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1. Generalidades de las leucemias mieloblásticas agudas (LMA) 
 
1.1  Definición de LMA 

La leucemia mieloblástica aguda (LMA) constituye un grupo heterogéneo de 

neoplasias hematológicas con diversas anormalidades genéticas y marcadas 

diferencias en la respuesta al tratamiento. Representa la leucemia aguda más frecuente 

en adultos, con una incidencia aproximada de 2-3 casos/100000 al año, con un 

incremento progresivo con la edad, hasta alcanzar un pico de 12.6/100000 en pacientes 

mayores de 65 años (Lowenberg et al, 1999).  

 

1.2 Clasificación de las LMA: morfológica FAB y OMS 
Tradicionalmente, el diagnóstico y clasificación de las LMA se ha basado en 

criterios morfológicos y citoquímicos, dentro del sistema clásico Franco-Americana-

Británica (FAB) (Cuadro 1) (Bennett et al, 1985). Sin embargo, los avances en el 

conocimiento y tratamiento de los últimos años han puesto de manifiesto la escasa 

utilidad clínica y significación pronóstico de este sistema, al incluir en un mismo 

subgrupo patologías de diversa etiología, pronóstico y tratamiento. En respuesta a este 

problema, la Organización Mundial de la Salud (OMS) incorporó en su clasificación en 

1999 las anormalidades genéticas asociadas con los distintos subtipos de LMA, 

integrando la morfología, la citogenética y las alteraciones a nivel molecular para ser no 

sólo una herramienta útil desde el punto de vista del diagnóstico, sino también en el 

pronóstico y selección de tratamiento (Harris et al, 1999).  

    Cuadro 1. Clasificación FAB de las leucemias mieloblásticas agudas  

Clasificación Morfología Frecuencia (%) 
M0 LMA sin diferenciación 3 
M1 LMA sin maduración 15-20 

M2 LMA con maduración granulocítica 25-30 

M3 y M3 variante LPA hipergranular y LPA hipogranular 5-10 

M4 y M4Eo LMA mielomonocítica sin y con eosinófilos (Eo) 25-30 

M5a y M5b LMA monoblástica y LMA monocítica 2-10 

M6 LMA eritroide 3-5 

M7 LMA megacarioblástica 3-12 
     LMA: leucemia mieloblástica aguda; LPA: leucemia promielocítica aguda. 
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Las principales novedades del sistema de clasificación de la OMS es la 

reducción del porcentaje de blastos en la médula ósea necesario para realizar el 

diagnóstico de LMA, dejándolo en el 20%, y por primera vez la inclusión como entidades 

independientes de las leucemias con displasia multilineal o secundarias a un síndrome 

mielodisplásico y las leucemias con alteraciones citogenéticas recurrentes, 

fundamentalmente translocaciones e inversiones, dado su importante valor pronóstico 

(Harris et al, 1999). 

   Cuadro 2. Clasificación OMS de las leucemias mieloblásticas agudas  

Clasificación Subgrupo Frecuencia (%)

LMA con t(8;21)(q22;q22)(CBF-alpha/ETO) 5-12 

LMA con t(15;17)(q22;q11-12) (PML-RAR-
alpha) y variantes 10-15 

LMA con inv(16)(p13;q22) o t(16;16)(p13;q11) 
(CBF-beta/MYH11) 5 

LMA con alteraciones 
citogenéticas 
recurrentes 
 

LMA con anomalías de 11q23 (MLL) 3-5 

Con SMD previo LMA con displasia 
multilineal Sin SMD previo 

10-15 

Agentes alquilantes LMA y SMD 
relacionados con 
tratamiento Inhibidores de la topoisomerasa II 

5-10 

LMA mínimamente diferenciada 

LMA sin maduración 

LMA con maduración 

Leucemia aguda mielomonocítica 

Leucemia aguda monoblástica o monocítica 

Leucemia aguda eritroide 

Leucemia aguda megacarioblástica 

Leucemia aguda basofílica 

Panmielosis aguda con mielofibrosis 

LMA no clasificables 

Sarcoma mieloide 

40-50 

Leucemia aguda 
bifenotípicas  <5 

 LMA: leucemia mieloblástica aguda; SMD: síndrome mielodisplásico. 
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1.3 Principales alteraciones citogenéticas de las LMA 

El análisis citogenético de la LMA es considerado como uno de los factores 

diagnósticos y pronósticos más importantes (Grimwade et al, 1998;Slovak et al, 

2000;Grimwade et al, 2001;Byrd et al, 2002). Estos estudios demuestraron que las 

alteraciones citogenéticas tienen una marcada influencia en la presentación y evolución 

de la LMA. Así, los hallazgos a nivel del cariotipo o su contraparte molecular tienen un 

alto valor predictivo sobre las tasas de remisión completa (RC), la supervivencia libre de 

enfermedad (SLE) o riesgo de recaída (RR) y la supervivencia global (SG) (Grimwade et 

al, 1998;Slovak et al, 2000;Grimwade et al, 2001;Byrd et al, 2002) (Ver sección 1.4). 

Son muchas las alteraciones descritas hasta la fecha, aunque en un buen 

porcentaje se desconoce su significado clínico, debido en cierto modo a su escasa 

incidencia. En el Cuadro 3 se enumeran las alteraciones más importantes descritas en 

las tres series de mayor relevancia, junto con su frecuencia. 

Cuadro 3. Alteraciones citogenéticas más frecuentes en LMA 

Alteración 
MRC  

Grimwade et al, 1998 
n = 1612 (%) 

CALGB  
Byrd et al, 2002 

n = 1213 (%) 

SWOG/ECOG  
Slovak et al, 2000 

n = 609 (%) 

Normal 680 (42) 582 (48) 244 (40) 

t(8;21)(q22;q22) 122 (8) 81 (7) 50 (8) 

t(15;17) (q22;q11.2-q12) 198 (12) 18 (2) 27 (4) 

inv(16)(p13q22) o 

t(16;16) (p13;q22) 
57 (4) 96 (8) 53 (9) 

Alteraciones en 11q23 60 (4) 54 (5) 42 (7) 

Trisomía 8 48 (3) 41 (3) 25 (4) 

t(6;9)(p23;q34) -- 8 (0,7) 11 (2) 

t(9;22)(q34;q11) -- -- 7 (1) 

Alteraciones en 3q 40 (3) 12 (1) 12 (2) 

Alto riesgo* 163 (10) 248 (22) 106 (20) 
MRC: Medical Research Council; CALGB: Cancer and Leukemia Group B; SWOG/ECOG: Southwest 
Oncology Group/Eastern Cooperative Oncology Group. 
* Alto riesgo: Incluye LMA con cariotipo complejo, delecciones de 5q, 7q, monosomías del 5, y 7, entre otras. 
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Algunas de estas alteraciones tienen especial importancia por su frecuencia, sus 

características clínicas y biológicas y su respuesta al tratamiento. A continuación se 

describen las más relevantes dentro de la clasificación de la OMS.  

1.3.1 LMA con t(8;21)(q22;q22) (AML1/ETO) 

Es una de las translocaciones recurrentes más frecuentes. Su prevalencia está 

entre el 5 y 12% de los casos de LMA. Desde el punto de vista morfológico se trata de 

una leucemia que suele mostrar maduración granulocítica, aunque se han descrito 

casos sin maduración o con diferenciación monocítica (Brunning, 2003;Downing, 1999). 

Puede presentarse en forma de sarcomas granulocíticos. La demostración de la 

alteración citogenética supone su catalogación como LMA, aunque el recuento de 

blastos en médula ósea sea menor al 20% (en ese caso no se consideraría como 

anemia refractaria con exceso de blastos –AREB-). Además de los marcadores 

mieloides suele expresar con frecuencia CD19 en una subpoblación de blastos. 

También pueden expresar CD56 y se ha sugerido que este marcador podría estar 

asociado con un peor pronóstico (Baer et al, 1997).  

La traslocación t(8;21) involucra al gen AML1, conocido también como RUNX1, 

que codifica el “core binding factor-α” (CBFα) de transcripción, y el gen ETO (ocho 

veintiuno, por su acrónimo en inglés) (Downing, 1999).  Este tipo de LMA suele 

relacionarse con una buena respuesta a la quimioterapia y con una elevada tasa de 

remisión completa con supervivencia a largo plazo cuando se administra tratamiento 

con alta dosis de citarabina en la fase de consolidación. Las anomalías cromosómicas 

adicionales son comunes, por ejemplo, pérdida de un cromosoma sexual y del(9)(q22) 

(Downing, 1999). 

1.3.2 LMA con inv(16)(p13q22) o t(16;16) (p13;q22)(CBFβ/MYH11) 

Comprende aproximadamente un 10-12% de todas las LMA. Se caracteriza 

morfológicamente por mostrar diferenciación monocítica y granulocítica y por la 

presencia de una población eosinófila anormal en la médula ósea que presenta 

gránulos eosinófilos inmaduros, más evidentes en los estadios de promielocito y 

mielocito. Estos gránulos muestran positividad a naftol ASD cloracetato esterasa.  



______________________________________________________Introducción 

 

   6  

Ocasionalmente se han reportado casos de LMA con inv(16) sin eosinofilia y mostrando 

sólo diferenciación mieloide o monocítica (Brunning, 2003;Marlton et al, 1995). De la 

misma manera que en la LMA con t(8;21), un recuento de blastos en médula ósea que 

no alcance el 20% es considerado como LMA ante la presencia de la correspondiente 

alteración citogenética. Tanto la inv(16) como la t(16;16)(p13;q22) resultan en la fusión 

de los genes CBFβ (16q22) y MYH11 (16p13). En ocasiones, pacientes con 

características morfológicas sugestivas de este cuadro no presentan alteraciones del 

cromosoma 16 pero sí la contrapartida molecular CBFβ/MYH11. Los pacientes con 

inv(16) o t(16;16)(p13q22) tienen un pronóstico más favorable que otras LMA 

alcanzando altas tasas de RC y mayor SLE con esquemas que incluyen ARA-C a altas 

dosis (Grimwade et al, 1998;Bloomfield et al, 1998;Byrd et al, 2002). 

1.3.3 LMA con alteraciones de 11q23 (gen MLL) 

La LMA con anomalías en el 11q23 comprende del 4% al 7% de los casos de 

LMA y se relaciona, en general, con características monocíticas. Dos subgrupos clínicos 

de pacientes tienen una frecuencia alta de LMA con anomalías en el 11q23: LMA en los 

lactantes y LMA en relación con el tratamiento, en general después del tratamiento con 

inhibidores de la ADN-topoisomerasa (Archimbaud et al, 1998;Broeker et al, 1996). 

Estos pacientes pueden presentar coagulapatía intravascular diseminada (CID) y 

sarcomas monocíticos extramedulares o infiltración de los tejidos (gingiva, piel). 

El gen MLL (Myeloid/Lymphoid leukemia) situado en 11q23 es un regulador del 

desarrollo y se ha observado fusionado con una gran variedad de genes en diversos 

cromosomas (Broeker et al, 1996;Shih et al, 2006a). En general, es difícil determinar las 

categorías de riesgo y los pronósticos para traslocaciones individuales de 11q23 debido 

a la falta de estudios realizados con números significativos de pacientes; no obstante, 

se ha observado que los pacientes con t(11;19)(q23;p13.1) tienen pronóstico adverso 

(Byrd et al, 2002). 
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1.3.4 LMA con t(15;17)(q22;q11.2-q12) y variantes moleculares  (LPA/LMA-M3) 

La leucemia promielocítica aguda (LPA) constituye aproximadamente un 15% de 

todas los casos de leucemias mieloides aguda (LMA), con una mayor incidencia (20-

30%) en los países mediterráneos y en América Latina (Avvisati et al, 1991;Douer et al, 

1996;Chillon et al, 2001). La LPA se caracteriza por un predominio de promielocitos 

malignos que muestran una translocación recíproca entre los brazos largos de los 

cromosomas 15 y 17, t(15;17)(q22;q11.2-q12)(Figura 1) (Rowley et al, 1977;de The et 

al, 1990). Como consecuencia de esta translocación se produce una fusión del gen 

situado en el locus 15q22 (que recibe el nombre de PML - ProMyelocytic Leukemia-) 

con el gen que codifica para el receptor α del ácido retinoico (RARα), localizado en 

17q12-21. De esta manera, se forma un gen híbrido PML- RARα, que está presente en 

el 92-95% de los casos de LPA y su recíproco, RARα-PML que se presenta en el 60% 

de los casos (Grimwade & Lo-Coco, 2002;Lo-Coco et al, 1999). Además, en el 1-5 % de 

LPA se han descritos otras variantes moleculares, que afectan tanto al gen RARα como 

al gen PML pero con puntos de rotura diferentes de los clásicos (Chillon et al, 

2000;Grimwade et al, 2000) o bien otro gen distinto. Entre estos  últimos se encuentra el 

gen PLZF  (promyelocytic zinc finger), la nucleofosmina (NPM1) en menos de 1% y 

otros menos frecuentes como el NuMA (nuclear mitotic apparatus) o el STATb 

asociados  con traslocaciones t(11;17)(q23;q21), t(5;17)(q35;q12-21), t(11;17)(q13;q21) 

y der(17) (Grimwade & Lo-Coco, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1. Representación esquemática  
 de la fusión de los genes PML y RARα. 
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La expresión del gen PML-RARα produce una proteína que contiene los 

dominios de dimerización y de unión al DNA del PML nativo, y los dominios de unión al 

DNA y a otros ligandos del RARα. Esta molécula quimérica actúa sobre la arquitectura 

nuclear del promielocito, produciendo la ruptura de los llamados cuerpos nucleares de la 

PML que contienen los dominios oncogénicos de PML (POD, por su acrónimo en 

inglés), que son componentes estructurales críticos para el desarrollo celular, 

provocando  que la maduración del promielocito quede bloqueada y no pueda seguir la  

diferenciación celular mieloide (Piazza et al, 2001). Además, esta desorganización 

afectaría el reclutamiento de proteínas pro-apoptóticas en los POD y con ello se 

bloquearía el proceso apoptótico (Zelent et al, 2001). 

 

1.4 Valor pronóstico de las alteraciones citogenéticas en LMA 

La importancia de la citogenética en el pronóstico de las LMA ha sido 

demostrado en diversos estudios que evalúan un número elevado de enfermos, 

permitiendo estratificar a los pacientes con LMA en tres grupos de riesgo (favorable, 

intermedio y desfavorable) en función de las alteraciones encontradas en el cariotipo 

(Cuadro 4) (Grimwade et al, 1998;Byrd et al, 2002;Grimwade et al, 2001;Grimwade et al, 

1998;Slovak et al, 1995;Slovak et al, 2000). Aunque la edad sigue siendo un factor 

pronóstico muy importante, la clasificación citogenética mantiene su valor en todos los 

grupos de edad en los que se aplica. 

Estos grupos estratificados permiten establecer diferencias significativas en 

todos los índices de respuesta al tratamiento, incluyendo las tasas de remisión completa 

(RC), el riesgo de recaída (RR) y la supervivencia global (SG). Así, los trabajos del  

Medical Research Council (MRC)(Grimwade et al, 1998), Cancer and Leukemia Group 

B (CALGB)(Byrd et al, 2002) y el Southwest Oncology Group/Eastern Cooperative 

Oncology Group (SWOG/ECOG)(Slovak et al, 2000) describen para el grupo de bajo 

riesgo una tasa de RC entre 84 y 91%, un RR a 5 años entre 21 y 35% y una sobrevida 

global (SG) entre 55 y 65% a los 5 años. Para el grupo intermedio dichos indicadores 

comprenden un rango de 76-86% (RC), 51-67% (RR) y 24-41% (SG); mientras que el 

grupo de pronóstico adverso sería de 32-63% (RC), 76-92% (RR) y 5-14% (SG). 
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Cuadro 4. Grupos de riesgo según los hallazgos citogenéticos. (Modificado de (Mrozek 
& Bloomfield, 2006) 

Grupos de 
riesgo 

Tipo de alteración Descripción 

Favorable  Estructural balanceada 
t(15;17)(q22;q12–21)  

t(8;21)(q22;q22)  
inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22) 

 Cariotipo normal* 

Estructural balanceada t(9;11)(p22;q23)  

Estructural no 
balanceada 

del(7q)  
del(9q)  

del(11q)/ Alteraciones 
en 11q23   
del(20q)  

Intermedio 
 

Numérica 
–Y  
+8||  
+11 

+13  
+21 
+22 

 Cariotipo complejo¶ 

Estructural balanceada 
inv(3)(q21q26) 
/t(3;3)(q21;q26) 
t(6;9)(p23;q34)  

t(6;11)(q27;q23)** 
t(11;19)(q23;p13.1)** 
t(9;22)(q34;q11) 

Estructural no 
balanceada 

Alteración en 3q 
del(5q) 
del(7q) 

Alteración en 17p 
Alteración en 20q 
Alteración en 21q 

Desfavorable 
 

Numérica -5 -7 
Grupo de riesgo desfavorable: En negro las alteraciones en las que existen consenso entre las 
distintas clasificaciones (Slovak et al, 1995;Grimwade et al, 1998;Slovak et al, 
2000;Grimwade et al, 2001;Byrd et al, 2002).   
* Ausencia de anormalidades clonales en 20 ó mas células de medula ósea en metafase.  

 Clasificado como pronóstico adverso por algunos autores (Slovak et al, 1995;Grimwade et 
al, 1998;Slovak et al, 2000;Grimwade et al, 2001;Byrd et al, 2002).   
|| Clasificado como pronóstico adverso respecto a supervivencia global (Slovak et al, 
1995;Grimwade et al, 1998;Slovak et al, 2000;Grimwade et al, 2001;Byrd et al, 2002).   
¶ Definido como la presencia de 3 o más anormalidades en el cariotipo, excluyendo inv(16), 
t(16;16), t(8;21), t(15;17) o t(9;11).  
** Podría ser incluidas como riesgo intermedio, dentro de “alteraciones en 11q23” (Slovak et al, 
1995;Grimwade et al, 1998;Slovak et al, 2000;Grimwade et al, 2001;Byrd et al, 2002).   

Dejando al margen la LPA, sólo dos alteraciones se asocian a un pronóstico 

favorable, la t(8;21) y la inv(16) (Slovak et al, 1995;Grimwade et al, 1998;Slovak et al, 

2000;Grimwade et al, 2001;Byrd et al, 2002).   Ambas alteraciones codifican dos 

heterodímeros del “core binding factor”, CBFα y CBFβ(Nguyen et al, 2002;Delaunay et 

al, 2003). Prácticamente todos los pacientes con t(8;21) alcanzan RC (98%) y muestran 
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un RR y SG mejor que el resto de grupos (Slovak et al, 1995;Grimwade et al, 

1998;Slovak et al, 2000;Grimwade et al, 2001;Byrd et al, 2002).   Las tasas de RC en 

los pacientes con inv(16) es más baja y no se diferencia significativamente de la 

observada en pacientes con cariotipo normal. Sin embargo, este fenómeno no se debe 

a un mayor número de casos que muestren resistencia al tratamiento, sino a una mayor 

mortalidad durante la inducción (12%), lo que probablemente guarda relación con la 

mayor tendencia a la hiperleucocitosis observada al diagnóstico en este tipo de 

leucemias (Grimwade et al, 1998;Slovak et al, 2000;Grimwade et al, 2001;Byrd et al, 

2002).  Parece que las alteraciones citogenéticas adicionales en pacientes con t(8;21) o 

inv16 no tienen una influencia importante en el pronóstico, aunque las mutaciones de 

los genes FLT3 y KIT sí parece que inciden negativamente sobre el RR y la SG (Boissel 

et al, 2006). 

De manera opuesta a los pacientes con t(8;21) e inv(16), los pacientes con 

alteraciones etiquetadas como de mal pronóstico muestran un alto índice de resistencia 

al tratamiento de inducción, a lo que se suma una alta probabilidad de recidiva y en 

consecuencia una baja SG (Slovak et al, 1995;Grimwade et al, 1998;Slovak et al, 

2000;Grimwade et al, 2001;Byrd et al, 2002).   

En medio queda un grupo altamente heterogéneo, que comprende a la mayoría 

de pacientes con LMA y que está constituido fundamentalmente por los pacientes con 

cariotipo normal (Grimwade et al, 1998;Byrd et al, 2002;Grimwade et al, 2001;Grimwade 

et al, 1998;Slovak et al, 1995;Slovak et al, 2000). Junto a estos pacientes, aparecen 

otras mutaciones cuya correlación con el pronóstico es complicada, bien por la gran 

variabilidad de transcritos a que dan lugar, la asociación con otras alteraciones o la baja 

frecuencia con que aparecen. Como ejemplo de la primera situación están las 

anomalías de 11q23 que típicamente generan una disrupción del gen MLL que a su vez 

tiene múltiples dianas con las que fusionarse (Archimbaud et al, 1998;Muñoz et al, 

2003;Shih et al, 2006a). Por otra parte, las alteraciones del grupo intermedio que vayan 

en compañía de alteraciones de buen pronóstico pasan a ser consideradas como 

favorables en esos casos y viceversa con las que se acompañan de alteraciones de mal 

pronóstico. Un ejemplo es la del(9q), la cual si aparece concomitante a la t(8;21), no 

modifica el buen pronóstico del paciente (Grimwade et al, 1998).  
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1.5 Características clínicas de la LMA 
1.5.1 Presentación clínica de la LMA no M3 
 La LMA no M3 se caracterizada por la proliferación de células blásticas 

anormales de estirpe mieloide en la medula ósea y menor producción de células 

hemáticas normales, condicionando anemia y trombopenia. Comprende el 80 % de las 

leucemias agudas en adultos y del 15-20 % en niños (Pui et al, 2004). El riesgo 

aumenta diez veces a partir de los 30 años (cerca de un caso cada 100.000 personas) 

hasta la edad de 70 años (cerca de 1/10.000 personas) (Lowenberg et al, 1999).   

 

Los pacientes con LMA no M3 cursan con una serie de síntomas inespecíficos, 

de aparición gradual o abrupta, como consecuencia de la pancitopenia (anemia, 

alteración en el número y funcionalidad de los leucocitos y trombocitopenia) que se 

produce por infiltración del clon tumoral en la médula ósea. En muchos casos esta 

sintomatología aparece al menos 3 meses antes de que la leucemia sea diagnosticada, 

con signos de fatiga, debilidad, anorexia o pérdida de peso. Además se puede 

documentar fiebre en un 10% de los casos, sangrados (5%), así como dolor de huesos, 

linfadenopatías, dolor de cabeza y diaforesis (Lowenberg et al, 1999). Ocasionalmente 

pueden existir síntomas meníngeos por infiltración del SNC (más frecuente en LMA-

Monocíticas y LMA hiperleucocitarias) e hipertrofia gingival y lesiones cutáneas (más 

frecuente en LMA-Monocíticas) (Lowenberg et al, 1999). 

 

 Los hallazgos en la exploración física incluyen fiebre, hepatoesplenomegalia, 

linfadenopatías y posibles focos de infección y hemorragias. Desde el punto de vista 

hematológico, se observa una anemia de leve a severa, por lo general normocítica 

normocrómica, debida generalmente a la eritropoyesis disminuida y ocasionalmente a 

sangrado. La mediana del conteo de leucocitos es de 15x109/L; 25-40% de los 

pacientes tiene conteos menores a 5x109/L, mientras que el 20% presentan conteos 

superiores a 100x109/L. Los recuentos plaquetarios en el 75% de los pacientes son 

menores de 100x109/L, observándose una trombocitopenia severa (<25x109/L) en cerca 

del 25% de los casos (Lowenberg et al, 2003;Lowenberg et al, 1999). Así, los factores 

clínico-biológicos cuyo impacto pronóstico desfavorable esta ampliamente documentado 

en LMA no M3 son los recuentos leucocitarios superiores a 50x109/L y la edad superior 

a 60 años (Lowenberg et al, 1999). 
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1.5.2 Presentación clínica de la LPA/LMA-M3 
Los pacientes con LPA presentan un promedio de edad de aproximadamente 40 

años, el cual es menor que el resto de leucemias mieloides agudas, aunque se puede 

encontrar casos tanto en niños como ancianos.  

