Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Perd. Decana de América
Facultad de Medicina

Escuela Profesional de Tecnologia Médica

Frecuencia del marcador CDS56 en pacientes
diagnosticados con leucemia mieloide aguda en el
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas en el

periodo 2014 - 2016

TESIS

Para optar el Titulo Profesional de Licenciado en Tecnologia

Médica en el area de Laboratorio Clinico y Anatomia Patologica

AUTOR
César Ricardo PONCE JAUREGUI

ASESOR
Lic. Ricardo Mafalky RODRIGUEZ TORRES

Lima, Peru

2018



"FRECUENCIA DEL MARCADOR CD56 EN PACIENTES
DIAGNOSTICADOS CON LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA EN
EL INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES
NEOPLASICAS EN EL PERIODO 2014 —2016"

AUTOR: CESAR RICARDO PONCE JAUREGUI
ASESOR: Lic. RICARDO M. RODRIGUEZ TORRES

COASESORES: M.C.JUDITH VIDAL AYLLON
Lic. JULIA MOYA NARANJO
M.C. DANIEL ENRIQUEZ VERA

M.C. MABEL AUCCA VITORINO



DEDICATORIA

Este trabajo se lo dedico a mi familia, en especial a mi abuela.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a Dios, a mi familia, al Lic. Ricardo Rodriguez, al Equipo Funcional de
Citometria de Flujo del INEN y a la Universidad Nacional Mayor de San Marcos por esta

grata experiencia en el campo de la investigacion.



INDICE

CAPITULO ... aessnns 1
INTRODUCCION.........oomomiiieieeeeeeieeseeeeeeseees s saesseesssss s sss s ssssssss s sses s sssssssssssssssssssnssnssnsens 1
1.1 DESCRIPCION DE LOS ANTECEDENTES ..........ccocovvimruimoeieeoseessseeseessssssesssessssesseons 2
1.2 IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION .........ooooiivmeiemeeieeeenseesseeeseesseesseesssessssensaons 4
1.3 OBIETIVOS .......ooooiooeeeeeeeeeeeeeee e es s sns s ssnssnns 6
1.3.1 OBJETIVO GENERAL ......cooooivmiviiieeeeeeoeeessseesesssseessssssessssssssssssessss s sssssnsssssen 6
1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..........oooooivieeeeeeeeeeeeeeeeeessese e eeesessse e 6

1.4 BASES TEORICAS ........oovmioeeeeeoeeeeeseeseeseesesssseseesssessesssess s sssssssssssssssnssssssssnssssasssssssens 6
141 BASE TEORICA ..........oooooiooeeeeeeeeveeeeeeeeseese e sessses s ssses s ses s ses 6
CAPITULO IL........ooooooeeeeeeeeeee e sa s s s ssses e essnssnnnens 13
METODOS ..o s s sees s sssessess s s s s s s sasssas s es s ssssessssssssssesesessesssesassssesseses 13
21 DISENO METODOLOGICO...........ocomvreerreiereeseeieeesseeseesseessesssessssssssssssesssssssnsssnees 14
2.2 DISENO METODOLOGICO ..........ooooovomreeeeieeeeeeesseeiesessseessesssssssessssssssssessssnsonns 14
221  TIPO DE INVESTIGACION........cocoovimivomeeeeeeseeeeseesseessesseesssesssesessess s sesnsenns 14
2.2.2  DISENO DE LA INVESTIGACION........coocovvvirvonreereeieeeesseesseesssesessensssssensenns 14
223  MUESTRA Y MUESTREOQ ...........coooooieoieeeieeeeesseeessesssssseseesessssssnsssssss s 14
2.2.3.1 CRITERIO DE INCLUSION .........cooocoimoimmiiineoeiereeeneeesseeessseesesesssessssssssesnssnons 14
2.2.3.2  CRITERIO DE EXCLUSION .........ccooiiiimmineineeeesseesssissesseessseesssssessssssnssesssenns 14
224 VARIABLES............ooooioooeoeeeeeeeeeeeee e oesssess s ses s nsenns 15
2.2.5  TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS .............. 15
CAPITULO ILL........oooooooceeeeeeeee e 16
RESULTADOS ..o veeeeees e seees s sssss s s s s sssessssnons 16
CAPITULO IV ..o s s sses s essnssssenns 29
DISCUSION........oooiomeeeeieeeeeeeeeesseeeseese e sses s s s ssesss s es e s ss s sssssessssssssesesessesessnsanns 29
CAPITULO V... s s 33
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ........cooovviiiineinneeesiessesseessssssssssessesssssssessons 33
4.1. CONCLUSIONES...........oovoiiiiereeerrieseiessssssesssss s ssss s sssssss s ssssss s s sssssnns 34
4.2. RECOMENDACIONES ..........coocovviirenriieeeisseessissessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssenns 34
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........ooooovvmeioieeeeeeeeeeseeieseesseessssssssssssssssssessssssssnssssnons 35
ANEXOS ..o 44



Resumen

INTRODUCCION: El antigeno CD56, es una glicoproteina de superficie celular,
identificada como molécula de adhesion. Su aparicién en varias neoplasias hematopoyéticas
incluyendo las leucemias mieloides agudas (LMA), influencian en el tratamiento y
prondstico de la enfermedad de los pacientes. La expresion del CD56 en LMA alcanza entre
20-30% de casos, asocidndose a un mal prondstico y a su relacion directa e indirecta a
alteraciones genéticas, siendo importante conocer la frecuencia del CD56 en LMA.

OBJETIVO: Determinar la frecuencia del marcador CD56 en pacientes con diagndstico
LMA de novo, Laboratorio de Citometria de Flujo, INEN en el periodo 2014 - 2016.

DISENO METODOLOGICO: Estudio retrospectivo, donde se evaluaron 124 casos de
LMA de novo, con estudio del antigeno CD56, clasificados por criterios FAB usando la
morfologia, citogenética, inmunofenotipo y biologia molecular en el INEN, periodo 2014 —
2016.

RESULTADOS: La expresion del CD56 fue demostrado en 34 casos (27%). Se hallé mayor
frecuencia en sexo femenino y en el intervalo de 30-59 afios (21 casos, 17%). Los subtipos
M2 9%) y M3 (8%) fueron los mas frecuentes. Los resultados de LMA CD56+ no
evidenciaron correlacion entre la expresion con el conteo de neutréfilos, leucocitos,
plaquetas, blastos en sangre periférica y blastos en médula 6sea. La expresion de CD56,
se evidencid con frecuencia ante la presencia del gen PML/RARa (25%) y en el grupo de
riesgo favorable. No se evalud la asociacion entre el cariotipo y la aparicion del CD56 por
poca cantidad de datos. La Enfermedad Minima Residual (EMR) por citometria no demostré
diferencia significativa entre los grupos, CD56+ y CD56- (IC 95%: 0.565-1.823). En cuanto
a larespuesta a la induccidn por citomorfologia, tampoco se hall6 diferencia en ambos grupos
(IC 95%: 0.434-1.590).

CONCLUSIONES: Se determiné que la frecuencia del marcador CD56 en pacientes
diagnosticados con LMA de novo en el periodo 2014-2016 fue del 27%, siendo mads
frecuente el subtipo M2 (9%). Adicionalmente, la mayoria de casos CD56+ presentan el gen
PML/RARa y son de riesgo favorable sin asociacion con algin prondstico adverso. Al
evaluar la respuesta a la induccidén segun citomorfologia y EMR por Citometria de Flujo, no
demostré diferencias entre ambos grupos CD56. Cabe resaltar que la expresion del CD56 no
influyé en la supervivencia promedio de LMA no-LPA.

Palabras clave: CD56, LMA, Frecuencia, Inmunofenotipo, Citometria de flujo.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: CD56 antigen is a cell surface glycoprotein, identified as an adhesion
molecule. Its appearance in several hematopoietic neoplasms, including acute myeloid
leukemia (AML), influences the treatment and prognosis of patients' disease. The expression
of CD56 in AML reaches between 20-30% of cases, being associated with a poor prognosis
and its direct and indirect relationship to genetic alterations, being important to know the
frequency of CD56 in AML.

OBJECTIVE: Determine the frequency of CD56 marker in patients with AML de novo
diagnosis en el Flow Cytometry Laboratory at INEN in the period 2014-2016.

METHODOLOGICAL DESIGN: Retrospective study, where 124 cases of de novo AML
were evaluated, with study of the CD56 antigen, FAB using the morphology, cytogenetics,
immunophenotype and molecular biology at INEN, period 2014 - 2016.

RESULTS: The expression of CD56 was shown in 34 cases (27%). It was found more
frequently in females and in the range of 30-59 years (21 cases, 17%). The M2 (9%) and M3
(8%) subtypes were the most frequent. The results of AML CD56+ proved no correlation
between expression and the content of neutrophils, leukocytes, platelets, blasts in peripheral
blood and blasts in bone marrow. CD56 expression was frequently seen in the presence of
PML/RARa gene (25%) and in the favorable risk group. The association between the
karyotype and the appearance of CD56 due to a small amount of data was not evaluated.
Minimum Residual Disease (EMR) by cytometry showed no significant difference between
the groups, CD56 + and CD56- (95% CI: 0.565-1.823). Regarding the response to induction
by cytomorphology, no difference was found in both groups (95% CI: 0.434-1.590).

CONCLUSIONS: It was determined that the frequency of the CD56 marker in diagnostic
patients with de novo AML in the 2014-2016 period was 27%, M2 subtype being more
frequent (9%). In addition, most CD56+ cases present PML/RARa gene and are at favorable
risk without association with any adverse prognosis. Finally, the evaluation of the response
to induction according to cytomorphology and EMR by Flow Cytometry, it did not show
differences between both CD56 groups. It should be noted that the expression of CD56 did
not influence the average survival of AML non-APL.

Key words: CD56, AML, Frequency, immunophenotype, flow cytometry.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION



1.1 DESCRIPCION DE LOS ANTECEDENTES

La Leucemia es una enfermedad resultado de la proliferaciéon neoplasica de las células
hematopoyéticas, asociado generalmente, a alteraciones genéticas, contribuyendo de esta
manera a una transformacién maligna de las células, una serie de mutaciones que pueden
progresivamente empeorar el prondstico de la enfermedad. Generalmente, la leucemia se
caracteriza por el aumento permanente, anormal y desordenado de la cantidad de leucocitos,
por lo que con el desarrollo de la enfermedad el individuo pierde las defensas de su cuerpo
haciéndolo susceptible a infecciones, impidiendo a su vez el desarrollo normal de células
progenitoras de la sangre, y consecuentemente provoca que la persona afectada presente
cuadro de anemia y trombocitopenia. Mayormente, las leucemias agudas son divididas en

Leucemia linfocitica aguda (LLA) y Leucemias mieloides agudas V.

