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CARACTERIZACION EPIDEMIOLOGICA, DEMOGRAFICA Y HEMATOLOGICA
DE LAS LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS POR CITOMETRIA DE FLUJO EN
LAS GESTIONES 2011 - 2012

RESUMEN

En el mundo, la leucemia se encuentra entre los 5 tipos de neoplasias mas frecuentes, asi
como en Bolivia, ya que en SEDES se asever( que la leucemia es el cAncer mas frecuente
en la poblacion infantil y Amaru publicé sobre la frecuencia de leucemia aguda, que va
en aumento. La LMA es el segundo tipo de leucemia que se presenta en mayor porcentaje
después de la LLA,; por todo esto se vio la importancia de estudiar esta patologia.

El presente estudio determind la frecuencia de LMA en Bolivia con relacion a las variables
clinico-demograficas segun los parametros obtenidos en la Unidad de Biologia Celular de
la Facultad de Medicina-UMSA durante las gestiones 2011 y 2012. Para lo cual se
evaluaron 90 muestras de pacientes con LMA, 83 fueron nuevos casos y 7 pacientes
regresaron para un control después del tratamiento. A estos pacientes se les hizo el analisis
morfoldgico, el hemograma, el estudio inmunofenotipico por Citometria de Flujo, y a los
pacientes con LMA M3 se les hizo estudios de biologia molecular.

Los pacientes fueron divididos en dos grupos de edades, de 6 meses hasta 18 afos se
consideraron como nifios (35,6%) y de 18 en adelante adultos (58%).

La relacion hombre mujer fue de 1:0,8, siendo para el género masculino un 56,7% Yy para
el género femenino un 43,3%. Tomando en cuenta la procedencia de los pacientes fueron
mas los de Santa Cruz (37,8%), La Paz (25,6%) y Cochabamba (23,3). Los subtipos mas
frecuentes fueron M1 (52,2%) y M2 (17,8%). Segun los parametros hematoldgicos los
pacientes presentaron anemia muy severa, de tipo normocitica, con recuento de blancos
leucemoides y trombocitosis.

Los resultados que se obtuvieron en este estudio fueron muy parecidos a los que se public
en Colombia, Brasil, o Perd, pero brindando un gran aporte al proporcionar datos
caracteristicos de Bolivia, datos necesarios para estudios posteriores al ser insuficientes
los encontrados en el Ministerio de Salud.

Palabras Claves: Leucemia Mieloide Aguda, Citometria de Flujo, Parametros
hematicos
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EPIDEMIOLOGIC, DEMOGRAPHIC AND BLOOD CHARACTERIZATION
OF ACUTE MYELOID LEUKEMIA BY FLOW CYTOMETRY (2011 - 2012)

ABSTRACT

Worldwide, the leukemia is among the five most common types of cancers as well as in
Bolivia, as was asserted at S.E.D.E.S that leukemia is the most common cancer in children
and Amaru published on the incidence of acute leukemia that is increasing. AML is the
second type of leukemia that occurs at a higher rate after the LLA; for all of this was the
importance studying this disease.

This study determined the frequency of AML in Bolivia in relation to the clinical-
demographic variables as the parameters obtained in the Cell Biology Unit of the Faculty
of Medicine-UMSA during 2011 and 2012. For this purpose 90 samples were evaluated
AML patients, 83 were new cases and 7 patients returned for control after treatment. These
patients were asked morphological analysis, blood count, immunophenotypic study by
flow cytometry, and M3 AML patients were asked molecular biology studies.

The Patients were divided into two age groups, children were considered from 6 months
to 18 years (35.6%) and adults 18 and over (58%).

The male female ratio was 1: 0.8, for males 56.7% and for 43.3% female. Considering the
origin of the patients were more of Santa Cruz (37.8%), La Paz (25.6%) and Cochabamba
(23.3). The most common subtypes were M1 (52.2%) and M2 (17.8%). According to
hematological studies they had severe anemia, normocytic type, with thrombocytosis,
leukemoid count and white.

The results obtained in this study were very similar to those published in Colombia, Brazil
or Peru, but giving a great contribution to provide characteristic data, data needed for

subsequent studies found to be insufficient in the health Ministry.

Keywords: acute myeloid leukemia, flow cytometry, blood parameters.
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ABREVIARTURAS
Ac: Anticuerpo
AcMo: Anticuerpo Monoclonal
Acs: Anticuerpos
Ag: antigeno
AMBE: alfa naftilbutirato esterasa
AMO: aspirado de médula Osea
ANAE: Alfa nafilacetato esterasa - esterasa inespecifica
ATRA: acido all-trans-retinoico
BCR-ABL.: breakpoint cluster region - Abelson
BFU- E: celulas formadoras de colonias eritroides
CAE: Cloro acetato esterasa
CD: Cluster differenciation, grupo de diferenciacion
CFU-E: unidad formadora de colonia eritrocitica
CFU-GEMM: unidad formadora de colonia de célula madre mieloide multipotencial
CFU-MEGA: unidad formador de colonia de megacariocitos
CID: coagulacién intravascular diseminada
Cit: citoplasma
DCs: células dendriticas
EMR: Enfermedad Minima Residual
FAB: Grupo Francés-Americano-Britanico
FITC: Isotiocianato de fluoresceina
FSC: Forward scatter component, dispersién frontal de luz
GRAN: granulocitos
HLA - DR: Antigeno leucocitario humano - molécula relacionada
Igs: Inmunoglobulinas
IPSS-R: revised International Prognostic Scoring System
kDa: kilodaltons

LBP: proteina de union a los polisacaridos

Xiii



LGC: leucemia granulocitica crénica

Lin-: ausencia de expresion de antigenos especificos de linea celular
Lin+: expresion de antigenos especificos de linea celular
LLA: Leucémia Linfoide Aguda

LLC: Leucémia Linfoide Cronica

LMA: Leucémia Mieloide Aguda

LMC: Leucémia Mieloide Crénica

LPA: Leucemia Promielocitica Aguda

LPS: lipopolisacaridos

LsB: Linfocitos B

MEGA: megacariocito

MO: Meédula 6sea

Mon: Monocitos

MPO: mieloperoxidasa

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAS: &cido periodico Shiff

PE: Ficoeritrina

PerCP: Proteina Clorofila Peridinina

PML-RARA a: promyelocytic leukemia-retinoic acid receptor, alpha
POX: peroxidasa

Pro GRAN: Pro granulocitos

Pro Mon: Pro monocitos

PSC: Célula madre pluripotente

SBB: Sudan Black B o Negro de Sudan B

SMD: Sindrome Mielo Displasico

SP: sangre periférica

TdT: desoxinucleotidiltransferasa terminal

UFC-GM: unidad formadora de colonias granulo-monociticas
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1. INTRODUCCION

Las leucemias mieloides agudas (LMA) son un grupo heterogéneo de
enfermedades que se caracterizan por la infiltracion de células neoplésicas del sistema
hematopoyético en sangre, médula dsea y otros tejidos. Comprenden una serie de procesos
malignos que, si no se tratan, suelen evolucionar o empeorar rapidamente hacia la muerte.

(Harrison, 2009).

Los eventos genéticos de mutacidn que tienen lugar en las primeras etapas, durante
la maduracion de la célula madre  que no son corregidos, pueden originar leucemia.
Otros factores son la exposicion a agentes causales, como quimioterapicos, los de
radiacion y ciertos solventes, ademas de que pasen de 5 a 10 afios puede que se presente
el desarrollo de esta patologia. Muchos casos de leucemia secundaria evolucionan a partir
de una “fase pre leucémica” prolongada manifestada como un sindrome mielodisplasico
de hipo produccién con maduracion anormal y sin comportamiento maligno. Finalmente,
el andlisis de las células precursoras en una etapa mas temprana que la clona maligna
expandida en un tipo determinado de leucemia, puede revelar anormalidades genéticas
como monosomia o trisomia de diferentes cromosomas. De acuerdo con el tema molecular
general de la neoplasia, en la clona maligna se presentan cambios genéticos adicionales,
comparados con la célula madre morfolégicamente normal que la precede en el desarrollo

(McPhee, 2007).



La incidencia de leucemia a nivel mundial junto a otras neoplasias va creciendo
cada afio, siendo mayor el porcentaje en varones que en mujeres y el porcentaje de LMA
va aumentado con la edad, sabiendo que el promedio de vida de los seres humanos también
va aumentando, es decir que se presenta mas en personas adultas. En los Gltimos 10 afios
se ha observado un aumento importante en la incidencia de LMA, mas o menos viendo
que en la década de los 90 la incidencia era de 2 a 3 pacientes por cada 100000 habitantes,
y ahora la incidencia va de 4 a 5 pacientes por cada 100000 habitantes (Juliusson, 2012;

Merino, 2007; Howlader, 2015).

El 2010 en los Estados Unidos se calcula que mas o menos acaecieron 17200

nuevos casos de leucemia mieloide (Harrison, 2012).

En Latinoamérica y el Caribe en el 2012, se presentaron 27510 casos, es decir 4.8
casos por 100000 habitantes en un 5.8% de todas las neoplasias malignas en ambos
géneros (Globocan, 2012). Ademas por estudios actuales en Estados Unidos pacientes
hispanos de 0 a 14 afios la incidencia es de 0,8 y en blancos no hispanos es de 0,7 y en

pacientes de, 15 a 19 afios es de 1,0 y en blancos no hispanos es de 0,9 (ACS, 2012).

Los datos de las leucemias en Bolivia en la Unidad de Biologia Celular (UBC) a
partir de 1999 hasta el 2012 llegaron a 1473 casos, aumentando nuevos casos en los

Gltimos afios con una tasa de incidencia de 13,8 por 100000. (Amaru, 2008 - 2012).



En otros paises existen bastantes estudios sobre la prevalencia, incidencia y
correlacion de marcadores fenotipicos de las LMAs, tomando a la Citometria de Flujo
como una herramienta muy importante en estos Ultimos 15 afios, para ayudar en el

diagnostico de la leucemia, asi como para evaluar la enfermedad minima residual (EMR).

La persistencia de EMR en pacientes tratados, se asocia con un peor pronostico,
de modo que su cuantificacion forma parte del seguimiento de rutina. El grado de EMR
evalla la efectividad del tratamiento, proporcionando informacion util para la toma de

decisiones terapéuticas (Rubnitz, 2010).

El inmunofenotipo con la ayuda del citometro de flujo y programas de adquisicion
y analisis como el Cell Quest Pro, Paint A Gate, e Infinicyt permiten en un corto tiempo
dar un diagndstico certero de LMA, diferenciando de las leucemias linfoblasticas agudas

(LLA), las leucemias bifendtipicas o las leucemias cronicas.

Se hace importante la verificacion del hemograma, ya que es necesario conocer los
valores de los neutréfilos, al diagnostico, porque este es un valor predictor (IPSS) para
pacientes con SMD y como sabemos el 5% se presenta en estos, después de haber sido

diagnosticados con SMD.

Hoy en dia el diagnostico se basa en el estudio morfoldgico, la Citometria de Flujo

y la biologia molecular. Teniendo la ventaja el proceso realizado por citometria de flujo,



ya que, este se lleva a cabo de manera mas rapida, es decir, en dos horas se obtiene los
resultados con una sensibilidad de 10*y 10, con una aplicabilidad al 90% de los
pacientes, a diferencia del proceso realizado por biologia molecular, que tarda de tres a
hasta quince dias y tiene una sensibilidad de 10, con una aplicabilidad de 10 a 50% de
los pacientes, ademas nos permite reconocer aberraciones fenotipicas de las células
analizadas, y los datos pueden valorarse como estadisticamente significativos por la
cantidad de células que se toman y pueden ser evaluados cuali-cuantitativamente

(Domingo, 2011).

Por todo lo mencionado se ve la necesidad de tener datos estadisticos y especificos
de leucemias mieloides para poder manejar con mayor amplitud de conocimientos a los
pacientes en Bolivia, ya que esto nos permitiria en un posterior estudio observar la relacion
que tiene el inmunofenotipo con el pronostico y caracteristicas citogenéticas que presenta

un paciente con LMA.

El presente estudio tiene por objetivo determinar la frecuencia relativa de las
leucemias mieloides agudas (LMA) con relacion a las variables clinico-demogréficas
segun los parametros de la Unidad de Biologia Celular de la Facultad de Medicina-UMSA

durante las gestiones 2011 y 2012.



2. MARCO TEORICO

2.1.Médula Osea Normal

En la médula ésea normal los predecesores hematopoyéticos CD34+ presentan
estadios madurativos bien definidos como son los precursores linfoides y los precursores
mieloides (Matarraz, 2008). Los precursores linfoides B CD34+/CD19+ muestran
ademas positividad nuclear para la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT),
expresion debil de CD45 y CD22, expresion citoplasmatica (cy) de CD79a y reactividad
fuerte para CD10 y HLA-DR entre otros marcadores (Orfao, 2004a; van Lochem, 2004;
Lucio, 1999; Ciudad, 1998). Los precursores que dan origen al linaje mieloide muestran
expresion débil de CD45 asi como de los marcadores CD117, CD123, HLA-DR, CD38,
CD71 y CD13, también presentan expresion parcial de CD15 y de mieloperoxidasa

(MPO) a nivel citoplasmatico (van Lochem, 2004; Matarraz, 2008).

Al iniciar la maduracion hacia la linea granulocitica, monocitica y eritroide la
célula va perdiendo progresivamente la molécula CD34 en su superficie e incrementa los
niveles de expresion de CD45, CD13, CD33; disminuye la reactividad para CD117 (van
Lochem, 2004; Matarraz, 2008) y a medida que estas células se desarrollan, van

expresando de forma dinamica marcadores especificos de los mismos.



El incremento en la expresion de MPO se relaciona con la maduracién hacia
neutréfilo, la adquisicion de CD64 y/o CD14 se observa en la linea monocitica, y la
pérdida de expresion de CD45, mas la fuerte positividad para CD71, la adquisicién de
glicoforina A (CD235a) y CD36 dirigen la maduracion hacia el linaje eritroide (van

Lochem, 2004; Matarraz, 2008).

Por publicaciones y estudios realizados se demostré que los promielocitos son
caracteristicamente CD13++/CD11b-, los mielocitos CD13+ débil/CD11b-, los
metamielocitos CD13-/CD11b+ y los neutrofilos CD13+/CD11b++ (Orfao, 2004a; van
Lochem, 2004; Roa-Higuera, 2010). Asi tambiéen se vio que MPO, CD15, CD33, y CD16
se expresan en esta linea desde el estadio de promielocito, los cuales permanecen hasta el

estadio de neutrofilo maduro (van Lochem, 2004).

El linaje monocitico a medida que se va diferenciando a promonocito y monocito
se observan variaciones fenotipicas que incluyen aumento en la expresion de CD45, CD64
y CD33; disminucién de los niveles de expresion de CD15 y adquisicién del marcador

CD14 en monocitos (Roa-Higuera, 2010).

Las células dendriticas (DCs) derivadas de monocitos expresan niveles altos de

CD16 (van Lochem, 2004).



Las células de linaje eritroide presentan la pérdida secuencial de CD45, van
adquiriendo en su superficie el receptor de transferrina CD71 en conjunto con el CD235a
(glicoforina A), hasta que el eritrocito maduro pierde el CD71, conservando el marcador

CD235a (Roa-Higuera, 2010).

Se ampliaron varios estudios con las diferencias inmunofenotipicas entre las
distintas subpoblaciones de DCs de MO estableciendo que las DCs mieloides son
CD11c+++/CD33+++/CD16-/CD123+, las DCs derivadas del monocito son
CD11c+/CD33++/CD16+/CD123+, mientras que las DCs plasmocitoides son
CD11c+/CD33- /+/CD16-/CD123++. Todas estas células expresan HLA-DR con variable
positividad para marcadores mielomonociticos, moléculas de adhesion (CD11a, CD18),
receptores para complemento (CD21, CD35, CD23) y receptores de quimioquinas

(CXCR4, CXCR3) (Orfao, 2004b; Martin-Martin, 2009).

Los mastocitos, con una baja frecuencia reportada a nivel de MO normal, expresan
CD34+/CD117+/CD13+ (Roa-Higuera, 2010), asi también expresan dos marcadores
fenotipicos con alta intensidad: el antigeno CD117 y el receptor Fc de la IgE (FceRlI)
(Escribano, 2006), pero estas moléculas no son especificas de este subgrupo celular,
porque el CD117 es positivo en progenitores mieloides de MO y en células de origen no
hematopoyético (p.ej. melanocitos) y el FceRI es positivo también en baséfilos (Ruiz-
Arguelles, 2006; Escribano, 2006). Otras moléculas que se expresan en los mastocitos son

CD45, CD71, CD44, CD13, CD11b, y CD40 (Escribano, 2006).



Los basofilos poblacion de baja frecuencia en MO, con la expresién de CD123,
otros marcadores de linaje mieloide como CD13 y CD11b y en ausencia de expresion de

HLA-DR, (Matarraz, 2008).

2.2.Leucemia

La leucemia es una proliferacion maligna en la médula ¢sea donde se observan
células hematopoyeéticas inmaduras de tipo blastico, que se originan de una alteracion
genética del linaje mieloide y linfoide del tejido hematopoyético (Anexo Nro.l). Esta
malignidad es clonal donde una sola célula se divide dando una progenie de células

anormales. (Amaru, 2008)

El porcentaje de células blasticas en la médula, necesarios para un diagndstico de

leucemia aguda tradicionalmente fue arbitrariamente fijado en 30% o mas (Gamal, 2011).

Sin embargo, recientemente se han propuesto sistemas de clasificacion que han
bajado el recuento de blastos a un 20% para muchos tipos de leucemia, y no requieren
ningun porcentaje minimo de células blasticas, cuando ciertas caracteristicas morfoldgicas

y citogenéticas estan presentes (Domingo, 2011; LLS, 2011).



2.3. Leucemia Mieloide Aguda

Este tipo de leucemia es conocida por leucemia mieldégena aguda, leucemia
mieloblastica aguda, leucemia no linfocitica aguda (LNLA) y leucemia mieloide aguda

(LMA) (INC, 2009; SACC, 2011; McPhee, 2007).

Es una enfermedad neopléasica originada por la mutacion somatica de un progenitor
mieloide unico en alguna de las fases diferenciadas de la maduracion celular, esto se debe
a las mutaciones adquiridas en las células mieloides que causan problemas con el proceso
normal de diferenciacién; como consecuencia, hay una gran cantidad de ceélulas
inmaduras, llamadas mieloblastos o blastocitos (Orfao, 2004a). Los blastocitos no
funcionan como células sanguineas sanas, totalmente desarrolladas. EI gran nimero de
blastocitos también reduce la produccion de globulos rojos y plaquetas sanas. Por tanto,
las personas con LMA generalmente son anémicas (ya que no tienen suficientes globulos
rojos), son mas propensas a las infecciones (los neutréfilos maduros estan disminuidos) y
tienen hematomas o sangran con facilidad (debido al bajo recuento de plaguetas). (SACC,

2011; ASCO, 2011; Duque, 2006).

