et al., 1999).

Alrededor del 2 al 5% de casos de LPA estan asociados a rearreglos cromosémicos por
translocacion entre el gen RARa y otros locus génicos diferentes de PML (Redner, 2002). A este
conjunto de rearreglos cromosomicos se agrupan con la denominacion “X-RARa”, se menciona
algunos de ellos:

-1(11;17)(923;921) PLZF-RARa: Primera en describirse en 1993 (Chen et al., 1993), esta
asocia al locus del gen PLZF (Promyelocytic Leukemia Zinc Finger, siglas en ingles) localizado
en el brazo largo del cromosoma 11 (11g23) y el locus génico RARa (17g2). Dando origen a 2

genes hibridos PLZF-RARo y RARa-PLZF. El gen PLZF, llamado también ZBTB16, codifica
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una proteina de represion de la transcripcion (Jansen y Lowenberg, 2001; Licht et al., 1995). Este
rearreglo cromosémico representa el 0.8% de casos de LPA. A nivel clinico, morfoldgico e
inmunofenotipico tiene marcada diferencia con la variante clasica M3 (Rohr et al., 2012; Sainty et
al., 2000).

- 1(5;17)(935;021) NPM-RARa: En esta variante se transloca el gen de la nucleofosmina
(NPML1 - Nucleophosmin 1 gene, siglas en inglés) localizado en el brazo largo del cromosoma 5
(5932) con el RARa (17g21) formando también dos productos hibridos: NPM1-RARa y el RARa-
NPML1. El gen NPM codifica una fosfoproteina nuclear con actividad de chaperona y nucleasa que
regula la duplicacion normal del centromero. Representa < 0.5% de los casos de LPA. Los
hallazgos morfoldgicos de esta entidad son similares a la variante clasica M3 (Brunel et al., 1995;
Nicci et al., 2005).

-1(11;17)(q13;921) NUMA-RARa: Esta translocacion es muy rara'y compromete al locus
génico de la proteina nuclear del aparato mitético (NUMA - nuclear mitotic apparatus protein 1
gene, siglas en inglés) localizado en el brazo largo del cromosoma 11 (11913) con el gen RARa
(17g21). Formandose el gen hibrido NuMA-RARa mas no su otro producto RARa-NuMA (Sukhai
et al., 2008). Este rearreglo NUMA-RARa es la primera descripcion que compromete a un gen del
aparato mitético en una neoplasia maligna. El gen NuMA cumple un papel clave durante la mitosis,
reorganizacion del telémero a nivel nuclear y durante la apoptosis (Dong et al., 2003).

- der(17) STAT5b-RARa: Esta forma peculiar de reordenamiento se debe a la duplicacion
intersticial de la regidon del cromosoma 17-17g21-g23 dando origen al cromosoma 17 derivado
der(17) en la que el gen STATS5D se inserta en el segundo intron del gen RARa (Dong y Tweardy,
2002; Kluk et al., 2015). La funcién del gen STAT5b forma parte de las familias de genes que

actuan como factores de transcripcion y transduccion de sefial (Pessina et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0037196301900046#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sainty%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942370
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brunel%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8605120
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sukhai%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18408763
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dong%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12584566
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dong%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11929748
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tweardy%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11929748
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- Hay otras variantes que asocian al gen RARa con otros genes como: PRKARIA
(Catalano et al., 2007), FIPL1 (Kondo et al., 2008), BCOR y OBFC2A (Won et al., 2013;
Yamamoto et al., 2010).

2.1.3.9. Diagnoéstico de la LPA. La LPA es considerado una emergencia médica por su
alta tasa de mortalidad en ausencia de tratamiento oportuno, por eso el examen clinico y el
diagnostico precoz son cruciales para poder tomar medidas de control y dirigir una terapia que
canalice la respuesta oportuna para este grupo de pacientes. Actualmente se cuenta con una bateria
de pruebas que colaboran en el diagnostico, prediccion prondstica, tratamiento y seguimiento de
la LPA (Hoffbrand et al., 2011; Lock et al., 2004). Se mencionan a continuacion algunas
herramientas usadas para el diagnostico de LPA:

- Hemograma. En ella se evidenciara alteraciones de tipo cuantitativas como cualitativas,
como por ejemplo la pancitopenia presente en sangre periférica, la presencia de promielocitos
anormales y sus multiples variantes. En el caso de la M3v la presencia de leucocitosis (Hoffman,
2013; Sanz et al., 2009).

- Pruebas de coagulacion. Donde se evidencia la trombocitopenia, tiempo de protrombina
(TP) y tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) prolongado, fibrinégeno disminuido y
dimero D (D-D) incrementado. Niveles de proteina C, S y antitrombina no estan alterados (Stein
et al., 2009).

- Pruebas bioquimicas. Dentro del catalogo de pruebas se pide el dosaje de nitrogeno
ureico en la sangre (BUN), creatinina, bilirrubina total (BRB), transaminasas (TGP, TGO), ac.
arico, y deshidrogenasa lactica (DHL) (Jurcic et al., 2007).

- Mielograma. Para definir una LMA se requiere como criterio la presencia de blastos en

médula 6sea > 20%. Sin embargo, se puede diagnosticar con un porcentaje de blastos inferior si


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stein%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19285282
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esta asociada a alguna anomalia cromosomica recurrente como es el caso de la t(15;17) presente
en la LPA (Swerdlow et al., 2017). Las caracteristicas morfoldgicas son variables respecto de la
variante asociada. En el tipo clasico (M3) la MO es hipercelular, infiltrada por promielocitos
leucémicos con granulos prominentes en el citoplasma, nudcleos de contornos de forma y
dimensiones variables, desde bilobulado a reniforme, proyecciones citoplasmaticas, abundantes
bastones de Auer agrupados (faggots cells) (Castoldi et al., 1994; Liso y Bennett, 2003). A
diferencia de la variante (M3v) la cual la presencia de granulaciones citoplasmaéticas esta ausentes
0 poco visibles. También se han visto variantes asociadas a granulaciones basofilas en la t(11;17)
PLZF-RARa (Sainty et al., 2000).

- Citoquimica. Reaccion fuertemente positiva a MPO y sudan black (Davey et al., 1989).

- Inmunofenotipo. Al ser estos promielocitos parcialmente diferenciados expresan CD33
y CD13. Negativo a débil a marcadores de inmadurez como el HLA-DR y CD34. En la variante
hipogranular hay expresion de CD34, CD2 y CD56 lo que le confiere un mal pronostico (Kaito et
al., 2005; Murray et al., 1999). Mas detalles sobre el inmunofenotipo en el apartado:
Caracteristicas inmunofenotipicas.

- Citogenética convencional. Con la técnica de bandeo GTG se evaltan las metafases en
muestras de MO previamente cultivadas entre las 24 a 48 hrs. Esta prueba a pesar de su alta
especificidad tiene como desventaja que para el estudio se necesita de metafases conservadas
capaces de permitirnos el analisis de los cromosomas comprometidos, en el caso de la LPA la
translocacion t(15;17) o variantes t(11;17)(q23;921), t(11;17)(913;921) o t(5,17)(q35,921) y otras
translocaciones alternativas identificadas hasta la fecha (Chen et al., 1993). Otra desventaja es que
esta técnica no detecta rearreglos cromosomicos cripticos conllevando a falsos negativos (Sagrillo

et al., 2005). Como ventaja marcada es que adicionalmente a la deteccion de la translocacion


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sainty%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942370
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaito%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16178910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murray%20CK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10458245
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t(15;17) puede detectar alteraciones citogenéticas adicionales (ACA), estas aln en controversia si
impactan o no el curso de la enfermedad en la LPA (Hiorns et al., 1997).

- Citogenética molecular por FISH (Fluorescence in situ hybridization). Esta, a
diferencia de la convencional, no requiere de metafases para el estudio, ya que puede trabajar sin
problemas en estadios de interfase donde detecten el gen de fusion PML-RARo u otras “X-RARa”
(Mancini et al., 1995). Por otro lado, soluciona los falsos negativos al identificar regiones cripticas
mediante fluorocromos especificos disponibles comercialmente (Rashidi y Fisher, 2015).

- RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction). Usa como objeto de estudio
RNA extraido de muestras de MO para deteccion del gen de fusion PML/RARa, siendo la “prueba
de oro” para determinacion de subtipos moleculares e inferir el prondstico de la enfermedad al
momento del diagnéstico (Borrow et al., 1992). Las desventajas respecto a esta técnica radica en
que puede llevar a falsos negativos en casos de muestras con RNA reducido o a falsos positivos
en caso de muestras contaminadas y/o artefactos (Ikeda et al., 1993; Miller et al., 1992).

- RQ-PCR (Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction). Es usado para la
evaluacion de la enfermedad minima residual (EMR) en pacientes con diagndstico de LPA en
tratamiento. Esto a diferencia del RT-PCR cuantifica los transcriptos de PML-RARa presentes,
siendo de ayuda en el seguimiento de los mismos (Ghanem et al., 2013).

- Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia indirecta (IFI) con anticuerpos
monoclonales Anti-PML. Esta es usada tanto en muestras de MO como en sangre periférica (Falini
et al., 1997). Estos anti-PML se unen especificamente a proteinas PML como a la forma aberrante
PML-RARo vislumbrandose los mismos en las regiones llamadas “nuclear dots” de los

promielocitos anormales circulantes por microscopia con un patron microparticulado (> 30 puntos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20WH%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1372989
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nucleares) a diferencia de otras variantes como el PLZF-RARa o NPM1-RARA donde los puntos

nucleares son discretos (< 20) (Gomis et al., 2004).

2.1.3.10. Factores pronosticos. El esfuerzo para identificar factores prondésticos en la LPA
es de gran relevancia gracias al papel que estos juegan previo a la induccidn terapéutica, durante
y después (Jang et al., 2014; Testa y Lo-Coco, 2016). Uno de estos factores es el recuento de
leucocitos y plaquetas, revisado en un estudio multivariado con 217 pacientes por los grupos de
cooperacion espafol (PETHEMA) e italiano (GIMEMA) donde se establecid 3 grupos de riesgo:
Bajo (leucocitos <10x10%L y plaquetas >40x10%L), intermedio (leucocitos <10x10%L y plaquetas
<40x10°%/L), alto (leucocitos >10x10%L, independientemente del recuento de plaquetas) (Sanz et
al., 2000). Otro factor ha sido la presencia de FLT3-1TD mutado la cual se presenta en alrededor
del 75% casos de LPA hipogranular y alrededor del 25% en la variante hipergranular (Barragan et
al., 2011; Gale et al., 2005). El gen FLT3-1TD (13912) es un receptor de tirosina-cinasa de clase
Il involucrado en la diferenciacién y proliferacion de las células madres hematopoyeéticas. Al
darse la mutacion hay un bloque en las funciones de su producto génico y consecuentemente se
asocia a la presencia de hiperleucocitosis, al transcripto bcr3 de la variante hipogranular (M3v) y
mayor porcentaje de blastos. Otro factor es la expresion del marcador de inmadurez CD34 en la
que asociacion a CD2 también en la variante hipogranular (M3v) confiere un mal pronéstico. El
CD56 también se ha visto asociada a mal prondstico en 20% de LPA M3v. Otros factores son la
edad, riesgo a hemorragia, indice elevado de D-D, y otros marcadores de laboratorio clinico (Lou

etal., 2015).
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2.2. Definicion de términos béasicos

- Caracterizacion diagnostica: Determina las condiciones particulares de una determinada
entidad respecto del resto. Esto mediante instrumentos diagnosticos que buscan distinguir o
identificar una determinada enfermedad a partir del analisis e interpretacion de datos obtenidos

que tiene por finalidad determinar la condicién-estudio (Gallo et al., 2014).

