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I. INTRODUCCION.

Las leucemias agudas son un grupo heterogéneo de enfermedades o
padecimientos que se caracterizan por la proliferacion incontrolada vy
acumulacion de células inmaduras de la sangre, debido a la alteracién de un clon
celular, que surge de un progenitor hematopoyético y que generalmente origina
un estado de insuficiencia medular, por lo que se las considera entidades

sistémicas desde su diagndstico.”'?%2

Tradicionalmente, las leucemias agudas se dividen en mieloides (LMA) y
linfoides (LLA), fomando en cuenta la célula madre de la cual se originan, es asi,
que las tinciones especiales, los marcadores de superficie y el inmunofenotipo,
han contribuido notablemente para lograr el diagndstico y clasificacion de las
leucemias en forma mds precisa, no dejando de lado los estudios bdsicos,
como son el cuidadoso examen de los frotis de sangre periférica y de médula

0sea, ya que siguen teniendo gran importancia en nuestro medio. 2

El objetivo principal del diagnéstico es el poder establecer el tipo de leucemia
y asi asignar al paciente a un determinado tratamiento antineopldsico y
erradicar el clon leucémico, restableciendo asi, la hematopoyesis normal en la
médula dsea, lo cual es posible lograr, siempre que se apliquen tratamientos
adecuados a los diferentes grupos pronésticos. El avance tecnoldgico en la
Ultima década se ha reflejado tanto en el desarrollo de técnicas especificas
para la identificacion de las leucemias, como en el uso de nuevos agentes
farmacoldgicos y bioldgicos, lo cual en conjunto, resulta en mejores formas de

tratamiento para las leucemias agudas, en donde ya no es suficiente el hecho



de lograr remisidn, sino, alcanzar sobrevidas mds prolongadas e incluso mayor

porcentaje de curaciones.’

Dentro de los aspectos importantes a tomar en cuenta, cuando se planea el
fratamiento de un paciente con leucemia aguda debemos tomar en cuenta la
clasificacion bioldgica de la leucemia en base a caracteristicas citoquimicas,
inmunofenotipo, citogenética y alteraciones genéticas moleculares que
permiten la definicion de grupos de riesgo sobre la base de factores de
impacto pronéstico conocido para posteriormente realizar la evaluacion de

enfermedad minima residual para la definicién de remisién completa”®.

Historicamente, los factores prondsticos y el manejo de esta enfermedad se
decidian sobre la base de la morfologia celular, los pardmetros de la citometria
hemdatica y los datos clinicos, siendo pilares fundamentales en la
caracterizacién de neoplasias hematoldgicas y en muchos casos suficientes
para establecer el diagnéstico. Los avances en el andlisis de inmunofenotipo por
citofluorometria multiparamétrica, la citogenética, la genética molecular y la
aplicacién combinada de todos ellos, para caracterizar las células leucémicas,
no solo han aumentado el conocimiento de la biologia o la patobiologia de las
leucemias agudas, sino que también han contribuido a una mds fina clasificacion
de los subtipos de la leucemia aguda y la identificacién de distintas entidades
clinico-patoldgicas, permitiendo el disefio y desarrollo de esquemas vy
estrategias de tratamiento mds especificos para cada subgrupo ya que es
reconocida la heterogeneidad de las leucemias agudas y sus implicaciones en el

prondstico®*°.



El concepto de enfermedad minima residual fue introducido para estimar el
nimero real de células leucémicas después del tratamiento y en torno a ello
mejorar el manejo y tasas de curacién. El beneficio potencial de la deteccidn
de la enfermedad minima residual durante la quimioterapia jugaria un rol
importante en cuanto a su valor predictivo y subsecuente recaida, los métodos
anteriormente mencionados contribuyen en la deteccion de blastos residuales,

lo cual puede facilitar ciertas estrategias de tratamiento. *1142Y 30

El presente trabajo tiene como objeto evaluar la evolucién de pacientes con
Leucemia laguda tfomando en cuenta el inmunofenotipo de los blastos en el
momento del diagndstico y posteriormente al final de la fase de induccién del

tratamiento respectivo.



II . MARCO TEORICO.

A. ANTECEDENTES.

El reconocimiento de la heterogeneidad de las leucemias agudas y sus
implicaciones en el prondstico ha obligado a realizar numerosos estudios
incluyendo el fenotipo inmunoldgico de las células neopldsicas como lo
demuestran estudios realizados en el Jude Children’s Research

Hospital'#°1920

En términos generales y a pesar de estos notables progresos, los resultados no
han sido igual de espectaculares en todos los casos, ya que alrededor del 10 %
de los pacientes no respondieron o lo hicieron pobremente a la terapia de
induccion de primera linea, es asi que la valoracion de ciertos factores con
valor pronéstico se encuentran intimamente relacionados con la respuesta al
tratamiento, por lo tanto la identificacion en la fase inicial de grupos de riesgo
como lo han demostrado estudios en el periodo entre 1987-1991en la ciudad de
Buenos Aires, de los 10 parametros que emplearon como factores prondsticos
se identifico que solo 1 de ellas tenia verdadero valor directamente asociado

(desnutricion).

Si bien la clasificacién en grupos de riesgo es importante para el prondstico,
también debe tenerse en cuenta otros factores. Es evidente que los
porcentajes de remisién, la mediana duracién de la remision completa y la
supervivencia en los pacientes leucémicos en nuestro pais son menores que los

informados en paises desarrollados. Son varios los factores que podrian



explicar estas diferencias . algunas expresiones de los pardmetros de conducta
en nuestro pais, como la blisqueda precoz de atencion médica, o la falta de
acato de las indicaciones médicas, o el incumplimiento de las drdenes médicas,

resultan francamente inadecuados.

Es asi que no se ha reportado en nuestro medio estudios que permitan realizar
un valoracion del inmunofenotipo durante la fase de induccién del tratamiento,
lo cual desde luego nos permitiria encontrar la presencia de Blastos residuales

o alguna alteracién genética de algln fenotipo post tratamiento®.

B. ETIOLOGIA.

No existe una sola etiologia que dé cuenta de todas las Leucemias, siendo
identificados varios factores de riesgo relacionados con una incidencia
aumentada, por lo que ha sido documentada en alteraciones genéticas,

exposicion a radiacién, quimicos y virus®.

1. HEREDITARIA.

Existe una predisposicion genética; en casos de gemelos idénticos, la
probabilidad de presentar leucemia es 5 veces mayor que la poblacion general,
si el otro gemelo padece la enfermedad., asi mismo, ciertas enfermedades
congénitas, con alteracién de la cromatina (cromatina inestable), se asocian con
riesgo aumentado de leucemia: Anemia de Fanconi, Sd. De Bloom, Sd. Ataxia

telangectasia, Agamaglobulinemia Congénita, Sd. Down, Sd. Klinefelter1 184,



2. QUIMICOs.
La exposicion a quimicos esta estrechamente relacionada con un incremento en
la incidencia de leucemias agudas. Es bien sabido que una exposicién prolongada
con benceno puede inducir a diferentes tipos de cdncer incluyendo la leucemia,
asi también,
el kerosén y tetracloruro de carbono, con mayor incidencia de LMA y | a

exposicién a tabaco y pesticidas dan un riesgo mayor de LLA?.

3. DROGAS.
La asociacién principal, es con medicamentos usados en el tratamiento de otros
cdnceres, variando su incidencia y mecanismo de produccion, segun el tipo de
droga especifica.
1).- Agentes alquilantes (Melfaldn).
2).- Inhibidores de topo isomeraza IT: (Etoposido, Doxorrubicina).
3).- Inmunosupresores y factores de crecimiento: (Ciclosporina y
G-CSF)*#,
4. VIRUS.
No se han establecido relaciones directas, excepto en formas raras de
leucemia: el virus de Epstein-Barr, un virus ADN que se asocia al linfoma de
Burkitt, Leucemia de Células peludas y Leucemia de Células T, asociadas a
retrovirus identificadas con mayor frecuencia en Japén y el Caribe®?%.
C. CLASIFICACION.
Se ha establecido un sistema de clasificacion internacional para identificar el
tipo de leucemia de acuerdo al tipo de células tumorales que se identifique,

basdndose en un extendido de médula ésea tefiidos con Wright, que ofrece una

imagen amplia de toda la arquitectura y celularidad medular, ddndonos



caracteristicas morfoldgicas con limitaciones en la precisién del diagndstico,
para el pronédstico y tratamiento; por ello, las tinciones citoquimicas y la

inmunotipificacién juegan un rol importante para el diagnéstico .

En recientes publicaciones se menciona la importancia de la valoracién
inmunofenotipica para la deteccién de enfermedad residual y se desea
resaltar la confiabilidad de estos estudios.”