2.4.Etiologia

A los pacientes que se les diagnostic6 LMA se ha atribuido que la causa de su

leucemia fue por herencia, radiaciones, contacto con farmacos y/o con sustancias



quimicas, ademas de otros productos del medio laboral. No hay pruebas directas que

sugieran una etiologia virica.

2.4.1. Herencia

Ciertos sindromes con aneuploidia cromosémica de las células somaticas, como
por ejemplo la trisomia de par 21, que se observa en el sindrome de Down se asocian con
mayor incidencia de LMA. Las enfermedades hereditarias con reparacion defectuosa del
DNA, como anemia de Fanconi, sindrome de Bloom y ataxia-telangiectasia se asocia con
esta patologia. La neutropenia congeénita (Sindrome de Kostmann) que es una enfermedad
con mutacion en el receptor del factor estimulador de las colonias granulociticas y de las
elastasas de neutrofilos evoluciona a LMA. Por otros estudios también los sindromes
mieloproliferativos pueden evolucionar a esta enfermedad (Orfao, 2004a). Las mutaciones
de las lineas germinativas CCAAT/proteina potenciadora de la union alfa, factor de
transcripcion relacionado con el factor renacuajo 1 (RUNX1), proteina tumoral p53 se han

asociado con mayor predisposicion a LMA (Esteve, 2007).

2.4.2. Radiaciones

Los sobrevivientes a las explosiones de las bombas atdmicas lanzadas sobre Japdn

o los sobrevivientes al accidente de un reactor nuclear tuvieron mayor incidencia,
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alcanzando su acmé cinco o siete afios después de la explosion. La radiacion terapéutica

Unicamente parece tener poco riesgo de producir LMA (SACC, 2011).

2.4.3. Exposicién a sustancias quimicas y otros productos

El benceno que se utiliza como disolvente en la industria quimica, la fabricacion
de plasticos, gomas y productos farmacéuticos se vincula con mayor incidencia.
El habito de fumar y la exposicion a los derivados del petroleo, las pinturas, los liquidos
para embalsamar, el 6xido de etileno, los herbicidas y plaguicidas tambien conllevan al

aumento del riesgo de padecer esta patologia (ASCO, 2011).

2.4.4. Farmacos

La principal causa de esta enfermedad, relacionada con los farmacos son los
antineoplasicos. Las leucemias vinculadas con los alquilantes, estas leucemias aparecen
por término medio de cuatro a seis afios después de la exposicion y los individuos
afectados presentan anomalias de los cromosomas 5y 7. Las leucemias vinculadas a un
inhibidor de la topoisomerasa Il presentan LMA después de uno a tres afios luego de
producirse el contacto con el farmaco, y las personas que enferman suelen tener anomalias
que afectan a la banda cromosdémica 11g23. El cloranfenicol, la fenilbutazona, y con
menos frecuencia la cloroquina y el metoxipsoraleno, pueden provocar insuficiencia de la

médula Gsea, y estas evolucionan a veces hacia la LMA (Harrison, 2008).
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2.5. Manifestaciones clinicas.

2.5.1. Sintomas

Los pacientes con LMA consultan casi siempre por sintomas inespecificos de
comienzo paulatino o brusco consecutivos a anemia, leucocitosis, leucopenia 0 a

trastornos funcionales de los leucocitos o que guardan relacion con la trombocitopenia.

Casi 50% de los pacientes han tenido sintomas durante tres meses 0 menos antes

de ser diagnosticados de leucemia (Harrison, 2008) (Palomo, 2009).

El cansancio es el primer sintoma en el 50% de los pacientes, pero la mayor parte
se queja de debilidad al momento del diagndstico. Con frecuencia hay anorexia y pérdida
de peso. La fiebre, acompafiada o no de una infeccion identificable, es el primer sintoma
en casi el 10% de los casos. El 5% de los pacientes advierten signos de hemostasia anormal
(sangrado, facil con los roces). En ocasiones hay dolores dseos, adenopatias, tos

inespecifica, cefalalgia o sudores como sintomas iniciales (Harrison, 2008).

Son raros los pacientes que consultan por la aparicion de una lesion en forma de
tumoracién situada en los tejidos blandos, la mama, el Gtero, los ovarios, la duramadre

craneal o raquidea, en el tubo digestivo, los pulmones, el mediastino, la prostata, los

12



huesos u otros érganos. Estas masas son verdaderas tumoraciones de células leucémicas
y se llaman sarcomas granulociticos o cloromas. En estos pacientes puede aparecer una
LMA tipica al mismo tiempo, més adelante o nunca. Esta rara forma de manifestase la

LMA es la mas frecuente en los pacientes con translocaciones t (8; 21) (Palomo, 2009).

2.5.2. Signos fisicos

En el momento del diagndstico se detectan fiebre, esplenomegalia, hepatomegalia,
linfadenopatias, dolor del esternon a la palpacion y manifestaciones de infeccion y
hemorragia, con gran frecuencia en la leucemia promielocitica aguda (LPA) se observan

intensas hemorragias gastrointestinales e intrapulmonares o intracraneales.

En la LMA monocitica y con grados extremos de leucocitosis o trombocitopenia
en otros subtipos morfologicos surge hemorragia, acompafriada de coagulopatia. Se
detectan hemorragias de retina en 15% de los pacientes. La infiltracidn de las encias, piel,
tejidos blandos o meningitis con células leucémicas blasticas al momento del diagnostico
es caracteristica de los subtipos de leucemias monociticas y en aquellos con anomalias

cromosomicas 11923 (Palomo, 2009).
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2.5.3. Datos hematoldgicos

Al hacer el diagnostico suele haber anemia, que puede ser importante. Su
intensidad varia mucho independientemente de las demas alteraciones hematolégicas, de
la esplenomegalia o de la duracion de los sintomas. Se trata por lo comdn de una anemia
normocitica y normocrémica. La disminucion de la eritropoyesis produce menor nimero
de reticulocitos y la supervivencia de los eritrocitos esta abreviada porque estos elementos
se destruyen con mayor rapidez. Las hemorragias también contribuyen a anemia (Gomes,

2011).

La media del primer recuento de leucocitos puede ser de unos 15000/ul. En 25 a
40 % de los pacientes hay cifras menores a 5000/ul y 20% tienen mayor a 100000/ul. En
menos del 5% no se encuentran células leucémicas en la sangre periférica. La morfologia
de las células malignas varia en diferentes grupos. En la LMA, el citoplasma a menudo
contiene granulos primarios (inespecificos) y el nicleo muestra cromatina fina entretejida
con uno o mas nucléolos caracteristicos de células inmaduras. Los granulos anormales en
forma de bastdn, conocidos como bastones de Auer, no estan presentes de manera
uniforme, pero cuando lo estan casi con certeza se trata de la linea celular mieloide. El
trastorno de la funcién de los neutrofilos se puede deducir por el deterioro de la fagocitosis

y de la migracion (Harrison, 2008).
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Al momento del diagndstico se encuentran cifras de plaguetas menores a
100000/ul en casi el 75% de los pacientes, y alrededor de 25% tiene recuentos menores a
25000/ul. Al principio, cuanto menor es el conteo de plaquetas en la sangre de un paciente

con LA, mayor serd el poder proliferativo del clon leucémico (Gomes, 2010).

Pueden verse alteraciones morfoldgicas y funcionales de las plaquetas, como
plaquetas grandes, con granulaciones anormales, e incapaces de agregarse o de adherirse

normalmente (Gomes, 2011).

2.6.Epidemiologia

A nivel mundial acontecen 350434 nuevos casos de leucemias, con una incidencia
de 5 por 100000 habitantes, ademas de una mortalidad calculada de 3,8 por 100000
habitantes (Globocan, 2012). En varones se presenta una incidencia de 5,8 y en mujeres
la incidencia es de 4,3, con una razon hombre: mujer de 1,3:1. El 59,9% de los casos
registrados se producen en los paises en desarrollo, 210000 casos aproximadamente
(Ferlay, 2008). Las tasas de incidencia de leucemia varian bastante entre las regiones del
mundo, desde 0 hasta 19,7 casos por 100000 habitantes. Las tasas mas altas se presentan
en Estados Unidos, Canada, Europa y Australia, el pais con mayor nimero de pacientes
con leucemia es Grecia con una incidencia calculada para cinco afios de 19,7 y una

mortalidad de 12,9 por 100000 habitantes (Globocan, 2012); las tasas mas bajas ocurren
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en paises del Africa como en Cavo Verde con una incidencia de 0, como se observa en el

anexo Nro.2, asi como en Oceania. (Curado, 2007; Globocan, 2012).

En cuanto a mortalidad a nivel mundial tenemos 3,8 y una prevalencia en cinco
afios de 7,4, es decir, un estimado de 257000 muertes en el afio 2012, convirtiendo a la
leucemia en la séptima causa de muerte por cancer en ambos géneros (Globocan, 2012).
Las tasas de mortalidad més altas se encuentran en paises del Oriente Medio, Europay en

Estados Unidos (Ferlay, 2008; Globocan, 2012).

En latinoamérica y el Caribe se presenta en un 5,8% de todas las neoplasias
malignas en ambos géneros, con 27510 casos en el 2012, es decir 4,8 casos por 100000
habitantes (Globocan, 2012). Ademas por estudios actuales en Latinoamérica en
pacientes de 0 a 14 afios la incidencia en hispanos es de 0,8 y en blancos no hispanos es
de 0,7 y en pacientes de 15 a 19 afios en hispanos es de 1,0 y en blancos no hispanos es

de 0,9 (ACS, 2012)

En general las tendencias en la incidencia de leucemias han permanecido estables
o0 con un leve incremento, teniendo un pico de incidencia en el grupo de nifios menores de
cinco afios, desciende en el grupo de 5 a 9 afios, y a partir de los 10 afios se incrementa en

forma exponencial con la edad (IARC-OMS, 2008).
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Enrelacion a la sobrevida a 5 afios, la informacion més reciente de Estados Unidos
indica que LMA en menores de 15 afios alcanza tasas de sobrevida de 60%,
experimentando un incremento importante desde la década de los afios 70 cuando la
sobrevida apenas era de 19%. El mismo analisis para todos los grupos de edad muestra
que la sobrevida llega a niveles de 54%; sin embargo hay diferencias entre la poblacion

blanca (55%) y la poblacion afro-americana (46%) (Jemal, 2011).

En el Perd, de acuerdo a los resultados de los registros de cancer poblacional de
Lima, Trujillo y Arequipa, se ha estimado que en el afio 2004 se presentaron 1389 nuevos
casos de leucemia (Poquioma, 2007). En la ciudad de Trujillo las leucemias ocupan el
séptimo lugar en incidencia; las leucemias mieloides presentan tasas de 3,2 en hombres y
2,7 en mujeres (INEN, 2011); en Arequipa se encuentra que las leucemias mieloides
representan el 1,7 por 100000 habitantes en ambos géneros, el 1,1 en hombres y 2,4 en
mujeres (INEN, 2011). En Lima Metropolitana, para el periodo 2004-2005, la leucemia
mieloide present6 una tasa de 2,14 casos por 100000 habitantes, un promedio de 181

casos por afo, la tasa de incidencia en mujeres fue de 1,9 y en hombres 2,4 (INEN, 2011).

En Bolivia la Gltima publicacion refiere que de un total de 1473 casos recibidos en
la Unidad de Biologia Celular (UBC) para el diagnostico de leucemias desde 1999 hasta
mayo del 2012; 30% fueron de LMA, en nifios se presentaron 172 casos y en adultos 176
casos, para hacer un total de 348 casos mostrando un importante porcentaje después de

las LLA con 894 casos (Amaru, 2008, 2012).
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La LMA pediétrica es la menos frecuente entre todas las leucemias agudas en

nifios, la frecuencia es igual entre nifios y nifas, el subtipo predominante es la LMA-M1

(40%). En cambio las LMAs en adultos constituyen el 30% del total de las leucemias y se

observa un aumento después de los 60 afios con predominio en varones, los subtipos mas

frecuentes corresponden a la LMA-M1y LMA-M2. (Amaru, 2008, 2012).

2.7.0rigen clonal de la LMA

Figura 1 Origen de la LMA, LMC y SMD
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Si las mutaciones afectan a las colonias de unidades formadoras de progenitor de
granulocitos y monocitos (CFU-GM), colonia de formadora de megacariocitos (CFU-
MEGA), o las unidades formadoras de diferenciacion a eritrocitos (BFU-E), también
pueden desencadenar en una LMA, asi como si la afeccion llega a colonias de unidades
formadoras de granulocitos (CFU-G), colonia de unidades formadoras de macrofagos

(CFU-M).

La LMA es una enfermedad que se origina como resultado de la expansion clonal
de una sola célula hematopoyética inmadura, célula que presenta una evolucién rapida a

células inmaduras, que se ven impedidas de funcionar normalmente.

El primer modelo propuesto y que por mucho tiempo fue considerado como la
vision general sobre el origen de LMA, fue que ésta puede surgir en distintas poblaciones
de células hematopoyéticas (Fialkow, 1981) (Haase, 1995). Lo que determina que la
patologia tenga manifestaciones particulares y que clinicamente sea clasificada dentro de
alguna de las 8 categorias (MO - M7) es el estadio de maduracion y el grado de
compromiso de dichas poblaciones hacia un linaje especifico. Por ejemplo, de acuerdo a
este modelo, la LMA ML se originaria en una poblacion celular mas primitiva que la LMA

M3, LMA M5 o la LMA M6 (Figura.2) (Montesinos, 2001).
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Figura 2. Evolucidn rapida de células inmaduras, segun la clasificacion de la FAB.
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La célula hematopoyética inmadura ha sufrido una transformacion molecular, es
decir alteraciones en la expresion de ciertos genes, por lo tanto, dependiendo donde ha
sufrido la alteracion se puede desarrollar el subtipo de LMA, como por ejemplo si las
mutaciones se presentan en CFU-G puede darse una LMA M3, o si la afeccion es en CFU-

M puede originarse una LMA M5. (Montesinos, 2001).

Otro modelo ha sido propuesto recientemente, este plantea la posibilidad de que,
en todos los casos (MO - M7), la LMA se origina de una misma poblacién de células
hematopoyéticas primitivas, con inmunofenotipo CD34+ CD38- Lin- (Ausencia de

expresion de antigenos especificos de linea celular); (Mehrotra,1995) (Dick, 1999),
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dependiendo de la naturaleza de las alteraciones genéticas que se presenten, la clona
leucémica seguird un cierto patron de comportamiento biolégico y éste, a su vez,
determinaré sus caracteristicas clinicas (Figura.3) (Turham, 1995).

Figura 3. Modelo actual del origen de la LMA.
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Dependiendo del tipo de alteraciones moleculares que se presenten (A-G), sera el
subtipo de la LMA que se desarrolle (Tabla 1). La Unica excepcidn que parece existir es
la LMA - M3, en la que la transformacion parece ocurrir en células progenitoras

granulociticas.

Tabla 1. Alteraciones moleculares y pronostico.

Subtipo de LMA Citogenética Pronostico
MO (A) No bien establecidos Indeterminado
M1 (B) t(9;22) (g34;q11) Malo
t(3;3) (g21;926) Indeterminado
inv(3) (g21;q26) Indeterminado
9g- (g26) Indeterminado
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Subtipo de LMA Citogenética Prondstico
M2 (C) t(8;21) (922;922) Bueno (si aislada)
t(7;11) (p15;p15) Indeterminado
M2 (C) t(6;9) (p23;934) Malo
12p- (?) Indeterminado
M3 t(15;17) (925;922) Bueno
M4 (D) del/t(11) (g13-14) Indeterminado
inv(16) (p13;922) Bueno
t(16;16) (p13;922) Bueno
del(16) (922) Indeterminado
M5 (E) t(9;11) (p22;923) Intermedio
t(11;19) (923;913) Indeterminado
t(10;11) (p11;923) Indeterminado
del(11) (g23) Indeterminado
(Banda clave: 11g23) Indeterminado
t(8;16) (p11;p13) Indeterminado
M6 (F) No bien establecidos Indeterminado
M7 (G) t(1;22)(p13;913) Indeterminado

Fuente: Feliu, 2008, modificado por Neri 2013

La LMA M3 (Leucemia Promielocitica Aguda; LPA), es el tipo de leucemia que
estd caracterizada por la expresion del gen quimérico PML-RARa, proteina quimérica
producto de la t(15;17) que actia como represor transcripcional (Montesinos, 2011). En
un estudio realizado por Turhan 1995 y colaboradores, se observé que las células CD34*
CD38" (que incluyen a las células seminales y a los progenitores mas inmaduros) de
pacientes con LPA, no expresaban el gen quimérico, mientras que la poblacion de
progenitores hematopoyéticos intermedios y maduros CD34+ CD38+ si lo expresaba, lo

gue apoya que se origina en una subpoblacion de progenitores hematopoyéticos
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comprometidos a un linaje especifico y con cierto grado de maduracién (Montesinos,
2001).

En médula 6sea patolégica la Citometria de Flujo multiparamétrica es de gran
utilidad en la identificacion y recuento de blastos (Orfao, 2004a; Alhan, 2014) y en la
evaluacion de fenotipos aberrantes donde se encuentran infidelidad de linajes,
asincronismos madurativos, infra-expresion y sobre-expresion antigénica (Orfao, 2004a).
Los fenotipos altamente asociados con anomalias genéticas recurrentes son: t(15;17) en
leucemia promielocitica aguda con promielocitos aberrantes CD15-/+ débil, CD33++;
inv(16)/t(16;16) que se relaciona con la expresion de MPO fuerte, CD2-/+ débil y
presencia de monocitos aberrantes; t(8;21) con expresion de CD19 y CD56, o los casos
con anomalias a nivel de 11923 se asocian al fenotipo CD56+, CD2-/+ y CD19-/+ débil
(Orfao,2004a). Conjuntamente, se observan patrones afectados en tamafio, complejidad,
alteraciones en la distribucion numérica de los mieloblastos, linfoblastos y otras

subpoblaciones celulares (Orfao, 2004a).

En mieloblastos de SMD se reportan aberraciones fenotipicas que incluyen
variaciones en la intensidad de los marcadores CD45, CD34, HLA-DR y CD117, con
expresion aberrante de CD15, CD36, CD7 y CD11b (Alhan, 2014). Asi también se
reportan anormalidades en la granularidad en la linea granulocitica (Stetler-Stevenson,
2001) con sobre-expresion e infra-expresion de los antigenos CD45, CD13, CD33,
CD11b, CD16 y CD64 con pérdida de expresion de CD10 y expresidn aberrante de CD34

y CD14. En la estirpe monocitica se ha reportado sobre-expresion e infra-expresion de
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CD13, CD33, patrones anormales en la expresion de CD11b, HLA-DR, CD14, CD64 y
CD36 (Alhan, 2014). Se reportan anormalidades en la expresion de CD45, CD71, CD235a
y CD117 en la linea eritroide. Se divisan aberraciones fenotipicas en los mastocitos con
mucha frecuencia en casos de mastocitosis sistémicas y leucemias de mastocitos, donde
se observa ganancia de marcadores de linaje linfoide CD2 y CD25 (en méas del 90% de
los casos) en conjunto con CD117, por lo que constituyen marcadores muy Utiles para
diferenciar mastocitos normales de los mastocitos aberrantes en estas enfermedades
(Escribano, 2006). Por lo que la identificacion de fenotipos aberrantes al momento del
diagnostico representa una herramienta de gran utilidad en el seguimiento de la

enfermedad post-tratamiento, es decir la enfermedad minima residual (Vidriales, 2003).

