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MODELO CLÍNICO A USAR EN LMA 
BASADO EN EL LABORATORIO. 

PROYECTO ASH – ICAL 



LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA EN LOS 
PAÍSES EN DESARROLLO 

Tipo de 
Estudio 

N Taja de 
remisíon  
(%) 

Mediana de 
supervivencia 
global  

Taja de 
superviven
cia global  
 

Asharafi et al., 
2013 

retrospectivo 95 58,9 13 meses 26% em 2 
años 

Souto Filho et 
al., 2011* 

retrospectivo 65 57,1 112 dias 22% em 5 
años 

Benicio et al., 
2011 

retrospectivo 197 72,2 7.6 meses  18% em 5 
años 

Burnett et al. 
(AML12),  2010 

prospectivo 1193 68% CR + 
11% CRi 

38% em 8 
años 



LIMITACIONES PARA OBTENER 
MEJORES RESULTADOS 

•  El retraso en el diagnóstico 

 
•  Dificultad de acceso a los métodos del 

estratificación del riesgo – mala definición de 
opciones del tratamiento 

•  Lins et al. 2012: tiempo mediano hasta dx fue de 31 dias, 55% 
de los casos  retraso 



Classificación según 
MRC 

Classificación según 
ELN 

Rollig et al. JCO 2011, 29: 2758-2765 

FRECUÊNCIA DE LOS GRUPOS DE 
RIESGO 



Supervivencia libre 
de enfermidad (DFS) 

Supervivencia global (OS) 

Rollig et al. JCO 2011, 29: 2758-2765 

RESULTADOS: ENFERMOS ADULTOS 
JOVENES (≤ 60 AÑOS) 



COMPARACIÓN ENTRE LOS ENFERMOS SOMETIDOS 
A TRASPLANTE DE CÉLULAS MADRE 

HEMATOPOYÉTICAS ( HSCT) O QUIMIOTERAPIA 

Supervivencia libre de 
recaidas

Supervivencia global

HSCT Quimio HSCT Quimio
Favorable

NR 66.1 m NR 63.6m 
(10.7 to 116.6)

Interm. I 94.0 7.9 m 
(6.0 to 9.8) NR 13.6m 

(9.8 to 17.4)
Interm. II 104.8m 

(11.8 to 197.8)
39.1 m 

(8.4 to 70.0)
109.2m

 (24.3 to 194.1)
18.7m

 (9.6 to 27.7)
Desfavorable 9.0m 

(2.0 to 16.1)
4.5 m

 (1.8 to 7.2)
12.2m

 (4.9 to 19.4)
6.0m

 (4.2 to 7.8)

Rollig et al. JCO 2011, 29: 2758-2765 



LIMITACIONES PARA OBTENER 
MEJORES RESULTADOS 

•  El retraso en el diagnóstico 

 
•  Dificultad de acceso a los métodos del 

estratificación del riesgo – mala definición de 
opciones del tratamiento 
•  alta mortalidad en la inducción y consolidación 

principalmente asociados con complicaciones 
infecciosas 

•  Lins et al. 2012: tiempo mediano hasta dx fue de 31 dias, 55% 
de los casos  retraso 



LA INCIDENCIA ACUMULADA DE 
INFECCIONES INVASIVAS 

Nucci et al., 2012 



LIMITACIONES PARA OBTENER 
MEJORES RESULTADOS 

•  El retraso en el diagnóstico 

 
•  Dificultad de acceso a los métodos del 

estratificación del riesgo – mala definición de 
opciones del tratamiento 
•  alta mortalidad en la inducción y consolidación 

principalmente asociados con complicaciones 
infecciosas 
•  Difícil acceso a los métodos de evaluación de 

respuesta al tratamiento 

•  Lins et al. 2012: tiempo mediano hasta dx fue de 31 dias, 55% 
de los casos  retraso 



EVALUACIÓN DE LA ENFERMEDAD RESIDUAL 
MÍNIMA POR CITOMETRIA DE FLUJO 

•  Walter et al. reportó el análisis de 99 enfermos , de los 
cuales  88 alcanzaron la remisión y 24 tenían estudio 
para MRD antes del trasplante . Panel con 10 colores 

•  Cualquier número de células con fenotipo que " se 
apartase del normal " se consideró MRD + ( < 0,01 % en 2 
enfermos, entre 0,01% y 0,1 % en 8, y  > 0,1 % en 14 

•  Después de todas las correcciones para los factores de 
riesgo (incluyendo la citogenética ) HR = 8:49 ( IC del 95 
% , 3,67-19,65 ; p < 0,001 ) entre DRM + / DRM 

Walter et al. , 2011 



Walter et al. , 2011 



LIMITACIONES PARA OBTENER 
MEJORES RESULTADOS 

•  El retraso en el diagnóstico 
•  Dificultad de acceso a los métodos del estratificación 

del riesgo – mala definición de opciones del tratamiento 
•  alta mortalidad en la inducción y consolidación 

principalmente asociados con complicaciones 
infecciosas 

•  Difícil acceso a los métodos de evaluación de respuesta 
al tratamiento 

•  Falta de grupos cooperativos (adultos) que realicen 
estudios prospectivos y estudios  iniciados por 
investigador (limitado los recursos financieros y 
humanos) 