En nuestro medio, el diagnéstico de leucemia se realiza por evaluacion
morfoldgica de médula dsea acompafiada de caracterizaciones citoquimicas e
inmunotipificacion, pero no se tiene referencia de la investigacion de
marcadores celulares de superficie por anticuerpos monoclonales

(inmunofenotipo) para evaluar la efectividad del tratamiento.?”

Durante afios, las leucemias se han clasificado de acuerdo sélo a su aspecto
morfoldgico y sobre la base de algunas reacciones citoquimicas, lo que no
siempre lograba un diagndstico preciso. La clasificacion FAB (Franco-
Americana-Britdnica), se basa en estas caracteristicas y aunque sigue siendo la
mds usada o la base de las clasificaciones, el desarrollo de nuevas técnicas,
como la inmunocitoquimica, citogenética y biologia molecular, han permitido

reconocer algunas alteraciones mds especificas®.
1. MORFOLOGICA.

En el examen morfoldgico debe ponerse especial atencion en las
caracteristicas del nicleo: su grado de inmadurez determinado por la finura de
la cromatina, la presencia o no de nucleolos y la forma y contorno del mismo

ndcleo. La naturaleza de las inclusiones citoplasmdticas, particularmente



grdnulos primarios o secundarios, granulacién azuréfila, vacuolas y cuerpos de
Auer, son puntos clave en el diagnéstico. Igualmente, la proporcién de

citoplasma basofilico es importante para juzgar el grado de inmadurez®"*°.

En estudios por biopsia es de gran valor detectar el grado de celularidad y la
presencia y magnitud de cambio de células normales por células neopldsicas.
Ademds, los grados de fibrosis e infiltracion de grasa son consideraciones muy

importantes®?.

La clasificacién morfoldgica segin el criterio FAB, tomando en cuenta las

caracteristicas anteriormente mencionadas se observa en el Tabla 1 y 2.

Tabla 1. Clasificacion morfoldgica de las leucemias linfobldsticas agudas segin

criterio FAB
LLA-1 LLA-2 LLA-3
FRECUENCIA A: 31 % N:80% A:60%/N:17% A:9%IN:3%
MPO NEGATIVA NEGATIVA NEGATIVA
TAMANO CELULAR PEQUENO GRANDE GRANPE
HETEROGENEO HOMOGENEO
NUCLEO REGULAR IRREGULAR REGULAR
NUCLEOLOS NO VISIBLES =0 >1, prominente | =06 > 1, prominente
CITOPLASMA ESCASO VARIABLE ABUNDANTE
BASOFILIA LIGERA VARIABLE INTENSA
CITOPLASMATICA
VACUOLAS AUSENTES AUSENTES ABUNDANTES

Ref: Clinical Hematology. Theory and Procedures.Little,Brown and

Company, 1987. Boston/Toronto.



Tabla 2. Clasificacion morfoldgica de las leucemias mielobldsticas segun el

criterio FAB

LEUCEMIAS MIELOBLASTICAS AGUDAS.
CLASIFICACION FAB DESCRIPCION

MO Minimamente diferenciada: Blastos de mediano tamafio, cromatina
dispersa, nicleo con uno o dos nucleolos, morfologia similar a un
linfoblasto.

M1 Mieloblastica indiferenciada: Sin granulacion citoplasmatica.

M2 Mieloblstica diferenciada. Algunas o muchas células pueden tener
granulacion dispersa.

M3 Promielocitica: Granulacion tipica de morfologia promielocitica.

M4 Mielomonoblastica: morfologia mieloblastica y monocitica mixta.

M5 Monoblastica: Morfologia monoblastica pura.

M6 Eritroleucemia: morfologia eritroblastica predominantemente inmadura: en
ocasiones aspecto megaloblasticos.

M7 Megacarioblastica: Células con bordes irregulares que pueden mostrar
prominencias.

Ref: Clinical Hematology. Theory and Procedures.Little,Brown and

Company,1987. Boston/Toronto.

2. METODOS CITOQUIMICOS DE IDENTIFICACION CELULAR.

El estudio morfoldgico de las células hematopoyéticas, basado en la

apreciacion de las diferentes estructuras con los métodos de tincion

clasicos, ha sido ampliamente rebasada por diversas metodologias en las que

4,21

se estudian los elementos quimicos encontrados en las células™".

La citoquimica estudia la composicion quimica de la célula siendo este un

nexo de unién entre la morfologia y la bioquimica®’.
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La mayoria de las reacciones citoquimicas datan de 1830, siendo la primera
reaccién enzimdtica aplicada a la hematologia la de las oxidasas y
peroxidasas, adquiriendo un reconocido prestigio entre las células mieloides

y linfoides™.
Los compuestos que se estudiaron a continuacién se agrupan en:

- Hidratos de carbono, detectados mediante la reaccion del dcido
periddico de schiff o reaccién de PAS.

- Enzimas oxidantes, evidenciadas mediante la reaccion de las
peroxidasas.

- Enzimas hidroliticas®,
a. MIELOPEROXIDASA.
Enzima que en presencia de peréxido de hidrdgeno oxida al clorhidrato de
bencidina, pasando de su forma incolora a un derivado marrdn que se localiza en

los grdnulos (inespecificos) azuréfilos presentes desde el estadio de

mieloblasto en todas las formas evolutivas de la serie mieloide”.

b. REACCION DEL ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (P.A.S).

La reaccion de PAS se basa en el principio oxidante que convierte los grupos

oxidrilo de los dtomos de carbono adyacentes en aldehidos. Los di-aldehidos
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resultantes se combinan con el reactivo de Schiff. Esta reaccidn tiene interés

para el diagnéstico de las leucemias linfobldsticas agudas®?’.

c. ESTERASA INESPECIFICA ALFA NAFTIL ACETATO ESTERASA
(ANAE).
Son esterasas leucocitarias que hidrolizan un éster derivado del naftaleno,
entonces se libera un compuesto naftilico que se acopla rdpidamente a una sal
diazonica presente en la mezcla, lo que produce un precipitado de color
brillante en la zona de actividad enzimdtica o en sus proximidades. Esta
reaccion enzimdtica muestra gran utilidad para la identificacién de las células
de estirpe monocitica, tanto las mds maduras (monocitos e histiocitos) como

sus precursores en leucemias monociticas y mielomonociticas*#’.

d. INHIBICION DE ESTERASA INESPECIFICA CON FNa.

Las esterasa inespecificas son sensibles al FNa (Fluoruro de sodio) en las
células de estirpe monocitica, inhibiéndose la reaccion positiva en estas células
en presencia de FNa, en cambio las células linfoides son resistentes y

mantienen su positividad a pesar de la presencia del inhibidor®’.
e. ESTERASA ESPECIFICA CLOROACETATO ESTERASA.

Las esterasa leucocitarias hidrolizan un éster derivado del naftaleno. Entonces
se libera un compuesto naftélico (o naftilico) que se acopla rdpidamente a una
sal diazénica presente en la mezcla. La reaccion de la cloroacetatoestersa,
utilizando AS-D es positiva en los neutréfilos y sus precursores y débil o

negativa en los monocitos y sus precursores y en otras células sanguineas*?%’.
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Los marcadores citoquimicos mds usados para determinar y diferenciar los

blastos en las leucemias agudas se muestra en el Tabla 7.

3- INMUNOFENOTTIPO.

Durante la ontogenia de los linfocitos B y T, estas células comprometidas
adquieren y pierden moléculas de superficie, lo que representa cambios en sus
funciones metabdlicas y de adhesién, ocurriendo en varios estadios de la
diferenciacion. El proceso neopldsico que conduce a la aparicion de la leucemia
se caracteriza por una disregulacién molecular; el resultado es un fenotipo
diferente a cualquier célula normal; estas diferencias son extremadamente
variables. Muchas de las funciones de estas moléculas de superficie son aun
desconocidas; sin embargo, el contar con anticuerpos monoclonales dirigidos
contra ellas nos permitirdn su reconocimiento y la diferenciacién entre las
células normales y las células leucémicas. La inmunofluorescencia directa

permite identificar estos marcadores.’