Las Leucemias Mieloides Agudas (LMA) son un grupo heterogéneo de enfermedades que
corresponden a la proliferacion desordenada de forma permanente y anormal de una clona de
células hematopoyéticas, lo que conduce a una sobreproduccion de células incapaces de
diferenciarse, madurar y/o funcionar normalmente, desencadenando una invasion de células
inmaduras en la médula 6sea, con la consecuente falta de glébulos rojos y plaquetas,
concluyendo en que el paciente afectado quede expuesto a un gran ndmero de procesos
patologicos, sin posibilidad de que el organismo pueda defenderse adecuadamente. Las LMA
son el tipo de leucemia aguda méds comun que afecta a las personas adultas, siendo los adultos
mayores, quienes tienen mayor probabilidad de presentarla. El promedio de edad en el
diagnéstico de las LMA es de 65 afios, siendo menos frecuente en menores de 45 afios; por
ende, se colige que su incidencia aumenta con la edad ®'®. La mayoria de pacientes
diagnosticados no presentan un evento desencadenante claro, se asocia a diferentes factores
de riesgo, como tabaco, exposicion a agentes quimicos, alteraciones genéticas, antecedentes
familiares, sexo, entre otros. Las LMA pueden ser clasificadas como desérdenes los cuales
se presentan con diferentes caracteristicas morfoldgicas, de inmunofenotipo y patrones

citogenético - moleculares.

El primer paso para el diagnéstico de las LMA, es la enumeracién de las células blésticas y

la examinacién de sus caracteristicas citologicas. La identificaciéon de las propiedades



citoquimicas de los blastos también se usa como una informacién complementaria, siendo de
mayor importancia la determinaciéon de la enzima mieloperoxidasa y la presencia de la
esterasa no-especifica %), Para los casos que haya una gran proliferacion, el andlisis del
cariotipo provee informacion adicional importante mostrando las anormalidades especificas
del cromosoma. En los casos que suceda que no haya células metafdsicas, las pruebas
moleculares van a ser ttiles para la determinacion especifica de aberraciones cromosémicas;
sin embargo, no todos los laboratorios cuentan con los equipos necesarios para las pruebas

moleculares.

Con el apoyo del estudio inmunofenotipico se provee de forma rapida los resultados y ademds
de ser beneficioso para orientar en el diagndstico de acuerdo al subtipo de LMA “9. Si bien
el inmunofenotipo es una herramienta util para el diagndstico de LMA, no se le considera
como prueba confirmatoria. No obstante es una prueba favorable para evaluar el valor
prondstico, en algunos casos pueden elevar la sospecha de aberraciones cromosdmicas y los
datos inmunofenotipicos pueden utilizarse para decidir si deben realizarse investigaciones

moleculares complementarias.

Varios estudios ©1® informaron la correlacién entre inmunofenotipo, morfologia, patrén
citogenético y el resultado clinico del paciente. El inmunofenotipo a través de la Citometria
de Flujo (CMF), es una herramienta importante para el diagndstico de leucemias. La CMF
permite diferenciar entre las células inmaduras y el componente celular normal presentes al

mismo tiempo en una muestra y separar este ultimo del andlisis fenotipico.

En las LMA, el inmunofenotipo es de gran utilidad ddndonos caracteristicas propias de este
tipo de leucemia, marcadores como HLD-R, MPO, CD13, CD33, CD117, CD64, entre otros.
Sin embargo, la infidelidad de linaje o coexpresion de antigenos asociados a otras estirpes,
estd relacionada fuertemente a una expresion citogenética aberrante; la aparicién de un
antigeno asociado a otro linaje serfa causado por una anormalidad genética ©®. Estudios han
abordado el papel de la expresién del CD56 en neoplasias hematoldgicas, siendo un factor
importante en cuanto a diagnéstico y tratamiento >!*!15 El pronéstico referente a la
expresion de este marcador es aun controversial: Shereen El Shobarbagy et al. (2014) “7),
demostré que la expresion del CD56 al momento del diagndstico es asociado a un mal

prondstico en las LMA vy la aparicién sola de este marcador evidenciaria una tasa de remision
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completamente baja y un corto periodo de sobrevivencia. Raspadori et al. (2001) ®®, encontré
que la expresion de la CD56 fue asociado a una baja tasa de remisién (Ver anexo 2). Por el
contrario, Chang et al. (2003) 33 demostré que la tasa de remisiéon completa (RC) no estd

asociado con la expresion del CD56.

Por estos motivos, es importante el estudio del CD56 en las LMA, debido a que este marcador
alcanza un 15 a 20 % del total de casos de LMA a nivel mundial @849 Inclusive, las LMA
que son consideradas de bajo riesgo ante la aparicion del CD56, podria influenciar

negativamente en la remision y la supervivencia del paciente.

Segin lo descrito anteriormente, se planted el siguiente problema: ;Cuadl es la frecuencia del
marcador CD56 en pacientes diagnosticados con Leucemia Mieloide Aguda (LMA) en el

Laboratorio de Citometria de Flujo del INEN en el periodo 2014 - 2016?

1.2 IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Estudios sobre el valor prondstico del CD56 en LMA son relativamente recientes y un
nimero de asociaciones clinicas han sido encontradas en la literatura '>*7. Los antecedentes
han demostrado una severidad en cuanto al progreso de estas leucemias siendo de
importancia clinica e incluyéndose en los exdmenes de pacientes con LMA. Esta
investigacion muestra la frecuencia del CD56 en los pacientes con LMA, debido a que varias

publicaciones !9 reportan una frecuencia del 20-30% y con pronéstico desfavorable.

En el Pert, El Instituto de Enfermedades Neopldsicas (INEN) busca a través de la
investigacion hallar un diagndstico 6ptimo, oportuno y un tratamiento certero contra el
cancer, siendo importante conocer el impacto del CD56 en las LMA. Con la finalidad de
mejorar el diagnostico de las neoplasias hematoldgicas, el Servicio de Citometria de Flujo ha
realizado mejoras a nivel instrumental, cambiando la tecnologia de un equipo analdgico
FACSCalibur a uno digital FACSCanto II. El empleo del software Infinicyt, el cual ayuda a
la mejora del anélisis e interpretacion de datos; y estandarizacién de protocolos acompafiado
con suficiente cantidad de reactivos para el diagndstico de LMA. Siendo a fines del 2013 que
se logran implementar todas las modificaciones, y es a partir del 2014 que todo el sistema

estd operativo, de tal forma que se pudo la investigacion.



Para el médico tratante, es importante conocer sobre el impacto de este marcador, debido a
la relacién directa e indirecta a alteraciones genéticas ®*. Asi podemos conocer cudles son
los factores de riesgo que aquejan a nuestra poblacién en general. De esta manera, pudiendo
el médico dar un mejor tratamiento hacia el paciente con LMA con CD56+. Establecer la
frecuencia del marcador CD56, permite dar un valor prondstico que mejore la aplicacién de
métodos terapéuticos en los pacientes con factores de alto riesgo, asi reducir la cantidad de
quimioterapias y minimizando el efecto de los medicamentos “®. El estudio es conveniente
porque pretende incrementar los conocimientos asociados con esta patologia, frecuencia,
asociacion con la edad y sexo, asociar el prondstico con la patologia y de esta forma contar
con estadisticas propias que nos ayuden a mejorar en la toma de decisiones hacia el

tratamiento adecuado.

En nuestro pais son escasos los estudios relacionados a la Infidelidad de Linaje en el
inmunofenotipo de LMA, la cual se define como una mala programacion en la diferenciacién
de leucemias, consecuentemente se produce una coexpresion de antigenos, o sea marcadores
. . . o (42).
pertenecientes a la linea y uno o dos marcadores que pertenecen a otro tipo de linea "~’; sobre
todo aquella informacién relacionada a la presencia del CD56, por lo que se hizo necesario

esta investigacion.



1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia del marcador CD56 en pacientes diagnosticados con
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) en el Laboratorio de Citometria de Flujo del INEN
en el periodo 2014 - 2016.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la asociacion entre CD56+ segun la edad y el sexo en LMA.
e Determinar la asociacion entre el CD56 y anormalidades citogenéticas.

e Evaluar la respuesta a la induccién segun citomorfologia y enfermedad minima

residual segtin la Citometria de Flujo.

1.4 BASES TEORICAS

1.4.1 BASE TEORICA

LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS (LMA)

La Leucemia es una neoplasia de la médula 6sea y la sangre. Cominmente, las
leucemias agudas son divididas: LMA y LLA ®_ Las LMA, son neoplasias que
resultan de una proliferacion clonal de células precursoras hematopoyéticas
anormales que infiltran 1a médula 6sea y en ocasiones, diferentes 6rganos y/o sistemas
causando la muerte. Las consecuencias clinicas son: sindrome anémico, infeccioso y

hemorrigico ®. (Ver anexo N° 1)

A nivel mundial, la incidencia de nuevos casos es de 1.5 a 3 por 100.000 individuos
por afio, siendo mds comin en personas adultas. Los adultos mayores tienen més
probabilidades de presentar LM A elevandose hasta 10 casos por 100.000 individuos
(I8) En el Perd, cada afio fallecen 1350 personas por leucemia, lo que corresponde a

4-5 defunciones por cada 100.000, asi en el 2012 lleg6 a ser el cdncer con mayor carga



anivel nacional superando al cancer de estémago !, En relacién al sexo, los hombres

presentan mayor incidencia de leucemias que las mujeres, segtiin datos estadisticos

reportados en el INEN, en el periodo 2006-2015 0,

La mayoria de los pacientes que sufren de LMA no presentan un desencadenante

claro, solo se conocen una serie de factores de riesgo. Los factores de riesgo que se

relacionan con LMA son:

Género: La mayor incidencia de padecer LMA se encuentra en hombres, pero

actualmente de desconocen las razones. !

Antecedentes familiares: Atin no se ha encontrado relacién entre LMA y los
antecedentes familiares. S6lo se ha evidenciado un caso de gemelos idénticos,
donde uno de ellos desarroll6 LMA en el primer afio de vida, sugiriendo un

aumento en la probabilidad de que su gemelo la padezca. ?V

Tabaco: No se le ha ligado directamente como un factor de riesgo de LMA, pero

aumentaria el riesgo de desarrollar cdncer. ?!

