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Resumen

Introduccion: la leucemia promielocitica aguda es un subtipo de leuce-
mia mieloide aguda caracterizada por la presencia de una translocacién
entre los cromosomas 15 y 17 que provoca la formacién de un gen fu-
sion denominado PML/RARa. Determinar la presencia de este gen fusion
es critico para estos pacientes ya que su presencia hace el diagndstico
de la enfermedad, aun sin tener resultados de patologia. Con esta inves-
tigacion se busca ajustar e implementar una prueba altamente sensible
y especifica para la deteccion del reordenamiento PML/RARa. Métodos:
a partir de sangre periférica se extrajo RNA de pacientes diagnosticados
con leucemia mieloide aguda en dos instituciones de Antioquia (Colombia).
Se realiz6 RT-PCR anidada para la deteccion de PML/RARQ, ajustando un
protocolo previamente publicado. Resultados: se ajusté y estandarizé un
meétodo para detectar mediante RT-PCR el gen fusién PML/RARa. Mediante
esta técnica se logro identificar la traslocacion en cuatro pacientes (22 %)
de la cohorte estudiada. Conclusiones: los resultados estan de acuerdo
con estudios previos. La deteccién de esta y otras alteraciones citogené-
ticas mediante pruebas moleculares permitira tener informacién valiosa
a nivel de diagndstico y prondstico de los pacientes con leucemia mieloide
aguda en Antioquia.

Palabras clave: Leucemia mieloide aguda; Leucemia promielocitica aguda;
RT-PCR anidado; PML/RARa.

Abstract

Introduction: acute promyelocytic leukemia is a subtype of acute myeloid
leukemia characterized by the presence of a translocation between chro-
mosomes 15 and 17, which causes the formation of a fusion gene called
PML/RARa. Determining the presence of this fusion gene is critical for
these patients, since their presence makes the diagnosis of the disease,
even with no pathology results This research seeks to adjust and imple-
ment a highly sensitive and specific test for the diagnosis of this cytoge-
netic abnormality. Methods: peripheral blood samples from patients diag-
nosed with acute myelocytic leukemia were collected in two institutions of
Antioquia (Colombia), from which RNA was extracted and nested RT-PCR
was performed, adjusting a previously published protocol. Results: we ad-
justed and standardized a method to detect the PML/RARa fusion gene by
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La leucemia promielocitica
aguda se caracteriza por pre-
sentar un reordenamiento en
el cualel gen RARa (17g21.2)
se fractura en el extremo %
y se fusiona con el extremo
3" del gen PML (15qg24.1),
formandose asi el gen fusién
PML/RARa.

RT-PCR. Using this technique, translocation was identified in four patients (22%) of
the studied cohort. Conclusions: our results agree with previous studies. The detec-
tion of this and other cytogenetic alterations by means of molecular tests will allow
to have valuable information at the level of diagnosis and prognosis of patients with
AML in Antioquia.

Keywords: | eukemia, Myeloid, Acute; Leukemia, Promyelocytic, Acute; Promyelocytic
Leukemia Protein; Polymerase Chain Reaction.

Introduccion

La leucemia promielocitica aguda es un subtipo de leucemia mieloide aguda ca-
racterizada por una proliferacién y acumulacion de promielocitos anormales en la
medula 6sea, causando una deficiencia en la produccién normal de eritrocitos, leu-
cocitos y trombocitos (1).
Es una rara enfermedad que se presenta entre el 10-15 % de los adultos con leucemia
mieloide aguda, con una frecuencia de 600-800 casos/ano en los Estados Unidos (2).
En Madrid (Espana) la incidencia de leucemia promielocitica aguda es del 23 % sobre
el total de pacientes con leucemia mieloide aguda, una incidencia mayor en compa-
racion con otras regiones de Europa del norte (3). Estudios realizados en paises lati-
noamericanos han demostrado que esta enfermedad tiene una alta frecuencia entre
los pacientes con leucemia mieloide aguda: en Lima (Pert) se presenta en el 22 % de
los casos; en México el 20 %, y en Venezuela el 27,8 % (4). En Colombia hay reportes
gue senalan que la leucemia promielocitica aguda corresponde alrededor del 12 % de
todas las leucemias mieloides agudas (5).