Con el empleo de anticuerpos monoclonales v/s antigenos de superficie, se
observé en general que estos antigenos son los mismos de las células
hematopoyéticas normales en diferenciacion, pero con patrones claramente

aberrantes, que es lo que finalmente las diferencia.?2°

Las LLA fueron las primeras neoplasias en beneficiarse de los estudios
inmunoldgicos, siendo clasificadas inicialmente en B, T o nulas (no-T, no B).
Posteriormente el descubrimiento de un antigeno presente en el 70% de las

LLA infantiles (c ALLA o €D10) permitié definir un nuevo fenotipo, * comun”, al
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que pertenecian la mayoria de las LLA nulas. Ademds, todas las LLA, excepto
las Ig.sup.+, expresaban la enzima intranuclear transferasa terminal
deoxinucleotidica (TdT). A lo largo de la década de los 80 se obtuvieron
numerosos anticuerpos monoclonales que detectan los antigenos de linea
linfoide By T, demostrdndose que la mayoria de las LLA no T- no B (comunes o

nulas) son de origen B 133,

En la diferenciacién B, los primeros antigenos en aparecer son CD19 en la
membrana y CD22 a nivel del citoplasma. Inmediatamente después o incluso a la
vez aparece CD10 y mds tarde CD 2o. Posteriormente el linfocito B adquiere
cadena pesada p de inmunoglobulinas en el citoplasma para expresarla
finalmente en la membrana. De acuerdo a estos marcadores, las LLA de origen
B se clasifican actualmente en: B- precoz (CD 19+, CD22c+); comin (CD10+);
pre B (Ig.cit+) y B (Ig.sup+).Debe resefarse que aunque todas son de origen B,

el término LLA-B se reserva para las de fenotipo mds maduro Ig sup+.*

Las LLA de origen T se dividen en cuatro grupos definidas acordando el grado
de diferenciacion timica (Tabla 9). Las Pre-T se identifican por la expresién
del antigeno CD7 en la membrana o CD3 en citoplasma que son los marcadores
T mds precoces. Las restantes LLA T son de origen timico 1) El fenotipo T-
precoz se caracteriza por la adquisicion de receptor para hematies de carnero
(€D2); 2) a nivel de timocito cortical comdn la célula coexpresa los Ags CD4 y
CD8 junto a CD1, mientras que 3) el fimocito medular maduro expresa CD3 vy
CD4 o CD8, pero no los dos a la vez. Este dltimo estadio es mds propio de

linfoma linfobldstico que de LLA-T. Los hallazgos inmunofenotipicos se han
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intentado correlacionar tanto con la clasificacion morfolégica FAB como, con el

patrén de reordenamiento de los genes de Igy receptor de célula T (TCR).

Con respecto a la morfologia, sdlo existe correlacién entre subtipo FAB-L3 y
LLA-B Ig.sup+. El reordenamiento de Ig.sup.+ y TCR se asocia, légicamente, a
LLA-B y T, respectivamente; si bien en un 10 - 20 % de los casos se detectan
reordenamientos cruzados, sobre todo en el caso de los genes T yy 8. Ademds
el reordenamiento de las Inmunoglobulinas y TCR es posterior a la aparicién de
los antigenos CD19, (€D22c, CD7, CD30, por lo que los estudios

inmunofenotipicos tienen mayor utilidad para la clasificacién de las LLA.

Algunos subtipos inmunoldgicos se asocian con alteraciones citogenéticas
especificas, lo que ha motivado un intento de clasificacion integradora-
morfologia, inmunofenotipo y citogenética. Con respecto al valor prondstico de
la clasificacion inmunoldgica, aunque su influencia parece haber variado, en
funcion de la intensificacion de la terapéutica de las LLA, es evidente que, con
tratamientos convencionales, el fenotipo comin se asocia con mejor prondstico
que el Pre-B 'y Ty que a las LLA Ig.sup.+ les corresponde la peor evolucion.
Aunque existen algunas controversias, en general las LLA Pre T tienen peor

pronodstico que las LLA-T.

Los primeros antigenos en detectarse en la diferenciacion hematopoyética
mieloide normal son CD33 y CD13. Al igual que ocurria en la linfopoyesis, CD13
Se expresa primero en citoplasma y después en membrana. La expresion de alta
intensidad de los antigenos CD15 y CD14 es especifica de granulocitos y

monocitos maduros, respectivamente; sin embargo, ambos sé coexpresan en los
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precursores mieloides, lo que cuestiona su utilizacion para diferenciar

leucemias granulociticas (M1, M2 y M3) de monociticas (M5)*?

La glicoforina A es un marcador eritroide especifico, pero aparece
relativamente tarde en la eritropoyesis, por lo que muchas Mé son negativas.
En cambio la diferenciacién megacariocitica dispone de excelentes marcadores
desde los primeros estadios de diferenciacion (CD61, CD41 y CD42 que
reconocen a las glicoproteinas IIIa, IIb/ IIIa y complejo IX/Ib,
respectivamente) lo que les convierte en el arma clave para la deteccidn de las
leucemias megacariobldsticas (M7). De hecho, la utilidad de los anticuerpos
monoclonales(Ac.Mo) en el diagnéstico de las LA se centra en las M7 y Mo
(indiferenciadas) y quizd también en la variante microgranular de la leucemia
promielocitica (HLA-DR+) que morfoldgicamente, puede plantear problemas
diagnésticos con la M4 (HLA DR+), asi como para distinguir las M5 de algunos

linfomas leucemizados con los que pueden presentarse confusidn.

En las otras variantes de LA realmente el Unico papel de los AcMo, salvo los
estudios de investigacion, es confirmar el diagnéstico morfocitoquimico. A
diferencia de esto, en las LLA no existe una clasificacién inmunoldgica de las
LMA totalmente aceptada; una posible opcion incluird los siguientes fenotipos:
mielobldstico (positivo sdlo para MPO, CD33 y/o CD13); granulomonocitico
(CD15+ y/o CD14+); eritroide (glicoforina A+) y megacaricitico (CD61+ y/o
CD41+)
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4. CITOGENETICA.

Se basa en la deteccion de alteraciones a nivel de los cromosomas, ya sea en
cuanto a ndmero (ploidia) y/o estructura (delecciones, translocaciones, etc).
Sélo 2 alteraciones se han vinculado a un tipo especifico de leucemia: 1(15:17)=
M3 o LPA; inv(16)= M4E=, ambas de buen prondstico. Algunas alteraciones de
mal prondstico son: monosomia o delacién de los cromosomas 5y 7 o trisomia

del cromosoma 8.2

Podemos decir que, en general las alteraciones cromosémicas asociadas a
leucemias mieloides agudas corresponden a genes que codifican factores de
transcripcion de DNA o bien, la regulan, modificando el “destino” celular;
menos frecuentemente, corresponden a alteraciones de factores de

crecimientol.

En LLA 60-75 % tienen alteraciones genéticas, de ploidia o estructura, siendo
el factor pronéstico mds importante, ya que las caracteristicas clinicas y de
laboratorio de buen o mal prondstico, se correlacionan con ellas. Por ejemplo, la
1(9:22) o cromosoma Philadelphia (PA), es una alteracion de mal pronéstico,
encontrdndose en un 5 % de las LLA infantiles; en cambio, estd presente en un
25% de las LLA en adultos. Se asocia con menor porcentaje y duracién de
Remision Completa (RC) y mayor compromiso del SNC (Tabla 3).. Al contrario,
el hallazgo de hiperploidia (mds de 50 cromosomas), es una alteracion de buen
prondstico y estd presente en un 30% de las LLA en nifios, mientras que sdlo se

encuentra en un 2- 5% de LLA en adultos®.
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Tabla.3.Subtipos de leucemia aguda y alteraciones cromosomicas y

moleculares.
Alteracion cromosomica Genes Incidencia
LLA-B
£(9;22) (q34;q11) BCR-ABL (ARNm) Adultos 30-35%
t(1;19)(q23;p13) E24-PBX1(ARNM) Nifios 5- 8 %
1(4;11)(q21;923) MLL-F4(ARNm) Nifios aprox. 3 %
t(12;21) (p13;022) TEL-AML1(ARNm) Nifios aprox. 20 %
LLA-T
TAL 1 del SIL-TAL1(ADN) 10-25%
t(11;14)(p13;q11) RHOM1-TCRD(ADN) 3-5%
t(1;14)(q24:q11) TAL1-TCRD(ADN) 1-3%
t(10;14)(q24;q11) HOX11-TCRD(ADN) 1-3%
LMA
t(8;21)(022;q22) AML1-ETO(ARNmM) 5-8%
t(15;17)(q23;921) PML-RARA(ARNmM) 5-10%
inv (116)(p13;922) CBFB-MYC11(ARNm) 3-5%
aberraciones 11g23 MARN de MLL aberrante Aprox. 10 %
t(9;22)(q34:q11) BCR-ABL(ARNM) 1-3%

Ref.: Revista de la Sociedad Argentina de Hematologia. Editorial Médica

Panamericana. 1998. México.