•  Falta de bancos de muestras de leucemias agudas con 
análisis genéticas y datos clínicos de buena calidad 



I N T E R N AT I O N A L  C O N S O R T I U M  O N  A C U T E  L E U K E M I A S  

ICAML 2015  
 

ESTUDIO DE VIABILIDAD DEL USO DE DOSIS 
INTERMEDIAS DE CITARABINA ASOCIADAS 
CON TRANSPLANTE DE CÉLULAS MADRE 
HEMATOPOYÉTICAS AUTÓLOGAS COMO 
TRATAMIENTO DE CONSOLIDACIÓN EN 

ADULTOS CON LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA 
DE NOVO DE RIESGO BAJO O INTERMEDIO 



CARACTERÍSTICAS DEL ESTUDIO 

• Estudio de viabilidad 
•  Tipo registro, prospectivo , multicéntrico , no 

aleatorizado 
•  La elección entre quimioterapia o trasplante autólogo se 

hará de antemano por el centro 

•  Tamaño de la muestra : 522 pacientes 



OBJETIVO PRIMARIO 

Crear una red de instituciones en países en  
vías de desarrollo que llevará a cabo el 
diagnóstico de LMA, la clasificación de 
riesgo, el tratamiento, los cuidados de 
soporte y la evaluación del seguimiento de 
acuerdo con un protocolo común y 
registrará los datos mediante formularios 
comunes de investigación clínica (FIC) en 
una sola base de datos y disponible en 
internet.  



OBJETIVOS SECUNDARIOS 

1.  Usando los Laboratorios Nacionales de 
Referencia, proporcionar métodos 
citogenéticos y moleculares para todas las 
instituciones participantes en la red, 
permitiendo por tanto un rápido 
diagnóstico y estratificación de riesgo de 
los casos de LMA según la estructura de la 
European Leukemia Net  



OBJETIVOS SECUNDARIOS 

2.  Comparar la supervivencia global de los 
pacientes con Leucemia Mieloide Aguda 
(LMA) de riesgos bajo e intermedio de 
acuerdo a la European Leukemia Net en 
primera remisión completa (RC1) tratados 
con dos ciclos de citarabina en dosis 
intermedias frente a un ciclo de citarabina 
en las mismas dosis seguido de trasplante 
autólogo de células madre como 
consolidación   



OBJETIVOS SECUNDARIOS 

3.  Desarrollar un método de evaluación de la 
enfermedad residual mínima basado en 
citometría de flujo adaptada a los recursos 
locales y capaz de guiar decisiones 
terapéutica  



CRITERIOS DE INCLUSIÓN: 

•  LMA clasificada como de riesgo bajo o de riesgo intermedio de ELN. Los pacientes 
clasificados en el grupo de riesgo intermedio deben ser enrolados SÓLO SI UN 
DONANTE HLA COMPATIBLE NO FUE IDENTIFICADO; 

•  LMA no tratada previamente, incluyendo: LMA de novo o secundaria a síndromes 
mielodisplásicos; 

•  Ausencia de t(15;17), o reordenamiento PML-RARA y sus variantes; 

•  Edad mayor o igual a 18 años o menor o igual a 60 años; 

•  Estatus funcional ECOG de 0 a 2; 

•  Firmar el consentimiento informado ; 

•  Se capaz de seguir los procedimientos del protocolo; 

•  Estar dispuesto a utilizar métodos anticonceptivos; 

•  Función renal y hepática adecuadas: 
•  Bilirubina ≤ 1,5 veces el límite superior de la normalidad 

•  AST and ALT ≤ 2,5 el límite superior de la normalidad 

•  Creatinina ≤ 2,5 mg/dl 

•  Adecuada función cardíaca: fracción de eyección ventricular izquierda ≥ 40%. 



PROCEDIMIENTOS ESTÁNDAR DE 
DIAGNÓSTICO 

•  Obtener el consentimiento informado 
•  Una muestra de médula ósea ( MO ) en EDTA para el 

análisis molecular y biobancos 
•  Dos muestras de MO en heparina para el análisis de 

citometría de flujo y para citogenética  
•  Una muestra de sangre periférica en EDTA 
•  Envío de las muestras al Laboratorio Central Nacional. 

