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ABSTRACT

Introduction: acute Promyelocytic Leukemia (APL) is a unique subtype of acute myeloid leukemia (AML)
characterized by proliferation and accumulation of abnormal promyelocytes in the bone marrow. It arises
from a balanced translocation between chromosomes 15 and 17, involving the retinoic acid receptor alpha
(RARA) gene on chromosome 17 and the promyelocytic leukemia (PML) gene. It has a higher incidence in
young adults.

Objective: to establish the mutations associated with acute promyelocytic leukemia and the techniques that
aid in its clinical diagnosis.

Method: a systematic review of 19 scientific articles published in the databases of PubMed, Scopus, Google
Scholar and the Virtual Library of the University of Granada was carried out. The data collected focused on
acute promyelocytic leukemia, acquired, secondary or somatic mutations and laboratory diagnosis.
Results: of a total of 1730 patients 67,7 % had the t(15;17) mutation, of 682 patients 26,7 % had the
FLT3-ITD mutation and of 175 patients 16 % had the FLT3-D835 mutation. Laboratory diagnosis is based on
morphological evaluation of promyelocytes, hemostasis tests, biochemical tests Immunophenotyping and
molecular cytogenetics.

Conclusions: the mutation associated with APL is the promyelocytic leukemia/retinoic acid receptor alpha
(PML-RARA) gene, the same that presents a t(15;17), secondary mutations or somatic mutations such as
(FLT3-ITD or FLT3-D835) were also known. Multiparametric flow cytometry is one of the most widely used
techniques for the diagnosis of APL, allowing the determination of cell morphology and immunophenotypes.

Keywords: Acute Promyelocytic Leukemia; Acute Myelocytic Leukemia M3; Laboratory Diagnosis; Mutation.
RESUMEN

Introduccion: la Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) es un subtipo Unico de la leucemia mieloide aguda
(LMA) caracterizada por proliferacion y acumulacion de promielocitos anormales en la médula 6sea. Surge
de una translocacion equilibrada entre los cromosomas 15 y 17, que implica el gen del receptor alfa del
acido retinoico (RARA) en el cromosoma 17 y el gen de la leucemia promielocitica (PML). Tiene una mayor
incidencia en adultos jovenes.

Objetivo: establecer las mutaciones relacionadas con la leucemia promielocitica aguda y las técnicas que
ayudan a su diagnostico clinico.

Metodo: se realizd una revision sistematica de 19 articulos cientificos publicados en las bases de datos
en PubMed, Scopus, Google académico y en la Biblioteca Virtual de la Universidad de Granada. Los datos
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recopilados se centraron en la leucemia promielocitica aguda, mutaciones

adquiridas, secundarias o somaticas y diagnostico de laboratorio.

Resultados: de un total de 1730 pacientes el 67,7 % presentaban la mutacion t(15;17), de 682 pacientes el
26,7 % presentaba la mutacion FLT3-ITD y de 175 pacientes el 16 % presentaban la mutacion FLT3-D835. EL
diagnostico de laboratorio se basa en la evaluacion morfologica de promielocitos, pruebas de hemostasia,
pruebas bioquimicas Inmunofenotipificacion y Citogenética molecular.

Conclusiones: la mutacion asociada a la LPA es el gen leucemia promielocitica/receptor del acido retinoico
alfa (PML-RARA), el mismo que presenta una t(15;17), también se conocieron mutaciones secundarias o
mutaciones somaticas como (FLT3-ITD o FLT3-D835). La citometria de flujo multiparamétrica es una de
las técnicas mas utilizadas para el diagnostico de LPA, permitiendo determinar la morfologia celular e
inmunofenotipos.

Palabras clave: Leucemia Promielocitica Aguda; Leucemia Mielocitica Aguda M3; Diagnostico de Laboratorio;
Mutacion.

INTRODUCCION

La Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) es un subtipo Unico de la leucemia mieloide aguda (LMA) caracterizada
por una proliferacién y acumulacion de promielocitos anormales en la médula 6sea, provocando falla en la
diferenciacion, en el funcionamiento y deficiencia de la linea hematopoyética granulocitica. "2

Segln la clasificacion Franco-Americana-Britanica (FAB), la LPA morfolégicamente posee dos subtipos, M3
hipergranular y la M3 variante hipogranular con caracteristicas particulares en cada una de ellas.® Mientras que,
segln la Gltima clasificacion de la OMS del 2016, la LPA se clasifica dentro del subgrupo de la LMA caracterizado
por anormalidades genéticas recurrentes, en particular, la leucemia promielocitica con la translocacion. >
7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17); PML_RARA'H)

