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RESUMEN

La Leucemia Mieloide Aguda es una proliferacion clonal anormalmente
diferenciada de las células hematopoyéticas de estirpe mieloide. Los linajes que
derivan de esas células la convierten en una enfermedad muy heterogénea y a pesar
de los avances tecnoldgicos, aplicados a su diagndstico y prondstico, aun conserva

una tasa alta de mortalidad con una sobrevida a 5 afios entre el 30 y 40% de los casos.

El objetivo de esta investigacion es establecer el rol de la Citometria de Flujo
en el diagndstico; y, de la Citogenética y Biologia molecular en el prondstico de los
pacientes con LMA. La presente investigacion se realiza en el Instituto Oncologico
Nacional-Solca Guayaquil obteniendo datos retrospectivos de los pacientes
diagnosticados con LMA desde enero del 2014 a Junio del 2017, recopilando los
datos obtenidos por Citometria de Flujo, Citogenética y Biologia Molecular, de

acuerdo a los criterios de inclusion establecidos.

De 116 pacientes obtenidos en el registro 89 cumplieron los criterios de
inclusion, se observa que hay un predominio de la poblacién menor de 18 afios en la
muestra; la raza, sexo y comorbilidad no influyen en la mortalidad, no asi la edad. La
CF se establece como el método maés efectivo para el diagnostico de LMA y sus tipos.
La mortalidad es alta independientemente del grupo de riesgo CG. Los resultados de
los estudios de BM no son concluyentes debido a la falta de protocolizacion de las
pruebas y a la poblacién en la cual se obtuvo resultados efectivos.

Se concluye entonces que la Citometria de Flujo es el método de eleccion en
el diagndstico inicial de LMA. Son necesarias mas investigaciones para establecer el
verdadero valor prondstico de la Citogenética y la Biologia molecular en el

prondstico de las LMA.

Palabras clave: Leucemia mieloide aguda; Citometria de flujo; Biologia molecular.

v



SUMMARY

Acute myeloid leukemia is a clonal proliferation abnormally differentiated
from hematopoietic cells of myeloid origin. The lineages that derive from these cells
make it a very heterogeneous disease and despite technological advances, applied to
its diagnosis and prognosis; it still maintains a high mortality rate with a 5 year

survival between 30 and 40% worldwide.

The objective of this research is to establish the role of Flow Cytometry in
diagnosis; and, of Cytogenetics and Molecular Biology in the prognosis of patients
with Acute Myeloid Leukemia (AML). The present investigation is carried out in the
National Oncology Institute-Solca Guayaquil obtaining retrospective data of the
patients diagnosed with AML from January 2014 to June 2017, collecting the data
obtained by Flow Cytometry, Cytogenetics and Molecular Biology, according to the

criteria of established inclusion.

Of 116 patients obtained in the register 89 met the inclusion criteria, within
this percentage it is observed that there is a predominance of the population under 18
years in the sample; race, sex and comorbidity do not influence mortality, but not age.
CF is established as the most effective method for diagnosing AML and its types.
Mortality is high independently of the Cytogenetic risk group of the population, and
the results of the molecular Biology studies are inconclusive due to the lack of
protocolization of the tests and the population in which effective results were

obtained.

It is concluded that Flow Cytometry is the method of choice in the initial
diagnosis of AML. More research is needed to establish the true prognostic value of

Cytogenetics and molecular biology in the prognosis of AML.

Keywords: Acute myeloid leukemia; Flow Cytometry; Molecular biology
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INTRODUCCION

La leucemia es la causa mas frecuente de consulta en los servicios de
Hematologia, tanto en Europa como en América. Posiblemente el curso clinico de la
enfermedad esté asociado no sé6lo a su historia natural, sino a los factores
socioecondmicos circundantes a mas de los factores de riesgo implicitos (Mejia-
Aranguré, 2016).

Las leucemias son desordenes clonales de las células madre hematopoyéticas
(CMH), las cuales se afectan en cualquier momento o fase de su maduracion, desde la
fase blastica/indiferenciada hasta fases mas diferenciadas, lo que confiere a estas
patologias un grupo de sintomas muy comunes haciendo su clasificacion clinica muy
dificil.

En el caso de las leucemias mieloides, esta anomalia implica la afectacion de los
precursores de la linea hematopoyética mieloide en cualquiera de sus linajes, y en
diversos momentos ontogenéticos, haciendo que pierdan su capacidad de diferenciacion
mas no su capacidad de reproduccion (Merino, 2010), de lo que resulta un indice de
proliferacion muy alto, y al momento del diagndstico se traduce en un cuadro clinico

bastante avanzado.

Todas estas caracteristicas provocan que su expresion sea muy amplia y las
entidades patolégicas que las representan sean muy heterogéneas a nivel
inmunofenotipico, citogenético y molecular, pero que paraddjicamente compartan
caracteristicas clinicas comunes; y es con base en estas observaciones que se han

propuesto diversas clasificaciones en esta patologia (Perea Granada, 2011).

Si bien la LMA no se encuentra como entidad entre las diez causas de muerte
mas frecuentes a nivel mundial (Cancer., 2016); es necesario recalcar, que esta patologia
es el claro ejemplo de la necesidad de unificar criterios para su correcta clasificacion y
diagndstico para poder aplicar el tratamiento adecuado, sobre todo en los casos de LMA-
M3 (Rosai, 2013).



En la actualidad, los criterios clinicos-hematologicos deben estandarizarse y
apoyarse en los criterios histopatoldgicos, los hallazgos citométricos, citogenéticos y
moleculares para dar un diagndstico preciso y establecer un prondstico, el cual esta
intimamente ligado al tipo de alteraciobn cromosdémica y molecular del linaje
comprometido, lo que hace de extremada importancia caracterizar el inmunofenotipo, la

alteracién morfoldgica y la anomalia molecular.

El presente es un estudio de tipo observacional, descriptivo, de cohorte
transversal, realizado en los pacientes diagnosticados de LMA durante los afios 2014-
2017 en el ION- SOLCA,; su importancia radica en explicar el comportamiento de esta
patologia en la poblacion ecuatoriana, la caracterizacion inmunofenotipica y molecular
de la misma, reflejando el aporte de las técnicas de Citometria de Flujo en el diagnostico
y Citogenética / Biologia Molecular en la orientacion prondstica de las LMA y su

posible estandarizacion en el modelo de atencién actual.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Segun datos de la OMS el cancer es la segunda causa de muerte mas frecuente en
el mundo; hasta el afio 2015, fue la responsable de 8.8 millones de defunciones; siendo

el 70% de estas muertes registradas en paises de ingresos medios y bajos.

La leucemia aguda se encuentra entre los diez tipos de canceres mas frecuentes
en el mundo y su diagndstico esta en aumento, probablemente en relacién directa con el
incremento de hallazgos cientificos que faciliten su diagnodstico (Cancer., 2016). La
LMA es mas frecuente en personas de edad avanzada siendo la media de edad en su
diagndstico los 67 afios, es poco frecuente en menores de 45 afios, en cuanto al género
mas afectado hay cierta inclinacion hacia el sexo masculino, pero el riesgo promedio en

ambos sexos, durante la vida es menor del 1%. (Cancer, 2016)

En el Ecuador, datos obtenidos de Globocan ubican a la leucemia entre los diez
canceres mas frecuentes, ocupando el noveno lugar; con un total de 939 casos reportados
durante el afio 2012; siendo el sexto diagnostico por neoplasia maligna en hombres, con
441 nuevos casos durante el afio, precedido por cancer de prostata, colorectal, pulmon,
y linfoma no Hodgkin; en mujeres se describen 498 casos precedido por el cancer de

mama, cuello uterino, estdmago, tiroidesy cancer colorectal.

A su vez, las leucemias se encuentran en la cuspide de los diagndsticos
hematol6gicos de cancer, siendo la leucemia mieloide aguda el subtipo que ocupa el
segundo lugar de incidencia (Santoyo & Col., 2014).

La LMA es una enfermedad heterogénea; compleja, de sombrio prondstico; un
diagndstico oportuno y eficiente radica fundamentalmente en lograr clasificar de manera
correcta el subtipo implicado en la clinica del paciente, esto se logra mediante el uso

sistematizado de pruebas analiticas.



Las pruebas de laboratorio comprenden el mielograma, la toma de una muestra
para biopsia con la determinacién morfoldgica e inmunofenotipica de los marcadores
celulares de linaje, aunado con los hallazgos de CG y BM con la determinacion de
anomalias cromosdmicas y productos proteicos anémalos especificados por mutaciones
en el ADN, que le confiere a un subtipo determinado la capacidad de responder de peor

o mejor forma al tratamiento (Jaffe, 2011).

La elaboracion de este trabajo se justifica debido a que con los datos que se
esperan obtener se verificara la historia natural de las LMA en la poblacion
diagnosticada y tratada en SOLCA-Guayaquil y se determinard el impacto de las
técnicas de CF en el diagndstico; y de CG y BM en el prondstico de esta enfermedad.
Asi mismo se espera al final de este trabajo poder sugerir o acotar algin punto de vista
sustentado en evidencia propia, acerca de la metodologia de estudio seguida con estos

pacientes en la Institucion.

El valor tedrico de este trabajo radica en aportar evidencia de nuestra poblacion
que permita identificar caracteristicas propias y/o especificas de la investigacion de la
enfermedad; de la misma manera se busca sustentar la necesidad de aplicar los

estandares mundiales ya conocidos en el estudio y seguimiento de las LMA.