- Citogenética: Rama de la genética que estudia la estructura del material cromosémico
como el estudio de enfermedades causadas por anomalias estructurales y numéricas de los

cromosomas (Kannan y Zilfalil, 2009).

- Translocacion (t): La translocacion cromosomica se define como el intercambio de

materiales genéticos entre dos cromosomas no homdlogos (Klug et al., 2006).

- Delecidn (del): Cambio estructural que tiene como consecuencia la pérdida de una
porcion total o parcial de un cromosoma y por consiguiente, la informacidn genética que esta

contenga. Esta puede ser de tipo terminal (si incluye al telomero) como no terminal (Roca, 2008)

- Cromosoma en anillo o “ring” (r): ES una alteracion estructural en la que se pierde 2
segmentos de un mismo cromosoma (incluyendo los telémeros), generando una estructura circular

del mismo (Roca, 2008)

- Inversion (inv): Es una alteracion citogenética estructural que se caracteriza por un
cambio de sentido de una porcion cromosomica dentro del mismo cromosoma. Estas pueden ser
pericéntrica (si incluye al centromero) como paracéntricas (que se localiza en uno de los brazos)

(Roca, 2008)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kannan%20TP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22589651
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zilfalil%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22589651
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- Cromosoma derivado (der): Es aquel cromosoma con reordenamientos que involucra a
2 0 més cromosomas o0 multiples anomalias cromosémicas (en un mismo cromosoma) (Roca,

2008).

- Isocromosoma (i): Es un cromosoma que tiene brazos homologos (o iguales) que se da

por una traslocacion robertsoniana hasta por una misdivision del mismo cromosoma (Roca, 2008)

- Cromosoma marcador (+mar): Es un cromosoma autbnomo, completo y con aparente
funcionalidad pero que debido a su tamafio minasculo no se puede identificar su patrén de bandas

para identificarlo (Roca. 2008)

- Aneuploidia: Es la presencia o ausencia de uno o mas cromosomas (sin llegar a completar
el cariotipo) Esta puede ser de tipo disémica, trisdmica (un cromosoma de mas) o monosémica

(uno de menos) (Benasayag y Gallino, 2010).

- Adicion cromosomica (add): Es una alteracion rara a nivel cromosémico caracterizado

por la ganancia de material cromosémico de origen desconocido (Benasayag y Gallino, 2010).

- Polimorfismo: Son definidas como variantes morfoldgicas de algunos segmentos
cromosomicos que no tiene implicancia clinica al ser considerado normales en la poblacion en
general. Este tamafio es producto de la heterocromatina principalmente visto en los cromosomas

1,9, 16 e Y (Benasayag y Gallino, 2010).

- Poliploidia: Alteracion citogenética numérica que se caracteriza por la adicion de 1 0 mas
complementos haploides (3n, 4n, etc) lo que genera un cariotipo andmalo (Benasayag y Gallino,

2010).
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- gen PML-RARa: Es el producto génico de la unién quimérica anormal entre el gen PML
(promyelocytic leukemia) localizado en el 15922 con el gen RAR« (subunidad o del &cido trans-
retinoico) localizado en el 17921, esto debido a una traslocacion reciproca de ambos cromosomas

(Wang y Chen, 2008)

- Cariotipo complejo: Es aquel cariotipo en la que se evidencia la existencia de 3 0 mas
alteraciones cromosémicas. Estas a nivel clinico son signo de mal pronostico debido a que mas de

un gen esta alterado en esta condicion (Benasayag y Gallino, 2010).

- Citometria de flujo: Un método para medir el nimero de células en una muestra, el
porcentaje de células vivas en una muestra y ciertas caracteristicas de las células, como el tamafio,
la formay la presencia de marcadores tumorales en la superficie celular. Las células se tifien con
un tinte sensible a la luz, se colocan en un liquido y se pasan en una corriente antes de un laser u
otro tipo de luz. Las mediciones se basan en como el tinte sensible a la luz reacciona a la luz

(Watson, 1991).

- Cluster de differentiation (CD): Son aquellas moléculas (antigenos) marcadoras que se
expresan en la superficie de membrana de las células que son reconocidos (por su patron) por
determinados anticuerpos de manera especifica y que sirven para la identificacion del tipo celular,

estadio de diferenciacion y maduracion, como su actividad celular (Bernard y Boumsell, 1984).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20ZY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18299451
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18299451
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I1l. METODO
3.1. Tipo de investigacion

Segun Veiga et al. (2008), una investigacion es de tipo descriptivo cuando solo se limita a
detallar la presencia y/o ausencia, medir caracteristicas o estimar la distribucion de un fenémeno
determinado dentro de un tiempo establecido. Esta siendo a su vez retrospectiva debido a que su
planteamiento de estudio tiene un inicio previo, y de tipo transversal ya que tiene un corte en el
tiempo las mediciones donde se realiza el estudio. Cuando no hay manipulacion de variables dentro
del estudio y se limita a la mera observancia de las mismas en un espacio-tiempo determinado
hablamos de un estudio con disefio no experimental (Veiga et al, 2008). Por consiguiente, este
trabajo es un estudio descriptivo, retrospectivo de corte transversal y de disefio no experimental
que se realiza en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) en el periodo 2010 -

2017.
3.2. Ambito temporal y espacial

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Instituto Nacional de Enfermedades
Neopléasicas (INEN) localizado en Av. Angamos Este 2520, Surquillo 15038. Los casos a revisar
fueron historias clinicas (H.C.) de pacientes diagnosticados con Leucemia Promielocitica Aguda

(LPA) durante el periodo comprendido entre el 2010 al 2017.
3.3. Variable(s)

Una variable es toda propiedad que fluctia en su comportamiento y cuya variacion es

idoneo para ser medido u observado (Buendia et al., 2001). En el presente trabajo nuestra variable
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de estudio es la caracterizacion diagndstica de pacientes con LPA del INEN durante el periodo

2010 - 2017.

3.3.1. Caracterizacion diagndstica

Es la descripcién de las condiciones particulares de una determinada entidad respecto del

resto (en el estudio, las caracteristicas diagndsticas de pacientes con LPA). Esto mediante

instrumentos diagndsticos que buscan distinguir o identificar una determinada enfermedad a partir

del andlisis e interpretacion de datos obtenidos que tiene por finalidad determinar la condicién-

estudio (Gallo et al., 2014). Dicha caracterizacion tiene diversas dimensiones de estudio, desde la

dimension citomorfologica hasta la dimensién molecular.

- Operacionalizacion de la variable estudio:

. . VARIABLES
DEFINICTON DEFINICTON
VARIABLE DIMENSIONES INTERVINIEN INDICADORES ESCALA
CONCEPTUAL | OPERACIONAL B}
TES
Resultado d
Marcadores CD pauii _ =
cluster™s of estudio Positivo
INMUNOFENOTI | L immunefenotipico )
. differentiation, . ,
. . PICA por citometra de .
Es el conjunto de por sus siglas en . o Megativo
Lo . . flujo en la historia
caracteristicas que | La variable esmdio inglés) clinica
describen una se obtendrd en base — -
. Translocacion {1)
determinnda a los resultados Delecion {del)
condicion obtenidoes de los . i_ Resultado de
Toldgica en diferentes esmdios Insercion (ins) estudic Presencia
CARACTERIZACION rml:l'l'i i: los diagnisticos . CITOGENETIC A Lversion (inv) cilog '.m'.'lin:.'u or .
DIAGNOSTICA e s & ' ATHRERRTEA T Anillo () gk _
diferentes requeribles para L cariofipo en la Ausencia
. . Duplicacion {dup) S
estudios caracterizar . historia climea
diagndisticos gue condicion Monosomia
I:.:'i E - : ﬁl'I patologi 1 Trisomia
articipan e atologica e1
. ..  E%li Li{Long Resultado de |
dicha condicion cuestion I_:ILW \-ong) o cj: ?_i :1 ;xla
de la enfermedad, ]" o V :ﬂl Lh.l . :L Presencia
. solipo V ranseriple de
MOLECULAR \ _ ,
L (Variable) o ber2 tusion PML/REARR A .
: SERCid
lsotipo S (Shorl) | por RT-PCR en la e
o berd historia climca

A continuacion, revisaremos aquellas dimensiones que se tomaran en el presente trabajo:

3.3.1.1. Dimensién citogenética. Es una subvariable de la caracterizacién diagndstica de

la LPA que detalla las caracteristicas a nivel citogenético (hallazgos de alteraciones numéricas o
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estructurales de los cromosomas), su comportamiento y como esta influye en el diagndstico y

manejo de la LPA (Cheriyedath, 2019).

VARIABLES
(INTERVINIENTEYS)

CONCEPTO

INDICADOR

ESCALA

ALTERACIONES E

STRUCTURALES

Translocacion (t)

Movimiento de un segmento
cromosoémico hacia un
cromosoma no homdlogo u
a otra region del mismo

cromosoma

Citogenética

convencional en HC

Presencia/Ausencia

Delecion (del)

Pérdida de un fragmento de
un cromosoma parcial o

total

Citogenética

convencional en HC

Presencia/Ausencia

Insercién (ins)

Segmento intersticial de un
cromosoma se elimina 'y se
transfiere a una nueva
posicién en algln otro
cromosoma, u
ocasionalmente, en su
homologo, o incluso en otro
lugar dentro del mismo

cromosoma

Citogenética

convencional en HC

Presencia/Ausencia

Inversion (inv)

Parte de un cromosoma se
fragmenta en dos puntos y el
segmento intermedio gira al

revés y luego vuelve a

unirse

Citogenética

convencional en HC

Presencia/Ausencia




Anillo (r)

Implica la eliminacion (a
menudo pequefia) de los
extremos de ambos brazos
(incluidos los telomeros) y
la reincorporacion del
segmento mediano a si
mismo en una estructura

circular

Citogenética

convencional en HC
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Presencia/Ausencia

Duplicacion (dup)

Repeticion de un segmento

de material genético

Citogenética

convencional en HC

Presencia/Ausencia

ALTERACIONES NUMERICAS

Pérdida de un cromosoma

Citogenética

Monosomia ) ) Presencia/Ausencia
de un par homdlogo convencional en HC
Adicion de un cromosoma ) .
Lo Citogenética _ _
Trisomia que da como resultado tres Presencia/Ausencia

cromosomas homologos

convencional en HC

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

3.3.1.2. Dimension inmunofenotipica (marcadores CD, cluster’s of differentiation,

siglas en inglés). Es una subvariable de la caracterizacion diagndstica de la LPA que detalla las

caracteristicas a nivel inmunofenotipico a partir de la deteccién de determinados marcadores