D. CLINICA.

Las leucemias agudas se caracterizan por el comienzo abrupto de signos
clinicos (p. ej.: infeccion, hemorragia y palidez) y sintomas (p ej: fatiga,

debilidad, dolor éseo y articular) lo cual esta relacionado con un verdadero
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desequilibrio homeostatico de todos sus elementos celulares en la médula ésea,
para posteriormente tener repercusiones sistémicas que condicionen en el

huésped un estado de disfuncién orgdnica®.

Pueden existir manifestaciones inespecificas tales como malestar general,

astenia, adinamia, anorexia y pérdida de peso.®

La leucemia aguda se considera como una verdadera enfermedad monoclonal
con crecimiento celular logaritmico que al momento del diagndstico alcanza una
carga celular de 1 x 10%%( 1kg de células leucémicas), de la estirpe especifica
del tipo de leucemia de que se trate. Esta situacién condicionard el cese y
alojamiento de los elementos (incluyendo precursores celulares) formes en la
médula dsea, asi como, una infiltracion de las células leucémicas fuera de la
médula dsea incluyendo las gonadas, sistema nerviosos central y cualquier otro
sitio de la economia del huésped. Por otro lado, el indice de proliferacién y
destruccion de las células malignas serd elevado produciendo alteraciones
tanto electroliticas, metabdlicas y hematoldgicas como la anemia, neutropenia 'y
trombocitopenia (75% menor a 100 x 10° / L, con un 25 % en un rango severo

menor a 25 10°/ L), e infecciosas.®*%%"

En cuanto a los hallazgos de laboratorio, destacan anemia, de mayor o menor
cuantia, generalmente normocitica - normocrémica y una eritropoyesis

inefectiva con disminucién del recuento de reticulocitos. 22

En promedio el recuento de glébulos blancos se encuentra alrededor de 15
x10%/ L, aunque un 25-40% lo tiene menos a 5 x 10° / L; 20% de los pacientes,

se presentan con recuentos mayores a 100 x 10° /L y menos del 5 % tiene lo
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que se conoce como leucemia “aleucémica”, es decir sin blastos en la
periferie*?°?! La presentacién clinica de un paciente con LMA es inespecifica
y refleja la produccion disminuida de los elementos normales de la médula dsea.
La mayoria de los pacientes presenta un recuento total de leucocitos entre 5 x
10°/L y 30 x 10°/L, pero puede ser tan bajo como 1x 10°/L o tan alto como

200 x 10°/L. En el 90 % de los pacientes se hallan Mieloblastos en sangre

periférica, estos y otros hallazgos se describen en la siguiente tabla.

Tabla 4. Hallazgos clinicos al momento del diagnéstico.

LINFOBLASTICA | MIELOBLASTICA
CARACTERISTIC AGUDA AGUDA
A
Edad de maxima |Infancia Cualquier edad
incidencia
Concentracion de | A en 50% A en 60%
leucocitos NoBenb50 % NoBen40 %
Formula linfoblastos Mieloblastos
leucocitaria
Anemia En >90% En>90 %
Plaquetas Elevadas Elevadas
Linfadenopatia |B en>80% B en>90%
Esplenomegalia | Frecuente 60 % |Esporddica 50 %
Otras Afeccidn del SNC |Rara afeccién del
caracteristicas |enel 50 % tras 1 | SNC. Pueden
ano observarse
bastones de Auer
N — Al+a NI — NlAarrmal D — DAin
Ref: Clinical Hematology. Theory and Procedures.Little,Brown and

Company,1987. Boston/ Toronto.
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E. EVALUACION PRE-TRATAMIENTO.

Una vez realizado el diagnéstico de leucemia aguda, hay una serie de
consideraciones a tfomar previo al inicio del ftratamiento con

quimioterapetticos®.

Deben realizarse estudios para establecer el subtipo de leucemia,
caracterizandola lo mejor posible, ya que como hemos sefialado, incide de
forma directa en el tipo de tratamiento a emplear y en la probabilidad de

sobrevida del paciente!?!,

Es conveniente evaluar la integridad y funcién de los sistemas cardiovascular,
pulmonar, hepdtico y renal ya que varias de las drogas utilizadas en la
quimioterapia tienen efectos deletéreos sobre ellos. Asimismo, se recomienda
obtener y criopreservar muestras celulares de médula dsea y sangre periférica

de los pacientes.™

Debe descartarse la presencia de infeccion y tratarse ésta de encontrarse,
antes de iniciar cualquier tratamiento®®,
En casos en que sea necesario(anemia severa, hemorragias importantes),

pueden realizarse transfusiones de glébulos rojos, plaquetas o plasma’®.

El 50% de los pacientes tiene hiperuricemia al momento del diagndstico,
alcanzado niveles significativos en un 10%; esto aumenta con la quimioterapia,

lo que podria desencadenar en una nefropatia severa. Por esto, se recomienda
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hidratar en forma importante a los pacientes previo a la quimioterapia, el uso

de Alopurinol ( 300-600 mg/dia) y alcalinizar la orina®.

F. FACTORES DE RIESGO PARA LEUCEMIA AGUDA.

Ciertas caracteristicas clinicas y bioldgicas de la L.A. influyen en la respuesta
al tratamiento y en la prolongacion de la vida, estas caracteristicas son
factores de riesgo que deben ser conocidos y mediante ellos cambiar los
esquemas terapéuticos lo que llevara a mejorar la respuesta y alcanzar
remision Completa de la enfermedad, lo que significa obtener recuentos
leucocitarios mayores o iguales a 1.5 x 10°/L, plaquetas mayor a 100 x 10° /L,
ausencia de blastos periféricos. En cuanto a la médula ésea conseguir una

maduracién trilinear mayor al 20 % y recuentos menores del 5 % de blastos.

Todo esto debe mantenerse por un plazo minimo de 4 semanas, para

considerarse Remisién Completa (RC)™.

Debe realizarse inmunofenotipo y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
para detectar enfermedad residual, ya que si bien estas técnicas ain no estdn
consideradas dentro del diagndstico de RC, son tremendamente importantes a
la hora de decidir incrementar el tratamiento y/o predecir la duracién de

Remisién Completa y por ende una eventual recaida®.

6. TRATAMIENTO.
Tanto en la LMA como en la LLA, el tratamiento se basa en quimoterapia y las

drogas se administran de acuerdo a protocolos establecidos. En todos ellos,
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existe una fase de Induccion, cuyo objetivo es lograr la RC y fase de
consolidacion e intensificacion, que da cuenta de la sobrevida libre de
enfermedad, ya que sin ella la mayoria de los pacientes recae en un tiempo
promedio de 4 meses, por lo cual la profilaxis y la fase de mantenimiento post

tratamiento juegan un rol importante®.

1. TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA
DEL ADULTO.
La leucemia aguda linfobldstica (LLA) se caracteriza por una proliferacién
maligna y acumulacion de células linfdticas inmaduras en la médula ésea, la
sangre periféricay los érganos linfdticos®.
Estos blastos leucémicos muestran diferentes inmunofenotipos que reflejan en
especial en la LLA de linaje B con un alto grado de diversidad genotipica
evidenciando una patogénesis de la enfermedad en la que estdn involucradas
multiples vias moleculares, lo que se traduce en una respuesta diferente a los

esquemas de quimioterapia "estdndar"®!.

En la LLA del adulto se consigue hasta un 80 % de remision completa, asociado
al fratamiento en la fase de induccién con vincristina, prednisona vy
daunuromicina, durante 4-6 semanas. La adicion de asparaginasa no supone

ventaja alguna, segun algunos autores™.

Como alternativa vdlida a la profilaxis neuromeningea citada, cabe referir la
administracion de metotrexato intratecal durante la fase de induccion y
posteriormente mensual durante la fase de mantenimiento.*La profilaxis

neuromeningea supone una reduccién significativa de las recidivas en el SNC*,
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La mayor parte de los autores preconizan curas de reinduccién con vincristing,

prednisona, daunuromicina y citarabina.*

a. AVANCES EN EL MANEJO DE LA LEUCEMIA AGUDA
LINFOBLASTICA DEL ADULTO.

En un informe reciente, se menciona que antes de 1990, con los protocolos o
esquemas ‘estdndar”, se obtenian 68 % de RC tanto en el grupo con
alteraciones citogenéticas de mal pronéstico como en el de alteraciones
misceldneas, con una remisién completa continua (RCC) a 5 afios de O y 0,30
respectivamente. A partir de 1990, se intensifico la induccion de la remisidn,
afiadiendo ciclofosfamida y L- asparaginasa, con lo que la remisién completa
aumento el 82 % y 88% respectivamente, con una RCC a 5 afios de 0,13 y 0,57
para los dos grupos. El impacto se observo en el grupo con alteraciones
genéticas misceldneas y no en el grupo de alto riesgo, en el que, el transplante
alogénico de médula dsea (TMO-A) o de células totipotenciales
hematopoyéticas (CTH) ofrece las mejores posibilidades, con una RCC de 25 a

45%.

