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RESUMEN

La Leucemia Mieloide Aguda (LMA) es una neoplasia hematoldgica heterogénea. Diversas
anomalias génicas y cromosomicas estan involucradas en la progresion de la enfermedad; por
lo que, el registro citogenético constituye una herramienta importante para poder
caracterizarlas y establecer su valor prondstico. El objetivo de esta investigacion fue describir
las alteraciones cromosémicas de pacientes con diagnostico presuntivo de LMA en una
poblacion mexicana. Se procesaron 92 muestras de médula 6sea de pacientes pediatricos (<15
afios) y adultos (>15 afios) referidos al laboratorio CARPERMOR entre junio a diciembre de
2019 (85 para estudio de cariotipo y 7 para FISH). El analisis citogenético se realiz6 mediante
las técnicas de bandas GTW (Giemsa-Tripsina-Wright) e Hibridacion in situ con
Fluorescencia. Se utiliz6 el Sistema Internacional para la Nomenclatura Citogenémica Humana
(ISCN) para designar los resultados y las consideraciones del Medical Research Council y
European Leukemia Net para establecer el valor prondstico de los hallazgos. La LMA se
presento en varones (49.4%) y mujeres (50.6%), y afecto principalmente a adultos (71.4%).
Los cariotipos fueron normales (31.8%) y alterados (68.2%) de los cuales las anomalias mas
recurrentes fueron la t(15;17) (24.1%), +8 aislada (12.1%), -7/del(7q) (12%) y t(8;21) (8.6%).
Las anomalias de carécter primario se observaron principalmente aisladas (64.7%). El grupo
prondstico citogenético intermedio predomind en los pacientes (50.6%), 62.8% de los cuales
correspondid a cariotipos normales. No se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre
las variables estudiadas. Cuatro pacientes para estudios mediante FISH presentaron
alteraciones tales como fusion de genes PML/RARA y MYH11/CBFB y pérdida del gen TP53.
En conclusion, alrededor de dos de cada tres pacientes presentaron alguna anomalia
cromosomica y el prondstico intermedio estaria dado por los cariotipos aparentemente
normales. Este estudio aporta informacion sobre las anormalidades citogenéticas en LMA y su
distribucion en la poblacién mexicana.

Palabras clave: Leucemia mieloide aguda, LMA, anomalias cromosomicas, cariotipo, FISH,
pronostico citogenético, México.
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ABSTRAC

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous hematological malignancy. Several gene
and chromosomal abnormalities are involved in the progression of the disease; therefore, the
cytogenetic registry constitutes an important tool to characterize them and to establish their
prognostic value. The aim of this research was to describe chromosomal alterations in patients
with a presumptive diagnosis of AML in a Mexican population. Ninety-two bone marrow
samples from pediatric (<15 years) and adult (>15 years) patients referred to the
CARPERMOR laboratory between June to December 2019 (85 for karyotype study and 7 for
FISH) were processed. Cytogenetic analysis was performed using GTW (Giemsa-Tripsin-
Wright) banding and Fluorescence in situ hybridization techniques. The International System
for Human Cytogenomic Nomenclature (ISCN) was used to designate the results and the
considerations of the Medical Research Council and European Leukemia Net were used to
establish the prognostic value of the findings. AML occurred in males (49.4%) and females
(50.6%), and affected mainly adults (71.4%). Karyotypes were normal (31.8%) and altered
(68.2%) of which the most recurrent abnormalities were t(15;17) (24.1%), +8 isolated (12.1%),
-7/del(7q) (12%) and t(8;21) (8.6%). Abnormalities of primary character were observed mainly
in isolation (64.7%). The intermediate cytogenetic prognostic group predominated in patients
(50.6%), 62.8% of which corresponded to normal karyotypes. No significant differences
(p<0.05) were found between the variables studied. Four patients for FISH studies presented
alterations such as PML/RARA and MYH11/CBFB gene fusion and TP53 gene loss. In
conclusion, about two out of three patients had some chromosomal abnormality and the
intermediate prognosis would be given by apparently normal karyotypes. This study provides
information on cytogenetic abnormalities in AML and their distribution in the Mexican
population.

Key words: Acute Myeloid Leukemia, AML, chromosomal abnormalities, karyotype, FISH,
cytogenetic prognosis, Mexico.
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I. INTRODUCCION

De acuerdo el Observatorio Global de Cancer (GLOBOCAN por si siglas en inglés), a nivel
mundial la leucemia fue el 13° cancer més frecuentemente diagnosticado y el 10° en cuanto a
mortalidad en el 2020. En ese afio, la leucemia fue la 7° causa de muerte en México y se estima
que para el afio 2040 el nimero de muertes aumente en un 44.0% (Global Cancer Observatory,
2020).

Las leucemias agudas tienen una incidencia aproximada de 4 por cada 100 000 personas al afio,
70% de los cuales corresponden a la Leucemia Mieloide Aguda (LMA) (Johansson & Harrison,
2015). Esta neoplasia heterogénea se caracteriza por la proliferacion descontrolada y el bloqueo
de diferenciacion principalmente de células de estirpe mieloide que involucra mdaltiples

alteraciones genéticas y cromosémicas (Rubnitz et al., 2010).

La LMA representa del 15-20% de las leucemias en nifios y el 80-85% en adultos (Lagunas-
Rangel, 2016). Es ligeramente mas comdn en varones que en mujeres (relacion V/IM=1.6) y
afecta principalmente a adultos siendo la edad promedio al diagndstico de 65 afios (Shallis
etal., 2019). A pesar de que esta neoplasia hematologica es uno de los tipos mas comunes en
adultos, es bastante rara en general, ya que abarca solo alrededor del 1% de todos los canceres
(American Cancer Society, 2019).

La evaluacién diagnostica de la LMA segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se
apoya en la historia clinica, evaluacion de la morfologia de la sangre o médula dsea, biopsia y
los resultados de laboratorio tales como estudios citogenéticos o moleculares (Arana-Luna
et al., 2022). En ese sentido, los estudios citogenéticos cobran vital importancia ya que pueden
detectar alteraciones a nivel gendmico, cromosoémico y génico, y en el caso de la LMA,
alteraciones en el 60% de los casos mediante citogenética convencional y el 40% mediante

estudios moleculares (Sierra, 2015).

Diversos autores (Amare et al., 2016; Cervera, 2016; Grimwade et al., 1998; Johansson &
Harrison, 2015; Llimpe, 2018; LIimpe & Zapata, 2015; Sierra-martinez et al., 2011) resaltan la
importancia de la citogenética en el estudio de enfermedades oncohematologicas, ya que
permite determinar la frecuencia de las anomalias cromosdmicas, asi como los cambios
adicionales que se le atribuyen al desarrollo de la enfermedad. Asimismo, aporta informacién
referente al valor prondstico de las anomalias con importancia para la toma de decisiones en el

tratamiento a futuro de los pacientes (Suela, 2008).
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Definicion del Problema

En México y el mundo, los nuevos casos de leucemia y las defunciones tienden al alza (Global
Cancer Observatory, 2020). Especificamente la LMA podria convertirse en un importante
problema de salud a nivel global ya que segun reportes se preve que su distribucion podria
incrementarse en los préximos afios (Dong et al., 2020). Factores como el sobrepeso, obesidad
y altos indices de diabetes en la poblacion mexicana podrian contribuir a la aparicion de
leucemias agudas los recién nacidos lo cual constituye un creciente problema en la poblacion
(Jiménez-Hernandez etal., 2018). En ese contexto, ante el aumento de nuevos casos de
leucemia, se requerira de un correcto diagnéstico que permita abordar de manera correcta a los
pacientes y que el estudio de los hallazgos, en este caso a nivel citogenético, contribuyan a
entender la distribucién de las causas génicas y cromosomicas de la LMA en la poblacion
mexicana. El cancer sigue siendo una grave y creciente problematica de salud publica y mas
aun en paises en vias de desarrollo (Pinillos-Ashton & Limache-Garcia, 2013).
Lamentablemente, el acceso a los estudios de diagndstico genético sigue siendo una barrera en

México en el que factores sociales y econémicos se ven involucrados (Bucio et al., 2019).

El laboratorio CARPERMOR brinda el servicio de citogenética y apoya al diagnostico de
neoplasias hematologicas. Estudiar las alteraciones cromosomicas relacionadas a la LMA
contribuird a incrementar el registro citogenético en la poblacion mexicana, caracterizar las
variantes encontradas y su distribucién, asi como a establecer en primera instancia el prondstico
citogenético. Por lo expuesto, se planteo el siguiente problema: ¢ Cual es la frecuencia de las
alteraciones cromosOmicas en pacientes con diagnostico presuntivo de leucemia mieloide

aguda en CARPERMOR entre junio-diciembre de 2019? Y los siguientes objetivos:
Objetivo General

e Describir las alteraciones cromosdmicas de pacientes con diagnostico presuntivo de
LMA en el laboratorio CARPERMOR entre junio - diciembre de 2019

Objetivos especificos

e Describir los cariotipos de pacientes con diagndstico presuntivo de LMA.

e Detallar las principales anomalias cromosdmicas recurrentes y los cambios asociados
de pacientes con diagnostico presuntivo de LMA

e Establecer el valor pronoéstico citogenético predictivo de las anomalias cromosémicas

de pacientes con diagndstico presuntivo de LMA.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes bibliogréaficos
La LMA es una de las neoplasias hematoldgicas que exhiben gran heterogeneidad por lo que
muchas de las investigaciones estan enfocadas en determinar las asociaciones citogenéticas,

genéticas moleculares y clinicas para comprender los procesos leucemogénicos involucrados.

Grimwade et al. en 1998 realizaron un amplio estudio analizando el perfil citogenético de
muestras de médula 6sea de 1612 pacientes diagnosticados con LMA. Observaron que la LMA
afectd principalmente a adultos respecto a nifios (<15 afios), 1272 y 340 respectivamente,
ademas, encontraron que el 58% los pacientes presentaron anomalias cromosomicas la cuales
incluyeron t(15;17) (12%), +8 (9%), t(8;21) (8%), anomalias complejas (6%) y en menor
proporcion -7, anomalias en 11923 e inv(16) (4% cada una); +21 y anomalias en 3q (3% cada
una); del(7q), -5/del(5q), del(9q) (2% cada una); +22 (1%) y otras anomalias numéricas (14%)
y estructurales (23%).

Dip Borunda en el 2009, evalud el riesgo citogenético de 42 pacientes mexicanos adultos con
LMA entre 2004 y 2008. 14 fueron mujeres (33%) y 28 varones (66%), con una edad media de
55.7 afos. Los cariotipos sin alteraciones representaron el 52% de los casos y respecto a las
alteraciones citogenéticas, observé que las mas recurrentes fueron t(9;22) (10%), inv(16) (7%),
t(15;17) y 1(8;21%) (5% cada una) y encontré que el grupo de riesgo citogenético intermedio

fue el mas frecuente en dicha poblacion (62%).

Sierra-Martinez et al. en el 2011, analizaron datos citogenéticos de 35 pacientes mexicanos con
LMA y reportaron una edad promedio de 40.5 afios. El 71% presentaba cariotipos anormales
y las anomalias que predominaron fueron las alteraciones numéricas (17%) y la del(11)(g23)
(8.5%). Otras translocaciones t(8;21) (2.8%), t(15;17) (5.7%) vy t(9;22) (5.7%) fueron menos
frecuentes. Adicionalmente, el 48% presenté cambios adicionales secundarios de tipo
numeérico como monosomias -X, -Y, -7y -21 y trisomias +8 y +22 y otras estructurales como
del(2q), del(6q), del(17p) y del(20p).

Movafagh et al. en el 2011, describieron las alteraciones secundarias presentes en 127 pacientes
con LMA, reportando a la -7 y +8 como las mas frecuentes (>10% cada una). En su estudio
reportaron anomalias de caracter primario y sus cambios adicionales asociados como la t(8;21)
la cual representd el 27.5% de los casos y en el 54.2% presentd anomalias secundarias

principalmente +8 (8.2%); otras como la t(15;17) también estuvo asociada con +8, del(7q),

14



del(9q) e isocromosoma 17; y la inv(16) presentd cambios adicionales en el 58% siendo la méas

comun la +8.