(antigenos) de superficie de las células sanguineas y asi determinar su estadio de maduracion,

proliferacion, activacion, comportamiento, y como esta influye en el diagnoéstico y manejo de la

LPA (Pino etal., 2014).
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VARIABLES
(INTERVINIENTEYS)

CONCEPTO

INDICADOR

ESCALA

Citometria de flujo

CD38 Antigeno de las CPH Positivo/ Negativo
en HC
Antigeno de las CPH, | Citometria de flujo o _
CD34 _ Positivo/ Negativo
endoteliales en HC
Antigeno comin Citometria de flujo . _
CD45 o Positivo/ Negativo
leucocitario en HC
Antigeno de superficie ) ] )
o Citometria de flujo o )
CD2 de lingje T, B, NK, Positivo/ Negativo
) en HC
monocito
Antigeno de linaje T, ) ] )
. Citometria de flujo . _
CD4 granulocitica, Positivo/ Negativo
) ] en HC
monocito/macréfago
] o Citometria de flujo N _
CD3 Antigeno de linaje T Positivo/Negativo
en HC
Antigeno de ] ] ]
Citometria de flujo o )
CD7 transmembrana de CPH, Positivo/Negativo
en HC
T, NK
Antigeno de superf. de
CPH, T, NK, plaquetas, | Citometria de flujo N _
CD9 ) o Positivo/Negativo
endotelial, epitelial, en HC
granulocito, macrofago
Antigeno de T, B, NK, ) ) )
] Citometria de flujo o )
CD11b dendritica, Positivo/Negativo

monocito/macréfago

en HC




Antigeno de T, B, NK,
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dendritica, Citometria de flujo - _
CD1lc ) ) Positivo/Negativo
monocito/macréfago, en HC
granulocitico
Antigeno de T,
granulocito, Citometria de flujo - _
CD13 ) ) Positivo/Negativo
monocito/macréfago, en HC
endotelial, epitelial, CPH
Antigeno de linaje ] ] ]
o Citometria de flujo - _
CD14 mieloide, Positivo/Negativo
) ] en HC
monocito/macréfago
Antigeno de adhesion | Citometria de flujo - _
CD15 o Positivo/Negativo
cell de linaje mieloide en HC
Antigeno de NK, T, ) ] )
. ] Citometria de flujo . _
CD16 dendritica, granulocito, HC Positivo/Negativo
en
macrofago
Antigeno de linaje B, | Citometria de flujo - _
CD19 _ Positivo/Negativo
dendritica, CPH en HC
Antigeno de CPH, linaje | Citometria de flujo - _
CD22 Positivo/Negativo
B en HC
Antigeno de CPH,
granulocito, Citometria de flujo o )
CD33 ) Positivo/Negativo
monocito/macréfago, en HC
dendritica
) o Citometria de flujo - _
CD56 Antigeno de linaje T, NK Positivo/Negativo

en HC
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Antigeno expresado en ) i )
Citometria de flujo

CD64 dendritica, Positivo/Negativo
. ) en HC
monocito/macréfago
Antigeno de linaje Citometria de flujo . _
CD68 ] _ Positivo/Negativo
monocitico, dendritica en HC
Antigeno de CPH y Citometria de flujo - _
CD71 _ Positivo/Negativo
endotelial en HC
] o Citometria de flujo - _
CD79a Antigeno de linaje B Positivo/Negativo
en HC
] Citometria de flujo - _
CD117 Antigeno de CPH Positivo/Negativo
en HC
Antigeno MHC de clase | Citometria de flujo . _
HLA-DR Positivo/Negativo
I en HC
Antigeno en linaje ) ] )
MPO o ] Citometria de flujo - _
_ ) mieloide (linea Positivo/Negativo
(mieloperoxidasa) en HC

granulocitica, monocitos)

Nota. HC: Historia clinica, CD: Cluster differentiation.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

3.3.1.3. Dimension molecular. Es una subvariable de la caracterizacion diagnostica de
la LPA que detalla las caracteristicas a nivel molecular del gen de fusion PML-RAR, de ella segun
el punto de corte del gen PML del cromosoma 15 surgirdn 3 subtipos moleculares: a nivel del
intron 6 serd la isoforma L (Long) o bcl, en el exon 6 serd la isoforma V (Variable) o ber2, y si

surge en el intron 3 la isoforma S (Short) o ber3 (Liquori et al., 2020).
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VARIABLES
(INTERVINIENTES)

CONCEPTO INDICADOR ESCALA

) Expresion del
_ Subtipo molecular )
Isotipo L (Long) o transcripto de ] )
producto de la ruptura ‘ Presencia/Ausencia
berl o fusion PML/RARa
del intron 6 del gen PML

bcrl por RT-PCR

Expresion del

_ ) Subtipo molecular )
Isotipo V (Variable) o transcripto de ) )
producto de la ruptura Presencia/Ausencia
bcr2 ] fusion PML/RARa
del exo6n 6 del gen PML

bcrl por RT-PCR

Expresion del

. Subtipo molecular )
Isotipo S (Short) o transcripto de ] .
producto de la ruptura Presencia/Ausencia
ber3 o fusion PML/RARa
del intron 3 del gen PML

bcrl por RT-PCR

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

3.4. Poblacion y muestra

3.4.1. Poblacion

Segun Lopez (2008) una poblacion es el conjunto de individuos u objetos que son sujetos
de ser conocidos y, por consiguiente, medidos dentro de una investigacion. En el presente trabajo
la poblacion a estudiar fueron los registros de historias clinicas (H.C.) de todos los pacientes
atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) con diagnostico de
leucemia mieloide aguda (LMA), durante el periodo 2010 — 2017 que fue de un total de 832 casos

registrados.
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3.4.2. Muestra

Lopez (2008) sefiala que la muestra es el subconjunto referencial que se toma de la
poblacién o universo estudio donde se llevard a cabo la investigacion. En el presente trabajo
nuestra muestra fueron los resultados diagnosticos (incluidos en el registro de la historia clinica)
de los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) con
diagnostico de leucemia promielocitica aguda (LPA), durante el periodo 2010 — 2017 que fue de

un total de 229 casos registrados. Por lo tanto, es una muestra no probabilistica por conveniencia.
3.4.3. Criterios de seleccion

3.4.3.1. Criterios de inclusién. Registro de historias clinicas de pacientes ingresados en el

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) que tengan las siguientes caracteristicas:
- Diagnostico de leucemia promielocitica aguda (LPA), sea de novo o secundario.
- Con resultado de estudio citogenético en médula 6sea al ingreso.
- Con resultado de estudio molecular en médula dsea al ingreso.
- Con resultado de estudio de inmunofenotipo en médula dsea al ingreso.
- Admitidos en el INEN durante el periodo 2010 - 2017.
- Registro de pacientes que no hayan recibido tratamiento quimio/radioterapeutico.

3.4.3.2 Criterios de exclusion. Registro de historias clinicas de pacientes ingresados en el

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN):

- Registro de pacientes con otras LMA no LPA.
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- Registro de pacientes con diagnostico de leucemia promielocitica aguda (LPA) sin

resultado de estudio inmunofenotipico, citogenético y/o molecular no informativo.

- Registro de pacientes que si recibieron tratamiento quimio/radioterapeutico dentro o fuera

de la institucion.

3.5. Instrumento

Se utiliz6 fichas de recoleccion de datos establecidos que permitieron facilitar y estratificar
de manera concisa y precisa la informacion de utilidad para este trabajo. La esquematizacion de
las fichas de datos se basara en los criterios de seleccion ya descritos y en los items de referencia

de las diversas metodologias usadas para ambos estudios. (Ver Anexo N°1).

Ademas, se contd con las plantillas del programa Microsoft Excel v.2010 para su posterior
analisis.
3.6. Procedimientos

Una vez aprobado el estudio por el Comité de Investigacion del INEN, se procedio a la
solicitud de revision de historias clinicas a la Unidad de Trdmite Documentario y Archivo Central
del INEN en la que nos proporcionardn la cantidad de historias clinicas que contienen la
informacion relevante - ajustandose a los criterios de seleccion ya citados previamente - para dicho
estudio, en este estudio del periodo 2010 al 2017. Esta obtencién de la informacién sera mediada
por una ficha de recoleccion de datos expresado en el Anexo N°1 (pag. 94). Posteriormente, estos
datos seran extrapolados a una plantilla de Microsoft Excel v.2019 en la que se ordenara la

informacion para su posterior analisis y descripcion con tablas estadisticas.
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3.7. Andlisis de datos

Para estimar la frecuencia de los diversos marcadores de inmunofenotipo y las diferentes
alteraciones citogenéticas, tanto numéricas como estructurales se hizo uso del programa Microsoft
Excel v. 2010. Los resultados fueron expresados en tablas y diagramas de estadistica descriptiva

para facilitar el analisis e interpretacion de los datos en estudio.
3.8. Consideraciones éticas

Al ser un estudio de caracter retrospectivo la investigacion a tratar no considera necesaria
la aplicacién de un consentimiento informado. La confidencialidad de los datos proporcionados de
las historias clinicas sera reservada y se utilizara una codificacion interna que permita manejar la

informacion garantizando la proteccion de la informacion obtenida.

Cabe resaltar que para el uso de la informacion expresada en las historias clinicas sera
necesario la aprobacion del estudio por el Comité de Investigacion del INEN y posterior

autorizacion del Area de Archivos del INEN (ver Anexo N°2 pag.96).

A su vez declar6 no tener ningun conflicto de interés que pueda enmascarar o condicionar,

de forma directa o indirecta, la elaboracion y resultados de este proyecto.
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IV. RESULTADQOS

Se revis6 un total de 229 historias clinicas (H.C.) procedente del Area de Archivos del
INEN de pacientes con diagndstico de LPA dentro del periodo 2010 — 2017, se encontraron los

siguientes resultados:
4.1. Caracteristicas inmunofenotipicas

De un total de 229 casos en el presente trabajo, el estudio de inmunofenotipo por citometria
de flujo (CF) se report6 en 198 casos (86,5%), de los cuales 03 casos (1,5%) fueron procedentes
de otra institucion, 7 casos (3,5%) presentaron diagndstico de LMA no LPA vy sélo el 94,9%
(188/198) presentaron diagndstico inmunofenotipico de LPA en nuestra institucion (Ver Figura

1):

Figura 1

Frecuencia de casos de LPA con estudio inmunofenotipo por citometria de flujo

94,9%
® C/RESULTADO
B S/RESULTADO \1'5%- OTRA INSTITUCION
\ B INEN LMA no LPA
- INEN LPA

3,5%

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).
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Del 94,9% (188/198) de los casos con LPA se caracteriz6 la frecuencia de expresion de
diferentes marcadores CD (Cluster Differentiation, por sus siglas en inglés) para el fenotipo

estudio. A continuacion, revisaremos la expresion de estos marcadores en nuestro estudio:

4.1.1. Marcadores de inmadurez

Dentro del grupo de marcadores de inmadurez celular se encontr6 que el marcador pan
leucocitario CD45 era el mas frecuente en nuestra muestra con un porcentaje de 94,7% (178/188)
de los casos, seguido de CD117, HLA-DR, CD34, CD38 con un 92.6%, 31.4%, 29.3% y 25.5%,

respectivamente. La expresion de CD123 fue encontrada solo en 09 (4.8%) casos (ver Tabla 1):

Tabla 1

Distribucion de la frecuencia de marcadores CD de inmadurez

MARCADORES DE INMADUREZ
CD45 HLA-DR CD117 CD38 CD123 CD34

Presenta 178 59 174 48 09 55
(94.7%)  (31.4%) (92.6%) (25.5%) (4.8%) (29.3%)
No presenta 11 129 14 140 179 133

(5.9%)  (68.6%)  (7.4%) (74.5%) (95.2%) (70.7%)

Nota. Estos datos se tomaron a partir de los 188 (94,9%) casos de LPA con estudio

inmunofenotipico.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).