Agentes quimicos: Sustancias quimicas similares al benceno, se encuentran
actualmente presentes en algunos pegamentos, detergentes y productos de
limpieza. Si bien se ha estudiado estas sustancias quimicas para encontrar
relacion con el entorno de trabajo, aun no se han obtenido resultados

contundentes de si esta exposicién a estos quimicos produce leucemia @V,

Tratamiento previo para el cancer: Generalmente para el tratamiento del
cancer se emplea la quimioterapia, la cual contiene diferentes tipos de drogas que

son relacionadas con un aumento al riesgo de desarrollar una LMA. @V

Sindromes genéticos: Sindromes relacionados a alteraciones genéticas tales
como el sindrome de Down y la trisomia 8, incrementan el riesgo de desarrollar
LMA. Enfermedades congénitas como la anemia de Fanconi, la ataxia
telangiectasia, los sindromes de Bloom, Blackfan-Diamond, Wiskot-Aldrich,

Schwachman, Li-Fraumen, Kostmann, la neurofibromatosis o la neutropenia



congénita severa; causan efectos irreparables en la reparacion del material de los

genes, de esta manera aumentando el riesgo de LMA. ¢V

En la actualidad se usan 2 sistemas de clasificacion de LMA: la clasificacion FAB
(Franco-Americana-Britdnica), esta clasificacion se utiliza para sefalar subtipos
morfoldgicos, realizar estudios clinicos y determinar el prondstico (ver anexo N°3),
y la clasificacién de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2017) ©%, 1a cual

incluye:

e LMA con anomalias genéticas recurrentes.

LMA con t(8;21)(q22;q22); RUNXI-RUNXIT]I.

LMA con inv(16)(p13.1q22); CBFB-MYH1 1.

Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(q22;q12); PML-RARA.
LMA con t(9;11)(p21.3;923.3); KMT2A-MLLTS3.

LMA con t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214.

LMA con inv(3)(q21.3926.2); GATA2, MECOM.

LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKLI.
LMA con BCR-ABLI

LMA con mutacién NPM1

LMA con biallelic mutation of CEBPA

LMA con mutacién RUNX1

NN N N N N S NN

e [MA con cambios relacionados con la mielodisplasia.

e [ MA relacionada con la terapia.

e LMA, NOS.

LMA diferenciacién minima

LMA sin maduracion

LMA con maduraciéon

Leucemia Mielomonocitica aguda
Leucemia monobléstica y monocitica aguda
Leucemia eritroide aguda

Leucemia megacariobldstica aguda
Leucemia basofilica aguda

Mielofibrosis con panmielofibrosis aguda

AN N N N NN N N

e Sarcoma Mieloide

e Proliferacion mieloide relacionado a Sindrome de Down.



Leucemia Aguda con linaje mixto

Célula neoplasica dendritica plasmocitoide blastica.

La clasificaciéon FAB (1976) se apoya en la morfologia y la citoquimica (ver anexo

N° 4), mientras que la clasificacion OMS (2017) ©0) ysa la morfologia,

inmunofenotipo (ver anexo N° 5), citogenético y biologia molecular.

Generalmente, los pacientes que presentan una LMA no evidencian factores de riesgo

conocido, por lo tanto, no se puede afirmar que exista una manera temprana de

prevenirla o diagnosticarla, con una supervivencia promedio de 12 meses, y donde un

15% de pacientes llega a los 3 afios ?!??. Las pruebas diagndsticas van a tener dos

propositos principalmente: determinar el subtipo de leucemia y detectar el estado

madurativo en que se encuentra para la toma de decisiones terapéuticas. Las pruebas

de laboratorio mayormente empleadas son:

Hemograma de sangre periférica: La presencia de leucocitos inmaduros
incrementa la sospecha de una leucemia. Un porcentaje mayor al 20% de blastos

en sangre periférica inclinaria el diagnéstico hacia una leucemia aguda. ¥

Citoquimica: El uso de distintas tinciones citoquimicas en muestras de aspirado
de médula dsea, evidencian diferentes reacciones tanto en los granulos como en
otros elementos del citoplasma en las células blésticas. Por ejemplo, la
mieloperoxidasa ayuda diferenciar entre las LMA y otros tipos de leucemias

agudas. 42520

Citometria de flujo: La inmunofluorescencia es la base de la Citometria de
Flujo. Esta tiene ventajas sobre la inmunohistoquimica; debido a, la velocidad
del proceso, la cuantificacion del porcentaje de células patoldgicas y la precision,
ya que tiene la capacidad de evaluar millones de células en corto tiempo . La
Citometria de flujo es una técnica que mide a las células a través de un fluido
utilizando un haz de luz que es detectado por los detectores, que sirve para

analizar la forma y complejidad de las células de la sangre periférica o médula



6sea. Es una herramienta ttil que sirve de apoyo en el diagndstico de LMA,

ademds de orientar el diagndstico a un subtipo de leucemia.

o Citogenética: Esta prueba estudia a los cromosomas y alteraciones relacionadas
a estos @Y. En la LMA existen miiltiples alteraciones cromosémicas, siendo las

mas frecuentes ?7: la translocacion, inversion, deleccién y duplicacion.

e Pruebas moleculares: La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es qtil
para hallar anomalias genéticas. Herramienta de gran sensibilidad que apoya en

el tratamiento. ?¥

Para el tratamiento de LMA se usan los resultados de las pruebas de laboratorio para
llegar emplear la terapia adecuada, pero existen varios factores que interfieren en
ello. Uno de los factores que va a ser de suma importancia son las alteraciones
cromosomicas. Estas alteraciones van a ofrecer informacién importante para el
tratamiento; ya que, aproximadamente el 60 % de las personas con LMA tienen
alteraciones cromosémicas (en la cantidad y/o en la estructura) ®¥. Los cambios
cromosomicos comunes de la LMA incluyen la trisomia 8, la trisomia 21, la
monosomia 7 y la pérdida de un cromosoma X o Y y es posible que ocurran estos
cambios genéticos en pacientes con cromosomas normales, por ende es importante

el andlisis molecular ®®. (Ver anexo N°6 y N°7)
ANTIGENO CD56

La molécula de adhesién neural CD56 (NCAM) es un miembro fundador de una
gran familia de glicoproteinas de superficie celular que comparten estructuras
relacionadas con la inmunoglobulina y fibronectina de tipo III ¢% 3", CD56 humano
estd codificado por un gen de una sola copia en el cromosoma 11 que abarca més de

314 kb y contiene 19 grandes exones asi como 6 exones mas pequefios %32,

Originalmente, CD56 se caracterizé como un mediador de la adhesion célula-célula,
pero ahora también es considerado como un receptor de sefializacion que afecta la
adhesion celular, la migracidn, la proliferacion, la apoptosis, la diferenciacion, la

supervivencia y la plasticidad sindptica ®*3%. La sefializacién mediada por CD56
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puede ser activado después de la interacciéon homotipica o mediante dimerizacién
heterotipica hacia una amplia gama de otras moléculas incluyendo la molécula de
adhesion estrechamente relacionada L1, el factor de crecimiento de fibroblastos 1
(FGFR1), el factor neurotréfico derivado de la linea celular glial y los
proteoglicanos de sulfato (CSPG y HSPGs)®°3%. Desde el punto de vista
fisiologico, CD56 se expresa abundantemente tanto en el cerebro humano en
desarrollo como en el adulto y desempeiia un papel central en la neurogénesis, la
migracién neuronal y el desarrollo de neuritas, de células NK (Natural Killer), un

subconjunto de linfocitos T asi como en células neuroendocrinas ¢4+39),

El empalme alternativo en la formacioén del CD56 da lugar a la expresion de tres
isoformas principales que difieren en su asociacion con membrana y sus dominios
intracelulares: la isoforma CD56'2%P_ que est4 unida a la membrana plasmatica por
un anclaje de glicosilfosfatidilinositol, y las isoformas CD56'%P/CD56'8P | que
tienen ambos un dominio transmembrana y colas citoplasméticas de diferentes
longitudes ¥, Se da una expresién consistentemente fuerte de las isoformas de
CD56'2P y CD56'“P en tejidos normales (excepto la version CD56!*P
especifica de musculo que se expresa exclusivamente en musculo esquelético en
lugar de la isoforma CD56'2%P) y sélo se detectan pequefias cantidades de ARNm
de CD56'3%P en todos los tejidos humanos extraneurales normales, mientras que en
muestras del sistema nervioso central se encontré una expresion predominante de
CD56!%D v CD56!8%D_ Por el contrario, todas las lineas de células tumorales
CD56* humanas, asi como todas las muestras ex vivo de tumores malignos humanos
CD56", incluyendo mielomas multiples, leucemias mieloides agudas, T-NHL
malignos y linfomas de células NK/T, carcinomas de células pulmonares pequeiias,
melanomas malignos y rabdomiosarcomas, exhibieron una expresion exclusiva de
CD56'%D  cuyo nivel es significativamente mds alto que en tejidos normales ©7.

(Ver anexo N° 8 y N° 9)

La expresion de CD56 es un marcador para el diagndstico de tumores nerviosos
malignos, linfoma maligno NK/T-cell y carcinoma neuroendocrino. Ademas de que

si se encuentra un incremento en suero se asocia con la progresion de un tipo de
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Alzheimer asi como de Mieloma Miultiple en leucemias y linfomas ha sido
ampliamente investigado en la tultima década, y el conocimiento de los procesos
malignos CD56+ hematolinfoides se ha expandido draméticamente !*!*15_ En las
LMA, la expresion de CD56 ocurre en 20% a 30% de los casos, particularmente en
los subtipos FAB M2, M4 y MS5. La positividad CD56 en los blastos leucémicos es
un marcador prondstico negativo independiente que se asocia con una mala
respuesta a la quimioterapia y con mayores tasas de recaida, lo que resulta en una

supervivencia global mas corta de los pacientes afectados ©% 3,

1.4.2 DEFINICION DE TERMINOS

¢ Inmunofenotipo: Las caracteristicas inmunoldgicas y genéticas de un célula.

e CD (Cluster of Differentiation): Significa grupo de diferenciacién y viene
seguido de un nimero ordinal. Este nombre deriva del hecho de que al
madurar las células adquieren y/o eliminan proteinas en su superficie los

antigenos leucocitarios 44,

e (D56: Molécula de adhesion neural (NCAM) es una miembro fundador de

una gran familia de glicoproteinas de superficie %3,

e Infidelidad de Linaje: Se define como una mala programacién en la
diferenciacion de leucemias, con la consecuente coexpresion, sobre células
individuales, de marcadores normalmente encontrados en células que tienen

linajes diferentes. 4%
1.4.3 FORMULACION DE HIPOTESIS

Por las caracteristicas del estudio y su disefio, esta investigacién no requiere de

hipdtesis.
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2.1 DISENO METODOLOGICO

2.2DISENO METODOLOGICO

2.2.1

2.2.2

223

2.23.1

2.2.3.2

TIPO DE INVESTIGACION

Descriptivo, observacional. No requiere intervencion por parte del investigador, solo

se revisardn los registros con fines descriptivos.
DISENO DE LA INVESTIGACION

Transversal y retrospectivo. El estudio se realiz6 en base a las informaciones

registradas en la Historias Clinicas durante el periodo 2014-2016.
MUESTRA Y MUESTREO

La muestra corresponde a las historias clinicas de pacientes atendidos en el INEN con
diagnéstico de LMA de novo en el periodo 2014 - 2016. El muestreo fue no
probabilistico por conveniencia, puesto que se seleccionaron, s6lo aquellos pacientes

con LMA de toda la poblacion oncoldgica atendida (INEN, periodo 2014 —2016).
CRITERIO DE INCLUSION

Se seleccionardn las historias clinicas de pacientes atendidos en el INEN con
diagnodstico de LMA de novo, cuyo estudio por inmunofenotipo incluye al CD56,

en el periodo 2014 - 2016.