 

La característica clínica más relevante es la sintomatología hemorrágica 

(hematomas, sangrado en puntos de venopunción) y se caracteriza por una reducción 

importante de los factores de coagulación, especialmente fibrinógeno, producto de una 

acelerada fibrinolisis, que puede degenerar en una coagulapatía de consumo(Sanz et 

al, 2005b). De hecho, aunque su incidencia es baja (aproximadamente del 10%), las 

hemorragias cerebrales letales siguen siendo la causa de la mayor mortalidad durante 

la fase de inducción (Grimwade & Lo-Coco, 2002;Sanz et al, 2004). Inicialmente este 

síndrome se definía como una coagulación intravascular diseminada, pero los hallazgos 

de laboratorio (aumento de los productos de degradación de la fibrina y fibrinógeno, 

reducción en el número de plaquetas y niveles del inhibidor A2 de la plasmina) apuntan 

a un proceso fibrinolítico-proteolítico alterado. El hallazgo que los promielocitos en la 

LPA expresan anexina II (un receptor de membrana para el plasminógeno y para el t-

PA) lo que se traduce en una activación del plasminógeno a plasmina, confirma una 

fibrinolisis anormal con la correspondiente diátesis hemorrágica (Menell et al, 1999). 

Otras características clínicas importante son la leucopenia ( 80% de los casos)  y con 

menor frecuencia, procesos infecciosos febriles (15-30% de los casos) y síntomas 

asociados a anemia (Sanz et al, 2005b). 

 

Diversas características han sido asociadas con un peor pronóstico en los 

pacientes con LPA, entre los cuales se pueden mencionar la edad avanzada (Asou et 

al, 1998;Burnett et al, 1999;Sanz et al, 1999), el sexo masculino (Tallman et al, 2002a); 

así como ciertos parámetros clínicos como la morfología variante hipogranular de LMA-

M3(Gallagher et al, 1997;Tallman et al, 2002a), la isoforma V o S del PML-RARα 

(Gonzalez et al, 2001;Jurcic et al, 2001), mutaciones en el gen FLT-3 (Callens et al, 

2005;Chillon et al, 2004;Gale et al, 2005;Yoo et al, 2006), ciertos marcadores de 

membrana como el CD56 (Baer et al, 1997;Murray et al, 1999;Ferrara et al, 2000), los 

recuentos de leucocitos elevados (>10x109/L) (Ades et al, 2008;Burnett et al, 

1999;Fenaux et al, 1999;Jurcic et al, 2001;Sanz et al, 1999;Tallman et al, 2002a) y la 
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presencia de trombopenia (<40x109/L) (Sanz et al, 2004). Sin embargo, el único 

parámetro de consenso sobre una fuerte asociación con riesgo de recaída son los 

leucocitos por encima de 10x109/L (Sanz et al, 2005b;Ades et al, 2008;Sanz et al, 2008). 

 

1.6 Tratamiento de las LMA  
1.6.1 Primera línea de tratamiento de las LMA no M3 

El tratamiento de la LMA se basa en el uso de quimioterapia para la inducción a 

la remisión y una vez obtenida ésta, y con el fin de disminuir la probabilidad de recaída, 

se administra una terapia postremisión que puede adaptarse al riesgo con base 

fundamentalmente a las distintas alteraciones citogenéticas y moleculares existentes, 

así como a la enfermedad residual mínima (ERM). La edad y la comorbilidad son 

factores a tener en cuenta a la hora de iniciar y/o elegir el tipo de régimen 

quimioterapéutico. Así en pacientes >70 años con datos citogenéticas de mal pronóstico 

(Ej. delección del cromosoma 7), no estaría indicado iniciar tratamiento clásico y al 

paciente se debe proponer para tratamiento paliativo o bien su inclusión en ensayos 

terapéutico con nuevas drogas.  

El esquema clásico para el tratamiento de inducción se basa en la combinación 

de arabinósido de citosina (ARA-C) y antraciclinas, en un régimen conocido como “3+7”, 

con la infusión continua de ARA-C, un agente que bloquea el ciclo celular en fase S, a 

100 mg/m2 por 7 días más la antraciclina daunorrubicina, administrado 

intravenosamente a 45–60 mg/m2/día por 3 días. Con este régimen se alcanzan tasas 

de RC de 60-80% en paciente jóvenes (≤ 55–60 años) con SG a los 5 años (30-40%) 

(Tallman et al, 2005). En el grupo de mayor edad (> 55–60 años), los índices de RC son 

del 40%–55%, con una menor SG (10%–15%) (Tallman et al, 2005;Tallman, 2005). 

Aunque algunas estrategias como el “priming” o administración de citoquinas en los 

pacientes de riesgo intermedio o el uso de altas dosis de ARA-C en pacientes de alto 

riesgo podrían aportar algunas ventajas con respecto al esquema tradicional, la realidad 

es que no se ha observado mejoras sustanciales con esquemas quimioterapeúticos 

alternativos o con incrementos en las dosis de las fármacos tradicionales (Estey et al, 

2001;Cassileth et al, 2005). 

 

 



______________________________________________________Introducción 

 

   14  

Durante la terapia postremisión o de consolidación, la intensificación del 

tratamiento con 3 ó  4 ciclos de ARA-C a altas dosis  parece mejorar los resultados en 

pacientes jóvenes (<60 años), especialmente en aquellos con citogenética de 

pronóstico favorable; por el contrario, su beneficio es menor en pacientes con cariotipo 

de riesgo intermedio o alto, o bien con la presencia de mutaciones en FLT3 (Tallman et 

al, 2005).En pacientes de más edad, varios estudios del CALGB (Cancer and Leukemia 

Group B) (Byrd et al, 2002), MRC (Medical Research Council) (Grimwade et al, 1998) y 

GAMLCG (German Acute Myeloid Leukemia Cooperative Oncology Group) (Buchner et 

al, 1999),  no mostraron una mejoría en los resultados con el incremento de las dosis o 

del número de ciclos de ARA-C.  

 

Dado los malos resultados de la quimioterapia convencional, en pacientes 

jóvenes se debe plantear la posibilidad de realizar un trasplante alogénico (ver Apartado 

1.6.3) en primera remisión completa excepto en pacientes con citogenética de buen 

pronóstico y sin otros datos clínicos adversos (Ej. Hiperleucocitosis).  

 

1.6.2 Primera línea de tratamiento de la LPA/LMA-M3 
 El tratamiento estándar de inducción de la LMA-M3 se basa en la administración 

continua de ATRA a dosis de 45mg/m2/día en combinación con una antraciclina hasta 

alcanzar remisión completa (RC) (Avvisati et al, 1996;Tallman et al, 2002a;Sanz et al, 

1999), definida ésta como la normalización de los recuentos  hematológicos en sangre 

periférica, así como la presencia de menos de un 5% de células blásticas en médula 

ósea (MO) (Sanz et al, 1999). El complemento de la antraciclina es para reforzar la 

inducción y prevenir el síndrome ATRA que consiste en un cuadro tóxico agudo con 

fiebre, disnea, aumento de peso, infiltrados pulmonares y efusiones pericárdicas o 

pleurales con o sin leucocitosis, que puede llegar a ser fatal sino se trata con dosis altas 

de esteroides tipo dexametasona (Sanz & Lo-Coco, 2005).  

 

Una vez alcanzada la RC se han propuestos diferentes tratamientos de 

consolidación y de mantenimiento para conseguir la curación de estos pacientes. Entre 

los esquemas descritos, los propuestos por el grupo italiano GIMEMA (Avvisati et al, 

1996;Martinelli et al, 1998) y español PETHEMA (Sanz et al, 1999;Sanz et al, 

2004;Sanz et al, 2008) son dos ejemplos de muy buenos resultados. Ambos se basan 
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en la administración de tres ciclos de consolidación de quimioterapia basados en 

antraciclina seguidos de terapia de mantenimiento con ATRA (45mg/m2/día x 15 días 

cada 3 meses) combinado con mercaptopurina (100mg/m2/día) y metotrexato 

(10mg/m2/sem) durante 2 años. Estudios posteriores han permitido introducir algunos 

cambios que han mejorado los resultados iniciales. Los dos principales cambios son la 

necesidad de administrar Ara-C junto a la antraciclina en la consolidación pero sólo en 

los pacientes de alto riesgo y la adición de ATRA en los tres ciclos de mantenimiento en 

todos los pacientes independiente de sus factores de riesgo (Sanz et al, 2004). 

Posteriormente, los protocolos PETHEMA indican una terapia de mantenimiento con 

ATRA (45mg/m2/día x 15 días cada 3 meses) combinado con mercaptopurina 

(100mg/m2/día) y metotrexato (10mg/m2/sem) durante 2 años. Con estos esquemas de 

tratamiento global se logran resultados excelentes, con un riesgo de recidiva del 5-10% 

y una supervivencia libre de enfermedad a los 4 años del 90%, si bien estos resultados 

son diferentes según los grupos de riesgo establecidos por diferentes factores 

pronósticos -ver Apartado 1.5.2-(Sanz et al, 1999;Sanz et al, 2004). 

 

1.6.3 Transplante de precursores hematopoyéticos 

El transplante de precursores hematopoyéticos (TPH) alogénico constituye una 

parte muy importante dentro del esquema terapéutico de la LMA. Su efecto 

inmunogénico a través de la reacción injerto contra tumor contribuye a que este 

procedimiento se asocie a una tasa de recaídas inferior a la obtenida sólo con 

quimioterapia, con SLR a los 3 años entre 15 y 40% (Cornelissen & Lowenberg, 2005). 

Sin embargo, la mortalidad debida a toxicidad, infecciones o enfermedad del injerto 

contra el huésped hace que ese mayor efecto antileucemia no siempre se traduzca en 

una ventaja clínica real. Es por tanto necesario buscar la mejor relación riesgo/beneficio 

a la hora de indicar el TPH alogénico para el tratamiento de LMA (Perez-Simon et al, 

2006). 

 

En general se considera que el TPH alogénico de hermano HLA-idéntico en 

primera remisión completa es una opción adecuada para los pacientes LMA de riesgo 

intermedio y alto riesgo, dada la alta probabilidad de recaída (Cornelissen & Lowenberg, 

2005). En los pacientes de alto riesgo y ante la ausencia de un familiar HLA-idéntico 

sería razonable el trasplante de donante no emparentado debido a los malos resultados 
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obtenidos con quimioterapia (Cornelissen & Lowenberg, 2005). En pacientes de 

citogenética favorable, y de forma general, no se recomendaría el TPH alogénico de 

hermano HLA-idéntico en primera línea, reservándose esta opción en caso de recaída 

(Cornelissen & Lowenberg, 2005;Sanz et al, 2007). 

 

En el caso del TPH autólogo, se ha sugerido la administración de uno o dos 

ciclos de quimioterapia postremisión seguidos de un TPH autólogo podría ser una 

alternativa adecuada en pacientes jóvenes, aunque por el momento no esté del todo 

claro el papel del TPH autólogo frente a la quimioterapia sola (Breems & Lowenberg, 

2007). 

 
1.6.4 Tratamiento de la LMA en recaída 

Diversos factores influyen de forma importante en el riesgo de recaída en los 

pacientes con LMA (Cuadro 5). Las diferentes opciones terapéuticas para dichos 

individuos incluyen la quimioterapia de rescate, el TPH y la utilización de fármacos en 

investigación. Con tratamiento de rescate se obtienen tasas de segunda RC que oscilan 

entre el 40-60%, con una de supervivencia global mediana entre 3-12 meses (Tallman, 

2007). Las combinaciones terapéuticas incluyen habitualmente dosis altas de citarabina 

y sus resultados mejoran si se realiza posteriormente un TPH. Otro esquema es la 

utilización de fludarabina, dosis intermedias de citarabina y factor estimulante de 

colonias (G-CSF) (régimen FLAG) con SG a los 24 meses cercanas al 40% en 

pacientes de LMA mayores de 60 años (Ossenkoppele et al, 2004). 

 

Cuadro 5. Factores de pronóstico adverso de recaída en pacientes con LMA1  

Edad (> 60 años) 

Leucocitos al diagnóstico (> 50 × 109/L) 

Citogenética de riesgo intermedio o alto 

Mutaciones en el gen FLT3 

Duración de la primera RC (< 12 meses) 

Respuesta a la quimioterapia (morfológica, citogenética o detección de enfermedad residual 
mínima) 

1 Para LPA sólo aplica leucocitosis >10 × 109/L como factor de riesgo de consenso, además de 
otros parámetros discutidos en el Apartado 1.5.2  
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En el caso de la LPA, los buenos resultados obtenidos con el tratamiento 

combinado de quimioterapia y ATRA no incluye a todos los pacientes, pues entre un 10-

15% de ellos recaen siendo, por el contrario, excepcional que los enfermos sean 

refractarios primarios al tratamiento. Entre las posibles causas de recaída se ha 

propuesto, entre otras, que la administración oral crónica de ATRA produce un 

descenso progresivo de la concentración plasmática del fármaco, lo que puede 

condicionar la recidiva y resistencia en algunos pacientes. Además, el incremento de la 

dosis de ATRA en esta situación no es capaz de revertir la resistencia (Fenaux et al, 

1999;Muindi et al, 1992;Tallman et al, 2002a). Para estos pacientes se han propuestos 

diversos tratamientos de rescate entre los que se incluyen la administración de 

quimioterapia que incluya Ara-C a dosis intermedias seguida de autotrasplante si el 

paciente logra negativizar la detección del gen de fusión PML-RARα por RT-PCR o bien 

realizar un alotrasplante si el paciente es joven y dispone de donante HLA idéntico 

(Sanz et al, 2007). Más recientemente se ha incorporado al arsenal terapéutico el 

trióxido de arsénico (As2O3) que en la actualidad se considera el tratamiento de elección 

en los pacientes en recidiva o resistente al ATRA (Zhang et al, 2001;Zhou et al, 2005). 

 
1.6.5 Nuevos fármacos en estudio 

Un resumen de los nuevos fármacos que están siendo estudiados para su 

aplicación en pacientes con LMA se presenta en el Cuadro 6 (Tallman, 2005). De estas 

nuevas terapias merece especial atención el anticuerpo monoclonal gentuzumab 

ozogamicina (GO o Mylotarg®), por haber sido aprobado por la FDA como agente único 

para el tratamiento de la LMA en primera recaída en pacientes mayores de 60 años no 

candidatos a quimioterapia intensiva a la dosis de 9 mg/m2 IV infundidos en 4 horas en 

los días 1 y 15 (Tallman, 2005;Tallman, 2007;Tsimberidou et al, 2006). GO es una 

inmunoglobulina (IgG4) humanizada y sintetizada a partir de una línea celular de 

mieloma de mamífero, que se dirige frente al antígeno CD33. Esta inmunoglobulina se 

une covalentemente a un potente antibiótico antitumor semisintético denominado 

caliqueamicina. La unión de GO a CD33 se sigue de la endocitosis del anticuerpo, 

endocitosis que está en función del número de moléculas CD33 en la superficie celular. 

Una vez dentro, la caliqueamicina es liberada intracelularmente por un proceso de 

hidrólisis ácida en los lisosomas y causa detención en fase G2, fosforilación de 

Chk1/Chk2 y/o apoptosis a través de la activación de caspasas (Tallman, 2005;Tallman, 
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2007;Tsimberidou et al, 2006). En el caso de LPA, estudios in-vitro con líneas celulares 

NB4 (portadoras de la traslocación t(15;17)) resistentes a ATRA y arsénico y con células 

de pacientes LPA en recidivas, el GO indujo la apoptosis de las células tumorales con 

un efecto dependiente de dosis (Takeshita et al, 2005). Esta buena respuesta es 

reproducida en pequeñas series de 3, 8 y 16 pacientes LPA en recaída molecular (Aribi 

et al, 2007;Breccia et al, 2007;Lo-Coco et al, 2004). La toxicidad más importante que se 

ha detectado es la mielosupresión prolongada y hasta un 10% de casos de enfermedad 

venooclusiva hepática (Lo-Coco et al, 2004). 

 

Cuadro 6. Nuevos agentes terapéuticos para pacientes con LMA. Revisado en 

(Tallman, 2005) 

Actividad Fármaco Diana 

Anticuerpos monoclonales Gemtuzumab Ozogamicina CD33 
Inhibidores de la resistencia a 
multidrogas 

PSC-833, Ciclosporina A, 
Zosuquidar 

MDR, Pgp 

Inhibidores de la farnesil 
transferasa 

Tipifarnib Lamin A, HJJ-2 Rho B, CENP-E 
and CENP-F, lamins A and 
BRas 

Inhibidores de tirosincinasa CEP-701, PKC412, MLN518 
y SU11248 Imatinib 

FLT3-ITD 
c-Kit 

Inhibidores de las histonas 
deacetilasas (HDAC) 

Acido valproico 
Tricostatina A 

HDAC 

Agentes antiangiogénicos Bevacizumab VEGF 
Inhibidores de apoptosis Genasense Bcl-2 
Análogos de deoxi-adenosina Clofarabine ADN 

 
 

Otras alternativas que han sido evaluadas para el tratamiento de la LMA son:  

a) Los inhibidores de la FLT-3, algunos de los cuales se encuentran en estudios 

de fase clínica I-II [CEP-701 (Cephalon), MLN518 (Millenium), PKC412 

(Novartis) y SU5416 (Sugen)], aunque ninguno es verdaderamente específico 

para el FLT-3 ya que inhiben otras tirosincinasas (Stirewalt & Radich, 2003) y los 

resultados preliminares están limitados a series pequeñas de LMA en recaída o 

refractaria (Brown et al, 2006;Smith et al, 2004) o líneas celulares de LLA (Brown 

et al, 2006;Smith et al, 2004).  

b) Los inhibidores de la farnesil-transferasa, que actúan bloqueando la 

farnesilación de las proteínas RAS que éstas necesitan para anclarse a la 

membrana y ejercer sus acciones. Los compuestos más conocidos son R115777 
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(tipifarnib, ZarnestraTM) administrado por vía oral y BMS-214662 (i.v.) que se 

encuentran en estudio fase I-II en distintos centros (Cortes et al, 

2005;Harousseau et al, 2007). 

c) Los inhibidores de histona desacetilasa (HDAC): Los inhibidores de la HDAC 

tales como el ácido valproico logran restaurar la actividad transcripcional en 

células LMA, cuyo efecto es sinérgico a la administración de ATRA (Bug et al, 

2005). Incluso, en células LPA resistentes a ATRA o portadoras del gen de 

fusión PLZF-RARα son inducidas a diferenciarse con la adición de tricostatina 

A(Petti et al, 2002). 

 

 

2. Alteraciones moleculares con valor pronóstico en LMA cariotipo normal 
 
 El desarrollo de la LMA conlleva una serie de alteraciones genéticas y cambios 

epigenéticos que afectan los mecanismos de crecimiento, proliferación y diferenciación 

celular. Aunque las técnicas citogenéticas permiten establecer tres grupos de riesgo 

(Grimwade et al, 1998;Slovak et al, 2000;Grimwade et al, 2001;Byrd et al, 2002), dentro 

de cada clasificación existen subgrupos con un tipo de biología y evolución clínica 

diferente entre sí. Quizás el grupo más relevante son aquellos pacientes con LMA que 

presentan un cariotipo normal (LMA-CN), los cuales carecen de marcadores de 

diagnóstico diferencial o pronóstico (Grimwade et al, 1998;Slovak et al, 2000;Grimwade 

et al, 2001;Byrd et al, 2002). Por lo tanto, es importante integrar nuevos marcadores 

moleculares incluyendo genes con mutaciones recurrentes o variaciones en su 

expresión, que permitan establecer una clasificación más precisa de las LMA y 

estratificar adecuadamente aquellos pacientes que presenten un cariotipo normal (ver 

Cuadro 7) (Baldus et al, 2007b;Mrozek & Bloomfield, 2006;Mrozek et al, 2007;Haferlach 

et al, 2007) 
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Cuadro 7. Principales alteraciones moleculares en pacientes con LMA. Revisado en:     
(Baldus et al, 2007b;Mrozek & Bloomfield, 2006;Mrozek et al, 2007;Haferlach et al, 2007;Greiner et al, 
2006;Steudel et al, 2003;Leroy et al, 2005b;Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al, 2003b)  

Mutaciones 
Símbolo 
del gen Nombre Localización 

cromosómica 
Incidencia 

en LMA 
Incidencia 
en LMA-CN 

Impacto 
pronóstico 

FLT3 Fms-related tyrosin 
kinase 3 13q12 ITD=28-33% 

TKD=2-5% 
ITD=40% 

TKD=5-14% Adverso 

NPM1 Nucleophosmin 5q35 30-35% 46-62% Favorable 

MLL 
Myeloid/Lymphoid or 

mixed-lineage 
leukemia 

11q23 PTD=5% PTD=8-11% Adverso 

CEBPA CCAAT/enhancer 
binding protein alpha 19q13.1 12% 15-19% Favorable 

N-RAS 
Neuroblastoma RAS 
viral (v-ras) oncogene 

homolog 
1p13.2 10% 9% Incierto 

KIT 
Proto-oncogene 
tyrosine-protein 

kinase Kit (CD117) 
4q11-q12 1-2% 6-10% en 

LMA t(8;21) Adverso 

Sobreexpresión 

Símbolo Nombre Localización 
cromosómica 

Incidencia 
en LMA 

Incidencia 
en LMA-CN 

Impacto 
pronóstico 

BAALC 
Brain and acute 
leucemia gene, 
cytoplasmatic 

8q22.3 ---- 65% Adverso 

ERG 
v-ets erythoblastosis 
virus E26 oncogene-
like (avian) 

21q22.3 --- --- Adverso 

EVI1 Ecotropic viral 
integration site 3q26 14% --- Adverso 

MN1 Meningioma 1 22q11-12.1 --- --- Adverso 

PRAME 
Preferentially 

expressed antigen of 
melanoma 

22q11.22 30-64% ---- Favorable 

RHAMM 
Receptor for 

hyaluronic acid 
mediated motility 

5q33.2 70% --- ?? 

WT1 Wilms tumor gene 11p13 80-93% ---- Adverso 

LMA: leucemia mieloblástica aguda/ LMA-CN: LMA con cariotipo normal 
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2.1 Mutaciones 
2.1.1 Alteraciones en el gen FLT3 
 El gen de la tirosin-cinasa (TK) 3 semejante al protooncogén FMS (FLT3) 

codifica un tipo de receptor tirosin-cinasa (TK) clase III que se expresa normalmente en 

la superficie de progenitores hematopoyéticos de médula ósea participando en la 

supervivencia y diferenciación de células pluripotenciales (Gilliland & Griffin, 2002). Su 

activación induce vías de señalización celular tipo STAT5, JAK2, RAS o MAPK, lo cual 

aumenta la capacidad proliferativa de células LMA in vitro (Small, 2006).  

 

En 1996, Nakao y colaboradores reportaron las duplicaciones internas en 

tandem en el dominio yuxtamembrana del FLT3 (FLT3-ITD) (Nakao et al, 1996). La 

inserción ocurre en los exones 14 y 15 e incluye de 3 a más de 400 nucleótidos, que en 

la gran mayoría de casos no implica una modificación en el marco de lectura (Schnittger 

et al, 2002) (ver Figura 2). La proteína anormal es un receptor activo constitucional y 

autofosforilable, independiente de su ligando, lo que induce directamente una serie de 

vías de proliferación, diferenciación y sobrevida (Stirewalt & Radich, 2003). FLT3-ITD 

constituye una de las alteraciones más frecuente en LMA pues se detecta en 28-33% de 

los casos (Frohling et al, 2002;Kainz et al, 2002;Schnittger et al, 2005;Whitman et al, 

2001;Beran et al, 2004), siendo especialmente frecuente en pacientes con LMA de 

cariotipo normal y enfermos con LPA (Small, 2006). Además de la FLT3-ITD, se han 

descrito dos tipos de mutaciones puntuales: aquellas localizadas en el asa de activación 

del dominio TK (FLT3-TKD), detectadas en 5-14% de los pacientes con cariotipo normal 

(Frohling et al, 2002;Thiede et al, 2002;Schnittger et al, 2005) y aquellas localizadas en 

el dominio yuxtamembrana, observadas en 2% de las LMA (Reindl et al, 2006). 