La leucemia promielocitica aguda se caracteriza por presentar un reordenamiento
en el cual el gen RARa (17g21.2) se fractura en el extremo 5’y se fusiona con el ex-
tremo 3" del gen PML (15q24.1), formandose asi el gen fusion PML/RARa. El punto
de ruptura del cromosoma 17 ocurre en el intrén 2 del gen RARa, uniéndose al cro-
mosoma 15 en uno de tres posibles puntos de ruptura ubicados en el gen PML, en el
intrén 6 (ber1), en el exén 6 (ber2) y uno en el intrén 3 (ber3) (figuras 1,2) (6).

PML (15922

Ill |2| 3 4 56 7 8 9
ber3
L5 kb ber2  berl
i -0,3 kb -2kb

Figura 1. Esquema de la estructura exdn/intrén del gen PML con los posibles sitios de
ruptura: intrén 6 (bcr1), exén 6 (bcr2) e intrén 3 (ber3). (Figura adaptada de referencia 7)
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Figura 2. Esquema de la estructura exdn/intrén del gen RARQ, con el sitio de ruptura en el
intron 2. (Figura adaptada de referencia 7)
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El diagndstico definitivo de la
leucemia promielocitica agu-
da se basa en la deteccion
del gen fusion PML/RARa
mediante técnicas molecula-
res o la presencia de la tras-
locacion (15;17) mediante la
citogenética convencional.

A pesar de que existe tratamiento efectivo, la enfermedad sigue estando asociada a
una alta incidencia de muerte prematura debido a la frecuente aparicién de hemo-
rragias fatales (8). El sindrome hemorragico se desarrolla méas frecuentemente en
pacientes con un recuento de leucocitos mayores de 10*107 células/L (9).
Los analisis morfolégicos e inmunofenotipicos por citometria de flujo son estudios
importantes que definen inicialmente el subtipo de leucemia mieloide aguda. Sin
embargo, el diagndstico definitivo de la leucemia promielocitica aguda se basa en la
deteccion del gen fusion PML/RARa mediante técnicas moleculares o la presencia
de la traslocacién (15;17) mediante la citogenética convencional (10-12).

Existen distintas técnicas citogenéticas con las que se puede detectar PML/RARQq;
entre éstas se encuentra el analisis de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH,
por sus siglas en inglés), en el cual se usan sondas que marcan los cromosomas y
emiten fluorescencia. Esta técnica es una de las mas utilizadas para la deteccién del
gen fusion PML/RARay las distintas variantes del gen RAR@; ademas puede mostrar
la proporcién de células que tienen el gen fusién (13,14).

Igualmente, la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés) utiliza la amplificacién enzimatica de &cidos nucléicos por medio de ceba-
dores especificamente disenados para el fragmento génico que se quiere amplificar,
en este caso PML/RARa. Este método es muy rapido, ya que arroja resultados de
tres a seis horas aproximadamente. También ha mostrado tener una sensibilidad y
una especificidad entre el 96-100 %, amplificando directamente la regidon objetivo
de una muestra de cDNA, por lo que resulta util para el monitoreo confiable de la
enfermedad minima residual (EMR) (14-16).

Otra de las ventajas de esta técnica es que puede localizar el punto de ruptura del
gen PML (17). Sin embargo, esta técnica no permite determinar el radio de células
gue tienen el gen fusion y tampoco se pueden identificar muestras de mala calidad
que puedan dar lugar a resultados falsos negativos (18).

Todas las opciones antes mencionadas son altamente especificas. Sin embargo, la
citogenética es menos sensible que las demas. En términos de rapidez, especificidad
y sensibilidad, las pruebas FISH y la inmunotincion con anticuerpos monoclonales
anti-PML son altamente eficientes para confirmar el diagnoéstico de leucemia pro-
mielocitica aguda. No obstante, la reaccién en cadena de la polimerasa con trans-
criptasainversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés) complementa estas técnicas, per-
mitiendo la definicion del tipo de isoforma PML/RARa y la evaluacién de EMR (16).