2.8.Clasificacion de las leucemias

Las leucemias se clasifican segun su agresividad en leucemias agudas, subagudas

(mielodisplasias) y las leucemias cronicas, en el grupo de leucemias agudas esta la

leucemia mieloide aguda (Li, 2010).

2.8.1. Clasificacion de las leucemias agudas

La leucemia aguda se pueden clasificar de muchas maneras, por morfologia y

citoquimica complementada con el inmunofenotipo, segun lo propuesto por el grupo
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Franco-Americano-Britanico (FAB) (Bennet, 1976), otra propuesta es de la Organizacion
Mundial de la Salud para leucemia aguda (Harris, 1999), por ultimo so6lo por
inmunofenotipo, segun lo presentado por el Grupo Europeo que caracteriza las leucemias

inmunoldgicamente (EGIL) (Bene, 1995; Hayhoe, 1988).

En si, el proposito de una clasificacién patologica es que se retnan los casos con
similitudes fundamentales, para poder identificar la causa, la patogénesis y la historia

natural (Bain, 2010).

2.8.1.1. Clasificacion segun la FAB

La clasificacion FAB para LLA y LMA se basa en la morfologia y tincién

citoquimica de blastos (Cheson, 1990).

La clasificacion tradicional de leucemia aguda es la que utiliza criterios propuestos
por el grupo cooperativo FAB, utilizando la médula 6sea con un 30% de células
neoplasicas (Bennett, 1985). Este sistema de clasificacion originalmente distingue
diferentes tipos de leucemia por caracteristicas morfoldgicas y estudios citoquimicos,
particularmente mieloperoxidasa (0 negro Sudan B) y la tincion no especifica de esterasa.
Ha sido revisado para incluir los tipos de leucemia que sélo podian ser identificados con

precision con la adicion de inmunofenotipificacion o estudios de microscopia electrénica
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(Bennett, 1991). Aunque la clasificacion FAB no distinguié grupos inmunofenotipicos de
leucemias linfoblasticas agudas, no reconocié la importancia de los cambios
mielodisplasicos en leucemias mieloides agudas o anormalidades citogenéticas en
cualquiera de los tipos de leucemia, y dio lugar a algunas subcategorias de poca
importancia clinica, este sistema proporcion6 directrices muy claras para la clasificacion.
Ademas, algunos distintos subtipos de leucemia, como la leucemia promielocitica aguda
y especialmente leucemia mieloide aguda con eosin6filos anormales, se correlacionaron
con aberraciones citogenéticas especificas y tenian caracteristicas clinicas dnicas, y

permanecen en los sistemas de clasificacion propuestos recientemente.

El esquema de clasificacion original propuesto por el Grupo Cooperativo franco-
americano-britanico (FAB) divide a la LMA en 8 subtipos (M0 a M7). Aunque los blastos
de la LMA evolucionan a partir de los precursores mieloides comunes, los 8 subtipos
difieren en el grado de maduracion. Tal como se especifica en la tabla 2, LMA MO se
designa con un minimo de diferenciacion morfolédgica o citoquimica, LMA M1-2 con
diferenciacion granulocitica minima o moderada, M3 leucemia promielocitica aguda
(LPA), LMA M4 con diferenciacion mixta mielomonocitica, M5a y leucemia M5b
monoblastica con diferenciacion minima o moderada, M6a leucemia mieloide con
eritropoyesis de antecedentes displasicos, M6b leucemia eritroblastica aguda y M7,
leucemia aguda megacarioblastica.

Esta clasificacion se lleva a cabo mediante un examen de la apariencia de las

células leucémicas al microscopio éptico 0 mediante técnicas citogenéticas, con el fin de
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caracterizar las posibles anomalias cromosomicas. Los subtipos de LMA han mostrado

diferencias en el prondstico y en la respuesta a la terapia. Aunque la clasificacion de la

OMS parece ser mas Util en muchos de los aspectos clinicos, el sistema FAB sigue siendo

ampliamente utilizado y es Util para la diferenciacion en laboratorio.

Tabla 2. Clasificacion FAB de LMA.

Subtipo

Caracteristicas

%0 de casos

MO

Leucemia minimamente indiferenciada.

> 90 % de blastos, Peroxidasa positiva en < 3% de blastos
Blastos usualmente positivos para
CD13,CD33,CD34,CD117, CD11b, CD15 0 MPO

Sin evidencia de diferenciacion citoquimica

<5%

M1

Leucemia mieloblastica sin maduracion

> 90 % de Blastos

> 3 % Positvas para POX o SBB

10 % de granulocitos 0 monocitos en proceso de
maduracion

Se puede confundir con LLA

15-20%

M2

Leucemia mieloblastica aguda con maduracion
30 -90 % de Blastos

> 10 % de células granulociticas

< 20 % de células monociticas

Blastos positivos para POX o SBB

25 a 35%

M2v

Leucemia mieloide aguda con maduracion (variante)
Precursores eosinofilicos de morfologia aparentemente
normal. Negativos para PAS y CAE

Son blastos grandes con numerosos granulos asurofilos o
incluso pseudo Chédiak-Higashi. Las células CD34
presentan una coexpresion para CD19 o CD56.

M3

Leucemia promielocitica aguda (LPA) variante
hipergranular

Promielocitos anormales con granulacion densa
Presencia de bastones de Auer

POX o SBB intensamente positivos en los promielocitos
anormales y de aspecto sucio

5-10%

M3v

LPA, variante microgranular o hipogranular

Los blastos no tienen que ser necesariamente > a 30%
Son positivos intensamente para POX o SBB, pueden ser
débilmente positivos o negativos para ANAE.

1-3%
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Subtipo Caracteristicas % de casos
Leucemia aguda mielomonocitica (LAMM)
> 30 % de Blastos

M4 > 20 % pero 80 % de células monociticas, 20-30%
Aunque en MO tenga patron de M2, pero en sangre son > a
5000 células monociticas/mm?® comprobadas por ANAE
LAMM medula displasicas con eosintfilos

MA4Eo | Eosinofilos anormales positivos para CAEy PAS, >5 % de 5-10%
eosintfilos. Poseen el cariotipo con t(16:16) o inv(16)
Leucemia aguda monoblastica (LAMo) o monocitica sin
maduracion, positivo para ANAE

Leucemia aguda monocitica con maduracion

LAMo, diferenciados

M5b Monoblastica / promonocitica 2—-10%
< 80 % de monoblastos

< 20 % de células granulociticas
"eritroleucemia” o leucemia eritroide aguda
M6 > 50 % de células eritrociticas 3-5%
30 % de blastos no eritroides granulares o agranulares
Leucemia aguda megacarioblastica (LAMC)

M7 > 30 % de megacarioblastos <5%
En citometria son positivos para CD41, CD61
Fuente: Montesinos, 2001; Camos, 2007, Gomes, 2011y Gamal, 2011 modificado por
Neri 2014

M5 10-20%

2.8.1.1.1. Leucemia Mieloblastica Aguda Minimamente Diferenciada (LMA
MO)
Figura 4 LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA MINIMAMENTE

DIFERENCIADA (LMA MO0)
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Fuente: Caracterizacion de las leucemias mieloides agudas por Citometria de Flujo en
las gestiones 2011 — 2012

28



Es el subtipo de LMA comun en pacientes adultos, de todos los pacientes con esta
patologia se dice que del 5 al 10%, presentan este subtipo (Gamal, A. 2011). Estos
pacientes presentan leucocitosis en 40% de los casos y > 50% con leucocitopenia. Las
células de estos pacientes presentan menos del 3% de blastos positivos para la peroxidasa
o0 reaccionan con Negro de Sudan B (Gomes, 2011). En citometria los blastos son
usualmente positivos para CD13, CD33 o CD117, CD34, pero existen casos donde se
presentan como fenotipos aberrantes a TdT que puede también coexpresarse junto a CD7
(Venditti, 1998; Perea, 2011) asi como pueden coexpresar los antigenos linfoides T (CD2)
0 B (CD19). La médula Gsea aspirada es hipercelular en todos los pacientes y contienen
un gran numero de blastos leucémicos (Bennette, 1991). Casi no se ven células mieloides
maduras, entre el 79 y 100% son blastos. Los blastos van de pequefios a medianos,
redondeados con un ndcleo excéntrico. Los nucleos a menudo tienen forma aplanaday a
veces lobulada o troceados y contienen una cromatina fina con varios nucléolos
diferenciados. El citoplasma es ligeramente basofilo sin granulos. No se encuentran

bastones de Auer (Figura 4) (Gomes, 2011; Gamal, 2011).

2.8.1.1.2. Leucemia Mieloblastica Aguda Sin Maduracion (LMA M1)

Fuente: Caracterizacion de las leucemias mieloides agudas por Citometria de Flujo en
las gestiones 2011 — 2012
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Subtipo que se encuentra en todos los grupos de edad, con mayor incidencia se
observa en adultos y en nifios menores de un afio, con un promedio de 45 y 50 afios
(Gomes, 2011). Se encuentra con un recuento de leucocitos de 700 a 485000/mm? y con
un porcentaje promedio de 77% de blastos, el 50% de los casos se presenta con
leucocitosis, 25 % con leucopenia y 25% con recuento normal de leucocitos al momento
del diagndstico, porcentaje que va aumentado con el tiempo (Gomes, 2011). La célula
predominante en sangre periférica por lo general es un mieloblasto pobremente
diferenciado con fina cromatina reticulada y nucleolos prominentes. Los bastones de Auer
se encuentran en los blastos en un 50% de la M1. Si no hay evidencia de presencia de
granulos o bastones de Auer, estos blastos pueden parecerse a los linfoblastos L2 (véase
en figura 5). La mieloperoxidasa o el Negro de Sudan B son positivos en mas del 3% de
los blastos que indican diferenciacidn de granulocitos, asi el diagnostico es mas probable
que sea LMA-M1 que LLA. (Bennett, 1976). El &cido periddico de Schiff (PAS), alfa-
naftil acetato esterasa y naftol AS-D-esterasa son negativos. Alrededor del 50% de los
pacientes han adquirido aberraciones cromosdmicas clonales en las células leucémicas.
Los antigenos mieloides presentes son: CD13, CD14, CD15, CD 33 y CD34
frecuentemente positivos en la leucemia M1. La anomalia citogenética mas comun es: t
(9; 22) (934; q11) (Gamal, A. 2011), pero no existe marcador citogenético especifico para
las LMA M1, pero cominmente se presentan como leucemias sensibles al tratamiento y
tienen buen pronostico, excepto cuando se asocian a cariotipos tipicamente conservados

o0 con hiperluecocitosis (Gomes, 2011).
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2.8.1.1.3. Leucemia Mieloblastica Aguda Con Maduraciéon (LMA M2)

Figura 6: LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA CON MADURACION (LMA M2)

Fuente: Caracterizacion de las leucemias mieloides agudas por Citometria de Flujo en
las gestiones 2011 — 2012

La presentacion de los sintomas para LMA M2 es similar a los del tipo M1. Los

leucocitos aumentan en un 50% de los pacientes. Los mieloblastos se pueden encontrar

generalmente en los frotis de sangre y puede ser el tipo celular predominante. La mayoria

de las células comunes que se observan en M2 son los Pseudopelger-Huet o de nucleo

pelgeroide, y citoplasma hipogranular (Figura 6) (Gamal, 2011).

La médula 6sea es hipercelular y los tipos I y 11 de mieloblastos forman del 30 al
83% de los promielocitos a madurar de las células segmentadas. EI componente
monocitico es menor en un 20%, en la diferenciacion M2 de M4. Los basofilos en algunos
pacientes (M2 baso) se incrementan. Los eosindfilos y sus precursores pueden ser
abundantes, en algunos casos y supone hasta el 15% en el mielograma (Berger y Flandrin,
1984). La caracteristica que distingue LMA-M2 de LMA-M1 es la presencia de
maduracion mas alla de la etapa del promielocito. La maduracién anormal de neutréfilos
LMA-M2 aparece integrada con la translocacion t (8;21) (g22;922), que es de buen

prondstico; las M2 relacionadas a otro tipos de cariotipos poseen prondstico variable, por
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ejemplo con t(9;22) (q34;q11), t(11;17)(q23;925) o t(6,9) (p23;q34) son de pésimo

pronostico; con t(11;17)(p15;p15) son de pronostico intermedio (Gomes, 2011).

Los neutrdfilos pueden mostrar muchas segmentaciones nucleares anormales y

bastones de Auer.

En el estudio citoquimico la mieloperoxidasa (MPO) es la reaccién a menudo de
poco valor practico porque la naturaleza es de origen granulocitico de LMA-M2. El
fluoruro de sodio no inhibe la esterasa. La reaccion con PAS y esterasa no especifica son

negativas.

Los marcadores inmunoldgicos que se expresan en este subtipo fuertemente son
MPO, CD13,y CD15 (Gamal, 2011, Gomes, 2011). Puede haber aumento de la expresion
del antigeno linfoide NK CD56 y menos cominmente, del antigeno CD19 en las células

CD34 positivas. (Gomes, 2011).

2.8.1.1.4. LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA (LPA 0 LMA M3)

Figura 7: LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA (LPA O LMA M3).

M3 Hipergranular M3 Hipogranular
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Fuente: Caracterizacion de las leucemias mieloides agudas por Citometria de Flujo en
las gestiones 2011 — 2012

Este subtipo de LMA se caracteriza por el bloqueo madurativo de diferenciacion
granulocitica en la fase de promielocitos. Se clasifica morfolégicamente por el grupo FAB
en hipergranular (clasica) o variante hipogranular (M3v). En el 80% de los casos de M3
los promielocitos anormales son hipergranulares y aproximadamente el 20% de los casos
los promielocitos neoplasicos no presentan granulacion azurofila (Bennett, 1980; Gomes,
2011). La M3 es de particular interés ya que resulta en la fusion truncada del receptor del
acido retinoico alfa (RAR-alfa) en el cromosoma 17 para formar una unidad de
transcripcion llamada PML (para leucemia promielocitica) en el cromosoma 15, es decir
presentan la mayoria de los casos el cariotipo t(15;17) (g22;q11-12). Cuando los blastos
son grandes, con abundante citoplasma, el nicleo suele ser irregular, es a menudo
bilobulado 0 marcadamente manchado y se puede observar un nucleolo en cada l6bulo.
El citoplasma estd completamente ocupado por apretados granulos grandes, manchas de

color rosa brillante, rojo o parpura (Figura 7).

Las células que contienen bastones de Auer "faggots" distribuidos al azar en el

citoplasma, son caracteristicos, pero no estan presentes en todos los casos.
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Se cree que la liberacién de un gran nimero de granulos promielociticos,

contienen un procoagulante que inicia la coagulacién intravascular diseminada (CID).

Esta es la complicacion mas grave que se produce con frecuencia, tanto en LMA-

M3 hipergranular, asi como su variante hipogranular( LMA M3v) (McKenna, 1982).

En el analisis citoquimico se observa peroxidasa y negro sudan B positivamente

fuertes, asi como la reaccion con MPO, igualmente en la variante de LMA-M3.

EI PAS es negativo y la esterasa no especifica es débilmente positiva; los estudios
inmunolégicos demuestran la positividad de MPO, CD13, CD15 y CD33 que son
antigenos mieloides. LMA M3 con t(15; 17) se caracteriza generalmente por la asociacion
de marcadores linfoides, CD2 y CD19, con marcadores mieloides y la negatividad de

HLA-DR y CD34 (Gamal, A. 2011).

En el hemograma de las M3 hipergranulares se presenta caracteristicamente con
pancitopenia, con moderada a grave plaquetopenia. En cerca del 75% de los casos de M3
hipergranular, los conteos de leucocitos estan por debajo de 10000/mm?. Por otro lado, las

M3v usualmente se presentan con conteos elevados de leucocitos (Gomes. 2011).
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2.8.1.1.5. Leucemia Aguda Mielomonocitica (LAMM o LMA M4)
Figura 8: LEUCEMIA AGUDA MIELOMONOCITICA (LAMM o0 LMA M4).
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Fuente: Caracterizacion de las leucemias mieloides agudas por Citometria de Flujo en
las gestiones 2011 — 2012

Se distingue de M1, M2, M3y por una mayor proporcion de células monociticas
de leucemia en la médula Osea y/o en la sangre. Esta presente hiperplasia gingival con
sangrado en los pacientes. Los niveles en suero y orina de muramidasa (lisozima) son
generalmente elevados a causa de la proliferacion de monocitos. El recuento de leucocitos
suele aumentar en las células monociticas (monoblasto, promonocitos, monocitos), que
se incrementan a 5000 cel/ul 0 mas. La anemia y trombocitopenia estan presentes en casi
todos los casos. La médula difiere de M1, M2 y M3 en exceso de células monociticas en
un 20% de las células nucleadas no eritroides. La suma de las células mielociticas
incluyendo mieloblastos, promielocitos y granulocitos posteriores es > 20% y <80% de
células eritroides. En la figura 8, la médula 6sea se ve con un recuento de monocitos de
sangre periférica de 5000cel/ul o mas que es compatible con un diagnostico de M4

(Gamal, A. 2011).
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El perfil citoquimico incluye reacciones positivas para negro Sudan B o peroxidasa
y tanto esterasa especifica y no especifica. Unos pocos casos de LMA M4 se caracterizan
por el aumento de eosinéfilos de médula y clasificados como M4Eo, que es una variante
eosinofilica de la M4 (Berger, 1985; Gomes, 2011). Los estudios inmunolégicos
demuestran positividad para los marcadores CD13, CD33, CD11b y CD14 (Gamal, A.

2011).

En el estudio citogenético se puede observar la inversion (16) (p13; q22), (16:16)
(p13; g22), y del (16) (g22), las dos primeras inversiones se asocian con la variante de

M4E o (Gamal, A. 2011, Gomes, 2011).