 
 

 

Figura 2. Análisis por gene scanning de 
duplicaciones internas en tandem del gen 
FLT3 (FLT3-ITD). El alelo salvaje (A) 
presenta un tamaño de 234 nucleótidos 
(nt), mientras que el alelo mutado 
presenta una inserción en tripletas que no 
afecta el marco de lectura (B). Las ITD 
puede ser desde 3 (C) a más de 400 nt. 

 

A

B
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Los pacientes con LMA con cariotipo normal y FLT3-ITD positiva presentan 

hiperleucocitosis (por lo general mayor a 50×109/L) y mayor número de blastos en MO 

(Beran et al, 2004;Frohling et al, 2002;Whitman et al, 2001). Aunque las tasas de 

remisión completa no presentan diferencias significativas entre los pacientes con o sin 

FLT3-ITD, este marcador se considera un factor pronóstico independiente asociado a 

un menor duración de la RC, así como menor supervivencia libre de evento (SLE) y 

global (SG) (Frohling et al, 2002;Kainz et al, 2002;Schnittger et al, 2005;Whitman et al, 

2001;Beran et al, 2004). Incluso, los pacientes que tienen ambos alelos mutados 

presentan menor SLE y SG (Whitman et al, 2001).Por el contrario , en las LPA  diversos 

estudios han demostrado que la presencia de FLT3-ITD no tiene valor pronóstico 

independiente (Chillon et al, 2004;Gale et al, 2005).   

 

Respecto a las mutaciones en el dominio TK (FLT3-TKD), los resultados no son 

concordantes. Mientras la mayoría de estudios no encuentran relación con un 

pronóstico adverso, ya sea en individuos con cariotipo normal (LMA-CN) (Frohling et al, 

2002) o con riesgo intermedio (Thiede et al, 2005), un metaanálisis reciente asoció de 

forma independiente la  FLT3-TKD  con una menor SLE (Yanada et al, 2005). Sin 

embargo, el estudio que ha analizado más pacientes hasta la fecha (n=3082) no 

encontró influencia sobre el pronóstico en pacientes con LMA-CN, aunque si afectó 

negativamente en casos de LPA y en pacientes con alteración concomitante de FLT3-

ITD o con duplicaciones en tandem del gen MLL y positivamente en casos de 

nucleofosmina positiva o CEBPA mutado (Bacher et al, 2008). 

 
2.1.2 Mutaciones en el gen NPM1 

La nucleofosmina (NPM1) es una fosfoproteína altamente conservada  de 37 

kDa, que se localiza en nucleolo, aunque puede migrar a núcleo y citoplasma (Borer et 

al, 1989;Cordell et al, 1999). Funciona como una chaperona que evita la agregación 

proteica en el nucleolo y regula el transporte de partículas preribosomales a través de la 

membrana nuclear (Borer et al, 1989). Es también una molécula diana del complejo 

CDK2-ciclina E durante la duplicación del centrómero (Okuda et al, 2000) y ha sido 

relacionado en la regulación de la vía de ARF-p53, teniendo una función potencial como 

gen supresor de tumores (Colombo et al, 2002). 
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El gen NPM1 se localiza en 5q35 y se ha descrito como parte de ciertas 

proteínas de fusión observadas en linfoma anaplásico de células grandes 

[t(2;5)(p23;q35)NPM1-ALK] (Morris et al, 1995), y en un porcentaje pequeño (<1%) de  

LPA [t(5;17)(q35;q21)NPM1-RARα] (Redner et al, 1996),  y LMA [t(3;5)(q25;q34)NPM1-

MLF1] (Yoneda-Kato et al, 1996;Falini et al, 2006a). Falini y colaboradores describen en 

2005 que 208 de 591 pacientes (35.2%) con LMA presentaban una localización 

citoplasmática anormal de la proteína NPM (ver Figura 3) (Falini et al, 2005). Esta 

ubicación aberrante se explicaba por una inserción de cuatro pares de bases en el exón 

12 del gen NPM1, lo que produce un cambio en el marco de lectura y el consecuente 

cambio de 7 aminoácidos en el extremo C-terminal de la proteína, eliminando dos 

residuos de triptofano (288 y 290) que son  importantes para el anclaje de la proteína en  

la membrana nucleolar (Bolli et al, 2007;Falini et al, 2006b;Falini et al, 2005). Más del 

95% de las mutaciones presentan una inserción de 4 nucleótidos en el residuo 956,  

siendo la duplicación de la secuencia TCTG o mutación tipo A la más frecuente (75-

85%) (Falini et al, 2005;Schnittger et al, 2005;Suzuki et al, 2005;Thiede et al, 2005). 

Además se han descrito más de 20 inserciones diferentes que afectan  a los nucleótidos 

956 y 960, algunas de ellas de más de cuatro nucleótidos (Falini et al, 2007;Schnittger 

et al, 2005). 

 

 
 
 
 
Figura 3. Reconstrucción tridimensional de 
micrografía confocal de células NIH-3T3 
transfectadas con plásmidos codificando alelo 
salvaje o mutado de nucleofosmina (NPM1) y 
marcado con proteína fluorescente verde, el núcleo 
está contrateñido de rojo con yoduro de propidio. La 
proteína salvaje (wild type) esta localizada en 
nucleolo y membrana nuclear, mientras que la NPM 
mutada presenta localización citoplasmática 
(Tomado de(Falini et al, 2005)) 
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Las mutaciones en NPM1 ocurren con más frecuencia en pacientes con cariotipo 

normal (incidencias entre 45 y 61%) (Falini et al, 2005;Schnittger et al, 2005;Thiede et 

al, 2005) y se asocia a sexo femenino (Dohner et al, 2005;Schnittger et al, 2005), alto 

recuento de leucocitos y blastos en MO (Dohner et al, 2005;Schnittger et al, 

2005;Boissel et al, 2005;Thiede et al, 2005); además de baja o nula expresión de CD34 

y presencia de mutaciones en FLT3 (tanto duplicaciones en tandem como mutaciones 

puntuales) (Dohner et al, 2005;Schnittger et al, 2005;Boissel et al, 2005;Thiede et al, 

2005). 

 

El valor como factor pronóstico favorable de las mutaciones en NPM1 ha sido 

confirmado por varios estudios, particularmente en pacientes con cariotipo normal o 

citogenética de riesgo intermedio (Falini et al, 2005;Schnittger et al, 2005;Thiede et al, 

2005;Falini et al, 2007;Suzuki et al, 2005). Sin embargo, pacientes con mutaciones en 

FLT3, que comprenden hasta el 40% de los casos con mutaciones en NPM1, tienen 

pronóstico adverso (Falini et al, 2005;Schnittger et al, 2005;Thiede et al, 2005;Falini et 

al, 2007;Suzuki et al, 2005). De esta forma, solo los pacientes con NPM1 mutado pero 

FLT3 no mutado tienen mejores tasas de remisión completa (Dohner et al, 2005;Thiede 

et al, 2005), supervivencia libre de evento (Schnittger et al, 2005), libre de recaída 

(Dohner et al, 2005), libre de enfermedad (Thiede et al, 2005) y global (Schnittger et al, 

2005;Dohner et al, 2005;Thiede et al, 2005); por el contrario, las mutaciones en NPM1 

no modifican el mal pronóstico que tienen los pacientes con alteraciones en el gen FLT3 

(Schnittger et al, 2005;Falini et al, 2007). 

 
2.1.3 Duplicaciones parciales en tandem en el gen MLL 
 El gen de leucemia de línea mixta o mieloide-linfoide (MLL), también identificado 

como ALL1 o HRX, está localizado en 11q23, presenta un tamaño aproximado de 100 

kb y codifica una proteína que regula de forma positiva la expresión de los genes HOX, 

involucrados en el desarrollo y diferenciación celular (Muñoz et al, 2003;Pajuelo-Gamez 

et al, 2007). Las duplicaciones parciales en tandem (MLL-PTD), son inserciones de una 

región genómica comprendida entre el exón 5 y 11 que se inserta en el intrón 4 

(Caligiuri et al, 1994). Menos frecuente es que la región duplicada se encuentre entre 

los exones 5 y 12 (Caligiuri et al, 1998). Estas duplicaciones dan lugar a una proteína 

más larga que conserva todos sus dominios funcionales, incluyendo metilación de 
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histonas, de represión de la transcripción y de unión a citosinas no metiladas en islas 

CpG (Whitman et al, 2005). La presencia de MLL-PTD se asocia con represión del alelo 

salvaje en las células tumorales. Este mecanismo de silenciamiento monoalélico o 

haploinsuficiencia parece relacionarse a modificaciones en histonas y metilación de 

regiones del ADN promotoras del gen MLL (Whitman et al, 2005). 

 

 Las MLL-PTD se detectan en 5-10% de las LMA y en el 90% de las LMA con 

trisomía del 11 como alteración cromosómica única (Caligiuri et al, 1998). Entre 30 y 

40% de las pacientes MLL-PTD positivos también son FLT3-ITD positivos (Dohner et al, 

2002;Steudel et al, 2003), mientras que la coexistencia con mutaciones en CEBPA 

(Leroy et al, 2005b) o NPM1 (Dohner et al, 2005;Schnittger et al, 2005) es rara. Al 

diagnóstico estos pacientes no presentan características clínicas diferentes y el 

porcentaje de remisiones completas y la supervivencia global no es significativamente 

diferente respecto de los pacientes sin MLL-PTD (Caligiuri et al, 1998;Dohner et al, 

2002;Whitman et al, 2007). Sin embargo, algún trabajo apunta que tienen una menor 

duración de la remisión completa. (Dohner et al, 2002). 

  

2.1.4 Mutaciones en el gen CEBPA 

 El gen CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein α), localizado en  19q13.1, 

codifica para un factor de transcripción de la familia bZIP, el cual  juega un papel 

importante en la granulopoyesis (Pabst et al, 2001). Las mutaciones en gen CEBPA se 

encuentran en 15-19% de las LMA con cariotipo normal (Frohling et al, 2004;Bienz et al, 

2005) y han sido asociadas a alto porcentaje de blastos en sangre, menor recuento 

plaquetario, menor compromiso extramedular y menor frecuencia de mutaciones en 

FLT3 (Frohling et al, 2004). Estas alteraciones han sido relacionadas a un pronóstico 

favorable en los pacientes con citogenética de riesgo intermedio (Barjesteh van 

Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al, 2003a;Preudhomme et al, 2002) y particularmente 

con cariotipo normal, aunque sin diferencias significativas respecto a las tasas de RC 

(Frohling et al, 2004;Bienz et al, 2005). 

 

2.1.5 Mutaciones en los oncogenes N-RAS y K-RAS 
 Diversas mutaciones de los oncogenes N-RAS y K-RAS han sido analizadas en 

los diferentes subgrupos de LMA, particularmente las leucemias positivas por core-
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binding factor (CBF) (Bacher et al, 2007;Boissel et al, 2006;Goemans et al, 2005). 

Bacher y colaboradores reportan una incidencia de 10.3% de mutaciones en N-RAS en 

2502 pacientes con LMA, con una incidencia similar en pacientes con cariotipo 

favorable [inv(16)/t(16;16)]   y desfavorable [inv(3)/t(3;3)] ; por otro lado, estos pacientes 

no presentaron características clínicas ni pronósticas significativamente diferentes 

(Bacher et al, 2006). Estos datos son concordantes con los publicados previamente en 

otras series más pequeñas (Boissel et al, 2006;Goemans et al, 2005). 

 

2.1.6 Mutaciones en el gen c-KIT 
 Las mutaciones en c-KIT, especialmente las detectadas en el exón 17 que 

codifica el asa de activación de su dominio kinasa, han sido relacionadas con peor 

pronóstico (menor SLE, SLR, SG y mayor riesgo de recaída) en el grupo de LMA con 

t(8;21)(q22;q22)(Boissel et al, 2006;Schnittger et al, 2006;Beghini et al, 2004), con una 

incidencia entre 6% (n=103) (Boissel et al, 2006) y 10.5% (1.7% de todas las LMA) 

(Schnittger et al, 2006). A pesar de su baja proporción estas mutaciones han tomado 

importancia en vista que el mesilato de imatinib (Glivec®), un potente inhibidor selectivo 

de tirosin-cinasas como BCR-ABL, tenga actividad in vitro en líneas celulares 

portadoras de mutaciones en KIT  pero no en células con fenotipo salvaje (Scappini et 

al, 2001;Wang et al, 2005). Existen algunos reportes de casos con resultados 

beneficiosos con la aplicación de imatinib sólo o con quimioterapia (Cairoli et al, 

2005;Kindler et al, 2003); sin embargo, estudios en fase II con Glivec® a dosis altas 

(600mg/día) en pacientes LMA refractarios a tratamiento (Kindler et al, 2004) o en 

combinación con bajas dosis de Ara-C en pacientes con LMA o SMD de alto riesgo no 

candidatos a terapia mieloablativa  y/o enfermedad recurrente, no señalan una clara 

diferencia en cuanto eficacia terapéutica frente a la monoterapia con Ara-C (Kindler et 

al, 2004;Heidel et al, 2007). 

 

2.2. Expresión génica aberrante 
2.2.1 Sobreexpresión del gen BAALC 
 El gen BAALC (brian and acute leukemia, cytoplasmatic) se localiza en 8q22.3 y 

se expresa fundamentalmente en tejidos derivados del neuroectodermo y en 

precursores hematopoyéticos (Tanner et al, 2001). Se ha observado hiperexpresión de 

BAALC en LMA, LLA, crisis blásticas de LMC, pero no en fases crónicas de LMC o en 
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LLC (Tanner et al, 2001). Diversos estudios han demostrado que la sobreexpresión de 

BAALC (estimada con base en el valor de la mediana) en pacientes menores de 60 

años y cariotipo normal es un factor pronóstico desfavorable  independiente en cuanto 

resistencia a la terapia de inducción, supervivencia global y riesgo de recaída (Baldus et 

al, 2003;Baldus et al, 2006;Bienz et al, 2005;Langer et al, 2008). Esta característica 

adversa se mantiene aún en el subgrupo de pacientes que no presenta FLT3-ITD o 

mutaciones en CEBPA (Bienz et al, 2005). 

 

2.2.2 Sobreexpresión del gen ERG 
 El gen ERG (ETS-related gene) está involucrado en procesos de regulación de 

proliferación celular, diferenciación y apoptosis. Fue descubierto en pacientes con 

cariotipo complejo y amplificación críptica del cromosoma 21 (Baldus et al, 2004), 

aunque también ha sido descrito  en LMA con cariotipo normal (Marcucci et al, 

2005a;Marcucci et al, 2007) y LLA-T (Baldus et al, 2007a). La sobreexpresión de ERG, 

definida como el percentil 25 de mayor expresión y evaluada en 84 pacientes LMA con 

cariotipo normal y menores de 60 años, fue asociada con una mayor incidencia 

acumulada de recaídas y una peor SG (Marcucci et al, 2005a). En el respectivo análisis 

multivariante, la alta expresión de ERG y la presencia de FLT3-ITD fueron factores 

independientes de menor SG. Sin embargo, esta asociación se mantuvo sólo en 

pacientes con baja expresión de BAALC (Marcucci et al, 2005a). 

 

 Respecto a su impacto pronóstico en las LMA-CN, Marcucci et al argumentan 

que el ERG es capaz de mejorar la clasificación molecular de riesgo dentro de las LMA-

CN, ya que todos los pacientes CN-AML de pronóstico favorable (FLT3 negativo, NPM1 

mutado) puede ser diferenciados en dos subgrupos pronósticos basados en los niveles 

de ERG, con esquemas de tratamiento diferenciados (Marcucci et al, 2007). Así, los 

pacientes con FLT3 negativo, NPM1 mutado y baja expresión de ERG podrían 

beneficiarse de esquemas que incluyan altas dosis de citarabina o bien transplante de 

precursores hematopoyéticos, mientras que pacientes con un perfil FLT3 negativo, 

NPM1 mutado y alta expresión de ERG  deberían ser considerados para tratamientos 

más agresivos o terapias alternativas por su pobre supervivencia (SLE a dos años 

menor del 40%) (Marcucci et al, 2007). 
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2.2.3 Sobreexpresión del gen EVI1 
 El gen EVI1 (Ecotropic viral integration site) es un proto-oncogén localizado en 

3q26, que codifica para una proteína de 145 kDa, la cual posee dominios en dedos de 

zinc, similar a los factores de transcripción (Lopingco & Perkins, 1996;Nucifora, 1997). 

El mecanismo exacto por el cual EVI1 participa en el proceso leucémico no está bien 

definido, aunque se postula varios mecanismos para la  represión anormal de genes 

asociados a maduración celular: reclutamiento de HDAC a través del correpresor CtBP, 

inhibición de los efectos de TGF-β por unión a sus transductores de señal (proteínas 

Smad), bloqueo de la cascada de JNK con lo cual se reprime la apoptosis inducida por 

estrés e inducción de proliferación celular por activación del promotor c-Fos (Mitani, 

2004). Mediante splicing alternativo, EVI1 puede formar un tránscrito de fusión con el 

gen MDS1, cuyo producto resultante es la proteína EVI1 completa con una extensión N-

terminal adicional (Fears et al, 1996). Aunque ambas proteínas están relacionadas, 

tienen funciones opuestos durante la hematopoyesis (Sitailo et al, 1999). 

 

 Un estudio en 319 pacientes con LMA de novo, evaluó la expresión de EVI1 y 

MDS-EVI1 por PCR en tiempo real (Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al, 

2003b). En él, un 14% (n=44) de los casos expresaron altos niveles de EVI1 (n=6), 

MDS-EVI1 (n=26) o ambos (n=12). Quince de 32 pacientes (47%) con expresión de 

EVI1 o MDS-EVI1 presentaron cariotipo de mal pronóstico (-7,-7q, cariotipo complejo, 

entre otros) frente a 33/275 (12%) de pacientes EVI1 negativo. De interés, sólo un 12% 

(4/32) de pacientes con sobreexpresión de EVI1 tuvieron alteraciones en 3q26 

(Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al, 2003b). La expresión aberrante de 

EVI1 o MDS-EVI1 fue un factor independiente de mal pronóstico, con SLE y SG 

inferiores respectos a los pacientes EVI1 negativos (Barjesteh van Waalwijk van Doorn-

Khosrovani et al, 2003b).  

 

Asimismo, otro grupo investigador ha propuesto la ratio de expresión MDS1-

EVI1/EVI1 disminuye hasta 2 log cuando el paciente alcanza remisión hematológica 

completa y entre pacientes con recaída se observó un aumento en los niveles de 

expresión 29-93 días antes de los eventos hematológicos, lo que lo convierte en una 

diana interesante para análisis de enfermedad mínima residual (Weisser et al, 2007). 

Estos hallazgos han sido confirmados con un reciente trabajo donde se analizaron 534 
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pacientes con LMA de nuevo diagnóstico, en el cual reafirman el mal pronóstico de la 

sobreexpresión de EVI1 y el ratio MDS1-EVI1/EVI1 en cuanto menor SLE y SG 

(Lugthart et al, 2008). 

 

2.2.4 Sobreexpresión del gen MN1 
El gen de meningioma 1 (MN1) fue descrito por primera vez en un paciente con 

una translocación t(4;22)(p16;q11) (Lekanne Deprez et al, 1995). Posteriormente, se 

descubrió que la proteína de fusión MN1-TEL, producto de la translocación t(12;22), 

induce el crecimiento de progenitores hematopoyéticos en modelos murinos y  que en 

asociación  con HOXA9 estos ratones desarrollan LMA (Kawagoe & Grosveld, 2005); 

estudios posteriores mostraron que la sola sobreexpresión de MN1 por medio de 

transfección viral puede provocar LMA en ratones BALB-c (Heuser et al, 2007).  

 

El gen MN1 se encuentra sobreexpresado tanto en LMA como LLA, pero no en 

LMC o LLC (Heuser et al, 2006). Este oncogén funciona como inductor de proliferación 

pero a su vez como bloqueo de diferenciación en células hematopoyéticas (Heuser et 

al, 2007). En 142 pacientes LMA con cariotipo normal se evaluó la expresión del gen 

MN1, demostrando que los individuos con expresión de MN1 superior a la mediana 

presentaron una mayor tasa de recaída y además una menor SLR y SG (Heuser et al, 

2006). El mismo grupo de investigación observó que el MN1 aumentaba hasta en 3000 

veces la resistencia a la diferenciación inducida por ácido todo trans-retinoico (ATRA) 

en células hematopoyéticas in vitro; en este sentido, los pacientes LMA no-M3 mayores 

de 60 años, sometidos a tratamiento con ATRA y con baja expresión de MN1 

presentaron una mayor SLR y SG respecto a los pacientes con alta expresión de MN1. 

Incluso, los pacientes con baja expresión de MN1 tenían mejor SLR y SG independiente 

de que recibieran o no tratamiento con ATRA. (Heuser et al, 2007). 

 

2.2.5 Sobreexpresión del gen PRAME  
 El gen PRAME (Preferentially expressed antigen of melanoma) se identificó a 

partir de un clon de linfocitos T citotóxicos derivados de una línea celular de melanoma, 

el cual codificaba para un antígeno relacionado a HLA-A24 (Ikeda et al, 1997). La 

proteína resultante la componen 509 aminoácidos, cuya función es desconocida. La 

mayoría de tejidos no expresa PRAME bajo condiciones normales, aunque se ha visto 
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una expresión baja en testículos, placenta, endometrio, ovarios y glándulas adrenales 

(van Baren et al, 1998;Greiner et al, 2004). Este marcador se encuentra 

sobreexpresado en una gran variedad de tumores sólidos como melanomas (detectado 

hasta en el 88% de las lesiones primarias), carcinoma de pulmón, carcinoma de mama, 

carcinoma renal, tumores de cabeza y cuello, tumor de Wilms y linfoma de Hodgkin 

(Ikeda et al, 1997;Epping & Bernards, 2006).  

 

En tumores hematológicos se ha descrito una incidencia de sobreexpresión de 

PRAME al diagnóstico del 17-42% en LLA, 30-64% en LMA (van Baren et al, 

1998;Steinbach et al, 2002a;Greiner et al, 2006;Steinbach et al, 2002b;Paydas et al, 

2005), 34% en leucemia mieloide crónica (LMC) y 28% en leucemia linfocítica crónica 

(LLC) (Paydas et al, 2007). Debido a su expresión antigénica específica de tumor, se ha 

estudiado la inducción de linfocitos T citotóxicos específicos contra un péptido derivado 

de PRAME en 10 pacientes con LMA, de los cuales 7 presentaron una respuesta 

inmune específica (Greiner et al, 2006). 

 
La expresión aberrante del gen PRAME se asocia en tumores sólidos con un 

estadio tumoral más avanzado, una mayor probabilidad de desarrollo de metástasis y 

una menor sobrevida (Ikeda et al, 1997;Oberthuer et al, 2004;Neumann et al, 

1998;Epping & Bernards, 2006). Por el contrario, en LLA (Steinbach et al, 2002b) y en 

LMA, tanto pediátrica (Steinbach et al, 2002a)  como de adultos (Greiner et al, 2006), 

altos niveles de PRAME se asociaron con buen pronóstico y mayor sobrevida. Además, 

en algunos trabajos la sobreexpresión de PRAME se presentó con mayor frecuencia en 

pacientes portadores de translocaciones con pronóstico favorable como la t(8;21), 

t(12;21) y t(15;17) (Greiner et al, 2006;van Baren et al, 1998). Sobre este hallazgo, 

algunos autores han cuestionado si el factor pronóstico de PRAME se deba a este 

fenotipo favorable o efectivamente su significado clínico es independiente de otros 

factores (Greiner et al, 2006).  