4.1.2. Marcadores de linaje mieloides

En lo que respecta a los marcadores de linaje mieloide se ha evidenciado que el marcador

CD13 expres6 en casi todos los casos de LPA con un porcentaje de expresion de 99,5% (187/188),

seguido del marcador CD33, CD15 y MPO con 91.5%, 75.5% y 82,4%, respectivamente. El

marcador CD71 solo se expreso en un 18.6% (35/188) de los casos reportados con diagnostico de

LPA (ver la Tabla 2):

Tabla 2

Distribucién de la frecuencia de marcadores CD de linaje mieloide

MARCADORES DE LINAJE MIELOIDE

CD13 CD15 CD33 MPO

Presenta 187 142 172 155

(99.5%) (75.5%) (91.5%) (82.4%) (18.6%)

No presenta 01 46 16 33

(05%)  (245%)  (8.5%) (17.6%) (81.4%)

Nota. Estos datos se tomaron a partir de los 188 (94,9%) casos de LPA con estudio

inmunofenotipico.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

4.1.3. Marcadores mielomonocitico

La expresion de los marcadores de linaje mielomonocitico se expresaron solo en algunos

casos, dentro de los cuales, el que mas se expreso en el 31.4% (59/188) de los casos fue el marcador

CD64, seguido del CD11b con 27.7% y en menor proporcion el CD36 con un 1.1% (02/188).

Estuvo ausente la expresion del marcador CD11c (ver Tabla 3).
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Tabla 3

Distribucién de la frecuencia de marcadores mielomonocitico

MARCADORES MIELOMONOCITICOS
CD11b CD14 CDe64 CDlic CD36

Presenta 52 12 59 00 02
(27.7%) (6.4%) (31.4%) (0.0%) (1.1%)
No presenta 136 176 129 188 186

(72.4%)  (93.6%)  (68.6%) (100%) (98.9%)

Nota. Estos datos se tomaron a partir de los 188 (94,9%) casos de LPA con estudio

inmunofenotipico.
Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

4.1.4. Marcadores de linaje linfoide (marcadores aberrantes)

De los marcadores de linaje linfoide casi la mitad de los casos presentaron al menos un
marcador en su perfil inmunofenotipico. Dentro de este conjunto de marcadores, los que mas
expresaron fueron el antigeno CD56 y el CD2 con porcentajes de 22.9% (43/188) y 16.5%
(31/188), respectivamente y en menor proporcion CD19, CD7, CD4, CD35 y CD9 con 2.7%,

9.0%, 2.7%, 1.1% y 2.1%, respectivamente (para mayores detalles visualizar Tabla 4):
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Tabla 4

Distribucién de marcadores CD de linaje linfoide

TdT [70.00%

D9 |5 1% (04/188)

CD35 |71 1% (02/188)

CD25 0.00%

CD20 175.00%

CD18 170.00%

D5 170.00%

cD3 — 100% ® No presenta
. (]
= Presenta
100%
D8 170.00%

CD2 (o 16 59 (31/188)

T 07.30%
S [T 2.7% (05/188)

—— )| 00%
CD7 (e 9.0% (17/188)

[ 77.10%
% [ 22.9% (43/188)

CD79a 0.00%

CDI9 i= 5 79 (05/188)

0.00% 20.00% 40.00% 60.00% 80.00% 100.00% 120.00%

Nota. Estos datos se tomaron a partir de los 188 (94,9%) casos de LPA con estudio
inmunofenotipico.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).
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4.1.5. Otros marcadores

Otros marcadores que se usaron en el estudio de inmunofenotipo de los casos de LPA
fueron el CD203 asociado a activacion basofilica (componente basofilico en el estudio
citomorfologico) del cual se expres6 en un 17.0% (32/188) y en menor proporcion los marcadores
de maduracion tardia mieloide CD10 y CD16 con un porcentaje de 1.1% (02/188) y 2.7% (05/188),

respectivamente (ver Tabla 5):

Tabla s

Distribucion de otros marcadores de CD en casos de LPA

OTROS MARCADORES
CD16 CD10 CD42a/CD61 CD42b CD105 CD203

Presenta 02 05 00 00 00 32
(1.1%) (2.7%) (0.0%) (0.0%) (0.0%) (17.0%)

No presenta 186 183 188 188 188 156
(98.9%)  (97.3%) (100%) (100%) (100%) (83.0%)

Nota. Estos datos se tomaron a partir de los 188 (94,9%) casos de LPA con estudio

inmunofenotipico.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).
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A continuacion, se muestra una gréfica de la distribucién de frecuencia de los distintos
marcadores de CD encontrados en los casos diagnosticados con LPA entre el periodo 2010 — 2017

(ver Figura 2):
Figura 2

Distribucién de marcadores de inmunofenotipo de pacientes con LPA

17

-
|35
o

|

ta
°

CD13
CD45
CD33
MPO
CD15
HLA-DR
CD64
CD34
CD11b
CD38
CDs6
CD71
CD203
2
CcD7
CD14
CD123
cD4
CD10
CD19
CcDo
CDI6 |~
CD36 =
CD35
CD18
CD25
CD8 P
CD42b
TdT =
CD79 e
CD20
CD3
CcD5
CDllec =
CD42a/CD61 o

CD117
CD105 e

Nota. Estos datos se tomaron a partir de los 188 (94,9%) casos de LPA con estudio

inmunofenotipico.
Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

Del total de 229 casos que se estudid, el 82.1% (188/229) presentaron un perfil
inmunoldgico sugestivo de LPA. De esos 188 casos, solo 136 (72.3%) casos presentaron, ademas
del estudio inmunofenotipico, resultado molecular por RT-PCR para la deteccion del gen de fusion
PML-RARA. El resto, 27.7% (52/188) presentaron sélo resultado de CF mas no de RT-PCR. Se

comparo el perfil inmunofenotipico en relacion al tipo de isoforma que puede derivar el gen de
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fusion PML-RARA. Del cual, el 58.1% (79/136) de casos con ambos estudios presentaron la
isoforma bcr-1, 7.4% (10/136) con la isoforma bcr-2 y con el 33.1% (45/136) con la isoforma bcr-
3 del gen de fusion PML-RARA. Sélo 02 (1.5%) casos en la que se le realizo el estudio molecular
presentaron un tipo de isoforma no identificada por la literatura. A continuacién, se mostrara el
perfil inmunoldgico asociado al tipo de isoforma del gen PML-RARA en nuestro trabajo (véase

Tabla 6):

Tabla 6

Perfil inmunofenotipico de las diferentes isoformas del gen fusion PML-RAR«

Marcadores BCR1 (n=79) BCR2 (n=10) BCR3 (n=45)
CD (n° (%) (n° (%) (n° (%)
casos) casos) casos)
CD45 75 94.9 10 100 43 95.6
HLA-DR 32 40.5 04 40 08 17.8
CD117 76 96.2 10 100 43 95.6
CD38 25 31.6 01 10 11 24.4
CD123 03 3.8 00 0.0 03 6.7
CD34 16 20.2 02 20 18 40.0
CD13 79 100 10 100 45 100
CD15 58 73.4 09 90 34 75.6
CD33 70 88.6 10 100 43 95.6
MPO 66 83.5 10 100 39 86.7
CD71 15 19.0 02 20 04 8.9
CD11b 21 26.6 02 20 13 28.9
CD14 04 5.1 00 0.0 05 111
CD64 25 31.6 04 40 10 22.2

CD36 01 1.3 00 0.0 00 0.0
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CD19 03 3.8 01 10 00 0.0
CD56 17 21.5 04 40 15 33.3
CD7 06 7.6 00 0.0 09 20.0
CD2 07 8.9 00 0.0 13 28.9
CD4 00 0.0 00 0.0 01 2.2
CD9 02 2.5 01 10 01 2.2
CD35 00 0.0 00 0.0 01 2.2
CD16 01 1.3 00 0.0 01 2.2
CD10 02 2.5 00 0.0 00 0.0
CD203 16 20.2 01 10 08 17.8
Otros (*) 00 0.0 00 0.0 00 0.0

(*): Negativo para otros marcadores de linaje mieloide y linfoide.

Nota. Estos datos se tomaron a partir de los 136 (72,3%) casos de LPA con estudio
inmunofenotipico + estudio molecular por RT-PCR, de los cuales: 79(58,1%) casos fueron bcrl,

10(7.4%) casos bcr2 y 45(33.1%) casos bcr3.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

También se compard el tipo morfoldgicos en relacion con el perfil inmunofenotipico, el
cual de los 188 casos sugestivos de LPA por CF, 84.6% (159/188) presentaron ambos resultados,
tanto a nivel morfolégico como inmunoldgico. El resto, 15.4% (29/188) so6lo evidenci6 en su
revision resultado de inmunofenotipo. De los 159 casos con ambos estudios, 69.8% (111/159) de
los casos presentd una morfologia hipergranular (M3), expresandose en el 100% (111/111) de los
casos el marcador mieloide CD13, seguido en segundo lugar el marcador panleucocitario CD45
con un 94.6% (105/111), expresion de CD117, CD33, MPO y CD15 como los mas frecuentes con

una expresion del 91.9%, 90.9%, 85.6% y 91.1%, respectivamente.
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Ademas, se contrastd el perfil inmunoldgico con la variante hipogranular (M3v) de la LPA
en donde también, se expres6 en mayor proporcion el marcador CD13 con un 97,9% (47/48) de
los casos. CD45 y CD33 presentaron la misma expresion con un 91.7% (44/48) en cada uno,
seguido de los marcadores CD117, MPO, CD15 con un 89.6%, 77.1% y 70.8%, respectivamente.
Adicionalmente a ello, la expresion de CD34 con un 47.9% y CD2 con un 33.3% se vio
incrementado esta variante hipogranular en contraste con la variante hipergranular que expresaron

para esos marcadores un 22.5% y 8.1%, respectivamente (\VVéase para mayor detalle la Tabla 7).