2.8.1.1.6. Leucemia monoblastica aguda (LMoA o LMA M5)

Figura 9: LEUCEMIA MONOBLASTICA AGUDA (LMoA o LMA M5)

Fuente: Caracterizacion de las leucemias mieloides agudas por Citometria de Flujo en
las gestiones 2011 — 2012

Estos pacientes presentan una alta frecuencia de infiltracién extra medular en
higado, bazo, pulmones, colon, meninges, ganglios linfaticos, vejiga, laringe e hiperplasia

gingival; son de prondstico reservado, con remisién completa en 50 a 70% de los casos,
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pero de corta duracién y con alta tasa de recidiva después del trasplante de médula
(Gomes, 2011). Los niveles séricos y urinarios de muramidasa son a menudo
extremadamente altos. El Unico criterio para un diagnéstico de M5 es que el 80% 0 mas
de todas las células no eritroides presentes en médula 6sea son células monociticas. Hay
dos formas distintas Mb5a (indice de maduracion <4%) y M5b (indice de maduracion
>4%). En M5a los granulocitos son <20%, monocitos > 80% y monoblastos >80%. En
M5b los granulocitos <20%, monocitos >80% y monoblasto <80% (caracterizada por la
presencia de todas las etapas de desarrollo de los monocitos; monoblasto, promonocitos,
monocitos) (Figura 9) En las tinciones citoquimicas no especificas se observa la esterasa
y a-Naftil Esterasa que son positivos, ademas el PAS es negativo. Mieloperoxidasa y

negro Sudan B tienen una débil y difusa actividad en el monoblasto.

El uso de a-Naftil Butirato Esterasa (ANBE) es ventajoso debido a su mayor grado
de especificidad, fuerte reaccion, y debido a la inhibicién de fluoruro de sodio que no es

requerida (Shibata, 1985). Los estudios inmunoldgicos expresan CD11b y CD14.

Existe una fuerte asociacion entre la LMA M5/M4, por la translocacién que
involucra a la banda 11923 (Gamal, A. 2011) por medio de traslocaciones
t(9;11)(p22;923); t(11;19) (q23;p13,1), t(1;11) (p12;923), aun cuando pueda haber tales
alteraciones citogenéticas también en ciertos casos de LMA M2, M4, raramente M7, y en

las LLAs (Gomes, 2011).
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2.8.1.1.7. "Eritroleucemia”™ (LMA M6)

Figura 10: "ERITROLEUCEMIA"(LMA M6)

&l
Fuente: Caracterizacion de las leucemias mieloides agudas por Citometria de Flujo en

las gestiones 2011 — 2012

La LMA M6 es una rara forma de leucemia que afecta principalmente a las células
periféricas. No hay diferencia de género para que afecte a los nifios. Las manifestaciones
clinicas son similares a otros tipos de LMA. Los cambios mas dominantes en la sangre

periférica son la anemia con poiquilocitosis y anisocitosis.

Globulos rojos nucleados demuestran configuracion nuclear anormal. Los

leucocitos y las plaquetas son generalmente disminuidos, es decir con un pancitopenia.

Los blastos periféricos generalmente estan en pequefio porcentaje o, en algunos
casos, hasta ausentes. El diagnostico de la eritroleucemia se puede realizar cuando mas
del 50% de todas las células nucleadas de la médula dsea son eritroides y 30% o mas de
todas las restantes células no eritroides son tipo | o tipo Il de células blasticas (Bennett,
1985). El eritroblasto es anormal, con extrafas caracteristicas morfoldgicas. Las formas

comunes son gigantes multinucleadas o multilobular (Figura 10). Otras caracteristicas
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son: la fragmentacién de los cuerpos Howell-Jolly, sideroblasto en anillo, cambios en
células megaloblasticas y la disfuncion en la eritropoyesis, que son aspectos comunes. La
citoquimica de eritroblastos normalmente es PAS negativa, pero en la LMA-M®6, los
eritroblastos son especialmente pronormoblastos que demuestra positividad en PAS. Las
células blasticas expresan una variedad de antigenos mieloides asociados, como CD13,
CD33, anti-MPO con o sin expresion de marcadores de células precursoras, es decir,
CD34 y HLA-DR. En las formas variantes de M6, las células més diferenciadas pueden
ser detectados por la expresion de glicoforina A y la ausencia de marcadores mieloides

(Gamal, A. 2011).

Las alteraciones citogenéticas mas comunes comprenden los cromosomas 5y 7,

en individuos ancianos o con sindrome de Down (Gomes, 2011).

2.8.1.1.8. Leucemia aguda megacarioblastica (LAMC o LMA M7)

Figura 11: LEUCEMIA AGUDA MEGACARIOBLASTICA (LAMC o0 LMA) M7)

Fuente: (Gomes, 2011)

Segun Gomes la M7 es un raro y heterogéneo subtipo de LMA, que se origina de

megacarioblastos inmaduros, se presenta como una transformacién de leucemia
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granulocitica crdnica (LGC) y el sindrome mielodisplasico (SMD). Se caracteriza al
momento del diagndstico por la pancitopenia. La sangre periférica muestra
micromegacariocitos y blastos indiferenciados. La biopsia de médula dsea muestra la
presencia de mas del 30% de células blasticas, un aumento de fibroblastos y/o aumento
de la reticulina. El diagnéstico de la M7 se debe sospechar cuando las células blasticas
muestran protrusion en citoplasma y puede no ser suficiente para hacer un diagnéstico,
los frotis de sangre periférica deben ser examinados cuidadosamente para detectar la
presencia de micromegacarioblastos. Las biopsias de médula Gsea son generalmente
necesarias y muestran una fibrosis reticulina prominente y un numero excesivo de

pequefios blastos (Figura 11).

Cuando se realiza el analisis por pruebas citoquimicas, son peroxidasa negativo,
PAS +/ -, esterasa + / - y fosfatasa acida positiva, ademas de reaccion positiva para alfa-
naftil acetato esterasa y reaccion negativa con butirato alfa-naftil esterasa, que es Unica
para megacarioblastos, los monocitos reaccionan positivamente con ambos sustratos de

esterasa (Gamal, 2011).

Los anticuerpos monoclonales reaccionan con las glicoproteinas Ib, Ilb / llla 'y
I11b, de plaquetas, a través de la utilizacién de una técnica inmunoldgica, asi también en
Citometria de Flujo se presenta un reaccidn positiva de CD41, CD42b y CD61 (Gomes,

2011; Gamal, 2011).
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En los nifios la biologia molecular es asociada a la expresion de t (1; 22) (p13;
g13), que se ha encontrado casi exclusivamente en los nifios pequefios, de menos de 18

meses de edad o que tienen el sindrome de Down (Gamal, 2011 y Gomes, 2011).

Son, en general, de mal pronéstico, solo algunos pacientes obtienen la remisién

completa (Gomes, 2011).

2.8.1.2.Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

La clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) intenta ser mas
atil que la FAB desde el punto de vista clinico. Su objetivo es dar mas informacion
significativa relacionada con el pronostico de la LMA. Cada una de las categorias de la
OMS contiene numerosas subcategorias descriptivas de gran interés para el

hematopato6logo y para el oncohemat6logo (Tabla 3).

La clasificacion de la OMS fue designada para incluir nuevos factores prondsticos
como los marcadores moleculares, translocaciones cromosomicas y evidencia de
displasia, ya sea por morfologia o historia previa que puedan predecir la capacidad de
respuesta biologica, permitiendo a los médicos identificar subgrupos de pacientes que
puedan beneficiarse de estrategias especificas de tratamiento (Harris, 2001). Basado en
datos epidemioldgicos que indican gque la sobrevida es igual de pobre para SMD con 20 a

30% de blastos que con LMA con mas de 30% de blastos. La OMS baj6 el umbral para
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diagndstico de LMA a un 20% Yy retir6 la categoria de SMD de anemia refractaria con

exceso de blastos en transformacion (AREB-T) (INEN, 2011).

Ademas, la OMS permite el diagndstico de LMA a pesar del porcentaje de blastos
en médula 6sea en pacientes con hematopoyesis anormal y anormalidades citogenéticas
clonales caracteristicas en pacientes con t(15;17), t(8;21) e inv(16) o t(16;16) (INEN,

2011).

En la clasificacion de la OMS, el término "mieloide” incluye a todas las células
pertenecientes a los linajes celulares granulocitico (neutrofilos, eosinéfilos, basofilos)
monocitico/macrofagos, eritroides, megacariociticos y mastocitos. Los criterios de la
OMS para las neoplasias mieloides se aplican al diagnostico inicial en sangre periférica
(SP) y médula d6sea (MO), especimenes obtenidos antes de cualquier tratamiento
definitivo por sospecha de neoplasia hematoldgica. Las caracteristicas morfoldgicas,
citoquimicas y / o inmunofenotipicas se utilizan para establecer el linaje de las células
neoplasicas y para la evaluacion de su maduracién. El porcentaje de blastos sigue siendo
una herramienta practica de las neoplasias mieloides para clasificar y juzgar su progresion.
En el esquema de la OMS, cuando la evolucidén de LMA se produce en el contexto de un
sindrome mielodisplasico previamente diagnosticados (SMD) o de neoplasia
mielodisplasica / mieloproliferativa (SMD / NMP), o transformacion blastica en las
neoplasias mieloproliferativas previamente diagnosticadas (MPN) la neoplasia mieloide

con 20% o mas blastos en SP o MO es considerada LMA. El diagnéstico de LMA en
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algunos casos se asocia con anomalias genéticas especificas, sin embargo se podra
realizar independientemente del recuento de blastos en la SP o MO. El umbral del 20% de
blastos no es un mandato para tratar al paciente con LMA o transformacion blastica, las
decisiones terapéuticas deben basarse siempre en la situacion clinica después de que toda
la informacién se considere. También se considera que es LMA si los blastos se
encuentran en un sitio extra medular, es decir es atumoral (sarcoma mieloide), cuando se
encuentra de nuevo o en un paciente con sindrome mielodisplasico SMD / MPN, asi

también en la transformacion de blastos en caso de MPN.

Los porcentajes blasticos deben ser derivados, en los recuentos celulares de 200
leucocitos diferenciados en el frotis de SP y 500 células diferenciadas en los recuentos de
todas las células nucleadas del frotis de AMO (aspirado de médula Gsea), tefiidas con
Wright-Giemsa. Los blastos se definen utilizando los criterios recientemente propuestos
por el grupo de trabajo internacional sobre la morfologia de sindrome mielodisplasico
(Mufti, 2008). La determinacion del porcentaje de blastos en la evaluacion por Citometria
de Flujo es con células CD34+, no se recomienda como un sustituto para la inspeccion
visual, no todos los blastos leucémicos expresan CD34+, los artefactos de hemodilucion
y el procesamiento puede producir resultados engafiosos. Para la leucemia aguda, la
Citometria de Flujo multiparamétrica (3 o méas colores) es el método de eleccion para
determinar el linaje de blastos, asi como para la deteccion de perfiles aberrantes
antigénicos que pueden resultar Utiles para el seguimiento de la enfermedad (Vardiman,

2009).
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Aunque la biopsia de MO puede no ser necesaria en todos los casos, una adecuada
biopsia proporciona la evaluacion mas precisa de la celularidad de la médula, la
topografia, los cambios del estroma, y el patrdn de maduracion de los linajes
hematopoyéticos, puede ser muy valiosa en la deteccion de enfermedad residual dando
seguimiento a la terapia. Ademas, el material de la biopsia nos proporciona la deteccién
inmunohistoquimica de antigenos que pueden ser util al diagndstico y pronaostico, tal como

CD34, TdT, y Ki67 (Orazi, 1997).

Tabla 3: Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para LMA

e LMA con anomalias genéticas recidivantes:
o LMA cont(8;21)(g22;q22), RUNX1-RUNX1T1(CBFA/ETO).
LMA con inv(16)(p13;922) o0 t(16;16)(p13;922), CBFB-MYH11.
Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(q22;q11-12), PML-RARA.
LMA con t(9;11)(p22;923), MLLT3-MLL.
LMA con t(6;9)(p23;g934), DEK-NUP214.
LMA con inv(3)(g21;926.2) o t(3;3)(g21;q26.2), RPN1-EVIL.
LMA (megacarioblastico) con t(1;22)(p13;q13), RBM15-MKL1.
LMA con NPM1 mutado.
o LMA con CEBPA mutado.
e LMA con caracteristicas relacionadas con la mielodisplasia.
e Neoplasias mieloides relacionados con el tratamiento.
e LMA no especificada de otra manera:
o LMA con diferenciacion minima.
LMA sin maduracion.
LMA con maduracion.
Leucemia aguda mielomonocitica.
Leucemia monoblastica y monocitica aguda.
Leucemia aguda eritroidea.
Leucemia megacarioblastica aguda.
Leucemia basofilica aguda.
o Panmielosis aguda con mielofibrosis.
e Sarcoma mieloide.

O O O O O O O

O O 0O 0O O O ©
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« Proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down:
o Mielopoyesis anormal transitoria.
o Leucemia mieloide relacionada con el sindrome de Down.
« Neoplasia celular dendritico plasmacitoide blastico.
Fuente: Vardiman, 2009; Gamal, 2011

2.8.2. Elcitometro de Flujo

2.8.2.1.Generalidades del citdmetro de flujo

En la ultima época los avances tecnologicos van a un paso vertiginoso, permitiendo
prosperar en el conocimiento de la etiopatogenia y la fisiopatologia de muchas
enfermedades, asi dando lugar en cierto modo al desarrollo concomitante de nuevos
métodos de andlisis celular. Entre estos metodos destaca la Citometria de Flujo por la
relevancia alcanzada, tanto en el area de la investigacion, como en la del diagnostico
clinico. La objetividad, sensibilidad (10*) y rapidez, son algunas de las caracteristicas,

gue han hecho que esta técnica de analisis se utilice ampliamente.

La Citometria de Flujo es un método que fusiona la fisica y la quimica,
permitiendo analizar de forma simultanea diversas caracteristicas celulares, dando origen
a la obtencion de informacion de un gran nimero de pardmetros de cada una de las células

(Shapiro, 2003; Mufioz, 2005).

El analisis inmunofenotipico es actualmente un complemento muy valioso de las

técnicas clasicas utilizadas en el estudio de las enfermedades hematoldgicas como son la
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morfologia o la citoquimica, junto con la citogenética y la biologia molecular constituyen
técnicas imprescindibles por la correcta caracterizacion de las leucemias agudas (Mufioz,
2005), para lo cual a continuacion se hace una breve descripcion de algunas mas

sobresalientes, como ser la biologia molecular y la citometria.

La mayor parte de los analisis a nivel molecular son cualitativos, indicando la
presencia o ausencia de las células patoldgicas, con una sensibilidad de 10*y 10, y para
cuantificar se utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RQ-PCR), que

tiene una sensibilidad de 10° y 108, (van der Velden, 2007)

La Citometria de Flujo es otra técnica cuantitativa importante para el diagndstico
de leucemias con una sensibilidad de 10%, aplicable a mas del 90% de los pacientes y
proporciona resultados rapidos, siendo muy util en la toma de decisiones terapéuticas

(Craig, 2008).

2.8.2.2.Fundamentos y aplicaciones de la citometria de flujo

La Citometria de Flujo constituye un método rapido, objetivo y cuali-cuantitativo
de analisis de células, nucleos, cromosomas, mitocondrias u otras particulas en
suspension. Se basa en el principio del paso de particulas o células alineadas por un haz
luminoso, de una en una (Shapiro, 2003). La interaccidn de las células o las particulas con

el rayo genera sefiales que son recogidas por los detectores del equipo. La informacion
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producida puede agruparse en dos tipos fundamentales: la generada por la dispersion de
luz y la relacionada con la emision de luz por los fluorocromos presentes en la célula

(Shapiro, 2003; Mufioz, 2005).

Las sefiales luminosas detectadas se convierten en impulsos eléctricos que se
amplifican y se convierten en sefiales digitales que procesa el computador. Paratodo ello
los citometros constan de los siguientes componentes:

1) Sistema de inyeccion de la muestra por el que las células o particulas se transportan
en una corriente de flujo hidrodindmico.

2) Sistema de fluidos cuya funcion es crear un flujo laminar, mediante un sistema
regulable de presiones que hace que las células permanezcan en el centro de un caudal de
liquido isotdnico y crucen verticalmente, alineadas y de una en una al rayo luminoso.

3) La fuente de luz, generalmente un laser que emite luz azul a 488 nm, pero actualmente
los citdmetros para la clinica poseen tres laseres.

4) Sistema 6ptico formado por un conjunto de lentes, espejos, y filtros que permiten
separar la luz de diferente color, con informacion sobre las distintas caracteristicas de las
células analizadas como son la complejidad interna y el tamafio celular asi como cada una
de las emisiones fluorescentes correspondientes a los diferentes fluorocromos presentes
en la célula y excitados de forma simultanea.

5) Detectores son los que generan pulsos eléctricos cuya area, altura y anchura son
directamente proporcionales a la cantidad de luz total emitida, asi como la intensidad

méaxima detectada y a la duracién de la sefial luminosa.
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6) Amplificador/convertidor, las sefiales eléctricas generadas por los detectores son
amplificadas y multiplicadas por un factor lineal o un logaritmo, asi el tamafio de la sefial
eléctrica producida por una célula es una medida cuantitativa de la cantidad de compuesto
fluorescente sobre su superficie y refleja en nimero de receptores/marcadores que tiene
dicha célula.

7) Sistema informatico, permite la presentacion de los datos asi como su analisis y

almacenamiento en un computador (Shapiro, 2003; Mufioz, 2005).

2.8.2.3.Aplicacion de la Citometria de Flujo en el estudio de la leucemia

El manejo de la Citometria de Flujo ha sido exclusivo durante afios a la
investigacion basica debido a la complicacion de esta tecnologia, ya que anteriormente se
requerian instalaciones complejas y un personal especialista para la utilizacion del
instrumento. Actualmente los nuevos avances en la tecnologia en esta y otras areas
relacionadas han dado origen al desarrollo de nuevos instrumentos de gran sensibilidad
analitica y de facil manejo, contribuyendo a la rapida difusion de esta tecnologia en el

laboratorio clinico.

Ahora hay citdmetros de ocho colores con paneles aprobados y estandarizados por

el consorcio de EuroFlow, que permiten un analisis mas especifico para cada tipo de

leucemia (van Dongen, 2010).
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Entre las tantas aplicaciones que tiene la citometria se destaca el estudio de la
leucemia aguda tanto desde el punto de vista del diagnostico clinico como en el
conocimiento biologico, donde se determinan los antigenos celulares mediante
anticuerpos monoclonales (AcMo) contra antigenos celulares que pueden utilizarse para

identificar poblaciones celulares especificas.

Esta utilidad de la citometria ha permitido la clasificacion fenotipica de los
diferentes subtipos de leucemia aguda, ha aportado informacion pronostica, Yy
recientemente se han empezado a utilizar en el seguimiento de la EMR, y pronosticar las

posibles recaidas. (Mufioz, 2005).

2.8.2.4. Fenotipaje de la leucemia aguda

Las células de las leucemias agudas se caracterizan por estar bloqueadas en un
estadio precoz de maduracién. En general el diagnostico y clasificacion de estas patologias
se ha basado en criterios morfoldgicos y citoquimicos, pero la Citometria de Flujo se ha
convertido en el método méas importante para el inmunofenotipaje, actualmente es
fundamental para su diagnostico, ademas de aportar valiosa informacidn pronostica asi

como permitir dar el seguimiento mediante la EMR y predecir futuras recaidas.
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En el diagnostico, el estudio inmunofenotipico permite clasificar el tipo de
leucemia dependiendo la linea celular a la que pertenezca, para lo cual existe una gran
variedad de marcadores Utiles en la asignacién de linea, entre los que destacan son los de
citoplasma cCD79a, cCD3, MPO que son altamente especificos de la linea linfoide B,
linfoide T y mieloide, respectivamente, dando lugar a la formacién de un panel util para

la subclasificacion de las leucemias agudas (EGIL, 1995).