Cervera en el 2016 analizo las alteraciones citogenéticas en una serie de 800 pacientes adultos
(57% varones y 43% mujeres) diagnosticados con LMA con media de edad al diagndstico de
60 afos. En su estudio, casi el 50% de los pacientes presentaron alguna anomalia. De 393
alteraciones numéricas, predominaron las trisomias y con mayor frecuencia la +8 (36%), +21
(6%), +22 (5%) y +11 (5%), y en las monosomias la 7 (21%) y 5 (9%). Ademas, respecto al
grado de complejidad, la mayoria de las alteraciones numéricas estuvieron relacionadas a
cariotipos complejos (68%). Por otro lado, las alteraciones aisladas representaron el 18% de
los casos (destacando aquellas numéricas que involucraron a los cromosomas 8, 7,21 e Y) y
los cariotipos con dos alteraciones diferentes fueron observados en el 14% de los casos. En
cuanto a las alteraciones estructurales, la translocacion t(8;21) (55%) y la inv(16) (69%) fueron
observadas principalmente como alteraciones aisladas, ademés, la -Y estuvo mas

frecuentemente relacionada a la t(8;21) y las trisomias +8, +21 y +22 en la inv(16).

Amare et al. en el 2016, reportaron los resultados de un estudio citogenético de una extensa
poblacion de 7290 pacientes diagnosticados con leucemia aguda entre 2008 y 2015. 35%
correspondieron a LMA (1634 hombres 975 mujeres), 78.3% adultos y 21.7% pediatricos. Las
muestras de medula 6sea y sangre periférica fueron procesadas mediante protocolos de
citogenética convencional estandar y analisis moleculares (FISH). Las alteraciones
cromosomicas fueron: t(8;21) (26% en pediatricos y 15% en adultos), -7/del(7) (9% en
pediatricos y 6% en adultos), +8 (9% en pediatricos y 8% en adultos), t(15;17) (7% en
pediatricos y 9% en adultos), inv(16)/t(16;16) (5% en pediatricos y 4% en adultos),
translocaciones que afectan al gen MLL (8% en pediatricos y 5% en adultos), inv(3)/t(3;3)
(0,6% en pediatricos y 1.5% en adultos) y -5/del(5) (2% en pediatricos y 3% en adultos).

Llimpe en el 2018, determind las anomalias cromosémicas en pacientes pediatricos con
diagnostico de LMA de novo en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) -
Peru entre los afios 2001 y 2011. De los 130 casos estudiados (68 varones y 62 mujeres), el
61% presentd alguna alteracién cromosémica numérica y/o estructural. La alteracion
cromosOmica mas frecuente fue la t(8;21) (58%), monosomias de cromosomas sexuales (-X o
-Y) (18%) observadas mayoritariamente en casos con t(8;21). Ademas, observaron otras
alteraciones tales como: t(15;17) (3%), t(9;11) (1.5%), inv(16) (0.8%), t(6;8) (0.8%), t(6;9)
(0.8%) y t(9;22) (0.8%).
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2.2. Bases teoricas

2.2.1. Generalidades de la Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

La LMA es una neoplasia que surge de la transformacion clonal de precursores de estirpe
mieloide eritroide, megacariocitica y monocitica debido a la adquisicion de anomalias
cromosOmicas y multiples mutaciones genéticas que confieren ventajas proliferativas y de

supervivencia (Rubnitz et al., 2010).

La LMA representa del 15-20% de las leucemias en nifios y el 80% en adultos (Lagunas-
Rangel, 2016). Es ligeramente mas comdn en varones que en mujeres (relacion V/IM=1.6) y
afecta principalmente a adultos siendo la edad promedio al diagnostico de 65 afios (Shallis
etal., 2019). México presenta variantes en cuanto a lo reportado en la bibliografia
internacional, siendo la media entre 32 y 44 afios (Cruz-Santana et al., 2016). A pesar de que
esta neoplasia hematoldgica es uno de los tipos mas comunes en adultos, es bastante rara en
general, ya gque abarca solo alrededor del 1% de todos los canceres (American Cancer Society,
2019)

Una caracteristica de la LMA es la presencia de mieloblastos en médula 6sea o sangre periférica
mayor al 20% (Arber et al., 2016). En los pacientes sanos, esta enfermedad se presenta de novo
(Perez, 2018) y frecuentemente se asocia a factores genéticos como ambientales (Marcucci &
Bloomfield, 2016) (Cuadro 1). Se ha demostrado la implicancia de virus en procesos
leucemogénicos en modelos experimentales (virus de Epstein-Barr, virus linfotropico de
células T humano tipo | y el virus del VIH); sin embargo, no existe una evidencia concreta de

la intervencidn de estos virus u otros en el desarrollo de la LMA en humanos (Granada, 2011).

Los sintomas de la LMA generalmente estan relacionados a fallas a nivel de la médula 6sea,
llegando a infiltrar a otros érganos; ademas de citopenias, fatiga, hemorragias e infecciones. A
nivel del recuento leucocitario, estos se encuentran frecuentemente elevados y con incremento

de sus formas blasticas (Arsham et al., 2017).
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Cuadro 1. Factores de riesgo en la LMA.

- Administracion de Alteraciones Factores
Aspectos genéticos ; L .
farmacos hematoldgicas ambientales
Anemia de Fanconi Alquilantes Sindrome Exposicion a
Sindrome de Kostman Inhibidores de mielodisplasico radiacién
Sindrome de Wiskott- topoisomerasa Il Leucemia mieloide Bencenos
Aldrich Fenilbutazona cronica Tintes
Ataxia telangiectasia Cloroquina Policitemia vera Herbicidas
Sindrome de Down Metoxipsoralenos Trombocitemia Pesticidas
Sindrome de Klinefelter Cloranfenicol esencial Obesidad
Sindrome de Patau Mielofibrosis Alcohol
Hemoglobinuria
nocturna
paroxistica
Anemia aplasica

Fuente: (Tamamyan et al., 2017).

2.2.2. Clasificacion

El primer sistema de clasificacion fue el desarrollado por el Grupo Franco-
Angloestadounidense (por sus siglas en inglés FAB) hace mas de 40 afios. Este sistema clasifica
a la LMA en 8 subtipos principales: LMA no diferenciada (M0), LMA sin maduracién (M1),
LMA con maduracion (M2), Leucemia promielocitica aguda (M3), Leucemia mielomonaocitica
aguda (M4) y Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia (M4eo), Leucemia monocitica
aguda (M5), Eritroleucemia aguda (M6) y Leucemia megacariocitica aguda (M7), basados
esencialmente en la morfologia y deteccion inmunohistoguimica de los marcadores de linaje
(Bennett et al., 1976).

En el 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) incorpora informacién clinica,
morfoldgica, inmunofenotipica, citogenética, molecular y estratifica a la LMA en subtipos con
anomalias recurrentes, LMA con cambios relacionados con mielodisplasia, leucemias
relacionadas con la terapia y aquellas no definidas y que se clasifican segun su estirpe y grado
de diferenciacion blastica (Arber et al., 2016) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Clasificaciéon de la LMA segun la OMS.

LMA con anormalidades genéticas recurrentes

LMA con (8;21)(g22;g22.1); RUNX1-RUNX1T1

LMA con inv(16)(p13.1922) o0 t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) con PML-RARA t(15;17)
LMA con t(9;11)(p21.3;023.3); MLLT3-KMT2A

LMA con t(6;9)(p23;034.1); DEK-NUP214

LMA con inv(3)(g21.3;926.2) o 1(3;3)(q21.3;0926.2); GATA2, MECOM
LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1
Entidad provisional: LMA con BCR-ABL1

LMA con NPM1 mutado

LMA con mutaciones bialélicas de CEBPA

Entidad provisional: LMA con RUNX1 mutado

LMA con cambios relacionados con mielodisplasia

LMA relacionada con administracidn previa de quimioterapia o radiacion

LMA no especificada

LMA con maduracion minima (M1)

LMA sin maduracion (M2)

LMA con maduracion (M2)

Leucemia mielomonocitica aguda (M4)
Leucemia monocitica/monoblastica aguda (M5)
Leucemia eritroide pura (M6)

Leucemia megacariobléstica aguda (M7)
Leucemia baséfila aguda

Panmielosis aguda con fribrosis

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down

Mielopoyesis anormal transitoria
Leucemia mieloide asociada con sindrome de Down

Fuente: (Arber et al., 2016).

2.2.3. Patologia

En la LMA la transformacion leucémica es producida por alteraciones cromosémicas, génicas

y epigenéticas complejas en las células germinativas hematopoyeéticas lo que conlleva al fallo

de mecanismos de sefializacion celular. Los factores de transcripcion al estar alterados

producen un blogueo en la diferenciacion lo que provoca una expansion clonal no regulada

evitando procesos apoptaticos (Lagunas-Rangel, 2016; Perez, 2018).

En el proceso hematopoyético normal, a medida que se produce la diferenciacion y maduracién

de las células, se da la expresion de antigenos celulares caracteristicos de ciertos estadios de

maduracion; sin embargo, en el proceso leucemogénico, la célula adquiere alteraciones a nivel
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de la expresién de antigenos celulares dando lugar a modificaciones en el linaje y fenotipos
aberrantes (Perez, 2018).

Un modelo de 2 etapas propone que para la transformacion leucémica se deben asociar al
menos dos tipos de mutaciones, las de clase 1 brindan ventajas proliferativas o de supervivencia
y las de clase 2 afectan los procesos de diferenciacion celular y apoptosis; sin embargo, un
tercer grupo probablemente abarque mutaciones de origen epigenético (Figura 1). Las
modificaciones producto de dichos eventos generan, en al menos uno de los genes
involucrados, proteinas quiméricas reguladoras de la transcripcion, pudiendo activar o silenciar
genes e interactuar con diversos promotores, potenciadores o silenciadores, o bien regulando

la interaccion entre las histonas y el ADN (Lagunas-Rangel, 2016).

Promueven modificaciones
epigenéticas
DNMT3a
TET2
IDH1
IDH2
ASXLA1
WT1

- = .‘. '...\
. ( Sin \l
0 clasificar )
Alteracion de la '
diferenciacion celular

y subsecuente apoptosis

PML-RAR« Ventajas proli_feratiyas
RUNX1-RUNX1t1 o de supervivencia
CBFB-MYH11 FLT3
MLL KIT
CEBPx L RAS
NPM1? { 3 PNPN11
2 JAK2

LMA CBL

Figura 1. Modelo de cooperacion entre mutaciones asociadas a la aparicion de LMA.
Fuente: Lagunas-Rangel, 2016 (Lagunas-Rangel, 2016).

2.2.4. Citogenética

Entre el 20-25% de casos pediatricos y entre el 40-50% en adultos presentan cariotipos
normales. Muchos de estos se deben a que en el cultivo in vitro se han dividido en su mayoria
las celulas no neoplésicas o a la mala morfologia cromosémica la cual no permite reportar un
resultado concluyente. Sin embargo, estudios mediante SNP array han revelado anomalias
citogenéticamente cripticas entre el 25-50% de los cariotipos aparentemente normales

(Johansson & Harrison, 2015), muchas de estas incluyen mutaciones en los genes FLT3,
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NPM1, CEBPA, DNMT3A y TP53 que participan en la progresion de la enfermedad (Lagunas-
Rangel, 2016).

Aproximadamente entre el 50-60% de los casos en adultos y entre el 75-80% en pacientes
pediatricos presentan cariotipos alterados (Johansson & Harrison, 2015). Ya sea que la LMA
afecte a nifios o adultos, no hay diferencia en la complejidad cariotipica en cuanto a la edad:;
sin embargo, representarian enfermedades genéticas diferentes y en el caso de la LMA

pediatrica, un subgrupo con caracteristicas clinicas y bioldgicas propias (Llimpe, 2021).