 
2.2.6 Sobreexpresión del gen RHAMM 

 El ácido hialurónico (HA) es un glicosaminoglicán que forma parte de la matriz 

extracelular y que participa activamente en la movilidad de células hematopoyéticas 

(linfocitos T y B, monocitos y timocitos), tanto normales como malignas, a través de su 
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interacción con el antígeno de membrana CD168 llamado RHAMM (receptor for 

hyaluronan (HA)-mediated motility). El gen RHAMM se ubica en 5q33.2. 

 

 El gen RHAMM se sobreexpresa en el 70% de las LMA, así como en mieloma 

múltiple y cáncer de mama pero no en células hematopoyéticas CD34+ sanas, aunque 

tiene una expresión residual en timo, placenta y testículos (Giannopoulos et al, 

2006;Greiner et al, 2006). Debido a esta característica, se ha sugerido a RHAMM como 

potencial gen diana para inmunoterapia (Greiner et al, 2006). Se desconoce la 

implicación pronóstica de la sobreexpresión de este gen en las LMA. 

 
2.2.7 Sobreexpresión del gen WT1 
 
 El tumor de Wilms (WT1), originalmente asociado con el nefroblastoma y el 

síndrome WAGR (Tumor de Wilms, aniridia, malformación genitourinaria y retardo 

psicomotor), es un gen localizado en 11q13 que codifica para un factor de transcripción 

tipo dedos de zinc (Saglio et al, 2005). Esta proteína presenta al menos 24 isoformas 

debido a modificaciones post-transcripcionales, con diversas ubicaciones subcelulares 

(Scharnhorst et al, 2001). WT1 puede actuar como represor o activador transcripcional, 

dependiendo del tipo de isoforma involucrado, además de la interacción con otras 

isoformas y otros factores de transcripción. De esta forma, sus efectos biológicos 

involucran proliferación y diferenciación celular, así como regulación de apoptosis 

(Saglio et al, 2005;Scharnhorst et al, 2001). 

 

 A diferencia de otros genes supresores de tumores, como p53 o Rb1, la 

expresión normal de WT1 en tejidos adultos se limita básicamente a sistema 

genitourinario (Pritchard-Jones et al, 1990) y células CD34+ en médula ósea, que lo 

expresan en un nivel muy bajo (Menssen et al, 2002). En contraposición, diversos 

estudios han demostrado que en el 80-90% de las LMA (Barragán et al, 2004;Bergmann 

et al, 1997;Cilloni et al, 2006;Gaiger et al, 1998;Menssen et al, 2002;Weisser et al, 

2005a) y entre 70-90% de las leucemias linfoblásticas agudas (Boublikova et al, 2006) 

hay una sobreexpresión de WT1, lo que ha sugerido su función como marcador 

“panleucémico” (Menssen et al, 2002). Aunque esta sobreexpresión ha sido relacionado 

con un pronóstico adverso (Bergmann et al, 1997;Barragán et al, 2004), otros estudios 
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no han podido confirmar esta asociación (Gaiger et al, 1998;Yanada et al, 2004;Greiner 

et al, 2006). 

 
 
2.3 Vía de señalización PI3/AKT/FOXO3a/p27 
 La vía de trasducción de señales del fosfatidilinositol3-cinasa, que incluye la 

serina-treonina cinasa AKT (PI3K/AKT), ha sido ampliamente estudiada en diversas 

células tumorales. En LMA, dicha ruta se encuentra sobre-estimulada y esta activación 

excesiva induce mecanismos de supervivencia, proliferación y transformación leucémica 

en células mieloides tanto in vitro como in vivo. (Brandts et al, 2005;Grandage et al, 

2005;Xu et al, 2003). A pesar de su importancia en la fisiopatología de la LMA, sólo 

existen publicados 3 reportes que analizan la relación entre la activación de PI3K/AKT y 

el pronóstico de pacientes con LMA, siendo sus resultados contradictorios entre sí. El 

primer estudio es una Carta al Editor de Min y colaboradores en el cual analizaron 61 

pacientes con LMA, y cuya conclusión es que la fosforilación de la proteína AKT (pAKT 

o su forma activada) se asoció con una menor sobrevida global, pero no con la 

supervivencia libre de enfermedad (Min et al, 2003). Kornblau y colaboradores 

estudiaron diferentes vías de señalización como JAK/STAT, RAS/Raf/MEK/ERK y 

PI3K/AKT en 188 pacientes con LMA (Kornblau et al, 2006). Ellos demuestran que la 

activación de AKT se relacionaba a una menor supervivencia y que cuantas más vías 

de señalización estuviesen activadas, peor el pronóstico del paciente. El último es un 

reporte de 92 pacientes LMA en el cual contradicen los hallazgos previos, ya que 

encuentran que los pacientes con activación constitutiva de la vía PI3K/AKT tuvieron 

una mayor sobrevida global y libre de recaída (Tamburini et al, 2007). Los autores del 

último estudio justifican sus resultados en el sentido que el grupo de Kornblau no 

sometió las células tumorales a condiciones de estrés por lo que el porcentaje de 

blastos con pAKT era mucho mayor. Además, argumentan que la serie de pacientes era 

muy heterogénea pues incluía LMA secundarias a SMD o secundarias a quimioterapia. 

En el caso del primer estudio, mencionan que las muestras no eran comparables pues 

el grupo de Min fue incapaz de detectar AKT total en muestras que eran pAKT 

negativas, mientras que ellos sí podían detectarlo en muestras tratadas con un ligando 

de FLT3 (Tamburini et al, 2007).   
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 Por otra parte, se ha descrito que uno de los mecanismos de acción más 

importantes del FLT3-ITD en LMA es la activación directa del AKT, el cual a su vez 

fosforila y retiene en citoplasma una serie de factores de transcripción como BAD y 

FOXO3a, lo cual bloquea su acción como factores de transcripción (Brandts et al, 

2005;Zeng et al, 2006). El FOXO3a es un miembro de la familia de factores de 

trascripción FOX (de “forkhead box”), los cuales son ortólogos del gen DAF16 de 

Caenohabdites elegans y funcionan como reguladores de ciclo celular y apoptosis. Una 

de las funciones principales del FOXO3a es inducir la transcripción del inhibidor de 

cinasa dependiente de ciclinas p27 (CDKN1B), el cual es un regulador negativo de 

proliferación celular en G1 (Martinez-Gac et al, 2004). De esta forma, el resultado 

teórico de un aumento en la expresión de AKT sería una represión del FOXO3a, lo cual 

a su vez incidiría en una menor expresión de p27 y en un aumento en la proliferación 

celular. Siendo el FLT3-ITD una alteración relativamente frecuente en las LMA-CN, 

resulta atractivo evaluar el nivel de expresión de los distintos genes involucrados en 

esta vía como eventuales marcadores pronósticos. 
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3. Alteraciones moleculares con valor pronóstico en la LPA/LMA-M3 
 
3.1 Translocación PML-RARα  

3.1.1 Fisiopatología del gen de fusión PML-RARα   

La proteína derivada del gen de fusión PML-RARα actúa como un receptor 

nuclear aberrante con capacidad para ligarse al ADN de forma alterada, uniéndose a la 

región promotora de los elementos de respuesta al ácido retinoico (RARE) en forma de 

homodímero, a diferencia de la proteína normal RARα (Jansen et al, 1995). La 

característica principal de la proteína PML-RARα es que, en ausencia de ATRA, inhibe 

la transcripción de forma mucho más potente que el RARα normal (Rousselot et al, 

1994), lo cual incide en un bloqueo de la diferenciación mieloide del RA a través de su 

receptor RARα. Además, la proteína PML-RARα provoca la deslocalización subcelular 

de la PML normal, inhibiendo así su actividad antiproliferativa y pro-apoptótica (Wang et 

al, 1998). 

 

3.1.2 Genes de los receptores de ácido retinoico  
Los receptores de ácido retinoico (RAR) son factores de transcripción que 

actúan inhibiendo o activando la transcripción de sus genes diana a través de los 

elementos RARE (Mangelsdorf & Evans, 1995). En ausencia del ligando adecuado, el 

RARα generalmente actúa como un represor de la transcripción mediante el 

reclutamiento de un complejo de represión transcripcional N-CoR-Sin3-deacetilasa, el 

cual modifica la cromatina en las células normales impidiendo la transcripción, pero son 

suficientes concentraciones fisiológicas de ácido retinoico para desplazar dicho 

complejo y promover la expresión génica (Figura 4a). En el caso de la LPA, los 

promielocitos leucémicos muestran una mayor cantidad de complejo de represión, 

debido a la expresión aumentada del receptor RARα involucrado en la translocación 

(Piazza et al, 2001). Por lo tanto, son necesarias concentraciones farmacológicas de 

RA, en forma de ácido todo-trans-retinoico –ATRA- o tretinoína, para permitir la 

activación de la transcripción y a su vez la inducción del catabolismo del PML-RARα por 

la vía proteolítica SUMO y activación de caspasas (Zhu et al, 2001) (Figura 4b).  
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Figura 4. En condiciones fisiológicas, el receptor RARα está fuertemente ligado al complejo de 
represión transcripcional N-CoR- Sin3-histona deacetilasa, el cual está unido al elemento de 
respuesta de ácido retinoico (RARE). El ácido retinoico (AR) a concentraciones fisiológicas 
induce la liberación del co-represor, provocando una activación de la transcripción (A). En la 
LPA, la proteína quimérica ocasiona una mayor concentración del represor, por lo que se 
requiere concentraciones más altas de AR (en forma de ATRA) para activar el proceso (B). 

 

 

Este mecanismo también explica la resistencia al ATRA de la leucemia 

promielocítica producida por la translocación t(11;17)(q23;q12-21) entre el RARα y el 

gen PLZF. En este caso, la proteína quimérica contiene en el dominio correspondiente 

al PLZF un lugar de unión para un complejo de represión adicional. La unión del ATRA 

al receptor PLZF-RARα produce, como antes, el desplazamiento del complejo de 

represión unido a la parte RARα pero se sigue manteniendo el segundo complejo en la 

parte del PLZF (Grimwade & Lo-Coco, 2002).  
 

3.1.3 Variantes del gen de fusión PML-RARα 

El punto de rotura del gen RARα es constante, afectando al intrón 2 en todos los 

casos de LPA. Por el contrario, en el gen PML se han descrito tres regiones de rotura, 

localizadas en el intrón 3 (bcr3), exón 6 (bcr2) e intrón 6 (bcr1) (Figura 5) (Longo et al, 

1990;Pandolfi et al, 1992). En el tipo bcr3 se fusionan los exones 1, 2 y 3 del gen PML 

con el exón 3 del gen RARα, produciendo la forma corta S (“short”) de la proteína PML-
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RARα. El tipo bcr1 contiene además los exones 4, 5 y 6 del gen PML resultando en una 

proteína de fusión más larga, la forma L (“long”). Los puntos de rotura en la región bcr2 

son variables y caen dentro del exón 6 del gen PML, manteniéndose el marco de lectura 

en el producto de fusión mediante la inserción de nucleótidos procedentes del intrón 2 

del gen RARα (Grimwade et al, 1996) y produciendo finalmente una proteína de longitud 

variable e intermedia, la forma V (“variable”). La isoforma L es la más frecuente, 

expresándose en el 55% de los pacientes con LPA, mientras que las isoformas S y V se 

expresan aproximadamente en el 35% y 8% de los pacientes, respectivamente (van 

Dongen et al, 1999).  

 

 

Pro Ring B1 B2 Coiled coil B C D E F

B C D E FPro Ring B1 B2 Coiled coil

B C D E FPro Ring B1 B2 Coiled coil

 (PML-RARα L)

 (PML-RARα V)

 (PML-RARα S)

bcr1

bcr2

bcr3

 
Figura 5. Representación esquemática de las diferentes isoformas PML-RARα. Las posiciones 
de los puntos de rotura del gen PML están indicadas.  

 

 
3.2 Detección del tránscrito PML-RARα 

Para el diagnóstico de la LPA es imprescindible la demostración de la presencia 

de la alteración genética característica PML-RARα bien por técnicas de 

citogenética/hibridación in situ o molecular (RT-PCR). Sin embargo, se debe tener en 

cuenta que el diagnóstico debe ser integrado y por tanto considerar como necesaria la 

realización de técnicas morfológicas, fenotípicas y de citogenética/molecular.  

 

3.2.1 Morfología e inmunofenotipo 
La clasificación franco-americana-británica (FAB) define a la LPA como LMA tipo 

M3, con dos tipos morfológicos: uno hipergranular conocida como M3 clásica (80%) y 
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otro hipogranular, denominada M3 variante (15-20%) (Bennett et al, 1985). La forma 

clásica se caracteriza por la presencia de promielocitos patológicos con abundante 

coloración azurófila. Los núcleos tienen una forma irregular, presentando escotaduras o 

lobulaciones (Figura 6). Es característica la presencia de abundantes cuerpos de Auer 

formando astillas apiladas (Bennett et al, 1985). La variante hipogranular presenta las 

mismas características de la forma de los núcleos pero los gránulos son muy pequeños 

y no se pueden siempre ver con el microscopio óptico. Esta variante suele presentarse 

acompañada de hiperleucocitosis y está asociada a un peor pronóstico (Grimwade & 

Lo-Coco, 2002;Sanz et al, 2005b;Tallman et al, 2002b).  

 

 

 
 

Figura 6. Tinción de hematoxilina-eosina de 
un frotis de sangre periférica de paciente con 
LPA, observándose las formas leucémicas 
características de la M3 clásica.  

 

 
 

 

Desde el punto de vista inmunofenotípico los promielocitos en la LPA son 

fuertemente positivos para CD13 y CD33, mieloperoxidasa y CD9, con positividad débil 

para CD2 y negativos generalmente para CD34, CD7, HLA-DR, CD11b y CD14 (Orfao 

et al, 1999). En algunos pacientes se ha detectado la molécula de adhesión neural-

celular CD56, cuya expresión ha sido asociada por algunos investigadores a un peor 

pronóstico (Baer et al, 1997;Murray et al, 1999;Ferrara et al, 2000), mientras otros 

autores han encontrado asociación entre la expresión de CD34 y CD2 y el subtipo 

morfológico M3v con un pronóstico adverso (Albano et al, 2006). Sin embargo, tanto el 

inmunofenotipo como la morfología presenta falsos positivos (principalmente LMA-M2 

consideradas como LMA-M3) como negativos (LMA-M0 que realmente son LPA 

microgranulares) por lo que el diagnóstico de LPA implica necesariamente la 

demostración de la existencia de la translocación por técnicas 

citogenéticas/moleculares.   
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3.2.2 Citogenética e Hibridación “in situ” 
 El análisis de cariotipo forma parte de la rutina de diagnóstico de LPA, 

detectando el gen de fusión PML-RARα a través de la translocación t(15;17)(q22;q21). 

Sin embargo, estudios multicéntricos han revelado que está prueba falla hasta en un 

15% de los casos, la mayoría de ellos por reordenamientos crípticos donde las 

inserciones en los cromosomas 15 y 17 pasan desapercibidos ya que estos 

cromosomas tienen un aspecto normal (Grimwade & Lo-Coco, 2002;Chillon et al, 2000). 

Otras posibles causas de falsos negativos son errores técnicos como poco tiempo de 

cultivo, mala calidad de las metafases o bajo porcentaje de células en metafase, lo que 

induce un informe de cariotipo erróneo ya que las únicas metafases valorables 

corresponden a las células normales residuales de médula ósea (Grimwade & Lo-Coco, 

2002). A pesar que existen otras técnicas con una mayor sensibilidad y especificidad, la 

citogenética es una prueba obligada ya que permite detectar alteraciones cromosómicas 

adicionales (Ej. la trisomía del 8 está presente en el 30% de las LPA); si bien la 

presencia de estas alteraciones adicionales en la mayoría de los estudios no tiene valor 

pronóstico como inicialmente se había descrito (Slack et al, 1997;Grimwade & Lo-Coco, 

2002). 

 

 La técnica de hibridación in situ fluorescente (FISH) es una alternativa 

importante a la citogenética convencional, con una serie de ventajas: puede utilizarse 

diversos tipos de muestras (SP, MO, citospin), no requiere células en metafase y la 

disponibilidad de kits comerciales con sondas estandarizadas que le confieren a la 

prueba mayor sensibilidad (Grimwade & Lo-Coco, 2002). Sin embargo, el tipo y tamaño 

de sondas empleadas pueden generar falsos negativos en casos de fusiones atípicas ó 

crípticas, además de falsos positivos por superposición de los cromosomas 15 y 17 

cuando se utilizan células en interfase (Grimwade & Lo-Coco, 2002). 

 

3.2.3 Detección de la proteína PML   
 El uso de técnicas de inmunofluorescencia empleando anticuerpos policlonales o 

monoclonales contra la proteína PML constituye una opción de emergencia cuando se 

requiere de un diagnóstico complementario a la morfología en menos de 4 horas. Esta 

metodología detecta el cambio estructural que sufre los POD en las células que poseen 

el gen de fusión PML-RARα, lo cual se aprecia con un cambio de un patrón moteado de 
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fluorescencia a uno microgranular en las células leucémicas (Falini et al, 1997). A pesar 

de su rapidez y de la posibilidad de detectar fusiones crípticas, esta técnica no debe 

sustituir el estudio molecular pues tiene menor sensibilidad que la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) y no reconoce el tipo de tránscrito que posee la célula 

(Grimwade & Lo-Coco, 2002). 

 

3.2.4 RT-PCR cualitativa  
En la LPA, como ocurre en la mayoría de las translocaciones de las leucemias 

agudas, los puntos de rotura de los cromosomas se localizan en una zona amplia del 

genoma (>2 Kb), lo que hace que su detección a partir de ADN no sea posible ya que 

habría que realizar múltiples reacciones de PCR para detectar todos los posibles puntos 

de rotura. Por suerte, en la mayoría de leucemias agudas los puntos de rotura son 

intrónicos por lo que su análisis se puede realizar a partir de ARN tras su trasformación 

a ADNc mediante transcripción inversa y posterior amplificación por PCR (RT-PCR). 

Mediante esta tecnología se pueden detectan la mayoría de los transcritos leucémicos 

específicos de diferentes subtipos de leucemias agudas (van Dongen et al, 1999). 

 

 El análisis de genes aberrantes se basa en el diseño de oligonucleótidos que 

funcionan como cebadores (“primers”) y que se colocan en los extremos de la fusión, 

dando de esta forma especificidad sobre las células que contengan esta secuencia 

oncogénica en particular. Posterior a una serie de ciclos que incluyen desnaturalización 

de la doble hélice de ADNc, unión de los cebadores (“annealing”) y unión de nucleótidos 

con extensión de ambas hebras complementarias se obtiene la amplificación de ADNc 

hasta lograr su detección por la formación de una banda en un gel de agarosa, la cual 

se visualiza por la incorporación de bromuro de etidio al gen y posterior observación 

bajo luz ultravioleta. Mediante esta técnica se pueden detectar los diferentes transcritos 

de la fusión de los genes PML-RARα característicos de la LPA. La sensibilidad que se 

alcanza con esta técnica empleando una PCR anidada es de aproximadamente 10-4, 

que es ligeramente inferior a la sensibilidad alcanzada en la detección de otros genes 

de fusión ( ej AML1/ETO típica de la LMA-M2 o BCR/ABL de la LMC) que puede llegar a 

10-5 (van Dongen et al, 1999).  
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3.2.5 RT-PCR cuantitativa (RQ-PCR) en tiempo real 
En la última década, varios estudios han señalado que la detección y 

cuantificación del número de copias del tránscrito PML-RARα utilizando la metodología 

de PCR cuantitativa en tiempo real (RQ-PCR) constituye la mejor opción para el 

diagnóstico y posterior seguimiento de la respuesta del paciente con LPA al protocolo 

terapéutico dado (Gabert et al, 2003;Cassinat et al, 2000;Gallagher et al, 2003). Tanto 

los ensayos basados en sondas de hibridación (Light Cycler) como en sondas de 

hidrólisis (TaqMan) han demostrado ser altamente reproducibles y con una muy buena 

sensibilidad, detectando menos de 10 copias de plásmido del gen de fusión ó una célula 

positiva por PML-RARα (línea celular NB4) en 104-105 células normales (línea celular 

HL-60) (Gabert et al, 2003). El programa de Europa contra el Cáncer (EAC) ha 

elaborado un protocolo de RQ-PCR basada en tecnología Taqman para la detección 

de diversos genes de fusión, aplicando la metodología del ∆Ct, definiendo un Ct (ciclo 

umbral) como el primer ciclo de PCR durante el proceso en tiempo real donde la 

amplificación exponencial del ADNc supera en diez veces la señal del ruido de fondo. El 

Ct resultante se interpola en una curva de calibración hecha con diluciones de 

plásmidos de concentración conocida. Un resultado positivo sería cualquier valor de Ct 

que sea menor que el intercepto menos 1Ct (Gabert et al, 2003). 

 

Con el fin de valorar la calidad del ARN de las muestras procesadas, es 

obligatorio realizar una cuantificación en paralelo de un gen control (“housekeeping 

gene”) que idealmente tenga un nivel de expresión y degradación similar al gen de 

fusión en estudio y que no presente seudogenes o múltiples sitios de inicio de 

transcripción (Beillard et al, 2003). Dentro de los candidatos que se han valorado se 

pueden mencionar el gen Abelson (ABL), la beta-2 microglobulina (β2M), el 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenada (GADPH) o la beta-glucoronidasa (GUS), 

siendo el ABL el que reúne las mejores condiciones para servir como control a la 

expresión de PML-RARα según los protocolos del grupo EAC (Beillard et al, 2003). De 

esta forma, los resultados se expresan en número de copias normalizado (NCN) que es 

el resultado de dividir el número de copias de PML-RARα entre el número de copias del 

gen ABL y multiplicar el producto por 10000 (Gabert et al, 2003). 
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3.3 Otras alteraciones moleculares de impacto pronóstico en LPA 
3.3.1 Sobreexpresión de PML-RARα 

 El gen de fusión PML-RARα es considerado en la actualidad el parámetro 

imprescindible  para el diagnóstico y seguimiento de los pacientes con LPA (Sanz et al, 

2005b). Sin embargo, los estudios que evalúan la posible relación entre el número de 

copias del tránscrito al diagnóstico con el pronóstico del paciente, no son concluyentes 

(Gallagher et al, 2003;Schnittger et al, 2003) 

 

3.3.2 Sobreexpresión de PRAME 
Diversos trabajos han asociado altas expresiones de PRAME con la presencia 

de t(15;17); sin embargo, estas conclusiones se basan en un número reducido de 

pacientes con LPA (Bullinger et al, 2004;Greiner et al, 2006;van Baren et al, 1998). 

Incluso, algunos investigadores han sugerido que el buen pronóstico asociado a sobre-

expresión de PRAME en LMA no M3 se podría deber más a condiciones intrínsicas de 

las leucemias, ya que la sobreexpresión de PRAME se asocia a LMA con cariotipos 

favorables como la t(8;21) (Greiner et al, 2006).  

 

3.3.3 Alteraciones en FLT3 
 Las alteraciones del gen FLT3, ya sea duplicaciones en tandem (ITD) o 

mutaciones puntuales en el dominio tirosin-cinasa (TK), se encuentran entre un 25-43% 

de las LPA y su presencia se asocia a características adversas como recuentos de 

leucocitos >10x109/L, morfología M3 variante o presencia de la variante corta (S) de 

PML-RARα (Chillon et al, 2004;Gale et al, 2005;Shih et al, 2003;Kiyoi et al, 1997). Sin 

embargo, estos estudios no encontraron diferencias en cuanto tasas de remisión, SG o 

SLR entre los pacientes con o sin mutaciones en FLT3 y sólo en un trabajo se menciona 

que los pacientes con FLT3-ITD tuvieron una mayor tasa de muertes en inducción (Gale 

et al, 2005). 