Tabla 7

Expresion de los marcadores inmunofenotipicos de los diferentes tipos morfoldgicos de la LPA

Marcadores Hipergranular Hipogranular
CD (n=111) (n=48)

(n° (%) (n° (%)

casos) casos)

CDA45 105 94.6 44 91.7
HLA-DR 31 27.9 14 29.2
CD117 102 91.9 43 89.6
CD38 27 24.3 14 29.2
CD123 03 2.7 04 8.3
CD34 25 22.5 23 47.9
CD13 111 100 47 97.9
CD15 90 81.1 34 70.8
CD33 101 91.0 44 91.7
MPO 95 85.6 37 77.1
CD71 21 18.9 12 25.0
CD11b 31 27.9 16 33.3

CD14 04 3.6 07 14.6



65

CD64 29 26.1 16 33.3
CD36 02 1.8 00 0.0
CD19 03 2.7 02 4.2
CD56 24 21.6 11 22.9
CD7 06 5.4 10 20.8
CD4 00 0.0 04 8.3
CD2 09 8.1 16 33.3
CD35 01 0.9 01 2.1
CD9 01 0.9 02 4.2
CD16 01 0.9 01 2.1
CD10 02 1.8 01 2.1
CD203 23 20.7 05 10.4
Otros (*) 00 0.0 00 0.0

(*): Negativo para otros marcadores de linaje mieloide y linfoide.

Nota. Estos datos se tomaron a partir de los 159 (84.6%) casos de LPA con estudio
inmunofenotipico + estudio morfoldgico en médula désea. EI 69.8% (111/159) de los casos eran

morfologia hipergranular y sélo el 30.2% (48/159) morfologia hipogranular (M3v).

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

4.2. Caracteristicas citogenéticas

De los 229 pacientes admitidos durante el periodo 2010 — 2017 con diagnostico de LPA,
solo el 72.5% (166/229) de las muestras fueron cultivadas y procesadas para el estudio
cromosomico por citogenética convencional. El resto, 27.5% (63/229) no se le realizd en el
laboratorio estudio alguno. De los 166 casos cuyas muestras fueron cultivadas, el 34.3% (57/166)

no presentaron un crecimiento 6ptimo y/o presentaron un indice mitético bajo con metafases de
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baja calidad y mala morfologia para su analisis. S6lo el 65.7% (109/166) presentaron metafases

de buena calidad para ser analizadas en el estudio (véase Tabla 8).

Tabla 8

Resultado de los cultivos celulares en el laboratorio de citogenética de casos con LPA

n° casos Porcentaje (%)
Cariotipo analizable 109 47.6
Metafases con cromosomas 51 22.3
de mala morfologia
No crecimiento 06 2.6
Sin resultado 63 27.5
Total 229 100

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

De los 109 casos con metafases analizables, el 25.7% (28/109) presentaron un cariotipo

normal al momento del anélisis y cerca del 74.3% (81/109) presentaron un cariotipo patoldgico

(véase Figura 3). De los 81 casos anormales, 49.5% (54/109) presentaba solo la t(15;17); el 19.3%

presentaba a parte de la t(15;17), otras alteraciones citogenéticas adicionales (ACA); 02 casos

(1.8%) presentaron el cariotipo complejo de la variante de la t(15;17); y adicionalmente, 04 casos

(3.7%) presentaron alteraciones citogenéticas diferentes a la t(15;17) (ver con mayor detalle Tablas

9y 10).



Figura 3

Distribucién de los casos con estudio citogenético en pacientes con LPA

25.7%
(28/109)

H C. normal

c. patoldgico

74.3% |
(81/109)

Nota. Estos datos se tomaron de los 109 (47.6%) casos que presentaron metafases
analizables en el estudio citogenético en pacientes con LPA.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

Tabla 9

Distribucidn del estudio citogenético en pacientes con LPA

n° casos Porcentaje (%)

t(15;17) aislada 54 49.5
t(15;17) + ACA(*) 21 19.3
Variante compleja de la 02 1.8
t(15;17)

Alteraciones cromosémicas 04 3.7
diferentes a la t(15;17)

Cariotipo normal 28 25.7
Total 109 100

(*): ACA: alteraciones citogenéticas adicionales.
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Nota. Estos datos se tomaron de los 109 (47.6%) casos que presentaron metafases analizables en

el estudio citogenético en pacientes con LPA.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

Tabla 10

Distribucién detallada de los hallazgos de pacientes con la t(15;17) presente en el estudio

Pacientes con t(15;17) de la LPA n° casos Porcentaje (%)

t(15;17) aislada 54 70.1
Variante compleja de la t(15;17) 02 2.6
t(15;17) con 08 10.4

alteraciones

t(15;17) + ACA estructurales
t(15;17) con 11 14.3

alteraciones

numericas

t(15;17) con ambas 02 2.6

alteraciones
Total 77 100

Nota. Estos datos se tomaron de aquellos casos que presentaron t(15;17) en su cariotipo.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

También, se relacioné la presencia de la t(15;17) con las variables sexo y edad, donde el
mayor porcentaje de pacientes con t(15;17) fue en mujeres con un 53.2% (41/77) respecto de los

hombres con un 46.8% (36/77) (véase Tabla 11). A nivel etario, se evidencio6 el mayor porcentaje
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de expresion de la presencia de la t(15;17) entre las edades comprendidas entre 21 a 40 afios con

un total de 39 casos (50.6%) (Para mayor detalle visualizar Tabla 12).

Tabla 11

Frecuencia de la t(15;17) segun sexo

Sexo n° casos Porcentaje (%)
Varones 36 46.8
Mujeres 41 53.2
Total 77 100

Nota. Estos datos se tomaron de aquellos casos que presentaron t(15;17) en su cariotipo.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

Tabla 12

Frecuencia de la t(15;17) segin grupo etario

Rango de n°casos  Porcentaje
edades (afios) (%)
0-5 03 3.9

6-10 03 3.9

11-20 12 15.6

21 -40 39 50.6

41 -60 16 20.8

61-75 04 5.2

>75 00 0.0

Total 77 100

Nota. Estos datos se tomaron de aquellos casos que presentaron t(15;17) en su cariotipo.
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Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

Como se muestra en la Tabla 13, 54 (70.1%) casos presentaron sélo la presencia de la
t(15;17) en sus metafases. Adicionalmente a ello, se evidencié en 02 de los casos la presencia de

polimorfismo a nivel de los brazos largos de los cromosomas Ygh+ y 16gh+.

Tabla 13

Descripcion del cariotipo de los 54 pacientes con t(15;17) aislada

# Pacientes con t(15;17) aislada

1 46,XY,1(15;17)(q22;021)/46, XY
2 46,XY,1(15;17)(q24;921)

3 46,XX,t(15;17)(q22;921)

4 46,XX,1(15;17)(q24;921)

5 46,XY,1(15;17)(q22;921)

6 46,XX,t(15;17)(925;023)

7 46,XX,1(15;17)(q24.1;G21.1)/46,X X
8 46,XX,1(15;17)(q24.1;G21.1)/46,X X
9 46,XX,t(15;17)(024.1;21.1)

10 46,XYgh+,1(15;17)(q22;q12)

11 46,XX,t(15;17)(q24.1;921.1)

12 46,XY ,t(15;17)(q24;921)

13 46,XX,1(15;17)(q22;q21.2)

14 46,XX,1(15;17)(q22;921)

15 46,XY,(15;17)(022;021)/46,XY
16 46,XX,1(15;17)(q22;921)

17 46,XX,1(15:17)(q22;q12)

18 46,XX,t(15;17)(q24;921)

19 46,XY,1(15;17)(q22;921)




20 46,XX,t(15;17)(q24;q21)/46, XX
21 46,XY,1(15;17)(q24:q21)
22 46,XX,t(15;17)(q22;911)/46,XX
23 46,XY,1(15;17)(q24;q21)
24 46,XY,1(15:17)(q24;q21)
25 46,XX,t(15:17)(q24:q21)
26 46,XY,1(15;17)(q24;422)
27 46,XX,t(15:17)(q24:q21)
28 46,XX,t(15;17)(q24;q21)/46, XY
29 46,XY,1(15;17)(q24;q21)
30 46,XX,t(15;17)(q24;q21)/46, XX
31 46,XY t(15;17)(q24;q21)/46, XY
32 46,XX,t(15;17)(q24;q21)/46,XX
33 46,XY t(15;17)(q24;q21)/46, XY
34 46,XY,1(15;17)(q24;q21)
35 46,XX,t(15;17)(q24;q21)/46,XX
36 46,XX,t(15;17)(q22;12)/46,XX
37 46,XX,1(15;17)(q24;q21)/46, XX
38 46,XY,1(15;17)(q24;q21)
39 46,XX,t(15:17)(q24;421)
40 46,XX,1(15;17)(q24;q21)/46, XX
41 46,XY t(15;17)(q24;q21)/46, XY
42 46,XX,t(15;17)(q24;q21)
43 46,XX,t(15;17)(q24;q21)
44 46,XY,1(15;17)(q24;q21)
45 46,XY,(15;17)(q24;q21)
46 46,XY t(15;17)(q24;q21)/46, XY
47 46,XX,t(15;17)(q24;q21)
48 46,XY,(15;17)(q24;q21)
49 46,XX,t(15;17)(q24;q21)/46, XX
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50 46,XY,t(15;17)(q24;421)

51 46,XY,1(15;17)(q24;q21),16gh+/46,XY,16gh+
52 46,XY 1(15;17)(q24;q21)/46, XY

53 46,XX,t(15;17)(q24;q21)

54 46,XX,1(15;17)(q24;q21)

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

Dos casos presentaron la variante compleja de la t(15;17), uno de ellos comprometio al
cromosoma 5p14, mientras que el otro caso comprometié al cromosoma 4921y a su vez la pérdida

del cromosoma sexual Y que es poco frecuente en este tipo de leucemias (ver Tabla 14):

Tabla 14

Cariotipos de paciente con variante compleja de la t(15;17)

# Pacientes con t(15;17) variante compleja
1 46,XY t(5;15;17)(?p14;q24;221)
2 45,X,-Y ,1(4;15;17)(q21;922;021)/46,XY

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

Alrededor del 27.3% (21/77) de los pacientes presentaron ademas de la t(15;17),
alteraciones citogenéticas adicionales (ACA), tanto a nivel numérico como estructural. Dentro de
las ACA que acomparfian a la t(15;17), en nuestro estudio, la trisomia del cromosoma 8 fue la
alteracion numérica mas frecuente encontrada en los hallazgos citogenéticos con una expresion
del 28.6% (06/21) de los casos seguido de la presencia de cromosomas marcadores en 23.8%
(05/21) de los casos. A nivel estructural, la adicion cromosémica (add) se evidencié como la

alteracion estructural mas frecuente en este grupo de pacientes con un total de 06 (28.6%) casos,
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que comprometio a varios cromosomas, tales como: add(7)(g32), add(7)(g36), add(11)(g23),
add(6)(p25), add(22)(q23) y add(9)(ql3). También, se presentd en menor proporcion deleciones
en 01 caso a nivel del cromosoma del(9)(g?), y en otro caso se evidencid en su cariotipo 3
deleciones juntas: del(7)(q32), del(9)(q21) y del(17)(p11.2). También hubo la presencia de
monosomias de los cromosomas 5 y 6, trisomia del 9, hipodiploidias y hipertetraploidia (para

mayor detalle visualizar Tabla 15):