Epidemiologicamente en América Latina, mediante datos derivados del analisis realizado por el Consorcio
Internacional de Leucemia Promielocitica (IC-APL), se estableci6 que esta enfermedad afecta principalmente a
adultos jovenes, con edades comprendidas entre los 18 y 40 anos, sin distincion de género y la edad promedio
de diagnostico es a los 34 afios. Ademas, se determino que LPA tiene una baja incidencia en pacientes mayores
a 60 afios.®

Citogenéticamente la LPA se inicia con uno o mas cambios adquiridos (mutaciones) en el ADN, las células de
esta leucemia se caracterizan por la translocacion reciproca muy especifica que involucra al cromosoma 15y 17
dando como resultado la fusion del gen leucemia promielocitica/receptor del acido retinoico alfa (PML-RARA),
la formacion de este oncogén es el que conduce a la trasformacion tumoral e interrumpe la diferenciacion de
las células leucémicas. El gen RARA (17g21.1) se fractura en el extremo 5’ y se fusiona con el extremo 3’ del
gen PML (15q24.1) (figura 1).@39
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Figura 1. Esquemas que representan la formacion de t (15;17). Translocaciones cromosdmicas reciprocas (panel
superior) y transcripciones de fusion (panel inferior)®©

Las principales mutaciones somaticas en la LPA involucran especialmente al gen FLT3, que codifica la tirosina
quinasa 3, son la duplicacion en tandem interna (ITD) y una mutacion en la region que codifica el ciclo de
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activacion, en el codon del acido aspartico 835 (D835).®)

La fisiopatologia de la LPA se debe a la interrupcion en la diferenciacion celular de los promielocitos,®
mismos que viven de manera alargada debido a que la proteina de fusion PML/RARA ha demostrado prolongar
la supervivencia de las células leucémicas al inhibir la apoptosis mediada por el factor de necrosis tumoral
alfa. Los promielocitos experimentan una expansion clonal que resulta en una disminucion de las células madre
hematopoyéticas normales traduciéndose en anemia, neutropenia y trombocitopenia.®

Se ha visto que los promielocitos contienen granulos cargados de proteinas y enzimas que al ser liberadas
en el torrente sanguineo causan la destruccion de los factores de coagulacion, lo que unido al descenso de
la cifra de plaquetas puede derivar en hemorragias muy graves.* Por otro lado, la LPA muestra un aumento
significativo en la expresion de ciertas proteinas como la anexina A2 y el activador del plasmindgeno tisular,
lo que contribuye a un estado hiperfibrinolitico y aumenta el riesgo de coagulopatia por consumo y sangrado.
47 La proteina de fusion PML/RARA también activa directamente el factor tisular, lo que puede resultar en
coagulacion intravascular diseminada y aumentar el riesgo de trombosis.® Por lo expuesto, una particularidad
de la LPA que la diferencia de las manifestaciones clinicas de otras LMAs y que aumenta su indice de mortalidad
temprana son las coagulopatias graves, destacandose la coagulacion intravascular diseminada (CID) y fibrosis
sistémica.®

El tratamiento de primera linea de la LPA/M3 esta dirigido con agentes diferenciadores de retinoides,
como acido transretinoico (ATRA), trioxido de arsénico (ATO), los mismos que disminuyen las complicaciones
hemorragicas causadas por la LPA. Incluso, una quimioterapia completa con ATRA ayudara a mejorar la
supervivencia del paciente.
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Figura 2. Accion del ATRA

En la presente revision bibliografica, se pretende establecer las principales mutaciones relacionadas con la
leucemia promielocitica aguda, mediante la identificacion de genes asociados y las técnicas que ayudan a su
diagnostico clinico.

METODO
Protocolo
El protocolo de la revision sistematica fue realizado de acuerdo con la guia PRISMA (11)

Estrategia de busqueda y criterios de elegibilidad

La busqueda sistematica fue realizada en PubMed, Scopus, Google académico y en la Biblioteca Virtual de
la Universidad de Granada. Las estrategias de busqueda se personalizaron para cada base de datos (Anexo 1).
Los estudios incluidos fueron revisiones sistematicas, metaanalisis y estudios experimentales publicados en
idioma inglés o espaiiol con una vigencia de cinco anos o aquellos que aportaran informacion relevante sobre
leucemia promielocitica aguda, también conocida como FAB M3, mutaciones adquiridas, mutaciones secundarias
o mutaciones somaticas (FLT3-ITD o FLT3- D835) y resultados/eventos de interés como mortalidad, muerte
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temprana, supervivencia o pronostico, herramientas diagnosticas/laboratorio. Se excluyeron estudios que
evaluaban otro tipo de leucemia o que no informaban sobre mutaciones y otros tipos de estudios (comentarios,
editoriales, cartas, informes de casos).

