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Resumen

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia con caracteristicas clinicas y moleculares.
El estudio multiparamétrico por medio de la citometria de flujo permite el andlisis celular de los
blastos, especificamente se puede catalogar los cluster de diferenciacién de los subtipos de
leucemia mieloide aguda mediante la inmunotipificacion. El objetivo del estudio fue determinar la
frecuencia de las variedades de leucemia mieloide aguda y sus inmunofenotipos determinados
por citometria de flujo en pacientes del Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca, periodo 2017 -
2019. Fue un estudio de tipo descriptivo transversal. Se obtuvieron los datos de cada paciente
con diagnéstico de leucemia mieloide aguda determinados mediante citometria de flujo, los datos
se recopilaron a través de un cuestionario y se interpretaron mediante tablas simples y cruzadas
con valores porcentuales y frecuencias. La tabulacién de los datos y graficos estadisticos se
realizaron con los programas IMB SPSS version prueba y Microsoft Excel. Los resultados
obtenidos demostraron que los casos de LMA en el periodo 2017 - 2019 se presentaron con
mayor frecuencia en el sexo femenino, con un porcentaje correspondiente al 55,2%. El grupo
etario con predominio de casos correspondid a los pacientes mayores de 65 afios, con el 31%.
El subtipo mas frecuente fue M1 con el 27,6% de casos y no existio la presencia del subtipo M6.
Los marcadores inmunolégicos mayormente expresados fueron CD45, CD13, CD117 y CD38.

Palabras clave: leucemia mieloide aguda, inmunofenotipos, CD
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Abstract
Acute myeloid leukemia (AML) is a neoplasm featuring clinical and molecular characteristics. A
multiparametric study by means of flow cytometry allows the analysis of blast cells; specifically,
the clusters of differentiation of acute myeloid leukemia subtypes can be cataloged by
immunotyping. The purpose of this study was to determine the frequency of the varieties of acute
myeloid leukemia and their immunophenotypes by flow cytometry in patients of SOLCA Cancer
Institute, Cuenca, period 2017 - 2019. It was a descriptive cross-sectional study. Data were
obtained from patients diagnosed with acute myeloid leukemia, determined by flow cytometry.
Data were collected through a questionnaire, and they were interpreted through simple and
crossed tabulation featuring percentages and frequencies. Tabulation of data and statistical
graphs was carried out using the IBM SPSS, trial version, and Microsoft Excel software. The
results showed that the cases of AML in 2017 - 2019 occurred more frequently in females (55.2%).
The age group with the highest number of cases was that of patients older than 65 years (31%).
The most frequent subtype was M1, reaching 27.6% of all cases. M6 subtype was not recorded.

The most prevalent immunological markers were CD45, CD13, CD117 and CD38.

Keywords: acute myeloid leukemia, immunophenotypes, CD.
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Capitulo |
1.1 Introduccién
La leucemia es una condicion patolégica neoplasica maligna caracterizada por afectar a las
células del tejido hematopoyético, dada por la proliferacién anormal y expresion aberrante de
células sanguineas inmaduras de la serie leucocitaria. Representan un grupo de enfermedades
gue se clasifican de acuerdo a su progresion y linaje del que procede, diferenciandose asi en
agudas o crénicas y mieloides o linfoides (1,2).
La leucemia mieloide aguda (LMA) se caracteriza por la proliferacién y acumulacion de células
inmaduras denominadas blastos mieloides en la médula ésea, tejido hematopoyético u otros
tejidos; por consiguiente se produce una disminucién en la produccion de las lineas celulares
sanguineas o una alteracién maligna que genera la detencion de la maduracion de las células
mieloides previamente destinadas a dar origen a elementos granulociticos, monociticos,
eritroides y/o megacariociticos (3).
La Sociedad Americana de Oncologia Clinica estima que la LMA es el segundo tipo de leucemia
mas frecuente en pacientes de sexo masculino, con el 31% de casos en adultos de 45 a 67 afos.
Datos del Observatorio Mundial de Cancer (GLOBOCAN) establecen que existe una relacion
aproximada de 1.4 hombres por cada mujer diagnosticados con LMA (4,5).
La clasificacion Francesa-Britanica-Americana (FAB), categoriza a esta neoplasia en ocho
subtipos comprendidos entre MO a M7 por criterios de diferenciacion morfolégica celular.
Actualmente, gracias a estudios inmunofenotipicos es posible detectar antigenos leucocitarios de
tipo celular especifico identificados con las siglas en inglés CD (Cluster Differentiation o Cluster
Designation), seguidas por un nimero establecido por un consenso internacional (6,7).
La citometria de flujo (CMF) es una técnica avanzada, cuantitativa y altamente sensible que
permite realizar andlisis multiparamétricos (nucleos, cromosomas, mitocondrias u otras
particulas) del componente celular para el estudio del inmunofenotipo de células normales y
anormales; mediante la identificacion de caracteristicas fisicoquimicas o la expresion de proteinas
celulares. La CMF mediante el uso de anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos, permite
identificar antigenos especificos, y a su vez cuantificar la intensidad antigénica (8).
Los datos obtenidos a partir de la citometria de flujo conjuntamente con la FAB establecen una
relacion entre los antigenos leucocitarios y los subtipos de LMA. Las células de linaje mieloide
generalmente presentan CD13, CD14, CD15, CD33, CD41, CD42, CD61, CD64, CD117, CD235

y/o muramidasa, antigenos especificos predominantes en las LMA (9).
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1.2 Planteamiento del problema

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el cancer constituye una de las
principales causas de muerte en el mundo; en base a datos del Observatorio Mundial de Cancer
(GLOBOCAN), en el aflo 2020 se presentaron alrededor de 19 millones de casos nuevos de
cancer; de los cuales, 10 millones correspondieron a pacientes del sexo masculino. En base al
resumen estadistico presentado por la misma plataforma, el riesgo de desarrollar cancer antes
de los 75 afios es de 20.4% vy, el riesgo de morir por la misma causa es de 10.7%, siendo el sexo
masculino el mas afectado en ambas situaciones (10-12).

Datos de GLOBOCAN evidenciaron que en el aflo 2020 existieron 474.519 nuevos casos de
leucemia y 311.594 muertes por la misma causa. Se estima que existe una tasa de mortalidad
del 3,2% y unaincidencia de 5,6 y 3,9 hombres y mujeres respectivamente por 100.000 habitantes
cada afio. En Estados Unidos en el mismo afio se registraron cerca de 10 millones de
defunciones, de las cuales 19.940 corresponden a LMA. A nivel nacional, acorde a la Sociedad
de Lucha Contra el Cancer de Ecuador (SOLCA) la LMA represent6 el 30.30% del total de casos
de leucemia en los afios 2015 - 2019 (11,13,14).

La leucemia es una enfermedad con elevadas cifras de mortalidad, por lo que la sobrevivencia
depende del grado de la enfermedad y la edad en la que se presenta, se ha comprobado que
pacientes adultos tienen menor probabilidad de remision de la enfermedad a diferencia de los
nifios, que cuentan con un 60% de probabilidad de cura total (15).