En los pacientes que no cuentan con un donador compatible o no pueden ser
sometidos al TMO se estdn ensayando estrategias novedosas, adn por probar,
como la IL-4, que parece tener un efecto inhibitorio sobre las células con la t
(9:22). El mesilato de imatinib (STI 571, Glivec), inhibidor sintético de la
cinasa de tirosina, un potente inhibidor selectivo de la actividad e ftirosina

cinasa de BCR / ABL, que en un estudio reciente de Brian Druker y Moshe
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Talpaz indujo 70% de respuestas hematoldgicas y 20 % de remisiones
completas en un grupo de 20 pacientes con crisis bldsticas linfoide de LGC o

LLA con t (9:22)°.

b. MODIFICADORES DE RESPUESTA CELULAR:

Las sustancias que se producen en forma natural en el cuerpo humano y se
utilizan para ayudar a tratar el cdncer se denominan modificadores de
respuesta bioldgica (MRB), utilizado en el apoyo de pacientes que reciben
tratamiento quimioterapeltico es el factor estimulador de colonias (CSF), para
estimular la produccién y la maduracion rdpida de las lineas celulares blancas

de la sangre.”®

Otro MRB importante es el interferdn alfa. La experiencia clinica mostré que
puede inducir remisiones en la leucemia células pilosas, la leucemia y el linfoma

de células B, y leucemia mieloide crénica (LMC).*°

En teoria los MRB serian los tratamientos del cdncer mds apropiados, podrian
atacar la células malignas en forma selectiva sin afectar células normales.
Dado que estos compuestos bioldgicos derivan de seres humanos y otras
fuentes animales, podrian minimizar en gran parte los efectos colaterales
potencialmente fatales y molestos. El problema fue que los MRB utilizados para
tratar el cdncer no son lo suficientemente téxicos para el tumor, y por eso, se
observan recidivas. Durante la investigacion con MRB aparecieron muchas
dificultades, si bien el futuro aln es promisorio con respecto a los

interferones, las interleucinas y los factores d crecimiento®.
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2. TRATAMIENTO ESTANDAR DE LA LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA DEL ADULTO.

En los dltimos 20 afios la investigacion clinica del tratamiento de la leucemia
mieloide aguda (LMA) se ha centrado principalmente en incrementar la dosis de
fdrmacos citotéxicos con el objetivo de hacer maximo el efecto de producir la
muerte de las células leucémicas. Aunque estas formas de tratamiento han
incrementado el porcentaje de curacidn en poblaciones seleccionadas, fambién
se asocian con toxicidad en forma temprana o tardia, y adicionalmente los
enfermos considerados con mal prondstico dificilmente se curan. El factor
prondstico mds importante para determinar el efecto final del tratamiento son
las alteraciones cromosémicas adquiridas de las células leucémicas que ha
permitido junto con otros datos subdividir a la LMA en tres grupos de
prondstico tales como favorable, estdndar (intermedio) y no favorable. A
continuacién se revisa el abordaje cldsico del ftratamiento de la LMA con

quimioterapia’.

a. INDUCCION DE REMISION.

Los estudios cldsicos del Grupo B de Cdncer y Leucemia condujeron al
desarrollo del tratamiento de induccién estandar con arabinosido de citosina
(Ara €) 100 mg /m? en infusién continua por 7 dias y daunorrubicina 45 mg/m?
por 3 dias consecutivos que conduce a una RC en aproximadamente 64 % de los
pacientes. La mediana de duracion de RC fue de 8-12 meses y la mediana de

supervivencia de 9-16 meses. El grupo ECOG informé la supervivencia global
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(SG) de 1414 pacientes con LMA que fueron incluidos en 5 estudios clinicos
donde 62 % logré RC pero 76% recayeron o murieron. Asi la supervivencia
global para todos los pacientes a 5 afios es tan sélo de 15 %, de 9 % a 33 %
para pacientes menores de 55 afios y de 6 a 15 % para pacientes mayores de
55 afios. Los intentos para mejorar el esquema tales como prolongar Ara-C a
10 dias o aumentar la dosis de Ara C de 100 mg/m? por dia a 200 mg/m? no han

mejorado la eficacia de del esquema en estudios con controles.’

Otros farmacos que han sido probados en el tratamiento de induccién son
amsacrina, aclarubicina y mitoxantrona. Todos estos agentes han mostrado ser
superiores o por lo menos mostrar tendencia a ser mejores cuando se
comparan con daunorrubicina. En recientes estudios agregan el etopésidos en la
induccion convencional o bien a altas dosis de Ara-C con daunorrubicina
prolongada la duracién de la remisién completa y la supervivencia libre de

enfermedad ademds de ser un esquema relativamente bien tolerado.’

En la actualidad estdn en curso estudios para probar la eficacia de
tratamientos de induccidn intensificados tal como adicionar dosis altas de Ara
C durante tres dias inmediatamente después de la induccién estdandar para
explotar el potencial de reclutar las células leucémicas en ciclo celular y evitar
la administracién de un segundo ciclo de induccidn para pacientes con leucemia

residual después del primer ciclo.’
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La valoracion morfoldgica y citoquimica se han convertido en una herramienta
atil para el diagnéstico diferencial de enfermedades hematopoyéticas, no
obstante con el desarrollo de tecnologias huevas como la evaluacion de
marcadores de superficie y las técnicas de alta resolucion para las pruebas
citogenéticas, han permitido una mejor caracterizacion de las leucemias y
realizar tratamientos dirigidos a los diferentes fenotipos para conseguir una
remision completa, pero a pesar de estos avances los resultados no han sido
igual de espectaculares, esto debido a que podrian recaer debido a la
persistencia de un pequefio ndmero de células malignas que no son detectables

por evaluacion morfoldgica convencional post quimioterapia.

Considerando como toda técnica sus limitaciones y sensibilidad, las técnicas
morfoldgicas y citoquimicas pueden detectar 1 blasto de cada 100 células (
10%), y si comparamos con la inmunotipificacién esta técnica nos permite la
deteccién de 1 blasto de cada 1000 células (sensibilidad = 10%) ', lo cual nos
permitird al momento de valorar muestras de médula ésea en aplasia,

determinar de forma mds precisa la presencia de blastos residuales.

Es por esta razén que planteamos en este trabajo la utilizacién de la técnica de
inmunotipificacién como instrumento para la evaluacién de la fase de Induccidn

del tratamiento de pacientes con LA.



28

IV. JUSTIFICACION.

Los grandes avances en el éxito del tratamiento de leucemia comprenden un
periodo de 50 afios, durante el cual ha dejado de ser una condicidn
uniformemente fatal, para constituirse en una enfermedad con una tasa de

curacién entre 65 %y 75 % en los paises desarrollados.®

Los programas realizados en la década de 1990 con relacion a la
caracterizacién molecular, cariotipo e inmunofenotipo de los blastos leucémicos
han mejorado la comprension de la biologia de la leucemia aguda y han refinado
los criterios de clasificacion de riesgo, lo cual permite la asignacion adecuada
de los pacientes a diferentes esquemas de tratamiento La combinacién de
estos avances, sumada a la continua mejoria en las medidas de soporte, han

producido la tasa de curacién mencionada ° Y%,

Sin embargo, en paises en vias de desarrollo como el nuestro, las limitaciones
econdmicas y las politicas de salud no han permitido implementar en todos los
centros la infraestructura necesaria para brindar el manejo éptimo a estos
pacientes lo cual se traduce en tasas de curacién mds bajas y una sobre-vida

mds corta'l.

Los métodos inmunoldgicos nos ayudan a la clasificacion precisa de las LA y
posteriormente determinar el grado de enfermedad minima residual posterior
a la fase de induccién del tratamiento de la remision clinica. Los pacientes
evaluados mediante inmunotipificacion, que presentan remisiones inmunoldgicas

en los que es posible detectar hasta un 0,01 % de células leucémicas del total



29

de células nucleadas de la médula dsea lograrian mejores resultados clinicos
que aquellos en los cuales la remision se basa Unicamente en criterios
morfoldgicos’ que permite detectar solamente hasta 5 % de células leucémicas,
lo que representa una masa tumoral importante. Por lo recién expuesto es que
se plantea utilizar la inmunotipificacion como método para evaluar la fase de
induccion en el tratamiento de leucemia aguda, ya que hasta el momento en

nuestro medio se utiliza principalmente la evaluacién morfoldgica.™
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IV. OBJETIVOS:

A. OBJETIVO GENERAL:

> Evaluar la presencia de marcadores inmunofenotipicos
presentes en los blastos de pacientes con leucemia aguda
durante el diagndstico y post fase  de induccion del

tratamiento.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

> Determinar la posible modificacién post quimioterapia de
induccién, de los marcadores de las células bldsticas

identificados en el diagndstico inicial por inmunotipificacion.