 

 Por otra parte, en LMA se ha propuesto que la sobre-expresión del gen FLT3 o 

bien la longitud de la ITD pudiesen tener implicaciones pronósticas. Al respecto, 

Stirewalt et al encontraron una menor SG y SLR en los pacientes con LMA e ITD >40 

nucleótidos respecto a pacientes con ITD<40 nucleótidos o sin alteraciones en FLT3 
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(Stirewalt et al, 2006); por el contrario, la sobre-expresión de FLT3 en LMA (incluyendo 

un 8% de pacientes LPA) parece no tener significancia pronóstica (Kainz et al, 2005). 

Estas observaciones no han sido realizadas a la fecha en una cohorte exclusiva de 

LPA. 

 

3.3.4 Sobreexpresión de CXCR4 
 El gen CXCR4 actúa como receptor del ligando CXCL12 o stromal  cell-derived 

factor 1 (SDF-1) y la unión de estas moléculas promueve la progresión tumoral ya que 

estimula vías de crecimiento y supervivencia tumoral, así como el reclutamiento de 

células endoteliares para la formación de nuevos vasos sanguíneos (Burger & Kipps, 

2006). La expresión de CXCR4 en LMA se ha asociado a la presencia de mutaciones 

en FLT3 así como una menor SG y SLR (Konoplev et al, 2007;Rombouts et al, 

2004;Spoo et al, 2007), aunque hasta el momento no se han realizado estudios en 

pacientes con LPA. 

 

3.3.5 Genes de resistencia a drogas 
 Las proteínas asociadas a resistencia a fármacos (MDR o multidrug resistance) 

son un conjunto de molécula que en su mayoría participan en la membrana celular 

como bombas de eflujo para la eliminación de sustancias exógenas (fármacos), por lo 

que su sobre-expresión se asocia a resistencia a tratamiento y un peor pronóstico en 

LMA (Schaich et al, 2005;Galimberti et al, 2004). En el caso particular de la LPA, existen 

dos estudios que evaluaron la expresión de genes como p-glycoprotein (PGP), lung 

resistance-related protein (LRP) y multidrug resistance-associated protein (MRP1) en un 

número reducido de pacientes. Candoni et al analizaron 36 pacientes al diagnóstico y 

no encontraron diferencias en la expresión de estos genes entre los distintos grupos de 

riesgo del protocolo GIMEMA (Candoni et al, 2003), mientras que Michieli et al tampoco 

encuentran diferencias entre los pacientes que recaen de los que se mantienen en 

remisión, y aunque encuentran un aumento de la PGP en 3 de 4 casos con segundas 

recaídas, concluyen que el estudio de este tipo de genes no tienen valor pronóstico en 

LPA (Michieli et al, 2000). 

 

3.3.6 Otros genes de expresión aberrante 
 Los estudios de perfil de expresión génica han permitido encontrar potenciales 
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genes diana que puedan servir para aspectos diagnósticos, pronósticos e incluso 

terapéuticos (Bullinger et al, 2004;Radmacher et al, 2006;Wilson et al, 2006). La LPA no 

ha sido la excepción, ya que diversos estudios han descrito una serie de genes con 

expresión diferencial entre los pacientes con t(15;17) (Gutierrez et al, 2005;Marasca et 

al, 2006;Haferlach et al, 2005). Entre las posibles dianas cabe destacar el hepatocyte 

growth factor (HGF), que actúa como un potente factor angiogénico y el fibroblast 

growth factor 13 (FGF13) (Gutierrez et al, 2005). Mientras que el primero ya había sido 

relacionado con la LPA por su sobreexpresión in vitro en la línea células HL-60 

(portadora de la translocación t[15;17]) (Afford et al, 1995;Nishino et al, 1991), no 

existían reportes previos del FGF13 en LPA. Estos dos genes constituyen un punto de 

interés para analizar su impacto clínico en pacientes con LPA. 

 

4. Estudios de Enfermedad Residual Mínima (ERM) 
 
4.1 Definición de ERM 

Las actuales estrategias terapéuticas de las hemopatías malignas consiguen 

una elevada tasa de remisiones completas (RC), definida como la incapacidad de 

detectar el tumor por técnicas de imagen o de identificar células tumorales mediante 

técnicas citomorfológicas clásicas (límite de detección del 5%). Sin embargo, muchos 

pacientes van a recaer de su enfermedad debido a la existencia de un pequeño número 

de células malignas que no son detectadas con la metodología convencional, que es lo 

que se denomina enfermedad residual mínima (ERM). Por esta razón, los enfermos son 

sometidos indistintamente a tratamientos de consolidación, incluido el transplante de 

progenitores hematopoyéticos, para eliminar la ERM. Ello hace que algunos pacientes 

reciban más tratamiento del necesario, mientras que en otros es insuficiente. Por tanto, 

la detección de células leucémicas en pacientes en aparente remisión morfológica 

completa, ha ido adquiriendo en los últimos años una importancia trascendental en la 

detección y seguimiento de pacientes con mayor probabilidad de recaída y como 

consecuencia, un mal pronóstico a largo plazo (Kern et al, 2008;Sanz, 2006).  

Existen diferentes técnicas de estudio para determinar y cuantificar la ERM, 

según el tipo de neoplasia: la citometría de flujo (CMF), la inmunocitología y técnicas 

moleculares como la hibridación in situ con fluorescencia (FISH), la transcripción inversa 
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acoplada a la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y la cuantificación por 

medio de PCR en tiempo real (RQ-PCR). En tumores hematológicos, los métodos más 

útiles para detectar ERM por su alta sensibilidad (detección de una célula leucémica 

entre 104 y 106 células normales), y de las que se dispone de más información, son las 

técnicas de inmunofenotipo mediante citometría de flujo (Vidriales et al, 2003) y las 

técnicas moleculares (tanto RT-PCR como RQ-PCR) (van Dongen et al, 1999;Gabert et 

al, 2003).   

4.2 Técnicas de evaluación moleculares 
4.2.1 RT-PCR cualitativa   

Desde su introducción a principios de la década pasada, la RT-PCR cualitativa 

ha sido la principal metodología empleada para el seguimiento de ERM por medio de la 

detección de distintos genes de interés y tránscritos de fusión. Basado en técnicas de 

microdilución, el grupo europeo BIOMED-I ha establecido protocolos para la mayoría de 

genes de fusión recurrentes en leucemias, con una sensibilidad de 10-4 en la técnica de 

RT-PCR cualitativa, detectando una célula leucémica entre 10.000 células normales 

(van Dongen et al, 1999). Estas observaciones han llevado al concepto de remisión 

molecular (es decir negatividad en la prueba de RT-PCR) y de recaída molecular 

(momento en el que la prueba se hace positivo, sin evidencia hematológica de 

enfermedad) (Kern et al, 2008). 

 

Sin embargo, esta prueba puede generar falsos positivos por contaminación 

durante el procesamiento; así como falsos negativos debido a una pobre calidad de 

ARN o fallos en la retrotranscripción de ARN o en la PCR (Grimwade & Lo-Coco, 

2002;Lo-Coco et al, 1999). Asimismo, se ha observado una importante variabilidad entre 

los resultados de una muestra en diferentes laboratorios (Bolufer et al, 2001). 

 

4.2.2 RT-PCR cuantitativa en tiempo real (RQ-PCR). 
La técnica de PCR cuantitativa por tiempo real (RQ-PCR) ha surgido como una 

alternativa a la RT-PCR para el estudio de ERM, a partir de los estudios multicéntricos 

llevados a cabo en Estados Unidos con el North American Cooperative Group 

(Gallagher et al, 2003) y Europa, entre los que destacan Europe against Cancer-EAC- 

program (Gabert et al, 2003) y el German Acute Myeloid Cooperative Group (Schnittger 
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et al, 2003). 

 

Comparando ambas metodologías, la RQ-PCR presenta una serie de ventajas 

teóricas relacionadas a aspectos técnicos como un alto rendimiento, parcial 

automatización del proceso y menor riesgo de falsos positivos debidos a contaminación 

cruzada. Sin embargo, la ventaja fundamental de la RQ-PCR es que a diferencia de la 

RT-PCR, que es una PCR a tiempo final en la que no es posible conocer con exactitud 

el número de células tumorales, la RQ-PCR realiza una medición de fluorescencia en 

forma continua, proporcionando una información dinámica en tiempo real del número de 

copias del tránscrito tumoral en estudio. Además, esta metodología permite cuantificar 

un gen control interno para evaluar la integridad de la muestra que estamos analizando 

y por tanto el número de copias del gen problema se puede normalizar con el número 

de copias del gen control, eliminando así los cambios debido a errores en la cantidad 

y/o calidad de la muestra en estudio. 
 

A semejanza con la RT-PCR, la alta sensibilidad alcanzada con esta técnica 

(sensibilidad de 10-4-10-5)  conlleva un inconveniente como lo son los resultados de 

ERM positivos que sin embargo son clínicamente irrelevantes ya que son pacientes que 

conservan su remisión hematológica (Gabert et al, 2003). Por esta razón es necesario 

establecer los umbrales que distingan los resultados clínicamente significativos de los 

que no son, en un protocolo debidamente estandarizado de RQ-PCR (Sanz et al, 

2005b). 

 

4.2.3 Aspectos metodológicos de la evaluación de ERM. 
Independientemente de la técnica empleada, existen varios parámetros a tener 

en cuenta para la interpretación de resultados de ERM, como lo son el intervalo de 

tiempo entre la toma de las muestras, contexto terapéutico, marcador tumoral empleado 

y gen control, así como la sensibilidad de la técnica. Además, la posible estandarización 

interlaboratorio de la metodología debido a la gran cantidad de variables preanalíticas 

(tipo de muestra, tipo de separación de células, uso de ARN total o ARNm o 

metodología para la síntesis de ADNc) y analíticas (primers, tipos de sonda, métodos de 

cuantificación) (Gabert et al, 2003). La muestra más utilizada para el estudio de ERM es 

el aspirado de médula ósea (MO). Sin embargo, varios investigadores han demostrado 
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sensibilidades analíticas comparables entre MO y sangre periférica en la detección de 

PML-RARα (Gallagher et al, 2003), AML-ETO y CBFβ-MYH11 (Stentoft et al, 

2006;Leroy et al, 2005a;Yoo et al, 2006).  

 

Las dianas moleculares para estudio de ERM incluyen tanto tránscritos de genes 

de fusión, mutaciones cuantificables por medio de primers específicos y genes de 

expresión aberrante. Estas dianas idealmente deben ser específicas, con una alta 

expresión en células tumorales y baja o nula expresión en células sanas, además de 

incrementar su nivel antes de la aparición de la recaída hematológica y tener una 

estabilidad molecular a lo largo de todo el seguimiento del paciente (Kern et al, 2008).  

 

4.3 Evaluación de la ERM en LMA no M3 
4.3.1 LMA no M3 con alteraciones recurrentes 
 Aunque las leucemias con fusiones de “core binding factors” (CBF) tienen un 

pronóstico favorable (tanto t[8;21] como inv16), existen un 10-30% de probabilidad de 

fallo de tratamiento, por lo que el seguimiento de la ERM resulta vital. Se ha demostrado 

que una reducción <2 log de AML-ETO o CBFβ-MYH11 posterior a la terapia de 

inducción es asociado a una menor SLE y a mayor riesgo de recaída (Marcucci et al, 

2005b;Stentoft et al, 2006), aunque otro estudio sólo encuentra relevancia clínica en la 

cuantificación post-consolidación (Schnittger et al, 2003). 

 

4.3.2 LMA con cariotipo normal 
 La ausencia de un marcador para ERM específico y la alta incidencia de LMA 

con cariotipo normal (LMA-CN) han convertido a este subgrupo en centro de estudio 

para nuevas dianas de seguimiento de ERM. Las mutaciones que han sido más 

ampliamente analizadas son las FLT3-ITD, NPM1 y en menor medida MLL-PTD y 

CEBPA, lo cual abarcaría cerca de un 75% de las LMA-CN (Kern et al, 2008). En 

general, la mayoría de estos análisis son preliminares y fundamentalmente 

metodológicos, no existiendo en la actualidad estudios relevantes que demuestren o no, 

su utilidad clínica. A continuación se detallan los principales estudios que emplean estos 

marcadores como diana de estudio de ERM. 

 

En un estudio con 97 pacientes, Schnittger et al describieron una técnica de RQ-
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PCR con primers específicos de paciente para la cuantificación de FLT3-ITD (Schnittger 

et al, 2004). La técnica demostró ser efectiva pero muy laboriosa.   

 

Con el gen NPM1 se han obtenido los mejores resultados, en vista que con sólo 

dos primer específicos para la mutación A y la mutación B se detecta más del 90% de 

los casos con alteraciones en este gen y que el NPM1 presenta una muy alta expresión 

en células tumorales pero no en sanas, lo que genera una sensibilidad importante de la 

técnica (10-5-10-6) (Gorello et al, 2006). La MLL-PTD presenta datos más discretos 

debido a que se expresa en forma basal en MO y sangre periférica sanas (Schnittger et 

al, 1998), por lo que la sensibilidad que se obtiene es relativamente baja (10-3) para 

estudios de ERM (Weisser et al, 2005b). Un panorama similar ocurre con el gen 

CEBPA, cuyas mutaciones son estables y útiles para el seguimiento de ERM (Shih et al, 

2006b); pero la gran diversidad de éstas y la necesidad de utilizar primer específicos 

para cada paciente hacen poco práctica esta opción para el trabajo rutinario.  

 

 Otro grupo de genes diana son aquellos que se sobreexpresan de manera 

diferencial en células tumorales. La desventaja de éstos es que, a diferencia de los 

tránscritos de fusión y las mutaciones, siempre existirá alguna expresión basal en 

tejidos sanos, con lo cual la sensibilidad es pobre (10-2), con algunas excepciones (Kern 

et al, 2008). Dentro de éstos últimos se puede mencionar el WT1, el EVI1 y el PRAME. 

Con el WT-1 se alcanzan sensibilidades de 10-3-10-4 tanto en LMA de adultos como 

pediátricas (Weisser et al, 2005a;Lapillonne et al, 2006); sin embargo, diversos autores 

recomiendan este marcador sólo en caso de ausencia de otra molécula de seguimiento 

(Hamalainen et al, 2008;Kern et al, 2008). En el caso de EVI1 y su gen de fusión MDS-

EVI1, producto de un splicing alternativo, existen sólo dos referencias evaluando la 

aplicación de la ratio EVI1/MDS-EVI1 en ERM, aunque de ellos se concluye que el 

marcador tiene alta sensibilidad (>10-4) y que fue capaz de detectar 3 de 4 recaídas al 

menos 1 mes antes de la manifestación hematológica (Weisser et al, 2007). 

 

Respecto al gen PRAME, varios autores han descrito características favorables 

para su utilización como marcador de ERM, entre las que se puede mencionar: 

sobreexpresión en un alto porcentaje de tumores sólidos y hematológicos, poca o nula 

expresión en tejidos normales (Ikeda et al, 1997;van Baren et al, 1998) y la 
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demostración clínica que en pacientes con LMA, PRAME disminuye a niveles basales 

cuando se alcanza la remisión completa y aumenta durante la recaída hematológica 

(Steinbach et al, 2006;Greiner et al, 2006). En la literatura existen análisis de ERM con 

PRAME mediante PCR semi-cuantitativas (Matsushita et al, 2003) o PCR en tiempo real 

(Steinbach et al, 2006;Greiner et al, 2006), demostrando que PRAME es un marcador 

útil para el seguimiento de un alto porcentaje de pacientes con LMA no M3. 

 

4.4 Evaluación de la ERM en LPA  
La evaluación periódica del tránscrito de fusión PML-RARα mediante RQ-PCR 

constituye el método de elección para el análisis de ERM en LPA (Lo-Coco et al, 

2003;Sanz et al, 2005a). En el contexto de protocolos de tratamiento que emplean 

ATRA más quimioterapia (PETHEMA, AIDA, IRC), diversos estudios han llegado a 

similares conclusiones : i)  El análisis precoz de ERM tanto en el momento en que se 

alcanza la remisión completa del paciente,  que en la mayoría de los casos es en post-

inducción, como los dos primeros ciclos de consolidación, no tiene valor pronóstico y 

por lo tanto no debe implicar modificaciones en el esquema de tratamiento aplicados 

(Gallagher et al, 2003;Lee et al, 2006;Sanz, 2006).ii) Una prueba positiva por RQ-PCR 

inmediatamente después del último ciclo de consolidación es razón suficiente para 

aplicar terapia de rescate para evitar una posterior recaída (Breccia et al, 

2004;Gallagher et al, 2003;Grimwade & Lo-Coco, 2002;Lo-Coco et al, 2003;Sanz, 

2006).iii) Los pacientes con prueba de ERM negativa se asocian a una mayor 

supervivencia en la mayoría de pacientes (Breccia et al, 2004;Gallagher et al, 

2003;Grimwade & Lo-Coco, 2002;Sanz, 2006) pero deben ser evaluados 

periódicamente tomando en cuenta que hasta un 25% de ellos están en riesgo de una 

recurrencia de la enfermedad y que una recaída molecular está asociada a un altísimo 

riesgo de desarrollar una recaída hematológica (Gallagher et al, 2003;Sanz, 2006).  

 

En este sentido, son interesantes los trabajos que demuestran la utilidad de 

aplicar un tratamiento tan pronto se detecta una recaída molecular, no solo por el mayor 

porcentaje de supervivencias en comparación con un tratamiento iniciado al observarse 

una recaída clínica, sino también por el hecho de que los pacientes tratados muy 

precozmente muestran una menor incidencia de mortalidad asociada a problemas 

hemorrágicos(Lo-Coco F. et al, 2007;Sanz, 2006). 
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Hipótesis  

El desarrollo de la leucemia mieloblástica aguda (LMA) implica la acumulación 

de una serie de alteraciones genéticas que afectan los mecanismos normales de 

crecimiento, proliferación y diferenciación celular. Los hallazgos citogenéticos que se 

derivan de esta premisa han servido como marcadores diagnósticos para diversos 

subtipos de LMA dentro de la reciente clasificación de la Organización Mundial de la 

Salud, así como para establecer grupos de bajo, intermedio y alto riesgo, con claras 

diferencias a nivel de tasas de remisión completa, riesgo de recaída y sobrevida libre de 

enfermedad y global. 

Sin embargo, muchos de estos subgrupos con algún rasgo citogenético 

particular no son homogéneos, ya que dos leucemias incluidas en una misma 

clasificación pueden tener una evolución clínica completamente diferente. Cabe 

destacar el grupo de las LMA con cariotipo normal (LMA-CN), que comprende un 40-

50% de todas las LMA del adulto y hasta 25% de LMA pediátricas. En los últimos 15 

años, se han descubierto una serie de mutaciones y cambios en la expresión génica 

que condicionan la evolución clínica de las LMA-CN, tradicionalmente incluidas dentro 

del subgrupo de LMA con pronóstico intermedio.  

Ejemplo de lo anterior es la detección de duplicaciones en tandem del gen FLT3 

(FLT3-ITD) o la sobreexpresión del gen del tumor de Wilms (WT1) que se asocian a 

peor pronóstico en las LMA-CN, o bien la aparición de mutaciones en los genes 

nucleofosmina (NPM1) y CEBPA que confieren un mejor pronóstico a las LMA-CN. 

Estos marcadores son parte de una amplia lista que incluye sobreexpresión de genes 

como EVI1, PRAME, BAALC, MN1, ERG y RHAMM, los cuales en su mayoría se 

asocian con pronóstico adverso, a excepción del PRAME que aparece sobreexpresado 

en LMA de buen pronóstico como la t(8;21) o la LPA. No obstante, a la fecha no se ha 

realizado un estudio que analice todos estos marcadores simultáneamente y su impacto 

diferencial en un número significativo de muestras de LMA al diagnóstico.  

Otro campo de estudio para la detección de moléculas de valor pronóstico son 

aquellas vías de señalización que están activadas de forma anómala en las células 

leucémicas. Una de las vías más llamativas es la PI3K/AKT, ya que diversos estudios 

han señalado su relevancia en procesos de proliferación celular e inhibición de 
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apoptosis, por medio del eje FLT3-ITD/AKT7FOXO3a/p27(CDKN1B). Algunos estudios 

han analizado el impacto pronóstico de los distintos componentes de esta ruta, pero los 

resultados no son concluyentes. Además, a la fecha no existen trabajos que evaluén los 

niveles de expresión génica de estos marcadores en un cohorte importante de LMA-CN. 

Respecto a la LPA, la presencia de la translocación t(15;17)(q22;q11-12) y su 

tránscrito resultante PML-RARα, ha permitido tener un excelente marcador para 

diagnóstico y seguimiento de la Enfermedad Residual Mínima (ERM). Sin embargo, este 

gen de fusión carece de valor pronóstico al diagnóstico o en la evaluación post-

remisión, lo cual motiva a encontrar genes cuya expresión permita separar subgrupos 

pronósticos dentro de la LPA. Los estudios de perfiles de expresión génica han 

permitido señalar dianas de interés como el HGF, FGF13, el CXCR4 y los genes de 

resistencia a drogas MDR1 y MRP. Además, diversos trabajos han asociado altas 

expresiones de PRAME con la presencia de t(15;17), aunque estas conclusiones se 

basan en un número reducido de pacientes y a la fecha no existen estudios que evalúen 

el impacto clínico de este gen en una cohorte grande de pacientes con LPA.  

En los últimos años, el tratamiento para pacientes con LPA basado en ácido 

todo trans-retinoico (ATRA) más quimioterapia ha logrado remisiones completas en más 

de un 80% de los casos. Sin embargo, existe un grupo importante de pacientes (15-

20%), donde se observa una persistencia de clones resistentes que eventualmente 

condicionarían al paciente a una recaída.  Para la valoración de esta ERM se emplea 

actualmente técnicas moleculares para la detección del gen de fusión PML-RARα. La 

metodología más utilizada ha sido la retrotranscripción acoplada a la reacción en 

cadena de la polimerasa cualitativa (RT-PCR). Existe abundante literatura que asocia 

un resultado de RT-PCR positivo, una vez finalizado el tratamiento de consolidación, 

con una alta probabilidad de recaída hematológica; mientras que un resultado negativo 

se relaciona con largas sobrevidas y un bajo riesgo de perder su remisión clínica. Sin 

embargo, esta técnica presenta una serie de inconvenientes como lo son que sólo 

proporciona información cualitativa o a lo sumo semicuantitativa y que el análisis del 

producto de PCR es a tiempo final por lo que no es posible conocer con exactitud el 

número de células tumorales existente en la muestra, además de presentar una 

importante variabilidad inter-laboratorios. 

Recientemente, la cuantificación de número de copias normalizado (NCN) del 
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tránscrito PML-RARα basado en la técnica de PCR en tiempo real (RQ-PCR) ha tomado 

auge en el análisis de ERM en LPA. La RQ-PCR presenta una serie de ventajas 

respecto a la RT-PCR como son la evaluación cuantitativa de la cinética de remisión 

molecular; además de ser altamente reproducible. Aunque se han desarrollado diversos 

protocolos para este tipo de metodologías, actualmente no hay consenso sobre el nivel 

de NCN capaz de discriminar entre grupos de alto y bajo riesgo de recaída, así como la 

frecuencia en el análisis y el tipo de muestras adecuadas para el seguimiento de estos 

pacientes. Además, no hay estudios que comparen la eficacia para la detección 

temprana de recaídas entre la RT-PCR y la RQ-PCR o bien la inclusión de nuevos 

marcadores de ERM que pueden servir de complemento al gen de fusión PML-RARα.
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Objetivos 

1. Marcadores de factor pronóstico en LMA con cariotipo normal 
1.1. Analizar la incidencia y el impacto pronóstico de la sobreexpresión de los genes 

ERG, EVI1, MN1, PRAME, RHAMM y WT-1 en muestras al diagnóstico de LMA 

no M3 con cariotipo normal.  