El interés en el desarrollo de pruebas moleculares para la deteccién de PML/RARQ,
se ha enfocado sobre todo en la evaluacién de EMR en leucemia mieloide aguda.
El consorcio de investigacion BIOMED-1 ha logrado desarrollar pruebas de RT-PCR
para la deteccién de varios transcritos fusion relacionados con diferentes tipos de
leucemia mieloide aguda, incluyendo PML/RARa. En este ensayo se utiliza una PCR
anidada, mediante la implementacion de una PCR externa que flanquea todos los
sitios posibles de ruptura descritos, seguidas por una PCR interna que permite au-
mentar la sensibilidad de los ensayos y determinar el sitio de ruptura (19). Esta PCR
tiene una sensibilidad de 10 (deteccion de una célula leucémica entre 10° células
normales), obteniéndose productos amplificados que oscilan entre 178-1300 pb, fa-
cilmente identificables por electroforesis en gel de agarosa.
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Estudio de corte transversal
se recolectaron muestras de
sangre periférica de pacien-
tes diagnosticados con leu-
cemia mieloide aguda, para
ajustar e implementar me-
diante RT-PCR anidada.

Este mismo consorcio ha desarrollado también pruebas estandarizadas por PCR
en tiempo real, que ademas de permitir la determinacion de la presencia del trans-
crito fusion y el tipo de ruptura génica, cuantifica la presencia del transcrito para
determinar la enfermedad minima residual que esta directamente relacionada con
el prondstico y seguimiento del paciente (20).

Debido a las distintas repercusiones que ocasiona esta enfermedad y a su frecuencia
entre los subtipos de leucemia mieloide aguda, se ve la necesidad de una prueba
gue complemente las técnicas desarrolladas para su diagnostico.

Materiales y métodos

Pacientes

En este estudio de corte transversal se recolectaron muestras de sangre periférica de
pacientes diagnosticados con leucemia mieloide aguda, para ajustar e implementar
mediante RT-PCR anidada, la deteccién de PML/RARa basados en un protocolo pre-
viamente establecido (19). Los pacientes formaron parte del proyecto “Evaluacion
de marcadores moleculares, proteémicos y epigenéticos en pacientes con leucemia
mieloide aguda antes y después de tratamiento”. Dentro de los criterios de seleccion
de éstos se tuvo en cuenta que fueran pacientes con diagndstico de leucemia mieloide
aguda de novo, reciente, sin haber recibido tratamiento de induccién, no tener ante-
cedentes de enfermedades neoplasicas, ser mayores de 18 anos y que no tuvieran
un diagndstico de leucemia mieloide aguda secundiaria a sindrome mielodisplasico.
Todos los pacientes firmaron consentimiento informado. Este trabajo fue financiado
por Colciencias (contrato 669-2014) y cont6 con el aval ético de las instituciones par-
ticipantes. El trabajo fue realizado por el ITM en colaboracidn con el Hospital Manuel
Uribe Angel (Envigado, Antioguia) y la Clinica Sémer (Rionegro, Antioquia) entre los
anos 2015-2017. Las historias clinicas de los pacientes incluidos fueron revisadas
para verificar algunas variables clinicas y paraclinicas.

Extraccion de RNA y retrotranscripcién

A partir de una muestra de 6 mL de sangre venosa periferica se realizé la extraccion
de RNA con el kit Trizol LS (Thermo Fisher Scientific - US) de acuerdo con las re-
comendaciones del fabricante. El RNA obtenido se cuantific6 mediante Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific - US) a 260 nm y su calidad fue evaluada mediante
analisis de la relacién 260/280 y 260/230. A partir de 500 ng de RNA se realiz6 re-
trotranscripcion mediante la enzima RevertAid reverse transcriptase (Thermo Fisher
Scientific - US), random primers (Qiagen - US) y dNTPs (Thermo Fisher Scientific - US).
En resumen, el programa de PCR se configurd asi: 10 minutos a 25°C, seguido de 60
minutos a 42°C y finalmente 10 minutos a 70°C. Se almacenaron los cDNA resultantes
a -20°C para su posterior uso.

PCR para deteccién del gen fusion PML/RARa

Para el ensayo de RT-PCR anidada se utilizaron seis primers, de los cuales cuatro se
unen a la porcién del gen PML (PML-AT, PML-A2, PML-C1y PML-C2) y los otros dos al
gen RARa (RARa-By RARa -D) (figura 3). Con estos, se logra formar cuatro conjuntos
de primers A1-B, A2-B, C1-D y C2-D. La PCR A1-B/C1-D genera productos de 214 pb
y 178 pb para bcr1 y bcr2, respectivamente; mientras que A2-B/C2-D produce am-
plificados de 688 pb, 652 pby 289 pb para bcr1, ber2 y ber3, respectivamente (19).