Es una investigacion viable, ya que por su naturaleza retrospectiva buscara
establecer sus metas en base a estudios ya realizados, que seran recopilados y analizados
en conjunto; cuenta ademas con la guia analitica y tedrico-practica de un especialista en
la materia y el acceso a la informacion otorgado por la Institucién, sus directivos y los

diferentes departamentos que tienen interés de estudio en ella.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVOS GENERAL

Establecer la efectividad de la Citometria de Flujo en el diagndstico, y de la
Citogenética y Biologia molecular en el prondstico de los pacientes con Leucemia
Mieloide Aguda (LMA) tratados en SOLCA Guayaquil, durante los afios 2014-2017.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la frecuencia de los diferentes tipos de LMA a través de la
inmunofenotipificacion por Citometria de flujo.

2. Determinar las anomalias citogenéticas y moleculares mas frecuentes en los
pacientes diagnosticados con LMA.

3. Establecer la relacion entre el inmunofenotipo, las anomalias citogenéticas y las

alteraciones moleculares en el pronéstico de la poblacion sujeta a estudio.

HIPOTESIS:

La integracion de las técnicas Citometria de flujo, Citogenética y Biologia
Molecular en la valoracién de los pacientes con sospecha clinica de LMA tiene un alto
valor diagndstico y prondstico respectivamente en los pacientes atendidos en nuestra

Institucion.
VARIABLES
Variables independientes: Tipo de LMA, Inmunofenotipo inicial.

Variables dependientes: Citometria de Flujo, presentacion clinica, diagnostico inicial,
examenes realizados, alteracion citogenética; alteracion molecular, sobrevida global,

mortalidad, grupos de riesgo citogenético y molecular.

Variables intervinientes: Edad, sexo.



CAPITULO I:
MARCO TEORICO

1.1. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

La LMA es un desorden hematoldgico producto de la proliferacion clonal
maligna, anormalmente diferenciada, de las células sanguineas de la linea
hematopoyética mieloide; representa un conjunto heterogéneo de entidades con diferente
patogenia, historia natural, diagnéstico y pronostico; caracterizada por la infiltracion de
la MO, sangre y otros tejidos por células mieloides que conservan su capacidad de
replicacién pero no de maduracion, resultando en un cuadro clinico de insuficiencia

medular; con citopenias, hemorragias e infecciones. (Granada, 2011). (Merino, 2010).

La descripcion de esta enfermedad requirié desde su inicio el uso de la
microscopia, a esto se debe que no existan registros anteriores al afio de 1800. (Ortiz
Hidalgo, 2013)

1.1.1. CARACTERISTICAS CLINICAS:

En la LMA, la CMH forma répidamente millones de copias de células
leucémicas no funcionales que se desplazan a los 6rganos hematopoyéticos. Esto causa
una disminucion de células normales producidas en la médula 0sea, lo cual resulta en
conteos bajos de globulos rojos (anemia), conteos bajos de plaquetas (riesgo de
sangrado) y conteos bajos de neutrofilos (riesgo de infeccion).

La expresion semiologica de la enfermedad se basa en las consecuencias de estas
deficiencias celulares, por tanto los signos y sintomas son similares a los de otras
enfermedades comunes. (Karp, 2011). La mayoria de los casos se producen en adultos,
siendo la edad promedio de diagndstico de 67 afios; los signos y sintomas variaran de

acuerdo a la serie hematopoyética mas afectada:



- Cansancio o falta de energia, y pérdida de peso; manifestada por el 30-80% de los
pacientes (Granada, 2011).

- Fiebre leve o sudores nocturnos: asociados a leucopenia y a la infeccion por

microorganismo oportunistas (Mejia-Aranguré, 2016)

- Petequias, equimosis, sangrados prolongados, en un 40% de los pacientes (Granada,
2011).

- Sangrados del sistema nerviosos central o en pleura, con un sindrome de coagulacion

intravascular diseminada (Mejia-Aranguré, 2016).

- Encias inflamadas y sangrantes, observadas en el 25% de los pacientes, asi como la
infiltracion cutanea que es asociada con un componente monocitico. (Rosai, 2013)

- Dolores en los huesos o articulaciones asociados a mecanismos de inmunidad celular;
dolor abdominal; hepato-esplenomegalia en la tercera parte de los pacientes (Granada,
2011).

- Los sintomas neurologicos son muy infrecuentes, observandose en la LMA
mielomonocitica 0 monocitica con hiperleucocitosis, lo que incluye afectacion de
meninges con la sintomatologia caracteristica, y formacion de trombos leucémicos con

isquemia oclusiva (Perea Granada, 2011).

1.1.2CLASIFICACION DE LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA:

Las clasificaciones propuestas para esta entidad buscan reducir su grado de
heterogenicidad agrupandolas de acuerdo a su morfologia, respuesta al tratamiento y
prondstico (Merino, 2010). La expresion de la enfermedad es heterogénea y representa
un verdadero desafio en cuanto al diagnéstico exacto y la capacidad clinica de plantear
un pronostico (Rubin & Stayer, 2015).



La clasificacion mas ampliamente usada ha sido la clasificacion FAB (Grupo
Cooperativo Franco-Americano-Britanico), a partir de la década de los 80 en donde los
estudios morfoldgicos, citoquimicos e inmunofenotipicos brindaron los hallazgos
iniciales para la tipificacion de la enfermedad. Esta clasificacion otorga a las Leucemia
Mieloide Aguda ocho categorias de acuerdo al linaje celular afectado (Merino, 2010)
(Estey, 2015).

Leucemia Mieloide Aguda de diferenciacion minima (MO0).
Leucemia Mieloide Aguda Mieloblastica sin maduracion (M1).
Leucemia Mieloide Aguda Mieloblastica con maduracion (M2).
Leucemia Mieloide Aguda Promielocitica (M3)

Leucemia Mieloide Aguda Mielomonocitica (M4).

Leucemia Mieloide Aguda Monocitica (M5).

Leucemia Mieloide Aguda Eritroide (M®6).

O N o g B~ w DB

Leucemia Mieloide Aguda Megacarioblastica (M7).

Sin embargo, es en los afios 90 donde los métodos de CG, CF y BM empiezan a
responder las preguntas clave en cuanto a anomalias cromosOmicas y alteraciones
moleculares en genes que regulan el ciclo celular y la apoptosis, surgen también datos
acerca de la fusion de genes normales con la produccién de proteinas nuevas y

oncogeénicas.

En el afio 2008 surge una nueva clasificacién que busca integrar los nuevos
hallazgos a los antes identificados (Merino, 2010). En el afio 2016 la OMS reconocié
una nueva entidad en la clasificacion de las LMA las neoplasias mieloides con
predisposicion familiar (Montesinos, 2017), destacandose entonces dos entidades

provisionales entre las anomalias genéticas recurrentes (Arber & Col., 2016).

Asi, la clasificacion OMS de la LMA, integra ademas las Neoplasias de células
dendriticas, plasmocitoides blasticas y las leucemias agudas de linaje ambiguo a la

clasificacion, siendo la clasificacion actualizada la siguiente:
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» LMA con anomalias genéticas recurrentes:
LMA con (8;21)(922;022.1); RUNX1-RUNX1T1.
LMA con inv(16)(p13.1922) 6 t(16:16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
APL con PML-RARA.
LMA con t(9;11)(p21.3:923.3); MLLT3-KMT2A
LMA con t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
LMA con inv(3)(p21.3926.2) 6 t(3)(g21.3;0926.2); GATA2. MECOM
LMA (megacarioblastico) con t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
Entidad provisional: LMA con BCR-ABL1
LMA con NPM1 mutado.
LMA con mutaciones bialéelicas de CEBPA.
Entidad provisional: LMA con mutacion RUNX1.
» LMA con cambios relacionados a mielodisplasia.

> Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia.

» LMA, NOS:
LMA con minima diferenciacion. Leucemia eritroide pura.
LMA con/sin maduracion. Leucemia megacarioblastica aguda.
Leucemia mielomonocitica. Leucemia aguda basofilica.
Leucemia monoblastica Panmielosis aguda con
monocitica. mielofibrosis.

» Sarcoma mieloide.
» Proliferaciones mieloides relacionadas con el Sindrome de Down:

Mielopoyesis anormal transitoria (TAM).

Leucemia mieloide asociada con el Sindrome de Down.
» Neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas.
» Leucemias agudas de linaje ambiguo:

Leucemia aguda indiferenciada.

Leucemia aguda de fenotipo mixto (MPAL).

MPAL con t(v;11923.3); KMT2A reordenado.

MPAL, B/mieloide, NOS.

MPAL, T/mieloide, NOS.



1.2 APORTE DE LA CITOMETRIA DE FLUJO EN LA LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA

La CF es un andlisis dirigido, multiparamétrico que analiza el tamafio y
complejidad granular celular asociados a la expresion de marcadores antigénicos de
superficie, citoplasmaticos y nucleares que permiten detectar y diferenciar una poblacién
celular anémala (Leach & Col., 2015). Tiene un amplio rango de aplicaciones; sin
embargo, es en el area de Hematologia que tiene un rol fundamental, permitiendo una

mejor comprension de la biologia, inmunologia y ontogenia hematopoyéticas.

