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Resumen

Contexto: La leucemia aguda mielomonocitica es un subtipo de leucemia mieloide aguda por la presencia de la inversion
del cromosoma 16 que provoca la formacién de un gen de fusién denominado CBFB-MYHI11. Objetivo: Detectar
la presencia de este gen fusion es critico en el diagndstico de esta patologia. Con este caso se busca consolidar la
implementaciéon de una prueba molecular altamente sensible y especifica para la detecciéon del gen CBFB-MYHI1.
Materiales y Métodos: A partir de sangre periférica se extrajo el ARN del paciente diagnosticado con leucemia mieloide
aguda. Se realizé RT-PCR anidada para la detecciéon de CBFB-MYH11 adaptado al protocolo preestablecido. Resultados:
Se acoplo y estandarizo el método para detectar mediante RT-PCR el gen de fusion CBFB-MYHI1 1. Mediante esta técnica
se logré identificar la inversién del cromosoma 16 en el caso de estudio. Conclusiones: El resultado coincide con otras
investigaciones previas. La deteccion de esta y otras aberraciones cromosdmicas mediante pruebas moleculares permite
tomar decisiones terapéuticas cruciales para mejorar el prondstico y la calidad de vida del paciente.
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Abstract

Context: Acute myelomonocytic leukemia is an acute myeloid leukemia subtype due to the inversion of chromosome 16 that
causes the formation of a fusion gene called CBFB-MYH 11 Objective: Detecting the existence of this fusion gene is critical
in the diagnosis of this pathology. This case seeks to consolidate the implementation of a highly sensitive and specific
molecular test for the detection of the CBFB-MYH11 gene. Methodology: RNA of the patient diagnosed with acute myeloid
leukemia, was taken from peripheral blood. A nested RT-PCR, adapted to the pre-established protocol, was performed to
detect CBFB-MYH]I1. Results: The method for detecting the fusion gene CBFB-MYHI1 was adjusted and standardized
by using RT-PCR. This technique allowed to identify chromosome 16 inversion in the case study. Conclusions: The result
is in line with other previous research studies. Detecting this and other chromosomal aberrations, by molecular testing,
allows to make crucial therapeutic decisions for the patient’s prognosis and quality of life improvement.

Keywords: Acute Myeloid Leukemia, Adults, CBFB-MYH11, Chromosome 16 inversion.

1 Introduccion

En la génesis de la leucemia mieloide aguda (LMA)
existen causas genéticas que involucran las células pre-
cursoras mieloides originando alteraciones en la funcidn,
diferenciacién, multiplicacién y posterior acumulacién en
la medula ésea (MO) y sangre periférica.! Los casos de
LMA en el mundo presentan la incidencia de 3.7 por
100.000 habitantes y su incremento estd relacionado con
la edad avanzada de la poblacion, otro indice es la tasa de

mortalidad del 1.2 % con predominio del sexo masculino,
estd patologia en relacion a todos los tipos de leucemia
agudas ostenta la frecuencia en adultos del 80 % y en la
edad pedidtrica del 15-20 %.>* En el Ecuador se report6
segun el Registro Nacional de Tumores de SOLCA Nicleo
de Quito la LMA independiente del tipo de la linea celular,
ocupa en la escala el sexto lugar en hombres y el séptimo en
mujeres; un estudio descriptivo realizado en Hospital Sol-
ca Nucleo Quito durante 4 afios proporciond informacién

Revista Killkana Salud y Bienestar. Vol. 4, No. 2, mayo-agosto, 2020


manuel.campoverde@ucacue.edu.ec
https://doi.org/10.26871/killkana_salud.v4i2.643

32

Campoverde-Cisneros, Manuel Alfredo y col.

sobre la edad media de los pacientes es de 33 afios siendo
representativo el sexo masculino.*>

La caracteristica de un pronéstico favorable de recupe-
racién y la frecuencia aproximada de la inversién (inv.) del
cromosoma 16 (p13.1q22) es del 4 % de todos los casos en
la LMA (Tabla 1),esta alteracidn estructural en el cromo-
soma 6 genera un gen de fusién entre CBFB (subunidad
beta del factor de unién al nicleo) en posicién 16q22 por
la secuencia 5’ 'y MYHI11(cadena pesada de miosina de
musculo liso 11) en posiciéon 16p13.1 con la secuencia 3’
(Figura 1), lo que origina una proteina quimérica que inicia
la leucemogénesis al inhibir la diferenciacién celular.*
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Fig. 1: Representaciéon esquemdtica del gen de fusion
CBFB-MYH11, inv. (16) (p13q22)

Fuente: Poddighe PJ, et al. A novel cryptic CBFB-MYH11 gene fusion
present at birth leading to acute myeloid leukemia and allowing mole-
cular monitoring for minimal residual disease. Hum Pathol Case Rep.