A partir de 2uL de cDNA en solucion con buffer 1X, 25 mM de MgCL,, 0,2 mM de dNTPs y 5
U/uL de Taq polimerasa para un volumen final de 25 pl, se realizd inicialmente una PCR
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Dentro del estudio hubo 12
mujeres y seis hombres,
con edades entre los 18y 67
anos (promedio de 46 anos).
El 27,7 % fueron diagnosti-
cados con leucemia promie-
locitica aguda, con una edad
promedio de 41 anos.

externa utilizando los primers AT o A2 y el primer B, a una concentracion 0,4 uM. Luego
se realizd la PCR interna a partir de 1ul del producto resultante en la PCR externa
con los mismos reactivos y las mismas concentraciones mencionadas anteriormente
y los primers C1 o0 C2 y el primer D. En todos los casos se incluyé un control negativo.
El protocolo de amplificacién para ambas PCR se realizé con el BIO-RAD C1000 Touch
Thermal Cycler y se configurd asi: 95°C por 30 s, seguido por 30 ciclos de 94°C por
30 s, 65°C por 60 s, 72°C durante 60s por 30 ciclos; teniendo en cuenta el protocolo
de referencia (19).

berl 2 3 [ 5 6 I 3 1
1737 450
ber2 2 3 I 5 | 6 3 ¢
ber3 2 e e 1 il i
1263 150
— —_— -
PML A2 PML Al RARA B
969 1438 185
PML C2 PML C1 RARA D
997 1546 196

Figura 3. Diagrama de los tres tipos de transcrito PML-RARA

Los numeros bajo el transcrito del gen fusion corresponden a

la posicidn del nucledtido donde se da el empalme exdn-exon.

Las celdas amarillas corresponden a los exones del gen PML

y la verde al exon del gen RARA. Las seis flechas indican la

posicion relativa de los cebadores y los nimeros en ellas,

se refieren a la posicion de nucledtidos (5') de cada cebador.
(Figura adaptada de referencia 19).

Analisis estadistico

Se tomaron todas las variables cuantitativas de los datos clinicos de todos los pa-
cientesy se comparo el promedio de cada variable para los pacientes diagnosticados
con leucemia promielocitica aguda versus pacientes con otro subtipo de leucemia
mieloide aguda por medio del software RStudio 1.1.453. La prueba de normalidad se
realizé con el test Shapiro Wilk y las comparaciones se realizaron usando la prueba
t de Student para las variables con distribucion normal y la prueba u Mann Whitney
para los datos con distribucién no normal. Los valores de p inferiores a 0,05 indica-
ron significancia estadistica.

Resultados

El cuadro 1 resume las caracteristicas clinicas de los pacientes con leucemia mie-
loide aguda al momento del diagndéstico por medio de inmunofenotificacién, antes
del inicio del tratamiento de induccién. Dentro del estudio hubo 12 mujeres y seis
hombres, con edades entre los 18 y 67 anos (promedio de 46 anos). EL 27,7 % fueron
diagnosticados con leucemia promielocitica aguda, con una edad promedio de 41
anosy por debajo de la edad promedio de los pacientes con otros subtipos de leuce-
mia mieloide aguda (49,1 anos).
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

Edad

(afos)