Con la CF es posible analizar mdltiples caracteristicas fisicas y quimicas en
células aisladas de una poblacidn heterogénea en una muestra hematica mediante un haz
de luz laser a una velocidad de miles de células por segundo, valiéndose de fendmenos
como la dispersion de luz y la fluorescencia (Sales & Col., 2015) (Peén & Col., 2015);
permitiendo su ajuste a la clasificacion de la FAB, dando paso a la busqueda de
caracteristicas genéticas especificas y delineando el tratamiento (Leach & Col., 2015)
(Foucar & col, 2014).

1.2.1CITOMETRIA DE FLUJO: FUNDAMENTO DEL PROCESO

La CF permite analizar multiples caracteristicas fisicas y quimicas simultanea y
rapidamente en la muestra de un paciente mediante un haz de luz laser que registra
sefiales relacionadas con el tamafio, complejidad y granulosidad celular; utilizando tres
principios fisicos: la focalizacion hidrodindmica del Principio de Bernoulli; la dispersion

de luz y la fluorescencia (Sales & Col., 2015).

Los datos recolectados con su asignacion numeérica son guardados en la
computadora en un formato estandar desarrollado por la Sociedad de Citologia
Analitica, y la forma del analisis dependerd del Software de analisis que use el
laboratorio, la grafica mas usada es el histograma y el grafico de puntos (Drummond &
Col., 2015).
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1.2.2. POBLACIONES CELULARES NORMALES EN LA MEDULA OSEA Y SU
EXPRESION EN CITOMETRIA DE FLUJO

La poblacién celular en la médula dsea sufre cambios a lo largo de la vida,
relacionados tanto al desarrollo normal de las células hematopoyéticas asi como a los
factores externos medioambientales. Durante su desarrollo las células de la médula 6sea
tienen un repertorio constante de antigenos, partiendo desde la CMH pluripotencial
CD34 positiva, pasando por los precursores comprometidos de linaje hasta llegar a las
células maduras; los antigenos de inmadurez desaparecen y son sustituidos por antigenos

definitivos que marcan su funcion de acuerdo a su estirpe genética determinada.

La determinacion de estas moléculas, sean de superficie, citoplasma o nucleares
identifica un Inmunofenotipo celular propio para cada linaje; es el cambio de este
Inmunofenotipo en el desarrollo de las leucemias lo que determina su clasificacion
diagnostica; esto vale para ambas lineas, mieloide y linfoide; y obviamente para sus

productos finales maduros.
Las poblaciones precursoras se pueden agrupar asi:

» Poblacién precursora mieloide normal: CD34 +; CD117+; CD45+; CD13+
> Poblacion precursoras de células B normales: CD34+; CD117-; CD45+; CD13-

La linea hematopoyética en que se centra este estudio es la linea mieloide, de la

cual se hablara a continuacion:

En la maduracion mieloide CD34, estd presente en las CMH y precursoras
disminuye la intensidad de su expresion a lo largo de la maduracién mieloide, al igual
qgue HLA-DR se perdera conforme los mieloblastos llegan a la etapa de promielocitos,
en este momento CD117 aumenta su expresion y se pierde cuando el promielocitos llega
a su etapa de mielocito; CD13 y CD33 comienzan su expresion durante la etapa de

mieloblastos y la aumentan durante toda la fase promielocitica.
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En la diferenciacion neutrofilica la expresion de CD33 disminuye paulatinamente
hasta la maduracion completa al igual que CD11b; en la fase promielocitica aparece el
antigeno CD15 y aumenta durante la evolucion de mielocito a neutrofilo; los antigenos
CD10 y CD16 se expresan desde las etapa de metamielocito hasta los mielocitos en
banda, la expresion de CD64 se limita a mieloblastos tempranos; sin embargo, los
neutréfilo activados pueden expresarlo por lo cual su presencia en un estudio citométrico

por otra parte normal es sugestiva de sepsis. (Drummond & Col., 2015)

En la maduracion de la linea monocitica los mieloblastos tempranos son CD34+
y CD117+; HLA-DR se expresa durante toda la maduracion; en la fase promonocitica se
adquieren CD4, CD64 y CD11c, mientras que el monocito maduro expresa CD14;
CD13 y CD33; CD15 es expresado por neutrofilos y monocitos maduros. (Drummond &
Col., 2015) (Roa Higuera & Col., 2010).

Los eosinofilos expresan CD45+; CD11b+; CD13+; CD16+; CD66; y aunque
son escasos en médula dsea deben reconocerse debido a su importancia en los procesos
reactivos. (Drummond & Col., 2015). Los basofilos también son escasos pero
importantes para el diagnostico de las LMA; ellos expresan CD45; CD13; CD33; CD38;
también pueden expresar CD123; CD25; CD9 y CD22 en ausencia de otros marcadores
B. (Drummond & Col., 2015) (Roa Higuera & Col., 2010).

En la maduracion eritroide el fenotipo precursor temprano (CD34+; CD117+;
CD38+) se pierde rdpidamente desde la fase de proeritoblasto hasta eritoblasto basdfilo,
integrandose la expresion de CD71 y CD235a (glicoforina); y la expresion de CD71 se
pierde en el eritrocito maduro. (Drummond & Col.,, 2015). En la maduracion
megacariocitica los marcadores especificos expresados para la linea celular son CD41,
CD42; CD61, las plaguetas mantienen la expresion para estos antigenos pero son CD45

negativos.

12



1.3: APORTE DE LA CITOGENETICAEN LA LMA

La Citogenética es la ciencia encargada del estudio de la morfologia, numero,

funcién y comportamiento cromosémico mediante el uso de técnicas de microscopia y

métodos de cultivo y bandeo cromosoémico. (Aiassa & Col., 2015) (Paz y Mifio, 2014).

El andlisis cromosdmico puede realizarse en varios tejidos corporales (sangre,

médula Osea, y otros). Dentro del campo de estudio de la CG aplicado a las LMA el

aporte mas significativo es la clasificacion citogenética con significado prondstico
(Sierra, 2015) ; segun el Medical Research Council (MRC) del Reino Unido, es la

siguiente:

» Significado prondstico favorable:

O

o

©)

o

t(15;17)(q22;921)
t(8;21)(922;922).
inv(16)(p13;022)/t(16;16)(p13;922).

con independencia de que existan alteraciones genéticas adicionales

» Significado prondstico intermedio:

o

o

@)

o

t(3;5)(q21-25;931-35).

t(9;11)(p21-22;023).

t(11;19)(g23;p13).

otras entidades no clasificadas como favorables o adversas.

» Significado pronostico desfavorable:

O

©)

alteraciones (3q). o t(10; 11)(p11-13; g23).
inv(3)(g21;926)/t(3;3)(q2 o t(11923)t(9; 22)(q34;
1,926). qll).

ad(5q),del(5q),(5). o -17 / alteraciones (17p).
7ad(7q)/del(7q). o Cariotipo complejo (>4
t(6;11)(q27;923). alteraciones).

13



1.3.1. CITOGENETICA: FUNDAMENTO DEL PROCESO:

Los cromosomas humanos han sido largamente estudiados, identificados y
mapeados; lo que ha hecho posible que las alteraciones del cariotipo normal puedan ser
identificadas, estudiadas y asociadas a enfermedades. EI numero de cromosomas es

haploide en los gametos y diploide en células somaticas a saber 46 XX y 46XY.

Para el estudio e identificacion de los cromosomas en una muestra (liquido
amniotico, sangre periférica, médula Gsea, tejidos tumorales, etc.) se usa actualmente
técnicas de bandeo sean longitudinales, especificos o de alta resolucion; y su
procesamiento puede ser directo, cuando se hace en células que estan en division activa
o indirecto cuando es necesario estimular y llevar a la mitosis a las células de un tejido
inactivo (Sierra, 2015).

La muestra mas usada en el laboratorio es la sangre periférica heparinizada que
se agrega a un medio de cultivo especial que contiene un antimicrobiano y un agente
mitogeno. Posteriormente esta muestra debe ser encubada por un lapso de 24 a 72 horas;
finalizado este periodo se agrega un agente antimitégeno y se pone el producto del
cultivo en una solucién hipoténica logrando asi la dispersion cromosémica necesaria
para fijar la muestra; finalmente se gotea la solucion en una ldmina portaobjetos, se

colorea (bandea) y se procede a la observacién en el microscopio.

Las anomalias que se pueden encontrar son de dos tipos: anomalias numéricas y
anomalias estructurales. A su vez las anomalias en nimero se denominan heteroploidias
gue pueden ser poliploidias o aneuploidias segun se ganen o se pierdan cromosomas.
Las anomalias en la estructura de los cromosomas pueden ser desequilibradas, cuando la
distribucion causa perdida o ganancia de material genético como en las delecciones y
duplicaciones; y equilibradas en donde no hay pérdida ni ganancia, como las

traslocaciones e inversiones (Sierra, 2015) (Tama, 2008).
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1.4: APORTE DE LA BIOLOGIA MOLECULAR EN LA LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA.

La hematopoyesis normal es un proceso continuo, dependiente de una serie de
mecanismos bioldgicos cuyo fin es mantener constante las poblaciones de los diferentes
linajes de células sanguineas. El punto de partida es la CMH, que tiene dos
caracteristicas bésicas: su pluripotencialidad, es decir la capacidad de diferenciarse en
distintas lineas, y su capacidad de autorrenovacion, que no es otra cosa que transmitirle
sus caracteristicas exactas a un grupo de células hijas para que continten el proceso
(Sierra, 2015)

La leucemogénesis, es un proceso complejo que implica profundas alteraciones
del aparato genético de la célula, provocando un dafio no letal; con madltiples pasos en
los cuales existen alteraciones en las vias de sefializacion celular cuyo resultado final es
la produccion clonal de células anémalas sin dependencia de factores de crecimiento

para la division celular.