Para poder determinar si una anomalia cromosémica forma parte de una clona anormal, se
consideran a aquellas células que presenten alguna anomalia estructural o ganancia de algin
cromosoma (trisomia) en al menos dos células durante el analisis citogenético y cuando se
observe pérdida de algun cromosoma (monosomia) en al menos tres células (McGowan-Jordan
etal., 2016). Entre las anomalias mas recurrentes en la LMA se encuentran la t(8;21)
presentandose en el 5-12% de los casos (Swerdlow SH et al., 2017), inv(16)/t(16;16) en el 5%
y t(15;17) en el 13%. Para el caso de las anomalias numéricas, la trisomia +8 (10-15%) es la
de mayor frecuencia en la LMA, otras anomalias como la -5/del(5q) y -7/del(7q) afectan
principalmente a pacientes adultos y son frecuentemente observadas con otros cambios

adicionales (Johansson & Harrison, 2015).
Anomalias cromosémicas de caracter primario (ACP)

En promedio, el 55% de pacientes con LMA con cariotipos anormales presentan solo una
alteracion cromosomica. Las ACP son encontradas frecuentemente en los cariotipos como
anomalias Unicas y se relacionan en su mayoria con un subtipo particular de LMA jugando un
papel importante en las etapas tempranas de la leucemogénesis (Gersen & Keagle, 2005). Estas
ACP son recurrentes en la LMA y pueden ser balanceadas como la t(8;21), t(15;17),
inv(16)/t(16;16), alteraciones en 11923, y otras menos comunes como la
inversion/translocacion inv(3)/t(3;3), las translocaciones t(9;11), t(6;9), t(1;22), t(8;16), t(1;3),
t(3;21), 1(7;11), t(11;17) y t(16;21); y desbalanceadas (implican ganancia o pérdida de material
cromosémico) como la monosomia 7, del(5q), del(7q) y del(9q), y trisomias (+1, +8, +11y
+13) (Johansson & Harrison, 2015; Schoch & Haferlach, 2002). Otras anomalias reportadas en
LMA con caracter primario incluyen: t(3;5), t(8;16), t(9;22), t(11;19); trisomias (+4, +9, +21y
+22); del(11q), del(12p) y del(20q); isocromosoma 17 y monosomias (-21 y -Y) (Movafagh
etal., 2011).
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Cambios cromosémicos adicionales o secundarios (ACS)

Las ACS se desarrollan en las células adicionalmente a las ACP y estan relacionadas con el
fenotipo de la enfermedad (Movafagh etal., 2011). Aunque estas son menos especificas,
presentan patrones de distribucion no aleatorios que parecen depender directamente de la ACP
(Schoch & Haferlach, 2002). En alrededor del 45% de pacientes con cariotipos aberrantes con
dos 0 mas anomalias citogenéticas, al menos una 0 mas de esas anomalias representan cambios
secundarios (Gersen & Keagle, 2005). Por ejemplo, el 55% de pacientes con t(8;21) adquieren
anomalias que incluyen pérdida de cromosomas sexuales (-X, -Y), ademas de la trisomia +8,
del(9q) y del(7q); el 30% de casos con inv(16) presentan adicionalmente trisomias (+22, +21,
+8); aproximadamente el 30% pacientes con t(15;17) adquieren anomalias adicionales como
trisomia 8 (10-15%) e isocromosoma derivativo 17. Entre las anomalias numéricas secundarias,
la monosomia 7 y las trisomias 8 y 21 son las mas frecuentes en LMA, ademas de la del(7q) y
la -5/del(5q) que generalmente estdn acompafiadas de otras alteraciones (Johansson &
Harrison, 2015).

Otras ACs constituyen los cariotipos complejos y se observan en el 10-12% de pacientes con
LMA y se asocia con un pronoéstico adverso (Mrdzek et al., 2019). Por grupo de edad, se
encuentran en el 10-15% de pediatricos y el 15-40% de adultos, siendo mas frecuentes a mayor
edad y en LMA relacionada al tratamiento (Johansson & Harrison, 2015). Estos se definen
como aquellos que presentan >3 ACs (Gersen & Keagle, 2005); sin embargo, esta definicion
es discutida ya que los “verdaderos” cariotipos complejos estarian asociados con monosomias
5y 7, deleciones 12p, 5q, 7qy 17p, estos tres ultimos en aproximadamente el 90% de los casos
(Johansson & Harrison, 2015; Schoch & Haferlach, 2002). Los cariotipos monosomales
también son otro tipo de entidad, estos se encuentran en el 6-10% de pacientes con LMA recién
diagnosticada y se definen como la presencia de una monosomia Unica (excepto -X 0 -Y) con
al menos una monosomia adicional o alteracion estructural. Las monosomias mas recuentes
involucradas son -5 (21-55%) y -7 (22.6-45%) y presenta un pronostico citogenético
desfavorable (Anelli et al., 2017). Los cariotipos con clonas “no relacionadas” son muy poco
frecuente en la LMA (1.1-3.7%) y pueden desarrollarse de diferentes enfermedades originadas

al mismo tiempo o derivar de un mismo precursor maligno (Kasahara et al., 2016).
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Cuadro 3. Resumen de las principales alteraciones cromosdmicas y cambios adicionales en LMA.

Alteragloq Erecuencia Frecuengapo_mo Eda_d Genes Camblo_s
cromosomic (%) anomalialinica| Sexo | media involucrados secundarios/
a (%) (afos) Observaciones
. 5% Adultos -Y, -X, del(9q), +8,
( ;(28_’2212) 3 15% 45% | M>F| 30 Ffléﬁﬁl;ll del(7q),
Geeiges. Pediétricos +der(21)(t(8;21)
inv(16) 0 0 MYH11- +22 (mas comdn),
(p13.1922) 5% 0% | M>F ) 40 CBFB +8, del(7q), +21
+8 (10-15%),
t(15;17) . 0 _ i del(7q), del(9q),
(q24:21) 13% 70% F=M | 40 | PML-RARA ider(17)(qLO)(15:17
), +21
€(9:11) 1'2?{%?,/‘(‘)"05 605 | rom | 20 | KMT2A- | +8(~200), +6, +19,
(p22;023) PediAtricos MLLT3 (AF9) +21
(6:9) DEK -
! 1% 80% F=M 30 NUP214 +8, +13
(p23;34) (CAN)
inv(3) RPN1-
0, 0, - - 0,
(q21:026) 1% 40% F=M 50 MECO;\/I(EVIl 7 (40%)
Solo enel . o,
t(1;22) RBM15(0TT) Hiperdiploidias,
i <1% de 80% F>M <1 . L
(p13;q13) Pediatricos* -MKL1(MAL) hipotriploidias
-7, del(5q), +8, -18,
-20, 0,
del(20q) 1-2% 33% M>F | >60 117, del(7q), -5
Puede ser anomalia
primaria o
+8 10-15% 5% F=M 50 secundaria.
Asociado con varios
cambios adicionales.
5% Adultos -7: -5/del(5q), -17
-7/del(7q) 3% 5% M>F | 45-55 (10%)
Pediatricos* del(7q): -5, -17
-5 (2-3%) Amabgfrg;nto -5: -7/del(7q), -17,
-5/del(5q) ! . F=M | 60-65 del(17p), -18
del(5q) (5%) | anomalias, -5 del 5q: -7 -17. -18
> del(5q) g--f -2l
Frecuentemente
2% Adultos, 0 ]
del(9q) 59 Peditricos 33% M>F 45 cosrz((:)uerl]réc;rrril:ha
~90% en Solo ~85% asociado con
Y 10% varones M 60 otros cambios
mayores adicionales

F: femenino, M: masculino.
Fuente: (Johansson & Harrison, 2015)
*(Grimwade et al., 2010)
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Valor pronostico de las alteraciones citogenéticas

La heterogeneidad de la LMA esta asociada con un nimero considerable de cambios huméricos

y estructurales. La identificacion de las anomalias citogenéticas y mas en concreto los cambios

geneéticos, han permitido estratificar a los pacientes en grupos de pronosticos para la aplicacion

de estrategias terapéuticas, brindar informacién predictiva sobre la supervivencia libre de

enfermedad, tasas de remision completas y riesgos de recaida (Suela, 2008). EI Medical

Research Council del Reino Unido (Harrison et al., 2010) y European LeukemiaNet (ELN)

2017 (Dohner etal., 2017), estratifican a la LMA en 3 grupos pronosticos: favorable

(representan las translocaciones recurrentes), intermedio (cariotipo normal y algunas

translocaciones) y adverso (cariotipos complejos u alteraciones infrecuentes con una pobre

respuesta a la quimioterapia).

Cuadro 4. Grupos citogenéticos prondsticos en LMA.

[excluyendo t(9;11)(p21~22;923) y
1(11;19)(q23;p13)], anomalias (12p)*,
t(9;22)(q34;911), -17/anomalias(17p),
cariotipo complejo (>4 anomalias no

relacionadas)

Prondstico Alteraciones citogenéticas
MRC 2010 modificado por Harrison et al. ELN 2017
: : : : 1(8;21)(022;922.1);
Favorable tl(i\?(iggqingzzl)% (tl(giggqigqgg inv(16)(p13.1g22)/
P24 )P €(16:16)(p13.1;022)
) Anomalias citogenéticas no clasificadas t(9511)(p2’1_.3;q23.3), a}n_omallas
Intermedio citogenéticas no clasificadas
como favorable o adverso
como favorable o adverso
Anomalias (3q) [excluyendo
1(3;5)(921~25;931~35)], . : :
inv(3)(q21026)(3;3)(q2L;26), add(5q), | [OO)P23ia34.1) t(vi11a23.3),
’ ’ t(9;22)(q34.1;q11.2),
del(5q), -5, t(6;9)(p23;q34.1), -7, _
. . inv(3)(q21.3926.2)/
add(7q)/del(7q), t(6;11)(927;923), (3:3)(q213:426.2), -5 o del(5q):
Adverso £(10:11)(p11~13:23), t(11q23) 2 NA22-2,9202), €

—7; —17/anomalias (17p),
cariotipo complejo (=3 anomalias
no relacionadas), cariotipos
monosomales

*En pacientes pediatricos
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Poblacién y muestra

La poblacion universal estuvo constituida por un total de 720 pacientes que refirieron muestras
de médula 6sea (MO) al departamento de Citogenética del laboratorio CARPERMOR en la
Ciudad de Mexico entre junio y diciembre de 2019, de los cuales 109 pacientes tuvieron LMA
al momento del diagndstico; sin embargo, solo 92 pacientes fueron elegidos segun los criterios
de inclusién de este estudio.

La poblacion muestral estuvo representada por los frotices de laminas portaobjetos para estudio
de cariotipo y FISH donde se identificaron las anomalias cromosémicas de los pacientes con

diagnostico presuntivo de LMA.

3.2. Unidad de analisis
La unidad de anéalisis comprendid la identificacion de los hallazgos citogenéticos de cada

paciente con diagndstico presuntivo de LMA.

Cariotipo
84% cumpli6 los 92% (n=85)
criterios de
15% con LMA de / '”C'_“;'ZO”
novo (n=92) FISH
Pacientes (n=109) \J 8% (n=7)
durante el 16% excluidos
perlodo_(,je (n=17)
evaluacion
(N=720) 85% con
diagnostico
diferente
(n=611)

Figura 2. Poblacion y muestra de pacientes con LMA para estudios citogenéticos del laboratorio
CARPERMOR de junio - diciembre de 2019.

3.3. Disefio y tipo de investigacion

El disefio de investigacion fue no experimental de tipo descriptivo transversal (Vasquez et al.,
2016).
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3.4. Técnica e instrumento de recoleccion de datos

La técnica utilizada fue la observacion. Los datos fueron recolectados a partir de las
requisiciones médicas de cada muestra y de los resultados de los andlisis citogenéticos
mediante una ficha de recoleccion de datos (Anexo 1).

3.5. Criterios de seleccion y exclusion

En este estudio se incluyeron muestras de pacientes hombres y mujeres con diagnostico
presuntivo de LMA admitidas entre junio y diciembre de 2019, tanto de adultos (>15 afios)
como pediatricos (<15 afios). Los grupos de edad fueron seleccionados con base a un estudio

multicéntrico en México en el que incluyen dichos rangos (Demichelis-Gomez et al., 2020).

No se tomo en cuenta pacientes con diagndstico diferente de LMA ni muestras que no hayan
cumplido los criterios preanaliticos. Para el analisis citogenético, no se consideraron aquellas

laminas con pocas metafases, no analizables o con anomalias cromosémicas constitucionales.