Dentro de los factores de pronéstico adverso de la LMA se encuentra la edad al momento del
diagndstico, en la que pacientes mayores de 60 afios representan una tasa de remision inversa
mayor al 65%. La omisién de la inmunotipificacion de las LMA representan el 21% de la falla
terapéutica de esta neoplasia, dando como resultado una disminucion de la tasa de remision y el
incremento de la mortalidad de estos pacientes (16,17).

De acuerdo a los datos expuestos, nos surge la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Cual es la
frecuencia de inmunofenotipos de leucemia mieloide aguda por citometria de flujo en pacientes
del Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca, periodo 2017 - 20197?.

1.3 Justificacion
La diferenciacion de los subtipos de LMA se basa en el hemograma y la citopatologia; sin
embargo, aunque se considera que el estudio morfolégico es suficiente para la diferenciacion, es

necesario aplicar métodos de confirmacién como la tipificacion inmunoldgica realizada mediante
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la CMF debido a la especificidad que presenta, lo cual permite la omision o falso diagndstico de
LMA (18).

En las ultimas décadas el uso de técnicas inmunofenotipicas y citogenéticas ha permitido
identificar de mejor manera los subtipos de LMA. El estudio inmunofenotipico por CMF es
considerado como un cocriterio en leucemias bifenotipicas o con ningun tipo de clasificacion
acorde al linaje celular. La inmunotipificacién permite la identificacion de antigenos leucocitarios
especificos de las diferentes lineas celulares relacionadas con la madurez celular, por ende es
uno de los principales métodos empleados para clasificar a las leucemias en los diferentes
subtipos y; con ello, conocer a mayor detalle el pronéstico de la enfermedad, estadio en la que
se encuentra, tratamiento quimioterapéutico y la respuesta del paciente al mismo (19).

El diagnéstico de LMA mediante métodos convencionales como la visualizacion morfolégica no
siempre cumple los criterios para diferenciar los subtipos de LMA; acorde a un estudio realizado
por la Asociacion de Médicos de Bahia Blanca se concluy6 que el 80% de casos de LMA M2 o
M3 tuvieron relacion morfolégica e inmunofenotipica a diferencia del 20% restante, cuyo
diagnéstico morfolégico inicial de LMA subtipo M4 fue descartado mediante el estudio
inmunofenotipico, dando como resultado reactividad para CD especificos de LMA subtipo M2 y
M3 (20).

El estudio se encuentra enmarcado en las lineas de investigacion definidas por el Modelo de
Priorizacion de Investigaciones en Salud 2013-2017, elaborado por el Ministerio de Salud Publica
(MSP) del Ecuador, establecido en el area de neoplasias, en la linea de investigacion
hematolégica, incluyendo el perfil epidemioldgico.
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Capitulo 1l

2. Fundamento tedrico

1. Hematopoyesis
La hematopoyesis es la produccion natural de células sanguineas, se lleva a cabo durante toda
la vida y en el adulto se produce en la médula ésea. Es un proceso complejo a través del cual las
células troncales hematopoyéticas (CTH) proliferan y se diferencian con el fin de dar origen a las
distintas lineas sanguineas circulantes como: eritrocitos, granulocitos, linfocitos y plaquetas (21).
A lo largo de la hematopoyesis, las CTH originan a las células progenitoras (CPH), las cuales se
diferencian hacia células precursoras que, finalmente, dan lugar a las células maduras
circulantes. Las CTH dan origen a un progenitor multipotente (PMP), que se diferencia en
progenitor linfoide comun (PLC) o en un progenitor mieloide comun (PMC). Este ultimo da origen
a un progenitor eritroide/megacariocitico (PEM) o bien a un progenitor granulocito/monaocitico
(PGM) llamado también unidad formadora de colonias de granulocitos y macréfagos (CFU-GM)
(22,23).
Para que se lleve a cabo toda esta proliferacion y diferenciaciéon celular es necesario que exista
un microambiente adecuado, denominado homeostasis hematopoyética donde intervienen una
amplia variedad de tipos celulares hemotoyéticos y no hematopoyéticos, en el cual se producen
moléculas indispensables como factores de crecimiento, quimiocinas y citocinas que son
producidos de manera local por las células del estroma, fibroblastos e incluso osteoblastos de la
médula ésea, o de forma sistémica por el higado o el rifién (Tabla 1) (24).

Factores Accioén principal Origen

Factor de célula madre | Promueve la hematopoyesis Células del estroma de

médula 6sea

Factor estimulante de | Promueve la diferenciacion del | Células endoteliales,
colonias de granulocitos | progenitor granulocito/monocitico o | células T, fibroblastos de
y monocitos (GM-CSF) | CFU-GM médula ésea

Factor estimulante de [ Promueve mitosis y diferenciacion de | Macréfagos, células
colonias de granulocitos | la unidad formadora de colonias de | endoteliales, fibroblastos
(G-CSF) granulocitos (CFU-G) de médula 6sea

Dayanna Lisseth Rodriguez Ojeda - Kevin Ariel Delgado Ochoa


https://www.zotero.org/google-docs/?BFFR81
https://www.zotero.org/google-docs/?BTtRhH
https://www.zotero.org/google-docs/?m0kX1z

UCUENCA

16

Factor

estimulante de

colonias de monocitos

Promueve mitosis y diferenciacion de
la unidad formadora de colonias de
monocitos (CFU-M)

Macrofagos, células

endoteliales

Interleucina 3 (IL-3)

En conjunto con IL-1 e IL-6 promueve
la diferenciacion de la célula troncal
(CTH),

progenitoras y suprime precursores

hematopoyética células

Células T y B activadas

eritroides
IL-4 Promueve diferenciacion de basofilos | Células T activadas
IL-5 Promueve diferenciacion de | Células T
eosinofilos
IL-11 Promueve la trombopoyesis Fibroblastos de médula

osea

Eritropoyetina

Diferenciacion de la unidad formadora
de colonias eritroide (CFU-E), mitosis
de la unidad formadora de brotes
(BFU-E)

Células endoteliales de
capilares peritubulares del

rinén, hepatocitos

Trombopoyetina

Proliferacion y diferenciacion de

precursores megacariociticos

del

estroma de médula 6sea

Higado, células

Tabla 1. Factores principales involucrados en la hematopoyesis y su funcién. Fuente: Fortoul T.

Histologia y Biologia celular.

1.1

Mielopoyesis

Se llama mielopoyesis al proceso de formacién y generaciéon de células del linaje mieloide de la

sangre correspondiente a eritrocitos, monocitos, granulocitos y plaquetas. La mielopoyesis se

divide en:

Eritropoyesis

Granulopoyesis

Megacariopoyesis 0 trombopoyesis
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e Monopoyesis.
La médula ésea es un tejido hematopoyético que se encuentra localizado en la cavidad medular
de los huesos. Se reconocen dos tipos de médula 6sea: la médula ésea amarilla, que esta
constituida por tejido adiposo y, la médula 6sea roja, que es la que se encuentra de manera activa
produciendo células hematopoyéticas. La médula 6sea esta constituida por el estroma y dos
compartimientos: el vascular y el hematopoyético El estroma esta formado por tejido conjuntivo,
fibras reticulares, células estromales llamadas también reticulares, adventicias y fibroblastos.
Estas células rodean a los capilares sinusoidales y secretan factores de crecimiento para crear
un microambiente favorable para la hematopoyesis. El compartimiento hematopoyético
corresponde a todas las células hematopoyéticas (22).
2. Leucemia
Leucemia es un término que se utiliza para definir a un grupo de enfermedades malignas de la
sangre. Se caracteriza por tener una proliferacion clonal, autbnoma y anormal de las células que
dan origen al resto de las células normales de la sangre. La célula temprana sufre un cambio
genético que hara que se produzca sin control una linea celular anormal de si misma, la cual se
caracteriza por ser desordenada. Las células anormales se multiplican en imagen y semejanza
de ellas mismas, por lo que reemplazan progresivamente el espacio de la médula 6sea normal y
provocan anemia progresiva, sangrado anormal y predisposicién a las infecciones. Por otro lado,
cuando las células anormales invaden otros tejidos, se producira falla del funcionamiento del
organo que se ocupa (25).
En la clasificacion de las leucemias existen cronicas y agudas, las cuales se diagnostican
mediante el examen morfoldgico de las células de la sangre y de la médula 6sea. Dentro de las
leucemias agudas existen dos grandes grupos: las leucemias linfoblasticas agudas y las
leucemias mieloblasticas. El término mieloblastica hace referencia a un grupo de leucemias en el
que se incluyen formas de predominio monoblastico, eritroide o megacariocitico (26).
2.1. Leucemia mieloide aguday subtipos
Las LMA representan un subgrupo heterogéneo de leucemias agudas caracterizadas por una
rapida expansion clonal de mieloblastos que se acumulan en la médula 6sea y sangre periférica.
La LMA es el tipo de leucemia aguda mas comun en adultos y su incidencia aumenta con la edad
(27).
La primera clasificacion, creada en 1976 por la FAB se basa en la descripcién morfolégica de las

células neoplasicas comparandolas con los precursores hematopoyéticos normales,
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categorizando esta neoplasia de la MO a la M7. Segun la clasificacion FAB los subtipos MO a M5

parten de los precursores de los glébulos blancos. La LMA M6 se origina en formas muy

tempranas de globulos rojos y la LMA M7 comienza en formas tempranas de células que forman

plaguetas (28,29).

Clasificacion acorde a la FAB (Tabla 2) (30):

Tipo de leucemia

Descripcion

Leucemia mieloide aguda
con minima diferenciacion
(MO)

Los blastos leucémicos son muy indiferenciados, Yy

constantemente son negativos para mieloperoxidasa

Leucemia mieloide aguda

sin maduracién (M1)

Se caracteriza por una infiltracibn de blastos mieloides,

generalmente mayor a 90% de las células no eritroides

Leucemia mieloide aguda

con maduracion (M2)

Es un grupo heterogéneo, que comprende todas aquellas LMA
con 10% o mas de elementos de diferenciacion mieloide y

menos de 20% de componente monocitico

Leucemia promielocitica
aguda (M3)

La leucemia promielicitica constituye el 10-15% de las LMA.
Morfolégicamente los blastos promielociticos se caracterizan
por la presencia de abundantes bastones de Auer, en

empalizada

Leucemia mielomonocitica
aguda (M4)

La variedad M4 posee una mezcla de blastos de origen

monocitico y de origen granulocitico

Leucemia monoblastica
aguda (M5)

Para su diagnéstico se requiere que al menos un 80% de las
células no eritroides correspondan a blastos de origen

monocitico

Eritroleucemia (M6)

Es una proliferacién mixta de eritroblastos y blastos de origen

eritroide

Leucemia

Esta variedad representa el 8% de las LMA. Afecta a nifios con
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megacarioblastica aguda sindrome de Down y a adultos, como manifestacion de

(M7) mielodisplasias transformadas o evolucién de mielofibrosis.

Tabla 2. Clasificacién de leucemia mieloide aguda por la FAB. Fuente: Palomo, I. Williams
Manual de Hematologia, Fisiopatologia y Diagnéstico.
2.1.1 Manifestaciones hematolégicas

La anemia normocitica normocromica es la manifestacion hematoldégica méas frecuente en
pacientes con LMA, por lo que suele ser identificada la fecha del diagndstico. Asi mismo, se puede
observar una eritropoyesis disminuida que conlleva al descenso del recuento de reticulocitos y
aceleracion de hemodlisis por disminuciéon de la supervivencia eritrocitica. Generalmente, el
recuento de leucocitos es cercano a 15000/mma3 y al realizar una observacion microscopica es
frecuente observar el citoplasma de los leucocitos con granulos denominados “Bastones de
Auer”, el nucleo con cromatina fina y la presencia de uno o mas nucleolos, los cuales caracterizan
a las células inmaduras. Con respecto a la serie plaquetaria, por lo general sus valores se
encuentran disminuidos a 100000/mm3 en el 75% de los casos de pacientes con LMA vy el
porcentaje restante representa 25000/mma3. Al microscopio se pueden observar plaguetas
grandes e irregulares con granulaciones anormales e incapacidad para agregarse o adherirse
con normalidad entre si (31).

3. Inmunofenotipos
La LMA se clasifica en subtipos en base a diferentes criterios, dentro de los cuales se encuentran
los fenotipos inmunitarios, marcadores de gran importancia que permiten catalogar cada LMA en
base a los antigenos presentes en los blastos, por lo que confiere establecer un diagnéstico de
mayor especificidad al asignar el linaje de células patolégicas y de esta forma emitir un
tratamiento de forma temprana y certera. Otra de las ventajas de la inmunofenotipificacion es
identificar aberraciones fenotipicas, las cuales permiten distinguir las células leucémicas de
precursores normales (32).
Existe una gran variedad de inmunofenotipos que se encuentran presentes en las diferentes
lineas celulares, tanto de la linea linfoide como mieloide. Para determinar que la leucemia
pertenece a la linea de células mieloides debe existir la expresion de mieloperoxidasa en el
citoplasma de la célula, enzima reductora que se encuentra en los granulos de los neutrofilos; y
al menos la presencia de un antigeno de estirpe mieloide (CD13, CD14, CD15, CD33, CD41,
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CD42, CD61, CD64, CD117, CD235a o muramidasa). Los inmunofenotipos presentes en los
subtipos de LMA son los siguientes (Tabla 3) (33):

Fenotipo Normalmente positiva

Leucemia Mieloblastica | CD11b, CD13, CD15, CD33, CD117, HLA-DR

Leucemia CD11b, CD13, CD14, CD15, CD32, CD33, HLA-DR

Mielomonocitica

Leucemia Eritroide Glucoforina, espectrina, antigenos ABH, anhidrasa carbénica I,
HLA-DR

Leucemia Promielocitica | CD13, CD33

Leucemia Monocitica CD11b, 11c, CD13, CD14, CD33, CD65, HLA-DR

Leucemia CD34, CD41, CD42, CD61, Factor anti von Willebrand

Megacarioblastica

Leucemia Basofila CD11b, CD13, CD33, CD123, CD203c

Tabla 3. Inmunofenotipos de leucemia mieloide aguda. Fuente: Lichtman, M; Kaushansky, K;
Kipps, T; Prchal, J; Levi; M. Williams Manual de Hematologia.