Tabla 1: Clasificacién prondstica segiin citogenética y esta-
do mutacional

Risk category* Genetic abnormality

1(8:21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;,922); CBFB-MYH11

Mutated NPM{ without FLT3-TD or with FLT3-ITD*+

Biallelic mutated CEBPA

Mutated NPM1 and FLT3-TD"#"¢

Wild-type NPM1 without FLT3TD or with FLTTD™ ¢ (without
adverse-risk genetic lesions)

1(9:11)(p21.3:023.3); MLLT3-KMT2A}

Cytogenetic abnormalties not classified as favorable or adverse

1(6:9)(p23:q34.1); DEK-NUP214

t(v; 11923.3); KMT2A rearranged

1(9:22)(q34.1:q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(q21.3426.2) or t(3;3)(q21.3:q26.2); GATA2MECOM(EVI1)

-5 or del(5q); =7; =17/abn(17p)

Complex karyotype.§ monosomal karyotypell

Wildtype NPM1 and FLT3HTD"8"

Mutated RUNX 1§

Mutated ASXL1Y{

Mutated TP53#

Favorable

Intermediate

Adverse

Fuente: Dohner H et al. Diagnosis and management of AML in adults:
2017 ELN recommendations from an international expert panel. Blood
2017; 129(4): 424-47.

La deteccién de la inv. (16) es comun en pacientes con
el subtipo M4 de LMA (LMAM4) segtn la clasificacién
Franco-Estadounidense (FAB) (Tabla.2) y la Organizacién
Mundial de la Salud establece ocho categorias (OMS)
(Tabla.3). Los pardmetros citomorfolégicos reportan pobla-
ciones de blastos mieloides, monoblastos y celulas mono-
citoides atfpicas.'"!?

Clasificaciéon LMA-FAB

o

MO Leucemia mieloide aguda indiferenciada

M1 Leucemia mieloide aguda con maduracidn

minima
M2 Leucemia migloide aguda con maduracicn
M3 Leucemia promielocitica aguda
M4 Leucemia mielomonocitica aguda
Mdeos  Leucemia miglomonocitica aguda con eosinofilia
M3 Leucemia monocitica aguda

M6 Leucemia eritroide apuda
M7 Leucemia megacariobldstica aguda

Fuente: Cruz-Santana et al. Observaciones relacionadas con losmeto-
dos diagnosticos ideales en el paciente con leucemiamieloide aguda.
Rev. Hemotol. 2016; 17(3):187-194

Clasificacion LMA-OMS

LMA con ciertas anomalias genéticas
LiiA con una translocacidn entre los cromosomas 8y 21
LMA con una translocacidn o inversidn en el cromo-
soma 16
APL (M3) con PML-RARA
LMA con una translocacidn entre los cromosomas 9y 11
LA con una translocacian entre los cromosomas 6y 9
LhA con una translocacidn o inversidn en el cromo-
s0ma 3
LMA (megacariobldstica) con una ranslocacidn entre
las cromosamas 1y 22
Entidad provisional: LMA con BCR-ABL]
LMA con MPMI mutado
L, con mutaciones bialélicas de CEBPou
Entidad provisional: LMA con RUNXT mutado
LMA con cambios relacionades eon mielodisplasia
LMA relacionada con administracion previa de gquimio-
terapia o radiacidn
LMA no especificada de otra manera
LMA con maduracidn minima (M1)
LMA sin maduracidn (M2)
LMA con maduracidn (M2)
Leueemia miclomonocitica aguda (M)
Lewcemia maneciticafmonoblistica aguda (M5)
Leucemia eritroide pura (M)
Leucemia megacarioblistica aguda (M7)
Leucemia basafila aguda
Panmielosis aguda con fribrosis
Sarcoma mieloide
Proliferaciones mieloides relacionadas con ¢l sindrome
de Down
Miclopoiesis anormal transitaria
Leucemia mieloide asociada con sindrome de Down
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Fundamentados en las dltimas recomendaciones del gru-
po de expertos de European Leukemia Net (ELN 2017) y
las aprobaciones recientes de drogas-target por los organis-
mos reguladores, el panel genético-molecular basico suge-
rido deberfa englobar al'3~'® FLT3-ITD por su implicacién
prondstica (aunque existen algunas divergencias casi todos
los estudios difundidos hasta la fecha coinciden en otorgar
un papel pronéstico adverso) y terapéutica:,'’'® el NPM1
desde el punto de vista de la evolucién de los pacientes, la
mayoria de trabajos conceden un papel favorable,' CEBPA
(bialélico) se pretrende relacionarse con mejor prondstico,
también estd ligada dentro del subgrupo de casos vincu-
lados a predisposicion de linea germinal (familiar), TP53-
ASXL1 asociados a mal prondstico y RUNX1 relacionado
a mal prondstico tambien si coexiste con anormalidades
genéticas favorables se consideraria como de buen pronds-
tico."?