CRITERIO DE EXCLUSION

e Pacientes cuya Historia Clinica indica diagndstico en otra organizacién de

salud.
e Pacientes con crisis blastica de Leucemia Mieloide Cronica.
e Pacientes con Sindrome Mielo Displasico (SMD).

e Pacientes con estudios incompletos para CD56 por inmunofenotipo.
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2.24.1

2.24.2

2.2.5

VARIABLES
LMA (ver anexo N°10)
CD56 (ver anexo N°10)
TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica que se utiliz6 fue la revision de las historias clinicas, que se realiz6 por el

autor del proyecto.

~
* Presentacion del Proyecto de Tesis al INEN (ver anexo N°15)
* Solicitud de autorizacién del INEN para el acceso del archivo de Historias
Clinicas (ver anexo N°16)
J
* Recoleccion de los casos LMA con estudio CD56 a través del formato de
recoleccion (ver anexo N°11).
J

* Andlisis de los casos siguiendo el panel EuroFlow (ver anexo N°12 y N°13) )
a traves del Infinicyt (ver anexo N°14), realizada por el autor de la
investigacion y la especialista en citometria de flujo

* Toda la informacién se ordeno en una tabla del Programa Microsoft EXCEL

J
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En el laboratorio de Citometria de Flujo (CF) del INEN, durante el periodo enero 2014 —
diciembre 2016, se recopilaron 124 casos de LMA con estudio de expresion anti CD56. Los
casos fueron designados como CD56-positivos (CD56+) cuando la expresion del marcador
alcanzé ser mayor o igual al 20% de células bldsticas (segin European Group for the
Inmunological Characterization of Leukemia - EGIL, 1995); de este modo el 27% (34 casos)
expresaron CD56, mientras 6% (7 casos) tuvieron la expresion entre 10 a 19% (p) de células

blasticas y 67% (83) expresaron CD56 menor al 10% (d) de elementos.

Grifico 1. FRECUENCIA DE EXPRESION DE CD56

CD56 p
6%

» d: debil (<10%) = p: parcial (10-19%)
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Se muestra en el gréfico 2, la frecuencia de acuerdo al sexo, siendo el 56% (69) de sexo

femenino de mayor frecuencia que el sexo masculino con un 44% (55).

Grifico 2. FRECUENCIA DE SEXO

En cuanto a la edad, se categoriz6 en 3 grupos segun clasificacion etaria del Ministerio de
Salud (MINSA, 2016), jévenes de 18-29 anos, adultos de 30-59 afios y adulto mayores > 60
afios. Se hall6 un predominio en adultos con 59% (73), un 32% (40) en jovenes y adultos

mayores un 9% (11).

Gréfico 3. FRECUENCIA DE EDAD
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Al relacionar la edad y el sexo frente a la expresiéon del CD56, se evidencié que en el sexo
masculino con CD56+ alcanzé un 10% (12) frente a 17% (22) del sexo femenino. Asimismo,

la no expresion de CD56 (CD56-) fue semejante en ambos (ver tabla 1).

TABLA 1. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS SEGUN SEXO Y EXPRESION DE

CDs6
Expresion de CD56
CD56+ CD56- Total
Masculino 10% (12) 34% (43) 44% (55)
SEXO Femenino 17% (22) 39% (47) 56% (69)
Total 100% (124)

En relacién a la edad, se hallé la mayor frecuencia de CD56+ (17%, 21 casos) dentro del

intervalo de 30-59 afios, seguido del 10% (12) entre 18-29 afios (ver tabla 2).

Tabla 2. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS SEGUN EDAD Y EXPRESION DE CD56

Expresion de CD56
CD56+ CD56- Total
18-29 afios 10% (12) 22% (28) 32% (40)
30-59 afios 17% (21) 42% (52) 59% (73)
EDAD
>= 60 afios 1% (1) 8% (10) 9% (11)
Total 100% (124)

En el sexo se mantuvo la proporcién a predominio del grupo femenino y en la edad la mayor
frecuencia se encontré entre los 30-59 afios tanto para los que expresaban y no expresaban

CD56.
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Segtn los subtipos de LMA (criterios FAB), se registra una frecuencia similar entre las M1,

M2 y M4 (19%, 19% y 17%, respectivamente), siendo de mayor frecuencia en M3 (31%) y

el de menor el MO (2%). Al contrastar la expresion de CD56 en los diferentes subtipos de

LMA, se evidenci6 una frecuencia semejante entre M2 y M3 (10% y 8%, respectivamente);

por otra parte, en los casos CD56- destacaba el subtipo M3 con 23%, seguido por M4 (15%)

y M2 (10%) (ver tabla 3).

Tabla 3. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS SEGUN SUBTIPO DE LMA Y
EXPRESION DE CD56

Expresion de CD56

CD56+ CD56- Total
MO 1% (1) 2% (3) 3% (4)
MI 5% (6) 14% (17) 19% (23)
M2 9% (12) 10% (11) 19% (23)
Subtipo M3 8% (10) 23% (28) 31% (38)
LMA M4 2% (2) 15% (19) 17% (21)
M5 2% (3) 7% (9) 9% (12)
M6 0% (0) 2% (3) 2% (3)
Total 100% (124)

En el hemograma se evidencid que los casos CD56+ frente a CD56-, son semejantes en el

conteo de leucocitos, conteo de neutréfilos, conteo de plaquetas, hemoglobina, porcentaje de

blastos en sangre periférica (S.P.) y porcentaje de blastos en médula 6sea (M.O.), para este

analisis toma como referencia el valor de las medianas (ver tabla 4).
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Tabla 4. CARACTERISTICAS DE LABORATORIO DE EXPRESION DE CD56

Expresion de CD56

CD56+
Mediana (Rango)

CD56-
Mediana (Rango)

Neutréfilos (x10%/L)

0.74 (0-20.91)

0.79 (0-63.51)

Leucocitos (x10°/L)

14.69 (1.15-251.99)

11.95 (0.48-349.61)

Plaquetas (cels/L) 34.5 (4-137) 35 (2-252)
Hemoglobina (g/dL) 7.2 (2.6-11.2) 8.1 (1.4-14.6)
Blastos S.P. (%) 52.5 (2-99) 52.5 (0-97)
Blastos M.O. (%) 64 (10-90) 64 (1-94)

El 55% (68) no tuvo andlisis citogenético (p. €j. no se observaron metafases) y en el

porcentaje restante, el 3% (5) reporté un cariotipo desfavorable, 14% (17) un cariotipo

favorable, 12% (16) no se pudo determinar la clasificaciéon (ND), finalmente el 15% (18)

resultaron cariotipos normales. Al comparar segin la expresion de CD56, se evidencié que

la cantidad de datos resultaba pequefia para determinar alguna relacion (ver tabla 5).

Tabla 5. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS SEGUN CITOGENETICA Y

EXPRESION DE CD56
Expresion de CD56

CD56+ CD56- Total
Sin andlisis 17% (21) 38% (47) 55% (68)
Favorable 5% (6) 9% (11) 14% (17)

Desfavorable 2% (3) 1% (2) 3% (5)

Cariotipo
Normal 2% (2) 13% (16) 15% (18)
ND* 2% (2) 11% (14) 13% (16)
Total 100% (124)

*ND: No Determinado




En el estudio molecular se encontré que 15% (19) no tuvieron estudios moleculares. El 36%

(45) de casos no presentd ninguna alteraciéon molecular y 49% (60) si reportaron alteraciones.

Del total de casos con alteraciones moleculares (49%), la mayor frecuencia fue para

PML/RARa 25% (31), seguido de ITD del gen FLT3 con 6% (7) y de los genes AML1/ETO

y NPM1 (Melting) con 6% (7) para ambos. Al analizar segin la expresion de CD56, se
evidencié la mayor frecuencia del gen PML/RARa para CD56+ y CD56- (7% y 18%,

respectivamente). Por otro lado, solo los CD56+ con 5% (7) reportaron presencia de
AMLI/ETO; caso contrario para ITD del gen FLT3 con 6% (7) en CD56- frente al 2% (2)
de CD56+. (ver tabla 6)

Tabla 6. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS SEGUN MOLECULAR Y EXPRESION

DE CD56
Expresion de CD56

CD56+ CD56- Total

Sin analisis 1% (2) | 14% (A7) | 15% (19)

Normal 8% (10) | 28% (35) | 36% (45)
AMLI/ETO 5% (7) 0%(0) 5% (7)
AMLI/ETO, ITD del gen FLT3 2% (2) 0% (0) 2% (2)
Volecular CBFB/MYHI11 0% (0) 1% (2) 1% (2)
ITD del gen FLT3 2% (2) 6% (7) 8% (9)
NPM1 1% (1) 5% (6) 6% (7)
NPM1, ITD del gen FLT3 1% (1) 1% (1) 2% (2)

PML1/RARa 7% (9) | 18% (22) | 25% (31)

Total 100% (124)
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En nuestro estudio se registran 103 casos del total con presencia de anormalidades genéticas,
los cuales se distribuyeron en categorias de riesgo seguin European Leukemia Net (ELN,
2017) (Ver anexo N° 17). De tal manera que se obtuvo 79 (78%) con riesgo favorable, 19
(18%) con riesgo intermedio y 4 (4%) con riesgo adverso. Comparando los grupos que
expresan y no expresan CD56, se evidenci6 que los CD56- tuvieron un mayor porcentaje de

casos con Riesgo Favorable (53%) como los de Riesgo Intermedio (13%), ver tabla 7.

Tabla 7. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS SEGUN RIESGO Y EXPRESION DE

CDs6
Expresion de CD56
CD56+ CD56- Total
Favorable 24% (25) 53% (55) 78% (80)
Riesgo Intermedio 6% (6) 13% (13) 18% (19)
(ELN) Adverso 2% (2) 2% (2) 4% (4)
Total 100% (103)

Todos los 124 casos fueron incluidos en la evaluacién de respuesta a la induccién por
citometria de flujo. 101 casos tenian estudios de Enfermedad Minima Residual (EMR), para
lo cual se hizo la comparaciéon con los que expresan y no expresan CD56, reportandose
EMR+en 32% (11) CD56+ y en 68% (23) CD56-, estos resultados no demuestran diferencia
significativa entre los 2 grupos (95% intervalo de confianza (CI): 0.565-1.823). Asi mismo,
no se observo diferencia por parte de EMR-, reportandose 67% (45) CD56- y 33% (22)
CD56+ (95% intervalo de confianza (CI): 0.739-1.333).