Tabla 15

Pacientes con t(15;17) mas ACA

# Descripcion del cariotipo en paciente con t(15;17) mas alteraciones

citogenéticas secundarias

1 49,XX,t(15;17)(922;911.2),16gh+,+marl,+mar2.+mar3
2 48, XX t(15;17)(022;021),+8,+8/47 XX t(15;17)(q22;q21),+8/46,X X
3 47, XY ,+8,1(15;17)(q21:922)/48,XY ,+8, t(15:17)(q21:q22),+ mar/46,XY
§ 4 47 XY 1(15;17)(q24;021),+9/46, XY
E 5 47 XX, +8.1(15;17)(q24:921)
; 6 47,XY,t(15;17)(q24;921),+mar
S 7 47, XX, +8,1(15:17)(q24:921)
g 8 46,XY,+8,t(15;17)(q24;021)
< 9 47 XY ,+8,t(15;17)(q24;q21)/46, XY
10 46,XY,t(15;17)(q22;921)/hipodiploidia( 44 ~ 45),XY,t(15;17)(q22;921)
11 hipertetraploidia(96~103)/46,XY ,t(15;17)(q24.1;921.1)/46,XY
12 46,XX,t(15;17)(q24.1;921.1),add(7)(g36)/46,X X
13 46,XX,add(11)(q23),t(15;17)(q24;q21)

[N
SN

46,XY 1(15;17)(q24;q21),add(6)(p25)

46,XY,del(9)(9?),1(15;17)(g24;921)

Alteraciones
estructurales
[ IRy
ol

[EN
(op]

46,XX,add(7)(q32),t(15;17)(q24:921)

[EN
\‘

46,XY 1(15;17)(q24;q21),add(22)(q13)/46, XY,t(15;17)(q24;921)
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18 46,XX,del(7)(932),del(9)(921),t(15;17)(924;921),del (17)(p11.2)/46,X X
19 46,XX,der(15)t(15;17)(q24:q21),ider(17)(q10)t(15;17)(q24;G21)/46,X X
20 46,XYqh-,t(15;17)(q24;0921)/46,XY gh-,
é der(15)rob(14;15)(910;q10),t(15;17)(924;921),der(17)t(15;17)(924;921),mar+
g 21 46,XX,-5,-

6,t(15;17)(q24;921),add(19)(q13),+marl,+mar2/46,XX,t(15;17)(q24;921)
Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

Solo el 3.7% (04/81) de los casos no presentaron la t(15;17) pero si otras alteraciones
particulares, entre ellas 01 caso de inv(9)(p13;913), 01 con hipodiploidia, 01 caso con trisomias
de los cromosomas 6, 21y 22, y un caso con deleciones que comprometian a los cromosomas 1y

6, adicionalmente de cromosomas marcadores (véase Tabla 16):
Tabla 16

Descripcion citogenética de alteraciones diferentes a la t(15;17)

# Pacientes con otras alteraciones diferentes a la t(15;17)
1 hipodiploidia(33 ~ 40)/46,XY

2 49,XY,+6,+21,+22
3
4

46,XX,inv(9)(p13;913)
47,XY,del(1)(g21),mar+/46,XY ,del(1)(q21),del(6)(g23),del(8)(p21),
-15, +mar/43,XY ,del(1)(g21),-15,-17,-2

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

La frecuencia de los subtipos moleculares del gen de fusion PML-RARA respecto de casos
que presenten la t(15;17) es diversa, encontrandose en la mayoria de los casos, un 39.0% (30/77)

la isoforma bcr-1, seguido en segundo lugar la isoforma bcr-3 con 21 casos (27.3%) y en menor
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proporcion la isoforma ber-2 con sélo 05 (6.5%) de los casos. S6lo 01 (1.3%) caso presentd un
transcripto no identificado dentro de los subtipos moleculares y en 20 (26.0%) pacientes no se le
realizé estudio molecular (ver Figura 4). Esta frecuencia también se reproduce si sélo
consideraramos la t(15;17) aislada, en la que la expresion del ber-1 es mayor con un 46.3% (25/54),
seguido de la isoforma bcr-3 y ber-2 con 22.2% (12/54) y 5.6% (03/54), respectivamente. Caso
inverso se dio, respecto de la expresion de los subtipos moleculares, en los casos de t(15;17) méas
ACA, donde fue més frecuente el isotipo bcr-3 con 42.9% (09/22), seguido de bcr-1 y ber-2 con

14.3% (03/21) y 9.5% (02/21), respectivamente (véase Tabla 17):
Figura 4

Frecuencia de los subtipos moleculares del gen PML-RARa en pacientes con t(15;17)

bcr ?
1.3% (01/77)

SIR (%)

bcr-3 26% (20/77)
27.3% (21/77)
mS/R
mbcer-1
bcr-2
mbcr-3
mbcr? bcr-2
6.5% (05/77)

ber-1
39% (30/77)

(*): Sin resultado molecular por RT-PCR.

Nota. Los resultados de estos datos se tomaron a partir del 70.6% (77/109) con t(15;17)

de la LPA.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).



Tabla 17

Distribucidn de los subtipos moleculares en el estudio citogenético

Sin Ber-1 Bcr-2 Bcr-3

resultado

n° casos Nn° casos n° casos n° casos
t(15;17) aislada 13 (24.1%) 25 (46.3%) 03 (5.6%) 12 (22.2%)
Variante compleja 00 (0.0%) 02 (100%) 00 (0.0%) 00 (0.0%)
de la t(15;17)
t(15;17) + ACA 07 (33.3%) 03 (14.3%) 02 (9.5%) 09 (42.9%)
Otras alteraciones 03 (75%) 00 (0.0%) 00 (0.0%) 01 (25%)
diferentes a
t(15;17)
Cariotipo normal 07 (25%) 12 (42.9%) 01 (3.6%) 07 (25%)

Nota. Estos datos se tomaron de los 109 (47.6%) casos que presentaron metafases

analizables en el estudio citogenético en pacientes con LPA.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

4.3. Caracteristicas moleculares

76

Dentro de los hallazgos a nivel molecular de este estudio, de los 229 casos analizados s6lo

el 64.2% (147/229) presentd resultado molecular de la deteccion del gen de fusion de la t(15;17)

PML-RARA y sus subtipos moleculares por RT-PCR. El resto, 35.8% (82/229) no se le realizo el

estudio (véase Tabla 18). Del total de casos estudiados, 85 casos (57.8%) expresaron el transcripto

ber-1 relacionado con la isoforma L (long), 12 casos (8.2%) con el transcripto bcr-2 relacionado

con la isoforma V (variable), 47 casos (31.9%) con el transcripto bcr-3 ligado con la isoforma S

(short) de la fusién génica PML-RARA. Solo el 2.4% (03/147) presentaron, en un caso un
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resultado positivo al gen quimérico PML-RARA por FISH y 02 casos expresaron el gen de fusion
PML-RARA por RT-PCR, pero no se les asocio a un determinado subtipo molecular (véase Figura

5):

Tabla 18

Frecuencia de casos en el estudio molecular para el gen de fusion PML-RARA por RT-

PCR
Deteccion del Subtipo molecular (BCR)
gen fusion BCR1 BCR2 BCR3
PML-RARA (Isoforma  (Isoforma  (Isoforma
L) V) S)
Con resultado 147 85 12 47
Sin resultado 82
Total 229

Nota. Estos datos se tomaron a partir de los 147 (64.2%) casos de LPA con estudio
molecular por RT-PCR en médula 6sea.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).
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Figura 5

Frecuencia de los subtipos moleculares del gen PML-RARA encontrados en nuestro

estudio
otros (*)
bcr3 2.4%
31.9% (03/147)
(47/147)

= berl

bcr2

= bcr3

= otros (¥)

berl
57.8%
(85/147)

bcr2
8.2%
(12/147)

(*): 02 casos presentaron un punto de ruptura del gen quimérico PML-RARA no descritos
en laliteratura. 01 casos se determind la expresion del gen de fusiéon PML-RARA por FISH.
Nota. Estos datos se tomaron a partir de los 147 (64.2%) casos de LPA con estudio
molecular por RT-PCR en médula 0sea.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).

Se relaciono los datos de los subtipos moleculares respecto de la edad y sexo. Se evidencio
que el subtipo molecular berl es més frecuente con una expresion del 34.7% (50/144) en varones
a diferencia del 24.3% (35/144) en mujeres. Respecto al transcripto bcr3, este en comparacién al
anterior, presentd mas casos en la poblacidén femenina (32.6%) respecto de la masculina (13.9%).
El transcripto bcr2 para ambos sexos fue el mismo 4.1% (06/144). A nivel etario, el grupo de edad
con mayores casos de transcripto bcrl fue entre las edades comprendidas entre los 21 a 40 afios

con un total de 44 casos (30.6%) a diferencia del transcripto bcr3 donde hubo maés casos entre las
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edades comprendidas entre los 41 a 60 afios con 16 casos (11.1%). En el transcripto bcr2 se
evidencio en edades mas temprana, entre los 11 a 20 afios con 05 casos (3.5%) del total (para mas

detalle ver Tabla 19).

Tabla 19

Distribucién por grupo etario y edad de los subtipos moleculares del gen de fusion PML-RARA

Rango de Subtipos moleculares gen PML-RARa.
Edad Berl Ber2 Bcr3
(afios) (isoforma L) (isoforma V) (isoforma S)
M F M F M F Total
0-5 01 03 01 00 01 00 06
(0.7%) (2.1%) (0.7%) (0.0%) (0.7%) (0.0%)
6-10 03 01 01 00 01 03 09
(2.1%) (0.7%) (0.7%) (0.0%) (0.7%) (2.1%)
11-20 10 07 01 04 08 07 37
(6.9%) (4.9%) (0.7%) (2.8%) (5.6%) (4.9%)
21-40 27 17 03 01 05 05 58
(18.8%) (11.8%) (2.1%) (0.7%) (3.5%) (3.5%)
41-60 07 07 00 01 05 11 31
(4.9%) (4.9%) (0.0%) (0.7%) (3.5%) (7.6%)
61-75 02 00 00 00 00 01 03
(1.4%) (0.0%) (0.0%) (0.0%) (0.0%) (0.7%)
>75 00 00 00 00 00 00 00
(0.0%) (0.0%) (0.0%) (0.0%) (0.0%) (0.0%)
Total 50 35 06 06 20 27 144 (*)

Nota. M= hombres; F= mujeres



80

(*): Los resultados de estos datos se tomaron a partir de los 144 (62.9%) casos que expresaron las

isoformas bcrl, ber2 y ber3 del gen de fusion PML-RARA asociado a la t(15;17) de la LPA.