» Determinar la eficiencia de los pardmetros morfoldgicos y
citoquimicos en la evaluacion de la fase de induccion del

tratamiento de leucemia aguda.
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VI. MATERTAL Y METODOS.

A. TIPO DE ESTUDIO.
Es un estudio descriptivo de serie de casos

B. PACIENTES.
Este estudio fue realizado inicialmente en 14 pacientes con Leucemia Aguda,
tratadas en el Hospital de Clinicas, Hospital Obrero y Hospital Militar
"COSMIL", durante un periodo de 2 afios (Marzo de 2001 a Enero de 2003).

El diagnéstico fue basado sobre pardmetros morfoldgicos, citoquimicos e

inmunofenotipicos.

Todos los pacientes que llenaron los criterios clinicos y de laboratorio para
leucemia aguda fueron elegibles independientemente de las caracteristicas de
presentacion.

Se diagnosticaron inicialmente 14 pacientes de los cuales 8 casos presentaron

LLAy 6 casos LMA.

Al final del estudio reportamos a los cuatro casos con LLA que culminaron la

fase de induccién y que fueron valorados mediante estos 3 pardmetros.

C. CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION.
Ciertas caracteristicas clinicas y bioldgicas de la leucemia aguda influyen en la
respuesta al tratamiento y en la prolongacion de la vida, estas caracteristicas
son los factores de riesgo que deben ser conocidas siendo de importancia y

valor pronéstico.
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Se excluyeron a aquellos pacientes que no completaron el tratamiento hasta

llegar a la fase de induccion.

Los pacientes se clasificaron en 3 grupos alto, intermedio y bajo riesgo de

acuerdo con los criterios universalmente conocidos(Tabla 5 y 6).

De acuerdo a estos criterios, el tipo LLA- Pre B, asi como las variedades MO,
M5,M6 y M7 serdn incluidos en grupos de alto riesgo. Se consideraron de
riesgo Intermedio a los que compartian factores favorables ( el fenotipo) y
factores de riesgo desfavorables (la edad, sexo y recuento de leucocitos) al
momento del diagndstico

Los demds pacientes se consideraron de bajo riesgo para leucemia aguda.

Tabla 5. FACTORES PRONOSTICO Y GRUPOS DE RIESGO EN ADULTOS
PARA | FLICFMIA | INFORI ASTICA AGLIDA

FACTORES FAVORABLES DESFAVORABLES
EDAD 11 a 30 afios Mavor a 30 afos
SEXO FEMENINO MASCULINO
Magnitud y distribucion de la
carga tumoral
-Leucocitosis -Menor a 30x10 °/L -Mayor a 30 x 10 °/L
-Visceromegalias “masivas -Ausente -Presente
CLASIFICACION FAB L1 FABL2Y L3
CITOMORFOI OGICA
CLASIFICACION LLA"COMUN" O LLAB-T
INMUNOLOGICA NULA
ESTADO NUTRICIONAL AL Normal Deficiente
DX.

Ref: Clinical Hematology. Theory and Procedures.Little,Brown and
Company,1987. Boston /Toronto.
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Tabla 6. Factores prondstico y grupos de riesgo en adultos para Leucemia

Mielobldstica Aguda.

FACTORES PRONOSTICO Y GRUPOS DE RIESGO EN ADULTOS PARA
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA.

FACTORES FAVORABLES DESFAVORABLES
EDAD 11 a 30 afios Mayor a 30 afios
SEXO FEMENINO MASCULINO
Magnitud y distribucién de la
carga tumoral
-Leucocitosis -Menor a 100x10 Z/L -Mayor a 100x10%/L
-Recuento de plaquetas -Mayor a 25 X 10 “/L | _Menor a 25 x10%/L

DX.

CLASIFICACION FAB M1, M2 FAB OM, M5.M6 Y
CITOMORFOLOGICA M7
ESTADO NUTRICIONAL AL Normal Deficiente

Ref.: Revista de la Sociedad Argentina de Hematologia. Editorial Médica

Panamericana. 1998. México.

D. VALORACION MORFOLOGICA.

La valoracion morfoldgica de las muestras de médula dsea y sangre periférica

fueron llevadas a cabo independientemente del diagndstico laboratorial,

evaluacion que fue realizada por médicos oncohematélogos de cada centro, los

cuales clinica y laboratorialmente asignaban a diferentes tipos de Leucemia

aguda.
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La clasificacion morfoldgica se realizd de acuerdo con los criterios FAB
asignando las categorias MO-M7 y L1 - L3.

E. VALORACION CITOQUIMICA.
A partir de los extendidos de sangre periférica y/o médula ésea,
determinamos los perfiles citoquimicos que no solo ayudd a definir el
diagnéstico, sino que ademds nos oriento a establecer la identidad de la
poblacién neopldsica (Tabla 7).

Tabla 7.Comparacion del patrdn citoquimico en Leucemia Aguda.

CLASIFICACION FAB

TINCIONES
CITOQUIMI
C-AS )
IDENTIFICACION DE ACUERDO AL MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 LloL2
LINAJE (LLA-T)
MPO La re,acciér) de la peroxidasa es positiva _ + + +/- +/- _ ( +)a _
las células inmaduras (blastos) de estirpe
mieloide
SB Identifica grénulos azuréfilos ,e_specificqs _ + + _ +/- +/- _ _ _
e inespecificos de los neutrdfilos( serie
mieloide)
PAS De Interés para el diagnostico de LLA _ _ _ _ _ _ + + +/-
observandose bloques o agregados
fuertemente tefiidos.
PA Diferencia blastos de células T de blastos _ _ _ _ _ _ ( + +)b
de células o-T en la LLA,
ANAE | Diferencia los precursores de neutréfilos _ _ _ -+ -+ et -+ _
de los monitos y sus precursores en LA
NASDCA | Las reacciones de cloroacetatoesterasa _ _ + +/. _ + + _

son similares a las del negro Sudan B y
MPO de las leucemias agudas

SB= Sudan Black B, MPO = Mieloperoxidasa, NASDCA= naftol AS-D cloroacetato esterasa, ANAE= alfa naphthyl acetato esterasa, PA= Fosfatasa acida,
PAS= Acido periddico de Schiff.

NOTA. Reacciones negativas para todos los exdmenes, excepto para el PAS, es indicativo comun para la leucemia linfoblastica aguda, pre B o leucemia
linfoblastica cell-B, o leucemia linfoblastica aguda no clasificada.

Ref: Clinical Hematology. Theory and Procedures.Little,Brown and

Company,1987. Boston/ Toronto
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Las valoraciones morfoldgicas como citoquimicas fueron realizadas en todos
los pacientes con sospecha de leucemia aguda, estos pardmetros fueron de
utilidad para la designacién del tipo de leucemia pre tratamiento y fueron
corroboradas por inmunotipificacién para la designacion de los subgrupos de
LA.

Fig. 1. A: Valoracion morfoldgica, B: tincidn citoquimica reaccion MPO(-) ,

C: PAS(+).

A: MORFOLOGIA B: TINCION CITOQUIMICA MPO(-) ~ C: TINCION CITOQUIMICA PAS (+)

F. INMUNOTIPIFICACION.

Las células mononucleares fueron aisladas de las muestras de sangre
periférica o médula ésea por centrifugaciéon en gradiente de densidad con
Ficoll- Hypaque ( densidad = 1.077 g / cm®), la suspensién de células fue

ajustada con buffer fosfato salino pH=7,2 0,15M.
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Se examinaron los marcadores de superficie por inmunofluorescencia
indirecta, técnica que usa el isothiocyanato de fluoresceina F(ab'). conjugado
con una Ig6 de cabra anti-ratén como reactivo secundario. (Anexo 5)

Se empleé el siguiente panel de anticuerpos monoclonales para su

inmunotipificacion:

Tabla. No.8. Clasificacion inmunoldgica de las Leucemias Linfobldsticas Linaje

B.

Marcadores
LLA-B CD 19 CD22c CD10 Igcn | Igs TdT
B -I ( pro-B) + + - - - +
B-IT (comdn) + + + - - +
B-III (Pre-B) + + + + - +
B- IV (B + + +/- - + -/+
maduro)

Ref.: Revista de la Sociedad Argentina de Hematologia. Editorial Médica

Panamericana. 1998. México.
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Tabla. No. 9. Clasificaciéon inmunolégica de las Leucemias Linfobldsticas

Agudas lingje T.