Transportadas a temperatura ambiente o con gel frío 
(temperatura de 2 hasta 25 ° C), no deje que la 
muestra en contacto directo con el hielo ; nunca use 
hielo seco. Tiempo de transporte: 24h 
•  Datos de CRF en redcap 



REGISTRO REDCAP 



ANÁLISIS CITOGENÉTICA, MOLECULAR Y 
IMUNOFENOTIPAJE 



CARIOTIPO NORMAL (BRAZIL) 

Cariotipo normal o número de 
metaphasis insuficiente Skyline AML profiler 

t(8;21), t(15;17),  inv(16), NPM1 
A, B and D types, CEBPA duplo 
mutantes. niveles expressiones 
EVI1 y  BAALC 

Pero los reordenamientos RUNX1/RUNX1T1, CBFbeta/MYH11, PML/
RARA y las mutaciones en el gen NPM1 – RT-PCR 
CEBPA exije se 
c-kit – RT-PCR 



HALLAZGOS CITOGENÉTICOS EN LMA Y SU 
ASOCIACIÓN CON EL PRONÓSTICO  

Pronóstico Citogenética 

 

Favorable 

 

t(8;21), inv(16), t(16,16) 

Intermedio normal, +8, +21, +22,, del(9q), t 

(9;11) 

Alto -5/del(5q), -7/del(7q), abn(3q), 20q, 

21q, 17p, t(6;9), t(v,11)(v;q23), 

abnl((17p) cariotipos complejos con  

al menos 3 (>=3) anormalidades 

!



GRUPO DE BAJO RIESGO  

•  - LMA con inv(16) o t(16; 16) o reordenamiento 
correspondiente (CBFβ/MYH11), y que ha llegado a la 
remisión completa en el primer ciclo de inducción  

•  - LMA con t(8; 21) o reordenamiento molecular 
correspondiente (RUNX1/RUNX1T1), y ha alcanzado una 
remisión completa en el primer ciclo de inducción  

•  - Mutaciones NPM1 con cariotipo normal en ausencia 
de mutaciones de FLT3 u otros factores de mal 
pronóstico.  

•  - Mutaciones bialélicas del CEBPα en ausencia de 
mutaciones FLT3 u otros factores de mal pronóstico, con 
cariotipo normal. 



GRUPO DE RIESGO INTERMEDIO  

•  Intermedio-I :  
•  NPM1 mutado y FLT3-ITD con cariotipo normal;  
•  NPM1 y FLT3-ITD con cariotipo normal;  

•    Intermedio II: t (9; 11) (p22; q23); MLLT3-MLL, 
alteraciones citogenéticas no clasificadas 
con riesgo favorable o alto.  
  



GRUPO DE ALTO RIESGO  

•  Los pacientes considerados de alto riesgo son 
aquellos que no presentan inv(16) ni t(16;16), y 
reordenamientos CBFβ/MYH11 o RUNX1/RUNX1T1 y 
presentan al menos uno de los siguientes criterios:  
•  Alteraciones genéticas de alto riesgo; 
•  Duplicación en tandem FLT3 con cariotipo anormal; 
•  Más de 100,000 leucocitos al diagnóstico 







CITOMETRIA DE FLUJO - ICAL 

 

fluorochrome FITC PE PerCP APC PECy7 APCH7 
1 IgG2a IgG1 34 117 33 45 
2 38 HLA-Dr 34 117 33 45 
3 7 11b 34 117 33 45 
4 4 56 34 117 33 45 
5 13 19 34 117 33 45 
6 15 133 34 117 33 45 
7 41 NG2 34 117 33 45 

•  método sencillo pero sensible y facilmiente aplicado a 
clínica 

•  costo relativamente bajo 
•  adaptado al trabajo en red 
•  permita la lectura de arquivos por expertos a distancia 

Painel sugerido por Dr  Dario Campana 



CONTROL DE CALIDAD 
CUIDADO EN COLECCIÓN: 
•  Obtener 2 a  5ml  en la primera aspiración de la médula (evitar  dilución 

de la muestra.)  
•  Muestras en tubo con heparina. (EDTA interfiere con la calidad del Fycoll 

y causas degranulación de los neutrófilos)  
•  En heparina la muestra puede esperar más que 24h a temperatura del 

medio ambiente sin perder calidad. 
PRE ANALYSIS 
•  Para el estudio ERM es necesario tener un banco de muestras de 

médula ósea normal con al menos 6 muestras de M.O. sana y 4 muestra 
de M.O. en recuperación. 

•  Muestras de PBMC separadas utilizando un solo donante y para 
controlar la intensidad de la señal de los láseres.  

•  En el primer día de cada semana, descongelar alícuotas de la muestra 
PBMC y se las marca con un Ac-fluorocromo de cada color . Fijar con 
600μL de formaldehído por 2 horas. 

•  Todos los días, después de pasar las beads de compensación, adquirir 
10.000 eventos en cada color usando las muestras de PBMC y registrar la 
fluorescencia. 

- 



EJEMPLO DE LA IMPORTANCIA DE 
LA INVESTIGACIÓN DE LA ERM 

Terwijin et al., 2013 



Terwijin et al., 2013 



Terwijin et al., 2013 



RETOS DEL PROTOCOL 

•  Formación de Red y definición de laboratorios 
nacionales de referencia 
•  Tiempo de transporte / costo de transporte 
•  Entrenamiento del equipo en todos países  
•  Reactivos estandarización y titulación 
•  Control de calidad – interno y externo 