3.6. Procedimientos

Las muestras fueron admitidas por el Departamento de Recepcion y Control de Muestras del
laboratorio CARPERMOR y posteriormente enviadas al Departamento de Citogenética. Los
estudios citogenéticos se realizaron segin lineamientos de la Association of Genetic
Technologists (Arsham et al., 2017) y el propio laboratorio CARPERMOR, y los protocolos
comerciales de Cancer Genetics Italia Inc. y Vysis - Abbott Molecular para la técnica de FISH.

Citogenética Convencional
a) Analisis preanalitico

Se verifico el estado de aceptacion de las muestras de acuerdo con los siguientes criterios:
muestra no hemolizada, no coagulada, no derramada, no mas de 48 horas de haber sido tomada

y no contener menos de 2 ml.
b) Siembra del cultivo celular

El proceso se realiz6 en una camara de flujo laminar previamente irradiada con luz UV por 15
minutos (excepto las muestras y los medios de cultivo). EI medio RPMI-1640 (RPMI) estuvo
suplementado con 10 ml de suero bovino fetal y 1.3 ml de antibiético penicilina/estreptomicina.

El medio Marrow Max™ (MM) no estuvo suplementado.

Se realizaron tres tipos de cultivos diferentes en tubos falcon de 15 ml (A”, “B” y “C”) cada

uno alicuotado con 1 ml de muestra de MO. El cultivo “A” se realizo en 5 ml de medio RPMI
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con 100 pl del mitégeno fitohemaglutinina y se dejé incubar por 48 horas a 37°C; el cultivo
“B” en 5 ml de medio MM vy se dejo incubar a 37°C por 48 horas; y el cultivo “C” (overnight)
en 3 ml de medio MM e incubado a 37°C por 15 horas.

c) Obtencion de cromosomas

Se adicion0 50 pl de bromuro de etidio (500ug/mL) a cada cultivo y se dej6 actuar por 40
minutos. Seguidamente, se agregd 150 ul de Colcemid® (10ug/mL)y se incubd por 30 minutos
a 37°C. Los tubos se centrifugaron a 1500 rpm por 10 minutos, se desecho el sobrenadante, se
agreg6 10 ml de solucion hipoténica (KCI 0.075M) vy se incub6 por 30 minutos a 37°C. Los
tubos fueron nuevamente centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos, se desecho el sobrenadante
y se homogenizo el botdn celular, se adiciond 10 ml de fijador Carnoy (3 metanol : 1 acido
acetico) dejando actuar por 40 minutos a temperatura ambiente y se volvio a centrifugar a 1500
rpm por 10 minutos. Finalmente se realizaron lavados adicionando 5 ml de fijador Carnoy y

centrifugaciones a 1500 rpm por 10 minutos hasta obtener un sedimento blanquecino.
d) Preparacion de laminas y bandeo cromosémico

Se homogenizo la muestra y por goteo se colocé en laminas portaobjetos indicando el tipo de
cultivo, posteriormente fueron colocadas en canastillas y se dejaron “madurar’ en una
incubadora entre 70-85°C por 24 horas. Las laminas maduradas se sometieron al bandeo G con
colorantes Giemsa y Wright, previamente se sumergieron en una solucion buffer fosfato
(pH=7) con 400 pl de tripsina Gibco™ (1:250) (15-20 segundos) y posteriormente se realizaron
lavados con buffer (pH=7) (2-3 segundos). Para la tincién, las ldminas se sumergieron en 35
ml de buffer Gurr Gibco™ (pH=6.8) con 15 ml de colorante Wright (5 segundos) y en 45 ml
de buffer Gurr Gibco™ (pH=6.8) con 5 ml de colorante Giemsa (7 segundos). Se retir6 el

exceso de colorante con agua destilada y se dejaron secar al ambiente.
e) Analisis de laminas para estudio de cariotipo

La lectura se realizo en lo posible en 20 metafases. Se utilizé un microscopio de campo claro
con objetivo de inmersion para el analisis cromosomico. Aquellas metafases con mejor calidad
fueron seleccionadas para ser digitalizadas utilizando un microscopio Olympus BX61. Para el
procesamiento de fotomicrografias y cariotipaje se utilizo el software Applied Spectral Imaging
y para la designacion de la nomenclatura citogenética se utilizé el libro An international System
for Human Cytogenomic Nomenclature (ISCN) 2016 (McGowan-Jordan et al., 2016).
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Se determind la presencia 0 no de anomalias cromosomicas (ACs) en los cariotipos y a las
entidades que conforman (monosomales, complejos, con clonas no relacionadas). Las ACs en
general se reportaron con base a su presencia en la clona méas evolucionada en el cariotipo y
las de caracter primario junto con sus cambios secundarios. Asimismo, los cariotipos se
clasificaron en subgrupos prondsticos citogenéticos (GP) segun las ACs presentes (favorables,
intermedios o adversos) segun el Medical Research Council modificados (Harrison et al.,
2010) y European Leukemia Net 2017 (Dohner et al., 2017). Determinadas anomalias se
buscaron en el Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology
(http://AtlasGeneticsOncology.org) para corroborar su valor prondstico. La t(15;17)
perteneciente al subtipo LPA (Leucemia Promielocitica Aguda) se incluyd en este estudio y

esta reportada en el GP favorable (Johansson & Harrison, 2015).
Citogenética Molecular
Sondas utilizadas:

Cancer Genetics Italia, Inc.: Sonda de translocacion doble color doble fusion: 1) PML/RARA
que detecta la translocacién t(15;17). La sonda flanquea al gen PML en el punto de ruptura
15924 (sefial verde) y el gen RARA en la region 17921 (sefial roja). 2) MYH11/CBFB que
detecta la inversién inv(16) o translocacion t(16;16). La sonda flanquea al gen MYH11 en la
region 16p13 (sefial verde) y el gen CBFB en la regidn 16922 (sefial roja).

LSI Vysis - Abbott Molecular: Sonda de locus especifico TP53/CEP 17 que detecta el nUmero
de copias del gen TP53 el en la region 17p13.1 (sefial roja) y la sonda control de numeracion

cromosomica (CEP 17) en la regiéon 17p11.1 - q11.1 (sefial verde).
a) Preparacion de laminas:

Laminas para cariotipo sin tincion GTW se incubaron 45-50°C por 1 hora y media.
Posteriormente, se delimitd una seccién de la ldmina la cual presenté mayor nimero de células
en interfase/metafase, sin 0 muy poco citoplasma, con adecuada morfologia de nucleos y
cromosomas. Este procedimiento se realiz6 utilizando un microscopio de contraste de fases
LEICA DM750 con objetivo de 20X.

b) Desnaturalizacidon e Hibridacion

Todo procedimiento se realiz6 sin exposicién directa de los reactivos a la luz. Se agreg6 10 pl

de sonda sobre la zona diana, se cubri6 con un cubreobjetos, se sellé los bordes con un adhesivo
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y se dejo secar. Posteriormente la lamina se coloc6 dentro del sistema automatizado de
hibridacion Thermobryte™ con las siguientes condiciones térmicas: 80°C por 3 minutos

(desnaturalizacién) y 37°C por 18 horas (hibridacion).
c) Lavados post-hibridacion

Se retir6 el adhesivo de la lamina e inmediatamente se introdujo en dos soluciones de 2X
SSC/0.1% NP-40 a 45°C y en dos soluciones de 0.5X SSC/0.1% NP-40 a 45°C, en ambos
casos durante 5 minutos. Luego se enjuag6 con agua destilada y se dejoé secar durante 10
minutos a temperatura ambiente. Finalmente se agregé 10 ul del colorante de contaste

DAPI/Antifade sobre la zona diana, se cubrid con un cubreobjetos y se sello.
d) Analisis de laminas para estudio de FISH

El andlisis se realizé utilizando un microscopio de fluorescencia Olympus BX61 con los filtros
DAPI (contraste), FITC-verde (para genes PML, MYH11) y TXRED-rojo (para los genes y
RARA, CBFB y TP53). Una vez superpuestas las imagenes, se analizaron utilizando el software

Applied Spectral Imaging.

Los patrones de sefiales (conjunto de sefiales emitidas por las sondas en una célula) se
interpretaron y se anotaron al nimero y color observado, siendo verde (V), rojo (R) y amarillo
para genes de fusion (F). El conteo se realiz6 en al menos 200 nucleos interfasicos para cada
caso utilizando el programa mCounter V7.2 verificando un porcentaje de hibridacion mayor al
95%. Para designar un resultado positivo, el nimero de células con patrén de sefiales no
esperado (presencia de anomalia) tuvo que ser mayor al punto de corte segun la sonda utilizada
(Cuadro 2). La nomenclatura citogenética se determind segun el libro An international System

for Human Cytogenomic Nomenclature (ISCN) 2016 (McGowan-Jordan et al., 2016).

Cuadro 5. Puntos de corte para la designacion de resultados de FISH validados por el
departamento de Citogenética del laboratorio CARPERMOR.

Sondas Patrdn esperado Patrones no Puntos de

esperados corte (%)
e 2V 1R 2.2
Locus especifico LSI TP53 2V 2R Otros 111
Translocacién de doble color doble 2V 2R 1IF1V 1R 2.6
fusiéon PML/RARA Otros 0.08
Translocacidn de doble color doble 2V 2R 1F1V 1R 25
fusion MYH11/CBFB Otros 1.5
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Figura 3. Esquema general de las técnicas citogenéticas convencionales y moleculares.
A. Cariotipo. B. Hibridacion in situ con Fluorescencia (FISH).
Elaboracién propia utilizando el programa online BioRender.com
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3.7. Analisis estadistico

Se empleo estadistica descriptiva para representar los datos de sexo, grupo de edad, cariotipos,
anomalias cromosomicas y valor prondstico en tablas de tablas de frecuencias utilizando
Microsoft Excel 2019. Se utilizé el software estadistico IBM SPSS Statistics (version 22.0) para
comparar las variables categéricas usando la prueba de Chi-cuadrado (X?) de Pearson de

independencia, la prueba exacta de Fisher o Fisher-Freeman-Halton para tablas de 2x3.

3.8. Consideraciones éticas

La presente investigacion no implicé intervencion ni contacto directo con los pacientes de
manera que no se solicitd consentimiento informado; asimismo, los datos de las requisiciones
médicas y los resultados citogenéticos obtenidos fueron estudiados respetando el principio de

confidencialidad de cada paciente.
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IV. RESULTADOS

4.1. Distribucién de pacientes con LMA

Durante el periodo de junio a diciembre de 2019, 92 muestras de pacientes con LMA presuntivo
fueron seleccionadas para analisis citogenéticos. La media de edad fue de 43.1 afios para ambos
sexos (rango 1-88) y la distribucion fue ligeramente mayor en mujeres que en varones, 53.3%
y 46.7% respectivamente; sin embargo, en los varones la edad media fue mayor. De manera
global, la LMA predominé en pacientes adultos (>15 afios) (83.7%) de los cuales el 64.4%

fueron >46 afios, y en menor medida los pacientes pediatricos (<15 afios) (16.3%) (Tabla 1).

Tabla 1. Pacientes con LMA del laboratorio CARPERMOR junio-diciembre de 2019.

Pacientes Edad media (afios) Total n (%)
Sexo
Masculino 44.0 43 (46.7)
Femenino 421 49 (53.3)
Grupo de edad (afios)
Pediatricos
0-14 7.3 15 (16.3)
Adultos 50.2 77 (83.7)
15-30 225 14 (18.2)
31-45 36.8 15 (19.5)
46-60 52.6 24 (31.2)
>60 72.3 24 (31.2)
Total 43.1 92 (100)

4.2. Citogenética convencional de pacientes con LMA

4.2.1. Cariotipos de los pacientes

Fueron 85 pacientes con diagnostico presuntivo de LMA con indicacién para estudio de
cariotipo. Mediante el analisis citogenético se observd que los cariotipos alterados (CA)
(68.2%) fueron predominantes respecto a los cariotipos normales (CA) (31.8%). En el caso de
los CA, estos se observaron con mayor frecuencia en varones (71.4%) que en mujeres (65.1%)
y en la poblacién adulta (71.4%) en comparacion a pacientes pediatricos (53.3%) en los que la
distribucion de CA 'y CN fue muy similar (Tabla 2).
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Tabla 2. Cariotipos de pacientes con LMA.