El European Leukemia net realiz0 recientemente una revision de las

recomendaciones para la correcta caracterizacion inmunofenotipica de las LMAs y las

leucemias agudas de fenotipo mixto, observable en la tabla 4. (Déhner, 2010).

Tabla 4: Antigenos de superficie y citoplasma para el diagnéstico de LMA.

Expresion de antigenos
Diagnostico de LMA
Marcadores de inmadurez CD34, CD38, CD117, CD 133, HLA-DR
Marcadores granulociticos CD13, CD15, CD16, CD33, CD65, MPO
Marcadores Monociticos Esterasas no especificas (ENE), CD11c, CD14, CD 64,
lisozima, CD4, CD11b, CD36, NG2

Marcadores CDA41, CD61, CDA42

Megacariociticos

Marcadores Eritroides CD235a (glicoforina A)

Diagndstico LAFM

Linea Mieloide MPO o diferencia de diferenciacion monocitica (al

menos dos de los siguientes: ENE, CD1lc, CD14,
CD64, lisozima)

Linea B CD 19 (fuerte) mas expresion de uno de los siguientes
marcadores: CD79a, CD22c, CD10, o CD19 (débil)
con al menos dos de los siguientes CD79a, CD22c,
CD10.

Linea T CD3c o CD3 de superficie

(LAFM: leucemia aguda de fenotipo mixto) Fuente: Dohner, 2010
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2.8.2.5.0tras aplicaciones de la citometria de Flujo

Las aplicaciones clinicas que presenta la Citometria de Flujo también es el estudio
de los sindromes linfoproliferativos, siendo este un método rapido y objetivo para
diferenciar la linfocitosis reactiva de un proceso monoclonal, ademés permite la filiacion
de un determinado proceso linfoproliferativo dentro de los subgrupos con caracteristicas
fenotipicas, clinicas y bioldgicas especificas. Otras de las aplicaciones es el estudio de las
subpoblaciones linfocitarias especialmente en pacientes infectados con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), pero también til en pacientes con inmunodeficiencias
congénitas, enfermedades autoinmunes, neoplasias o en la monitorizacion de pacientes

trasplantados (Shapiro, 2003).

Asi también la citometria es de utilidad en el estudio de las gammapatias
monoclonales, en las trombocitopenias y trombocitopatias, ademas del tipaje de antigenos
HLA. Este método permite la cuantificacion de ADN y de ARN, asi igualmente permite
realizar estudios de cuantificacion de células progenitoras y de viabilidad celular en

productos de aféresis para trasplante de progenitores hematopoyéticos (Mufioz, 2005).
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2.8.3. Laenfermedad minima residual (EMR)

Cuando se diagnostica a un paciente este puede llegar a tener al diagnostico
aproximadamente 10*2 células malignas (Ryan, 1988). Se considera que el enfermo esta
en remision completa cuando se detectan morfologicamente menos del 5% de blastos en
médula dsea (Cheson, 1990; Déhner, 2010), pero muchos de estos pacientes considerados

en remision completa mediante los métodos convencionales recaen (Mufioz, 2005).

Averiguar el nivel de células leucémicas que persisten en los enfermos con
remision completa ha sido el objeto de multiples estudios, por esta razdn las estrategias
terapéuticas hasta ahora no han discriminado entre pacientes con altos niveles de células
leucémicas tras el tratamiento de induccion, de aquellos en los que si se consigue erradicar

toda la enfermedad.

El objetivo del estudio de la EMR es saber mejor la cantidad total de células

leucémicas que aun permanecen en los enfermos en remision completa y asi detectar los

con alta probabilidad de recaer (Mufioz, 2005).
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2.8.3.1.Inmunofenotipo en EMR

La Citometria de Flujo junto con las técnicas moleculares, son actualmente los
métodos mas utilizados en el estudio de la EMR en los pacientes con leucemia aguda,
teniendo mayor ventaja la Citometria de Flujo ya que es un método rapido (2 horas) y
sensible (103-10%) a la vez que reproducible, ademas de facil aplicacion (Mufioz, L.

2005).

En LMA la Citometria de Flujo para EMR presenta mayor aplicabilidad, del 80 al
90% vs del 10% al 30% para las tecnicas moleculares (Szczepanski, 2001). La sensibilidad
que alcanza es 103-10*, ligeramente inferior a la que presenta en LLA por las dificultades
que plantean algunas caracteristicas propias de la LMA, como es la presencia de varias
poblaciones patoldgicas o el hecho de que en ocasiones algunas de ellas no expresan un
marcador minoritario, lo que dificulta la realizacion de doble adquisicion (Al-Mawali,

2009 a-b).

Se considera que el enfermo esta en remision completa cuando morfoldégicamente

se detecta menos del 5% de blastos en MO (Cheson, 2003; D6hner, 2010)

La EMR se detecta al final del tratamiento quimioterapico, para una mejor

correlacién con la evolucidon de los pacientes, donde los valores criticos que predicen
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recaida son: >0,1% para la Citometria de Flujo y >10 copias para la PCR cuantitativa

(Feller, 2004; Perea, 2011)

2.9.Anticuerpos (Acs)

Son proteinas, llamadas inmunoglobulinas (lgs), producidas por células derivas de
los linfocitos B, llamadas células plasmaticas. Se generan como respuesta al contacto de
estas células con un antigeno (Ag). El organismo produce un Ac distinto para cada Ag,

por lo que la reaccion Ag- Ac, es muy especifica (Rojas, 2010).

2.9.1. Anticuerpos Monoclonales (AcMo)

Son anticuerpos producidos por hibridomas, es decir, por fusion de una célula

plasmatica productora de un Ac y célula de mieloma de ratdn, que actlan contra Ags

especificos; son cultivados en el laboratorio, lo que permite obtener el Ac que se produce.

(Rojas, 2010)

Estos AcMo pueden reconocer a un Ag citoplasmatico y Ag de membrana como

se observa en la figura 12
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Figura 12 Célula marcada con anticuerpos monoclonales intracelulares y extracelulares.

W AcMo

Fluorocromo -

Ag citoplasmatico

Ag de membrana

Fuente: (Universidad de Alcala, 2012) modificado por Neri 2013

2.9.2. Cluster differenciation o grupo de diferenciacion (CD)

Son moléculas que se ubican en la membrana de las células, cumpliendo diferentes
funciones, cuya identificacion permite distinguir y caracterizar las sub-poblaciones
celulares. Entre la membrana celular e intracelular en las células del sistema inmune se

han identificado mas de 300 diferentes CDs. (Abbas, 2012; Rojas, 2010)

Una de estas moléculas se unen a moléculas especiales, por el reconocimiento que
se da, estas moléculas pueden ser proteinas, carbohidratos o lipopolisacaridos presentes
en las membranas de los microrganismos. Otras reconocen moléculas producidas por las
células del sistema inmune como Acs Yy citoquinas, fortaleciendo el funcionamiento de las

células de este sistema. Otras interacttan como células vecinas o con hormonas y factores
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de crecimiento u otros estimulos externos. La union de las moléculas de reconocimiento
da origen a la activacion en cascada de proteinas intracitoplasmaéticas, proceso

denominado sefializacion (Rojas, 2010).

Para el estudio de patologias como la leucemia se utiliza grupos de anticuerpos
monoclonales que identifican la misma molécula de superficie celular, molécula

designada CD, seguida por un numero. (Rojas, 2010)

Siendo los CDs utilizados en el presente estudio para el diagnostico de LMA los
siguientes: CD13, CD 14, CD 15, CD33, CD 34, CD 45, MPO, HLA - DR, CD 11b, CD

41,CD 61, CD 16, CD 235ay CD 64.

2.9.2.1.CD13, Aminopeptidasa N

Es una proteina de membrana integral de tipo Il, localizada en la membrana
plasmatica como una ectoenzima, muy distribuida entre las diferentes especies y tejidos,
como el sistema hematopoyético, en concreto en la linea mielomonocitica (Lendeckel,

1999).

Tiene un peso molecular de 150 a 170 kDa, su funcion es de zinc metaloproteinasa.
(Murphy, K. 2009) Es una aminopeptidasa y esta presente cuando el mielocito esta en

proceso de maduracién (Rojas, W. 2010).
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2.9.2.2.CD14, Receptor para lipopolisacaridos

Es una glucoproteina enlazada al glucosil fosfatidilinositol, tiene un peso
molecular de 53 a 55 kDa. Se expresa en los monocitos, los macréfagos interfoliculares,
granulocitos y algunas células dendriticas (eBioscience. 2011). Su funcién es la unién a
los complejos de lipopolisacaridos (LPS) y LPB (proteina de unién a LPS) se unen con
gran afinidad a los monocitos a traves del CD14 superficial (Murphy, 2009). Esto es

necesario para la activacion de los macrofagos inducidos por los LPS (Abbas, 2012).

2.9.2.3.CD15, Lewis* (Le¥)

Trisacarido terminal expresado sobre glucolipidos y muchas glucoproteinas de

superficie celular (Murphy, 2009).

Esta fraccion de carbohidrato 3-fucosil-N-acetil-lactosamina se expresa en los
neutrofilos, eosindfilos. Los monocitos expresan esta estructura en distinto grado mientras
que los linfocitos no la expresan (eBioscience. 2011) (Murphy, 2009). Es el ligando para

molécula de adhesion de célula endotelial (Rojas, 2010).
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2.9.2.4.CD33, GP67 y P67

Es una glucoproteina transmembranaria de tipo | de 67 kDa que es miembro de la
familia Siglec (lectina de la superfamilia de Ig fijadora del acido sialico). Es altamente
especifica del compartimento hematopoyético y se expresa en los monocitos, los linfocitos
T activados, los granulocitos, los progenitores mieloides y los mastocitos (eBioscience.

2011) (Murphy, 2009)

2.9.2.5.CD34, mucosialina

Pertenece a una familia de proteinas en la que se incluyen también el endoglicano
y la podocalicina. Miembros de esta familia son las proteinas transmembranarias de un
solo paso con un dominio tipo mucina N-terminal y extracelular muy glucosilado

(eBioscience. 2011).

Su funcién es de adhesion intercelular; unién al CD62L (selectina L) (Abbas A.

2012).

Se identifico primero como un antigeno expresado en los progenitores
hematopoyéticos, y se ha utilizado ampliamente desde entonces como marcador para
aislar células con capacidad de union en las células hematopoyéticas. Ademas de la

expresion en los progenitores hematopoyéticos, se expresa en algunas poblaciones de
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citoblastos del mesénquima, estirpes celulares tumorales y por los endotelios vasculares
en adultos. Los epitopos de la CD34 se han asignado a tres clases (clase I, 1l o Ill) en
funcion de su sensibilidad diferencial a la descomposicion enziméatica mediante
neuraminidasa, quimopapaina u O-glucoproteasa. Segun este analisis, el anticuerpo 4H11
pertenece a la clase Ill, lo que indica que reacciona con un epitopo de la proteina.

(eBioscience. 2011) (Murphy, 2009).

2.9.2.6.CD45, antigeno leucocitario comun (LCA), T200 y B220

Se expresa en todas las células hematopoyéticas salvo las plaquetas y los eritrocitos
circulantes. La porcion citoplasmica de la CD45 presenta actividad enzimatica de
tirosinfosfatasa y desempefia un importante papel en la activacion de los linfocitos,
aumenta la emision de sefiales por medio de receptor de antigeno de células B y T,
multiples isoformas se originan por empalme alternativo. (eBioscience. 2011) (Murphy,

2009).

Tiene un peso molecular de 180 a 240 kDa, ademas presenta multiples isoformas

(Murphy, 2009).
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2.9.2.7.Mieloperoxidasa (MPO)

Es una proteina que se encuentra en el interior de los granulos azurofilicos de las
células mieloides. La MPO es una proteina multimérica formada por dos subunidades 55
kDa y dos subunidades 15 kDa. Las subunidades mayores se unen a una hemoproteina, lo
que produce un color verdoso. Como enzima, la MPO descompone el peréxido de
hidrogeno y oxida a la tirosina (eBioscience. 2011). Los productos de esta reaccion -
acido hipocloroso y radical tirosilo - producen los efectos citotoxicos y destructivos que

son caracteristicos de los neutrofilos es la proteina mas abundante en estos.

Este es un potente agente oxidante que contribuye al mecanismo de defensa contra
los agentes infecciosos; sin embargo, puede ser capaz de actuar sobre las células del

hospedero en caso de activacion incontrolable o excesiva e inactivar factores humorales.

Dado el amplio espectro de reactividad, el acido hipocloroso es un mediador de
dafio histico en numerosos procesos inflamatorios. Se presentan algunas caracteristicas
fisico-quimicas, el mecanismo de reaccion, la biosintesis y la relacion de la enzima

mieloperoxidasa con diferentes procesos patologicos (Garcia, 1998).

La MPO se utiliza como indice de diferenciacion entre las leucemias linfoblasticas

y mieloblasticas, por el aumento de la enzima en estas ultimas (Schlaifer, 1993).
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2.9.2.8.HLA-DR

Es un antigeno leucocitario humano DR, que pertenece al complejo mayor de
histompatibilidad clase Il (Lampson, 1980) (Brodsky, 1984). Este antigeno es una
glicoproteina de trasmembrana, compuesta por dos subunidades alfa y beta, que tienen un
peso molecular de 36 y 27 kDa, respectivamente. Este antigeno se expresa en linfocitos
B, monocitos, macrdfagos, linfocitos T activados, linfocitos natural Killer y células

progenitoras humanas. (Levacher, 1990) (Edwards, 1986).

2.9.29. CD11bo Mac-1

Este CD posee un peso molecular de 170 kDa y su naturaleza bioquimica lo
encuadra dentro de la familia de la integrina alfa. Su funcion bioldgica en la célula es: en
la subunidad aM de la integrina CR3 (relacionada con CD18). Se une a CD54,
componente del complemento iC3b, y proteinas de la matriz extracelular. Se expresa

especificamente en células mieloides y NK (Murphy, 2009).

2.9.2.10. CD41 o GPlIb

Tiene un peso molecular en los dimeros de GPllba (125 kDa) y GPllbb (22 kDa),

su naturaleza bioquimica lo encuadra dentro de la familia de la integrina alfa. Su funcion
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bioldgica en la célula es en la Integrina allb, que se asocia con CD61 para formar el GPIIb,
se une a fibrindgeno, fibronectina, factor de von Willebrand, y trombospondina. Se

expresa especificamente en plaquetas y megacariocitos (Murphy, 2009).

29.211. CD61

Presenta un peso molecular de 110 kDa y su naturaleza bioguimica lo encuadra
dentro de la Integrina B. Su funcién biologica en la célula es: subunidad B3 de integrina,
se relaciona con CD41 (GPlIb/llla) o CD51 (receptor de vitronectina). Se expresa

especificamente en plaquetas, megacariocitos y macréfagos (Murphy, 2009).
2.9.2.12. CD16 o FcyRIII
Su naturaleza bioquimica lo encuadra dentro de la familia de las
inmunoglobulinas, con un peso molecular de 50-80 kDa. Su funcién bioldgica en
la célula es actuar como componente del receptor de baja afinidad para Fc, FcyRIII, y

mediar en la fagocitosis y citotoxicidad debida a células dependientes de anticuerpos.

Se expresa especificamente en neutrofilos, células NK y macréfagos (Murphy,

2009).
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2.9.2.13. Glicoforina Ao CD235 a

Es una sialoglicoproteina integral de membrana, con tres dominios con diferentes
funciones, un dominio hidrofébico, en la parte extracelular, que tiene muchos hidratos de
carbono, de ahi deriva su nombre, ademas esta region es la portadora del antigeno del

grupo sanguineo (Miale, 1985) (Miller-Esterl, 2008)

2.9.2.14. CDo64

Es el receptor de mayor afinidad para la Ig G, se expresa en monocitos y

macrofagos; es una proteina tipo | de trasmembrana de 75 kDa. Estd implicada en la

citotoxicidad dependiente de anticuerpos mediada por celulas (ADCC), la fagocitosis, y

la regulacion de la produccion de citoquinas (eBioscience. 2011) (Murphy, 2009).
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3. JUSTIFICACION

Esta patologia se encuentra entre los cinco tipos de neoplasias mas frecuentes en
el mundo que producen mortalidad tanto en adultos, como en nifios, hombres y mujeres
ocupando el primer lugar dentro de las neoplasias malignas segun estadisticas publicadas

por Gutiérrez , 1999.

La Sociedad Americana del Cancer que maneja datos de paises desarrollados,
indica que es importante ver si existe una semejanza o diferencia con los factores

ambientales y genéticos en relacion a paises en vias de desarrollo. (Tuhan, 1995)

La clasificacion de las leucemias LLA-B, LLA-T o LMA-MO, por analisis
morfologico es practicamente imposible, porque los blastos observados al microscopio
son muy parecidos; los estudios realizados por pruebas de ANBE (Alfa Naftil Butirato
Esterasa) y APAAP (Anti-Fosfatasa Alcalina Anti-Fosfatasa) son muy subjetivas, porque
no se puede identificar mas de un Ag de superficie en una misma célula marcada con

AcMo diferentes, en un mismo portaobjetos.

Actualmente es posible identificar subtipos de leucemias utilizando un panel de
AcMo, para determinar la linea especifica de origen de las células leucémicas y su nivel
de maduracion. Estos estudios de inmunofenotipaje celular son esenciales para distinguir

la LLA de la LMA-MO.
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La citometria de flujo es una técnica bastante rapida que en dos horas ya se puede
obtener el resultado, a diferencia de la de biologia molecular que puede tardar de tres hasta
15 dias, estas dos técnicas deben ir acompafadas para dar el diagndstico, como refiere

Betz en una revision el 2010.

Por tanto hoy en dia el diagndstico se basa en el estudio morfolégico,
inmunofenotipo por Citometria de Flujo que nos ayuda a reconocer aberraciones
fenotipicas incluso cuando estan presentes en una pequefia proporcion de las células
analizadas.

Herlinda Huayta jefa de epidemiologia del SEDES refiere que “la leucemia es el cancer
maés frecuente en la poblacion infantil”, aseveracion publicada por “La Patria” periddico

boliviano, en febrero del 2011. (La Patria, 2011).