En cuanto a la respuesta a la induccién por citomorfologia, 98 casos fueron analizados segin
los criterios de respuesta de European Leukemia Net (ELN, 2017) (Ver anexo N° 18). Siendo
39% (38) de los casos quienes tuvieron una remision completa (RC+) y 61% (60) quienes no
la tuvieron (RC-). Al contrastar la expresion del CD56+, se evidenci6 que 10% (10) tenian
RC+y el 19% (19) eran RC-, no hallandose diferencia de ambos grupos frente a la RC (95%

intervalo de confianza (CI): 0.434-1.590). De la misma manera, se encontraron los mismos
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resultados para los CD56-, halldndose 29% (28) con RC+y 42% (41) con RC- (95% intervalo
de confianza (CI): 0.834-1.394). (ver tabla 8)

Tabla 8. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS SEGUN EMR Y EXPRESION DE CD56

Expresion del CD56
CD56+ CD56- Total
+ 10% (10) 29% (24) 39% (38)
EMR
) - 19% (19) 42% (48) 61% (60)
(CITOMORFOLOGIA)
Total 100% (98)

Por la respuesta a la induccién por Citometria de flujo, 101 casos fueron analizados. Se vio
que el 66% (67) de los casos quienes tuvieron RC+ y 34% (34) quienes no la tuvieron (RC-
). En cuanto a la expresion del CD56+, se evidencié que 20% (20) tenian RC+ y el 9% (9)
eran RC-, no halldndose algun efecto en la expresion del CD56 (95% intervalo de confianza
(CI): 0.265-0.303). Asi mismo, se encontraron los mismos resultados para los CD56-,
hallandose 46% (47) con RC+y 25% (25) con RC- (95% intervalo de confianza (CI): 0.701-
0.735). (ver tabla 9)

Tabla 9. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS SEGUN EMR Y EXPRESION DE CD56

Expresion del CD56
CD56+ CD56- Total
EMR 9% (9) 25% (25) 34% (34)
(CITOMETRIA DE 20% (20) 46% (47) 66% (67)
FLUJO) Total 100% (101)

Al comparar 96 casos que tenian estudios de EMR por citometria de flujo y EMR por

citomorfologia, se encontré una diferencia significativa (X> test, p = 0.001). ver tabla 10




Tabla 10. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE EMR POR CITOMORFOLOGIA Y

EMR POR CITOMETRIA
EMR
(CITOMETRIA DE FLUJO)
+ - Total
+ 6% (5) 33% (32) 39% (37)
EMR
’ - 28% (27) 33% (32) 61% (59)
(MORFOLOGIA)

Total 100% (96)

En cuanto al tratamiento, se conformaron dos grupos, LMA no-LPA (69%, 86 casos) y LPA

(31%, 38casos), la tabla 8 muestra las caracteristicas de laboratorio y clinicas en ambos

grupos. No se encontraron diferencias en ambos grupos. Segin sexo, edad, conteo de

leucocitos, neutrofilos, plaquetas, hemoglobina, porcentaje de blastos en sangre periférica y

blastos en médula dsea, ver tabla 11.

Tabla 11. CARACTERISTICAS DE LABORATORIO Y CLINICAS DE ACUERDO AL

TRATAMIENTO

LMA no-LPA LPA
Edad (afios) 39 (18-77) 36 (18-62)
Sexo (M/F) 38/48 17/21
Neutroéfilos 1.29 (0-63.51) 0.35 (0-5.07)
Leucocitos 14.28 (0.6-349.61) 8.58 (0.48-120.06)
Plaquetas 33.5 (4-252) 35.5 (2-137)
Hemoglobina 7.75 (1.4-14.1) 8.25 (2.6-68)
Blastos SP (%) 46.5 (0-99) 69.5 (0-98)
Blastos MO (%) 54.5 (1-94) 82 (2-91)
CD 56% (+/-) 29/57 12/26

Mediana de supervivencia (dias)

248 (1-1514)

1103 (0-1574)
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Adicionalmente, la diferencia entre la supervivencia promedio (OS) de las LMA fue estimada
usando la curva de supervivencia Kaplan-Meier, comparando la sobrevida de los paciente
con y sin expresion del CD56 usando el Test Log-Rank. Como se demuestra en la figura 1,
el tiempo del OS fue no significativo entre si (p-valor=0.728), el CD56- muestra una mediana
de 303 dias (0-1574) comparado con el CD56+ que muestra una mediana de 368 dias (1-
1514). Si bien hay una diferencia entre las medianas, esto no fue confirmado a través del p-

valor.

CD56
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Figura 1. SUPERVIVENCIA PROMEDIO DE LA EXPRESION DE CD56

Al evaluar el OS de cada grupo en tratamiento se encontrd, que en 86 casos de LMA no-
LPA, la mediana de los CD56+ fue 231 dias (6-1514) comparado con la mediana de los
CD56-, 258 dias (1-1493), no se hall6 una diferencia significativa (p-valor=0.446), como se
muestra en la figura 2. Por otro lado, en los 38 casos de LPA, la mediana para CD56- fue
1128 dias (0-1574) contra la mediana de los CD56+ que es de 756 dias (1-1461), el cual

tampoco se hall6 una diferencia significativa (p-valor=0.347) (figura 3).
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Funciones de supervivencia

e . CD56

TCDEE+
—1CDEE-

{— CD&6+censurado
—t— CDB6--censurado

500 1000 1500 2000

DIAS

Figura 3. SUPERVIVENCIA PROMEDIO DE LPA
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Los resultados, aqui presentados, corresponden a la primera investigacion sobre un marcador
de riesgo por inmunofenotipo con la estandarizaciéon EuroFlow en el Pertd, con apoyo del
INEN, en trabajo multidisciplinario e interdisciplinario. Se espera sea el inicio para mas
estudios, con motivo de compartir los conocimientos cientificos del campo de la citometria

de flujo clinica y ofrecer respuestas a interrogantes oncohematoldgicas.
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DISCUSION
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El INEN es una Institucién que se encarga por la promocién de la salud, prevencion,
diagndstico e investigacion para reducir el impacto del céncer en el pais. Con la visién de un
Pert libre de cédncer, la Institucién trabaja en politicas y acciones de excelencia que
promueven el acceso universal y equitativo a la prevencion y el control del cancer, a través

de este estudio se busca contribuir al trabajo que se viene desarrollando en el INEN.

En este estudio retrospectivo realizado en el laboratorio de Citometria de Flujo del INEN, la
expresiéon del CD56 fue analizada bajo el protocolo EuroFlow®®, utilizando el BD
FACSCanto II, en 124 casos con LMA de novo, periodo 2014-2016. Se encontr6 la expresion
en un 27% (30 casos) de los casos siendo esto coincidente con Shishan Xiao et al.*”, quien
hall6 el marcador en el 30% de sus 225 casos. Por otra parte, Subh et al.®?), report6 del total
de sus revisiones, solo el 23% tiene CD56. Asi mismo, Sheeran et al.*”, evidencié que el

38% de su poblacion estudiada tenian este marcador. Cabe mencionar a Jordi et al.®?),

que
solo se presentd el CD56 en el 20% de sus 158 pacientes. Nuestro estudio fue contrastado
con la mayor parte de estudios, encajando dentro del intervalo de 20-30% de casos con LMA

CD56+.

Se encontr6 la mayor frecuencia en el sexo femenino, lo cual concuerda lo evidenciado por
Sheeran et al.*?. A discrepancia, Raspadori et al.®®, encontré que sus casos predominaron

en el sexo masculino.

Referente a la edad, el grupo etario que alcanzé mayor frecuencia fue entre 30-59 afios. De
igual manera, Sheeran et al.*”, mostré que la edad promedio de sus casos fue 40 afios. Del
mismo modo, Jordi et al.®?, hall que la su edad promedio fue 58 afios. Ante lo mencionado,

dichos estudios encajan dentro del rango encontrado en nuestra investigacion.

En cuanto a los subtipos de LMA con expresién de CD56, Shishan Xiao et al.*?), report6 que
la mayor frecuencia de subtipo LMA se registr6 en M2 (60%) y M1 (30%). Asi mismo,
Ortolani et al.®”, encontré que la mayor frecuencia estd en el grupo de las M2, M3 y MS5.
Finalmente, Chang et al.®®, mostré que la mayor frecuencia de LMA con expresién de CD56
se dio en los subtipos M2 (29%) y M4 (28%). Estos resultados fueron confirmados por

nuestro estudio, donde se hallé que el grupo més frecuente fueron las M2 (35%) seguido de
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la M3 (29%) y M1 (17%). Comparando estudios anteriores >!31%15 3 1a estandarizacién

EuroFlow, se evidenci6 que el subtipo M2 se fue el més frecuente.

La positividad del CD56 ha sido correlacionado con mal prondstico (41347

probablemente
dependiendo del valor de corte usado, el nimero de casos analizados y edad; sin embargo,
ain es un tema por consensuar. Nuestros resultados de LMA CD56+ no evidenciaron
correlacion entre expresion de CD56 con el conteo de neutréfilos, leucocitos, plaquetas,
blastos en sangre periférica y blastos en médula 6sea. Al comparar los grupos que expresan
y no expresan CD56, se llegé a la conclusién de que no hubo diferencias entre ambos grupos,

encontrandose semejantes. Ferrara et al.®® y Eros DI Bonna et al.®¥, corroboran estos

resultados al no hallar estos, datos como relacionados, en una expresion del CD56.

De acuerdo al riesgo, se evidencié que la mayor frecuencia fue para riesgo favorable tanto
en CD56+ como CD56-. Sin embargo, se hall6 que el porcentaje era mayor para los CD56-
como se relaciona con los estudios anteriores ©!7. Jordi et al.®?, encontré que no hubo
diferencia significativa de CD56 con cada grupo de riesgo citogenético pero notd que los
CD56- eran mayor proporcion que los CD56+. Como un hallazgo adicional se evidencié que
la presencia de PML1/RARa tuvo una mayor proporcion dentro de todas las alteraciones

moleculares.

De acuerdo al tratamiento se dividi6 en 2 grupos (LMA no-LPA y LPA). Para la evaluacién
a la respuesta de induccién que se analiz6 por citomorfologia para las LMA no-LPA, Subh
S. et al.®?, mostré que hubo una diferencia significativa entre el grupo de CD56+ y CD56-
(p=0.025) contrastiandose con nuestros resultados; sin embargo, la cantidad de casos del

estudio de Subh fueron menor que el nuestro.