Cariotipo n (%)

Pacientes p Normal Alterado Total
Sexo 0.532
Masculino 12 (28.6) 30 (71.4) 42 (49.4)
Femenino 15 (34.9) 28 (65.1) 43 (50.6)
Grupo de edad 0.223
Pediatricos 7 (46.7) 8 (53.3) 15 (17.6)
Adultos 20 (28.6) 50 (71.4) 70 (82.4)
Total 27 (31.8) 58 (68.2) 85 (100)

p<0.05 es significativo, IC: 95%.

Asimismo, los CA se presentaron de diversas maneras de acuerdo con el ndmero de ACs
presentes o que conforman. En orden decreciente se observaron cariotipos con 1 0 2 ACs
(74.1%), >3 ACs no complejos y complejos (6.9% cada uno), monosomales y casi ploidias

(3.4% cada uno). Otros menos frecuentes fueron los cariotipos con clonas no relacionadas que

exhibieron diferentes conformaciones (6.8% en total) (Tabla 3).

Tabla 3. Tipos de cariotipos de pacientes con LMA.

Cariotipo M/F P/A Total n (%)
Sin alteracion 12/15 7/20 27 (31.8)
Alterado 30/28 8/50 58 (68.2)
1 0 2 ACs presentes 21/22 7/36 43 (74.1)
>3 ACs (nho complejo)* 3/1 0/4 4(6.9)
>3 ACs (complejo) 2/1 1/2 3(5.2)
Monosomal 0/2 0/2 2(34)
Con hipo tri/tetra ploidias 1/1 0/2 2(34)
Clonas no relacionadas con 1 AC 2/0 0/2 2(3.4)
Clonas no relacionadas con 1 AC y tetraploidia 0/1 0/1 1(1.7)
Clonas no relacionadas con casi ploidia y complejo 1/0 0/1 1(2.7)
Total 42/43 15/70 85 (100)

M: masculinos, F: femeninos, P: pediatricos, A: adultos, ACs: anomalias cromosomicas.

*Con presencia de alguna alteracion cromosOmicas recurrente por la OMS: t(8;21), t(15;17)

inv(16)/t(16;16), t(9;11), t(v;11)(v;g923.3), t(6;9), inv(3)/t(3;3).
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Figura 4. Tipos de cariotipos de pacientes con LMA del laboratorio CARPERMOR.
A. Paciente femenino con cariotipo normal. B. Paciente femenino con cariotipo monosomal. C. Paciente

femenino con cariotipo complejo.
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Figura 5. Tipos de cariotipos con ploidias o casi ploidias de pacientes con LMA del laboratorio

CARPERMOR.
A. Paciente masculino con cariotipo hipotetraploide (81-91 cromosomas) el cual presenta pérdida del

cromosoma Y. B. Paciente femenino con cariotipo tetraploide (92 cromosomas).
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4.2.2. Principales hallazgos citogenéticos en cariotipos alterados

La anomalia cromosomica mas frecuente en este estudio fue la translocacion t(15;17) presente
en 14 pacientes (24.1%) principalmente en adultos (n=12). Otras ACs recurrentes fueron la +8
aislada en 7 pacientes (12.1%) en su mayoria varones (n=6); la t(8;21) en 5 pacientes (8.6%)
exclusivamente en adultos; cariotipos complejos en 4 pacientes (6.9%) de los cuales 3
presentaron anomalias en el cromosoma 5 y uno de ellos con der(21)t(8;21); también se
observo inv(16) y -7/del(7q) en 4 pacientes cada uno (6.9%). Entre las ACs menos frecuentes
encontramos a los cariotipos monosomales (-7 involucrada) y del(20qg) (3.4% cada uno),
seguido de del(5q), del(99), t(6;9), t(9;11), 1(9;22) y -Y (<2% cada uno). Otras ACs reportadas
fueron las t(3;5) y t(7;11), +11, i(17q), add(18q) (un caso cada uno), +10 (dos casos),
hipotriploidia e hipotetraploidia (un caso cada uno) y un caso de tetraploidia y cromosoma

isodicéntrico en clonas no relacionadas (Tabla 4).

4.2.3. Anomalias cromosémicas y cambios adicionales observados

Las ACs recurrentes de caracter primario (ACP) fueron identificadas en el 87.9% de los
pacientes de los cuales 33 (64.7%) estuvieron aisladas y 18 (35.3%) acompariadas de otros
cambios adicionales o secundarios (ACS). En 7 casos no se pudo determinar la ACP (12.1%).
De acuerdo con el sexo, las ACP aisladas como con ACS se presentaron en similar proporcion
en varones como en mujeres, y por grupo de edad, en adultos pacientes pediatricos (Tabla 5).
En orden decreciente las ACP mas frecuentes reportadas incluyen a la t(15;17), +8 aislada,
t(8;21), inv(16) y -7/del(7q).

La translocacion t(15;17) se observé aislada en 10 pacientes (71.4%) y excepcionalmente uno
presento una translocacion variante, por otro lado, 4 pacientes (28.4%) presentaron ACS de los
cuales dos tuvieron trisomia +8. La +8 también se presentd de manera aislada en el 12.1% de
pacientes; la t(8;21) se presentd principalmente acompafiada de ACS (80%) tales como
monosomias de los cromosomas sexuales (-X y -Y), deleciones del(9q) y del(11q), i(2q),
translocaciones desbalanceadas y balanceadas; la inv(16) se observé frecuentemente aislada
(75%) y la unica ACS relacionada fue la +22; la -7 se observo junto a una t(X;6) e i(7q) (ambas
en cariotipos monosomales) y una +21. En menor frecuencia la t(6;9), t(7;11), del(9q),
trisomias 10y 11, i(179), add(18q), t(9;22) y monosomia Y se presentaron aisladas. Otras ACP

con ACS se muestran en el Cuadro 6.
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Tabla 4. Distribucion de los principales hallazgos citogenéticos de pacientes con LMA.

Hallazgo citogenético M/F P/A Total n (%)
Ninguno 12/15 7/20 27 (31.8)
Con alteracion 30/28 8/50 58 (68.2)
t(15;17)(924;q21) 5/9 2/12 14 (24.1)
Aislada* 3/9 1/9 10 (71.4)
Con ACS 212 1/3 4 (28.4)
+8 aislada 6/1 2/5 7(12.1)
1(8;21)(g22;922) 3/2 0/5 5 (8.6)
Aislada 0/1 0/1 1 (20.0)
Con ACS 3/2 0/4 4 (80.0)
inv(16)(p13922) 2/2 0/4 4 (6.9)
Aislada 1/2 0/3 3 (75.0)
Con ACS 1/0 0/1 1(25.0)
Cariotipos complejos 3/1 1/3 4 (6.9)
-5/del(5q) involucrado 2/1 1/2 3(75.0)
Otro involucrado** 1/0 0/1 1(25.0)
-7/del(7q) 3/1 0/4 4 (6.9)
del(7q) aislada 1/0 0/1 1 (25.0)
-7 aislada 0/1 0/1 1 (25.0)
-7 con ACS y otros cambios** 2/0 0/2 2 (50.0)
Cariotipos monosomales (-7 involucrado) 0/2 0/2 2 (3.4)
del(20)(q11.2) 1/1 0/2 2(3.4)
Aislada 1/0 0/1 1 (50.0)
Con ACS 0/1 0/1 1 (50.0)
del(5q)** 1/0 0/1 1(1.7)
del(9)(g34) aislada 1/0 0/1 1(1.7)
1(6;9)(p23;934) aislada 0/1 1/0 1(1.7)
t(9;11) con ACS 0/1 0/1 1(1.7)
1(9;22)(q34;911.2) aislada 0/1 0/1 1(1.7)
-Y aislada 1/0 0/1 1(1.7)
Otros aislados 2/3 1/4 5 (8.6)
Otros con cambios variables*** 2/3 1/4 5 (8.6)
Total 42/43 15/70 85 (100)

M: masculinos, F: femeninos, P: pediatricos, A: adultos, ACS: anomalias cromosomicas secundarias.
*Un caso con translocacion variante que incluye al cromosoma 19.

** Incluye un caso con anomalias en clonas no relacionadas.

***Incluyen anomalias cercanas a ploidias, en clonas no relacionadas, otras menos comunes aisladas
y/o con ACS.
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Tabla 5. Pacientes con LMA que presentan anomalias cromosdmicas primarias.

ACs de caracter primario identificable n (%)

Pacientes p Aislada Con ACS Total
Sexo
Masculino 0.918 16 (64.0) 9 (36.0) 25 (49.0)
Femenino 17 (65.4) 9 (34.6) 26 (51.0)
Grupo de edad 1.000
Pediatricos 5 (62.5) 3 (37.5) 8 (15.7
Adultos 28 (65.1) 15 (34.9) 43 (84.3)
Total 33 (64.7) 18 (35.3) 51 (100)

p<0.05 es significativo, IC: 95%.

Cuadro 6. Anomalias cromosdémicas secundarias por cromosoma involucrado asociadas a

anomalias primarias de pacientes con LMA del laboratorio CARPERMOR.

Anomalias cromosémicas en LMA

Cambios adiconales segun el cromosoma involucrado
(=Y
w

1(3;5) -7 1(8;21) t(9;11) +10 t(15;17) inv(16) del(20q)
1
2 1+i, 1dert 1t
3
4
5 ladd(q)
6 1t 1t 1del(q)
7 1i 1t
8 1+ 1t 2+
9 1del(q) 1del(q)
10
11 1del(q)
12
1t
14
15
16 1t
17
18 ladd(q)
19
20
21 1+ 1-
22 1+
X 1t 1- 1-
Y 1-

1y 2: Cantidad de veces que aparece la anomalia cromosomica secundaria.
Las translocaciones (t) involucran dos cromosomas y representan una sola anomalia.
g: brazo largo del cromosoma, +: trisomia, -: monosomia, del: delecién; i: isocromosoma; dert:
cromosoma derivado por translocacion desbalanceada, add: adicion de material desconocido; i+:

isocromosoma adicional.
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Figura 6. Principales anomalias cromosémicas de pacientes con LMA del laboratorio

CARPERMOR.
A. Paciente femenino con t(15;17) clésica. B. Paciente femenino con t(15;17) compleja. C. Paciente

masculino con trisomia 8. D. Paciente femenino con monosomia 7. E. Paciente masculino con t(8;21)
y monosomia Y. F. Paciente masculino con inv(16) (pericéntrica) y trisomia 22.
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4.2.4. Valor pronostico de las alteraciones citogenéticas observadas

Las ACs observadas en los cariotipos se clasificaron de acuerdo con los grupos pronosticos
citogenéticos (GP) establecidos. El 50.6% de los pacientes pertenecieron al GP intermedio,
principalmente lo que presentaron cariotipos normales (62.8%). Este GP intermedio predominé
en todos los grupos, siendo mas comun en pediatricos (73.3%). En menor medida se observaron
pacientes con GR favorable (27.1%) en su mayoria por la presencia de la t(15;17) (60.9) y
adverso (22.4%) por la -7/del(7q) (31.6%) y cariotipos complejos (21.1%).

Tabla 6. Pacientes con LMA de acuerdo con el grupo prongostico citogenético.
Grupo pronostico citogenético n (%)

Pacientes p Favorable Intermedio Adverso Total
Sexo 0.642
Masculino 10 (23.8) 23 (54.8) 9(21.4) 42 (49.4)
Femenino 13 (30.2) 22 (46.5) 10 (23.3) 43 (50.6)
Grupo de edad 0.189
Pediatricos 2 (13.3) 11 (73.3) 2 (13.3) 15 (17.6)
Adultos 21 (30.0) 32 (45.7) 17 (24.3) 70 (82.4)
Total 23 (27.1) 43 (50.6) 19 (22.4) 85 (100)

p<0.05 es significativo, IC: 95%.

Tabla 7. Clasificacion de las anomalias cromosémicas seguin el grupo prondstico citogenético de
pacientes con LMA.