Seleccion de publicaciones y extraccion de datos

La seleccion de las publicaciones fue realizada por los investigadores de forma independiente. Se preparo
una tabla analitica y cada investigador decidio independientemente incluir o excluir una publicacion después
de evaluar el titulo y el resumen. Las discrepancias fueron resueltas en conjunto.

La informacion extraida de las publicaciones fue: autor(es), titulo, aflo de publicacion, nimero de pacientes,
WBC, datos de hemoglobina, mutaciones, inmunofenotipos y coagulopatias (anexo 2).

RESULTADOS

Resultados de la busqueda

En la revision sistematica se identificaron 19 articulos después de retirar publicaciones duplicadas. De estas,
8 fueron excluidas porque se consideraron irrelevantes en la busqueda. La evaluacion de los articulos completos
fue realizada de 11 estudios, de los cuales seis fueron excluidos por no presentar las mutaciones de interés.
Finalmente, un total de cinco articulos fueron incluidos en la revision sistematica, como se muestra en la figura
3.

NUOMERO TOTAL DE ESTUDNOS IDENTIFICADO S {n=21)
Bibliotecs virtlual UGR {n =7}
Google academico (n=1)
FubMed (n = 3)
SCOPUS (n = 10)

Publicaciones duplicadas
excluidas (n = 2)

h

Los datos sobre, LPA,
PML-RAR®, FLT2-ITD,
FLT3-835 no estaban
disponibles en el titwlo de
los estudios o en los
resUmenes {n = 8)

k

Excluidos (n = G} por falta
de ofros datos:
demograficos, afo
publicacién y herramientas
en el diagnéstico

Y

v

Estudios incluidos en la revision (n = 5)
PML-RAR® (n = 4)
FLT2-ITD (n=3)
FLT3-835(n=1)

Figura 3. Diagrama de flujo para identificar los estudios sobre leucemia promielocitica aguda con mutaciones
adquiridas en FLT3.

Todas las publicaciones reportaron datos de pacientes con LPA que incluian un total de 2554 pacientes, con
una mediana de edad de 51 afos. De estos pacientes 1730 (67,7 %) tenian el reordenamiento genético PML-RAR,
(15:17) (q22;q12) y 682 (26,7 %) la mutacion FLT3-ITD. Solo una publicacion informé datos sobre la mutacion
FLT-D835 en 175 (16 %) pacientes de 1104.°

Cuatro publicaciones informaron sobre el riesgo elevado de tener un recuento de glébulos blancos
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>10x10°/L en pacientes con LPA asociados a las mutaciones de FLT3; tres publicaciones reportaron cifras bajas
de hemoglobina con un valor medio de 93,8 g/L; y dos reportaron valores de recuento de plaquetas <50x10°/L,
este Gltimo asociado con el peligro de que el paciente pueda desencadenar una coagulacion intravascular
diseminada.

Los inmunofenotipos encontrados con alta intensidad en pacientes con LPA, en tres estudios, fueron todos
marcadores mieloides (CD33, CD13, cyMPO) y en casos hipergranulares, los promielocitos expresaron solo CD117
un marcador blastico. Las expresiones fueron negativas para CD34.

El presente estudio tiene algunas limitaciones. La imposibilidad de recopilar mayor cantidad de publicaciones
sobre los parametros analizados y las diferentes formas de expresar el resultado, en algunos se incluyd el
numero total, mientras que en otros solo el porcentaje. Esto podria ocasionar sesgo en la revision sistematica.
La tabla 1 presenta detalles del nimero de pacientes, datos de laboratorio y tipos de mutaciones extraidas de
cada estudio:

Tabla 1. Caracteristicas de los estudios incluidos en la revision sistematica

t(15:17); FLT3-  FLT3-

Estudio N LPA Edad WBC Hb (g/L) PLT PML- RAR  ITD D835 Fenotipo CID
(afos)* (210x10°/L) (x10°/L) % (n) % (n) n
% (n)
Karai, 2019 20 8 53 17,01 96 38 75%(  37,5% - CD117 100
(12) (32-74) (0,46-56,1) (77-115) (8-85) = 6) (n=3) (+), CD33 %
brillante,
CD34 (-)
MPO (+)
Matarraz, 109 109 54 9,00 100 27 100 % 31 % - CD33 89 %
2018 (13) (4-81) (0-127) (40-150) (2-190) (n=109) (n brillante,
12% 94 % 78 % = CD34 (-)
(>30x10°/L)  (Anemia) (<50x10°/L) 34) MPO (+)
CD203c
(+)
Chen, 2016 327 51 50 - - - 100 % - - CD33 (+),
(14) (n=51) CD45 (+),
MPO (+),
CD13(+),
CD117(+)
Pérez, 2019 18 5 Zy 11,13 85,4 - 60 % - - - 80 %
(15) (1,76-28,72)  (65-109) (n=3)
40 %
(>10x10°/L)
Picharski, 2381 2381 - 15 % - - 66 % 27 % 16 %
2019 (16) (>10x10°/L) (n=1561) (n= (n=175)
645) 1104
Total 2855 2554 51 11,79 93,8 23,5 67,7 % 26,7 % 16 %
(n=1730) (n= (n=175) - 90 %
682)

* Mediana

DIAGNOSTICO DE LA LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA

Para el diagndstico de la LPA se debe realizar una identificacion de la morfologia celular, citometria de flujo
multiparamétrica (CFM), pruebas de coagulacion, bioquimicas y la citogenética molecular que confirma el
diagndstico. (Tabla 2)

Morfologia celular: se observan células atipicas (promielocitos) que presentan un nicleo bilobulado, el
mismo que en la mayoria de las veces es oculto por la presencia de granulos prominentes y bastones de Auer.

Pruebas de hemostasia: TP, TTPa, fibrindgeno y recuento plaquetario.

Pruebas Bioquimicas: glucemia, uremia, creatinina y acido urico.

Inmunofenotipo: Esto se lo realiza a través de la CFM proceso que permite la medida simultanea de diferentes
caracteristicas de una célula e inmunofenotipo que de manera inicial orientan al subtipo de leucemia mieloide
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aguda.
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Figura 4. Técnicas utilizadas en el diagnoéstico de Leucemia Promielocitica Aguda

Sin embargo, el diagndstico definitivo de la LPA se basa en la deteccion del gen de fusion PML- RARA
y la presencia de la translocacion t(15;17) (q22;q21) que confirma el diagndstico mediante la técnica de
citogenética molecular. Existen diferentes técnicas para la identificacion del gen PML- RARA entre estas el
cariotipo convencional, hibridacion fluorescente in situ o transcriptasa inversa y la reaccion en cadena de la
polimerasa. Sin embargo, las pruebas citogenéticas y moleculares son muy lentas en comparacion a las pruebas
de CFM que constituyen pruebas mas rapidas para el diagndstico de LPA.(1415)
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Tabla 2. Diagnéstico Diferencial('?

Pruebas LPA/M3 LPA/M3v
Morfologia Hipergranular Hipogranular
Frecuentes bastones de Auer Bastones de Auer en proporcion variable
Leucocitos Bajos Hiperleucocitaria
Inmunofenotipos CD34 -, CD33+, CD13 +, CD1 5 +, CD117, CD38 CD34 +, CD33+, CD9+, CD13 +, CD117,
+. CD38+.
Plaquetas Trombocitopenia Trombocitopenia
Hemoglobina Disminuida Aumentada
TP Prolongado Prolongado
TTPA Prolongado Prolongado
Fibrindgeno Bajo Bajo
Acido urico Elevado Elevado
Urea Elevado Elevado
Creatinina Elevado Elevado
CONCLUSIONES

Las manifestaciones clinicas de una LPA se presentan con una rapida evolucion, los signos y sintomas
estan relacionados con la coagulacion intravascular diseminada (CID) y fibrosis sistémica, siendo estas las
principales causas de muerte. El analisis estadistico sefala que los pacientes con mutaciones FLT3-ITD tienen
mas probabilidades de tener recuentos de globulos blancos >10x10°/L, presentar anemia y trombocitopenia
en el momento del diagnostico. Se realizé una revision sistematica con un total de 21 articulos cientificos en
los que se identifico que la mutacion asociada a la LPA es el gen leucemia promielocitica/receptor del acido
retinoico alfa (PML-RARA), el mismo que presenta una translocacion reciproca que involucra al cromosoma 15
y 17, también se conocieron mutaciones secundarias o mutaciones somaticas como (FLT3-ITD o FLT3-D835).
En la actualidad la citometria de flujo multiparamétrica (CFM) es una de las técnicas mas utilizadas para el
diagnostico de LPA, permitiendo determinar la morfologia celular e inmunofenotipos.

RECOMENDACIONES
Se recomienda ampliar la busqueda de informacion para evitar sesgos en la revision bibliografica.
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