El estudio de citometria de flujo para evaluar la Enfermedad Minima Residual, no demostré
una diferencia significativa entre grupos de expresién CD56. Jordi et al.®?, tampoco hall6
una diferencia significativa ante la induccion, la supervivencia promedio y el tiempo libre de
enfermedad. Asi mismo, Chang et al.®¥, demostré que la tasa de remisién completa no se
asocia con la expresién de CD56. Adicionalmente, Ciolli et al.®>, reporté que la expresién
del CD56 no es significativo para el analisis de una remision completa. Estos datos reafirman

nuestro resultado, pero el estudio de Chang no hall6 relacion para la CR pero si para la OS.
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Al comparar el andlisis por citomorfologia y Citometria de flujo para evaluar el EMR, se
evidenci6 una diferencia significativa (p=0.001) evidenciando que la citometria de flujo tiene
mayor sensibilidad para el andlisis de EMR en las LMA, pero que atin se requiere mas

investigaciones para estandarizarla.

Se analiz6 la supervivencia promedio de las LMA en general y no se hallé una diferencia
significativa entre ambos grupos de expresion. Al dividirlo de acuerdo al tratamiento, las
LMA no-LPA, mostraron diferencia significativa tanto en CD56+ como los CD56-
(p=0.446). Un articulo publicado en The British Journal of Hematology ", analizé a los
grupos de buen prondstico y su relacidn con la expresion del CD56 y no hall6 una relacién
significativa para los que expresan CD56 y su supervivencia promedio (p=0.202). Jordi et
al.®?, tampoco hall6 diferencias significativas entre los grupos de expresién y no expresién
de CD56 en relacién al OS. Di Bonna et al.®?, llegé a la misma conclusién que nuestro
estudio, no hallando una relacién entre las LMA y CD56+. Por consiguiente, los estudios ©!-

¥ corroboran nuestros resultados.

En cuanto a las LPA, tampoco se encontrd una diferencia significativa (p=0.347) a la
sobrevida. Esto no fue corroborado por estudios anteriores, Ferrara et al.®® encontré una
relacion significativa entre los casos de LPA con la expresion CD56 (p = 0.04). De igual
manera, Di Bonna et al.®¥, encontré que la mayoria de casos de LPA con CD56+ tenfan un
mal prondstico. Finalmente, Raspadori et al.®¥, también hall6 que las LPA CD56+ tienen

relacion con el corto tiempo de OS.

Finalmente indicar que la Citometria de Flujo es relativamente nueva en el Perd, con grandes
ventajas para el andlisis de células y sobretodo una herramienta util para el diagndstico
oncoldgico. A través de esta investigacion se brinda informaciéon sobre un marcador

importante en las LMA y continuar con nuevas investigaciones en este campo.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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4.1. CONCLUSIONES

Luego del andlisis de los resultados en la discusion se presentan las principales conclusiones

de la investigacion realizada:

Se determiné que la frecuencia del marcador CD56 en pacientes diagnosticados con

LMA de novo en el periodo 2014-2016 fue del 27%.

Se resuelve, que el sexo no estd asociado a la expresion del CD56 en la LMA de novo,
si bien se hall6 un predominio en sexo femenino, no hay acuerdo entre investigadores.
En relacién a la edad se concluye, que las LMA CD56+ se asocian a personas adultas

entre 30-59 afios, concordando con investigaciones anteriores.

En cuanto a la asociacion del CD56 y anormalidades citogenéticas segin subtipo de
LMA, que no se determind asociacion entre el CD56 y el andlisis citogenético
(cariotipo), debido a la pequeiia cantidad de datos evaluados. Se determind, que el
gen PML/RARa es frecuente en las LMA CD56+ seguido por el gen AMLI/ETO,
siendo esto dos genes los mds frecuentes en los subtipos M3 y M2, respectivamente.
Se concluye, que la mayor frecuencia de LMA CD56+ se dio en el Riesgo Favorable,

pero sin asociacion con algin prondstico adverso.

En relacién a la evaluacién a la respuesta a la induccién segin citomorfologia y
enfermedad minima residual segun Citometria de Flujo, se concluye, que no hubo
diferencias en ambos grupos CD56 en cuanto a la respuesta a la induccion. Se
determina, que al evaluar la EMR por citometria de flujo no hubo efecto de la
expresion del CDS56. Se concluye, la expresion de CD56 no influyen en la

supervivencia promedio de las LMA no-LPA.

4.2. RECOMENDACIONES

En base a los resultados de la presente investigacion, se recomienda lo siguiente:

Investigar prospectivamente la correlacion del CD56 con las LMA de novo.
Investigar en el prondstico que involucra al CD56 con los Sindromes Mielo

Displésicos que se transforman a LMA.
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Implementar con fines de investigacion el marcador CD56 al panel LMA (tubo N°3)
de los protocolos EuroFlow, para analizar a los monoblastos que expresan CD56.
Investigar o evaluar la relacion del marcador CD7 en las LMA de novo.

Ampliar las investigaciones usando el protocolo Euroflow y software Infinicyt.
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ANEXOS
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ANEXO N°2

Curvas de supervivencia global de pacientes con LMA segun la

expresion de CD56.
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*Fuente: Leukemia, fig. 1, p. 1163

Andlisis de supervivencia y, como se muestra en la Figura 1, en los pacientes con CD56 + la
supervivencia global mediana fue mds corta que en los casos CD56 (6 vs 12 meses,
respectivamente). Sin embargo, cabe sefialar que este hallazgo tuvo una significacion
estadistica (P = 0,032) junto con otros factores prondsticos como la edad, la intensidad de
expresion de CD34, anomalias citogenéticas y Expresion de CD56. En contraste, en el
andlisis multivariado, probablemente debido al bajo nimero de casos, la supervivencia global
sOlo se afectd significativamente por la edad, el recuento de glébulos blancos, la expresion

de CD34 y no por la expresiéon de CD56.
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ANEXO N°3

Clasificacion de las leucemias agudas segiin Grupo Franco-Americano-

Brtitanico

Categoria Comentarios
[MA
MO LMA no diferenciada Pobre prondstico
Mi LMA con diferenciacion minima Bastones de Aner en blastos
M2 LMA con maduracion Pronostico favorable en jovenes
M3 Lencemia promielocitica Blastos granulados; coagulopatias
M4 Leucemia mielomonocitica Diferenciacion mieloide/monocitica
Méeo | Leucemia mielomonocitica con eosinofilia Relativo huen pronostico
Msa | Leucemia monocttica, poco diferenciada Enfermedad extramedular
Msh | Leucemia monocitica, bien diferenciada Ieval que la A2
Mé Lencemia eritroide Raz; pronostico pobse
M7 Leucemia megacatocitica Raa; medula osea fibrotica; pronostico pobre
LLA
L1 LLA infantil Los blastos son celulas pequerias con citoplasma pequefio
L2 11LA adulto Los hlastos son celulas grandes con citoplasma medio
L3 B-celulas maduras Los biastos son celulas redondas con citoplasma basofilo

LMA = lencenmia mieloide agnda; LLA = lencena linforitica agnda.

*Fuente: Hematologia Clinica (2014), capitulo 10, tabla N°2, p. 1033.
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ANEXO N° 4

Citoquimica de Leucemia Mieloides Agudas

Citoquimica M, M, M, M, M, M, M,

Peroxidasa Posifivo Positivo Positivo Positivo Deébil Positivo Negativo
posifivo

Negro Sudin Positivo Positivo Positivo Positivo Deébil Positivo Negativo
positivo

Acido peryadico Débil Débil Positivo Positivo Debil Positive Débl

de Schiff (PAS) positivo positivo posifivo positivo

Cloroacetato Débil positivo Positivo Positivo Positivo Negativo  Positivo Negativo

esterasa

especifica (CAE)

Naftol-AS-D- Posifivo Positivo Positrvo Positivo Positivo Positrve Posifivo

acetato esterasa

(NASDA)

Alfanaftil acetato  Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo

esterasa (ANAE)

Alfanafulbutirate  Negativo Negativo Negativo Posttivo Positivo Positive Negativo

esterasa (ANBE)

Muramidasa Variable Variable Variable Elevada Elevada Variable Negativo

Fosfatasa acida Débil Positivo Positivo Positivo Positivo Positive Posifivo

positivo

*Fuente: Laboratorio Clinico (1999), cap. 26, tabla 3.23.
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ANEXO N° 5

Inmunofenotipo de Leucemias Mieloides Agudas

AML-M4
AML AML-M2 AML-M3

Antibody MO0-2  1(8:21) (APL) Blasts Monocytes AML-M5 AML-M6 AML-M7

CD2 - - +/~ - - - - -
CcD3 - - - - - - - =
CD4 +H- +H- +- +f- + + - —+
CD7 I+ ~/+ -+ —I+ +/- +- - —+
CD10 - - - - - - - -
CD11b - - - - + + - -
CD11c —/+ —I+ i+ +/- + + - -
CD13 + + + + + dim+ - —/dim+
CD14 - - - - + +/— - -
CD16 - - - - - ~/+ - -
CD19 - + - - - - - -
CD20 - - - - - - - -
CD22 - - - - - - - -
CD33 + + + + + bright+ - bright+
CD34 + + - + - +- +- —/rare+
CDa1 - - - - - - - +
CD45 + + + + + + —~/rare+  +/rare—
CD56 —I+  +rare— —I+ - —i+ +/— ~/rare+ —/rare+
CD61 s - - i - - - “
CD64 I+ ~/+ —f+ —/+ + e - -
CD79a - - - - - - - -
CD117 + + + + - ~I+ dim+ dim+
HLA-DR +/rare— +/rare— - + + +—- + ~/dim
TdT —/+ —/+ - - - - - -
GPHA - - - - - - - + -
clgM - = - = - - - -

*Fuente: Wood B. Multicolor immunophenotyping: Human immune system hematopoiesis

(2004), cap. 75, p 559-576.
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ANEXO N°6

Factores de Riesgo de LMA

-

Grupo deriesgo | Cromosomas! (analsts ctagenstos) | Genes (anal=:s malecular
El mis Bvorable | Translocddn 821 (Subtpe M) | BLNNI-RUNCTY
Trandocctn 1517 fsdbtpe M3, APL | EMI-RA4R: (ATL)
Trnslocden 1514 o ioversica 16 | CEBAMEHL
(Subspo M
Sin ambics comassmicos | Mutzdén de NPT a
CERR, sin FITFITT)
Intermedio | Sin czmbios oomosdmicos
“Trandloeacién 911 | MLITI-MLL
Oitms cambics coomosdmiaos no
identibezdos {menos de 3 cambios)
Trisoma &7
El menos | Deelecin de la toedidad o pane
Ezvorable gz los cmmasomas 3 y 7h
Translomcidn &9 | DESNLIEZ
[mveidn 3 o translpacidn 3:3 | RPNI-EVTS
w: tmnslocacion 11g23 | MLL reordenadn

Monosomiz 3, del{$n), monosomd 7

3 o mis czmbios cromosimions sn una
e |25 trandocaciones o imversianes mowmEnies

Sin czmbios oromosdmices | AT3TNe0n o sin moteidn
NP y sobrempresidn de
ERGy BAALC

L

' Lios cambios citngroaioos 2 veoss e shosvian. Tor cjemplo:

& L merskbaciin pusde saxbicse come 0821

& [na ioversidn pusds saribie como ind16)

& Una ddocién posde esribice mmo &7 o -7

& L2 lao " oo vz que = s pe indicar un cremescma vasizh ke, Por gemplo, nm merslcciéa
11923 2 voos aferia 2 perwes apame ded AL

Vealzs paginas 23 2 50 pem obtener doficscionss de kos términcs.