Las anomalias expresadas se traducen en una proliferacion clonal descontrolada
con alteracion en los mecanismos de diferenciacion y muerte celular; por el cual una
CMH pluripotencial se convierte en una célula madre leucémica (Sierra, 2015),
mediante la acumulacién de al menos dos tipos de mutaciones (modelo de 2 hits);
mutaciones de clase I que alteran los mecanismos de proliferacion celular y mutaciones

de clase Il que bloquean la diferenciacién y la apoptosis.

Actualmente también hay anomalias sin clasificar que estan dentro de la
categoria de alteraciones epigenéticas, alteraciones asociadas a pacientes con LMA que

presentan un cariotipo normal (Paz y Mifio, 2014).

Gracias al estudio de la genética molecular, mediante técnicas de PCR, en las
LMA se ha descubierto el rol de los ciertos genes implicados en la hematopoyesis, de
como la alteracion geneética lleva a la creacion de productos andmalos y como estos

interfieren, bloquean y le dan una nueva configuracién a las vias de sefializacién y que
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tienen un papel directo en la forma de respuesta de la enfermedad ante el tratamiento,
teniendo asi importancia prondstica (Sierra, 2015).

Es asi que a los grupos de riesgo de la LMA se integran las anomalias genéticas

de la siguiente manera:

» Riesgo favorable:
o 1(15;17)(g22;921).
o 1(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1.
o inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11.
o Cariotipo normal y mutacion de NPM1 sin DIT-FLT3.

o Cariotipo normal y mutacion de CEBPA.

» Riesgo intermedio I:
o Cariotipo normal y mutacion de NPM1 con DIT-FLTS3.
o Cariotipo normal sin mutacion de NPM1 con DIT-FLTS3.

o Cariotipo normal sin mutacién de NPM1 ni DIT-FLT3.

» Riesgo intermedio II:
o 1(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL.
o Otras alteraciones citogenéticas no catalogadas en el grupo de riesgo

favorable o desfavorable.

» Riesgo desfavorable:
o inv(3)(g21926.2) o0 1(3;3)(921;926.2); RPN1-EVIL.
o (6;9)(p23;934); DEK-NUP214.
o t(v;11)(v;q23); reordenamiento MLL.
o -50del(5q); -7; abnl(17p); cariotipo complejo.
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1.4.1. BIOLOGIA MOLECULAR. FUNDAMENTO DEL PROCESO:

La reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR), es una técnica que estudia los
acidos nucleicos mediante un proceso de amplificacion in vitro que permite tener
cientos de copias de ADN especifico (ADN molde) a partir de un pequefio fragmento;
basandose en procesos de desnaturalizacion ciclica del ADN (hibridacién y elongacion
ciclicas), apareamiento con cebadores (oligonucledtidos sintéticos o primers ) que
delimitan la seccion de ADN a amplificar; y duplicacion por efecto de una ADN
polimerasa termoresistente (Tag-polimerasa) previa la adicion a la muestra de
nucleotidos libres.

Dicho proceso se fundamenta en tres pasos basicos desnaturalizacion;
hibridacion y elongacion o extension realizados en un sistema altamente automatizado
Ilamado termociclador, es el método de investigacion mas usado en estudios genéticos
por ser rapido y confiable, esta técnica conocida como PCR punto final, ha sido

modificada para dar paso a la PCR en tiempo real (Tamay de Dios, 2013).

La PCR en tiempo real, es considerada una técnica cuantitativa, que difiere de la
PCR punto final en la forma como se detectan y analizan los productos de amplificacion,
ya que estos pueden cuantificarse en cada ciclo del proceso mediante fluorescencia, sin
la necesidad de manipular la muestra en gel de agarosa, haciendo de esta una técnica
altamente sensible, especifica y eficiente (Tamay de Dios, 2013).
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CAPITULO 2

MARCO METODOLOGICO

2.1. MATERIALES
2.1.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION:

Hospital “Dr. Juan Tanca Marengo”; Instituto Oncologico Nacional- Sociedad de
Lucha contra el Cancer ION-SOLCA Guayaquil.

2.1.2. PERIODO DE INVESTIGACION:
Enero del 2014 a junio del 2017.

2.1.3. RECURSOS UTILIZADOS:

» Recursos humanos:
= Lainvestigadora.
= El tutor.
= Personal de secretaria
= Personal de archivo.
» Recursos fisicos:
= Archivos del Departamento de Anatomia Patologica.
= Archivos del Departamento de Citometria de Flujo.
= Archivos del Departamento de Citogenética
= Archivos del Departamento de Biologia Molecular.
= Historias clinicas de los pacientes.
= Computadora portatil HP.
= |Impresoras.
= Hojas de papel Bond A4.

= Insumos de oficina.
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2.1.4. UNIVERSO Y MUESTRA:

2.1.4.1. Universo:

Todos los pacientes diagnosticados de Leucemia Mieloide Aguda, durante el periodo

comprendido desde enero del 2014 a junio del 2017 en la Institucion.
2.1.4.2. Muestra:

Dentro del universo, aquellos pacientes que presenten informes de Citometria de Flujo,
Citogenética y/o Biologia Molecular, con diagnostico inicial inmunofenotipicas
realizado en SOLCA, o diagnosticado en otra Institucion pero corroborado en el area de
Citometria de Flujo de SOLCA, independiente de la edad y el género o el motivo de

ingreso a la casa asistencial.

2.15. CRITERIOS DE INCLUSION:

Se identifico en los archivos del Instituto Oncolégico Nacional-SOLCA Guayaquil, a los
pacientes con el diagndstico de LMA registrados durante el periodo enero del 2014 a
junio del 2017. Se obtuvieron 116 pacientes (N=116).

Se considerd para el analisis a aquellos pacientes que tuvieran historia clinica en la
Institucion, que se hubieran realizado estudios de Citometria de Flujo inicial,

Citogenética y/o Biologia molecular en nuestros laboratorios.
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2.1.6.

OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES:

OBJETIVOS TIPO DE
ESPECIFICOS VARIABLE VARIABLE INDICADOR VALOR FINAL
LMA-MO0
LMA-M1
LMA-M2
i i LMA-M3
_ Leycemla Indepen,d!ente, PORCENTAJE
Mieloide Aguda categorica. LMA-M4
LMA-M5
LMA-M6
LMA-M7
. Anticuerpos
Citometria de 23523?;53? monoclonales POSITIVO,
flujo ST preestablecidos en NEGATIVO.
continua
paneles
1. Establecer la S
i intomas POSITIVOS
J#iﬁgﬁ?gs'iidz;?e Presentacion Dependiente,
L . MP loid clinica categdrica, nominal.
eucemia Mieloide Signos POSITIVOS
Aguda a través de la
|nmuCr]0fenot[p|(1;|cz;::|9n Masculino MASCULINO
por Citometria de flujo. Soxo Interviniente,
categorica, nominal Femenino FEMENINO
Edad Interviniente, 0214 afios ANOS
numerica, discreta 15 6 mas ARNOS
. ] ) Leucemia PORCENTAJE
Diagnostico Dependiente,
inicial categdrica, nominal.
Otro PORCENTAIJE
FSP PORCENTAJE
Examenes
realizados al Dependiente, BHC PORCENTAJE
diagndstico numérica, discreta. ]
inicial Mielograma PORCENTAJE
PAMO PORCENTAJE
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OBJETIVOS TIPO DE
ESPECIFICOS VARIABLE VARIABLE INDICADOR | VALORFINAL
2. Determinar las Anomalia Dependiente, Tipo de anomalfa PORCENTAJE
anomalias citogenética numeérica, discreta.
citogenéticas y No detectada
moleculares mas
frecuentes en los Tipo de anomalia
pacientes Alteracion Dependiente,
diagnosticados con molecular numéﬁca, discreta. PORCENTAJE
LMA. No detectada
_ Favorable
Grupos de riesgo Depengllgnte, .
citogenético categ(_)rlca, Intermedio PORCENTAIJE
nominal.
Desfavorable
Favorable
Grupos de riesgo Depenc,ilgnte, .
categorica, Intermedio PORCENTAIJE
3. Establecer la molecular nominal.
relacion entre el Desfavorable
inmunofenotipo,
las anomalias
citogenéticas y Datos
moleculares en el Dependiente, demograficos
prondstico de la | Sobrevida global numerica, PORCENTAJE
poblacion sujeta a continua Diagnosticos de
estudio. LMA
Datos
. demograficos
Dependiente,
Mortalidad numérica, PORCENTAJE
continua
Muertes por LMA

Elaborado por Yagual 2017
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2.2. METODOS:
2.2.1. TIPO DE INVESTIGACION:

El tipo de investigacion es de cohorte historico.
2.2.2. DISENO DE LA INVESTIGACION:

Investigacion de tipo observacional (no experimental); analitico (correlacional);

retrospectivo y descriptivo.
2.2.3. PROCEDIMIENTO:

La recoleccidn de los datos necesarios se logré mediante la revision de historias

clinicas, bajo los siguientes parametros:

Para poder investigar y comparar la historia natural de la enfermedad se registro
la sintomatologia inicial, datos demogréaficos, antecedentes patoldgicos personales y

familiares; y, se registrd condiciones genéticas previas en los pacientes.