Al ser la leucemia la neoplasia hematoldgica méas frecuente, su incidencia se ha
incrementado en diferentes regiones del mundo. “Bolivia esta experimentando el
fendmeno de la transicién epidemioldgica, de una alta la incidencia de enfermedades
infecciosas a una creciente prevalencia de las enfermedades oncoldgicas” (Amaru, 2012)
no solo en nifios, sino en adultos tanto en hombres como mujeres, es asi que se ve la
importancia y la necesidad de efectuar estudios actuales sobre LMA, siendo los resultados
obtenidos informacién relevante en términos de diagndstico para los médicos
hemato6logos, que indudablemente derivara en un mejor tratamiento de los pacientes asi

también permitird dar seguimiento adecuado en la enfermedad minima residual.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las LMAs estéan distribuidas por todas las regiones del mundo con caracteristicas
propias de cada region, que afecta a todas las etnias y edades entre los 5 meses y 83
afios, variando su incidencia en Europa que es de 3,5 en 100000 habitantes por afio,
mientras que en Estados Unidos es aproximadamente de 2,3 casos por 100000
habitantes por afio, y aumenta proporcionalmente con la edad, alcanzando un pico de
12,2 por 100000 habitantes en mayores de 65 afios, siendo la razon hombre/mujer de

aproximadamente 1,5:1. (Duque, 2006)

Amaru (2012) publica sobre LMA indicando que de un total de 1473 casos
recibidos en la unidad de Biologia Celular para el diagnéstico de Leucemia, 19%
fueron de LMA en nifios y 30% de LMA en adultos, mostrando un importante

porcentaje de 23,6% después de las LLA.

La LMA pediatrica segin Amaru (2012) es la menos frecuente de todas las
leucemias agudas pediatricas, la frecuencia es igual entre nifios y nifias. El subtipo
predominante es la LMA-ML1 (40%). En cambio la LMA en adultos constituye el 52%
de las leucemias agudas del adulto y se observa el pico de presentacion después de los
60 afios con predominio en varones. El subtipo més frecuente corresponde a la LMA-

M1y LMA-M2.
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Se debe tomar en cuenta que la etiologia de la LMA esté relacionada con factores
hereditarios, aunque se reconocen otras causas como la asociacion con sindrome
mielodisplasico (SMD), radiacion, contacto con agentes alquilantes, entre otros, ya
que en 58% estan presentes anormalidades genéticas recurrentes, que interfieren en

las vias de proliferacion y diferenciacién mieloides. (Duque, 2006)

En vista que a nivel mundial y en los paises vecinos existe una vasta informacion
con respecto a la distribucion tanto en nifios, como en adultos de LMA, se ve la

necesidad de tener datos propios de Bolivia.

Al implementarse en la facultad de medicina la citometria de flujo, se esta en la
condicidn de tipificar la LMA en nuestro medio, porque en Bolivia existe insuficiente
informacion sobre la frecuencia de los diferentes tipos de LMA, lo cual nos ayuda a
seguir mediante la EMR y asi ver el prondstico que no se podia obtener si se realiza
por otros métodos menos especificos como el morfolégico y el citoquimico,

llevandonos al diagndstico erroneo.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual es la caracterizacion epidemioldgica, demografica y hematoldgica de las LMAs

por citomentria de flujo durante las gestiones 2011 y 2012 en Bolivia?
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6. OBJETIVOS

6.1.0BJETIVO GENERAL

e Caracterizar las LMAs epidemiol6gica, demogréfica y hematoldgica por

Citometria de Flujo en Bolivia durante las gestiones 2011 y 2012.

6.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Clasificar las LMAs mediante analisis morfologico, por citometria de flujo.

e Relacionar los subtipos de LMA con el hemograma, género, edad y procedencia.

e Determinar la frecuencia de pacientes con LMA en base a caracteristicas

demogréficas.
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7. DISENO METODOLOGICO

7.1.Tipo de Estudio.

El presente estudio es de Serie de casos longitudinal

7.2. Poblacion Estudiada

Se analizaron 90 muestras de pacientes adultos y nifios, varones y mujeres que

llegaron a la Unidad de Biologia Celular del 20 de enero del 2011 al 26 de junio del 2012.

Los datos fueron recolectados de la base de datos con el software FileMarker Pro

8 de la UBC de la Facultad de Medicina de la UMSA.

La informacion obtenida se organizo segun fueron llegando las muestras de los

pacientes, en las gestiones 2011 y 2012, para su evaluacién y el analisis estadistico.

Luego se realiz6 el hemograma, el estudio morfolégico, el inmunofenotipo y/o el
estudio de biologia molecular segun pertinencia, se observé que de un total de 90 casos a
todos se hizo el analisis por citometria de flujo y ademas a 8 se les hizo PML —RARa para

confirmar el diagnostico de LMA M3.
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De estos pacientes 83 fueron nuevos casos, a 7 pacientes se les realizo

seguimiento, a 5 se les hizo EMR por segunda vez, a 1 por terceray 1 por quinta vez.

7.2.1. Criterios de inclusion

© Pacientes de ambos géneros

© Pacientes sin limite de edad, ni procedencia.

© Pacientes que hayan sido diagnosticados con LMA en la UBC desde enero, 2011 al 26
de junio, 2012.

© Muestras de AMO en tubos vacutainer con EDTA tripotasico, volumen mayor a 2ml

© Muestra de SP en tubos vacutainer con EDTA tripotéasico, volumen mayor a 2mi

7.2.2. Criterios de exclusion

¢ Pacientes con otro tipo de patologia: Linfoma no Hodgking, Hemoglobinuria
Paroxistica Nocturna, Leucemia Mieloide Crénica, Leucemia Linfoide Crénica y
Leucemia Linfoide Aguda.

¢ Pacientes cuya muestra no es valorable, es decir la muestra esté coagulada, o la

cantidad de muestra sea menor a 2 ml.
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7.3. Lugary Tiempo

El estudio se realizé en la Unidad de Biologia Celular del Departamento de
Ciencias Funcionales, Piso 7 de la Facultad de Medicina, durante el tiempo comprendido

del 10 de enero, 2011 al 26 de junio del 2012.

7.4. Aspectos eticos

Segun el principio de beneficencia se puso al maximo el empefio en atender al
paciente a través del analisis de sus muestras y se hizo cuanto se pudo para mejorar su

salud.

Obedeciendo al Principio de no-maleficencia se asume que en las entidades
hospitalarias han cumplido con este principio, ya que en el laboratorio no se trata

directamente con el paciente.

Tomando en cuenta el principio de autonomia se asume que el paciente fue
correctamente informado de su situacion y de las posibles alternativas de tratamiento asi

mismo se respetaron las decisiones tomadas por este.

Para el principio de justicia se tomé en cuenta la igualdad en los tratamientos, toma

de muestra y de analisis, asi como la oportunidad de ser parte de una investigacion.
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Para proteger la identidad de los pacientes la UBC codifica las muestras para
proseguir con los estudios. El andlisis se realizd en muestras de pacientes cuyos médicos
tratantes envian a la UBC para su diagndstico, las cuales han sido catalogadas como

positivas mediante analisis clinicos y de laboratorio.

7.5. Andlisis Estadistico

Los resultados se expresaron como frecuencias absolutas, frecuencias relativas,

promedios y medianas, para el analisis estadistico se trabajé con el test de Chi cuadrado

en el programa estadistico SPSS version 20.0.

Para las graficas se uso el paquete estadistico SPSS 20.0 y Excel 2010.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1.Material Bioldgico

Se trabajo con muestras de aspirado de médula Gsea y sangre periférica de

pacientes con diagnostico de leucemia, que llegaron al laboratorio.

8.2.Equipos

v Centrifugadora EBA 20 Hettich y Eppendorf 5702
v Agitador vortex Zx3 Velp Scientifica

v Citometro de Flujo de 3 colores (BD FACSCAN)
v" Analizador hematol6gico Horiba, Micros 60

v" Microscopios Zeiss — Axiolab E

v' Estufa

8.3.Reactivos

v" Tincion Giemsa
v" Tincién May Griinwald
v Solucidn fisioldgica

v' FACS FLOW para citometria de Flujo
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v" FACS Lysing Solucién 1 (BD Biosciences)

v" FACS permeabilizing solucion 2 (BD Biosciences)

v" Anticuerpos monoclonales (AcMo): CD14 FITC, MPO FITC, HLA-DR FITC,
CD15 PE, CD33 PE, CD13 PE, TdT PE, CD34 Per CP, CD45 Per CP, CD

41FITC, CD61 PE, CD235a PE (BD Biosciences)

8.4.Material fungible

v Tubos de poliestireno fondo redondo BD Cat. 352054 USA

v' Micropipetas: de 2-5, 20 - 50 100 y 1000ul marca Eppendorf
v Puntas para las pipetas

v’ Pipetas pasteur de plastico

v’ Pizetas

v’ Gradillas

v’ Pinzas

v" Cron6metro
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8.5. Procedimiento

Figura 13 Flujograma de trabajo empleado
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8.6.Métodos

8.6.1. Recepcion de la muestra

Se tomaron en cuenta las muestras de AMO y SP de pacientes que cumplieron los
criterios de inclusién, recibidas en la UBC desde el 20 de enero del 2011, provenientes

de diferentes partes del pais a través del servicio de Courrier.

Cada muestra contaba con su respectiva orden de solicitud firmada por el médico

tratante. (Anexo Nro. 3).

Una vez que llego la muestra se verifico el nombre del paciente en la base de datos
de la UBC de la Facultad de Medicina de la UMSA, desarrollados con el software

FileMarker Pro 8 (Anexo Nro. 4); para otorgarle el nimero correlativo.

Luego se realizé el hemograma y los frotis, correspondientes tanto de SP y MO.

8.6.2. Tincion May Griunwald/Giemsa

Una vez secos los frotis, se los identificd con el nimero correspondiente y se
cubrieron las placas con colorante May Grinwald por 5 minutos, luego se lavo la placa
con cuidado, se realizé una dilucién 1:10 con agua destilada de la tincién de Giemsa, se

afiadio esta dilucién a la placa y se dejé 15 minutos (Anexo Nro. 5).
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Transcurrido este tiempo se lavan las placas y se espera que sequen para luego ser

observadas al microscopio.

8.6.3. Observacion al microscopio

Las placas tefiidas se observaron primero con el objetivo 10 x, luego con el
objetivo de inmersién (100x), para observar detalles de la cromatina de los nucleos,
determinar los tipos de células y clasificar a qué tipo de leucemia corresponde
morfologicamente, en las muestras se deben observar el tamafio que puede variar segun
el subtipo, la cromatina nuclear en general es débil, pero puede ser fina y reticular, el
contorno nuclear es redondo, regular, en algunos casos puede ser irregular y clivado o
borde irregular, el nucléolo es visible y en algunos casos es vesicular, la relacién nicleo
citoplasma es variable, el color del citoplasma es leve basofilo, los granulos del citoplasma
pueden estar ausentes, delicados o presentes, las vacuolas en el citoplasma por lo general
estan ausentes o pueden ser variables, los cuerpos de Auer, pueden estar ausentes o

presentes dependiendo el subtipo de LMA (Gomes, 2011).

8.6.4. Hemograma

La muestra de SP se la llevd al analizador de hematolégico Horiba, Micros 60

(Anexo Nro. 6), donde después de 2 minutos mas o menos se imprimié el resultado, donde
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se observa si existe un nimero mayor a 100000 leucocitos/mm?, si es asi se hizo una

dilucion 1:10 para luego volver a realizar el hemograma.

El analizador hematoldgico consta de una impresora que presenta como resultado
12 pardmetros, en la serie blanca se muestran valores de linfocitos, monocitos,

granulocitos. EI hemograma se observa en el anexo Nro. 7.

8.6.5. Citometria de Flujo

Luego de la valoracion morfolédgica y del hemograma se procedio a realizar el
estudio inmunofenotipico, donde primero se identifico todos los tubos con el namero del
paciente, se colocd 100 ul de la muestra, y segun el panel base designado para LMA(tabla
5) , se procedi6 a marcar la misma con los AcMo pertinentes, se incub6 durante 15 minutos
en oscuridad a temperatura ambiente, se coloco la solucion de lisis y se dejé incubar 10
minutos mas, después de lo cual se centrifugé a 2000 rpm por 5 minutos, se desecho el
sobrenadante y se lavo con PBS (Anexo Nro. 8).

Para luego adquirir 20000 células de cada tubo del panel mieloide en el equipo (Anexo

Nro.9).
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Tabla 5 Panel base para linaje mieloide

FAB|INOMBRE FENOTIPO IMAGEN

MO |LMA minimamente diferenciada
M1 [LMA sin maduracion CD13, CD33, CD34, 117+

M2 [LMA con maduracién

M3 |Leucemia promielocitica aguda t(15;17) CD15- CD117+ . = #
M4 |Leucemia aguda mielomonocitica  |CD4, 11c, 13,14, 33, 36, 64 ’j‘#o"‘."
M5 [Leucemia aguda monoblastica CD4, 11b, 13,14, 36, 64 Y _ ‘ A
M6 |Eritroleucemia CD11b, 13, 15,33, 34, 45, 71 b:ﬁ?‘
M7 [Leucemia aguda megacarioblastica CD 41,42, 61 WQ

Fuente: Fernandez, 2013

8.6.6. Analisis de datos

Una vez que se adquirieron todos los tubos se procedi6 a analizar los datos con la
ayuda de los paquetes CellQuest Pro y Paint-A-Gate. Con estos programas se pudo
determinar la poblacion clonal, el porcentaje de cada célula marcada con los AcMo,

verificando la marcacion de 1 o mas AcMo a la vez en cada grupo (Anexo Nro. 10y 11).
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9. RESULTADOS

9.1.Caracteristicas generales de la muestra

En la Tabla 6 se observa que del total de muestras (n=90), 39 (43,3%) corresponden a

pacientes del género femenino y 51 (56,7%) al género masculino.

En la figura 14 se aprecia que de las 90 muestras de pacientes con LMA, el rango fue de
edad minima de 6 meses a un maximo de 82 afios (figura 15), con un promedio de 35,1
afios. Se dividid el total en dos grupos de los cuales 32 casos (35,6%) pertenecen al grupo
de 6 meses hasta los 18 afios y 58 casos (64,4%) pertenecen al grupo de 19 hasta los 82

afios (Tabla 6).

Se evidencia que un gran namero de las muestras de pacientes con LMA, proviene de
aquellos departamentos que componen el eje troncal, es decir: Santa Cruz (n=34 0 37,8%),
La Paz (n=23 0 25,6%) y Cochabamba (n=21 o 23,3%). A su vez observamos que Tarija

es el departamento con el menor nimero de casos (n=1 o0 1,1%) (Tabla 6).
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Tabla 6.
Caracteristicas generales de la muestra. 2011-2012

N %
Género
Femenino 39 43,3
Masculino 51 56,7
Edad
<18 32 35,6
>18 58 64,4
Residencia
La Paz 23 25,6
Oruro 5 5,6
Potosi 3 3,3
Cochabamba 21 23,3
Tarija 1 1,1
Santa Cruz 34 37,8
Beni 3 3,3
Total 90 100,0

El analisis por grupos de edades evidencia que existe una mayor frecuencia de pacientes
de 7 a 9 afios, dato que se aprecia en la figura 14 de tendencias, se vio un pico alto con

una frecuencia de 12,4% (11 casos).
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Figura 14.
Grupo de edad de la poblacion con LMA (6 meses a 18 afios).
Bolivia 2011-2012
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En la figura 15 se observo los picos de tendencia de edades de 19 afios a 82, donde el pico
mas alto fue de 73 a 75 afios, con una frecuencia de 6,7%, pero no es un pico significativo,
otro pico que le sigue es de 55 a 57 afios con un 5,6%, en general las frecuencias en los
adultos estan distribuidas en las diferentes edades, notandose aumento paulatino que se

correlaciona con el aumento de la edad.

83



_

Te}
RS
© o
5o d
28
5 =
FOW
Qo
© M
(5]
°
ge]
I
-
D .
[«B)
°
o Q
o
=
S
O
N
&
N
7
N




Tabla 7.
Distribucion de personas con LMA segun género y edad.
Bolivia 2011-2012

Femenino Masculino Ambos sexos

N (%) n (%) n (%)
< 18 anos 18 (20,0) 14 (15,6) 32 (35,6)
> 18 afos 21 (23,3) 37 (41,1) 58 (64,4)
Total 39 (43,3) 51 (56,7) 90 (100)

En la Tabla 8 se evidencia que del total de muestras de pacientes con LMA, el 34,4%
(n=31) proceden de la region del Altiplano, el 24,4% (n=22) del valle y finalmente el

41,4% (n=37) de la region del Llano.

De igual manera se observa que de las 31 muestras que proceden del Altiplano 15 (16,7%)

corresponden al género femenino y 16 (17, 8%) al género masculino.

En la region del Valle se evidencia que de las 22 muestras, 12 (13,3%) corresponden a

personas del género femenino y 10 (11,1%) al género masculino.