*Asociaciin de groes que no e define

*latrisomia 8 esd dimrbuida ipndmeme emim dos de rizgo ¥ oo dfooa d r-:l'zr;u-m ansercia do
=mbics pendticos. S aocrimia eaudiadn o impaco Emn:n:\onn."ﬂ!:".’ M2y WTT

*Fuente: Revista sobre Leucemia Mieloide Aguda (2011), tabla 2, p. 13
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ANEXO N°7

Supervivencia global de los pacientes con LMA segiin el riesgo

citogenético

Orgo-—- o remOoOR T

100

75

50 -

25 -

S D

' FAVORABLE: t(15;17), t(8;21), inv (16)
M . 64%

\h‘f’--« ---- *..._ INTERMEDIO: cariotipo normal, +8, alt. 11923, otras anomalias

L -

il P

™
"“;,,,,,,,,,,,,‘--_t__ DESFAYORABLE: cariotipo complejo, alt. 3q, -5. -7

[——— y ST bty R I PP —_— 1 10/0

ANOS

*Fuente: Caracterizacion Bioldgica de la LMA con translocacion t(8;16)(pl1;p13) y

reordenamiento MYST3-CREBBP, fig. 1, p. 17
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ANEXO N° 8

CD56 RT-PCR cuantitativa especifica de la isoforma usando cDNAs de

tejidos normales y neoplasmas malignos.

co s

cD 56',‘0 L34

CD 560

GAPDH

=
T~

1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Jii

|11
’ 0‘..

= |
s )

Y i

*Fuente: Blood Journal, fig. 1, p1163

A: Deteccion de ARN isoforma de CD56 en tejidos normales (carril 1 = duodeno, carril 2 =

glandula salival, carril 3 timo, carril 4 = nddulo linfético, carril 5 = bazo, carril 6 = higado,

carril 7 = testiculos, carril 8 = pulmon, carril 9 = rifién, carril 10 = pancreas, carril 11 =

amigdala, carril 12 = placenta, carril 13 = corteza cerebral, carril 14 = ganglios basales, carril
15 = cerebelo) en cinco muestras diferentes de pacientes individuales en comparacién con

los transcritos de GAPDH (control de carga).
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ANEXON°9

CDS56 RT-PCR cuantitativa especifica de la isoforma usando cDNAs de

tejidos normales y neoplasmas malignos.

B 40000 Oco 562" @D sa't0 mCo 55" R0
35000 I E E E]:
30000 E =5 : £
3 — = —
§ 25000
a. 20000 — -
'_
5 15000l — @ — . —— - ~
® 10000
5000 — —_
n II_ -.= -|.= : ii_ |.=I o em
ki AL T-HHL SLCC Klal. Mel RIS cell lines
(n=22) n=3a} {m=22} (n=31) (n=14% (n=22) (n=10)

*Fuente: Blood Journal, fig. 1, p1163

B: Deteccién de ARN isoforma CD56 muestras humanas ex vivo de CD56+ maligna (n =

153) de diferente tipo Mieloma multiple (MM, n = 22), Leucemia mieloide aguda (LMA, n

=36), maligno T-NHLs y NK/linfomas de células T (T-NHL, n = 28), Carcinomas de células
(SLCC, n = 31), Melanomas malignos (Mal. Mel, n = 14) y Rabdomiosarcomas (RMS, n =

22) asi como en lineas celulares de tumores CD56 (lineas celulares, n = 10).
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ANEXO N° 10

Operacionalizacion de Variables

Definicién c el o . Instrumento
. . . Definicion dimensional | Naturaleza .
Variable conceptual de la Dimensiones . Indicador Valores de
. de la variable y escala s
variable recoleccion
Antigeno Glicoproteinas de Frecuencia Presencia del antigeno | Cuantitativo Expresion 520 Iljggizgéi%z
CD56 superficie celular CD56 en las LMA Intervalo (Porcentaje %) de Datos
Hemoglobina M: <8
(g/dl) H: <9
Conteo saqguineo Trombocitopenia 20x10°
completo que incluye los (células/L) <20x Formato de
Hemoerama recuentos celulares Cuantitativa Recoleccion
& totales y diferenciales, Intervalo Leucocitosis <11x103 de Datos
Proliferacién de junto al dosaje de (Células/mm?)
Leucemia | . c(eilulas (rglu Y 0s) hemoglobina. Blastos o Blastos
Mieloide | " (lllrasl as IOS equivalentes* >20
Aguda que despiazan fa (Porcentaje %)
hematopoyesis —
Procedimiento de
normal. . ,
aspiracion de médula
0sed para preparacion de o Blastos o Blastos Formato de
. frotis, tincién, examen al | Cuantitativa ) .
Mielograma microsconio Intervalo equivalentes™ >20 Recolecciéon
. p ’ (Porcentaje %) de Datos
interpretacion y
diagnéstico de tejido
medular
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HLA-
DR
MPO
CDl11b
CD13
CDh14
CDI15
Procedimiento para Presencia o gg;g Formato de
Inmunofenotipo | determinar, clasificar y Cualitativa . Recoleccion
caracterizar a las células ausencia CD34 de Datos
CD36
CD41
CD42a
CD42b
CD64
CD71

CD117

t(8;21)
t(15;17)
Presencia o inv(16) Formato de
Citogenético Cariotipo en médula 6sea | Cualitativa . t(6;9) Recolecciéon
ausencia .
inv(3) de Datos
t(1;22)

Evolucién de una
enfermedad y las
posibilidades de
curacion.

Ingreso del Formato de
Cuantitativa | Paciente hasta su 1 mes Recoleccion
Induccion de Datos

Prondstico

*Acute myeloid leukemia, Introduction and overview of the classification of myeloid neoplasmas, WHO (2017), pag. 25.
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ANEXO N°11

Formato de Recoleccion

i NUMERO DE HISTORIA CLINICA:
CODIGO |

EDAD:

SEXO: MASCULINO [ FEMENINO O

CD36: AUSENCIA: O
PRESENCIA: [

HETEROGENEIDAD: 0O

HEMOGRAMA INMUNOFENOTIPO
HEMOGLOBINA g/dl HLA-DR CD34
PLAQUETAS célulasl | MPO CD36
LEUCOCITOS células/mm? | CD11b CD41
BLASTOS % CDI13 CD42a
MIELOGRAMA CD14 CD42b
BLASTOS % CDI5 CD64
Cl6 CD71
CD33 CD117
PRONOSTICO OBSERVACIONES
PASIVO (MUERTO)
ACTIVO (VIVO)
FECHA DE DIAGNOSTICO:
FECHA DE FINAL DE INDUCCION:




ANEXO N°12

Flujograma de la estrategia EuroFlow para la caracterizacion inmunofenotipica de las

hematologias malignas

Suspicion of
: SoE Atypical lymphocytes Monoclional lymphoma
.-gg:tgl::zf;%‘i:f Splenomegaly component non-igM localization in
e biast cells observed Lymphocytosis Bone lesions “small cell number”
-9- Sustained LN enlargement BM plasmacytosis samples e.g. CSF,
monocytosis vitreous biopsies
Unexplained Unexplained Monocional
cytopenia eosinophilia component
v I h 4 v v A4 v
S o g Y > PCST
ALOT LST > fret tube of PCD SST
I reactive/polyclonal ) {reactive/polycional )
first 4 tubes
{ clonal/aberrant J—

v rvewvw

|BCFY-ALL| T-ALL I‘AML/MDSI

various various various
subtypes subtypes subtypes
of BCP-ALL of T-ALL of AML

v

B.CLED|[cLpo|[NkcLPD| [ PCD |

aberrant
—{aberrant a+ ) NK cells 7
e various subtypes]
FEEEEREEE)

of PCD
—{ reactive )

B-CLED]

CLL )

MDS

immunofl;?ad BN
Sasjoé?protein [¢—————1CML
Sreckon I—-{cMmLBC

P

|
|
¥

other B-CLPD

*Fuente: EuroFlow antibody panels for standardized n-dimensional flow cytometric inmunophenotyping of normal, reactive and

malignant leukocytes, Leukemia (2012), tabla. 14, p. 1909.



ANEXO N°13

Panel de anticuerpos EuroFlow para LMA/SMD

The EuroFlow AML/MDS antibody panela'b
Tube  PacB PacO FITC PE PerCPCy5.5  PECy7 APC APCH7  Aim
1 HLADR CD45 (D16 CD13 CD34 CD117 (CD11b CD10 Diagnosis and classification, neutrophilic

maturation, PNH

2 HLADR CD45 (CD35 CD64 CD34 CD117  CD300e CDi14 Diagnosis and classification, monocytic

(IREM2) maturation, PNH

3 HLADR (D45 (D36 CD105 CD34 CD117  CD33 CD71 Diagnosis and classification, erythroid
maturation

4 HLADR CD45  NuTdT CD56 CD34 CD117 CD7 CcD19 Aberrant expression of lymphoid markers,
abnormal B lymphoid maturation

5 HLADR CD45 CD15 NG2 CD34 CD117 CD22 CD38 Aberrant marker expression, stem cells

6 HLADR (CD45 (CD42a CD203c CD34 CD117 (D123 CD4 Diagnosis and classification of AML

and Megakaryocytic, basophilic, and plasmacytoid
CDé61 dendritic cell lineages

7 HLADR (D45 (D41 CD25 CD34 CD117 CD42b CD9 Characterization of megakaryoblastic leukemia,
and systemic mastocytosis

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; APC, allophycocyanin; BB, backbone; BM, bone marrow; Cy7, cyanin7; FITC, fluorescein isothiocyanate;

H7, hilite7; MDS, myelodysplastic syndrome; Nu, nuclear; PacB, pacific blue; PacQ, pacific orange; PE, phycoerythrin; PerCPCy5.5, peridinin-chlorophyll-

protein-cyanin5.5; PNH, paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. *Further information about markers and hybridomas is provided in the Appendix. °A total of

96 BM samples were evaluated for selection of the BB markers. An additional 84 BM AML samples were evaluated with this version (final) of the panel.