3.1 Expresion de antigenos aberrantes en LMA
La caracterizaciéon de inmunofenotipos de los blastos leucémicos por CMF permite detectar
cambios en la expresion de antigenos capaces de diferenciar células hematopoyéticas normales
de células neopléasicas. Estos inmunofenotipos aberrantes pueden ser:

e Infidelidad de linaje o coexpresion de antigenos asociados a otro linaje, por lo que las
células leucémicas expresan antigenos no pertenecientes a su linaje, dando lugar a
células mieloides con expresion linfoide y viceversa.

e Asincronismo madurativo, coexpresion celular de antigenos que en la diferenciaciéon
hematopoyética normal pertenecen a diferentes etapas de maduracion.

e Alteracion de la expresion del antigeno; por sobreexpresion, menor expresion o expresion

parcial del antigeno por célula.
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e Fenotipo infrecuente, dado por la presencia de células con un fenotipo normal pero que
se encuentran restringidas a otra localizacién, es decir no pertenecen al nivel medular.

e Ausencia de expresion de antigenos especificos de linaje.

e Caracteristicas anormales de tamafio y complejidad interna de la poblacion celular
(32,34).

. Diagndstico de leucemia mieloide

N

4.1 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica avanzada y automatizada que permite el analisis objetivo y
la cuantificacion de fenotipos inmunitarios presentes en células normales y anormales a medida
que son transportadas e incididas por un haz de luz. Se fundamenta en el analisis
multiparamétrico individual de una célula en suspensién que identifica antigenos citoplasmicos y
de superficie, cuantifica la intensidad antigénica y detecta la coexpresion de antigenos aberrantes
presentes en la misma célula. Identifica proteinas celulares mediante anticuerpos monoclonales
gue se encuentran unidos a fluorocromos, los cuales son detectados por un sistema informatico
de fluorescencia. Los electrones alcanzan un estado de excitacién, conocidos como
fluorescencia, cuando una molécula absorbe luz y, pueden regresar a su estado basal cuando
los electrones tienen menor energia (35).

La inmunofluorescencia emplea el uso de fluorocromos para marcar un anticuerpo, lo que le
permite asignar cada célula a un grupo especifico de células con propiedades y caracteristicas
en comun. Como primer punto, se diferencian las células de interés del resto de tipos celulares.
Ya que las células han sido distinguidas, se emplea la inmunofluorescencia para precisar el
namero de células que contienen el marcador especificado. Es un método de alta sensibilidad y
especificidad que realiza el estudio de alrededor de 10000 células por cada muestra sanguinea,
lo que permite obtener resultados en base a aspectos fisicos celulares, tales como el tamafio y
complejidad y determinar la presencia de 3 o 4 antigenos de superficie celular, citoplasmicos,
mitocondriales y/o nucleares (36).

En cuanto a la LMA, la citometria de flujo es una técnica muy empleada y de alto rango para
diferenciar los blastos (células inmaduras) de las células normales presentes en la muestra. El
uso de este método es de gran aporte al diagndstico especifico de la leucemia, tratamiento y
presencia de enfermedad residual minima ya que, a mas de detectar la sobreexpresion de
antigenos en la superficie celular o la acumulacion de los mismos en el citoplasma, nucleo y

mitocondria, puede identificar la posible presencia de pequefas cantidades de células leucémicas
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en pacientes sometidos a tratamiento. La presencia de los diferentes antigenos permite
diferenciar los subtipos de LMA al encontrarse en presencia de anticuerpos modificados que
recorren a través de un rayo laser y emiten luz (37).

4.1.1 Valoracién de marcadores de superficie celular
La inmunofluorescencia directa es la base principal de la citometria de flujo en la definicién de
una poblacion de células normales y en la valoracion de fenotipos alterados (sindromes linfo y
mieloproliferativos). Se usa un amplio panel de estudio con anticuerpos monoclonales,
denominados como CD (del inglés Cluster of Differentiation). Existen mas de 350 CDs que varian
del 1 al 350, seguidos de una letra, la cual permite clasificarlos por subgrupos. Diversas casas
comerciales proveen estos anticuerpos monoclonales con fluorocromos distintos y combinables
en citometria multicolor. La citometria multicolor de los antigenos de superficie permite el
diagndéstico y seguimiento de neoplasias pertenecientes al linaje mieloide y linfoide, siendo
esencial para la subclasificacion de dichas neoplasias (38).

4.1.2 Identificacion de LMA en el Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca
La eleccion del panel diagndstico varia en cuanto a los centros de estudio y laboratorios, este
panel contiene anticuerpos monoclonales asociados con la etapa de maduracion y el grado de
diferenciacion celular. No todos los casos de leucemia expresan los mismos antigenos para un
linaje debido a la expresion aberrante de inmunofenotipos en algunos casos. Por lo tanto, el
diagnéstico de LMA vy los subtipos se basa en la evaluacién conjunta de todos los marcadores
analizados por CMF (Figura 1) (39).
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LEUCEMIA

MPO, cyCD79a, CD7,
CD117,CD19, CD34, | |
¢yCD3, smCD3, CD38,
C]

LMA Mo-M5 LMA M6,M7
CDI5,CDI6, CD7,
CD13, CD117, CD34, CD203C, CD123,

I — CD117,CD34, CD4,
CD10, HLCA]#:?, CD11b, HLA-DR, CD25, CD45

CD33, IREM2, CDS56,
CD33, CD117, CD34, CD42a+ CDOL, CDA2B,

— L— CD41, CD117, CD34,
CD14, HLA-DR,CD64, I J :
CD45 HLA-DR, CD9, CD45

CD36, CD105, CD123,
— cp1i7, CD34, CD71,
HLA-DR, CD38, CD45

nuTdT, NG2, CD22,
CD33, CD117, CD34,
CD2, HLA-DR, CDI9,
CD45

Figura 1. Flujograma de identificacion y clasificacion de LMA segun el &rea de Citometria de
Flujo del Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca. Fuente: Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca.

4.1.2.1 Marcadores inmunolégicos empleados en el diagnéstico de LMA vy

clasificacién de subtipos en el Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca, por citometria de flujo

(Tabla 4) (40).

Inmunofenotipo Descripcién
CD34 Glicoproteinas transmembrana expresada en células madre
linfohematopoyéticas, células progenitoras y  endoteliales.
Aproximadamente el 40% de LMA expresa este marcador
CD45 Expresado en la mayoria de células hematopoyéticas, principalmente en
células T, monocitos, macréfagos y granulocitos
CD38 Enzima expresada en células eritroides y mieloides, células B
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precursoras, timocitos, células Ty células NK