Finalmente en la region del Llano, de los 37 casos de LMA, 13.3% (12) son del género

femenino y 27,8% (25) del género masculino.
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Tabla 8.
Distribucion de personas con LMA segun género y residencia.
Bolivia 2011-2012

Femenino Masculino Ambos sexos
N (%) n (%) n (%)

Altiplano
La Paz 11 (12,2) 12 (13,3) 23 (25,6)
Oruro 1 (1,10) 4 (4,40) 5 (5,60)
Potosi 3 (3,30) 0 (0,00) 3 (3,30)
Subtotal 15 (16,7) 16 (17,8) 31 (34,4)
Valle
Cochabamba 12 (13,3) 9 (10,0) 21 (23,3)
Tarija 0 (0,00) 1 (1,10) 1 (1,10)
Subtotal 12 (13,3) 10 (11,1) 22 (24,4)
Llano
Santa Cruz 12 (13,3) 22 (24,4) 34 (37,8)
Beni 0 (0,00) 3 (3,30) 3 (3,30)
Subtotal 12 (13,3) 25 (27,8) 37 (41,1)
Total 39 (43,3) 51 (56,7) 90 (100)

La Tabla 9 establece que del total de muestras de pacientes procedentes del Altiplano
(n=31), 7,8 % son menores de 18 afios y 26,7% son mayores de 18 afios; en el Valle del
total de casos (n=22) 8, 9% son menores de 18 afios y 15,6% son mayores de 18 afios.
Finalmente en el Llano se evidencia que 18,9% tienen una edad inferior a 18 afios y 22,2%

una edad superior a los 18 afos.
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Tabla 9.
Distribucion de personas con LMA segun edad y region.
Bolivia 2011-2012

< 18 aflos > 18 afios Total
n (%) n (%) n (%)

Altiplano

La Paz 5 (5,60) 18 (20,0) 23 (25,6)
Oruro 1 (1,10) 4 (4,40) 5 (5,60)
Potosi 1 (1,10) 2 (2,20) 3 (3,30)
Subtotal 7 (7,80) 24 (26,7) 31 (34,4)
Valle

Cochabamba 8 (8,90) 13 (14,4) 21 (23,3)
Tarija 0 (0,00) 1 (1,10) 1 (1,10)
Subtotal 8 (8,90) 14 (15,6) 22 (24,4)
Llano

Santa Cruz 15 (16,7) 19 (21,1) 34 (37,8)
Beni 2 (2,20) 1 (1,10) 3 (3,30)
Subtotal 17 (18,9) 20 (22,2) 37 (41,1)
Total 32 (35,6) 58 (64,4) 90 (100)

9.3.Caracteristicas epidemioldgicas de la LMA

En la Tabla 10 se observa que del total de muestras de pacientes con LMA (n=90),
la mayoria (n=47 o 52,2%) corresponden al subtipo M1, de los cuales 20 (22,2%) son del
género femenino y 30% son del género masculino. De manera contraria s6lo una muestra

corresponde al subtipo M6, la cual pertenece al sexo masculino.
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Tabla 10.
Subtipos de LMA segln género. Bolivia 2011-2012

Femenino Masculino Total

n (%) n (%) n (%)
MO 1 (1,10) 3 (3,30) 4 (4,40)
M1 20 (22,2) 27 (30,0) 47 (52,2)
M2 10 (11,1) 6 (6,70) 16 (17,8)
M3 5 (5,60) 6 (6,70) 11 (12,2)
M4 3 (3,30) 8 (8,90) 11 (12,2)
M6 0 (0,00) 1 (1,10) 1 (1,10)
Total 39 (43,3) 51 (56,7) 90 (100)

En la Tabla 11 se evidencia la razén que resulta del cociente entre el namero de
casos de mujeres sobre el nimero de casos de hombres. Asi para el subtipo M1 la razon
es de 0,7 lo cual establece que por cada hombre existen 0,7 mujeres con este subtipo de
LMA. Sin embargo para aclarar la interpretacion de dicho indicador se ha establecido la
relacion simplificada que no es nada mas que la multiplicacion de la razon inicial por 10,
es de esa manera que para el subtipo M1 se establece, que por cada 10 hombres existen 7
mujeres, en el segundo subtipo comun se ve que la relacion simplificada es de 10 hombres

por cada 17 mujeres con M2.
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Tabla 11.
Razon (Hombre: Mujer) del nimero de casos de LMA.
Bolivia 2011-2012

Nro. casos  Nro. Casos Relacién Relacion
Hombres Mujeres Razén H:M simplificada
MO 3 1 0,3 1:0,3 10:3
M1 27 20 0,7 1:0,7 10:7
M2 6 10 1,7 1:1,7 10:17
M3 6 5 0,8 1:0,8 10:8
M4 8 3 0,4 1:0,4 10:4
M6 1 0 0,0 1:0,0 10:0,0
Total 51 39 0,8 1:0,8 10:8

En la Tabla 12 se evidencia que de las 47 muestras de pacientes con LMA — M1
(mayor namero de casos), 20% tienen una edad menor a 18 afios y 32,2% tienen una edad

superior a los 18 afios, asi como en los demas subtipos.

Tabla 12.
Subtipos de LMA segun edad. Bolivia 2011-2012

< 18 afos > 18 afios Total

n (%) N (%) n (%)
MO 1 (1,10) 3 (3,30) 4 (4,40)
M1 18 (20,0) 29 (32,2) 47 (52,2)
M2 6 (6,70) 10 (11,1) 16 (17,8)
M3 4 (4,40) 7 (7,80) 11 (12,2)
M4 3 (3,30) 8 (8,90) 11 (12,2)
M6 0 (0,00) 1 (1,10) 1 (1,10)
Total 32 (35,6) 58 (64,4) 90 (100)

En la Taba 13 se observa el promedio de edad de los diferentes subtipos de LMA,

donde el promedio de edad mas bajo corresponde al subtipo M3 (x=22,2 1C95% 14,2;
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30,1) y el promedio de edad mas alto corresponde al subtipo M4 (x=42,7 1C95% 27,5;

57,9).

De igual manera se evidencia que la significancia es mayor a 0,05 (p 0,32) lo cual

establece que no existe diferencias entre el promedio de edad de los diferentes subtipos de

LMA.

Tabla 13.
Subtipos de LMA segun promedio de edad. Bolivia 2011-2012
Edad
X [IC 95% del X] Mediana p - valor

MO 27,3 [1,31;53,4] 27,5 0,32
M1 34,6 [28,6 ; 40,6] 32,0

M2 40,4 [27,7 ; 53,1] 44,0

M3 22,2 [14,2; 30,1] 24,0

M4 42,7 [27,5;57,9] 49,0

En la Tabla 13 y figura 16 se evidencia que la mediana de edad varia entre los

diferentes subtipos de LMA lo cual establece una diferente distribucién de los rangos

intercuartilares.
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Figura 16.

Subtipos de LMA segun cuartiles de edad. Bolivia 2011-2012
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Subtipo de LMA

En la Tabla 15 se evidencia que de las 47 muestras de pacientes con LMA — M1

(mayor niamero de casos): 13 (14,4%) corresponden a la region del Altiplano, 13 (14,4%)

a la region Valle y 21(23,3%) a la region del Llano.
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Tabla 14.
Subtipos de LMA segun region. Bolivia 2011-2012

Altiplano Valle Llano Total

n (%) n (%) n (%) n (%)
MO 1 (1,10) 2 (2,20) 1 (1,10) 4 (4,40)
M1 13 (14,4) 13 (14,4) 21 (23,3) 47 (52,2)
M2 6 (6,70) 5 (5,60) 5 (5,60) 16 (17,8)
M3 5 (5,60) 0 (0,00) 6 (6,70) 11 (12,2)
M4 6 (6,70) 2 (2,20) 3 (3,30) 11 (12,2)
M6 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (1,10) 1 (1,10)

Total 31 (34,4) 22 (24,4) 37 (41,1) 90 (100)

En la Tabla 15 se evidencia que las tasas de LMA presentan diferencias entre una y otra

gestion.

De igual manera se observa que las tasas por gestion varian de acuerdo a la region y
departamento. Es de esa manera que en la gestion 2011 la tasa mas alta corresponde al
departamento de Cochabamba cuyo indicador es de 1,03 lo cual significa que de cada

100.000 habitantes menores de 18 afios al menos 1 cursaba con una LMA.

En la gestion 2012 la tasa mas alta correspondié a la registrada en Santa Cruz cuyo indice
es de 0,71 lo cual significa que 1 de cada 100.000 habitantes menor de 18 afios LMA

presento en este departamento.
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Tabla 15.
Tasa de LMA por 100.000 habitantes menor a 18 afios, segun region y gestion.
Bolivia 2011-2012

Poblacion < NuUmero de Casos Tasa x 100.000 hab.
18 afios 2011 2012 2011 2012
Bolivia 3.808.091 22 10 0,58 0,26
Altiplano
La Paz 1.040.033 4 1 0,38 0,10
Oruro 175.761 1 0 0,57 0,00
Potosi 349.283 0 1 0,00 0,29
Sub total 1.565.077 5 2 0,32 0,13
Valle
Cochabamba 680.096 7 1 1,03 0,15
Chuquisaca 265.845 0 0 0,00 0,00
Tarija 85.819 0 0 0,00 0,00
Subtotal 1.031.760 7 1 0,68 0,10
Llano
Santa Cruz 990.204 8 7 0,81 0,71
Beni 194.304 2 0 1,03 0,00
Pando 26.746 0 0 0,00 0,00
Subtotal 1.211.254 10 7 0,83 0,58

Fuente: INE, 2012 y Caracterizacion de las leucemias mieloides agudas por citometria
de flujo en las gestiones 2011 — 2012

En la Tabla 16 de igual manera demuestra la diferencia de tasas entre una y otra gestion

con relacion a personas mayores o iguales a 18 afios.

Se observa que las tasas por gestion varian de acuerdo a la region y departamento. Es de
esta manera que en la gestion 2011 la tasa mas alta corresponde al departamento de Santa
Cruz cuyo indicador es de 1,15 lo cual significa que de cada 100.000 habitantes mayores

de 18 afios al menos 1 cursaba con una LMA.
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En la gestion 2012 la tasa mas alta correspondi6 a la que se registro para el departamento
de Cochabamba cuyo indice es de 0,90 lo cual significa que 1 de cada 100.000 habitantes

mayores de 18 afios tienen LMA en este departamento.

Tabla 16.
Tasa de LMA por 100.000 habitantes mayor a 18 afios, segun region y gestion.
Bolivia 2011-2012

Poblacion NuUmero de Casos Tasa x 100.000 hab.

> 18 afios 2011 2012 2011 2012
Bolivia 4366234 32 26 0,73 0,59
Altiplano
La Paz 1310433 12 6 0,91 0,45
Oruro 216109 0 4 0,00 0,00
Potosi 359730 1 1 0,28 0,28
Sub total 1886272 13 11 0,69 0,58
Valle
Cochabamba 775615 6 7 0,77 0,90
Chuquisaca 265677 0 0 0,00 0,00
Tarija 205407 0 1 0,00 0,48
Subtotal 1246699 6 8 0,48 0,64
Llano
Santa Cruz 1039267 12 7 1,15 0,67
Beni 168217 1 0 0,59 0,00
Pando 25779 0 0 0,00 0,00
Subtotal 1233263 13 7 1,05 0,56

Fuente: INE, 2012 y Caracterizacién de las leucemias mieloides agudas por citometria
de flujo en las gestiones 2011 — 2012
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9.4.Caracteristicas hematoldgicas de las LMA

9.4.1. Gloébulos blancos

En la Tabla 17 se observa el promedio de Glébulos Blancos (GB) de los diferentes
subtipos de LMA. Siendo el promedio de GB mas bajo, aquel que corresponde al subtipo
MO (x=14.475 1C 3.708; 25.241) y el promedio de GB maés alto corresponde al subtipo

M4 (x=67.981 IC 49.020; 86.816).

De igual manera se evidencia que la significancia es mayor a 0,05 (p 0,65) lo cual
establece que no existe diferencias significativas entre los promedios de GB de los

diferentes subtipos de LMA.

Tabla 17.
Subtipos de LMA segun los niveles de Globulos Blancos.
Bolivia 2011-2012
Globulos Blancos/mm3

X [IC 95% del X] Mediana p - valor
MO 14.475 [3.708 ; 25.241,9] 8.850 0,65
M1 40.334 [28.820 ; 51.849,4] 19600
M2 38.437 [26.829 ; 50.045,7] 21950
M3 54.000 [38.461 ; 69.538,2] 51300
M4 67.918 [49.020, ; 86.816,1] 44600
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9.4.2. Plaquetas

En la Tabla 18 se observa el promedio de plaquetas de los diferentes subtipos de LMA,
siendo el méas bajo, aquel que corresponde al subtipo M4 (x=45.990 IC 37.943; 54.038) y

el mas alto corresponde al subtipo M3 (x=96.000 IC 64.349; 127.650).

De igual manera se evidencia que la significancia es mayor a 0,05 (p 0,44) lo cual
establece que no existe diferencias significativas entre los promedios de plaquetas de los

diferentes subtipos de LMA.

Tabla 18.
Subtipos de LMA segun los niveles de Plaquetas.
Bolivia 2011-2012
Plaguetas/mm3

X [IC 95% del X] Mediana p - valor
MO 65.750,00 [3.147,9 ; 128.352,1] 16.500,00 0,44
M1 66.059,00 [53.543,7 ; 78.574,4] 34.000,00
M2 47.937,50 [31.855,5 ; 64.019,4] 28.500,00
M3 96.000,00 [64.349,3 ; 127.650] 54.000,00
M4 45.990,00 [37.943,6 ; 54.038,2] 44.000,00

9.4.3. Linfocitos
En la Tabla 19 se observa el promedio de linfocitos de los diferentes subtipos de LMA,

siendo el mas bajo, aquel que corresponde al subtipo M2 (x=7.059 IC 5.161; 8.957) y el
promedio de linfocitos mas alto corresponde al subtipo M3 (x=15.669 I1C 7.235; 24.103).
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De igual manera se evidencia que la significancia es mayor a 0,05 (p 0,95) lo cual
establece que no existe diferencias significativas entre los promedios de linfocitos de los
diferentes subtipos de LMA.

Tabla 19.
Subtipos de LMA segun los niveles de Linfocitos.
Bolivia 2011-2012
Linfocitos/mm3

X [1C 95% del X] Mediana p - valor
MO 10.256, [1.342;19.170] 4.428 0,95
M1 14.272 [8.777 ; 19.767] 4200
M2 7.059 [5.161 ; 8.957] 3900
M3 15.669 [7.235; 24.103] 3400
M4 13.346 [10.584 ; 16.108] 12200

9.4.4. Monocitos

En la Tabla 20 se observa el promedio de monocitos de los diferentes subtipos de LMA,
siendo el mas bajo, aquel que corresponde al subtipo M0 (x=2.953 IC 1.541; 4.365) y el

promedio de monocitos mas alto corresponde al subtipo M4 (x=12.591 IC 8.839; 16.343).

De igual manera se evidencia que la significancia es mayor a 0,05 (p 0,86) lo cual

establece que no existe diferencias significativas entre los promedios de monocitos de los

diferentes subtipos de LMA.
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Tabla 20.
Subtipos de LMA segun los niveles de Monocitos.
Bolivia 2011-2012
Monocitos/mm3

X [1C 95% del X] Mediana p - valor
MO 2.953,00 [1.541,4; 4.365,5] 3.060,00 0,86
M1 10.248,00 [7.674,6 ; 12.821] 4300,00
M2 9.208,60 [6.172,1; 12.245] 3950,00
M3 12.302,59 [6.716,3 ; 17.888] 7300,00
M4 12.591,80 [8.839,8 ; 16.343] 8500,00

9.4.5. Neutroéfilos

En la Taba 21 se observa el promedio de neutrofilos de los diferentes subtipos de LMA,
siendo el mas bajo, aquel que corresponde al subtipo M0 (x=1.969 IC 1.127; 2.811) y el
promedio de neutréfilos méas alto corresponde al subtipo M4 (x=39.915 IC 25.405;
54.425).

De igual manera se evidencia que la significancia es mayor a 0,05 (p 0,06) lo cual
establece que no existe diferencias significativas entre los promedios de neutréfilos de los
diferentes subtipos de LMA.

Tabla 21.
Subtipos de LMA segun los niveles de Neutrdfilos.
Bolivia 2011-2012
Neutréfilos/mm3

X [IC 95% del X] Mediana p - valor
MO 1.969,00 [1.127,7 ; 2.811,8] 2.350,00 0,06
M1 15.658,00 [11.969,3 ; 19.348,1] 8400,00
M2 22.168,10 [15.042,1 ; 29.294,1] 11200,00
M3 31.764,00 [22.647,3 ; 40.891,4] 29300,00
M4 39.915,00 [25.405,3 ; 54.425,6] 22400,00
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9.4.6. Globulos Rojos (GR)

En la Taba 22 se observa el promedio de GR de los diferentes subtipos de LMA, siendo
el promedio mas bajo, aquel que corresponde al subtipo M2 (x=2,46 IC 2,3; 2,5) y el
promedio de GR maés alto corresponde al subtipo M0 (x=3,3 IC 2,9; 3,6).

De igual manera se evidencia que la significancia es mayor a 0,05 (p 0,24) lo cual
establece que no existe diferencias significativas entre los promedios de GR de los
diferentes subtipos de LMA.

Tabla 22.
Subtipos de LMA segun los niveles de Globulos Rojos.
Bolivia 2011-2012

GR x 10 ®/mm3
X [IC 95% del X] Mediana  p - valor
MO 3,30 [2,9; 3,6] 3,20 0,24
M1 2,60 [2,5;2,7] 2,71
M2 2,46 [2,3;2,5] 2,56
M3 2,88 [2,6 ; 3,1] 2,88
M4 2,69 [2,4;2,9] 2,60

9.4.7. Hemoglobina (Hb)

En la Taba 23 se observa el promedio de Hb de los diferentes subtipos de LMA, siendo el
promedio de Hb mas bajo, aquel que corresponde al subtipo M1 (x=8,08 IC 7,75; 8,41) y
el promedio de Hb mas alto corresponde al subtipo M2 (x=10,80 IC 7,90; 13,7).

De igual manera se evidencia que la significancia es mayor a 0,05 (p 0,48) lo cual

establece que no existe diferencias significativas entre los promedios de Hb de los
diferentes subtipos de LMA.
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Tabla 23.
Subtipos de LMA segun los niveles de Hemoglobina (Hb).
Bolivia 2011-2012

Hb g/dL
X [1C 95% del X] Mediana p — valor
MO 10,30 [7,49 ; 13,1] 9,40 0,48
M1 8,08 [7,75; 8,41] 7,80
M2 10,80 [7,90; 13,7] 7,65
M3 8,36 [7,69 ;9,03] 8,50
M4 8,39 [7,82 ; 8,95] 7,80

9.4.8. Hematocrito (Hto)

En la Taba 24 se observa el promedio de hematocrito de los diferentes subtipos de LMA,
siendo el mas bajo, aquel que corresponde al subtipo M2 (x=23,97 IC 22,4; 25,5) y el
promedio de Hto mas alto corresponde al subtipo MO (x=31,40 IC 22,4; 40,5).

De igual manera se evidencia que la significancia es mayor a 0,05 (p 0,97) lo cual
establece que no existe diferencias significativas entre los promedios de Hto de los
diferentes subtipos de LMA.

Tabla 24.
Subtipos de LMA segun el porcentaje del Hematocrito.
Bolivia 2011-2012

Hto %
X [IC 95% del X] Mediana p - valor
MO 31,40 [22,4 ; 40,5] 27,95 0,97
M1 30,87 [24,7 ; 37,1] 23,60
M2 23,97 [22,4 ; 25,5] 23,50
M3 25,40 [23,8 ; 26,9] 26,30
M4 25,90 [23,8 ; 27,9] 22,70
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9.4.9. Volumen Corpuscular Medio (VCM)

En la Tabla 25 se observa el promedio de VCM de los diferentes subtipos de LMA, siendo

el méas bajo, aquel que corresponde al subtipo M0 (x=86,2 IC 82,8; 89,6) y el promedio

de VCM mas alto corresponde al subtipo M2 (x=95,13 IC 93,3; 96,9).

De igual manera se evidencia que la significancia es mayor a 0,05 (p 0,13) lo cual

establece que no existe diferencias significativas entre los promedios de VCM de los

diferentes subtipos de LMA.

Subtipos de LMA segun los niveles del Volumen Corpuscular Medio.

Tabla 25.

Bolivia 2011-2012

Edad

X [IC 95% del X] Mediana p - valor
MO 86,20 [82,8 ; 89,6] 86,90 0,13
M1 91,27 [89,9; 92,5] 90,54
M2 95,13 [93,3;96,9] 95,50
M3 88,13 [86,9 ; 89,2] 88,00
M4 93,23 [90,5; 95,9] 92,54
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10. DISCUSION

Se trabajaron en total 90 casos de pacientes con LMA, de los cuales se prosiguid
al estudio de la morfologia, el hemograma y el analisis por Citometria de Flujo,
provenientes de diferentes partes del pais, que fueron diagnosticados entre enero de 2011
a junio de 2012. De estos pacientes 92% fueron nuevos casos y 8% fueron casos ya

existentes que enviaron sus muestras para hacer el seguimiento de la EMR.