La utilidad de la CF, se investigd comparando el diagndstico presuntivo de
ingreso del paciente, sea dado en la unidad asistencial, 0 en otras unidades basicas de
referencia; el método usado para establecer el mismo (BHC- Mielograma, FSP, etc.) y la

efectividad en cuanto a la determinacién porcentual de blastos en la muestra.
Los marcadores utilizados para la determinacion del linaje fueron los siguientes:

Marcadores de blastos: CD34; CD117; TDT.

Marcadores mieloides: MPO; CD13; CD33.

Marcadores monociticos: CD14; CD36; CD64; CD4; CD33.
Marcadores megacariociticos: CD31; CD41; CD61.
Marcadores eritrociticos: Glicoforina A; CD71.

N o g MW

Se revisaron y registraron los resultados de los exdmenes de Citogenética y

Biologia Molecular. Para el establecimiento de los grupos pronostico segun las tablas
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establecidas para el riesgo Citogenético y Molecular en LMA por la ELN, siendo
categorizados asi:

1. Grupo de riesgo favorable: los pacientes que presentaron t(15;17); t(8;21);
inv(16) y t(16;16). El total de pacientes en esta categoria fue de 21.

2. Grupo de riesgo intermedio: pacientes con cariotipo normal, o con cualquier
otra anomalia no registrada cono grupo de riesgo favorable o adverso segun la
Clasificaciéon de la ELN; t (9;11); mutaciones en FLT3. El total de pacientes
agrupados en esta categoria fue de 32.

3. Grupo de riesgo adverso: pacientes con cariotipo complejo (mas de 4 anomalias
simultaneas); t(9;22); cariotipo hipodiploide. El total de pacientes ubicados en
esta categoria fue de 3.

4. Grupo de riesgo independiente: se clasifico en este grupo aquellos pacientes en
los cuales el resultado de las pruebas de CG y BM no fue concluyente por algin
evento a conocer, como muestra inadecuada, no valorable o no realizada. El total
de pacientes ubicados en esta categoria fue de 33.

Para la evaluacion de la sobrevida y la mortalidad se registré las fechas de
ingreso y de inicio de la terapia; el tipo de respuesta que tuvo durante su tratamiento y el
estado final del paciente al concluir la investigacién tomandose como fecha limite el 30
de junio del 2017.

El valor predictivo de los grupos de riesgo CG y de BM se evalué mediante los
resultados del parrafo anterior y su confrontacion con el grupo de riesgo en que fue

designado cada paciente.
2.2.4. METODO DE RECOLECCION DE DATOS:

Todos los datos obtenidos fueron registrados en un formulario disefiado en una
hoja de célculos del programa Excel, en la que se incluyeron las variables de estudio, los

indicadores de las mismas y los resultados obtenidos.
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2.2.5. ANALISIS ESTADISTICO

» CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Considerando un intervalo de confianza del 95%, un error estandar del 10%, un
poder estadistico superior al 80%, y una proporcion de casos del 40% (equivalente a la
prevalencia de LMA entre todos los tipos de leucemia en el mundo occidental), se

estimd una muestra de 86 casos.
» ESTADISTICA EMPLEADA

Los resultados fueron descritos con frecuencias absolutas y relativas (porcentaje),

y estadistica descriptiva (medidas de tendencia central y de dispersiéon).

» CONTRASTE ENTRE EL DIAGNOSTICO PRESUNTIVO VS.
DEFINITIVO

Se contrastd el porcentaje de celularidad blastica definida de forma presuntiva
vs. Citometria de Flujo, mediante la prueba de Wilcoxon. Se establecié la utilidad del
diagndstico presuntivo (biometria hemética completa, frotis de sangre periférica, biopsia
de médula 6sea y mielograma) de LMA, considerando el diagndstico definitivo (segin
CF) como patrén oro, mediante los siguientes estimados: sensibilidad, especificidad,

valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y Cohen Kappa.

El cambio en la conducta terapéutica se definié6 mediante la frecuencia del
nimero de falsos positivos y falsos negativos, confirmandolo mediante prueba de

McNemar.

> ESTIMACION DE LA SOBREVIDA Y SUPERVIVENCIA ASOCIADA
AL SUBTIPO DE LMA

Se describi6 la sobrevida global y mediana de supervivencia segun el subtipo de
LMA, acorde a la European Leukemia Net (ELN) Genetic Classification On The
Outcome Of Allogeneic Stem Cell Transplantation (ALLOHCT); ilustrada mediante
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curva de Kaplan-Meier. La estimacion de la relacion entre el subtipo de LMA vy la
supervivencia se establecio mediante regresion de Cox (Hazard Ratio, HR), y prueba de
Mantel-Cox.

> SUFICIENCIA PRONOSTICA DE LA EUROPEAN LEUKEMIA NET
(ELN) GENETIC CLASSIFICATION ON THE OUTCOME OF ALLOGENEIC
STEM CELL TRANSPLANTATION (ALLOHCT)

Se estimd la utilidad de la ELN-ALLOHCT en el pronostico de: respuesta
objetiva al tratamiento oncoespecifico (TO), recaida tras el TO y estatus actual
(letalidad), mediante: sensibilidad, especificidad, VPP y VPN.

2.2.  CONSIDERACIONES TECNICAS

Se consider6 un valor p < 0.05 como estadisticamente significativo. El andlisis
estadistico fue valorado por un médico bioestadistico con experiencia en ensayos
clinicos diagndsticos. Fue realizado en el programa estadistico R version 3.4.3 (R
Foundation for Statistical Computing; Viena, Austria).

23. MARCOETICOY LEGAL.

Este estudio se realizé posterior a la aprobacion del anteproyecto de tesis por la
Comision de Titulacion de la Escuela de Graduados de la Universidad de Guayaquil; la
Unidad de docencia e Investigacion del ION- Solca Guayaquil; el Coordinador del
Postgrado de Anatomia Patoldgica 'y la Unidad de Estadistica de ION-Solca. Tomando
como marco legal para la proteccion y confidencialidad de la identidad e informaciéon de
los pacientes incluidos en el estudio, la firma del consentimiento informado previo a la

realizacion de procedimientos quirdrgicos, clinicos e intervenciones médicas.
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CAPITULO 111
RESULTADOS

3.1. CARACTERISTICAS SOCIO-DEMOGRAFICAS Y CLINICO-
PATOLOGICAS DE LA POBLACION:

El grupo etario més frecuente fue el de los menores de 18 afios (50.6%). No se
observd predominio significativo de alguna categoria en funcion del género (Figura
N°1).

H Menores de 18 afios
B De 19 a 40 afos
De 41 a 65 afios

B Mayores de 65 afios
Total: 89

Figura 1. Distribucion de grupos etarios en la poblacion
Autor: Yagual, R. 2017
Fuente: Estadistica Instituto Oncolégico Nacional-SOLCA

Los pacientes procedieron principalmente de localidades diferentes a Guayaquil
(55.1%); lo que refleja el hecho de que el sitio donde se realizd la investigacion es un
centro nacional de referencia. El cuadro clinico de inicio de la enfermedad fue
caracterizado por palidez (57.3%), fiebre (57.3%) y astenia (40.4%) (Figura N° 2).

El antecedente personal y familiar mas prevalente fue hipertension arterial
sistémica sequido de la diabetes mellitus; como dato importante para la caracterizacion
citogenética de los grupos de riesgo, tres pacientes fueron identificados como casos de

Sindrome de Down.
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(n=89)

Edad (afios), n (%)
< 18 afios
19 — 40 afos
41 - 65 afos
>65 afos
Género, n (%)
Femenino
Masculino
Procedencia, n (%)
Guayaquil
Otras localidades
Cuadro clinico inicial, n (%)
Palidez
Astenia
Fiebre
Hemorragia
Pérdida de peso
Hepatomegalia
Esplenomegalia
Adenopatias
Antecedentes personales, n (%)
Enfermedad de Alzheimer
Diabetes mellitus
Hipertension arterial sistémica
Labio leporino
Paralisis facial congénita
Rinitis alérgica
Sarampion
Sindrome de Down
Varicela
VIH
Antecedentes familiares, n (%)
Artritis
Asma
Cirrosis hepatica
Diabetes mellitus
Epilepsia
Hemofilia
Hipertension arterial sistémica
Neoplasias
Enfermedad de Parkinson

45 (50.6)
16 (18.0)
17 (19.1)
11 (12.4)

45 (50.6)
44 (49.4)

40 (44.9)
49 (55.1)

51/89 (57.3)
36/89 (40.4)
51/89 (57.3)
34/89 (38.2)
5/89 (5.6)
21/89 (23.6)
12/89 (13.5)
14/89 (15.7)

1/20 (5.0)
2/20 (10.0)
6/20 (30.0)

1/20 (5.0)

1/20 (5.0)
2/20 (10.0)

1/20 (5.0)
3/20 (15.0)
2/20 (10.0)

1/20 (5.0)

1/29 (3.4)
1/29 (3.4)
1/29 (3.4)
8/29 (27.6)
1/29 (3.4)
1/29 (3.4)
9/29 (31.0)
6/29 (20.7)
1/29 (3.4)

Tablal.Caracteristicas socio-demograficas y clinico-patologicas

Autor: Yagual, R. 2017

Fuente: Estadistica Instituto Oncoldgico Nacional-SOLCA.
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Figura 2. Frecuencia de sintomas en la poblacion de estudio.
Autor: Yagual, R. 2017
Fuente: Estadistica Instituto Oncoldgico Nacional-SOLCA

3.2. CONTRASTE ENTRE EL DIAGNOSTICO PRESUNTIVO VS,
DEFINITIVO
El porcentaje de celularidad blastica definida mediante biopsia de médula dsea y

mielograma fue del 70% (12 — 100%), en tanto que mediante CF, fue del 50% (0 — 92%)
(p<0.01). La mediana de blastos en frotis de sangre periférica, mielograma y biopsia fue
de: 70 (12 — 100), 80 (10 — 100) y 90 (2 — 100), respectivamente y sin existir diferencia

estadisticamente significativa entre estos valores (p=0.273).