 

1.2. Comparar el valor pronóstico de la sobreexpresión de estos genes en LMA de 

cariotipo normal en relación a la presencia o ausencia de mutaciones en FLT3 y 

NPM1.  

 

1.3. Evaluar el valor pronóstico de los genes AKT, FOXO3a y p27 en muestras al 

diagnóstico de LMA no M3 con cariotipo normal con FLT3-ITD y no mutado. 

 

2. Marcadores de factor pronóstico en LPA/ LMA-M3 
2.1. Estudiar la incidencia y el impacto pronóstico de la sobre-expresión del gen 

PRAME. 

 

3. Enfermedad residual mínima (ERM)  en LPA/ LMA-M3 
3.1. Analizar el impacto pronóstico del número de copias del gen PML-RARa en las 

distintas etapas de tratamiento: post-inducción, post-consolidación, en terapia 

de mantenimiento y fuera de tratamiento.  

 

3.2. Comparar el valor predictivo de la RQ-PCR respecto a la técnica cualitativa 

tradicional de PCR (RT-PCR). 
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1. Sujetos de estudio 
1.1 Pacientes con LMA cariotipo normal  

Para los estudios en LMA cariotipo normal (LMA-CN), se obtuvieron 121 muestras 

al diagnóstico recibidas en el laboratorio de Biología Molecular del Hospital Universitario 

de Salamanca entre julio de 1995 y septiembre del 2007. Los pacientes fueron 

clasificados por los criterios morfológicos de la FAB (Bennett et al, 1985) e 

inmunofenotípicos (San-Miguel et al, 2002). Además, se les asignó un subgrupo de 

riesgo de acuerdo al análisis citogenético (Byrd et al, 2002;Grimwade et al, 1998;Slovak 

et al, 2000). En casos sospechosos, se realizó la detección de los genes de fusión 

AML1-ETO y CBFβ-MYH11 por medio de RT-PCR cualitativa (van Dongen et al, 1999) 

o bien RQ-PCR (Gabert et al, 2003). Sólo pacientes con cariotipo normal y RQ-PCR 

negativas para los tránscritos de fusión fueron analizados en el presente apartado. 

 

1.2 Pacientes con LPA/LMA-M3 
 De junio del 1996 a septiembre del 2005, 145 pacientes (límite de edad entre 8 y 

84 años) fueron referidos al laboratorio de Biología Molecular del Hospital Universitario 

de Salamanca. Todos ellos fueron diagnosticados como LPA basados en criterios 

morfológicos, inmunofenotípicos y citogenéticas (Bennett et al, 1985;Sanz et al, 1999), 

así como la detección de del gen de fusión PML-RARα por RT-PCR (van Dongen et al, 

1999) y RQ-PCR (Gabert et al, 2003). Asimismo, se analizaron muestras de post-

inducción (PI) y post-consolidación (PC) por ambas técnicas, utilizando ADN copia 

(ADNc) a partir de ARN conservado a -80ºC. Las muestras durante el tratamiento de 

mantenimiento o fuera de tratamiento fueron estudiadas por al menos una prueba 

molecular y cualquier resultado positivo fue confirmado, tanto por RT-PCR como RQ-

PCR, empleando nuevo ADNc. Las muestras subsecuentes de esos pacientes fueron 

analizadas en paralelo por ambas metodologías para el PML-RARα, con gene scanning 

para la deteccion de FLT3-ITD y RQ-PCR para el resto de marcadores. 

 

2. Protocolo de tratamiento 
2.1 Pacientes con LMA con cariotipo normal 

Todos los pacientes con LMA-CN candidatos a recibir una quimioterapia intensiva 

recibieron un ciclo de inducción común con de 1-2 ciclos de antraciclina (60 mg/m2 
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daunorubicina or 12 mg/m2 idarubicina) y arabinósido de citosina (ARA-C a 200 mg/m2) 

en esquema 3+7 para menores de 60 años y 2+5 para mayores de 60 años, según lo 

descrito en el protocolo español PETHEMA-LMA99. Posteriormente, los pacientes en 

remisión completa recibían un único ciclo índetico de consolidación, seguido de 2 ciclos 

de intensificación con ARA-C (3 g/m2 cada 12 horas hasta un total de 8 dosis más 

antraciclina (daunorubicina -45 mg/m2- o idarubicina -12 mg/m2-) por 3 días. El 

tratamiento posterior de consolidación o intensificación variaba según la presencia de 

ERM al final de la inducción, posibilidad de realizar un tranplante de precursore 

hematopoyéticos, hallazgos moleculares y edad. 

 

2.2 Pacientes con LPA/LMA-M3 
 Todos los pacientes evaluados antes de noviembre de 1999 recibieron el 

protocolo de tratamiento de PETHEMA-LPA96 (Sanz et al, 1999), mientras que 

posterior a esta fecha se aplicó el protocolo PETHEMA-LPA99 (Sanz et al, 2004). 

Ambos esquemas incluían una fase de inducción con ácido todo-trans retinoico (ATRA) 

más idarubicina; además de tres ciclos de consolidación de idarubicina, mitoxantrone y 

idarubicina, seguido de una fase de mantenimiento con ATRA, methotrexate y 

mercaptopurina por 2 años (Sanz et al, 1999). El protocolo LPA99 modificaba la fase de 

consolidación, usando ATRA más dosis altas de idarubicina en pacientes con recuento 

de leucocitos mayores a 10x109/L y/o plaquetas menores a 40x109/L, los cuales se 

consideran como de alto riesgo de recaída (Sanz et al, 2004). 

 

3. Definición de remisión y recaída hematológica y molecular   
 La remisión hematológica fue definida cuando se detectaba en un aspirado de 

médula ósea (MO) <5% de células leucémicas y se observaba una normalización de los 

recuentos en sangre periférica (SP), por lo que una recaída hematológica se 

consideraba cuando en MO se encontrara ≥5%  de células tumorales (Lowenberg et al, 

1999;Sanz et al, 2004). En LPA, la remisión molecular (RM) se definió como la 

detección de menos de una copia del gen de fusión normalizada respecto al gen control 

ABL (<1 NCN) (Gabert et al, 2003). En LPA, una recaída molecular fue definida con la 

reaparición de un resultado positivo por cualquier método molecular, en dos muestras 

consecutivas de MO, analizadas posterior al tratamiento de consolidación (Sanz et al, 

2000). Un resultado falso-positivo fue definido cuando un resultado positivo por 
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cualquiera de las técnicas moleculares aparecía en un paciente que, sin mediar ningún 

tratamiento quimioterápico, no desarrolló una recaída molecular en los 6 meses 

posteriores a la realización de dicha prueba. 

 

4. Extracción de ARN y síntesis de ADNc 
 La extracción de ARN se realizó a partir de leucocitos totales, utilizando el 

método  de tiocianato-fenol-cloroformo (Chomczynski & Sacchi, 1987). La transcripción 

reversa fue realizada según se ha descrito previamente (van Dongen et al, 1999). Un µg 

de ARN total se agregó a una mezcla de 20 µL de volumen final conteniendo 

hexámeros random y 200 U de Super Script Rnase H reverse transcriptase (Invitrogen, 

California, EEUU). Se incubó a 42ºC por 45 minutos, seguido de 3 minutos a 99ºC y 30 

minutos a 25ºC. El ADNc fue almacenado a -20ºC y las alícuotas sobrantes de ARN a    

-80ºC para posteriores análisis. 

 

5. RT-PCR cualitativa para PML-RARα 

 Para amplificar el gen de fusión PML-RARα, se realizó una RT-PCR en dos 

pasos o anidada “nested”, según el protocolo del BIOMED I (van Dongen et al, 1999). 

Una alícuota de 5 µL (100ng) de ADNc fue diluída en 45 µL de una mezcla conteniendo 

una concentración final de 400 nM de primers, 2.5 mM de MgCl2, 200 µM de dNTP, 

buffer de PCR (20 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, pH 8.3) y 1.0 U de TaqGold DNA 

polymerase. El programa de PCR incluía una desnaturalización inicial a 95ºC por 10 

minutos, además de 35 ciclos de 95ºC por 30 segundos, 65ºC por 1 minuto y 72ºC por 1 

minuto. Para la PCR anidada se empleó las mismas condiciones, excepto por el uso de 

2.5 µL de producto de PCR y los respectivos cebadores internos. Finalmente, 25 µL del 

producto final de PCR fue analizado en un gel de agarosa al 2.5% teñido con bromuro 

de etidio y visualizado bajo luz ultravioleta. En cada experimento se incluyó dos 

controles negativos (uno con un ARN sin PML-RARα  y otro con agua destilada) y un 

control positivo (plásmido comercial ó línea celular NB4). La sensibilidad del ensayo fue 

establecida en 10-4, utilizando técnica de microdilución (van Dongen et al, 1999). El 

control de calidad sobre la preparación del ADNc se evaluó a través de la amplificación 

del gen control ABL. 
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6. RQ-PCR cuantitativa para PML-RARα, AML1-ETO y CBFβ-MYH11 

 La cuantificación de las diferentes tránscritos de fusión (PML-RARα, AML1-ETO 

y CBFβ-MYH11) se llevó a cabo en el equipo “ABI PRISM 7700 DNA Sequence 

Detection Systems” (Applied Biosystems Inc), según los protocolos de Europe against 

Cancer Group (EAC) (Gabert et al, 2003). Para la realización de la técnica se empleó 5 

µL (100ng) de ADNc, una concentración final de 300 nM de los primers y 200 nM de 

sonda. La cuantificación absoluta se realizó por medio del método de ∆Ct, comparando 

contra una curva patrón de distintas concentraciones de plásmidos comerciales y el gen 

ABL como control de la integridad del ARN en estudio (Beillard et al, 2003). Para que un 

resultado fuera válido, el ciclo umbral (Ct, “cycle threshold”) del gen ABL debía estar 

entre 21.5 y 29.5 y tener al menos 2000 copias (Beillard et al, 2003). Además, se 

incluyó dos controles negativos: ARN de un donante sano (NAC) y agua destilada en 

lugar de ADNc (NTC). Un resultado positivo fue definido como la amplificación sigmoide 

(en escala logarítmica) con un valor de Ct por encima de un umbral de cambio de 

fluorescencia (∆Rn) y por debajo del valor del intercepto (Y) de la curva patrón menos 1. 

La sensibilidad del ensayo se estableció en 10-5, utilizando diluciones de ARN de líneas 

celulares portadoras de la alteración cromosómica en ARN de un línea celular sin gen 

de fusión  (HL-60) (Gabert et al, 2003). Todas las muestras fueron analizadas en 

triplicado y los resultados fueron reportados de acuerdo a las recomendaciones de EAC, 

es decir, en número de copias normalizadas (NCN), que es el resultado de dividir el 

número de copias del gen de fusión entre el número de copias del gen ABL y esto a su 

vez multiplicado por 10000 (Gabert et al, 2003). 

 

7. Detección de FLT3-ITD 

 La duplicación en tandem del gen FLT3 (FLT3-ITD) fue analizada en todos los 

pacientes mediante la amplificación por RT-PCR cualitativa de la región yuxta 

membrana, entre los exones 14 y 15 (Chillon et al, 2004) y confirmadas por análisis de 

Genescanning, en el cual el primer 5’ fue marcado con fluoresceína (5-FAM) y el 

producto de la RT-PCR resultante fue sometido a una electroforesis en el secuenciador 

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,CA) para definir el tamaño de 

su ITD (Thiede et al, 2002).  
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8. Detección y cuantificación de mutaciones en NPM1 
 La detección de mutaciones en el gen de nucleofosmina (NPM1) se determinó 

en muestras de pacientes con LMA no M3 siguiendo el protocolo descrito por Schnittger 

et al (Schnittger et al, 2005). En resumen, 2 µL (40ng) de ADNc se agregaron a una 

mezcla de 20 µL conteniendo 0.5 µM de primers, 0.75 µM de sonda de hibridación (TIB-

MolBiol, Munich, Germany), MgCl 4mM y 2 µL de LightCycler-Fast Start DNA Master 

Hybridization Probes (Roche Diagnostics). Las condiciones de termociclado fueron: 

95ºC-30seg; 40x (95ºC-1seg, 55ºC-10seg, 72ºC-10seg) con una curva de melting final. 

Cuando se detectaba una temperatura de melting diferente a la muestra normal, se 

procedía a secuenciar el producto de PCR para describir el tipo de mutación en un 

equipo 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,CA), según el protocolo 

de Falini et al (Falini et al, 2005). Si la mutación hallada era de tipo A o B, se procedía a 

su cuantificación por RQ-PCR siguiendo el protocolo de Gorello et al (Gorello et al, 

2006). Brevemente, 5 µL (100 ng) de ADNc se agregaban a una mezcla conteniendo 

12.5 µL de Taq Man Universal PCR Master Mix, primers 18 nM, sonda TaqMan® 4 nM 

en un volumen final de 25 µL. 

 

9. RQ-PCR para el análisis de expresión génica 
 La expression de los genes descritos en el Cuadro 8 fue realizada en el equipo 

7900 HT Fast Real-Time PCR System utilizando los ensayos comerciales TaqMan® 

Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA). El número de 

identificación de cada ensayo se indica en el Cuadro 8. En resumen, 2 µL (40 ng) de 

ADNc se agregaban a una mezcla conteniendo 5 µL de TaqMan® Fast Master Mix, 0.5 

µL del ensayo de expresión comercial en un volumen final de 10 µL. Las condiciones de 

termociclado fueron: 50ºC-2min, 50x (95ºC-15seg; 60ºC-1min). El ciclo en el cual la 

reacción superaba un umbral determinado (Ct) servía para cuantificar la expresión del 

gen en estudio respecto a una gen control (ABL1), por medio de fórmula 2-∆∆Ct donde 

∆Ct = Ctgen en estudio – CtABL1 y ∆∆Ct= ∆CtPaciente– ∆CtMO sana (mediana)(Livak & Schmittgen, 

2001). 
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Cuadro 8. Genes estudiados por TaqMan® Gene Expression Assays 

Nombre del gen Identificación de ensayo 

AKT Hs00178289_m1 
BAALC Hs00227249_m1 

ERG Hs01554634_m1 

FOXO3a Hs00921424_m1 

EVI1 Hs00602795_m1 

MLL-PTD Hs03043624_ft 

MN1 Hs00159202_m1 

P27 (CKN1B) Hs00153277_m1 

PRAME Hs00196132_m1 

RHAMM Hs00234864_m1 

WT1 Hs00240913_m1 

ABL1 (gen control) Hs00245445_m1 

 
10. Análisis estadístico 

Todas las pruebas estadísticas se realizaron con el paquete informático SPSS 

15.0 (SPSS, Chicago, IL). Para el análisis univariante de factores asociados a riesgo de 

recaída se utilizó la prueba de chi2 y la prueba exacta de Fisher. La supervivencia libre 

de recaída (SLR) fue definida como el período de tiempo entre la remisión completa 

(RC) y la primera recaída, ya fuese molecular o hematológica, o la ultima muestra de 

seguimiento registrada. La supervivencia global (SG) fue definida como el período de 

tiempo entre la remisión completa y la fecha de muerte o la última muestra de 

seguimiento registrada. Las probabilidad de SLR o SG fue calculada utilizando el 

método de Kaplan-Meier y comparándolo con la prueba de log-rank (Kaplan, 1958). El 

impacto de múltiples variables sobre la SLR fue analizada con el modelo de regresión 

de Cox (Cox D.R., 1972). 
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 En este apartado los resultados obtenidos se irán presentando por los artículos 

generados para la presente Tesis Doctoral. Cada uno de ellos irá precedido de un breve 

resumen en español. 

 
 

1. A Marcadores con valor pronóstico en LMA cariotipo normal 
Molecular Stratification Model For Prognosis In Cytogenetically Normal Acute 

Myeloid Leukemia (CN-AML) Enviado a Blood 

 

En el presente trabajo se ha analizado la expression de ocho marcadores moleculares 

(ERG, EVI1, MLL-PTD, MN1, PRAME, RHAMM y WT1), así como mutaciones en los 

genes FLT3 y NPM1 en 121 pacientes LMA con cariotipo normal (LMA-CN). En el 

análisis multivariante, la alta expresión de ERG o EVI1 y la baja expresión de PRAME 

se asociaron a una menor supervivencia global (SG) y libre de recaída (SLR).Con estos 

datos, se estableció un sistema de puntuación asignando un valor de 0 a los perfiles 

favorables (bajo ERG, bajo EVI1 y alto PRAME) y 1 a los perfiles opuestos. Este modelo 

permitió distinguir 4 subgrupos (score 0 a 3) de diferente SG a dos años (79%, 65%, 

46% y 27%; p=0.001) y SLR a 2 años (92%, 65%, 49% and 43%; p=0.005). Incluso, 

este modelo pudo segregar pacientes dentro de los grupos de alto riesgo del sistema de 

clasificación FLT3/NPM1 respecto a SG (p=0.001) y SLR (p=0.013). De esta forma, se 

propone un nuevo sistema de puntuación molecular para pacientes con LMA-CN. 
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1. ABSTRACT  

 We have evaluated nine new molecular markers (ERG, EVI1, MLL-PTD, MN1, PRAME, RHAMM, 

and WT1 gene expression levels plus FLT3 and NPM1 mutations) in 121 de-novo cytogenetically 

normal acute myeloblastic leukemias (CN-AML). In the multivariate analysis, high ERG or EVI1 and low

PRAME expressions were associated with a shorter relapse free and overall survival (RFS & OS). A 0 to 

3 score was given by assigning a value of 0 to favorable parameters (low ERG, low EVI1 and high 

PRAME) and 1 to adverse parameters. This model distinguished four subsets of patients with different

OS (2-yr OS of 79%, 65%, 46% and 27%; p=0.001) and RFS (2-yr RFS of 92%, 65%, 49% and 43%; 

p=0.005). Furthermore, this score identified patients with different OS (p=0.001) and RFS (p=0.013) 

even within the FLT3/NPM1 intermediate/high-risk subgroups. Here we propose a new molecular score 

for CN-AML which could improve patient risk-stratification. 

2. INTRODUCTION 

 Patients with acute myeloid leukemia and normal cytogenetics (CN-AML) are usually categorized 

as an intermediate-risk group, with a 5-year survival rate varying between 24% and 42%. It is likely that 

differences in outcome reflect the molecular heterogeneity of CN-AML whose prognosis is influenced by 

several gene mutations or aberrant gene expression.1,2 FLT3 internal tandem duplications (FLT3-ITD),3-5

MLL partial tandem duplication (MLL-PTD),6 and overexpression of ERG,7 WT1,8 and MN19 have been 

associated with a poor prognosis in CN-AML, while NPM1 gene mutations are associated with a 

favorable outcome.10-12 Furthermore, in the intermediate and high-risk karyotypic groups, EVI1

overexpression is associated with an adverse prognosis,13 whereas a high PRAME expression defines a 

good prognosis in several AML subtypes, especially those with favorable cytogenetic translocations.14-16

 Although most studies in CN-AML patients have focused on one or two molecular markers, there 

is increasing evidence which suggests that possible outcomes based on single gene abnormalities are 

hard to predict, and a more accurate prediction can be obtained by identifying risk categories based on 

the information provided by two or more parameters.1 For this reason, we have simultaneously 

evaluated 9 new molecular markers in 121 CN-AML patients, showing that ERG, EVI1 and PRAME 

afford independent prognostic information and allow us to establish a simple score system for risk

stratification. 

3. MATERIAL AND METHODS 

 We have analyzed pre-treatment bone marrow (BM) samples from 121 adults diagnosed as

novo AML and normal cytogenetics. All patients were treated according to the Spanish PETHEMA LAM-

99 protocols.17 Ten patients (8.3%) died before they had reached complete remission (CR), ninety-one 

(75.2%) achieved CR with induction therapy and 20 (16.5%) were refractory to the standard induction 

treatment. Nine patients from this latter group achieved CR after salvage therapy. Finally, 43 of the 100  
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patients who achieved CR eventually relapsed during the evaluation period. The median follow-up for 

censored patients was 26 months (range 10-72). In addition, ten BM samples from healthy donors were 

processed as controls for gene expression analysis. Informed consent to use biological samples and

clinical data was obtained in all cases. 

 Total RNA from diagnostic BM and subsequent reverse transcription was performed according to 

the protocols approved by the Europe against Cancer Group (EAC) program.18 All samples were 

analyzed for FLT3-ITD,5 mutations in NPM1,11 and relative expression of the following genes: ABL1 (as

control gene), ERG, EVI1, MLL-PTD, MN1, PRAME, RHAMM, and WT1, using the TaqMan® Gene 

Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA). Relative quantification was calculated using 

the equation 2-∆∆Ct, as previously described.16 The prognostic impact of the gene expression was 

evaluated using quartiles as cut-off points and selecting the one with the lowest p-value.  

 All tests were carried out using the SPSS 15.0 program (SPSS, Chicago, IL). For univariate 

analyses, the t-student test was performed to evaluate refractoriness to treatment and gene expression 

levels. The relapse free survival (RFS) and overall survival (OS) were calculated using the Kaplan-Meier 

method. The impact of multiple predictor variables on RFS and OS was assessed by multivariate 

analysis according to the Cox regression model (Forward Conditional method), as described

elsewhere.16 

4.    RESULTS AND DISCUSSION 

 Patients with clinically adverse features, such as WBC counts >50x109/L and an age greater than 

65, were associated with a poorer OS and RFS, whereas patients harboring a FLT3 wild type (wt) and 

NPM1 mutated phenotype were associated with a better prognosis (Table 1). In addition, molecular 

markers with a clinical impact upon OS were: ERG (50th percentile; p=0.020), PRAME (75th percentile; 

p=0.035), and EVI1 (75th percentile; p=0.042). Similarly, the genes that showed significant influence on 

RFS were: ERG (p=0.010), PRAME (p=0.017) and EVI1 (p=0.051). Interestingly, patients who were 

refractory to induction therapy showed higher ERG (1.0±0.8 vs. 0.6±0.6; p=0.01) and lower PRAME

(29±53 vs.1641±6102;p=0.01) levels compared to patients who achieved CR after the induction therapy.

 Features selected in the multivariate analysis as having an independent prognostic value for a

shorter OS were: WBC>50x109/L (p<0.001), age>65 years (p=0.004), high ERG expression (p=0.024)

and high EVI1 expression (p=0.030). Additionally, patients with no FLT3wt/NPM1mutated phenotype 

(p=0.05) and a low PRAME expression (p=0.066) showed a trend toward a poorer OS. Parameters with 

an independent prognostic value for a shorter RFS were: age>65 years (p=0.006), high ERG expression 

(p=0.014), low PRAME expression (p=0.026), WBC>50x109/L (p=0.031), no FLT3wt/NPM1mutated 

phenotype (p=0.037), and high EVI1 expression (p=0.050). Our data confirm the adverse prognostic 

influence that has been shown for ERG7,19 and EVI113 genes. Preliminary studies have suggested that 

PRAME overexpression is associated with a good prognosis in childhood AML, although this effect   
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might be due to its correlation with favorable cytogenetics [i.e. t(8;21)].15 Here, we show for the first time 

that the prognostic value of PRAME up-regulation is independent of other karyotypic abnormalities,

since PRAME overexpression was associated with a better response to induction therapy and longer 

survival in our series, in which all patients had a normal cytogenetics. 