Para el diagndstico inicial y definitivo de la LMAM4 se
requiere informacion de la anamnesis, andlisis-exdmenes de
sangre y medula 6sea con reportes citomorfolégicos, inmu-
nofenotipificacion, citogenética, pruebas moleculares. Ac-
tualmente la secuenciacién de préxima generacién (NGS)
aporta con informacién proveniente de mutaciones puntua-
les.”*2! Una de las pruebas moleculares que con frecuencia
se ejecuta en el diagnostico, pronostico y monitorizacion es
la Reaccién en Cadena de Polimerasa Transcriptasa Inversa
(RT-PCR) anidada, es una técnica semi cuantitativa que
utiliza el ADN (sangre periférica o MO) complementario
a partir de ARN para la identificacién de genes, haciendo
posible establecer el fenotipo de la leucemia.?>23

2 Caso Clinico

Mujer de 57 afios con disnea y equimosis en extremi-
dades inferiores, antecedentes de miastenia graves e hiper-
tension arterial, se realiza andlisis y exdmenes primarios de
sangre periférica (Tabla 4).

Tabla 4: Andlisis y exdmenes primarios de sangre periférica

Hemograma. Quimica sanguinea. Hemostasia.
Leucocitos. 27.340 cel/mm®  Sodio. 137meq/L  TTPa. 33.9Seg.
Neutroéfilos. 1.720 cel/mm?® Creatinina. 1.11mg/dl  INR. 1.39
Monocitos. 16.060 cel/mm®  AlbGmina. 4 g/dl Serologia.
Hemoglobina. 4.9 mg/dl Proteinas Totales. 5.4 g/dl Hepatitis B.

Plaquetas. 4.000 cel/mm?® Bilirrubina Total 0.61 mg/dl  HepatitisC.  Negativo.
ALT 6U/L Bilirrubina directa. 0.17mg/dl  VIH
LDH 572 U/L AST. 15U/L PCR. 19 mg/dl

Fuente: Los autores

cel/mm3: celulas por milimetro cubico, mg/dl: miligramos por decili-
tro, meq/L: mili equivalente por litro, g/dl: gramos por decilitro, U/L:
unidades por litro, seg: segundos

Citomorfologia de Aspirado de Médula Osea (AMO):
hipercelularidad, grasa disminuida. Megacariocitos dismi-
nuidos en nimero con morfologia normal. Se observa una
infiltracién por promonocitos (10 %) y blastos (26 %) de
mediano y gran tamafio, nicleo de contorno regular, con
frecuencia con forma arrifionada (monocitoide). La serie

eritroide se encuentra bien representada (24 %) en todos sus
estadios de maduracién. La serie mieloide con presencia de
todos los precursores mieloides. (30 %). Linfocitos (3 %),
células plasmaticas (1 %). (Figura 2 y 3).

Fig. 2: Blastos de mediano y gran tamafo, nicleo de
contorno regular, con frecuencia con forma arrifionada (mo-
nocitoide)