De los 89 casos analizados, segun la BH, FSP, BMO y/o mielograma, se sugirio
el diagnostico de LMA Unicamente en 46 (51.7%) pacientes, mientras que la CF
permitié concluir el diagndstico definitivo de LMA y definicion de subtipos especificos
en 87 (97.8%) casos.

Los 41 pacientes con diagnostico final de LMA por CF (sin diagnostico
presuntivo de LMA) habian sido inicialmente diagnosticados como otro tipo de leucemia

(35; 39.3%), otra patologia hemolinfoide (6; 6.7%), o sin definicion diagnostica al
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momento de la valoracion (2; 2.2%); entre ambos grupos de procedimientos
diagnosticos, hubo una concordancia Kappa del 4.8% (p = 0.139). (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion entre el Diagnostico presuntivo (biometria hematica completa,
frotis de sangre periférica, biopsia de médula 6sea y mielograma) y diagndstico
definitivo (segin Citometria de Flujo) en el correcto diagndstico de LMA.

Diagnéstico presuntivo Diagnéstico definitivo
(n=89) (n=89)
LMA 46 (51.7) 87 (97.8)
Otro tipo de leucemia 35 (39.3) 0
Otra patologia hematologica 6 (6.7) 2(2.2)
No definido 2(2.2) 0

LMA: Leucemia mieloide aguda.

Autor: Yagual, R. 2017

Fuente: Estadistica Instituto Oncoldgico Nacional-SOLCA.

La CF permiti6 diagnosticar apropiadamente 41 (46.1%) casos adicionales de LMA (IC
95%: 35.7 — 56.5%, p < 0.001), lo que deriva en un abordaje mas especifico en la
conducta clinica de los pacientes. La utilidad del diagnéstico presuntivo se resume en la
tabla 3.

Tabla 3. Rentabilidad del diagnostico presuntivo (biometria hematica completa, frotis
de sangre periférica, biopsia de médula 6sea y mielograma).

% (IC 95%)

Sensibilidad 55 (44 - 66)
Especificidad 100 (16 —100)
VPP 100 (93 — 100)
VPN 5(1-17)

RV + n/a

RV - 0.45 (0.36 — 0.57)

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo;
RV+: razdn de verosimilitud positivo;

RV-: razon de verosimilitud negativo.

IC: intervalo de confianza; n/a: no aplica.

Autor: Yagual, R. 2017.

Fuente: Estadistica Instituto Oncoldgico Nacional-SOLCA.
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3.3. ESTABLECIMIENTO DE LOS SUBGRUPOS DE LMA DE
ACUERDO A INMUNOFENOTIPO INICIAL:

De los 89 casos analizados se observd que en 86 la muestra investigada
correspondié a médula dsea (96.62%) los tres casos restantes correspondieron a
muestras de sangre periférica (3.48%), de la totalidad de casos uno fue excluido en la
evaluacion de la CF por no contar con el reporte del Inmunofenotipo inicial. La CF fue
capaz de establecer la presencia de blastos en el 100% de los casos analizados, desde
porcentaje del 3% en el rango minimo de expresion asi, en 14 muestras (15.9%) se

detectaron blastos en cantidades menores del 20% de la celularidad total.

u LMA-MO
H LMA-M1
B LMA-M2
H LMA-M3
H LMA-M4
B LMA-M5
u LMA-M6
H LMA-M7

FIGURA 3. Subtipos de LMA de acuerdo al Inmunofenotipo inicial.

Autor: Yagual, R. 2017
Fuente: Estadistica Instituto Oncol6gico Nacional-SOLCA

De la totalidad de casos de LMA, 5(5.6%) correspondieron a LMA-MO0; 9(10.1%) a
LMA-M1; 48 (53.9%) a LMA-M2; 13 (14.7%) a LMA-M3; 9 (10.1%) a LMA-M4; 5
(5.6%) a LMA-MD5; no se registro casos de LMA-M6 ni LMA-M7 (Fig.3)
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3.4. ESTIMACION DE

LA SOBREVIDA Y TIEMPO DE
SUPERVIVENCIA ASOCIADA AL SUBTIPO DE LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA (LMA)

Tabla 4. Desenlace segun el subtipo de LMA, acorde con la Clasificacién FAB.

Sobrevida global,

Tiempo de

LMA subtipo n? (%) n (%) supervivencia (dias),
mediana (rango)
MO 5(5.7) 0/5 223 (15 - 800)
M1 9 (10.3) 1/9 (11.1) 297 (5-879)
M2 46 (52.9) 17/46 (37.0) 444 (8 — 1304)
M3 13 (14.9) 9/13 (69.2) 660 (5 —1113)
M4 9 (10.3) 2/9 (22.2) 144 (1 -976)
M5 5(5.7) 3/5 (60.0) 229 (32 -1012)
M6 - - -
M7 - - -
Total 87 32/87 (36.78) 332,8 (1-1304)

a. 2 casos no imputados
Autor: Yagual, R. 2017

Fuente: Estadistica Instituto Oncoldgico Nacional-SOLCA

El subtipo de LMA que presenté mayor sobrevida global fue la M3 (69.2%),

seguido de M5 (60.0%) y M2 (37.0%); asimismo, el subtipo de LMA con mayor tiempo

de supervivencia fue la M3 con una media de 660 (5-1113 dias). Los subtipos que le
siguieron en frecuencia fueron la M2 (444 dias) y M1 (297 dias) (tabla 4).

Tabla 5. Estimacion de la relacion entre el subtipo de LMA y la supervivencia

LMA subtipo Hazard Ratio valor p
MO - -
M1 0.9180 0.881
M2 0.4087 0.069
M3 0.1507 0.010
M4 1.1511 0.811
M5 0.2990 0.150

LMA: Leucemia Mieloide Aguda.
Autor: Yagual, R. 2017
Fuente: Estadistica Instituto Oncoldgico Nacional-SOLCA
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En la figura 4 se ilustra la supervivencia de cada subtipo de LMA. Segun la
regresion de Cox, la LMA-M1, M2, M4 y M5 no presentaron relacién estadisticamente
significativa para con el seguimiento y desenlace. La LMA-M3 presenté mayor relacion
para un desenlace clinico favorable en términos de letalidad (HR 0.151; p = 0.010)
frente a los otros tipos de LMA (tabla 5). En el presente estudio no se obtuvo ningun

caso de subtipos LMA-M6 6 M7.

odER o e+ + +
++
++
T
+
0.8 + e
+
++
0.6
+ +

0.4
0.2
0

0 200 400 600 800 1000 1200

Ima$m_tipo=0 — Ima$m_tipo=1 Ima$m_tipo=2 Ima$m_tipo=3 — Ima$m_tipo=4 — Ima$m_tipo=5

Figura 4. Curva de Kaplan-Meier entre el subtipo de LMA y la supervivencia.

Autor: Yagual, R. 2017
Fuente: Estadistica Instituto Oncoldgico Nacional-SOLCA
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3.5. ESTABLECIMIENTO DE LOS GRUPOS DE RIESGO SEGUN
CITOGENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR.

H Favorable
N Intermedio
Desfavorable

M Independiente

3,3%

Figura 5. Distribucién de los pacientes en grupos segun riesgo CG y BM.
Autor: Yagual, R. 2017
Fuente: Estadistica Instituto Oncoldgico Nacional-SOLCA

La distribucion de los pacientes segun el riego CG y BM se expresan en la figura
N°5. Se encontraron anomalias citogenéticas en 13 pacientes (14.4%); 28 pacientes
registraron un cariotipo normal (31.4%); en 33 pacientes (37.1%) la muestra no fue apta
para diagnostico; y en 16 pacientes (17.1%) la prueba no se realiza por diferentes

factores.

Se encontrd alteracion molecular en 27 pacientes (30.3%); en 56 pacientes
(62.9%) no se detecté anomalias; en tanto que en 6 (6.7%) pacientes no fue realizado el
estudio; la anomalia mas frecuente fue PML/RARA (51.9%). De acuerdo a los grupos de
riesgo en relacion al subtipo de LMA; de los 5 casos registrados como MO, 2(40%)
correspondieron al grupo de riesgo independiente; los restantes corresponden al 20%

para cada grupo de riesgo.

En el subtipo LMA-M1 se identificaron 4 pacientes en los grupos de riesgo
intermedio e independiente con el 44% para cada uno; el restante 12% corresponde a un

paciente en grupo de riesgo favorable, no se registraron pacientes en el grupo de riesgo
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desfavorable. En el subtipo LMA-M2 existieron 20 pacientes (41.6%) corresponden al
grupo de riesgo intermedio; 15 pacientes (31,2%) corresponden al grupo de riesgo
independiente; 13 pacientes (27,2%) corresponden al grupo de riesgo favorable, no se

registro pacientes en el grupo de riesgo desfavorable.