 Based on the results described above, we investigated whether the combination of the ERG, EVI1

and PRAME markers could improve their individual prognostic significance. Thus, we drew up a

molecular score by assigning a value of 1 point per gene expression associated with an adverse 

prognosis (high ERG, high EVI1 and low PRAME RNA levels). By contrast, a value of 0 was assigned to 

a favorable expression profile (low ERG or low EVI1 or high PRAME). This score allowed us to 

discriminate four different risk categories for both OS and RFS analysis, independently of other clinical-

biological features. The 2-year OS for Scores 0, 1, 2 & 3 were 79%, 65%, 46% and 27% respectively

(p=0.001; Figure 1A). Similarly, the 2-year RFS for the same subgroups were 92%, 65%, 49% and 43% 

(p=0.005; Figure 1B). Identical results were observed when the analysis was restricted to the 97 

patients <65 years (Figure 1C-D). Multivariate analysis confirmed the findings in the complete series,

since the features selected as having an independent prognostic value for either a shorter OS or RFS

were: the proposed molecular score (p<0.001 and p<0.001), WBC counts >50x109/L (p=0.002 and 

p=0.04) and age>65 years (p=0.007 and p=0.005). Furthermore, FLT3wt/NPM1mutated phenotype 

displayed an independent prognostic value in the multivariate analysis for better RFS (p=0.05) and a

trend towards longer OS (p=0.09). 

 A further benefit of the proposed score was the discrimination between different prognostic 

categories within those patients considered as having an intermediate/high risk based on the

FLT3/NPM1 classification. 10-12 Thus, patients harboring FLT3wt/NPM1wt (n=47) or FLT3-ITD/

NPM1mutated (n=20) or FLT3-ITD/NPM1wt (n=16) phenotype displayed differentiated OS (p=0.001; 

Figure 1E) and RFS (p=0.013; Figure 1F) according to score subgroup. It is worth noting that Scores 0-1 

showed that 43% of patients (36/83) had a good prognosis, which could be considered as redefining 

their risk category.  

  Our score integrates three prognostic markers that could provide a more accurate stratification

than single marker analysis7,9,13 and, unlike wide gene-expression profiling;14,20 it could be easily 

implemented within routine clinical laboratories. Nevertheless, since a molecular score based on gene 

expression levels could be less objective than mutation assessment,2,21 our score system needs to be 

validated in an independent series of patients before it is incorporated into clinical practice.20,22 In 

conclusion, we propose a score based on ERG, EVI1 and PRAME gene expression that allows a 

greater distinction between CN-AML patients with significantly different outcomes.  
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Table 1. Influence of clinical-biological characteristics and gene expression profile at diagnosis in 121 
CN-AML patients regarding their relapse-free survival (RFS) and overall survival (OS). 

 OS (n=121) RFS (n=100) 

Clinical biological feature n 2-yr Univariate Multivariate n 2-yr Univariate Multivariate 

WBC at diagnosis (x109/L)1 
        ≤ 50.0 
        > 50.0 

 
88 
33 

 
62% 
35% 

0.001 <0.001 
 

76 
24 

 
64% 
33% 

0.018 0.031 

Age (years)1,2 
        ≤ 65 
        > 65 

 
97 
24 

 
59% 
36% 

0.003 0.004 
 

84 
16 

 
62% 
28% 

0.008 0.006 

FLT3/NPM1 phenotype 
        FLT3wt/NPM1mutated 
        Other phenotypes 

 
38 
83 

 
61% 
50% 

0.070 0.055 
 

34 
66 

 
70% 
49% 

0.030 0.037 

Sex 
        Male 
        Female 

 
61 
60 

 
47% 
60% 

0.080 NS 
 

49 
51 

 
48% 
63% 

0.056 0.074 

Platelets at diagnosis (x109/L)3 
        ≤ 60 
        > 60 

 
61 
60 

 
49% 
59% 

NS --- 
 

51 
49 

 
50% 
62% 

NS -- 

Hemoglobin (g/dL)3 
        ≤ 9.1 
        > 9.1 

 
61 
60 

 
56% 
52% 

NS --- 
 

51 
49 

 
52% 
60% 

NS -- 

PB blasts at diagnosis (%)3 
        ≤ 44 
        > 44 

 
61 
60 

 
55% 
53% 

NS --- 
 

52 
48 

 
56% 
54% 

NS -- 

BM blasts at diagnosis (%)3 
        ≤ 67 
        > 67 

 
61 
60 

 
53% 
54% 

NS --- 
 

61 
60 

 
56% 
55% 

NS -- 

Gene expression (quartiles)4         

ERG expression (median)  
        ≤ 0.54  
        > 0.54 

 
61 
60 

 
66% 
42% 

0.020 0.024 
 

54 
46 

 
67% 
45% 

0.010 0.014 

PRAME  (75th percentile) 
        ≤ 150  
        > 150  

 
91 
30 

 
51% 
63% 

0.035 0.066 
 

74 
26 

 
48% 
79% 

0.017 0.026 

EVI-1 (75th percentile) 
        ≤ 0.2  
        > 0.2  

 
91 
30 

 
59% 
42% 

 
0.042 

 
0.030 

 
77 
23 

 
60% 
46% 

 
0.051 

 
0.050 

MLL-PTD (75th percentile) 
        ≤ 0.3 
        > 0.3  

 
91 
30 

 
56% 
46% 

 
NS 

 

 
--- 
 

 
73 
27 

 
59% 
46% 

0.061 NS 

WT1 (75th percentile) 
        ≤ 374 
        > 374 

 
91 
30 

 
56% 
46% 

NS --- 
 

75 
25 

 
59% 
47% 

NS --- 

MN1 (median) 
        ≤ 50 
        > 50  

 
61 
60 

 
59% 
47% 

NS --- 
 

54 
46 

 
58% 
53% 

 
NS 

 
--- 

RHAMM  (75th percentile) 
        ≤ 1.3 
        > 1.3  

 
91 
30 

 
55% 
47% 

 
NS 

 
--- 

 
75 
25 

 
57% 
52% 

 
NS 

 
--- 

1 Variables were dichotomized based on high risk criteria. 
2 Fifty-two out of 84(62%) patients<65 years in complete remission underwent an autologous stem cell 
transplantation (SCT), while 19 (23%) received an allogeneic-SCT.  
3 Variables were dichotomized based on median value. 
4 For each gene, the quartile providing the best separation of survival curves (lowest p-value) is shown. 
NS: not statically significant, p>0.100  
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Figure 1. Overall survival (OS) and relapse free survival (RFS) of CN-AML patients based on 
ERG/EVI1/PRAME score. CN-AML patients were grouped according to favorable (low ERG, low EVI1
or high PRAME) or adverse (high ERG, high EVI1 or low PRAME) expression profile, according to the 
selected quartile in the individual analysis. Therefore, the proposed score was drawn up by assigning a 
value of 0 for each gene expressing a favorable RNA level and a value of 1 for each gene with an 
adverse expression profile. Panels A and B show RFS and OS for the 121 CN-AML patients, 
respectively. Panels C and D show survival analyses for 97 CN-AML patients younger than 65. Panels E
and F show survival analyses for 83 CN-AML patients included within the FLT3/NPM1
intermediate/high-risk subgroups [FLT3wt/NPM1wt (n=47), or FLT3-ITD/NPM1 mutated (n=20) or FLT3-
ITD/NPM1wt (n=16)]. A 2-year OS of 100%, 64%, 39% and 27% were observed for scores 0, 1, 2 & 3, 
respectively (p=0.001; Figure 1E), while the 2-year RFS for the same subgroups were 86%, 62%, 43% 
and 43% (p=0.013; Figure 1F). Similar results were observed for the other combinations of FLT3 and 
NPM1, although statistically significant differences were achieved only in the FLT3wt/NPM1wt (OS: 
p=0.016 and RFS: p=0.019) due to the sample size in these subgroups. (*) p<0.001 if the analysis is 
restricted to non-refractory patients.  
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1. B Marcadores con valor pronóstico en LMA cariotipo normal 
High FOXO3A expression is associated with a poorer prognosis in AML with normal 

cytogenetics (CN-AML). Enviado a Leukemia Research 

 
La vía de señalización PI3K/AKT está hiperactivada en leucemia aguda mieloblástica 

(LMA), pero su importancia pronóstica no está bien definida. En el presente trabajo se 

evaluó la expresión génica de AKT y de dos de sus sustratos (FOXO3a y p27-CDKN1B) 

en 110 LMA con citogenética normal (LMA-CN) tratados con los protocolos PETHEMA. 

Cuando los pacientes se agruparon por el valor de la mediana de expresión de 

FOXO3a, aquellos con mayor expresión presentaron menores SG a dos años que los 

pacientes con bajos niveles de FOXO3a (45% vs. 59%, respectivamente; p=0.015). De 

forma análoga, los pacientes con alta expresión de FOXO3a tuvieron menores SLR a 

los dos años respecto al grupo de baja expresión (34% vs. 62%, respectivamente; 

p=0.048).En el análisis multivariante, las características seleccionadas como de factor 

pronóstico adverso independiente fueron: leucocitos>50x109/L, edad>65 años y alta 

expresión de FOXO3a. En conclusión, este trabajo demuestra por primera vez que la 

expresión del gen FOXO3a es un factor independiente de pronóstico en las LMA-CN, 

que eventualemente podría ayudar en la estratificación molecular de estos pacientes. 
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ABSTRACT  

 The PI3/AKT pathway is up-regulated in acute myeloid leukemia (AML), but its prognostic 

relevance in cytogenetically normal AML (CN-AML) is unclear. We evaluated RNA levels of AKT and 

two downstream substrates (FOXO3a-p27) in 110 de novo CN-AML, included into Spanish PETHEMA 

therapeutic protocols. Patients with high FOXO3a gene expression displayed shorter OS (p=0.015)

and RFS (p=0.048) than low FOXO3a expressers. Features selected in the multivariate analysis as 

having an independent prognostic value for a shorter survival were: WBC>50x109/L, age>65 years 

and high FOXO3a expression. We concluded that FOXO3a assessment could contribute to improve 

the molecular-based risk stratification in CN-AML. 

INTRODUCTION 

 The phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT signaling pathway is frequently activated in AML

and its aberrant activation mediate survival, proliferation and leukemic transformation of myeloid cells

both in vivo and in vitro stage [1-3]. Despite its biological significance, only three previous studies have 

evaluated the prognostic impact of AKT network in AML patients and their results have been not 

concordant [4-6]. Moreover, they have evaluated heterogeneous populations, including AML 

secondary to chemotherapy or myelodysplastic syndrome and patients with different cytogenetic 

features. By contrast, no studies have been focused in a more defined subgroup, such as acute

myeloid leukemia with normal cytogenetic (CN-AML). 

 

The CN-AML subset represents 40 to 49% of adult de novo AML. Although this subgroup has

usually been associated to an intermediate prognosis, several studies have shown a wide molecular 

heterogeneity in CN-AML patients. During the last decade, several gene mutations and changes in 

gene expression have been discovered that strongly affect clinical outcome of CN-AML patients 

(reviewed in [7]). Since the clinical impact of AKT, FOXO3a and p27 RNA levels in CN-AML is

currently unknown, our aim in the present study was to assess the prognostic relevance of these gene 

expressions in a cohort of uniformly-treated CN-AML patients.   

 

MATERIALS AND METHODS 

 We analyzed pre-treatment bone marrow (BM) samples from 110 adults with de novo AML 

and normal cytogenetic. All patients were uniformly treated according to the Spanish PETHEMA LAM-

99 protocols [8]. Complete remission (CR) was defined by the criteria proposed by Cheson et al [9].

Additionally, ten BM samples from healthy donors were obtained as controls for gene expression   
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analysis. Informed consent to use biological samples and clinical data was obtained in all cases.

Total RNA from diagnostic BM samples and subsequent cDNA synthesis was performed as previously 

described [10]. FLT3-ITD was examined by amplification of the juxtamembrane region spanning exons 

14 and 15 using qualitative PCR [11] and Genescan analysis [12]. Screening for NPM1 gene 

mutations was performed as previously described.[13] The quantification of the different genes was 

performed using the Step One Plus Real-Time PCR System and TaqMan® Gene Expression Assays

(Applied Biosystems, Foster City, CA) according to the manufacturer's instructions. The assay IDs 

were: Hs00245445_m1 (ABL1, as control gene), Hs00178289_m1 (AKT), Hs00921424_m1 (FOXO3a) 

and Hs00153277_m1 (p27/CDKN1B). The cycle number at which the reaction crossed an arbitrarily

placed threshold (Ct) was determined and the relative expression of each gene regarding the

housekeeping gene ABL1 was described using the equation 2-∆∆Ct where ∆Ct = Ctgene – CtABL1

and ∆∆Ct= ∆CtPatient – ∆CtHealthy BM (mean) [14]. 

  

All tests were carried out using the SPSS 15.0 program (SPSS, Chicago, IL, USA). For univariate

analyses, the χ2 and t-student tests were performed to evaluate factors associated with RNA levels of 

different genes. Relapse-free survival (RFS) was defined as the time between the achievement of

complete remission and the time of the hematological relapse or the last follow-up. Overall survival 

(OS) was defined as the time between the moment of diagnosis and death or the last follow-up. The 

probabilities of RFS and OS were calculated using the Kaplan-Meier method and compared using the 

log-rank test. The impact of multiple predictor variables on OS and RFS was assessed by multivariate 

analysis according to the Cox regression model. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 Clinical and biological details of the 110 CN-AML patients are summarized in Table 1. The 

median follow-up time for present study was 14.5 months (range 0.3-68.6 months). Ninety-two 

patients (83.6%) achieved CR after induction therapy, 10 (9.1%) failed to achieve CR and 8 (7.3%) 

patients died within first month of treatment. Thirty-nine of 92 patients with CR eventually relapsed 

along the evaluation period. Assuming the mean expression from the 10 BM healthy donors as a value

of 1, the median gene expression of the selected markers in CN-AML was: AKT 3.6 (range 0.6-15.3), 

FOXO3a 1.6 (0.3-12.6) and p27 2.6 (0.3-22.0). These results point out the increased activation of AKT 

pathway in AML cells in comparison to normal cells, which are necessary for survival and proliferation 

of leukemic cells [1,2]. 
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We evaluated the prognostic impact of AKT/FOXO3a/p27 RNA levels, using the median value as 

cut-off point. Overall survival (OS) for patients with high FOXO3a gene expression was significantly 

shorter than patients with low FOXO3a expression (45% vs. 59% at 2 years, respectively; p=0.015)

(Figure 1A). By contrast, no significant difference in OS at 2-years was observed between patients 

with high and low AKT expression (49% vs. 55%, p=0.4) or between high and low p27 expressers 

(51% vs. 52%; p=0.9). In order to confirm FOXO3a results, a multivariate analysis for OS was 

performed, including traditional prognostic features such as WBC counts, age, FLT3-ITD, NPM1

mutation as well as FOXO3a gene expression. The parameters with an independent prognostic value 

for a shorter OS were: age >65 years (p=0.004), WBC >50x109/L (p=0.005) and FOXO3a RNA levels 

higher than median value (p=0.007). 

 

Forty-three patients with high FOXO3a expression and 49 with low FOXO3a RNA levels achieved 

CR and were evaluated for relapse-free survival (RFS). The relapse rate was higher in the former

group (22 out of 43; 51.2%) than the latter subset (17 out of 49; 34.7%; p=0.08). Thereby, the RFS at

2 years was significantly shorter in the high FOXO3a subgroup than the low FOXO3a subset (34% vs. 

62% at 2 years, respectively; p=0.048) (Figure 1B). By contrast, no difference in RFS at 2 years was

observed between high and low AKT expressers (46% vs. 56%, p=0.5) or between high and low p27

expressers (48% vs. 53%; p=0.7). Multivariate analysis confirmed the univariate findings since age

>65 years (p=0.006), WBC >50x109/L (p=0.008), male sex (p=0.016) and FOXO3a gene expression 

higher than median value (p=0.038) were the only parameters with a significantly statistical 

association with shorter RFS.  

 

 Regarding the correlations with other molecular markers, high FOXO3a gene expression 

subgroup displayed lower number of patients harboring a NPM1 mutation (Table 1). Indeed, high 

FOXO3a expressers showed a lower incidence of the favorable phenotype NPM1mutated/FLT3 wild 

type [13] than low FOXO3a expressers (22% vs. 40% respectively; p=0.043), which could explain 

partly the adverse prognosis of the former group. In addition, high FOXO3a expressers displayed

higher p27 RNA levels (median 3.2, range 0.5-22.0) than low FOXO3a expressers (median 2.2, range 

0.3-11.7; p=0.02). 

 

 Interestingly, patients with high FOXO3a gene expression showed a trend toward AKT RNA 

over-expression (median 3.8, range 1.2-11.7) than low FOXO3a expressers (median 3.5, range 0.6-

15.3; p=0.06). It seems to contradict the proteomic findings showing that activation of AKT protein 

promotes direct phosphorylation and subsequent export to cytoplasm and inhibition of FOXO3a   
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protein [15]. However, the lacking of FOXO3a activity could promote its RNA overexpression as a

positive feedback mechanism of the cell in order to ameliorate the impaired function of the

phosporylated protein when AKT pathway is up-regulated. Therefore, the high FOXO3a RNA levels

would be a result of a hyperproliferative stage of AML cells, which also could support the unfavorable

prognosis of high FOXO3a gene expression subgroup described above.  

   In conclusion, the present study constitutes the first report regarding the adverse prognostic

impact of high FOXO3a RNA levels in AML patients with normal karyotype. This molecular marker

eventually could improve the molecular-based risk stratification in CN-AML. 
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Table 1. Clinical and biological characteristics of CN-AML patients at diagnosis according to 
FOXO3a expression 

Parameter Total 
(n=110) 

Low 
FOXO3a 
(n=55) 

High  
FOXO3a 
(n=55) 

p 

Age, years, Median (Range) 56 (15-75) 57 (17-75) 55 (15-75) .90 
Sex Male, n (%) 55 (50) 27 (49.1) 28 (50.9) .50 
WBC, x109/L, Median (Range) 9.0 (0.2-337) 15.9 (0.6-337) 7.5 (0.2-213) .13 
Hemoglobin, g/L, Median (Range) 89 (40-150) 86 (40-150) 93 (45-128) .86 
Platelets, x109/L Median (Range) 60 (5-298) 60 (6-273) 65 (5-298) .80 
FAB Morphology, n (%) 

           M0 
           M1 
           M2 
           M4 
           M5 
           M6 
           Not classified 

 
8 (7.3) 

30 (27.3) 
26 (23.6) 
19 (17.3) 
18 (16.4) 

4 (3.6) 
5 (4.5) 

 
2 (3.6) 

19 (34.5) 
14 (25.4) 
7 (12.7) 
7 (12.7) 
3 (5.5) 
3 (5.5) 

 
6 (10.9) 

11 (20.0) 
12 (21.8) 
12 (21.8) 
11 (20.0) 

1 (1.8) 
2 (3.6) 

.13 
 
 
 
 
 
 

FLT3-ITD, n (%) 34 (30.9) 18 (32.7) 16 (29.1) .42 

NPM1 mutated, n (%) 52 (47.3) 32 (58.2) 20 (36.4) .02 

AKT gene expression, Median 
(Range) 3.6 (0.6-15.3) 3.5 (0.6-15.3) 3.8 (1.2-11.7) .06 

FOXO3a gene expression, 
Median (Range) 1.6 (0.3-12.6) --- --- --- 

p27 gene expression, Median 
(Range) 2.6 (0.3-22.0) 2.2 (0.3-11.7) 3.2 (0.5-22.0) .02 
Complete remission, n (%) 

      No 
      Yes 
      Death before CR  

 
10 (9.1) 

92 (83.6) 
8 (7.3) 

 
4 (7.3) 

49 (89.1) 
2 (3.6) 

 
6 (10.9) 

43 (78.2) 
6 (10.9) 

.24 
 
 

Relapse, n (%) 
      No 
      Yes 

 
53 (57.6) 
39 (42.4) 

 
32 (65.3) 
17 (34.7) 

 
21 (48.8) 
22 (51.2) 

.08 
 

Exitus, n (%) 
     No 
     Yes 

 
61 (55.5) 
49 (44.5) 

 
35 (63.6) 
20 (36.4) 

 
26 (47.3) 
29 (52.7) 

 
.06 
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A B

Low FOXO3a, n=55

High FOXO3a, n=55

p=0.015 p=0.048

Low FOXO3a, n=49

High FOXO3a, n=43

A B

Low FOXO3a, n=55

High FOXO3a, n=55

p=0.015 p=0.048

Low FOXO3a, n=49

High FOXO3a, n=43

Figure 1. Overall survival (OS; Panel A) and relapse free survival (RFS; Panel B) of 110 CN-AML 

patients based on FOXO3a gene expression.  
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2. Marcadores con valor pronóstico en LPA/ LMA-M3 
The relevance of preferentially expressed antigen of melanoma (PRAME) as a 

marker of disease activity and prognosis in acute promyelocytic leukemia. 
Haematologica 2008; 93:1797-1805.  
 

La sobreexpresión del gen PRAME (Preferentially expressed antigen of 

melanoma) ha sido asociada con la presencia de la translocación t(15;17)(q22;q11-12), 

aunque su incidencia verdadera y su impacto clínico en un grupo grande de pacientes 

con LPA no ha sido establecido aún. En el presente trabajo se analizó la expresión del 

gen PRAME por medio de RQ-PCR en 125 pacientes con LPA que habían recibido 

tratamiento de los protocolos PETHEMA APL-96 (n=45) y APL-99 (n=80). La expresión 

de PRAME al diagnóstico fue significativamente superior en los pacientes con LPA 

respecto a los de LMA no M3 (n=213) y a donantes de médula ósea sanos (n=10). 

Además, los pacientes con LPA y alta expresión de PRAME (>100 veces la mediana de 

los controles sanos) se asoció con pronóstico favorable con una SLR a los 5 años de 

85.9% vs. 74% (p=0.03) en pacientes con menor expresión. Esta correlación se 

mantuvo en el análisis multivariante, donde SLR más cortas se asociaron a conteos de 

leucocitos >10000/µL (p<0.001), porcentaje de blastos en MO >90% (p=0.001) y menor 

expresión de PRAME (p=0.009). Como marcador de ERM, el gen PRAME fue analizado 

en 225 muestras de 67 pacientes con LPA. En todos ellos, en la muestra de MO de la 

remisión completa se observó una disminución de PRAME a niveles similares a los 

controles de MO sanos, mientras que en las muestras en recaída se incrementaba de 

nuevo su expresión, con niveles incluso superiores a los del diagnóstico. Más aún, 12 

de 13 muestras obtenidas dentro de los 6 meses previos a la recaída mostraron 

aumentos de más de 10 veces respecto a las muestras en remisión. Todos estos datos 

permiten concluir que el gen PRAME en un buen marcador para el pronóstico y 

seguimiento de ERM en pacientes con LPA. 
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3.   Enfermedad residual mínima (ERM) en LPA/ LMA-M3 

Using quantification of the PML-RARα transcript to stratify the risk of relapse in 

patients with acute promyelocytic leukemia. Haematologica 2007; 92:315-322. 

 

La detección del tránscrito de fusión PML-RARα por medio de la reacción en 

cadena de la polimerasa en tiempo real (RQ-PCR) constituye una herramienta esencial 

para la evaluación de la enfermedad residual mínima en pacientes con leucemia 

promielocítica aguda (LPA). Sin embargo, el valor clínico de esta técnica en LPA aún se 

mantiene bajo análisis. El objetivo de este trabajo fue evaluar la relación entre el riesgo 

de recaída y los resultados de RQ-PCR en cada una de las fases de tratamiento de la 

LPA (inducción, consolidación, mantenimiento y fuera de tratamiento). Además, se 

compararon los valores de RQ-PCR con los datos obtenidos por RT-PCR cualitativa. 