MPO

Enzima distribuida ampliamente en el organismo, su fuente fundamental
la constituyen los neutrofilos y monocitos. Se encuentra localizada a nivel
lisosomal en los granulos azurdfilos de la célula y se libera durante la
degranulacion de las mismas. Se emplea como indice en la
diferenciacién entre leucemias de linaje linfoide y mieloide, debido al

aumento de su concentracion en estas ultimas

CD7

Glicoproteina transmembrana asociada a células T pretimicas vy
maduras. También se encuentra presente en células NK y en algunas
poblaciones celulares de LMA, principalmente aquellos con

diferenciacién monocitica 0 megacariocitica

CD117

Receptor de tirosina quinasa expresado en la mayoria de células madre
hematopoyéticas y mastocitos. La mayoria de LMA son positivas para la
expresion de este inmunofenotipo. Es un excelente marcador en la
deteccion de trastornos de mastocitos e identificacion de mieloblastos en

leucemias agudas

CD19

Molécula expresada en células B, células dendriticas. No expresada en
linfocitos T normales, monocitos y células de la serie granulocitica. Sin

embargo, en ciertas ocasiones se presenta en pacientes con LMA

CD33

Se expresa en células madre mieloides, mieloblastos y monoblastos,
monocitos, macréfagos y mastocitos. No expresado en eritrocitos,
plaguetas, células B, células T o células NK. Es un excelente marcador
mieloide utilizado en el diagnéstico de LMA; sin embargo, el 10-20% de

leucemias linfoblasticas lo expresan de forma aberrante

CD123

Expresada en wuna variedad de neoplasias hematologicas,
principalmente en LMA, leucemia de células pilosas y leucemia linfocitica

cronica
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CD71

Expresado por precursores eritroides, por lo que es util en la
identificacion de trastornos hematol6gicos

CD13

Aminopeptidasa expresada en la superficie de alrededor del 40% de
precursores mieloides, células granulociticas y/o monociticas maduras y
basdfilos. Adicionalmente, se encuentra expresada en células
endoteliales, células del estroma de la médula Osea, osteoclastos y
algunos precursores eritroides. Es utilizado para el diagnéstico de LMA,
alrededor del 5-15% de casos lo expresan

CDh4

Glicoproteina de membrana que se coexpresa con CD8 en timocitos
corticales. También se encuentra en la periferia de células T y células de
la médula 6sea. La mayoria de neoplasias de células T son positivas
para este marcador

CD15

Molécula expresada por células granulociticas y en menor proporcion por
monocitos, macréfagos, histiocitos y algunas células epiteliales. Células
B, células T, precursores eritroides y células NK carecen de la presencia

de este marcador

CD2

Molécula transmembrana expresada por timocitos periféricos, células T,
células NK y, en ciertas ocasiones por células B. Excelente marcador de
células T encontrado en algunas neoplasias malignas de las mismas; en
especial, linfomas de células T periféricas. Sin embargo, algunos casos

de LMA pueden expresar aberrantemente este marcador

CD36

Glicoproteina de superficie plaquetaria utilizada en la identificaciéon de
megacarioblastos 'y megacariocitos inmaduros en trastornos

plaguetarios y leucemias mieloides

CD64

Molécula expresada por monocitos, macrofagos, precursores mieloides
y células dendriticas. Utilizada comUnmente en la identificacion de

leucemias de linaje mieloide. No se observa la presencia de este
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marcador en células B, células T, células NK y células de linaje eritroide

HLA-DR

Esta molécula se encuentra en las células presentadoras de antigenos,
es decir, células dendriticas, linfocitos B, monocitos, macréfagos, células
de Langerhans y células epiteliales timicas. En ocasiones, también se
expresa en algunas células progenitoras hematopoyéticas en diferentes

etapas de diferenciacion

Tabla 4. Antigenos de

superficie presentes en células leucémicas de linaje mieloide. Fuente:

Neim, F; Nagesh Rao, P; Song, S; Grody, W. Principios de inmunofenotipificacion.
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Capitulo 1l
3. Objetivos
3.1 Objetivo general
e Determinar la frecuencia de inmunofenotipos de leucemia mieloide aguda por citometria
de flujo en pacientes del Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca, periodo 2017 - 2019.
3.2 Objetivos especificos
e Caracterizar a la poblacién de estudio segun las variables edad y sexo.
e Establecer la frecuencia de las variedades de leucemia mieloide aguda.
e Relacionar los inmunofenotipos determinados por citometria de flujo en cada subtipo de

leucemia mieloide aguda de acuerdo a la FAB.
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Capitulo IV
4. Metodologia
4.1 Disefio de estudio
e Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo de corte transversal.
4.2 Area de estudio
e Elestudio se realiz6 a partir de la base de datos anonimizada de pacientes diagnosticados
con leucemia mieloide aguda en el area de Citometria de Flujo del Instituto del Cancer
SOLCA - Cuenca, ubicado en la provincia del Azuay, ciudad Cuenca, en la direccién: Av.
Paraiso y Agustin Landivar.
4.3 Universo
e EI universo estuvo conformado por la base de datos anonimizada de pacientes
diagnosticados con leucemia mieloide aguda en el Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca,
periodo 2017 - 2019.
4.4 Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusion
e Base de datos anonimizada de pacientes que fueron atendidos por LMA en el Instituto del
Céancer SOLCA - Cuenca, periodo 2017 - 2019.
e Base de datos anonimizada de pacientes con leucemia mieloide aguda confirmados por
citometria de flujo.
Criterios de exclusion
e Base de datos de pacientes incompletas para las variables analizadas.
4.5 Variables del estudio
e Edad, sexo, leucemia mieloide aguda (M0-M7), inmunofenotipos.
4.6 Operacionalizacion de las variables (Anexo 1)
4.7 Método, técnicas e instrumentos
e Método: El método fue la revision de registros existentes mediante la observacion por
base de datos digitales anonimizada del Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca.
e Técnicas: La informacion fue recolectada de forma directa de la base de datos
anonimizada utilizando el formulario creado (Anexo 2).
e Instrumento: Los datos fueron recopilados utilizando la base de datos anonimizada

obtenida del sistema de informacién del Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca.
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4.8 Procedimientos: autorizacion, supervisién y proceso

Procedimiento: Se solicitaron los permisos necesarios al director del Instituto del Cancer
SOLCA - Cuenca y al &rea de laboratorio de Citometria de Flujo, una vez obtenidas las
aprobaciones necesarias se recopilaron los datos necesarios para la investigacion.

Supervisién: El presente estudio se realizd bajo la supervision del Dr. Gabriele Bigoni,

docente de la Universidad de Cuenca.

4.9 Plan de tabulacién y analisis

Para la tabulacion y analisis de los resultados de esta investigacion se empleé el
programa estadistico IBM SPSS Statistics version prueba y Microsoft Excel para la edicién
de tablas y graficos estadisticos para la interpretacién de los resultados.

Las variables cualitativas y su asociacién con los inmunofenotipos se analizaron mediante

frecuencias y porcentajes presentados en tablas simples y cruzadas.

4.10 Consideraciones bioéticas

Dicho proyecto de investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética en Investigacion del Area

de la Salud y el Consejo Directivo de la Facultad de Ciencias Médicas, y cumplié con las

siguientes condiciones éticas necesarias:

Confidencialidad: Los datos obtenidos de esta investigacion fueron manejados con
absoluta confidencialidad, manteniendo el anonimato de las identidades de los historiales
utilizados y siendo Unicamente accesibles para las personas que estaban a cargo de este
estudio, segun lo expresado en el Acuerdo Ministerial 5216 para el Manejo de informacion
confidencial en el Sistema Nacional de Salud del Ecuador siguiendo lo sefialado en los
siguientes enunciados:

Articulo 7: “El uso de documentos que contengan informacién de salud no se podra
autorizar para fines diferentes a los concernientes a la atencibn de las/los
usuarios/usuarias, evaluacion de la calidad de los servicios, andlisis estadisticos,
investigacion y docencia. Toda persona que intervenga en su elaboracion o tenga acceso
a su contenido esté obligada a guardar la confidencialidad respecto a la informacién.”
Articulo 12: “En el caso de historias clinicas cuyo uso haya sido autorizado por la/el
usuario respectivo para fines de investigacion o docencia, la identidad del/a usuario/a
debera ser protegido sin que puede ser revelada por ningun concepto.”