En el subtipo LMA-M3, los grupos de riesgo favorable e intermedio registraron 5
pacientes cada uno (38.5% para cada uno); en el grupo de riesgo independiente se
registraron tres pacientes con el porcentaje restante. No se identificé pacientes en el

grupo de riesgo desfavorable.

En el subtipo LMA-M4 no se registraron pacientes en el grupo de riesgo
favorable; siendo el mayor porcentaje de paciente (78%) catalogado dentro del grupo de
riesgo independiente (7 pacientes); los dos pacientes restantes corresponden a los grupos
de riesgo intermedio y adverso con el 11% para cada uno. En el subtipo LMA-M5 dos
pacientes fueron catalogados en el grupo de riesgo independiente (40%) y el restante
60% se divide entre los tres grupos restantes con un paciente en cada categoria.(Tabla
6).

TABLA 6. Establecimiento De Los Grupos De Riesgo Segun Citogenética Y Biologia
Molecular

SUBTIPODE _ GR. GR. GR. GR.
LMA FAVORABLE INTERMEDIO DESFAVO- INDEPENDIENTE
RABLE
LMA MO 1(20%) 1(20%) 1(20%) 2(40%)
LMA M1 1(12%) 4(44%) 0 4 (44%)
LMA M2 13(27,2%) 20(41,6%) 0 15(31,2%)
LMA M3 5(38,5%) 5(38,5%) 0 3(23%)
LMA M4 0 1(11%) 1(11%) 7(78%)
LMA M5 1(20%) 1(20%) 1(20%) 2(40%)
LMA M6 0 0 0 0
LMA M7 0 0 0 0
Total 21 32 3 33

LMA: Leucemia Mieloide Aguda.

Autor: Yagual, R. 2017
Fuente: Estadistica Instituto Oncolégico Nacional-SOLCA
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3.6. SUFICIENCIA PRONOSTICA DE LA EUROPEAN LEUKEMIA NET
(ELN) GENETIC CLASSIFICATION ON THE OUTCOME
OF ALLOGENEIC STEM CELL TRANSPLANTATION (ALLOHCT)

Los grupos pronosticos establecidos por la ELN buscan indicar predictivamente
la posibilidad de una evolucion favorable o no al tratamiento segln las alteraciones
citogenéticas y/o moleculares asociadas a los subtipos de LMA con mas frecuencia;

siendo esta la base para la actual clasificacion de la OMS para las LMA.

De un total de 89 pacientes estudiados, el curso clinico de su respuesta al
tratamiento se categoriz6 como refractario en 39 pacientes (41%); 31 pacientes (35%)
hizo una remisién completa, la cual fue seguida de recaida en 11 pacientes (35,4%) de
estos 9 fallecieron en un lapso comprendido entre 8 y 31 meses; en tanto en 19 pacientes
(24%) la remisidn fue parcial. El tipo de respuesta al Tratamiento Oncoespecifico que
recibieron los pacientes por subgrupo de LMA y su estatus final se resume en la Tabla 7.

Tabla 7. Evolucidn de los pacientes, frente al Tratamiento Oncoespecifico (TO)

Tipo de LMA  Remision Refractariedad Remision  Fallecidos  Vivos al

(N=89) Completa Parcial Finalizar
estudio
LMA MO 1 (20%) 4 (80%) 0 5 0
LMA M1 1(11%) 7 (78%) 1 (11%) 8 1
LMA M2 19 (40%) 19 (40%) 10 (20%) 31 17
LMA M3 7 (54%) 3 (23%) 3 (23%) 4 9
LMA M4 1 (11,2%) 4 (44,4%) 4 (44%) 7 2
LMA M5 2 (40%) 2 (40%) 1 (20%) 2 3
LMA M6 0 0 0 0 0
LMA M7 0 0 0 0 0
total 31 39 19 57 32

LMA: Leucemia Mieloide Aguda.
Autor: Yagual, R. 2017
Fuente: Estadistica Instituto Oncolégico Nacional-SOLCA
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La ELN — ALLOHCT present6 un VPP de 91% para el pronoéstico de recaida tras
el TO. Fuera de ello, los demas valores estimados para con este u otros desenlaces
clinicos fueron inferiores al 80%. Situacién semejante ocurrié para la razén de

verosimilitud positiva y negativa, en todos los desenlaces analizados (tabla 8)(Figura 6).

Tabla 8. Suficiencia prondstica de la European Leukemia Net (ELN) Genetic
Classification On The Outcome Of Allogeneic Stem Cell Transplantation (ALLOHCT)
para con el desenlace de LMA: respuesta objetiva al tratamiento oncoespecifico (TO),
recaida tras el TO y estatus actual (mortalidad).

Respuesta Recaida tras el Estatus actual

% (1C 95%) Objetiva al TO TO (letalidad)
Sensibilidad 67 (47 — 83) 62 (46 — 75) 55 (32 - 76)
Especificidad 53 (29 - 76) 57 (18 — 90) 38 (21 -56)
VPP 69 (49 — 85) 91 (75-98) 38 (21 -56)
VPN 50 (27 — 73) 18 (5 - 40) 55 (32 — 76)
RV + 1.41 (0.82 -2.41) 1.44(0.59-3.49) 0.87(0.55-1.39)
RV - 0.63(0.33-1.23) 0.67(0.32-1.40) 1.21(0.64-2.30)

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; RV+: razén de verosimilitud
positivo; RV-: razdn de verosimilitud negativo.

Autor: Yagual, R. 2017

Fuente: Estadistica Instituto Oncolégico Nacional-SOLCA

® FALLECIDOS
' m VIVOS

Figura 6: Mortalidad en funcién de los grupos de riesgo
Autor: Yagual, R. 2017
Fuente: Estadistica Instituto Oncoldgico Nacional-SOLCA

36



CAPITULO IV

4.1. ANALISIS DE LOS RESULTADOS
REFERENTES EMPIRICOS

En su estudio descriptivo, transversal y retrospectivo realizado en el afio 2014
acerca de las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de las leucemias agudas, en el Perd;
Polo-Capufiay y col. establecen que el diagnéstico de leucemia aguda corresponde al
73.94% de los diagnosticos de leucemias en distintos grupos etarios y las
manifestaciones clinicas mas comunes incluyen hepatomegalia, esplenomegalia, anemia,
equimosis y petequias; siendo la leucemia mieloide el segundo tipo en frecuencia y
ubicandose el mayor numero de casos en la poblacién de 31-35 afios (Polo-Capufiay &
Col., 2014).

En tanto, que en un estudio retrospectivo, comparativo y observacional que
incluia 282 pacientes realizado por Gonzales y colaboradores durante el afio 2012, en el
Hospital General de la Ciudad de Meéxico; encontraron hallazgos similares,
configurdndose la LMA como segunda en frecuencia(38%) con predominio en la
poblacion adulta; y, entre los subtipos de LMA, la variante M3 como la predominante en
poblaciones de origen latinoamericano y en asociacion con las mutaciones de
PML/RARA (Gonzéles & Col., 2012).

El estudio de supervivencia en LMA en pacientes menores de 60 afios realizado
por Combariza, en Medellin durante el afio 2014 corroboré a la LMA como una entidad
de alta mortalidad, en la cual se puede lograr cortos periodos de RC que van seguidos de
recaida y muerte del paciente; el establecimiento de los grupos de riesgo en base a la
categorizacion CG de los pacientes permite optar por estrategias terapéuticas basadas en

la observacion de la respuesta al tratamiento.

La mediana en la supervivencia global obtenida en este estudio fue de 8 meses; y
en los grupos de riesgo intermedio y bajo fue de mas de 31 meses; y la sobrevida global

es del 90% para el grupo de riesgo bajo; 61% para el grupo de riesgo intermedio; y 30%
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para el grupo de riesgo alto; tomandose como factores de riesgo para el fracaso el no
haber alcanzado la remision completa en el periodo de induccion y el no trasplante
alogenico de progenitores hematopoyéticos y para la recaida de la enfermedad tener

cariotipo complejo.

En el afio 2016, Mejia y colaboradores observan en un estudio interinstitucional
acerca de la caracterizacion de la LMA en la poblacién infantil atendida en la Ciudad de
México, que incluia 190 pacientes, que la LMA es el segundo tipo de Leucemia mas
frecuente en la infancia, que predomina en el sexo masculino (57.1%) y que el subtipo
mas comun es la LMA-M3 (25.3%).

En el 2016, Sierra en su articulo sobre La Genética como guia del Manejo de la
Leucemia Mieloide Aguda cita que el estudio CG es capaz de demostrar anomalias en el
60% de los casos; y segun la OMS el estudio citogenetico puede detectar alteraciones en
un 30 % de los casos; en tanto que los estudios de Biologia molecular son capaces de
detectar alteraciones hasta en un 40% de los pacientes en los que se encontré un

cariotipo normal; alrededor de un tercio de los casos presentan mutaciones de FLT3.

La mutacion de NMP1 se encuentra hasta en un 48% de los pacientes con
cariotipo normal; ambos estudios asociados, pueden determinar alteraciones en la
expresion genética de la enfermedad, las cuales se asocian a los diferentes subtipos
morfoldgicos y a su vez se relacionan con un alto significado pronoéstico lo que les
confiere una gran utilidad clinica para delinear el tratamiento y la necesidad de un

trasplante alogénico de médula dsea.