42

62

35

28

62

18

65

53

46

30

50

64

67

18

59

60

49

36

Sexo

M

Cuadro 1. Datos demograficos y clinicos

E w g 0 g g 2

O o= 3 E A~ S

. o T =3 S84 T3 2S5 ¢

Tipo Citogenética S 8% I 2% =2gw S

) - SIS - o X o 8

i 3% ET &% 838 &

g 32 & X g &

LPA No se obtuvieron metafases, 2872 85 59 85

FISH negativo ' ' No

LPA Sin dato + 6,39 6,5 10 60 Si
LPA Sin dato + 1,76 6.8 24 32 No hay dato

M2 46 XX (20 Metafases) - 2,09 10,9 85 52 No

M1 No se obtuvieron metafases - 1,78 8,5 24 54 Si

M1 M2 No crecimiento - 21,23 7.7 212 74 No

46, XX (6 metafases) e
Ma Hipodiploides (4 metafases) 9.87 83 218 38 No

46 XX (5 Metafases), 1(8,21)
M2 (922;922) (15 Metafases) - 138 7 13 20 No

M2 46, XY (25 Metafases) - 7.11 6,5 32 68 No
FISH Positivo Para .
LPA PML-RARA - 12,17 10 24 - Si
45 XY, add(3p?),-5[10],-15
M1 M2 [2]+m[2]lcp1 0] - 5,04 11,3 245 47 No
Sin dato No Crecimiento - 1,78 7,2 155 84 Si
M1 45, X, 1(8;21)(g922;922) (9 12952 92 159 6 No
Metafases)
M1 46, XX (20 Metafases) - 3,65 5,2 8 26 No
MO M1 Sin dato - 7582 9 89 65 No
LMA con cambios Sin dato - 162 48 26 11 No
mielodisplasicos
M2 FISH para PML/RARA ) 9.03 5 8 965 No
negativo
LPA PML-RARA positivo por gPCR ~ + 6,61 10,9 257 96.43 No

LAP: leucemia promielocitica aguda. LMA: leucemia mieloide aguda

En promedio, la realizacion de la prueba de PCR tomo tres horas, sin incluir el proceso
de extraccion de RNA. De los cinco pacientes con leucemia promielocitica aguda,
tres (60 %) fueron confirmados para el transcrito PML/RARa con el ensayo RT-PCR y
solo uno (# 18) habia sido positivo para en el ensayo FISH. El paciente # 10 también
presento, en el analisis citogenético, la t(15;17), sin embargo, no se logré la deteccion
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Cuatro pacientes fueron po-
sitivos para la presencia de
PML/RARa.

con el ensayo de RT-PCR. El paciente # 1 fue diagnosticado con leucemia promielo-
citica aguda, aunque no presentd el transcrito PML/RARa en el analisis citogenético,
ni en el ensayo de PCR. Sin embargo, el ensayo FISH detectd una senal verde (RARa)
extra en 75/200 nucleos que fueron analizados, indicando que existe un re-arreglo
(tipo translocacion o trisomia) que involucra Unicamente al cromosoma 17, razén
por la cual no fue detectada por ninguna de las técnicas anteriores.

Cuatro pacientes fueron positivos para la presencia de PML/RARa. De estos, tres ha-
bian sido diagnosticados con leucemia promielocitica aguda ya fuera por hallazgos
morfoldgicos o por la presencia del gen fusién por medio de otra técnica (FISH o PCR).

En la figura 4 se observa que los pacientes # 2 y 3 presentaron el transcrito fusién
PML/RARaq, con punto de ruptura bcr1, ya que en la PCR externa el tamano fue de

688 pb utilizando la pareja de primers (A2-B)(C2-D), y en la PCR interna se obtuvo un
producto de 214 pb mediante la pareja de primers (A2-B)(C1-D) (19).

688pb

214 pb

C1-b (2-b

Figura 4. Amplificacién de PML/RARa con los conjuntos de primers C1-D (izquierda)
y C2-D (derecho) en los pacientes # 2 y 3 con el tipo de ruptura bcr1

MPM: Marcador de peso molecular de 100 pb. Pb: pares de bases

El paciente # 6 resulto positivo para PML/RARa con el tipo de ruptura ber3. La am-
plificacion mediante el conjunto de primers (A2-B) (C2-D), los cuales amplifican el
punto de ruptura de PML en bcr3, resulté en un tamano de 289 pb, aproximada-
mente (figura b). El paciente 18 también fue positivo para PML/RARa al amplificar la
muestra con el conjunto de primers (A2-B) (C2-D) con un tamano de 688 pb, por lo
que se estima que el punto de ruptura de PML también es bcr1 (figura 6).
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MPM

289 pb

Figura 5. Amplificacion de PML/RARa en el paciente 6 con el tipo
de ruptura bcr3. MPM: marcador de peso molecular 100 pb.

MPM 18

Figura 6. Amplificacion de PML/RARa en el Paciente 18 con el
tipo de ruptura bcr1. MPM: marcador de peso molecular 100 pb.
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Se logro identificar el punto
de ruptura del gen en todos
los ensayos positivos, dado
que ésta es una técnica que
permite la definicién del
punto de ruptura del gen
PML, lo cual es util para la
realizacién de un monitoreo
molecular confiable.