Fuente: Auditoria personal. Del Valle (2023).
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

La leucemia promielocitica aguda (LPA) es un subtipo de leucemia mieloide aguda (LMA).
Se caracteriza por un comportamiento clinico agresivo cuyo curso, en ausencia de tratamiento, es
letal. No obstante, con los avances en el tratamiento y en particular con la introduccion de
medicamentos diferenciadores como la tretinoina, también conocido como &cido todo
transretinoico (ATRA) y, mas recientemente, el trioxido de arsénico (ATO), el pronostico de la
enfermedad ha mejorado de forma sustancial y hoy se considera una enfermedad curable con tasas

de supervivencia superiores al 90 % a los 2 afios de seguimiento.

En el presente estudio se pudo determinar en cuanto a las dimensiones estudiadas en este

trabajo, lo siguiente:

- Caracteristicas inmunofenotipicas:

Dentro de los marcadores de inmadurez celular de nuestro estudio, el 94,7% (178/188)
expreso el marcador pan leucocitario CD45 y en menor proporcion el CD117, HLA-DR, CD34 y
CD38 con unas expresiones de 92.6%, 31,4%, 29.3% y 25.5%, respectivamente. Estos datos
coinciden con los estudios de Bhat al., 2018 donde la expresion de HLA-DR es de un 20% y CD34

en un 40%.

Respecto a los marcadores de linaje mieloide el CD13 es el que mas se expresd en nuestro
estudio (99.5% de los casos) similar a lo reportado por Fang et a., 2022 que se expresé en el 100%
de sus casos. Con respecto a los demas marcadores, el 91,1% expres6 el CD33, y también hubo la
presencia de CD15y de la MPO en un 75,5% y 82,4%, respectivamente. Tales datos difirieron un
poco en respecto al estudio de Bhat et al, 2018 cuyas expresiones de CD33 y CD117 fueron mas

elevadas, igualmente en el estudio de Fang, et al., 2022 la expresion del CD117 estuvo presente
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en la mayoria de los casos con un porcentaje de expresion del 97% de un total de 34 casos. Ahora
bien, tales datos pueden hacernos inferir que al usar ambos investigadores una poblacion pequefia
respecta de la nuestra, hace que el porcentaje de expresion sea mas marcada. En los estudios de
Rahman et al., 2018 también se evidenci6 la misma reproducibilidad en la expresion como en

nuestro estudio para dichos marcadores.

Ahora bien, en lo que respecta a los marcadores de linaje mielomonocitico, en nuestro
trabajo sélo se expreso ciertos marcadores en algunos casos, como el CD64 con un 31.4% de
expresion, mientras que Rahman et al., 2018 tuvo una expresion mas marcada en su muestreo con
un 70% de expresion de CD64 y Fang et al., 2022 con un 58% en el mismo marcador. También
dentro del grupo de mencionados marcadores se expresaron en nuestro trabajo el CD11b con un

27.7% y CD36 con 1.1%.

El CD56 y CD2 que tienen relevancia prondstica en los casos de LPA, expresaron para
nuestro estudio en un 22.9% (43/188) y 16.5% (31/188), respectivamente. Fang et al., 2022 y
Ferrara et al., 2000 también reportaron expresion del CD56 con un 12% y 15% respectivamente,
teniendo una misma concordancia con nuestro estudio. El marcador CD56 tiene una relevancia
prondstica ya que es la responsable de la hiperleucocitosis marcada que se evidencia en los casos
de LPA y de ocasionar una RC parcial conllevando a recaidas terapéuticas. En nuestro trabajo si
hubo ligera expresion de marcadores de linaje B (CD19) y T (CD7 y CD3) que no hubo en los
trabajos de Bhat el al., 2018 pero si en el de Fang et al, 2022 donde hubo una expresion del 62%
(8/13) para el marcador CD7. Dichos marcadores de linaje linfoide (=aberrantes) generan mayor

resistencia al tratamiento y valoracidn pronostica poco favorable.
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Dentro del conjunto de marcadores de linaje linfoide (=aberrantes), los que méas expresaron
fueron el antigeno CD56 (22.9%) CD2 (16.5%) y en menor proporcién CD19 (2.7%), CD7 (9.0%),
CD4 (2.7%), CD35 (1.1%) y CD9 (2.1%). De estos datos, el marcador CD56 que es de mal
pronostico y que se asocia a la variante M3v en el estudio de Ito et al, 2004 tuvo una expresion de
14% (4/28) de los casos, Murray et al, 1999 también encontrd en > 20% de los casos con LPA con
mayor frecuencia en pacientes con subtipo S (bcr3) del PML-RARa. El CD56 se vincula a una
tasa baja de RC y recidivas ya que suele haber resistencia al tratamiento. Respecto a la expresion
de CD2 y CD4, Claxton et al, 1992 y Kaito et al, 2005, tuvieron una tasa de expresion variable,
en el primer caso 33% Yy en el segundo 17,24% (05/29), respectivamente. CD2 esté asociado a
mayor tasa de mortalidad, leucocitosis y asociado a morfologia hipogranular (M3v) y rearreglo

PML-RARa bre3.

- Caracteristicas citogenéticas:

El estudio citogenético es relevante para la deteccion diagnostica como la estimacion
prondstica de los pacientes con LPA, en nuestro estudio, de un total de 229 casos revisados solo
81 casos (74.3%) presentaron un cariotipo patolégico cuya distribucion de los hallazgos
encontrados fueron: 54 casos (49.5%) presentaron sélo t(15;17), o sea, casi la mitad de los casos
reportados presentaron la t(15;17) aislada. Estos datos coinciden con los estudios de Chen et al,
2003 donde reporta resultados similares. Mientras que Mejia-Buritica et al, 2022 encontr6 en su
estudio cerca del 84,4% de casos, considerando que su poblacién fue de 32 casos estudiados frente
a los 229 del presente estudio. Ademas, se encontr6 en el estudio 02 casos (1.8%) de cariotipo
complejo de la t(15;17) en la que se vio comprometidos los cromosomas 5p14 con pérdida del -Y,
y del cromosoma 492, similar al de Cervera et al, 2010 con un 1% de los casos estudiados, pero

donde se han visto comprometidos otro tipo de cromosomas. Igualmente, en los estudios de Zhang
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etal, 2018 se evidencid en el cromosoma 6p21; también en el estudio de Lv et al, 2019 donde tiene
la misma expresion de casos, pero con compromiso del 1921y asi en mas de un estudio. Eso refleja
la heterogeneidad de las mutaciones que pueden generar dichos rearreglos cromosémicos y que
pueden impactar en el pronostico y respuesta al tratamiento. Otro dato interesante que se obtuvo
fue la presencia de 21 casos (27,3%) de t(15;17) con ACA similar a lo encontrado en Mejia-
Buturicéa et al, 2022 con un porcentaje de expresion del 28,1% de sus casos. De los 21 de la t(15;17)
con ACA, la presencia de la trisomia 8 (+8) fue la mas recurrente 28.6% (06/21) de los casos,
dicha trisomia est4 asociada a SAT al momento del diagndstico, coagulopatia, fibrindgeno por
debajo de 7 mg/dl, méas presente en sexo masculino y suele asociarse a variante bcr3 del PML-
RARa. En los estudios de Cervera et al, 2010, Vu et al, 2021 y Siahbani et al, 2023, reportaron un
porcentaje de expresion de la presencia de la trisomia 8 (+8) del 36%, 44% y 40%, respectivamente,
similar a nuestro trabajo. Otros estudios como el de Kim et al, 2011 y de Nowak et al, 2012 también
reportaron como alteracion citogenética numérica mas frecuente la trisomia del +8 con expresiones
del 30 al 40%, respectivamente. A nivel estructural, la adicién cromosémica (add) fue la mas
frecuente en nuestro estudio con una expresion del 28.6% (06/21) donde involucraban a diferentes
cromosomas: add(7)(g32), add(7)(g36), add(11)(q23), add(6)(p25), add(25)(g23) y add(9)(q13). El
mismo estudio de Cervera et al, 2010 reporté en su estudio para diferentes adiciones cromosomicas,
tales como: add(7q), add(9q), add(1p), add(11q), add(3q), add(30q) una expresion del 33%. Ahora
bien, la falta de valor prondstico independiente de las ACA asociadas con la t(15;17) en LPA, no
avalan el uso estratégico alternativo cuando se evidencia dichas anomalias en el estudio citogenético,
incluso estd en cuestion su “impacto” en la respuesta a tratamiento y potencial recaida, esto debido

a falta de estudios que confirmen su importancia al momento del diagndstico.
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- Caracteristicas moleculares

A nivel molecular por medio del estudio de la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR) para la deteccion del gen de fusion PML-RARA se evidencid que
del total de casos con estudio molecular 64,2% (147/229), el 57,8% (85/147) expresaron la variante
berl, siguiendo la bcr3 y bcr2 con una expresion del 31.9% (47/147) y 8.2% (12/147),
respectivamente. Estos datos concuerdan con los estudios realizados tanto por Siahbani et al, 2023
en la que el berl expresé en un 73,1% (106/145) y el ber3 en un 26,9% (39/145) en una poblacion
cuya muestra fue de 145 casos, y en los estudios de Castro-Mujica (2013) con un 62% (31/50) de
expresion en el berl, 14.28% (7/50) bcr2 y 38.09% (12/50) en el bcr3. También la misma
reproducibilidad de expresion se reportd en los estudios de Vu et al (2021) con una tasa de
expresion del 35% y 33,3% para los subtipos moleculares bcrl y bcr3, respectivamente. Al
relacionar los datos de los subtipos moleculares con respecto de las variables edad y sexo, se
evidencid que el subtipo molecular bcrl es méas frecuente en los varones con una expresion del
34.7% (50/144) respecto de las mujeres con un 24.3% (35/144) de expresion no difiriendo mucho
en los demas estudios planteados previamente. Respecto al transcripto bcr3, este en comparacion
al anterior, present6 mas casos en la poblacion femenina (32.6%) respecto de la masculina (13.9%).
El transcripto bcr2 para ambos sexos fue el mismo 4.1% (06/144). A nivel etario, el grupo de edad
con mayores casos de transcripto bcrl fue entre las edades comprendidas entre los 21 a 40 afios
con un total de 44 casos (30.6%) a diferencia del transcripto bcr3 donde hubo més casos entre las
edades comprendidas entre los 41 a 60 afios con 16 casos (11.1%). En el transcripto bcr2 se
evidencid en edades mas temprana, entre los 11 a 20 afios con 05 casos (3.5%) del total, dicho
resultado obtenido concuerda con lo publicado Douer et al. 2019, en cuyo trabajo de investigacion

sobre la epidemiologia de la LPA en latinos se evidencio que los subtipos moleculares mas
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frecuente fue bcrl (62%) al igual que en otros estudios en Latinoamérica como Argentina y
Uruguay (62%), México (63%) e incluso en poblacién no latinoamericana, como la asiatica (67%).
Llama la atencion que lo encontrado haya sido superior a lo usualmente reportado en latinos (50-

55%), que era similar en la poblacion caucésica y estadounidense (50%).