Grupo prondstico citogenético n (%)
Favorable 23 (37.1)
t(15;17) 14 (60.9)
t(8;21) 5(21.7)
inv(16) 4 (17.4)
Intermedio 43 (50.6)
Cariotipo normal 27 (62.8)
+8 aislada 7 (16.3)
del(20q) 2(4.7)
del(9q) 1(2.3)
-Y 1(2.3)
Otros 5(11.6)
Adverso 19 (22.4)
Cariotipos complejos 4(21.1)
-7/del(7q) 4 (21.1)
Cariotipos monosomales (-7 incluido) 2 (10.5)
t(6;9) 1(5.3)
t(9;22) 1(5.3)
Otros 7 (36.8)
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4.5. Citogenética molecular de pacientes con LMA
La indicacion de la prueba de FISH se realizd a 7 pacientes y adicionalmente a 2 como

complemento a la prueba de cariotipo.

La sonda PML/RARA (15024/17qg21) detecto la presencia de los genes de fusion PML y RARA
en 4 pacientes, uno de ellos con translocacion variante t(17;15;19) por estudio de cariotipo y
por FISH se observo el 92% (184/200) células interfasicas con un patron de sefiales no
esperado. Adicionalmente a este paciente se le realizd FISH en metafases y se observé que en
el 100% (20/20) se observaba la presencia de una sefial PML (verde) en el cromosoma 15, una
sefial PML/RARA (amarillo-fusién) en el cromosoma homoélogo 15 y una sefial RARA (rojo)
en el cromosoma 17 la sefial RARA. Sorprendentemente. el cromosoma 19, inicialmente

involucrado en la translocacion compleja, no presentd ninguna sefial.

La sonda LSI TP53 (17p.13.1) detecto la delecion del gen TP53 en el cromosoma 17 en una
clona que constituye el 3.9% (3/204) de los nucleos analizados. Adicionalmente se observo que
el 2% (4/204) de las células presentaron tres sefiales LSI TP53.

Finalmente, se confirmd la inv(16) en un cariotipo con la deteccion de los genes de fusién
MYH11/CBFB mediante FISH en el 100% (200/200) de nucleos interfasicos.

El detalle de los patrones de sefiales observados y su interpretacion se muestran en el Cuadro
4,
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Cuadro 4. Hallazgos citogenético-moleculares (FISH) de pacientes con LMA, CARPERMOR
junio - diciembre de 2019.

Sonda Sexo | Edad Patron de sefiales . NEJC.IEOS Interpretaciéon | Resultado
F \Y R interfasicos (%)
- v | 1R 1(0.5) -17
CEP17(verde)/ ; - i gx éE 513 ((3)'2) S:BSI(|_1|7p) Positivo
TP53(17p13.1)(rojo) i ©05) ) del(17p)
- 2V | 3R 4(2) FISH (-)
- 2V | 2R 190 (93.1) FISH (-)
Positivo
MYH11(16p13)(verde)/ a . .
. m 23 1F Y 1R 200 (100) inv(16) variante
CBFB(16722)(rojo) inv(16)
g 2F | v | 1R 184 (92) t(15;17) Positivo
4
- 2V | 2R 16 (8) FISH () t(15;17)
Negativo
m 46 - 2V 2R 200 (100) FISH (-) 1(15:17)
2F | Vv | IR 121 (59) t(15;17) Positivo
f | 39 _
- lav | R 84 (41) FISH (-) (15.17)
F | v | 1R 2(1) t(15;17)
f 65 - 3v 2R 2(1) FISH (-) Negativo
PML(15q24)(verde)/ - 2V | 3R 1(0.5) FISH (-) t(15;17)
RARA(17¢21)(rojo) - 2V | 2R 199 (97.5) FISH (-)
f 2 2F v 1R 77 (74) t(15;17) Positivo
- 2V | 2R 27 (26) FISH () t(15;17)
F | v | 1R 3(L5) t(15:17)
f 5 - 2V 1R 1(0.5) FISH (-) Negativo
- v | 2R 2 (1) FISH (-) t(15;17)
- 2V | 2R 194 (97) FISH (-)
1F | 1v | 1R 184 (92) t(15:17) Positivo
fb 55 variante
- | 2v | R 16 (8) FISH (-) {(15;17)

aPaciente con inv(16) y P Paciente con t(17;15;19) por estudio de cariotipo previo.
f: femenino, m: masculino, V: sefial verde, R: sefial roja, F: sefial de fusion, t: translocacion, del:
delecion, -: monosomia, FISH: Hibridacioén in situ con fluorescencia.
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PML-RARA “*
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nuc ish(PML,RARA)x2[16/200] RARAX2)[184/200] con CBFBx1)[200/200]

D

PML-RARA

PML PML-RARA
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15

19 20 21 2

46,XX,t(17;15;19)(921;924;q13.3).ish der(15)t(15;17)(PML+ RARA+),der(17)t(17;19)(RARA-)[20]

Figura 7. Hallazgos mediante FISH en pacientes con LMA del laboratorio CARPERMOR.

A. Paciente femenino con delecion del gen TP53 (17p13.1) (centro), también presentd células con
sefiales normales (izquierda) y una sefial TP53 adicional. Sefial CEP17 indica la sonda control
centromérica (17p11.1-g11.1). B. Paciente femenino con fusion de genes PML(150924)/RARA(17qg21)
(derecha) y células con sefiales normales (izquierda). C. Paciente masculino con fusion de genes
MHY11(16p13)/CBFB(16g22) con un patron de sefiales anormal variante. D. Paciente femenino con
t(17;15;19)(921;024;913.3) y patrdn de sefiales PML y RARA atipico. FISH en interfase (izquierda
abajo) muestra una sefial roja (RARA), una sefial verde (PML) y una sefial amarilla (fusion
PML/RARA). FISH en metafase (izquierda arriba) muestra una sefial verde (PML) en el cromosoma
15, una sefal roja (RARA) en el cromosoma 17, una sefial amarilla (fusion PML/RARA) en el
cromosoma 15 y ninguna sefial en el cromosoma 19. El cariotipo por FISH se muestra en la derecha.
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V. DISCUSIONES

En el presente trabajo se describieron las alteraciones cromosémicas de pacientes mexicanos
con diagnostico presuntivo de LMA del laboratorio CARPERMOR entre junio-diciembre de
20109.

La LMA es una enfermedad que afecta ligeramente mas a pacientes del sexo masculino (Shallis
etal., 2019). En este estudio, la LMA fue ligeramente mas frecuente en mujeres (53.3%)
respecto a varones (47.7%). Trabajos realizados en México coinciden con lo reportado a nivel
mundial (51.2-51.5% en hombres y 48.5-48.8% en mujeres) (Demichelis-Gomez et al., 2020;
Santoyo-Sanchez et al., 2017); sin embargo, en una menor poblacion la diferencia fue mayor
en mujeres (63%) respecto a varones (37%) (Sierra-martinez et al., 2011). Por otro lado, en
Brasil, tambien reportan una ligera predisposicion de la LMA en el sexo femenino (53%)
siendo mas notoria a partir de los 55-59 afios (Capra et al., 2007). Respecto a la distribucion
por género, (Rubnitz et al., 2010) menciona que no hay diferencia en la incidencia de la LMA
en ambos sexos, por lo que esta variacion dependeria de los datos analizados y factores

demograficos.

Referente a la edad, la LMA es frecuentemente diagnosticada a los 65 afios (Shallis et al., 2019)
y particularmente en México entre los 32-44 afios (Cruz-Santana et al., 2016). Aunque afecta
a todas las edades, principalmente se observa en adultos (80%) (Lagunas-Rangel, 2016). La
edad media en este estudio fue de 43.1 afios (1-88 afios) afios y la LMA se observé mayormente
en pacientes adultos (83.7%). Dentro de este grupo, los pacientes entre 46-60 y >60 afios fueron
los mas afectados (cada uno con 31.2%). Estos datos concuerdan con lo reportado en la
poblacion mexicana; asimismo, otros paises como la India, Brasil y Argelia también reportan
medias similares (42-45 afios) (Shallis et al., 2019). La diferencia en la media de edad podria
explicarse debido a la edad de la poblacion y en general al infra diagnéstico en pacientes
mayores y factores socioecondémicos involucrados (Capra et al., 2007; Colunga-Pedraza et al.,
2018). Por otro lado, la edad del paciente es un fuerte factor de riesgo en la LMA y en el caso
de pacientes adultos mayores (>60 afios) se relaciona con un prondstico desfavorable (Pollyea
etal., 2011).

Con relacion a los patrones cariotipicos de los pacientes con LMA, nuestros datos indicaron
que los cariotipos alterados (CA) predominaron en la poblacién estudiada (68.2%) similar al
71% reportado por (Sierra-martinez et al., 2011). Asimismo, los CA se observaron en similar

proporcidn a los cariotipos normales (CN) en pediatricos y con mayor frecuencia en adultos.
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La variacién en cuanto a lo reportado podria deberse a datos demograficos ya que en este
estudio la poblacién de pacientes pediatricos no fue tan extensa, a la calidad de las metafases
0 que al momento de realizar el cultivo in vitro solo se hayan dividido células normales y
especificamente en el caso de los CN existe la posibilidad de que presenten anomalias cripticas
las cuales han sido previamente reportadas en el 25-50% de los casos (Johansson & Harrison,
2015). No se observd una significancia estadistica entre la presencia de uno u otro tipo de

cariotipo por sexo (p=0.532) o grupo de edad (p=0.223).

Segun el numero de ACs y las entidades que conforman en los cariotipos anormales, aquellas
con 1-2 ACs representaron el mayor grupo (74.1%%) mayormente en adultos y corresponden
a ACs de caracter primario o con cambios adicionales similar al 76% reportado por (Grimwade
et al., 2010) en pacientes con LMA entre 16-59 afios. Por otro lado, el 6.9% correspondieron a
cariotipos con >3 ACs pero no del tipo complejo ya que presentaron translocaciones recurrentes
de acuerdo con la OMS, y segun esto, la ganancia de otras anomalias no alteraria su grupo
prondstico por lo que no fueron considerados como cariotipos complejos (Johansson &
Harrison, 2015).

Los cariotipos con hipo tri y tetra ploidia se observaron en dos casos (3.4%). Estas casi ploidias
son raras en la LMA y han sido poco estudiadas. (Yang et al., 2019) menciona que podrian
tener caracteristicas distintivas en morfologia, heterogenetidad inmunofenotipica e
inestabilidad cariotipica en respuesta al tratamiento. Debido a la poca informacién, su
significancia prondstica sigue siendo poco clara, pero supondrian un grupo pronostico adverso
(Huang et al., 2017; Yang et al., 2019).

Los cariotipos con clonas no relacionadas se encontraron en el 6.8% de los pacientes. De
manera general estos hallazgos son poco comunes y se encuentran en el 1.1-3.7% de todos los
casos de LMA (Kasahara et al., 2016). Al respecto, (Schanz et al., 2010) mencionan que la
evaluacion de las combinaciones de las ACs de las clonas no relacionadas deben realizarse de
manera especifica para poder establecer su factor pronostico. En nuestro estudio, observamos
clonas no relacionadas presentaron hipotetraploidia/cariotipo complejo y tetraploidia/idic(7)
que individualmente son reportadas como adversas y otras con del(5q) y monosomia 7 también

de prondstico adverso (Johansson & Harrison, 2015).

Por otro lado, relacionado a la presencia de alteraciones cromosomicas primarias (ACP) en la
LMA, estas cumplen un rol importante en el proceso de leucemogeénesis y se relacionan en su

mayoria con un subtipo de leucemia en particular (Gersen & Keagle, 2005). En nuestro trabajo
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las ACP se observaron el 87.9% de los pacientes tanto de manera aislada como acompafadas
de ACS. No se observo diferencias estadisticamente significativas entre la presencia de una
ACP aislada o con ACS por sexo (p=0.918) o grupo de edad (p=1.000).

Las alteraciones cromosdmicas (ACs) recurrentes en LMA como la t(15;17), t(8;21) e inv(16)
y otras entidades como los cariotipos complejos y monosomales han sido estudiados y su
significancia prondstica discutida y actualizada (Arber et al., 2016; Demichelis-Gomez et al.,
2020; Dohner et al., 2017; Harrison et al., 2010; Swerdlow SH et al., 2017). Ademas, algunas
de las frecuencias de las anomalias que a continuacion se describen son similares a lo
comunmente reportado y otras difieren, lo que supone una heterogeneidad geogréafica de las

alteraciones cromosomicas (Johansson et al., 1991).

La Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) es un subtipo de LMA y destaca principalmente por
la translocacion t(15;17)(g22;921) que involucra la fusion de genes RARA y PML (Swerdlow
SH et al., 2017). Para que se dé la maduracién mieloide normal, PML y RARA actlian como
supresor del crecimiento y proapoptosis, y como factor de transcripcion respectivamente; sin
embargo, la proteina de fusion PML-RARA puede alterar la diferenciacion de células mieloides
y hacer que proliferen (Adams & Nassiri, 2015). La t(15;17) ha sido bien caracterizada y se
encuentra en el 13% de los pacientes con LMA (Arber et al., 2016), es la tnica anomalia en el
70% de los casos y frecuentemente se encuentra asociada con la trisomia 8 (10-15%), del(7q),
del(9q) y trisomia 21 con un prondstico favorable (Johansson & Harrison, 2015). En este
trabajo la t(15;17) fue la anomalia mas frecuente (24.1%) siendo esta mayor a lo anterior
reportado; sin embargo, en la poblacion mexicana, la LPA es el subtipo més frecuente con una
incidencia del 35.5% Yy esta variacion geografica se debe probablemente a una predisposicion
genérica o a factores de riesgo especificos como obesidad y la dieta (Colunga-Pedraza et al.,
2018). Por otor lado, la t(15;17) se observé de manera aislada en el 71.4% de los casos, muy
similar a lo reportado por Johansson y Harrison, 2015 (Johansson & Harrison, 2015). El 8.4%
restante presentd ACS, dos de los cuatro con trisomia 8. Otras alteraciones adicionales fueron
t(2;7), del(6q), t(13;16), add(18q) y monosomia 21, anomalias raras segun (Mitelman Database
Chromosome Aberrations and Gene Fusions in Cancer) excepto la t(13;16) que no se encuentra

reportada.

De todas la ACs observadas en este estudio, solo una presentd una translocacion entre 3

cromosomas t(17;15;19)(g21;924;913.3). Al respecto, las translocaciones variantes a la
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t(15;17) se encuentran en el 1-2% de casos (Adams & Nassiri, 2015) y particularmente la aqui

reportada, solo en tres casos similares en el Mitelman Database.

La trisomia 8 fue otra de las anomalias mas recurrentes y puede ser primaria o secundaria. Esta
se observa en el 10-15% de casos con LMA vy tiene significancia pronostica intermedia
(Heerema, 2017). A nivel molecular, su presencia estaria relacionada con cambios de expresion
génica y duplicacion de genes o mutaciones en el cromosoma 8. En general es una de las mas
comunes 'y es el tnico cambio en el 5% de cariotipos anormales (Johansson & Harrison, 2015).
Estudios como el de (Cervera, 2016) también concluyen que la trisomia 8 es una anomalia
numérica recurrente, ademas (Movafagh et al., 2011) en su trabajo, la reporta como una de las
principales alteraciones secundarias. En este estudio, la trisomia 8 se observd en el 12.1% de
los pacientes, ademas en tres casos estuvo asociada a t(3;5) y t(15;17). Si bien la trisomia 8 es
muy recurrente LMA, es poco frecuente encontrarla de manera aislada; sin embargo, nuestros

datos muestran que dicha anomalia fue una de las principales.

La -7/del(7g) (monosomia 7 y delecion 7q), se encuentra en el 5-7% de casos de LMA. La
pérdida de las regiones 7922 o 7g922-g25 involucradas generaria que genes supresores de
tumores responsables del crecimiento y control de la diferenciacion se vean alterados, ademas
su ausencia esta relacionada a un factor pronostico adverso para el paciente (Pourrajab et al.,
2020). La -7/del(7q) se observé en el 6.9% de los cariotipos alterados; sin embargo, también
estuvo presente en los dos Unicos casos de cariotipos monosomales (CM) (3.4%) y en un caso
de cariotipo complejo (CC) (1.7%) lo que en su conjunto representd un total del 12.0% solo
superado por la t(15;17) y la +8. De esta forma y dada la distribucion de la -7/del(7q) en los
diversos cariotipos, fue una de las alteraciones mas frecuentes (solo observada en adultos) y la
maés recurrente en los cariotipos con prondstico adverso. Al respecto, (Poiré etal., 2020)
mencionan que la -7/del(7q) se asocia frecuentemente con anomalias de alto riesgo como las
aqui mencionadas y otras como la -5/del(5q), anomalias 17p e inv(3). En su trabajo, también
sustentan que la presencia de la -7/del(7q) con o sin CC en ausencia de CM, anomalias 17p e
inv(16), se asociaria a una mejor supervivencia de los pacientes después de un trasplante
alogénico de células madre. En nuestro estudio, solo dos pacientes, uno con del(7q) aislada y
otro con -7 y +21, estarian incluidos en este grupo, sin embargo, se necesitarian mas estudios

en nuestra poblacion para estimar su valor prondstico en un tratamiento futuro.

Respecto a los cariotipos monosomales, solo se observaron dos casos (3.4%) y en ambos la -7

estuvo presente. La literatura menciona que esta entidad se encuentra en el 6-10% de pacientes
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con LMA y con frecuencia la -7 en el 22.6-45.0% de los casos (Anelli etal., 2017). El
tratamiento con quimioterapia convencional no parece ser muy eficiente en este grupo de

pacientes (Orozco J & Appelbaum, 2012).

La translocacion t(8;21)(922;g22) y la inversion inv(16)(p13;g22) son anomalias que generan
proteinas de fusion RUNX1-RUNXT1 y CBFB-MYH11 respectivamente las cuales producen
un bloqueo de la transactivacion de genes supresores de tumores en la LMA vy estan

relacionadas a un prondstico favorable (Pourrajab et al., 2020).

La t(8;21) es una de las anomalias caracteristicas en la LMA y ha sido reportada en el 5-12%
de pacientes (Heerema, 2017), ademas, es el inico cambio cromosdémico en el 45% de los casos
(Johansson & Harrison, 2015). En nuestro estudio, esta anomalia se presentd en el 8.6% de los
pacientes, coincidiendo con lo anterior reportado y solo se observé en adultos. Otros trabajos
como el (Shaikh et al., 2018) mencionan una frecuencia similar de 8.3% en adultos >15 afios.
Asimismo, la t(8;21) fue la Unica anomalia en el 20% de los casos y en el restante 80% se
presentd acompafiada de ACS como del(9) y monosomia X, reportadas previamente
(Johansson & Harrison, 2015). Entre otras ACS asociadas se encontraron del(11q), t(6;8),
cromosoma derivado 2 por t(2;9) e isocromosoma 2 adicional (+i(2)(ql10)). Sobre este Gltimo,
la trisomia 2 es un hallazgo raro en LMA (Dixon-Mclver, 2006) y mas en concreto el i(2) solo
ha sido reportado en dos casos en cariotipos complejos segiin Mitelman Database; sin embargo,
aqui reportamos su presencia junto a la t(8;21). Por otro lado, la inv(16) se encuentra en el 5%
de todos los casos de LMA y es la anomalia Unica en el 70%, ademas, los principales cambios
secundarios incluyen en orden decreciente trisomia 22, trisomia 8, del(7q) y trisomia 21
(Johansson & Harrison, 2015). Reportamos esta alteracion como la tercera anomalia mas
frecuente con prondstico favorable observandose en el 6.9% de los cariotipos anormales, todos

de pacientes adultos, ademas, el inico cambio secundario fue la trisomia 22.

Los cariotipos complejos son entidades reportadas en el 10-12% de pacientes con LMA, tienen
un factor pronéstico adverso y se caracterizan por presentar anomalias desbalanceadas
principalmente pérdidas de 5q (~80%), 7q y 179 que a menudo se presentan juntas (Mrozek
etal., 2019). Ademas, estos cariotipos son menos comunes en pediatricos (10-15%) en
comparacién con los adultos (15-40%) (Johansson & Harrison, 2015). En este estudio los
cariotipos complejos representaron el 6.9% de los pacientes de los cuales solo uno fue
pediatrico. Adicionalmente, el 75% de estos cariotipos presentaron monosomias del

cromosoma 5 (-5) o deleciones en 5q (del(5q)). Estas -5/del(5q) son frecuentemente reportadas
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en Sindromes Mielodisplasicos (MDS) (~10%) (Tasaka et al., 2008), pero también tienen
incidencia en la LMA. En cualquiera de los casos esta anomalia estd asociada a una rapida
progresion de la enfermedad especialmente cuando son parte de cariotipos complejos
(Kanehira, 2009). Entre las anomalias asociadas a -5/del(5q) se observaron la del(7q),
monosomias 13, 17 y 18 que ya han sido reportadas previamente (Johansson & Harrison, 2015;
Kanehira, 2009) y otras como del(3p), del (19p), monosomia 16, trisomia 21, diversas
translocaciones desbalanceadas, cromosomas marcadores y un cromosoma derivado 21
(der(21)) por t(8;21)(g22;922); sin embargo, esta Gltima se ha reportado como secundaria en
los casos con t(8;21) tipicos con pronostico favorable, por lo que, estudios moleculares podrian
ayudar a caracterizar dicha anomalia y en conjunto con la clinica esclarecer su valor pronostico.
Los cariotipos complejos en LMA son una entidad que presenta desbalances gendmicos e
involucra genes especificos como el TP53 y debe estudiarse considerando edad, estado del

paciente y las anomalias presentes (Johansson & Harrison, 2015).

Debido a que la LMA es una enfermedad heterogénea, surge la necesidad de poder estratificar
los hallazgos citogenéticos y su significancia prondstica, siendo estas el tipo favorable
(translocaciones balanceadas comunes), intermedio (incluye cariotipos normales y otras
anomalias) y adverso (como cariotipos complejos y monosomales) (Dohner etal., 2017,
Harrison et al., 2010).

Respecto a los grupos prondsticos citogenéticos (GP) favorable, intermedio y adverso, estos
representan el 20%, 50% y 30% respectivamente de los casos con LMA (Orozco J &
Appelbaum, 2012). En nuestro estudio, el GP intermedio correspondi6 casi la mitad de los
pacientes (50.6%) y en menor porcentaje los de tipo favorable (27.1%) y adverso (22.4%). Se
observo que los pacientes femeninos presentaron mayor porcentaje de cariotipos con GP
favorable (30.2% vs. 23.8%); sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas para la presencia de los GR para uno u sexo (p=0.642) similar a lo reportado por
(Shaikh et al., 2018). Interesantemente, un estudio sugiere que las mujeres tendrian un factor
de riesgo favorable en la LMA, probablemente relacionado a variaciones hormonales en la
alteracion de la biologia de la enfermedad y las influencias sociales (Acharya et al., 2018).
Referente al grupo de edad, a pesar de que hubo mayor porcentaje de adultos, los pediatricos
presentaron en su mayoria cariotipos con GP intermedio (73.3% vs 45.7%). No se observd
diferencias estadisticamente significativas entre las variables grupo de edad y GR (p=0.189).
Al respecto, (Llimpe, 2021), sustenta que la LMA peditrica tendria un perfil distinto al de los

adultos con una clinica y biologia caracteristica y que el prondstico de estos pacientes variaria
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segun el tratamiento utilizado ya que mayormente la estrategia terapéutica se realiza con base
a datos en la poblacion adulta. Debido a que no se conté con datos clinicos adicionales solo se

establecid el prondstico con base a las guias de referencia antes descritas.

LA técnica de FISH implica el uso de sondas de fluorescencia que hibridan con loci de interés
y permiten detectar anomalias recurrentes en LMA a nivel molecular mediante la observacion
de patrones de sefiales anormales. Algunas de las aplicaciones de FISH especificamente en la
LMA abarca la deteccién de la yuxtaposicion de los genes CBFB (16¢g22) y MYH11 (16p13.1)
por medio de una inv(16)/t(16;16) en los casos en que la morfologia de los cromosomas en
cariotipo no permite detectar la anomalia, de la fusion de PML (15g24) y RARA (17921)
producto de una t(15;17) por su valor pronostico y eficacia en la quimioterapia con ATRA
(&cido transretinoico total) o la pérdida del gen TP53 en 17p13.1 involucrado en diferentes
procesos neoplasicos (Gonzales & Mikhail, 2017).