Conflicto de intereses: Declaramos no tener ningln conflicto de interés, ya sea de tipo

personal, econémico, politico o financiero que pueda influir en nuestro juicio, asi como
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tampoco hemos recibido algun tipo beneficio de fuentes externas que pudieran tener
interés en la informacion que se pueda obtener del estudio.

e Idoneidad del investigador: Al ser estudiantes de la carrera de Laboratorio Clinico
cumplimos con todos los requisitos y aprobacion de asignaturas para la ejecucion de dicha
investigacion.

Capitulo V
5. Resultados
Posterior a la recoleccion de datos y previa exclusion de los registros incompletos y aquellos que

no se ajustaban a los criterios de inclusion de la base de datos, se analizaron 29 fichas de
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pacientes con diagnéstico de LMA en el Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca. Al analizar los
datos recolectados, se observé que en el periodo de 2017 - 2019, en el sexo masculino existieron
13 casos de pacientes con diagndstico de LMA, representando el 44,8%; mientras que el sexo
femenino represent6 un mayor nimero de casos (55,2%). Siendo este grupo de la poblacion el
mas frecuente en presentar LMA, del cual las personas menores de 15 y mayores de 65 afios
representan el mismo ndamero de casos (5), con el 17,2% cada grupo etario, siendo los més
frecuentes. En relacion al rango de edad, los pacientes mayores de 65 afios representaron la
mayoria de casos (31%) vy, en el grupo etario comprendido entre 16 a 30 afios se evidenci6
ausencia (0%) de casos de LMA (Tabla 5) (Anexo D).
Tabla 5
Caracterizacion de los pacientes con diagnostico de LMA en el Instituto del Cancer
SOLCA - Cuenca, 2017 - 2019

Edad Masculino Femenino Total
0, 0, [+]
Menos de 15 anos 10(’:?)/" 17('52)A’ 27(’3)/"
16 a 30 afios - - 0%
" 10,3% 13,8% 24,1%
31 a 45 afios 3) (4) )
- 10,3% 6,9% 17.2%
46 a 64 anos (3) 2) (5)
. - 13,8% 17,2% 31,0%
Mas de 65 afos ’ y ’
(4) (5) 9
44 8% 55,2% 100,0%
Total (13) (16) (29)
Fuente: Base de datos anonimizada Elaborado por: Los autores

La distribucion de acuerdo al subtipo de LMA y el sexo proyectd que LMA subtipo M1 fue el més
frecuente, con 8 casos respecto al total, representando el 27,6%. De los cuales, la mayoria de
casos correspondieron al sexo femenino, con un 17.2%. Por otro lado, no se evidenci6 la

presencia del subtipo M6 (0%), siendo asi el subtipo de LMA con nula frecuencia, seguido de la
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LMA subtipo M3 con 1 caso en una paciente del sexo femenino, representando Unicamente el

3,4% (Tabla 6) (Anexo E).

Tabla 6

Frecuencia de casos segun el subtipo de LMA de acuerdo al sexo de los pacientes

diaghosticados en el Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca, periodo 2017 - 2019

Tipo de Leucemia

MO0

LMA con minima diferenciacion

M1
LMA sin maduracion

M2
[LMA con maduracién

M3
LMA promielacitica

M4
LMA mielomonocitica

M5
LMA monoblstica

M6
Eritroleucemia

M7
MA megacarioblastica

Total

Fuente: Base de datos anonimizada

Masculino

10,3%
(3)

10,3%
(3)

10,3%
(3)

3,4%
(1)

10,3%
(3)

44,8%
(13)

Femenino

10,3%
()

17.2%
()

10,3%
(3)

3,4%
(1)

6,9%
(2)

3,4%
(1)

3.4%
(1)

55,2%
(16)

Total
20,7%
(6)

27.,6%
(8)

20,7%
(6)

3,4%
(1)

6,9%
(2)

6,9%
(@)

0%
(0)

13,8%
(4)

100,0%
(29)

Elaborado por: Los autores

Se observé que en los pacientes diagnosticados con LMA, el subtipo M1 fue el mas frecuente

con respecto a los grupos etarios analizados, con 8 casos respecto al total, representando el

27,6%. De los cuales 3 casos corresponden a pacientes de entre 31 a 45 afios, y de igual forma

3 casos adicionales corresponden a pacientes mayores de 65 afios con un 10.3%

respectivamente. Mientras que, el subtipo con nula expresion fue el M6, con 0 casos del total de

pacientes de todas las edades, representando el subtipo menos frecuente. Ademas, se evidencio
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gue ningun subtipo de LMA se encuentra presente en pacientes de 16 a 30 afios (0%) (Tabla 7)
(Anexo F).
Tabla 7
Frecuencia de casos segun el subtipo de LMA de acuerdo ala edad de los pacientes

diagnosticados en el Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca, periodo 2017 - 2019

Menos de 16 a 30 31a45 46 a 64 Mas de 65

Tipo de Leucemia 15 afios afos ainos aifos aifos Total
Mo ) ) 3,4% 10,3% 6,9% 20,7%
LMA con minima diferenciacién (1) (3) 2) (6)
M1 6,9% ) 10,3% ) 10,3% 27,6%
LMA sin maduracion (2) 3) 3) 8)
M2 3,4% ) 10,3% 3,4% 3.4% 20,7%
LMA con maduracién (1) 3) 1) (1) (6)
M3 i i ) 3,4% ) 3.4%
LMA promielocitica (1 (1)
M4 i i ) ) 6,9% 6,9%
LMA mielomonocitica (2) (2)
M5 6.9% i i i i 6.9%
LMA monobléstica (2) (2)
M6
i i - - = = - 0%
Eritroleucemia
M7 10,3% i i i 3.4% 13,8%
LMA megacarioblastica 3) (1) (4)
Total 27,6% 0% 24,1% 17,2% 31,0% 100,0%
@) ©) @) ®) ©) (29)
Fuente: Base de datos anonimizada Elaborado por: Los autores

Se analiz6 la frecuencia de marcadores inmunoldgicos analizados mediante citometria de flujo
con los subtipos de LMA, por lo que se pudo evidenciar que los casos de LMA subtipo MO,
presentan de forma comudn los marcadores CD34, CD45, CD38, MPO, CD7, CD117, CD33,
CD123, CD71, CD13, CD4, CD36, CD64, HLA-DR, de los cuales tienen mayor frecuencia el
CD45, CD117, CD33 y HLA-DR. En los casos de LMA subtipo M1 los marcadores inmunolégicos
representativos son CD45, CD38, MPO, CD117, CD33, CD13, CD64 y HLA-DR, los cuales se
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presentaron con la misma frecuencia. En la LMA subtipo M2 los marcadores mas frecuentes
fueron CD45, MPO, CD117, CD13, CD64 y HLA-DR, de igual manera en una proporcion casi
similar se presentaron CD34, CD38, CD33, CD123 y CD15. La LMA subtipo M3 fue la leucemia
con menor expresion, por lo que los marcadores expresados corresponden Unicamente a un
paciente, el cual presenté todos los marcadores, a excepcion de CD34, CD7, CD19, CD2, CD36
y HLA-DR. Con respecto a la LMA subtipo M4, cuenta con la presencia de la mayoria de
marcadores, a excepcion de CD19, CD71, CD15 y CD2. Por otro lado, el subtipo M5 presenta
ausencia de los marcadores CD34, CD7, CD19, CD71, CD15y CD2; y por ultimo la LMA subtipo
M7 presenta mayor frecuencia de los subtipos CD45, CD33, y CD4. Finalmente, se estableci6
gue los marcadores inmunoldgicos mas comunes en todos los subtipos de LMA fueron el CD45,
CD38, CD117, CD33, HLA-DR y MPO, mientras que el resto de marcadores inmunolégicos se
encontraron distribuidos en ciertos subtipos de LMA, evidenciandose que existe una menor

frecuencia de expresion de CD19 y CD2 (Tabla 8).
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Frecuencia de marcadores