Marcadores

LLA-T TdT | CD7 | CD3c | €D2 | CD3s | (D1 CD4 CD8
T-I(proT) + - + - - - - -
T-II (pre-T) | + + + + - - - -
T-IIT (| + + + + - + + +
cortical T)
T-IV( Tl + + + + + - +/- o-/+
maduro)

Ref.: Revista de la Sociedad Argentina de Hematologia. Editorial Médica

Panamericana. 1998. México.

Estos marcadores se emplearon para asignar los diferentes sub tipos de LLA y
en algunos casos descartar sospecha de leucemia aguda, marcadores que de
igual forma fueron utilizados post fase de induccién para determinar la
presencia de blastos residuales.

Los marcadores empleados para tipificar LMA se mencionan en la siguiente

tabla:
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Tabla 10. Clasificacion inmunoldgica de Leucemias Mieloides Agudas.

CLASIFICACION DE LEUCEMIAS INMUNOFENOTIPO
LMA (M0O) MIELOIDE  MINIMAMENTE | CD13,33 y/o anti-MPO +, CD3, 22,792 -; CD34, HLA-
DIFERENCIADA DR+; CD11b,14+/-, TdT+ (33%).

LMA (M1) MIELOBLASTICA SIN MADURACION | Marcadores mielomonociticos (CD13,33,65 y/o 117)
otros marcadores sin especificidad mieloide (HLD-DR,
CD34, CD7, CD4, CD15, CD11b, CD11c).

LMA(M2) MIELOBLASTICA CON MADURACION | CD19+,TdT +

LMA (M3) PROMIELOCITICA HLADR () 7% , CD 34 (/4
CD33+,CD13+,CD15+CD2+

LMA (M4) MIELOMONOCITICA CD14,CD15,Cd4,CD11b,CD11c, CD13y CD33 (+).

LMA (M5)MONOCITICA CD14,CD15,CD4,CD11b,CD11c, y CD68 junto a CD1 y
CD33.

LMA (M6)ERITROBLASTICA CD 13 +,CD33+, anti-MPO+,CD34+/-, HLA-DR Il +/-.

LMA (M7)MEGACARIOBLASTICA Marcadores linfoides, TdT, CD34, HLA-DR I () ,

Marcadores mieloides CD13y 33+ (33%); MPO (-).

Ref: Clinical Hematology. Theory and Procedures.Little,Brown and Company,1987. Boston/ Toronto.
6. TRATAMIENTO.

Una vez confirmado el diagndstico los pacientes se hospitalizaron y se
asignaron a diferentes protocolos de quimioterapia segin la clasificacion de
riesgo.

A los pacientes que evidenciaron respuesta adecuada se les dio de altay
continuaron su terapia en forma ambulatoria y se los evalué mediante consulta
control. Se realizé un frotis de médula ésea mediante puncién lumbar para
verificar la presencia de blastos y respuesta al tratamiento o bien para
intensificar el mismo.

Actualmente se trata formas LLA linaje B con un régimen corto de tiempo
basado en altas dosis de ciclofosfamida, metotrexate y citarabina, para otros

subtipos de LLA el tratamiento esta compuesto de varias fases.
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La fase de induccién de la quimoterapia usualmente incluye vincristina,
glucocorticoides (ej: prednisona o dexametasona) y una antraciclina ( ej.:
darunorubicina o Doxorrubicina) con o sin L-asparaginasa (también PEG-
asparaginasa), citarabina, ciclofosfamida, metrotexate, 6-mercaptopurina o

Etoposido (Tabla 11).

Tabla 11. Protocolo de tratamiento para leucemias linfobldsticas Agudas

[ 1 wvincristina

RN |

daunurobicina

2da. FASE DE INDUCCION

PRIMERA FASE INDUCCION: ( 1-4 semanas)
PREDNISONA 3x20 mg/ m’ p.o. Dias 1-28
VINCRISTINA 2mg i.v. Dias 1,8,15,22
DAUNORUBICINA 45mg/m* i.v.(30 min inf) Dias 1,8,15,22
L-ASPARAGINASA 5,000 IU / m? Dias 15-28
SEGUNDA FASE DE INDUCCION (5 — 8 semanas)
CICLOFOSFAMIDA 1,000 mg/m* i.v. Dias 29,43,57
CITARABINA 75 mg/mZi.v. (1h inf) Dias 31-34,38-41,45-48,52-55
6- MERCAPTOPURINA 69 mg/m*p.o. Dias 29-57

1 8 15 22 28 36 43 50 57 64 71 dias

ciclofosfamida
citarabina

6- MERCAPTOPURINA

B |

Ilq

>‘"///////////////////////////////

Ref. Hematologia Clinica. Doyma. 1998. Barcelona-Espafia.




1. FASE DE CONSOLIDACION E INTENSIFICACION:
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Metotexate 1,500 mg/m?i.v. (cont inf) Dias 1+15
con dcido félico
L-asparaginasa 10,000 TU/méiv. (1 h Dias2+16
inf)
6-mercaptopurina 25 mg/m? p.o. Dias 1-5, 15-19

2. FASE DE MANTENIMIENTO:

6- mercaptopurina

60 mg/m°/d p.o.

Diariamente

metotrexate

20 mg/m?i.v.(o p.o.)

Semanalmente

H. DEFINICIONES.

Se definio remision completa (RC) por evaluacién morfoldgica convencional, asi

como por inmunotipificacion cuando se encontré menos del 5 % de blastos en el

aspirado de médula ésea, realizado a los 28 dias ( fin de la fase de Induccidn),

con evidencia de regeneracion normal de las células hematopoyéticas y

ausencia de signos y sintomas clinicos de leucemia.

Se definié remision sostenida (RS) cuando el paciente permanecié en RC hasta

el momento de finalizar el estudio( 5 meses después).

Se definié recaida de médula ésea como la reaparicién de los signos clinicos y /

o laboratoriales relacionados con leucemia después de haber logrado remision

completa, confirmada por la presencia de mds del 5 % de blastos en el aspirado

de médula ésea, determinada morfoldgica e inmunofenotipicamente..
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Se definié ademds 3 tipos de eventos: recaidas durante el tratamiento o
después de haberlo realizado, no-respuesta a la induccién y muertes en

remision.



VII. RESULTADOS.

A. CARACTERISTICAS DE PRESENTACION DE LOS PACIENTES

AL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO.

Los pacientes que fueron estudiados en el presente trabajo se describen en la

siguiente tabla, sin embargo, solo 4 pacientes fueron incluidos en el

seguimiento.

Tabla 12. Presentacién de los pacientes al momento del diagnéstico.

No. Ed. | Sexo Lugar de Recuento de Tipo de LA | Grupo de
pacientes procedencia | células en el Dx. riesgo
<30 000 | >30000
cel/mm?| cel/mm?
1 32 F Hosp. Gral. * LLA BII Intermedio
2 39 M Hosp. Gral. * M2 Intermedio
3 31 F Hosp. Gral. * Pre B(BIII) Alto
4 27 M Hosp. Gral. * M2 Intermedio
5 40 F Hosp. Gral. * MO Alto
6 39 F Hosp. Gral. * LLA BII Intermedio
7 50 M Hosp. Gral. * MO Alto
8 45 M Hosp. Gral. * M2 Alto
9 52 M Hosp.Obrero * MO Alto
*10 74 F Hosp. Obrero * LLA BII Alto
11 26 M Hosp. Gral. * LLA BII Intermedio
*12 22 M Hosp. Gral. * LLABII Bajo
*13 40 M Hosp. Gral. * LLA BII Bajo
*14 27 M COSMIL * LLABII BAjo
* Pacientes que concluyeron la Fase de Induccion

FUENTE: Instituto de Diagndstico en Salud SELADIS.




43

Los pacientes con LLA fueron clasificados de acuerdo a los criterios EGIL
(European Group of Immunological Classification of Leukemias), se reportaron
7 casos con LLA tipo BIT comin (CALLA), 1 del tipo Pre B (B III), pacientes

que presentaron el siguiente perfil (Tabla 13)

Tabla 13. Panel de marcadores para caracterizar leucemia linfobldstica tipo B
ITo

Comun.

LLA LLA LLA LLA
MARCADOR PRO-B | COMUN PRE-B | BMADURA
(B-1) (B-11) (B-111) | (B-1V)

+

HLA-DR
DT
CD19
CD22
CD10 -
CD3 - - - -
CD7 - - - -
CD1la - - - -
IgM - - +C +sup
CD4 - - - -
CD8 - - - -
CD13 - - - -
CD14 - - - -
CD33 - - - -
CD34 - - - -

+

+ [+ |+ |+
++ |+ |+ |+
+ [+ |+
+ [+

Pacientes diagnosticados con leucemia mielobldstica aguda fueron: 3 del tipo

M2,y 3 del tipo MO.