Fig. 3: Presencia de precursores mieloides y neutréfilos
mayores del 20 %

Citometria de Flujo en Medula Osea: se evaluaron
200.000 eventos con el 90 % de células viables. La cur-
va de maduraciéon de la serie granulocito-neutréfilos se
encuentra alterada, sélo se observan formas maduras. Se
detectan dos poblaciones patoldgicas por inmunofenotipo,
la poblacién 1 corresponden fenotipicamente a células de
la serie monocitoide y la poblacién 2 constituye blastos
con fenotipo de estirpe mieloide (Tabla 5); se detecté una
poblacién de blastos mieloides en presencia del 48.34 %
de promonocitos y monocitos, compatible con Leucemia
Mielomonocitica Aguda (LMA M4)
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Tabla 5: Diagnéstico por inmunofenotipo o
POBLACION 1 (35,97%) POBLACION 2 (48,34%) - 2 2
CD13+D CYTCDs- CcD13+ CYTCDs-
CD15D+ CD3-; CD7- CD14+; CD15+ CD3-; CD7-
CD33+D CD10-; CD33+ CD10-
CD34+ CD11B- CD11B+ CD34-
CD38+ CD14-; CD16- CD35+; CD36+ CD16-
CD45+ CD19-; CD35- CD38+D; CD45+ CD19-
CD117+ CD36-; CD64- CDB4+ CD117-
CYTMPO+ CYTCDT79A- CYTMPO+ CYTCDT9A- . ) ) . .
HLADRE NTOT- HLADRS NTOT- Fig. 4: Primera amplificaciéon del gen de fusion

Fuente: Los autores

Citogenética Convencional MO.

¢ CARIOTIPO: 46 XX, se analiza 20 metafases median-
te bandas GTG, que son citogenéticamente normales.

Biologia molecular en Sangre periférica por RT-PCR.

*  Analisis negativo para: FLT3/ITD, PLM/Rara, AML-
1ETO, BCR/ABL.

e Analisis positivo para: CBF-MYH1 1/Inversién del cro-
mosoma 16 (inv. (16) (p13.1q22) B.

PCR para deteccion del gen fusion CBF/MYH11.

La extraccion del ARN se obtuvo por la Técnica Tri-
zol (fenol-cloroformo y guanidina tiocianato) descrita por
Chomczyski y en la obtencién del ADN complementario se
emple6 el kit Script Reverse Transcriptasa.>*

El proceso de amplificacién por RT-PCR anidad se em-
plearon los pares de cebadores CBFB y MYHI11 (Tabla 6).

Tabla 6: Diagnéstico por inmunofenotipo

Primer code Sequence 9°-- 37
CEFB-A GCA GGC AAG GTA TAT TTG AAG G
MYH11-B1 TGA AGC AAC TCC TGG GTG TC
MYH11-B2 TCC TCT TCT CCT CAT TCT GCT C
CBFB-C GGG CTG TCT GGA GTT TGA TG
MYH11-D1 TCC CTG TGA CGC TCT CAACT
MYH11-D2 CTT GAG CGC CTG CAT GTT

Fuente: Dongen J van et al. Standardized RT-PCR analysis of fusion
gene transcripts from chromosome aberrations in acute leukemia for
detection of minimal residual disease. Leukemia . 1999; 13(12): 1901-
28.

Los productos amplificados son analizados cualitativa-
mente por electroforesis en gel de agarosa al 2 % utilizando
bromuro de etidio como colorante de revelado.

En la primera PCR se amplifico el producto con los
cebadores A-B2, la mutacion se identificé a de 418 pb como
observamos en la Figura 4.

MYHI11/CBFB (1= A-Bl; 3=A-B2), 5 ABL, 2-4-6
controles negativos. MPM: marcador de peso molecular de
100pb, pb: pares de bases

En la segunda PCR se amplifico el producto con los
cebadores C-D2, la mutacion se identificé a de 271 pb como
observamos en la Figura 5.

Fig. 5: Segunda amplificacion de MYH11/CBFB (1=C-DlI,;
3=C-D2), 2-4 controles negativos. MPM: marcador de peso
molecular de 100pb, pb: pares de bases

Tratamiento de primera linea.

La LMA con inv. (16) (p.13.1g22) segtn la clasifica-
cién de la OMS 2016 se categorizada como de prondstico
favorable. Se inici6 el tratamiento bajo protocolo LMA-
MD ANDERSON con esquema especifico para el ciclo de
induccidn, ciclo de consolidacién y CTF en AMO (Tabla
7).
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Tabla 7: Tratamiento de induccién y post-remision en el
paciente

CICLO DE INDUCCION: CICLO DE CONSOLIDACION

1ra 2da intensificacion
ESQUEMA IDARRUBICINA/ CITARABINA/ CITARABINA/
CITARABINA (3+7; ETOPOSIDO IDARRUBICINA
Granulocitos/ 68.7% Granulocitos/ 82.2%
Neutréfilos Neutréfilos
mieloblastos 1.82% mieloblastos 21% | A en
Promielocitos y | (14.56%) | Promielocitos y mielocitos | 21.9% | evolucién
AMO mielocitos