* Fuente: EuroFlow antibody panels for standardized n-dimensional flow cytometric inmunophenotyping of normal, reactive and

malignant leukocytes, Leukemia (2012), tabla. 14, p. 1939
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ANEXO N°14

Analisis de un caso en el Infinicyt

2 2k 3
- J al 21
o § © &7 Q&
0 =1 £ 0 0
@ ai .\ @ %
4y Z; o -5 i)
- T cmmmmm—— . w
< x < <
o o d T
[1;] v [ 0
m - T T T T T “ L T T T T T m w - T ™1 T T T
FSC-A LINEAL FSC-A LINEAL CD19:PE-Cy7-A LOGICA
T~y -
O:] O :]
o) g’ : :
o o
3] s, 3 K
< < @ 2
Wz | =] L ] 1]
8 i 2 s
8. 8 3 3
o] o] (7] (7]
o T - T T T u L b} T f.?l T m b ™ T T T T “ b ™ T - T T T
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o 21 Ths 24 O 2
o
3, 8, S, =3
o "5 8% T4
(<] ~ o et
=g L] =g Oz
=% O = W
L a T} a.
o < - a gl -
] S -3 ] -]
- = - = 3
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CD11b:APC-A LOGICAL CD16:FITC-A LOGICAL CD16:FITC-A LOGICAL HLADR:V450-A LOGICA|
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CD14:APC-H7-A LOGIC
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CD56:PE-A LOGICAL

1E8
|

1E4

a
[}

CD117:PE-Cy7-A LOGI(

T ™ L T Exy T
1E2Z 0 1E2 1E3 1E4 1E5

HLADR:V450-A LOGICAI

* Los blastos mieloides
son el 67.65%, de los
cuales el 100% son
CD56+

* CD56+++
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ANEXO N°15

Solicitud de autorizacion de investigacion al INEN

i INSTITUTO NACIONALDE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
I N e N Av. Angamos Este 2520 Lima 34 — Peru

INSTITUTC MACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS .
SOLICITUD DE REVISION DE PROYECTOS

N° PROYECTO................. N° PROTOCOLO...............
(Retrospectivo) (Prospectivo)

rrruLo.. J.oE ECUCUC‘)Q ..... D€k‘\[9‘7—mDO'ZCDS—(pC‘\’
SSRCONTES. L RIAGNOD TICON0D. . CON. LEMCE TR M 0ibe
L0un el e Nen el e PeRion0. 2014-2016

INVESTIGADOR PRINCIPAL, TELEFONO, E-MAIL:

C\éml D-’GQQDO /}Dou(f Jduregs? =
Nombres y Apellidos 3 W ——

Edad:20 a 30 & 30a40 [ 40a50 [50a60 [0 a mas O

Titulo Profesional:
Grado Académico: = STUDION T €

Lugar de Trabajo: Untvee <Span Noc ouaL MaYor de e Maecos
Correo Electrénico: 2icpe00unitist G @ Grnic . cors
Teléfonos:_(B)_6Y 286 323 & _Heo 43 U

Institucién al que pertenece:

INVESTIGADORES ASOCIADOS Y/O ASESOR(ES):

> mRama
1.- ?\)CA?,OO "L DODQ(GUE‘?- |ORRES e
Nombre Apellidos Sello y firma
2.-_JUDH e $fuwed O
Nombre Apellidos Sello y firma
3.- Jude Hovs Meopuzo
Nomlre Apellidos Sello y firma
4- Dol EnelQuez \Je@d
Nombre Apellidos Sello y firma
P T W R e e e L L
Nombre Apellidos Sello y firma

Departamento de Investigacién k

60



ANEXO N°16

Carta de aprobacion del Trabajo de Investigacion por el INEN

>
%’mem

“ANO DEL DIALOGO Y LA RECONCILIACION NACIONAL”
Surquillo, 08 de Mayo de 2018

CARTA N° 045 - 2018-CRP-DI-DICON/INEN

Sr.:
CESAR RICARDO PONCE JAUREGUI

Investigador Principal
Presente.-

De nuestra consideracion:

Es grato dirigirme a usted para saludarle cordialmente e informarle que el Comité Revisor de
Protocolos del Departamento de Investigacion del INEN, ha revisado y aprueba el trabajo de
Investigacién  Titulado: “FRECUENCIA DEL MARCADOR CD56 EN PACIENTES
DIAGNOSTICADOS CON LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA EN EL INSTITUTO NACIONAL DE
ENFERMEDAES NEOPLASICAS 2014 - 2016”. INEN 18-40

De acuerdo con las normas debera presentar un informe sobre los avances del dicho proyecto,
asi como las conclusiones del mismo a esta Oficina.

Esperando la respuesta para la respectiva aprobacion, quedamos de Usted.

Atentamente,
y
TR //
é&n = 04%' ) ~}/ :
M.C. Vésquéz/@ez Jule S{ tbmods \B - Sandro Casavijl€a Zambrano
Presidente del Comité Revisor 2\ Theimen /£/ Miembro del Cemité Revisor
= &
& ‘f‘/ c i/
3 ~QPE -
A
(AN AN\ (b
S Z
EM »ﬂ arco M.C. Marg pez Contreras
get-Comite’ Revisor Miembro del Comité Revisor
.C. Albertd LacKos Davila
Miembre del Comité Reviso
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS
Av. Angamos Este 2520,Lima - 34 Teif.: 201-6500 Fax: 620-4991 Web: www.inen.sid.pe e-mail: postmaster@inen.sid.pe
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ANEXO N°17

Criterios de Respuesta en LMA

Category

Definition

Comment

Response

CR without minimal
residual disease
(CRuro.)

Complete remission
(CR)

CR with incomplete
hematologic
recovery

(CR)

Morphologic
leukemia-free state
(MLFS)

Partial remission
(PR)

Treatment failure

Primary refractory
disease

Death in aplasia

Death from
indeterminate cause

If studied pre-treatment, CR with
negativity for a genetic marker by real-
time quantitative polymerase chain
reaction (RT-qPCR), or CR with
negativity by multi-color flow cytometry

Bone marrow blasts <5%; absence of
circulating blasts and blasts with Auver
rods; absence of extramedullary
disease; absolute neutrophil count >1.0
x 10%/L (1,000/pL); platelet count >100 x
10%L {100,000/pL)

All CR criteria except for residual
neutropenia [<1.0 x 10%L (1,000/uL)] or
thrombocytopenia [<100 x 10%/L
(100,000/uL)]

Bone marrow blasts <5%; absence of
blasts with Auer rods; absence of
extramedullary disease; no hematologic
recovery required

All hematologic criteria of CR; decrease
of bone marrow blast percentage 1o 5%
to 25%; and decrease of pretreatment
bone marrow blast percentage by at
least 50%

No CR or CR, after 2 courses of
intensive induction treatment;
excluding patients with death in aplasia
or death due lo indeterminate cause

Deaths occurring 27 days following
completion of initial treatment while
cytopenic; with an aplastic or
hypoplastic bone marrow obtained
within 7 days of death, without evidence
of persistent leukemia

Deaths occurring before completion of
therapy, or <7 days following its
completion; or deaths occurring 27 days

Sensitivities vary by marker tested, and
by method used; therefore, test used
and sensitivity of the assay should be
reported; analyses should be done in
experienced laboratories (centralized
diagnostics)

MRD positive or unknown

Marrow should not merely be “aplastic™;
at least 200 cells should be enumerated
or cellularity should be at least 10%

Especially important in the context of
phase 1-2 clinical trials

Regimens containing higher doses of
cytarabine (see Table B) are generally
considered as the best option for
patients not responding to a first cycle of
7+3; the likelihood of responding to
such regimens is lower after failure of a
first

*Fuente: ELN AML Recomendations (2017), tabla. 6, p. 48
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ANEXO N°18

Estratificacion del Riesgo por genética segin European

Leukemia Net (2017)

Risk Category® Genetic Abnormality

Favorable t(8;21)q22:q22.1); RUNXT-RUNXTTT
inv(16)(p13.1922) or t{16;16){p13.1,q22); CBFB-MYHT1
Mutated NPM1 without FLT3-ITD or with FLT3-ITD™)
Biallelic mutated CEBPA

Intermediata Mutated NPMT and FLT3-ITD"™™
Wild type NPM7 without FLT3-ITD or with FLTZITD™™ (wio adverse-
risk genetic lesions)
t9;11)p21.3,q23.3); MLLT3-KMT2A"
Cytogenetic abnormalities not classified as favorable or adverse

Adverse t{6;9){p23;034.1); DEK-NUF214
t{v;11923.3); KMTZ2A reamanged
W{922)q34.1,911.2); BCR-ABL1
inv(3)(q21.3926.2) or t(3;3){q21.3,926 2); GATA2 MECOM({EVI1)
-5 or deli5q); -7; -17/abn{17p)
Complex karyotype,® menosomal karyotype'
Wild type NPMT and FLT3-ITD""
Mutated RUNX T
Mutated ASXL T
Mutated TP53"

' Frequencies, response rates and cutcome messures should be reported by risk category, and, f sufficlent numbers are
avallabie, by specific ganabe lesions ndcated.
Prognostic impact of & marker (s treatmert-dependent and may change with new therapees,

© Low, low allelic rati (<0.5); high, high allelic ratio (=0.5); semi-quantitative assessment of FLT3-ITD aledic ratio {using DNA
fragment analyss) ks determined as ratio of the area under the curde (AUC) "FLTSITD" dadded by ALC “FLTHwild typa",
recent studies indizate that acute myedold leukemia with NPT mutation and FLTFITD low allelic ratio may atso have a
mare favorable prognoss and patients should net routinely be sssigned to allogenseie hematoposetic-cell ransplantation.™

The presence of 9,11)(p21.3,q23.3) takes precedence over rare, concurment adverse-iak gene mutations.

*  Three or more unrelaled chromosome abnomalities in the absance of one of the World Health Organization-designatad
recurring ranslocations of ivversions, Le., §B:21), mw(16) or 16,16), 19, 11} v, 11){v;q23.3), HE:0), Inv(3) or 1{3,3); AML
with BCR-ABLT.

! Defined by the presence of one single monosarmy {eschiding loss of X o ¥) In assoclabon with at least one additonal
mannsary of structural chromosome abnormality (exciuding eore-binding factor ALY

¥ These markers should not be used 83 an sdverse prognostic Manmker if they co-occur with favorable-risk AML subtypes.

*  TP53mutations are signficantly assoclated with AML with complex and moncsomal karyatype ™ =%

*Fuente: ELN AML Recomendations (2017), tabla. 5, p. 47
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ANEXO N°19

Expresion de los blastos CD56-/CD7

TABLA DE FRECUENCIA DE OTROS MARCADORES Y CD56-

+ 47% (42)
- 53% (48)
Total 100% (90)

TABLA DE FRECUENCIA DE CD7 Y CD56-

+ 30% (27)

- 70% (63)

Total 100% (90)
CD56-/CD7+

NuUmero de casos fallecidos
[y
o

< 14 meses 15 - 36 meses

GRAFICO DE NUMERO DE CASOS FALLECIDOS EN GRUPOS DE MESES
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