El género més afectado con LMA fue el masculino, pero sin presentar una
diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el género femenino, en las
publicaciones se observa que pese a ser un gran nimero de datos no existe diferencia entre
ambos géneros (Amaru, 2012); la razon hombre - mujer fue de 1:0,8, dato que coinciden
con la literatura (Li, 2010; Amaru, 2012), quiere decir que de cada 10 hombres 8 mujeres
presentan LMA, en Venezuela se reporta una razén de 1:0,9 siendo el género masculino
el afectado (Borjas, 2012), asi como sefiala la bibliografia en el Per( que la tasa de

incidencia en mujeres fue de 1.9 y en hombres 2.4 (INEN, 2011).

En los nifios no existio diferencia estadisticamente significativa, con una razon
hombre — mujer de 0,9:1, dato que coincide con lo publicado, que refiere que en nifios no
existe una diferencia significativa entre géneros (Amaru, 2012) (Montesinos, 2001), pero

no coincide con otras publicaciones donde la relacion hombre mujer es de 1,6 en nifios
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(ASCO, 2014), este dato se puede ampliar con un estudio posterior y con datos de otros

hospitales en Bolivia.

De todas estas muestras existe sesgo en la variable procedencia, porque los datos
fueron introducido a la base File Marker Pro 8, algunas veces como lugar de nacimiento,
lugar de habitat y otras veces como lugar de procedencia del Centro Oncoldgico donde
fue tomada la muestra; y sumado a esto esta la migracion interna en los ultimos afios en
Bolivia, fendmeno que se observa en la publicacion por ser datos de la misma procedencia
(Amaru, 2012 y 2008), pero esto nos permite saber que en proximos estudios se puede
enviar otra hoja de datos mas especifica, colocando por cada departamento el lugar de
residencia para que de esta manera se pueda determinar exactamente los riesgos de vivir
en esta zona, que puede ser por un rio contaminado por minerales, alimentos o utilizacion

de pesticidas.

Por lo que en el presente estudio se evidencia pacientes que proceden en mayor
proporcion del departamento de Santa Cruz, le siguen los de La Paz y en tercer lugar estan
los pacientes de Cochabamba, apreciandose claramente el sesgo por provenir del eje
troncal, donde existe mayor nimero de centros oncolégicos donde migran los pacientes,

pero también hay que destacar que son los lugares donde existe mayor poblacion.

Asi también existe sesgo en cuanto a la cantidad de pacientes menores de 18 afios,

porque como en la UBC se realiza el diagnostico gratuito a estos menores, hay una gran
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cantidad de este grupo para su diagndstico, pero pese a esto el nUmero de pacientes
menores de edad no rebasa a los adultos, donde el porcentaje de adultos es de 64,4% y de
menores de edad de 35,6%, mostrandose en otros estudios que la frecuencia de LMA
aumenta con la edad, datos relacionados, es decir que esta patologia afecta mas a adultos
y adultos mayores, mostrando en el estudio que el promedio mas alto es de 42 afios, datos
parecidos a los publicados (da Silva, 2006; Bain, 2003 y 2010; Quintero, 2006; Duque,

2006).

En adultos mayores también se sabe que incidencia de LMA deriva a partir del
SMD, que la probabilidad de mortalidad se asocia a la quimioterapia de induccién, asi
también se da en menores de 60 afios entre un 5y 15%, por lo tanto el conteo de blastos
en sangre periférica afectan negativamente en mayores de 60 afios, ya que tienen una

menor sobrevida (Milanés, 2002; Yin, 2010).

Es importante recalcar que este tipo de patologias se presentan cuando la esperanza
de vida aumenta y la poblacion vive un proceso de cambio de patologias infecciosas a
patologias del 3er mundo como las oncoldgicas, asi como se observa en Bolivia donde
para el 2011 y el 2012 la esperanza de vida fue de 67,1 y 67,5 respectivamente; en
comparacion con otros paises como Colombia donde su esperanza de vida llega hasta los
73,8 afos, en Italia es 77 afios (Banco Mundial, 2014, Amaru, 2012), presentandose en

estos paises mas casos de SMD que en nuestro pais.
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En cuanto a los nifios, se observa que hay un mayor porcentaje de nifias que de
nifios, pero la diferencia no es estadisticamente significativa, ya que los datos fueron
tomados de un periodo al azar. EI mayor nimero de nifios proceden de Santa Cruz y asi
como en los adultos el subtipo que mas afecta es el LMA M1, presentandose para el 2011
una tasa de 0,81 y para el 2012 una tasa de 0,71 por cada 100000 habitantes y el subtipo
con un promedio de edad menor fue el de LMA M3, datos que coinciden con los
publicados en la literatura (Amaru, 2012; INEN, 2011; IARC-OMS, 2008), asi también
coincide con lo publicado en China, Colombia y continente europeo, ya que indican que
en general la frecuencia de pacientes nifios es menor que de pacientes adultos (Li, 2010;

Quintero, 2006; Duque, 2006; Creutzig, 2012).

En cuanto a los subtipos de LMA en Mexico el subtipo predominante para LMA
es el M4, M3 y el M2 en tercer lugar (Corrales, 2011) o publicado para otros autores el
subtipo mas frecuente es el M2, seguido por M4 (Buitrén, 2010) o recientemente una
publicacion sefiala que los subtipos méas frecuentes son: M4, M2 y M3 en tercer lugar,
ademas que no se presentan pacientes con la variante para LMA M7, pero estos datos de
México en lo que coinciden con los datos de Bolivia es que la incidencia de LMA M7 es
muy rara, como en el presente estudio, que no se presentd ningun paciente con M7
(Sotomayor, 2014), pero el orden de los subtipos es muy diferente.

En Pakistan, se informd que el subtipo mas frecuente es la variedad M4; en la
Republica de Oman la variedad mas comun fue la M2 (Udayakumar, 2007), datos

parecidos a los de México y diferentes a este estudio.
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En Brasil, pais limitrofe con Bolivia, en una region llamada San José dos Campos
se encontrd una alta prevalencia de pacientes con el subtipo M1 de novo, datos parecidos
a los presentados en este estudio y el reportado por Amaru (2012), es decir que el subtipo
frecuente es M1. Pero en la literatura del Brasil en otros estados sefialan que el subtipo
M1 es menor al 20% descrito para adultos, y la prevalencia al contrario es mayor para

M3, en otro estado es mas comun M4 y M2 (Callera, 2006), mostrando asi una diversidad.

Destacando que los subtipos de LMA pueden llevar a una controversia por la
variedad étnica que existe en cada region, siendo tipico de cada region algun subtipo,

ademas del riesgo de sesgo.

Segun Otero (1996) sefiala que la poblacién hispana que habita en Estados Unidos
muestra una prevalencia mayor de leucemias agudas linfoblastica y promielocitica (M3)
en comparacion con otras razas, en cambio en nuestro estudio la LMA M3 se presenta en

un 12%, que es menor al de Estados Unidos.

Analizando los promedios de leucocitos se observa que de todos los subtipos
estudiados se presenta una leucocitosis, datos que coinciden con lo publicado (Duque,
2006; Quintero, 2006). La bibliografia también indica que la hiperleucocitosis esta
relacionada con la mutacion del gen FLT3-1TD del subtipo LMA M3 (Camés, 2007), asi

también sucede en M3 que la variante microgranular suele cursar con leucocitosis

106



(Merino, 2007), dato que se observa en este estudio, sabiendo que la hiperleucocitosis es
el aumento considerable de globulos blancos mayor a 100000 leucocitos/mm?, cuando
sobrepasa los 200000 leucocitos/mm?® ocasiona el accidente cerebro vascular (Jaime,
2011); asi como la leucocitosis en adultos, y la leucocitosis después del tratamiento es
sinbnimo de recaida (Mufioz, 2005). Comparando los promedios del recuento de
leucocitos con la bibliografia (Gomes, 2011), el promedio que coincide con este estudio
es del subtipo M2 con 37700 glébulos blancos/mm® y M4 con 71600 glébulos
blancos/mm3, con una leve diferencia, pero ningin promedio sale del rango establecido

por la publicacion.

Los pacientes con alto riesgo de compromiso del SNC, son los con diferenciacion
monocitica (M4 6 M5) o hiperleucocitosis (100000 leucocitos/mm?) al inicio en el
diagnostico (INEN, 2011), en particular en nifios (Perea, 2011) y en el presente estudio
solo se presento la variente M4 con recuento de leucocitos dentro el promedio y solo se

presentaron 3 casos.

Las plaquetas son un factor importante caracteristico que se altera en la leucemia,
presentandose asi en el paciente a través de hematomas y petequias (Montesinos, 2001;
Da Silva 2006; Romero, 2002; Da Silva 2006; Aruquipa, 2007; Da Silva 2006); en el
estudio que se hizo no fue la excepcidn, donde se presenté una trombocitopenia, con un
promedio elevado en el recuento del subtipo M3, superior al promedio de 20000

plaquetas/mm?® (Gomes, 2011). En M3 se corre el riesgo de que se presente la coagulacion
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intravascular diseminada como consecuencia, debido a la activacién intravascular y no
localizada de la coagulacion, llevando al paciente a una muerte mas temprana. (Romero,

2002; Da Silva 2006).

En cuanto a los demas subtipos los promedios que son parecidos a la publicacion
son de MO, M2; con 65750 plaquetas/mm? y 47937 plaquetas/mm? respectivamente.

(Gomes, 2011).

El recuento de linfocitos no se lo puede considerar una caracteristica de este tipo
de leucemia, si no de la leucemia linfocitica cronica y del linfoma no hodgkin en fase
leucémica (Grinspan, 1985); el promedio general es de 12121 linfocitos/mm?® en el
recuento de linfocitos es mas elevado en el subtipo LMA M3 y se ve un menor promedio

en el recuento de LMA M2.

Los pacientes del estudio en general presentaron neutrofilia en una mayor
proporcion como se observan en los promedios por subtipos, siendo el promedio mas alto
para M4 con un recuento de 39915 neutrofilos/mm?3, frecuencia que varia de la bibliografia
revisada, ya que se habla de una neutropenia (Aruquipa, 2007; Rubnitz, 2008; Déhner,
2010), segun Aruquipa y col. sefialan que al diagndstico de la enfermedad monoclonal el

crecimiento celular es logaritmico (Aruquipa, 2007).
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Segln Aruquipa y Rubnitz en general refieren que los hallazgos para estos
pacientes es neutropenia, por el desplazamiento de las células leucémicas a células
normales (Aruquipa, 2007; Rubnitz, 2008), pero los datos obtenidos son por recuento
automatico, diferencia que no hace el equipo, pero para MO si se presenta la neutropenia

de la que se habla.

En los pacientes analizados a través del hemograma se encontrd que en un alto
porcentaje se presentd anemia muy severa; es decir que su hemoglobina fue menor a 9,4
g/dl, segun la clasificacion de la OMS adaptada a la altura (Davila, 2011), dato
caracteristico en pacientes con LMA (da Silva, 2006) y el subtipo con promedio mas bajo
de nivel de hemoglobina es LMA ML1. Y el subtipo con nivel de hemoglobina con
promedio mas alto fue para M2, por encima del promedio para ser considerada anemia

muy Severa.

En cuanto al porcentaje de hematocrito no fue muy tomado en cuenta por el error
que puede existir en este, y en el estudio se aprecié que los datos de hemoglobina no
coincidian con el porcentaje de hematocrito ya que el promedio més alto fue para M0 y el

mas bajo fue para M2.

En un 86% se presentd anemia normocitica, apreciable en los promedios

de los diferentes subtipos de LMA, dato que se corrobora con lo publicado en la literatura,
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que indica que en general el tipo de anemia que se presenta en estos pacientes es

normocitica (Duque, 2006; Romero, 2002; da Silva, 2006; Aruquipa, 2007).
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11. CONCLUSIONES

Se caracteriz6 epidemioldgica, demogréfica y hematol6gicamente las LMAs por
Citometria de Flujo en Bolivia durante las gestiones 2011 y 2012, datos que no sobrepasan
la frecuencia de LLA, pero es la segunda variedad de leucemias con mayor frecuencia en

Bolivia.

Se clasificd e interpretd las muestras de LMA por un analisis morfologico,
citometria de flujo y biologia molecular, comparando con los diferentes parametros
obtenidos del hemograma, viendo que el subtipo mas frecuente tanto en adultos como en
nifios es LMA M1(52,2%), en cuanto al estudio por hemograma los pacientes presentaron
leucocitosis en mayor frecuencia, con un promedio de recuento mayor de 67,918 GB/mm?®,
asi como trombocitopenia y la hemoglobina nos mostré que hay una mayor frecuencia de
pacientes con anemia muy severa y de tipo normocitica; cada subtipo de LMA presenta

su peculiaridad en cuanto al analisis del hemograma y su propia caracteristica.

Se relaciono la frecuencia de pacientes con LMA en base a la edad, mostrando
que fue superior el nUmero de pacientes mayores de edad (64,4%) en relacion a los
pacientes menores a 18 afios (35,6%). EI género més afectado fue el masculino (56,7%)
con una razén 1:0,8 y una relacion simplificada de 10 hombres por cada 8 mujeres. En
cuanto a la procedencia de cada paciente, mayor fue el diagnostico de pacientes

procedentes de Santa Cruz (37,8%). En los subtipos de LMA en cuanto al género, el
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subtipo M1 se presenta en mayor frecuencia con una relacién de 1:0,8 para el género
masculino. Con relacion a la edad, se destaca la gréfica de los pacientes menores de 18
afios que muestran un pico en pacientes de 7 a 9 afios, con 12,4%. En los adultos no es
tan obvio el pico, pero destacan los pacientes entre 73 y 75 afios (6, 7%). Observando la

procedencia por regiones se vio que en las tres regiones predomina el subtipo M1.
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12. RECOMENDACIONES

Es necesario que las muestras se envien antes de indicar tratamiento farmacoldgico,
porque se encontraron resultados hematolégicos que no coincidian con los indicados por
los médicos tratantes y que al realizar el estudio se verifique que fueron tratados

previamente.

Los aspirados de médula Osea deben ser realizados por personal entrenado para que la
muestra no esté contaminada con sangre periférica, que perjudica en el diagnostico, sobre
todo si es para determinar EMR. Evidenciandose 45 (3%) de muestras no valorables del

total que llegaron al laboratorio durante estos 5 afos.

Si bien la informacion generada en este estudio es de suma importancia, nos da muchas
pautas sobre las LMA en Bolivia, se plantea la necesidad de continuar con esta
investigacion, realizando estudios de correlacion entre los marcadores moleculares, la
citogenética (FISH) y otros marcadores inmunofenotipicos por Citometria de Flujo de
ocho colores como se mencionan en la literatura, ademas de relacionar con el riesgo que
se presenta en estos pacientes, en base a los marcadores inmunofenotipicos, de biologia

molecular y citogenéticos.
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AnNexos

Anexo 1. INFILTRADO DE BLASTOS MIELOIDES M1>90% EN MEDULA OSEA.

'—f\;&’,:»— ’! R

Fuente: (Torres, 2012)

Anexo 2. ESTIMADO A 5 ANOS DE PREVALENCIA DE CASOS DE CANCER

(X1000), POBLACION ADULTA

Leukaemia: both sexes
Estimated 5-year prevalent cancer cases (x1000), adult population

Europe: 177
(35.4%)

Oceania: 8
(1.6%)
. Africa: 23
e | 4%

Latin America and Caribbean: 29
(5.8%)

Morthern America: 95
(19.0%)

GLOBOCAN 2012 (IARC) - 4.2.2015
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Anexo 3. RECEPCION DE MUESTRAS.

Se observa nueve muestras en tubos vacutainer en una gradilla, al lado derecho se
encuentra un frasco negro donde envian las muestras, con la identificacion del destino
(UBC), abajo se observa la hoja de solicitud, con los datos del paciente, a la izquierda

debajo de las placas el hemograma impreso, encima los frotis de SP y AMO

identificados
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En la verificacion de la base de datos, se observa el nombre del paciente, edad,
género, fecha, procedencia, institucién, médico, estudio inmunofenotipico,

hemograma, estudio morfoldgico, biomolecular y diagnostico.

Anexo 5. TINCION MAY GRUNWALD/ GIEMSA

Se observan cuatro placas en proceso de tincion con los reactivos correspondientes.

Anexo 6. ANALIZADOR HEMATOLOGICO HORIBA, MICROS 60
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En el lado izquierdo del analizador hematol6gico se encuentran 8 muestras a ser
analizadas

Anexo 7. RESULTADO IMPRESO POR EL ANALIZADOR DE

HEMATOLOGIA
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El hemograma que se observa es de un paciente con leucemia, ya que el recuento

de granulocitos y monocitos es elevado.

Anexo 8. CENTRIFUGAS UTILIZADAS:

a) EBA 20 Hettich de 8 tubos b) eppendorff 5702 de 34 tubos

Anexo 9. CITOMETRO DE FLUJO UTILIZADO
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En la figura se observa a la izquierda el citbmetro como tal es decir donde se encuentra
el laser y los diferentes sistemas, en el centro esta la pantalla mostrando el programa Cell

Quest Pro abierto, con su respectivo ordenador e impresora.

Anexo 10. PROGRAMA UTILIZADO PARA EL ANALISIS DE CELULAS

MARCADAS CellQuest Pro

Se aprecia la gréafica que desarrolla el programa CellQuest Pro, donde se observa
en a) el gate donde se diferencia en la grafica de puntos un clon seleccionado como
anormal, b) grafica de puntos con cuadrantes, entre estos cuadrantes estan células
marcadas con CD33 y CD14, c) gréafico de area, donde muestra que hasta el 10® presenta

CD14, abajo esta la representacion numérica de las graficas.
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d) grafico de puntos que muestra células marcadas con CD45, €) se aprecia otra gréafica
de puntos con cuadrantes donde muestran las células marcadas con CD45 y CD14, f) se
observa una grafica de area con su respectivo cuadro estadistico a indicando el porcentaje
de células marcadas con CD45, g) se aprecia otra gréafica de puntos de células marcadas
con CD14 y CD33, al centro una grafica de puntos con células marcadas con CD45 y
CD14, para ambos marcadores positivos, h) grafica de puntos con células marcadas como
malignas, i) histogramas mostrando el recuento para CD45, con sus respectivos cuadros
de datos.

Anexo 11. PROGRAMA UTILIZADO PARA EL ANALISIS DE CELULAS

MARCADAS Paint-A-Gate
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Se puede apreciar en a) el Forward Scatter con el Side Scatter que muestran
parametros de mayor complejidad celular, b) graficas de puntos (dot-blot) se presentan
células marcadas, en los siguientes cuadrantes d), €), f) se observa las células marcadas
con CD14, CD33 y CD45 respectivamente; g) se observa en 3D las células marcadas por
los 3 marcadores, donde destaca un clon CD14", CD33" y CD45", esta grafica es movible
y se puede apreciar las células de interés en tres dimensiones diferentes. h) cuadrante se
observa un clon CD33" y CD14" , el otro es CD14* y CD45", i) se observa CD33" y

CD45* en Side Scatter .
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