Tipo de

Leucemia

CD34 CD45

MO
[MA con minima
diferenciacion
M1
LMAsin
maduracion
M2
LMA con
maduracidn
M3
[MA -
promielocitica
M4
[MA
mielomonocitica
M5
LMA -
monobldstica

23,8% | 20,7%
(5) (6)

28,6%
(6)

27,6%
(8)
23,8%  20,7%
(6)

3,4%
(1)

9,5%
(2)

6,9%
()

6,9%
(2)

M6
Eritroleucemia

M7
LMA

megacariobldstica

14,3%
(3)

13,8%
(4)

72,4%
(21)

100%

Total (29)

Tabla 8

35

inmunoldégicos por citometria de flujo respecto al subtipo de LMA en pacientes del Instituto
del Cancer SOLCA - Cuenca, periodo 2017 - 2019

CD38

19,2%
(5)

30,8%
(8)

19,2%
(5)

3,8%
(1)

7,7%
(2)

7,2%
(2)

11,5%
3)

89,7%
(26)

MPO

20,8%
(5)

33,3%
(8)

33,3%
(6)

4,2%
(1)

8,3%
(2)

4,2%
(1)

4,2%
(1)

82,8%
(24)

Fuente: Base de datos anonimizada

CcD7 CD117
30,0% 22,2%
(3) (6)
10,0% 29,6%
(1) (8)
20,0%  22,2%
(2) (6)

) 3,7%
(1)
10,0%  7,4%
(1) (2)
) 3,7%
(1)
30,0% 11,1%
(3) (3)
34,5% 93,1%
(10) (27)

Marcadores Inmunolégicos

CcD19 CD33 CD123 CD71 CD13
©2L4%  11,1% 286% 167%

(6) (2) (4) (4)

33,3% 28,6% 27,8% 28,6% 33,3%
(1) (8) (5) (4) (8)
66,7%  17,9% 27,8% 14,3% 25,0%
(2) (5) (5) (2) (6)
) 3,6%  56% 7,1% 4,2%

(1) (1) (1) (1)

) 71%  11,1% 4%

(2) (2) (1)

) 71%  11,1% 4%

(2) (2) (1)

. 143%  56% 214% 12,5%

(4) (1) (3) (3)

10,3% 96,5% 62,0% 48,3% 82,8%
(3) (28) (18) (14) | (24)

CD4

11,1%
(2)

27,8%
(5)

16,7%
(3)

5,6%
(1)

5,6%
(1)

11,1%
(2)

22,2%
(4)

62,0%
(18)

CD15

83,3%
(5)

16,7%
(1)

20,7%
(6)

CD2

100,0%
(3)

10,3%
(3)

CD36

13,3%

26,7%
4

20,0%

6,7%

13,3%

20,0%
3

51,7%
(15)

CDé64

9,5%

38,1%

28,6%

4,8%

9,5%

9,5%

72,4%
(21)

HLA-
DR

24,0%

32,0%

24,0%

8,0%

8,0%

4,0%
1

86,2%
(25)

Elaborado por: Los autores
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Capitulo VI
6. Discusion
El uso de la CMF ha generado la posibilidad de estudiar el inmunofenotipo de células
normales y leucémicas mediante el analisis de los componentes celulares por paneles de
anticuerpos monoclonales usados en los diferentes centros de diagndstico (41).
La baja tasa de pacientes con LMA presentados en este estudio abarca 29 casos, que se
complementa con un estudio realizado en el Hospital General de México, el cual registro
250 casos de leucemia aguda, de los cuales solamente 16 casos corresponden a LMA. En
los ultimos 40 afios, ha incrementado la incidencia de leucemias agudas; en México existe
una incidencia anual de 2 por cada 100000 habitantes con diagndstico de leucemia, de los
cuales solo el 0.7 equivale a los casos de pacientes con LMA. Por otro lado, en un estudio
realizado en Quito en los afios 2016 a 2018 en el Hospital de Especialidades Carlos
Andrade Marin, la LMA fue mas frecuente frente a otros tipos de leucemia; no obstante, la
poblacion analizada comprendié pacientes mayores de 18 afios incrementando
significativamente los casos de LMA en comparacion al estudio realizado (42,43).
Un estudio realizado en el Hospital General de México en los afios 2006 al 2012, demostré
que los casos de LMA presentaron una mayor frecuencia en pacientes pertenecientes al
sexo masculino, con un 52%; difiriendo de una investigacion realizada en el Instituto del
Céancer SOLCA - Guayaquil en los afios 2019 — 2021, en la cual se demostré que existe
una relacion 1:1 respecto al sexo. Datos que difieren con el presente estudio, en donde
existio un predominio de casos en pacientes del sexo femenino (55,2%). Basandose en los
estudios mencionados con anterioridad, el rango etario con mayor frecuencia abarcé a
pacientes de 20 a 39 afios, discrepando con los resultados obtenidos en esta investigacion,
en la que se pudo observar una mayor frecuencia de casos en pacientes mayores de 65
afos. El estudio realizado por el Instituto de Hematologia e Inmunologia en Ciudad de la
Habana, demostré que la mayoria de pacientes con LMA fueron personas pertenecientes
a la tercera edad debido al deterioro del sistema inmune, lo cual conlleva a una disminucion
de la defensa del huésped contra el cancer (44—-46).
La caracterizacién inmunofenotipica realizada a pacientes cubanos con LMA por el autor
Pino Blanco et al; en el afio 2014, demostré que la LMA subtipo M4 fue la més frecuente,
seguida por el subtipo M7. Un estudio realizado en el Hospital Eugenio Espejo de Quito,