Para ello, se analizaron un total de 1064 muestras de médula ósea (MO) y 145 

muestras de sangre periférica (SP), obtenidas de 145 pacientes diagnosticados con 

LPA, con una mediana de 9 muestras por paciente (rango 4-39). La distribución de las 

muestras según el estadio terapéutico fue: 145 muestras al diagnóstico, 102 en post-

inducción (PI), 122 en post-consolidación (PC), 442 durante la fase de mantenimiento 

(FM) y 398 fuera de tratamiento (FT). Todos los pacientes fueron tratados con los 

protocolos PETHEMA (ya sea LPA-96 o LPA-99) y las muestras fueron analizadas con 

las técnicas de RQ-PCR de Europe Against Cancer program y RT-PCR de BIOMED-1 

Concerted Action. 

 

Los resultados moleculares en la evaluación en PI no tuvieron impacto sobre el 

riesgo de recaída de los pacientes y tampoco implicaron modificaciones en los 

esquemas de tratamiento. Después del tercer ciclo de consolidación, dos de 3 pacientes 

con una prueba positiva por RQ-PCR recayeron, en comparación con 16 de 119 (13%) 

de los casos con prueba negativa por RQ-PCR. Cuando se analizó a los pacientes 

durante la FM y FT, todos los pacientes con más de 10 copias normalizadas (NCN) de 

PML-RARα (n=19) en una sola muestra recayeron y que, por el contrario, todos los 

pacientes con <1 NCN se mantuvieron en remisión completa (RC) al final del estudio. 

En el grupo intermedio (NCN entre 1-10) la mayoría de individuos (6 de 9) continuaron 

en remisión completa. De esta forma, se pudo establecer claramente tres grupos con 

diferentes grado de riesgo de recaída según el NCN de PML-RARα: <1 NCN, entre 1-10 
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NCN y >10 NCN, con una probabilidad de supervivencia libre de recaída (SLR) a los 3 

años de 94%, 67% y 0%, respectivamente, en caso que la muestra fuera de FM y una 

SLR a los 5 años  de 100%, 67% y 14% si la muestra fue tomado FT (p<0.001). Con los 

resultados derivados de RQ-PCR, se pudo establecer una estratificación de riesgo de 

recaída (bajo, intermedio y alto) en pacientes con LPA, una vez finalizada de la terapia 

de consolidación y subsecuentemente. Cabe también señalar que al comparar la RT-

PCR y la RQ-PCR en las distintas fases de tratamiento sólo hubo un 5.5% de 

discrepancias entre ambos métodos, principalmente con valores de RQ-PCR entre 1-10 

NCN. La tercera observación de importancia es que todos los pacientes a los cuales se 

les analizó una muestra dentro de los 4 meses previos a su recaída, tuvieron la prueba 

de RQ-PCR positiva, lo cual refuerza el concepto de un seguimiento continuo de los 

pacientes con LPA, con al menos 3 revisiones moleculares al año. 
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1. Marcadores moleculares con valor pronóstico en LMA cariotipo normal 
 

En los últimos años, muchos estudios han descrito gran cantidad de mutaciones y 

cambios en la expresión génica que afectan la evolución clínica de los pacientes con 

LMA-CN (revisado en (Mrozek et al, 2007)). Además del valor pronóstico de las 

mutaciones de FLT3, NPM1 y CEBPA, la sobreexpresión de BAALC,(Langer et al, 2008) 

ERG,(Marcucci et al, 2005a) EVI1,(Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al, 

2003b) MLL-PTD,(Whitman et al, 2007) MN1 (Heuser et al, 2006) y WT1,(Barragán et 

al, 2004) se han reportado como factores de mal pronóstico,  mientras que los niveles 

altos de PRAME y RHAMM se han asociado en un estudio previo como de buen 

pronóstico en las LMA (Greiner et al, 2006).  

 

 Nuestros datos sugieren que los genes ERG y PRAME son excelentes 

indicadores de respuesta a la terapia de inducción (antraciclina+ARA-C) y que ambos 

genes, junto con el gen EVI1, son marcadores útiles para identificar pacientes con 

diferente supervivencia global y supervivencia libre de recaída en pacientes con LMA-

CN. Aunque el gen ERG parece no tener una expresión específica en células tumorales, 

su valor pronóstico es indudable, ya que los pacientes con una alta expresión de este 

marcador presentan una alta tasa de refractariedad al tratamiento y una pobre SG y 

SLR. Estas observaciones coinciden con dos estudios de Marcucci y colaboradores en 

84 y 76 pacientes LMA-CN menores de 60 años (Marcucci et al, 2005a;Marcucci et al, 

2007). La hiperexpresión del gen EVI1, así como su tránscrito de fusión MDS-EVI1, se 

han asociado como factor independiente de mal pronóstico (Barjesteh van Waalwijk van 

Doorn-Khosrovani et al, 2003b;Lugthart et al, 2008). Este hallazgo se ha descrito 

fundamentalmente en grupos de pacientes con carácterísticas citogenéticas 

desfavorables, y aunque los estudios disponibles incluyen algunos pacientes con LMA 

cariotipo normal (Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al, 2003b;Lugthart et 

al, 2008), no existen trabajos que evalúen su impacto pronóstico en este grupo de 

pacientes. Así, nuestros resultados sugieren por primera vez que la sobreexpresión del 

gen EVI1 está asociada a un peor pronóstico en las LMA con citogenética normal. 

Respecto al gen PRAME, su sobreexpresión se ha asociado con un mejor pronóstico 

tanto en LPA como LMA en general (Greiner et al, 2006). Sin embargo, algunos autores 

comentan que esta asociación sería secundaria por la mayor expresión de este 

marcador en LMA de buen pronóstico como las t(8;21) o las LPA (Greiner et al, 2006). 
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Nuestros datos demuestran que los altos niveles de PRAME se asocian a una mejor 

respuesta a la terapia convencional de inducción y que la expresión por encima del 

percentil 75 está relacionada a una mayor SG y SLR. Este trabajo constituye así el 

primer reporte que confirma al PRAME como un factor independiente de pronóstico en 

las LMA-CN. 

 

    Con base en los resultados descritos, se evaluó si la combinación de ERG, EVI1 y 

PRAME mejoraba su valor pronóstico en las LMA-CN. Para ello, se diseñó un modelo 

de puntuación (score) que asignaba un valor de 1 por cada perfil de expresión de 

características adversas (alto ERG, alto EVI1 y bajo PRAME), mientras que se daba un 

valor de 0 para los perfiles de expresión favorables (bajo ERG, bajo EVI1 y alto 

PRAME). Este score permitió distinguir cuatro subgrupos (de 0 a 3) con SG y SLR 

significativamente diferentes (p=0.001 y p=0.005) e independiente de otros parámetros 

clínico-biológicos. Así, el score ERG/EVI1/PRAME alto fue el único factor independiente, 

además de las características adversas tradicionales en LMA (leucocitos>50x109/L y 

edad>65 años) (Lowenberg et al, 1999;Mrozek et al, 2007), asociado a una menor SG y 

SLR en el análisis multivariante.  

 

Este score molecular permitió identificar un subgrupo de pacientes (Score 0), que 

representa un 10.7% (13/121) de LMA-CN con SLR a dos años del 92% y SG a dos 

años del 79%. Esto supone la identificación de pacientes con uno de los pronósticos 

más favorables descritos para LMA. Como referencia, el subgrupo de mejor pronóstico 

en LMA basado en los marcadores FLT3 y NPM1 (FLT3 no mutado [nm]/NPM1 

mutado[mut]) alcanza SLR a dos años entre 60-70% y SG a dos años entre 55-65% 

(Schnittger et al, 2005;Dohner et al, 2005;Thiede et al, 2005).Por el contrario, los score 

2 y 3 agrupan pacientes con pronóstico muy adverso, particularmente el score 3 con SG 

inferior al 30% a los 2 años, lo cual los hace candidatos a terapias más agresivas o 

tratamientos alternativos. Por otro lado, destacar que la buena estratificación del score 

ERG/EVI1/PRAME se mantuvo para aquellos pacientes catalogados como de 

pronóstico desfavorable con base en FLT3 y NPM1 (FLT3nm/NPM1nm, FLT3-ITD/ 

NPM1mut y FLT3-ITD/NPM1nm) (Schnittger et al, 2005;Dohner et al, 2005;Thiede et al, 

2005). Así, en conjunto, este grupo de pacientes (83/121) presentaron una SG a dos 

años de 100%, 64%, 39% y 27% para los scores 0, 1, 2 y 3 respectivamente (p=0.001). 

Igualmente, la SLR a 2 años fue de 86%, 62%, 43 % y 43% para los mismos subgrupos 

(p=0.013). Además, cabe destacar que un porcentaje significativo de enfermos (43%) se 
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incluyeron dentro de los subgrupos favorables de score 0 y 1, lo cual podría ser tomado 

en cuenta para redefinir su categoría de riesgo. 

 

En resumen, estos resultados avalan la necesidad de incorporar la 

determinación de estos genes (ERG/EVI1/PRAME) en la estratificación pronóstica de 

las LMA-CN; sin embargo, esta información debe ser validada en otras series antes de 

ser incoporados a la clínica práctica rutinaria. 

 

 Otra área de interés para la búsqueda de nuevos marcadores pronósticos en 

LMA-CN son las rutas de señalización afectadas durante el desarrollo neoplásico. Un 

ejemplo clásico es la vía de fosfoinositol 3-fosfato kinasa/AKT (PI3K/AKT), la cual se ha 

descrito está activada de forma aberrante en la LMA en general (Xu et al, 

2003;Grandage et al, 2005;Brandts et al, 2005). La relación entre la activación de esta 

vía y el curso clínico de la LMA no está clara, pues mientras dos estudios lo asocian a 

mal pronóstico (Min et al, 2004;Kornblau et al, 2006), un reporte reciente lo asocia a 

mayor SG y SLR (Tamburini et al, 2007). Además, hasta la fecha no existen estudios a 

nivel de expresión de los distintos genes involucrados en esta vía. Los resultados de 

nuestro estudio demuestran que en más del 50% de los pacientes hay sobreexpresión 

de los genes AKT, FOXO3a y p27, lo cual refleja la mayor actividad proteica del eje 

AKT/FOXO3a/p27 en comparación con células normales (Xu et al, 2003;Grandage et al, 

2005).  

 

 Al analizar el valor pronóstico de los niveles de AKT/FOXO3a/p27, usando el 

valor mediano como punto de corte, se observó una SG y una SLR significativamente 

inferior en aquellos pacientes con alta expresión de FOXO3a ( p=0.004 y p=0.048, 

respectivamente). Además, el análisis multivariante confirmó el valor pronóstico adverso 

independiente de la hiperexpresión de FOXO3a tanto para la SG como para la SLR 

(p=0.007y p=0.038, respectivamente). Por el contrario, ni la expresión de AKT ni p27 se 

asociaron a diferente SG y/o SLR. En la actualidad con los datos biológicos y 

experimentales disponibles, no es posible explicar de forma definitiva estos hallazgos. 

Estudios previos han mostrado que las células leucémicas presentan activación 

constitutiva de la via AKT y que la proteina AKT produce fosforilización de la proteína 

FOXO3a desplazándola del núcleo al citoplasma celular produciendo por tanto su 

inactivación.  Así una posible explicación para nuestros hallazgos sería que la pérdida 

de actividad de FOXO3a induciría la sobreexpresión de su ARN, como un mecanismo 
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de compensación celular para contrarrestar el mal funcionamiento de la proteína 

FOXO3a fosforilada. De esta forma, la sobreexpresión de FOXO3a podría ser el 

resultado de una mayor actividad proliferativa de las células tumorales vía AKT, lo cual 

podría justificar en parte el mal pronóstico de los pacientes LMA-CN con alta expresión 

de FOXO3a. Sin embargo, no es posible descartar que alteraciones de otras vías de 

activación celular provoquen hiperexpresión de FOXO3a (Ghaffari et al, 2003;Ticchioni 

et al, 2007). En resumen, nuestros datos sugieren que el análisis de la expresión de 

FOXO3a tiene valor en la identificación de pacientes con diferente pronóstico pero este 

resultado debe ser confirmado en otras series de enfermos antes de su aceptación 

como marcador pronóstico independiente.   

 

 
2. Marcadores moleculares con valor pronóstico en LPA/ LMA-M3 

 El buen pronóstico de las LPA y la relativa uniformidad de la enfermedad hacen 

que el estudio de factores pronósticos moleculares esté menos analizado en la LPA en 

comparación con las LMA-CN. Sin embargo, persiste un porcentaje de casos que 

recaen y aunque existen factores clínicos que permiten estratificar los pacientes (Sanz 

et al, 2005b;Ades et al, 2008;Sanz et al, 2008), se pueden documentar recaídas  incluso 

en pacientes de buen pronóstico. Estudios preliminares indican que el gen PRAME 

puede tener importancia pronóstica en LMA y su expresión parece correlacionarse con 

la traslocación t(15;17) , lo que sugiere  que su estudio tenga interés en los pacientes 

con LPA (Bullinger et al, 2004). La sobreexpresión del gen PRAME se ha asociado con 

estadios avanzados y peor pronóstico en diversos tumores sólidos como carcinoma de 

células pequeñas de pulmón, carcinoma renal y de mama, linfoma de Hodgkin, 

meduloblastoma y melanomas en general (Ikeda et al, 1997;Epping & Bernards, 

2006;Oberthuer et al, 2004;Neumann et al, 1998). Por el contrario, la alta expresión de 

esta marcador en LMA y LLA se ha relacionado a un mejor pronóstico (Greiner et al, 

2006;Steinbach et al, 2002a;Steinbach et al, 2002b). Respecto a LPA, solamente dos 

estudios previos han sugerido una relación entre la presencia de t(15;17) y 

sobreexpresión de PRAME, sin embargo; dichos trabajos han evaluado pocos casos de 

LPA ya sea por RT-PCR semicualitativa (n=11) (van Baren et al, 1998) o por arrays de 

expresión (n=12) (Bullinger et al, 2004). Cuando este último grupo fue re-analizado con 



_______________________________________________________________Discusión 

   105  

SYBR Green RQ-PCR, se observó una tendencia entre alta expresión de PRAME y 

mayor SG, aunque los mismos autores argumentaban que dicha observación podría ser 

secundaria a la asociación entre altos niveles de RNA codificante de PRAME y 

citogenética favorable (Greiner et al, 2006). Nuestros resultados en un número 

significativo de pacientes demuestran por primera vez que la expresión de PRAME es 

un factor pronóstico independiente en LPA, asociado a una mejor SLR. Además, el gen 

PRAME define dos subgrupos pronósticos dentro de las LPA consideradas como de 

bajo riesgo (leucocitos<10x109/L) (Burnett et al, 1999;Tallman et al, 2002a;Lo-Coco et 

al, 1999;Ades et al, 2008;Sanz et al, 1999),  presentando los pacientes con alta 

expresión de PRAME una SLR significativamente mayor. 

 

 No se sabe con exactitud cuál es el efecto biológico de la sobreexpresión de 

PRAME en la célula. Se ha descrito que PRAME actúa como un represor de la 

activación por ácido retinoico (AR), inhibiendo la diferenciación y la apoptosis 

dependiente de caspasas en células embrionarias murinas (Epping et al, 2005). Al 

silenciar este gen en la línea celular de melanoma humano A375 por ARN de 

interferencia, la célula se vuelve sensible a los efectos antiproliferativos del AR (Epping 

et al, 2005). No obstante, estos efectos parecen ser específicos de tumor, ya que la 

expresión de PRAME no afecta en forma directa las señales inducidas por AR en 

células primarias de LMA (Steinbach et al, 2007). Incluso, Tajeddine y colaboradores 

demostraron que la sobreexpresión de PRAME induce muerte celular independiente de 

caspasas en las líneas celulares CHO-K1 y HeLa (Tajeddine et al, 2005). Además, la 

represión de PRAME por siRNA aumentó la capacidad tumoral de las células lecémicas 

K562 en ratones desnudos BALB/c (Tajeddine et al, 2005). Estos últimos hallazgos 

concuerdan con el aparente efecto beneficioso que tiene la sobreexpresión de PRAME 

en el pronóstico de las LPA, según los datos obtenidos con nuestros pacientes. 

 

 

 



_______________________________________________________________Discusión 

   106  

  
3. Enfermedad residual mínima (ERM)  en LPA/ LMA-M3 

 Tradicionalmente, la ERM en LPA es evaluada con los niveles del tránscrito de 

fusión PML-RARα (Gabert et al, 2003;Sanz et al, 2005b;Schnittger et al, 2003). El valor 

de dicha cuantificación varía en función de la etapa de tratamiento en la cual se 

encuentre el paciente. Así, en la fase de post-inducción no se han encontrado 

diferencias en el número de copias normalizado (NCN) de PML-RARα entre los 

pacientes en RC contínua o pacientes que al final recaerán (Burnett et al, 

1999;Gallagher et al, 2003;Lee et al, 2006;Sanz et al, 1999;Tobal et al, 2001). Tampoco 

resulta informativa la reducción de la masa tumoral calculada por la diferencia en NCN 

entre la post-inducción y el diagnóstico, a diferencia de lo que ocurre con otro tipo de 

leucemias como la LLA Philadelphia positivo o la LMA con t(8;21) donde una reducción 

mayor de dos logs del número de copias postinducción identifica los pacientes con 

mejor supervivencia global y libre de enfermedad  (Tobal & Liu Yin, 2006). La falta de 

utilidad clínica de este parámetro en postinducción, se puede atribuir en parte al tipo de 

terapia, ya que el ATRA, a diferencia de otros tratamientos citotóxicos, promueve la 

maduración de células LPA en lugar de su eliminación (Zhu et al, 2001;Sanz, 2006).  

 

 Respecto al análisis post-consolidación, existe consenso sobre el alto riesgo de 

recaída en los pacientes con una prueba de RQ-PCR positiva, particularmente al 

finalizar el tercer ciclo de consolidación (Grimwade & Lo-Coco, 2002;Lee et al, 2006;Lo-

Coco et al, 1999;Sanz et al, 2005b). Sin embargo, el bajo número de casos positivos al 

final de la consolidación limita su utilidad práctica, tal y como lo señala nuestro estudio y 

otras series de pacientes publicadas (Breccia et al, 2004;Sanz et al, 2004). Cabe 

destacar un trabajo de Lee y colaboradores donde se cuantifica el PML-RARα al 

finalizar cada ciclo de consolidación y de esta forma demuestran que un nivel de ERM 

superior a 10-3 después del primer ciclo de consolidación se asocia a un peor pronóstico 

(Lee et al, 2006). Este dato es equivalente al valor de 10 NCN en nuestro estudio. 

  

 



_______________________________________________________________Discusión 

   107  

 Durante la terapia de mantenimiento o después de finalizada la misma, una 

prueba de RQ-PCR positiva, se asoció a una mayor probabilidad de recaída y menor 

supervivencia. En estas fases, se pudo establecer tres grupos de riesgo según el valor 

de NCN de PML-RARα con base en los protocolos de Europe Against Cancer (Gabert 

et al, 2003). Aquellos pacientes con NCN<1 durante mantenimiento o fuera de 

tratamiento presentaron un pronóstico muy favorable. Por el contrario, los pacientes con 

NCN>10 se asociaron a un pronóstico adverso, ya que todos ellos recayeron. Estos 

resultados coinciden con los datos comunicados en forma preliminar por Cassinat y 

colaboradores (American Society of Hematology 2006, Abstract 2206), los cuales 

demuestran que los pacientes LPA con <10 copias no recayeron, mientras que el 100% 

de los casos con más de 100 copias sí recayeron. Las discrepancias en el punto de 

corte se pueden deber a que la normalización del número de copias de PML-RARα se 

hizo con dos genes control diferentes (PBGD vs ABL). 

 

Además de los subgrupos antes descritos, en nuestro estudio observamos un 

tercer subgrupo de riesgo intermedio que incluía pacientes con al menos una prueba 

molecular con NCN entre 1 y 10 en la fase de mantenimiento o una vez concluído el 

tratamiento. Dentro de este grupo hubo un alto riesgo de recaída si la prueba positiva se 

confirmaba con una segunda muestra o se detectaba una prueba positiva por RT-PCR 

cualitativa. Si la primera prueba positiva no se confirmaba, se podía considerar un falso 

positivo, ya que los 11 casos bajo esta condición se mantuvieron en remisión completa. 

Asimismo, cabe destacar que con la RQ-PCR no se observaron falsos negativos 

durante mantenimiento o posterior a esta fase. Por el contrario, sí se observaron casos 

de falsos positivos (n=3) y falsos negativos (n=2) con la RT-PCR cualitativa. Aunque en 

términos generales, tanto en nuestro estudio como en un reporte reciente con 31 

pacientes LPA (Liu et al, 2006), se observó una buena correlación entre RQ-PCR y RT-

PCR, es importante recalcar que la mayor especificidad y la fácil estandarización de la 

RQ-PCR sugieren que esta técnica sería la de elección en el estudio de ERM.  

Cabe destacar que todos aquellos pacientes con resultados positivos por ambas 

técnicas, presentaron una recaída hematológica en el transcurso de los siguientes 4 
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meses. Esto reafirma la necesidad de un seguimiento frecuente (al menos cada 4 

meses) en los pacientes LPA. Debido a que el presente estudio analizó tanto pacientes 

en fase de mantenimiento como fuera de tratamiento, y en ambos casos se encontró el 

mismo patrón de rápidas recaídas posterior a pruebas moleculares positivas, se puede 

concluir que la recomendación consenso sobre evaluar ERM cada 3 meses durante 

mantenimiento (Diverio et al, 1998;Gallagher et al, 2003;Jurcic et al, 2001;Sanz et al, 

2005b) se debería extender a los dos años posteriores al tratamiento, aunque para este 

período la evaluación podría hacerse menos frecuentemente (cada 4 o 5 meses). Esta 

recomendación excluye a aquellos pacientes con conteos de leucocitos mayores a 

50x109/L al diagnóstico, cuyo seguimiento debe ser más estricto, por ejemplo cada 2 o 3 

meses (Sanz et al, 2005b). Finalmente, es importante acotar que las observaciones aquí 

expresadas deben ser consideradas en el marco de esquemas de tratamiento similares 

a los protocolos LPA-96 y LPA-99 del grupo PETHEMA.  
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1. Con relación a los marcadores moleculares con valor pronóstico en LMA 

cariotipo normal 
1.1. La sobreexpresión del gen PRAME define un grupo de mejor pronóstico dentro 

las LMA de cariotipo normal, mientras que la sobreexpresión de los genes 

ERG y EVI1 confieren un pronóstico adverso en el mismo grupo de pacientes. 

 
1.2. El diseño de un sistema de puntuación basado en la expresión de los genes 

ERG, EVI1 y PRAME permite establecer una estratificación de riesgo en los 

pacientes con LMA de cariotipo normal. Estos datos avalan la determinación 

de estos tres marcadores en la valoración pronóstica de los pacientes con LMA 

cariotipo normal. 

 

1.3. La sobreexpresión del gen FOXO3a identifica un grupo de pacientes con LMA 

de cariotipo normal de pronóstico adverso, lo cual eventualmente podría servir 

para mejorar la estratificación de riesgo de estos pacientes basada en 

marcadores moleculares 

 
 
2. Con relación a los marcadores moleculares con valor pronóstico en Leucemia 

Promielocítica aguda (LPA)  
2.1. La sobreexpresión del gen PRAME al diagnóstico es un factor pronóstico 

favorable e independiente en LPA, identificando subgrupos pronósticos incluso 

dentro de los casos de LPA de bajo riesgo.  

 
 

3. Con relación al estudio de enfermedad residual mínima (ERM)  en LPA/LMA-M3 

3.1. La cuantificación del número de copias normalizado (NCN) del gen PML-RARα 

en LPA permite establecer una estratificación de riesgo de recaída, 

particularmente durante la terapia de mantenimiento y fuera de tratamiento, 

donde una prueba de RQ-PCR mayor a 10 NCN o bien cualquier prueba 

positiva confirmada con una segunda muestra, es altamente sugestivo de una 

recaída hematológica en los siguientes 4 meses.  
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