En otro estudio realizado por Zeng et al, 2023 se encontrd una tasa de expresion similar a
los hallazgos encontrados en nuestro trabajo, en la cual la isoforma bcrl estuvo presente en el
55,1% (76) de los casos, bcr2 y ber3 con un 12,3% y 32,6%, respectivamente. También se sefiald
que los casos que contaba con datos de leucocitos y plaquetas al diagnéstico, asi como el informe
de mielograma, el subtipo bcrl estuvo presente en la mayoria de los casos con riesgo de recaida
intermedio y morfologia hipergranular, y al subtipo bcr3 en la totalidad de casos con riesgo de
recaida alto y morfologia hipogranular que concuerda con lo mencionado en otras publicaciones .
Sin embargo, estos datos no siempre coinciden con los hallazgos moleculares como en los tres
casos que presentaron morfologia hipergranular y subtipo molecular bcr3, donde podriamos
suponer un buen pronostico por su caracteristica citomorfologica; sin embargo, la presencia del
subtipo bcr3 confiere un mal pronostico a la LPA. El caso fue catalogado por citomorfologia como
LMA no LPA, pero, tras la sospecha clinica, se realizo el estudio de RT-PCR encontrando la fusién
génica PML/RARGa. subtipo bcr3, lo cual muestra la importancia de realizar el estudio molecular

para establecer el diagndstico definitivo de LPA y el subtipo molecular.
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VI. CONCLUSIONES

6.1. Se concluye del presente trabajo que para caracterizar diagnosticamente a los pacientes
con LPA, se utilizaron los métodos de citometria de flujo (CF), estudio citogenético y molecular,
el cual fueron determinantes para la toma de decisiones al momento del diagnoéstico, tratamiento

y prondstico de los mismos.

6.2. Se concluye que dentro de las caracteristicas inmunofenotipicas, los marcadores de
inmadurez mas frecuentes fueron: el marcador pan leucocitario CD45, seguido del CD117, HLA-
DR, CD34, CD38. En los marcadores de linaje mieloide se evidencié que el marcador CD13 se
expreso en todos los casos. En cuanto a la expresion de los marcadores de linaje mielomonocitico,

se expresaron solo en algunos casos el CD64, CD11b.

6.3. Se describieron las alteraciones citogenéticas estructurales y numéricas mas frecuentes
en pacientes con LPA del INEN durante el periodo 2010 — 2017, de ellas se pudo concluir que la
expresion de la t(15;17) estuvo presente en la mayoria de los casos analizados por citogenética
convencional, del cual, se evidencié en un porcentaje considerable alteraciones citogenéticas

adicionales (ACA) o variantes complejas de la t(15;17).

6.4. Se concluye, en cuanto a la frecuencia de expresién de los diferentes subtipos
moleculares asociados al gen de fusion PML-RARA de la t(15;17) encontrado en pacientes con
LPA por medio de la técnica de RT-PCR, que el transcripto bcr-1 (isoforma L) fue el mas

frecuente, sequido del transcripto bcr-3 (isoforma S).
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VIl. RECOMENDACIONES

7.1. Se recomienda el fortalecimiento del diagndstico integral en las leucemias
promielociticas agudas (LPA) a partir de la citometria de flujo, estudio citogenético y molecular

como herramientas diagnosticas estandar.

Tomando en cuenta que la LPA es una “emergencia médica” debido a su alta tasa de
mortalidad, es menester tener una comprension clara y precisa al momento del diagnostico por lo

que la toma de decisiones es importante en estos casos.

7.2. Se recomienda mejorar los protocolos de diagnostico en el estudio del inmunofenotipo
a partir de paneles de identificacion oportuna, mediante la combinacién de determinados
marcadores que incrementen la sensibilidad/especificidad de la prueba para asi discriminar
diferentes variantes de la LPA (M3 o M3v), facilitando un répido y preciso diagnostico, asi como
el inicio oportuno del tratamiento antes de que se confirme con los resultados moleculares y/o

complementarios.

7.3. Se recomienda a nivel citogenético seguir ampliando los estudios para determinar
casos de t(15;17) + ACA el cual seria conveniente estimar su impacto prondstico y garantizar la

calidad de vida de estos pacientes.

7.4. Se recomienda a nivel molecular, el tener una comprensién de la deteccion y
comportamiento de las isoformas moleculares del gen de fusion PML-RARa ayudando al apoyo
de dirigir el diagndstico, pues cada variante molecular presenta caracteristicas fenotipicas propias

y que tienen también un impacto al momento del tratamiento y seguimiento prondstico.
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IX. ANEXOS

9.1. Anexo A.

10.
11.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS DEL PACIENTE
Nombre y apellidos:
Ndmero de H.C.:
Edad/sexo:

Antecedentes patol6gicos:
Tiempo de enfermedad:
Tratamiento previo:
Manifestaciones clinicas:
Fecha de ingreso:

Fecha de ultimo movimiento:
Enfermedades secundarias:

Estudio de laboratorio clinico:

DATOS DE ESTUDIO DE INMUNOFENOTIPO
Resultado de estudio morfoldgico en médula 6sea
Fecha de estudio:

Conclusidn diagnostica:

Resultado de estudio inmunofenotipico

Fecha de estudio:

Conclusioén diagnostica:

. Porcentaje de blastos: ................... % células complementarias

Expresion de marcadores inmunofenotipicos:

Positivo (P) - Parcialmente positivo (PA) - Negativo (N)

124



Marcador leucocitario comun
Marcadores de inmadurez:

Marcadores mieloides:

Marcadores mielomonocitico:

Marcadores linfoides:

CD45
CD34
CD13

MPO
CD64
CD19

CD56

DATOS DE ESTUDIO CITOGENETICO

1. Fecha de estudio

2. Caracteristicas del cultivo
- Muestra
- Medio de cultivo
- Tiempo de cultivo

- Tipo de bandeo

: médula 6sea

:GTG

- Numero de metafases analizadas:

3. Resultado del cariotipo - Conclusion diagnéstica:

CD117
CD33
CD65
CD14
CD4
CD79a

HLA-DR
CD15

CD11b
CD7
CD9
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CDl11a
CD18

CD11c
CD2
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9.2. Anexo B.

. Sector Instituto Nacional de W
w Salud Enfermedades Neoplisicas INEeN

"DECENIO DE LA IGUALDAD DE OPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOMBRES"
“ANO DE LA LUCHA CONTRA LA CORRUPCION Y LA IMPUNIDAD"

Lima, 07 de Junio del 2019
CARTA N° 089-2019-CRPI-DI-DICONINEN

™.

CRISTHIAN DEL VALLE HORNA
Investigador Principal

Presente.-

De nuestra consideracion:

Es grato dirigirnos a usted para saludarle cordiaimente y a fa vez informarle que el Comité Revisor de Protocolos
de Investigacion del INEN, ha revisado y APROBADO el trabajo de Investigacion Titulado:
“CARACTERIZACION CITOGENETICA Y RELACION CON INMUNOFENOTIPO EN PACIENTES CON

LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA (LPA) DEL INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES
NEOPLASICAS (INEN) PERIODO 2010-2017". INEN 19-52.

Sin olro particular, quedamos de usted.

Atentamente,

M.C. Fernando Valencia Judrez: & gwff- OQQ n:%

Presidente(e) del CRPI-INEN

M.C. Elizabeth Diaz Pérez de Valtolina
Miembro Titular del CRPI-INEN

Mg. Alvaro Diaz Cardenas
Miembro Titular del CRPI-INEN

M.C. Alicia Avalos Rosas
Miembro Suplente del CRPHINEN

Co/Archivo
e

INSTITUTO NACIONAL DE ENFEAMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamaos Esie 2520, Lims - 34 Tell - 201-6500 Fax: 620-4991 Web: www inensld.pe e-mai; postmaster@men.sid pe
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9.3. Anexo C.

Matriz de consistencia

£L107

"LT0T - 010 - 0107 opopad (3 ajuelnp NaNI (2P
0po1sad [@ AUeINp NINI [BP Wd1 U0 | ydl uod sajuajied so| ua OPEuoIUa
saquaed s0| ua OPEAUOIUS YYYY VHYY- 1N uQisny ap uad [3p
<14 UDISny 3p uad |3p SEWLI0JOS! SeW0j0s! ap sody sauasapp So| ap L102
3p sodi SaJULJIP SO| AP UOIS3IANA | UDISIXa 3p BLIUANDAY B| $3 |BN)7 3 - 010z opopad
"LTOZ - 0T0Z opoisad ‘NINI ap BI2UINDAY €| JIGLISAQ I ¢LT07-0T0Z opopad |3 ajueanp | (NINI) sedisejdoan
3 ua sopipuale sajuaped Jenosjoul £10Z - 010z opoyad 1 ajueinp NINI 19 ¥d1 U0 sajuaped sojua | Sopepawsaju3 ap
3p s0IsoudeIp sopeynsay uoisusLia NN [2P Y7 u0d sauajaed so| ua SAUANIAY SeW sendpousjouniuyr | [BUOIEN OINIISU|
ensanpy sajuaped e1diouajountuul SUINIALY SeW seddnouajouniuly SEIIISUIILILD S| LU0S S3|en)? g 19p saquaped
3P °IH uoisuawiq seljsianeled sejguisag q ¢L10Z - 010Z opopad |2 ua {vd1) epndy
LT0Z - 0T0Z opau=d 'N3N| U3 0plisyal 2INJUITNN ‘L10Z - 0T0Z opouad |2 3juenp NINJ |3 Vd1 uod sajuaned 2J13)20|31w0id
|2 U SOp|puale SAUA|IRY (sjoipnisa ap ugIsuawig || 3lueinp NINI 3P Vd1 uod sajuaed SO U3 $2JU3NDALY SBUS SEILIWNY 2|waona]
uope|qod {s)opeynsas $O{ Ud $3JUBNJAJY SBW SEIUIWNY A sajeanianasa seanguadoin €| 3p eapsoudep
ofA {s)awiogu) exsouderp A ssjeanonaisa seapauadonn SBUOIIEIY(E SBf UOS SA|RN)? B UQpEZPIAIRIE)
N3NI ugnezIIANRIE) S3UOIIRIZY e S8 1qLISAQ
olpnysa ap ealy $034123ds3 sews|qoid
soalnadsa somyalqo
|ejuawada oy L1002
0ipn3sa 9p oyasiq "LT0Z —0T0Z opopsad ‘NINI I3 U2 ¥d] - 0107 opopsad ‘NIN| |8 U2 ¥d]
uod sajuaned soj ap seansoudeip uoa sajuaped so| ap seansouderp
|eSI3ASURL 3|0 SENISLIINIEIED SBY NIQUISE] SEINSHIBIIEIRD S| UOS $3[pn)?
2p oAnpadsonal ‘oandusag
ojpnysa ap odiy |esauad oanalqo [eauad ewajqosd
oxdgjopojaw ouasia salopedpu| sajqeuen 0{pnsa [3p SOAR3[G0 ewa|qo.d [3p Ouajweajueld oL