sustent6 que el subtipo LMA M2 se present6 en la mayor parte de los casos (25%), seguido
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de LMA tipo M1 (21%), siendo estos resultados congruentes con la investigacion actual, en
la cual los dos subtipos de LMA mas frecuentes son los mencionados anteriormente (47,48).
El estudio realizado por la Federacion Bioquimica de la Provincia de Buenos Aires,
demostré que la tipificacion mediante el marcador molecular CD45 es de gran utilidad,
debido a su expresion en todas las células hematopoyéticas ya que permite discriminar
entre las células blasticas y maduras reactivas en la médula 6sea y, deducir el estadio de
maduracion considerando a este marcador como uno de los mas importantes en el
diagnéstico de leucemias. Esto concuerda con los resultados de la presente investigacion,
en la cual se observa positividad en todos los casos. Dentro de un estudio realizado en
California sobre la frecuencia de los inmunofenotipos de LMA en adultos, se comparé la
CMF con la clasificacion FAB, con el fin de definir el mejor uso y papel de la CMF en el
diagndstico y la clasificacion adecuada de la LMA. Los resultados obtenidos mostraron que
CD38, CD33 y CD13 fueron los antigenos comunmente mas expresados (94,8%, 91,3% y
89,6%, respectivamente); este estudio concuerda con otra investigacion realizada en China,
en la cual los CD mayormente expresados fueron CD38, CD33, y CD13. Esta investigacion
también menciona marcadores inmunolégicos como CD7, el cual es un antigeno linfoide
comunmente expresado en LMA, acompafiado de CD19 y CD2, los cuales fueron
marcadores presentes en casi todos los casos de LMA en la investigacion realizada. La
clasificacion de la FAB en relacion a algunos inmunofenotipos se detalla seguin la
investigacion impartida por la Universidad de Oxford, en la cual se sustent6 el aumento
frecuencial de CD2 en M3; la nula expresion de HLA-DR, CD34 y CD56 en M3; el aumento
de la frecuencia de CD19 en M2, y falta de MPO en MO, identificando perfiles
inmunofenotipicamente distintos en los grupos morfolégicos M3 y M5 de la clasificacion
FAB (49-55).
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Capitulo VI

7.1 Conclusiones

Dentro de la poblacion de estudio comprendida por 29 casos de pacientes con
diagnostico de LMA, se encontr6 predominancia en el sexo femenino
correspondiente al 55,2%.

El rango de edad mas frecuente de los casos analizados correspondié a pacientes
mayores a 65 afios con un porcentaje de 31%, dividido entre 17,2% del sexo
femenino y 13,8% del sexo masculino; por lo contrario, el grupo etario con nula
frecuencia fue el rango entre 16 a 30 afios con un 0% de casos.

Segun la clasificacién morfoldgica de la FAB, el subtipo mas frecuente de LMA fue
M1 o leucemia mieloide aguda sin maduracién con el 27,6% de casos; dentro de la
investigacion se obtuvo nula caracterizaciéon de M6 o eritroleucemia.

El inmunofenotipo o cluster de diferenciacion CD45 se encontré en el 100% de los
casos, seguido por CD33, el cual marcé positividad en 28 de los 29 casos, CD2 y
CD19 fueron los inmunofenotipos con menor frecuencia, presentandose Unicamente

en 3 de 29 pacientes cada uno.
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7.2 Recomendaciones

e Se recomienda realizar mas investigaciones enfocadas en posibles factores de
riesgo o causas asociadas al origen de LMA y analizar la presencia de marcadores
inmunoldgicos en los subtipos de LMA en cada provincia para establecer datos
epidemiolégicos detallados a nivel nacional, los cuales brindaran informacion acerca
de la realidad sanitaria del pais.

e Se sugiere realizar estudios que correlacionen la frecuencia de marcadores
moleculares de los subtipos de LMA con alteraciones genéticas y cromosémicas en
base a técnicas moleculares, genéticas y citogenéticas.
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Anexos
9.1 Anexo A: Operacionalizacion de variables
Variable Definicion Dimension Indicador Escala
Tiempo que ha Menos de 15 afios
transcurrido la vida Numero de 16-30 afios
Edad de un ser vivo, Afos afios cumplidos 31-45 afos
desde su nacimiento 46-64 afios
hasta la fecha Mas de 65 afios
actual.
Conjunto de
cualidades
Sexo fisiologicas que Biologica Fenotipo Masculino
dividen a los Femenino
individuos en
masculinos y
femeninos.
Subgrupo
heterogéneo de
leucemias agudas
Leucemia caracterizadas por
mieloide una rapida Biolégico Clasificacion de MO, M1, M2, M3,
aguda expansion clonal de leucemias FAB M4, M5, M6, M7
mieloblastos que se
acumulan en
médula 6sea y
sangre periférica.
Marcadores que Tipos de CD34, CD45, CD3s8,
Inmunofenoti | permiten catalogar Bioldgico antigenos MPO, CD7, CD117,
pos cada leucemia leucocitarios CD19, CD33,
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mieloide aguda en
base a los antigenos
presentes en los

blastos.

expresados

CD123, CD71,
CD13, CD4, CD15,
CD2, CD36, CD64,

HLA-DR
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9.2 Anexo B: Formulario de recolecciéon de informacién

B UNIVERSIDAD UNIVERSIDAD DE CUENCA
¢=>% DE CUENCA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

N CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
INMUNOFENOTIPOS DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Formulario N°

Cddigo
1. Datos personales

Edad: anos

Sexo: Masculino Femenino
2. Diagnoéstico

Subtipo de leucemia mieloide aguda

MO M4 _
ML M5
M2 M6
M3 M7

3. Marcadores citoplasméaticos y de superficie celular por citometria de flujo

49
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9.3 Anexo C: Oficio al Director del Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca

Cuenca, 22 de noviembre de 2022
Doctor

Jorge Alvarado

Director de SOLCA, nucleo Cuenca

Presente

De nuestra consideracion:

Luego de un cordial y atento saludo, Yo DAYANNA LISSETH RODRIGUEZ OJEDA, Yo
KEVIN ARIEL DELGADO OCHOA, estudiantes de la Universidad de Cuenca, Carrera de
Laboratorio clinico, mediante el presente solicitamos a usted como director del Instituto
del Cancer SOLCA - Cuenca, la carta de interés de la institucion a fin de continuar con el
tramite de nlcleo cuenca aprobacion para desarrollar el proyecto de investigacion con el
tema: FRECUENCIA DE INMUNOFENOTIPOS DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA POR
CITOMETRIA DE FLUJO EN PACIENTES DEL INSTITUTO DEL CANCER SOLCA -
CUENCA, PERIODO 2017 - 2019, bajo la tutoria en la institucion de la Dra. Andrea

Bastidas.

Por la favorable y acogida a la presente, anticipamos nuestro agradecimiento.

Atentamente

Dayanna Lisseth Rodriguez Ojeda Kevin Ariel If)elgzado Ochoa
C.l. 0150405462 C.l. 0105196091
Investigadora Investigador
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9.4 Anexo D. Figura 2. Distribucién del nUmero de pacientes diagnosticados con LMA en
el Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca, periodo 2017-2019, agrupados por sexo y edad.

Fuente: Base de datos anonimizada. Elaborado por: Los autores.

Pacientes diagnosticados con LMA agrupados por sexo y edad.
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9.5 Anexo E. Figura 3. Distribucion de casos de acuerdo al subtipo de LMA y el sexo de
los pacientes del Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca, periodo 2017 - 2019. Fuente: Base

de datos anonimizada. Elaborado por: Los autores.

Casos de acuerdo al subtipo de LMA y el sexo.
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9.6 Anexo F. Figura 4. Distribucion de casos de acuerdo al subtipo de LMA y la edad de
los pacientes del Instituto del Cancer SOLCA - Cuenca, periodo 2017 - 2019. Fuente: Base

de datos anonimizada. Elaborado por: Los autores.
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