Refiere ademas que la quimioterapia de induccion es capaz de provocar una
remision completa en el 60-80% de los pacientes, sin embargo esta va sucedida por
recaida y muerte de los mismos. La mediana de supervivencia para el grupo de riesgo
Citogenético alto fue de 8 meses y para los grupos de riesgo intermedio y bajo fue de 31

meses; la tasa supervivencia global para el grupo de riesgo bajo a dos afios fue de 90%;
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para el grupo de riesgo intermedio de 61% Yy para el grupo de riesgo alto fue de 30%
(Combariza, 2014).

Segun datos obtenidos en el Protocolo de Diagnostico, Tratamiento vy
Seguimiento de la Leucemia Mieloide Aguda del Adulto (Posligua, 2017), la
distribucién de los casos de LMA segun los subtipos de la clasificaciéon de la FAB
corresponden a LMA-MO entre el 2-5%; LMA-M1, entre el 10-15% ; LMA-M2 entre el
25-30%; LMA-M3 entre el 15-19% de los casos; LMA-M4, entre el 25-30% de los
casos; LMA-M5 el 10-15%; LMA-M6 el 3-4% de los casos y LMA-M7 el 1% de los
casos.

Los registros de la incidencia de LMA en Solca Guayaquil solo cuentan con
datos hasta el 2010 en los cuales se refleja un predominio de la LMA en los hombres
mayores de 60 afios, reportandose casos desde menores de un afio hasta mayores de 75,
encontrandose un numero mas elevado de caos en dos picos de edad entre 45 a 49 afios y

en los mayores de 75 afios. (Fig.6)

o iFy TASA DE INCIDENCIA POR SEXO Y GRUPOS DE EDAD SEGUN TIPQ DE CANCER
RESIDENTES EN GUAYAQUIL. HOMBRES 2010
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Fig.7. Tasa de incidencia por sexo y grupos de edad segun tipo de cancer en hombres
residentes de Guayaquil. Afo 2010. Tomado del Registro de Tumores. Solca-
Guayaquil.
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4.2. DISCUSION

La LMA en el mundo ocupa el segundo lugar en frecuencia con respecto a las
leucemias de la poblacion infantil y adulta, datos que se corroboran en la muestra
obtenida; en el Ecuador, se encuentra en segundo lugar entre los diagnosticos de
Leucemia Aguda en el servicio de Hematologia (Cancer., 2016).

La sintomatologia més frecuente: debilidad, anemia, sindrome febril; seguido de
hepatoesplenomegalia, sangrados por mucosas y adenopatias en el examen fisico
(Granada, 2011) (Mejia-Aranguré, 2016); la variacion encontrada en el estudio es el
bajo porcentaje de hepatoesplenomegalia y adenopatias asociadas en el diagndstico
inicial; lo que podria deberse a la variabilidad inter-observador relacionada con la casa
asistencial que deriva el paciente y a la posterior anamnesis y examen fisico realizado

por el especialista del area de hematologia (Polo-Capufiay & Col., 2014).

Se observé una marcada diferencia en relacion a otros estudios realizados en
Latinoamérica con respecto a los grupos de edad en donde la incidencia méas alta se
observa entre los 40-60 afios (Gomez, 2017) ; y 35-45 afios (Polo-Capuiiay & Col.,
2014); el estudio registra que la frecuencia mas alta se encontrd al rededor de los 18

afios sin que se pueda describir el predominio de algin género en particular.

Estos resultados podrian ser explicados por el hecho de que més del 60% de los
pacientes provienen de areas periféricas, remitidos desde unidades hospitalarias basicas,
no solo a Solca-Guayaquil, si no a otras unidades de mayor complejidad segun la
disponibilidad de espacio fisico, lo cual establece un sesgo en la uniformidad de los
casos que llegan a la institucién e incide directamente sobre este punto. No se observa

relacion entre una patologia preexistente y el desarrollo de LMA

En contraste con la investigacion de Posligua y los datos citados en su articulo
sobre diagndstico, tratamiento y seguimiento de LMA en el adulto (Posligua, 2017), y
otros autores, las Unicas diferencias sustanciales en la poblacion sujeta a estudio se

evidencian en los subtipos de LMA-M2, el cual sobrepasa en el 10% en frecuencia; la
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LMA-M4 que por el contrario se diagnostica en un limite inferior al 15% y la
diferencia muy notoria en los subtipos LMA-M6 y LMA-M7 de las cuales no se

identificaron casos.

La CF se establece claramente como el método de eleccion para el diagnoéstico de
LMA, demostrando ampliamente sus ventajas sobre las otras técnicas utilizadas tanto en
tiempo de analisis, determinacion del porcentaje de celularidad blastica, determinacion
simultanea de caracteristicas inmunoldgicas y morfologicas, lo que hace rapida y eficaz

la identificacion y clasificacion de los subtipos de LMA (Drummond & Col., 2015).

En cuanto a la determinacion de grupos de riesgo, los resultados no fueron
significativos ni concluyentes, ya que se registré alta mortalidad independiente al grupo
de riesgo catalogado; probablemente este factor se deba a lo limitado de la muestra, a
que las pruebas de CG y BM no se realizan simultdneamente y ademas a que el nimero

de mutaciones estudiado es limitado.

Se observa que no se solicitd a todos los pacientes el estudio de FLT3, WTL,
NPML1, solo se registro estos resultados en 16 (17.97%), por lo cual en toda la serie solo
se realizd trasplante de médula dsea en 2 pacientes; ademas, el porcentaje de pruebas de
CG no aptas es alto (53.93%- 48 pacientes) lo que significé que muchos de los pacientes
debieron ser incluidos en el grupo de riesgo independiente (Sierra, 2015) (Combariza,
2014).
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4.3. CONCLUSIONES

La Citometria de Flujo constituye el método de eleccién para el diagnéstico de LMA,
con el subsecuente impacto en la conducta terapéutica. El subtipo con mejor prondéstico
clinico en términos de letalidad es LMA-M3. La LMA-M2 es el subtipo mas frecuente

de LMA en la poblacién estudiada.

La European Leukemia Net Genetic Classification on the outcome of Allogeneic
Stem Cell Trasplantation (ELN-ALLOHCT) no demostro elevada suficiencia pronostica
en la poblacion analizada. Es necesario estudiar una poblacion mas amplia para realizar

una validacién de este instrumento.

La poblacion sujeta al estudio se no se distribuye de acuerdo a los rangos etarios
y por género a lo descrito en otros estudios de la region; y no se encontrd relacion entre

el nivel socioecondémico, demografico o enfermedades preexistentes para su desarrollo.

No es posible demostrar el prondstico adverso de las mutaciones WT1, FLT3,
MNPL1 debido al bajo porcentaje de casos en los que fueron analizados y la no deteccion

de los mismos en la poblacion estudiada.

Los pacientes de el subtipo LMA-M3 que presentaron la  mutacion
PLMA/RARA tuvieron una sobrevida mayor al finalizar el estudio con respecto a los

otros subgrupos; a su vez esta es la mutacion mas detectada a en la poblacion analizada.

La evolucidn clinica de los pacientes después del diagnéstico fue sombria; lo
que concuerda con los datos obtenidos de otros estudios presentando a la LMA como
una enfermedad de alta mortalidad; sin embargo, los porcentajes varian sustancialmente
lo que puede explicarse por la cantidad de pacientes estudiados (Arber & Col., 2016)
(Zhang, 2012).
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4.4, RECOMENDACIONES:

Realizar un estudio prospectivo, interdepartamental e interinstitucional acerca de
diagnostico, tratamiento y seguimiento de la Leucemia Mieloide Aguda, que se centre el
rol de cada departamento hospitalario en el algoritmo de atencion integral de esta

patologia.

Es necesario optimizar la toma y transporte de las muestras que se remiten a los
laboratorios de CF, CG y BM, permitiendo la obtencion de resultados que permitan una

adecuada clasificacion en los grupos de riesgo correspondientes.

Protocolizar el procedimiento a tomar ante la sospecha clinica de LMA con
cariotipo normal e incluir sistematicamente la deteccion de las mutaciones FLT3,
CEBPA y NPML1 con el fin de estudiar el comportamiento de las mismas y establecer el

rol que desempefian en el pronéstico de la LMA.
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ANEXOS
TABLAS DE RECOLECCION DE DATOS

ANEXO 1. DATOS CLINICOS-DEMOGRAFICOS.
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ANEXO 2. DIAGNOSTICO INICIAL/PRESUNTIVO
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ANEXO 3. DIAGNOSTICOS POR MIELOGRAMA/ BIOPSIA Y
CITOMETRIA DE FLUJO
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DIAGNOSTICO POR CITOGENETICA Y BIOLOGIA

ANEXO 4.
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ANEXO 5. TABLA DE SEGUIMIENTO CLINICO

INICIO DE

TRATAMIENTO TRASPLANTE PROGRESION STATUS FINAL
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Elaborado por Yagual 2017
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ANEXO 6. TABLA DE CLASIFICACION POR GRUPOS DE RIESGO

GRUPO PRONOSTICO SEGUN CITOGENETICA

Y PERFIL MOLECULAR

FAVORABLE
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Elaborado por Yagual 2017
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