Discusion

En este trabajo se detectd el transcrito fusién PML/RARa por medio de RT-PCR ani-
dada en tres de cinco casos diagnosticados anteriormente con leucemia promieloci-
tica aguda. En uno de los casos no detectados (#1) que ya habia sido diagnosticado
por inmunofenotificacion con leucemia promielocitica aguda no hubo evidencia de la
t(15;17) con FISH ni con el ensayo de PCR anidada. Hipotéticamente, se asume que
este hace parte del porcentaje de pacientes con leucemia promielocitica aguda que
no presentan la t(15;17), si no un rearreglo que solo involucra el gen RARa y otros
genes asociados; es por eso que probablemente no se detecta el transcrito fusién
con ninguna de las técnicas que se utilizaron. Y es que hasta ahora estas transloca-
ciones variables son muy poco frecuentes y los algoritmos estadndar de laboratorio
de diagnostico no incluyen sondas o cebadores especificos para diagnosticar estas
variantes raras (13).

El segundo falso negativo (#10) puede estar explicada por dos motivos: primero,
cabe la posibilidad de que haya sido por degradacion del RNA y segundo, por el tipo
de sonda que se utilizé en el ensayo FISH, la cual pudo haber sido mucho mas es-
pecifica para la secuencia especifica de este paciente que la secuencia de primers
utilizada para el ensayo de RT-PCR. Se requiere realizar un estudio de cohorte de
mayor tamano para determinar la proporcién precisa de falsos positivos y falsos
negativos por esta técnica basada en PCR (21).

Existen estudios en donde al realizar el ensayo FISH se obtiene un resultado positivo,
pero al hacer el estudio con RT-PCR, este se vuelve negativo, lo cual se ve explicado
por la misma existencia de reordenamientos del gen RARa a nivel del DNA (22).

Se logr¢ identificar el punto de ruptura del gen en todos los ensayos positivos, dado
gue ésta es una técnica que permite la definicidn del punto de ruptura del gen PML, lo
cual es Util para la realizacién de un monitoreo molecular confiable. En este estudio
no se valoro la enfermedad minima residual, aunque esta técnica puede ser utilizada
para este tipo de evaluacion. Al utilizar esta técnica para hacer un seguimiento me-
joran significativamente la capacidad de identificar pacientes con mayor riesgo de
recaida (23).

Cuatro pacientes de la cohorte murieron, ninguno de los cuales tuvo diagndstico cito-
genética de la enfermedad al momento del fallecimiento (el paciente # 10 tuvo diag-
nostico post-mortem). Estudios previos han reportado que el no tener un resultado
citogenética definido es un factor que se asocia a mal prondéstico en los pacientes con
leucemia mieloide aguda y también una mayor tasa de muerte temprana (24).

La ausencia de resultados citogenéticos definidos depende de mdultiples factores
como el hallazgo de pocas metafases disponibles para el analisis, demasiado tiempo
en transito de la muestra, temperatura extrema de exposicién durante el transporte,
error de etiquetado, muestra hemolizada o recuento bajo de células, entre otros. Se ha
reportado que estas variables que llevan a una falla en el analisis citogenético predi-
cen una respuesta deficiente a la quimioterapia y deben considerarse una caracteris-
tica de alto riesgo (25). Por eso se considera que el ensayo propuesto en este estudio
es una alternativa valida frente a las pruebas citogenéticas, dado que la RT-PCR brinda
un resultado confiable con el que se puede dar un diagndstico rapido y preciso para
estos pacientes.
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Los resultados de este es-
tudio sugieren que el uso
de este protocolo de RT-PCR
anidada es una alternati-
va diagndstica que permite
la deteccion del gen fusion
PML/RARa, en pacientes
con leucemia promielocitica
diagnosticada por citometria
de flujo.

En conclusién, los resultados de este estudio sugieren que el uso de este protocolo
de RT-PCR anidada es una alternativa diagnostica que permite la deteccion del gen
fusion PML/RARa, en pacientes con leucemia promielocitica diagnosticada por ci-
tometria de flujo. La implementacién de pruebas moleculares para esta alteracion
citogenética redundaria en toma de decisidn terapéuticas mejor informadas, que por
ende mejorarian el pronostico de los pacientes.
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