En esta investigacion, 4 pacientes presentaron positividad para la fusion de genes PML/RARA
con un patron de sefiales anormales caracteristicos de la t(15;17) en el 59-100% de nucleos
interfasicos. 1 caso presentd una variante de la clasica t(15;17), la cual involucr6 al cromosoma
19 inicialmente descrita en el cariotipo como t(17;15;19)(q21;924;913.3) y por medio de FISH
en interfase y metafase se logré caracterizar la variante a nivel molecular. Este patron atipico
encontrado mostré un sefial verde (PML en 15g24), una sefial roja (RARA en 17g21) y una
sefial de fusién amarilla PML/RARA en el cromosoma der(15). Sorprendentemente el
cromosoma 19 no presentd ninguna sefial de PML o RARA lo gque nos hizo suponer que se
trataria de una insercion submicroscépica del gen PML en RARA en el cromosoma 17, seguido
de una translocacion del gen de fusién PML/RARA hacia 15q24. (Amare et al., 2011) reportd
este patron poco comun en el 4.5% de fusion de genes PML/RARA pero en la t(15;17) clésica.
Por otro lado, en 1 paciente se realiz6 FISH como complemento a la inv(16) detectada por
cariotipo observando un patron de sefiales anormal (1 fusion, un sefial verde y una roja) lo que
sugeriria una inversion y delecion de los genes MYH11/CBFB en el cromosoma 16 afectado,
evento también reportado (Yang et al., 2021). Otra alteracion detectada fue la delecion del gen
TP53 en 17p13.1. La pérdida del gen supresor de tumores p53 se asocia frecuentemente con
un curso de la enfermedad maés agresivo por lo que su deteccidn podria ser considerada como

un indicador de un factor pronostico adverso en la LMA (Ismail et al., 2012).

El presente estudio, destaca la importancia de las técnicas citogenéticas para detectar anomalias

cromosomicas en la LMA tanto por tamizaje por cariotipo como aquellas a nivel molecular
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mediante FISH. En concreto el analisis de cariotipo sigue siendo una técnica gold standard en
LMA ya que permite detectar aberraciones clonales las cuales proporcionan informacion
importante para el pronostico y tratamiento del paciente (Rack et al., 2019). La técnica de FISH
por su parte permite caracterizar las anomalias a nivel criptico tanto en células interfasicas
como metafasicas y es util en los casos en lo que la morfologia de los cromosomas en los
cariotipos no sea la adecuada, ademas, apoya al entendimiento del origen y progresion de las
enfermedades oncohematoldgicas (Wan & Ma, 2012). Otra técnica molecular como la PCR
destaca por su alta sensibilidad para detectar alteraciones en LMA y RT-gPCR o Transcripcion
Reversa Cuantitativa en Tiempo Real para detectar transcritos de fusién anormales importantes
para el diagnostico y seguimiento de pacientes con LMA (Qin, 2022; Schumacher et al., 2017).
Una tecnologia emergente como el Mapeo Optico Genémico podria ser una herramienta muy
atil ya que permitiria detectar diferentes tipos de alteraciones cromosémicas de forma
simultanea ofreciendo un enfoque del genoma completo para el diagndstico citogenético en la
LMA (Gerding et al., 2022).

Esta investigacion es una de las primeras desarrolladas en el laboratorio de referencia
CARPERMOR concerniente al estudio de anomalias citogenéticas en LMA y dado su amplio
rango de accion en la poblacion mexicana recae la importancia de describir las alteraciones
cromosOmicas mas recurrentes y su distribucion. Estos datos en conjunto con la clinica de cada
paciente ayudaran a seguir caracterizando dichas anomalias, sus variantes y nuevas entidades

con el proposito de establecer su significancia pronostica y mejor estrategia terapéutica.
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VI. CONCLUSIONES

La LMA afect6 a pacientes de ambos sexos; sin embargo, fue mayor en adultos >15 afios.

Alrededor de 2/3 de los pacientes para estudio de cariotipo presentaron alguna ACs. Solo 1/3
de los mismos no presentaron anomalias, probablemente en este grupo estén involucrados

rearreglos a nivel submicroscépico.

Las ACs mas recurrentes fueron lat(15;17) (24.1%) siendo la +8 la ACS mayormente asociada.
Otras ACs fueron +8 aislada (12.1%), -7/del(7q) (12%) de gran distribucién en los distintos
cariotipos y la t(8;21) (8.6%) exclusiva de adultos.

Las ACs caracter primario (ACP) se presentaron principalmente de manera aislada (64.7%) en

los cariotipos y en menor proporcion acompafiadas de ACS (35.3%).

Las ACs establecidas en el grupo pronoéstico intermedio prevalecieron en la poblacion
estudiada (50.6%), incluyendo principalmente a aquellos pacientes con cariotipo

aparentemente normal.

El valor prondéstico de las anomalias cromosomica debe estudiarse en conjunto con la clinica

de cada paciente para un mejor abordaje y entendimiento de la enfermedad.

No se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre las variables sexo y grupo de edad

de los pacientes, y tipo de cariotipo y significancia prondstica.

La técnica de FISH permitié detectar la fusion de genes PML/RARA y MYH11/CBFB en
casos tipicos como variantes, y pérdida del gen P53, todos de importancia para el diagndstico
de laLMA.

Las técnicas citogenéticas continGian siendo de vital importancia para poder detectar diversas
anomalias en la LMA, apoyan al diagnostico y proveen informacién importante sobre el

prondstico para un futuro abordaje terapéutico y dirigido.
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VIl. RECOMENDACIONES

Surge la necesidad de poder ampliar la poblacién en estudio y apoyarse de otras técnicas
moleculares como FISH, PCR y técnicas de secuenciacion para encontrar patrones distintivos

de las ACs en LMA y caracterizarlas con mas detalle en la poblacion mexicana.

Dado que por estudio de cariotipo no se observaron ACs en alrededor de 1/3 de los pacientes,
enfocarse en este grupo utilizando herramientas moleculares seria importante para determinar

la presencia de anomalias a nivel génico.

Un seguimiento de los pacientes en el tiempo seria lo ideal para monitorear las ACs en la
evolucion de la LMA y por medio de la clinica y curvas de supervivencia analizar el impacto

de las ACs con el pronostico real de cada paciente con base al tratamiento.
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VIII.
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ANEXO 2

RESULTADOS DE CARIOTIPOS DE PACIENTES DEL LABORATORIO
CARPERMOR JUNIO-DICIEMBRE DE 2019

N"Caso | g, | Edad RESULTADO DE CARIOTIPO
asignado (afios)
1 F 1 46,XX
2 F 2 46,XX
3 = 3 46,XX,-5,der(6)t(6;16)(q11.1;911.1),der(15)t(5;15)(931;922),-
16,+21,+mar
4 F 5 47,XX,add(5)(q31),+10
5 F 6 46,XX
6 M 7 46,XY
7 F 7 47 XX,+8,t(15;17)(q24;921)
8 F 7 46,XX
9 F 7 46,XX
10 F 8 46,XX,1(6;9)(p23;q34)
11 F 9 47 XX, +10[11]/46 X X[14]
12 M 11 47, XY ,+8[17]/46,XY[3]
13 M 11 46,XY
14 M 12 47, XY ,+8
15 M 13 46,XY,1(15;17)(q24;921)
16 M 19 46,XY
17 M 19 46,XY
18 M 20 Hipotetraploidia[3]/46,XY[19]
19 M 20 45,X,-Y,1(8;21)(922;922)
20 M 21 46,XY,inv(16)(p13.1g22)
21 M 21 46,XY,1(15;17)(924;921)[17]/46,XY[3]
22 M 22 46,XY,1(8;21)(922;922),del(9)(q31)
23 M 23 46,XY
24 M | 23 47 XY, inv(16)(p13g22),+22
25 M 23 46, XY
26 F | 25 46,XX,1(15;17)(q24;921)[21]/46,XX[9]
27 F | 25 46,XX,1(15;17)(924;921)
28 F 26 46,XX,t(15;17)(q24;921)
29 M 28 46,XY,1(15;17)(q24,921)
30 F 31 46,XX,del(20)(q11.2)[14]/45,X,-X,del(20)(g11.2)[6]
31 M 31 46,XY,-7,+21
32 F 34 46,XX,1(15;17)(q24;921)
33 F 34 46,XX,1(15;17)(024;921)[13]/46,XX,del(6)(q25),
1(15;17)(q24;921.3)[7]/46, X X[5]
34 M | 34 46,XY ,1(3;5)(q24;933)[18]/47,XY t(3;5)(q24;933),+8[2]
35 M 34 46,XY,add(18)(g23)
36 F | 36 46,XX,1(15;17)(q24;921)[ 7]/46,XX[13]
37 M 37 Hipotetraploidia[5]/46,X,-Y,der(16)t(16;?)(q22;?),+mar[25]
38 M 39 47 XY,+i(2)(910),t(8;21)(922;922),del(11)(g14922)
39 M 39 46,XY,t(15;17)(q24;921),add(18)(g23)[18]/45,XY,
t(15;17)(924;921),add(18)(q23),-21[2]
40 M 42 45,XY,-7[10)/47,XY ,+6[2]/46,XY[8]
41 M 43 46,XY ,del(7)(g22)
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42 F 45 47, XX, +11[4]/46,XX[16]
43 F 46 46,XX,1(9;22)(q34;q11.2)
46,XX,der(2)t(2;9)(q31;922),1(6;8)(q27;q13),
44 F 47 t(8;21)(q22;922)[12]/45,X,-X,der(2)t(2;9)(q31;922),
1(6;8)(927;913),1(8;21)(q22;922)[8]
45 F 48 47,XX,+8[3]/46,XX[17]
43,XY,t(1;6)(944,;923),del(5)(q22),del(7)(q21932),-13,
46 M 48 der(13)t(9;13)(q12;912),-17,-18,-20,der(21)t(8;21)(q22;922),
+mar[11]/46,XY[9]
47 F 49 46,XX,t(9;11)(p22;923),del(9)(q21g22)
48 M 49 46,XY
49 M 50 47,XY 1(2;7)(932;p22),+8,t(13;16)(p12;911.2),
t(15;17)(924;921)[18]/46,XY[2]
50 M 50 46,XY,del(9)(q34)[6]/46,XY[14]
51 F 51 46,XX
52 F 51 45, X,t(X;6)(p11;911),-7
53 M 52 46,XY,del(5)(q31g35)[17]/46,XY ,del(5)(913933)[3]
54 F 53 46,XX,inv(16)(p13g22)
55 F 54 Hipotriploidia[15]/46,XX[8]
56 F 55 46,XX
57 F 55 46,XX,t(17;15;19)(921,924,913.3)
58 F 56 46,XX,idic(7)(g11.2)[5])/Tetraploidia[5]
59 M 57 46,XY
60 F 59 46,XX,1(7;11)(p15;p15)[18]/46,XX[3]
61 F 60 46,XX
62 F 60 46,XX
63 M 60 46,XY
64 M 61 46,XY,del(20)(q11.2)[9]/46,XY[11]
65 F 61 46,XX,1(8;21)(922;922)
66 F 63 46,XX,1(15;17)(924,921)[15]/46,XX[5]
67 M 67 46,XY,i(17)(q10)
68 F 67 46,XX
69 F 67 45,XX,-7,i(7)(910)[5]/46,XX[16]
70 M 68 47,XY,+8[17]/46,XY]3]
71 F 69 46,XX
49,XY ,del(3)(p21),del(5)(q11.2931),der(6)t(6;7)(p21;911.2),
72 M 70 +der(6)t(6;7),der(7)add(7)(q32),der(7)add(7)(g22),
add(17)(p13),del(19)(p13.1),+21,+21
73 M 72 45,X,-Y[3]/46,XY[27]
74 M 74 46,XY
75 F 74 46,XX
76 M 76 47,XY,+8[3]/46,XY[19]
77 M 76 46,XY
78 F 76 46,XX
79 F 76 46,XX
80 M 77 47,XY,+8[9]/46,XY[12]
81 F 77 46,XX
82 F 79 45,XX,-7[14]/46,XX[6]
83 M 83 47 XY,+8[15]/46,XY[5]
84 M 84 46,XY
85 F 88 46,XX,inv(16)(p13922)[3]/46,XX[22]

F: femenino. M: masculino
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