47.5%
27.6%
5.30%

metamielocitos
Bandas y neutrofilos
Monocitos/células
dendriticas

Linfocitos totales +NK

metamielocitos
Bandas y neutréfilos
Monocitos/células
dendriticas
Linfocitos
+NK
5.000.000 de eventos/vialidad

35.7%
47.8%
12.7%

CTF

totales | 14.7% 14.7%

88 % 2.000.000 de
eventos/vialidad

Eosinéfilos/ total celular

80 %

Compromiso madurativo hacia linea
mieloide

Serie granulocito/neutréfilos se encuentra alterada
en los estadios 1V

Serie monocitica / normal
Linfocitos B: no hay variacion
Serie roja se encuentra disminuida
MO por CMF no se detecta proliferacion clonal o
actividad por LMA.

1.61% 0.05%

Serie granulocif 6filos se encuentra alterada en los
estadios I1, 111y IV

Serie monocitica / normal

Linfocitos B: no hay variacion

Subpoblacién linfoide T es policlonal/citotéxico normal

MO por CMF es negativo para infiltracion por células mieloides
0 monocitoides

3 Discusion

En este trabajo se detecté por RT-PCR anidad el gen de
fusion CBFS/MYHI11 en paciente con diagnéstico de LMA
M4 con inv.'®(p13.1g22) segtin la dltima clasificacién de
la WHO 2016.'%? Como agregado presentaba Miastenia
Gravis (conocido previamente), por lo que durante toda
su evolucién se mantuvo con su medicacién de base (pi-
ridostigmina, micofenolato de mofetil) y se limité el uso
de ciertos farmacos por su riesgo a exacerbar una crisis
miasténica.

La integracion de los marcadores citogenéticos y mole-
culares ha innovado la estratificacidn prondstico (favorable,
intermedio, alto riesgo) de la Leucemia Mieloide Aguda
(LMA) simplificando el desarrollo del concepto de terapia
adaptada al riesgo.'*2°

Tanto la t(8;21) y la inv.(16) son alteraciones citogené-
ticas que se asocian a prondstico favorable, ambas tienen
en comun que resultan en dos transcritos (AMLI/ETO y
CBFS/MYHI11 respectivamente) que engloban los genes
encargados de la codificacion de los dos heterodimeros del
“core binding factor” (CBF),CBFa y CBFf. Estos tienen
un riesgo de recidiva menor al observado en los grupos
de riesgo intermedio y alto; y parece que se benefician
especialmente del tratamiento con altas dosis de citarabina
durante la consolidacién:2%27 el caso de nuestra paciente,
por todo lo previamente expuesto fue categorizada como de
prondstico favorable, pero sin la posibilidad de realizar un
panel molecular ampliado (accesibilidad, costo, disponibi-
lidad, secuenciacién masiva, etc.) que nos permita hacerlo
con mayor certeza.

Existen estudios en donde al detectar marcadores mole-
culares como FLT3 (FLT3-ITD), NPM1, o CEBP« ha per-
mitido mejorar la estratificacién pronéstico de los pacientes
con cariotipo normal y se hace necesaria en la actualidad
para el manejo clinico de este subgrupo de enfermos en
cuanto al riesgo estimado de recidiva y la supervivencia
libre de enfermedad.'> 1718

Debido a que los nuevos agentes ofrecen limitados me-
joramientos en cuanto a supervivencia global, el trasplante
alogénico persiste siendo el gold standard para aquellos que
pueden tolerar el procedimiento y en quienes no adquieran
la remisién postquimioterapia'?

4 Conclusiones

El uso de la técnica de RT-PCR anidada en el diagndstico
de la Leucemia Aguda Mielomonocitica mediante detec-
cién del punto de rotura del gen de fusion CBF5/MYHI11
permite tomar decisiones terapéuticas cruciales para mejo-
rar el prondstico y la calidad de vida del paciente.

5 Recomendaciones

De forma aplicable a nuestro medio, es muy importante
seguir enfatizando la transcendencia de la biologia molecu-
lar dentro del campo de LMA; por lo que es esencial seguir
ampliando los paneles moleculares que nos integre mejor
las resoluciones con el paciente.

6 Fuente de Financiamiento

Este estudio es autofinanciado.

7 Conflicto de Intereses

No existen conflictos personales, profesionales, financie-
roso de otro tipo.

8 Consentimiento Informado

Los autores cuentan con el consentimiento informado de
los pacientes para la investigacién, la publicacién del caso
y sus imdgenes.
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