Alrededor del 71 % de los pacientes no respondieron o lo hicieron muy

pobremente a la terapia de induccién de primera linea, nunca entraron en
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remision y fallecieron rdpidamente y cerca del 21 % de quienes respondieron en
un principio terminaron, mds tarde o mds temprano, con recidiva de su proceso
leucémico encontrandose en fase de aplasia medular (pancitopenia) prolongada
post induccion y fallecieron a pesar del empleo sistemdtico de esquemas

terapéuticos similares o idénticos a los de pacientes curados’.

Tomando en cuenta las caracteristicas de presentacion al momento del
diagnéstico se asigné al grupo de bajo riesgo a 3 pacientes, al grupo de alto
riesgo a 6 pacientes y 5 de riesgo intermedio, los que presentaron recaidas o
muerte después de los 3 meses de iniciado el tfratamiento, no respondiendo
asi a la fase de induccién, por ello, reportamos en la siguiente tabla a los

pacientes 10,12,13 y 14 que respondieron a la fase de induccién.

Tabla 14. Pacientes incluidos en la evaluacion de la fase de induccion al

momento del diagnéstico.

PACIENTE | EDAD(afios) | GENERO | RECUENTO DE ASPIRADO MEDULAR CITOQUIMICA | INMUNOFENOTIPO
No. LEUCOCITOS LLA BII
INFILTRACION
10 74 = 4100 /mm3 MEEBEL&?TFED[S)E MPO (-) CD10+, CD19+y
0 TDT+.
INMADUROS 30% | PAS(+)40%
M.O . HIPERCELULAR HLA-DR",
12 22 M 21000/mm3 | oo inFILTRACION DE | MPO () CD19 CD10* CD3
ELEMENTOS PAS(+)94% | |gw+ CD34( escasa
INMADUROS 75% 0 nula exp).
(Linfoide)
M.O. HIPERCELULAR . .
13 40 M 26 000 /mm3 CON INFILTRACION DE MPO (-) HLA E)R i CE)19 '
ELEMENTOS PAS(+)21% |CD10*,.CD22",
INMADUROS 50% Ig M+
(Linfoide)
M.O. HIPERCELULAR
14 27 M 17 000/mm3 | CON 'ENLFE'kATER,fT%gN PEl MPO(-) | HLA*, CD19*
INMADUROS 36% | PAS(+)13% | C€D22*.CDI10*
(linfoide)
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El paciente 10 presenté al aspirado medular morfologia hipercelular con
infiltracion de elementos bldsticos (morfologia linfoide) , presentando reaccion
citoquimica MPO (-) y PAS (+), presento un patron inmunofenotipico CD10+,
CD19+y TDT +,

Al momento del diagndstico el paciente 12 presenté adenopatias generalizadas
y esplenomegalia gigante. Morfolégicamente el 75 % de células bldsticas
observadas son de tamafio homogéneo, su nicleo caracterizado por un tamafio
irregular con 1 o 2 nucleolos prominentes y un citoplasma intensamente
basofilo, al conteo de células en sangre periférica se reporta 27000 cel/mm* ,
asociados con una megacariopoyesis, eritropoyesis y granulopoyesis suprimida.
Citoquimicamente el 94 % de células bldsticas fueron positivas para la
reaccion PAS. Inmunofenotipicamente durante el diagnéstico se evidencié la
expresion de marcadores de superficie HLA-DR’, CD19* CD10" CD3™* con una

escasa o nula expresién de IgM”*,CD347".

El caso 13 presenté blastos de tamafio y morfologia variada fdcilmente
confundibles con blastos de otras estirpes, blastos con abundante citoplasma,
nucleolos visibles, evidenciandose un 50 % de blastos a nivel de sangre
periférica, citoquimicamente las células presentan reactividad en 21 %,
inmunofenotipicamente se determina el siguiente perfil: HLA", CD19",CD22"

/*,CD10", Ig M ™"

El caso 14 presenté pancitopenia severa al momento del diagndstico,
morfoldgicamente en sangre periférica se observa 36 % de células bldsticas,
citoquimicamente el 13 % de células fueron positivas para la reaccién PAS,

inmunofenotipicamente durante el diagndstico fue evidenciando la expresion de
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los siguientes marcadores: HLA 7+ ¢D19 *- ¢D22 * D10 * lo cual confirma el

diagnéstico para LLA tipo B IT.

B. EVALUACION MORFOLOGICA, CITOQUIMICA E
INMUNOFENOTIPICA POST FASE DE INDUCCION.

Los pacientes diagnosticados con LLA tipo B II fueron sometidos a
tratamiento quimioterapeltico en base a prednisona, vincristina, daurunobicina
y asparaginasa. Al 28avo dia se evalué la fase de induccion mediante un
aspirado medular obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 15. Comparacién del porcentaje de blastos encontrados en pacientes
con LLA post fase

de induccion mediante morfologia, citoquimica e inmunofenotipo.

% de celulas positivas % de células
Paciente No. Valoracion por tincion citoquimica positivas

morfoldgica PAS determinadas por
inmunotipificacion

10 2% RC. 3% 10%

12 12% 38% 57%

13 4% RC 27% 15%

14 3% RS 37% 16%

RC. Remision completa; RS. Remisidn sostenida.

Las técnicas utilizadas muestran resultados de magnitud, lo que se hace mads

acentuado entre la valoracién morfolégica e inmunofenotipica( Tabla 15) .

De acuerdo a los aspirados de médula dsea se consideraron en remision

completa a 3 de los 4 casos, ya que se encontré menos del 5 % de blastos en
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médula ésea después del tratamiento, si bien, el caso 12 fue reportado como
sospecha de recaida por morfologia, esto se establece claramente por

inmunotipificacidn, encontrdandose un 57 % de células leucémicas residuales.

Por otro lado en el caso 10 se instaurd tratamiento quimioterapedtico a menor
dosis que el tfratamiento convencional debido a la edad de la paciente. Post fase
de induccion, morfoldgicay citoquimicamente la paciente presenté menos de
un 5 % de blastos(Tabla 15). Inmunofenotipicamente se determina la utilidad
de marcadores Tdt, CD10 y (D19 como predictores de recaidas™,
encontrdndose post fase de induccidn un 6% de blastos para marcadores €D10

y CD19.(Fig 2-C)
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Figura 2. Resultados obtenidos post fase de induccion en el caso 10. A. Extendido de médula 6sea

tincion Wright B. Tincion PAS. C. Perfil inmunofenotipico.

Reactividad Reactividad LLA LLA LLA LLA
MARCADOR 1ra.Muestra 2da.Muestra PRO-B COMUN PRE-B | BMADURA
(diagnastico) (Post-FI) (B-N) (B-1N) (8-l | (B-IV)
HLA-DR 0 0 + + + +
DT 48 0 + + +
CD19 75 6 + + + +
CD22 + + + +
CD10 67 6 +
CD3 3
CD7 4
CD1la
IgM +C +sup
CD4
CD8 -
CD13 -
CD14
CD33

CD34
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Por efecto de la terapia de induccidn, la paciente concomitantemente presento
un cuadro neumoénico, durante la inmunotipificacion post fase de induccién se
evidencio reactividad de los marcadores CD3 y CD7 en menos del 5 % de
blastos, lo cual podria estar asociado con su estado clinico. Estado que fue

desencadenante y tras varios ciclos de tratamiento, la paciente fallecié

El caso 12 post fase de induccion presentd respuesta clinica sin modificacidn,
morfoldgicamente se encontré 12 % de blastos residuales, citoquimicamente
38% de células reactivas, inmunofenotipicamente permanecieron marcadores
CD19 y CD10 fuertemente positivos (57%) (Fig 3-C), lo que indica ausencia de
remision medular. Se inici6 fase de reinduccién y a la semana el paciente

abandoné el tratamiento.



Figura 3. Resultados obtenidos post fase de induccion en el caso 1 2. A. Extendido de médula dsea

tincion Wright B. Tincion PAS. C. Perfil inmunofenotipico.

Reactividad Reactividad LLA LLA LLA LLA
MARCADOR 1ra.Muestra 2da.Muestra PRO-B COMUN PRE-B | BMADURA
(diagndstico) (post-Fl) (B-1) (B-I1) (B-lly | (B-IV)
HLA-DR 54 - + + + +
TDT - - + + +
CD19 61 41 + + + +
CD22 - - + + + +
CD10 92 84 - +
CD3 4
CD7
CD1la
IgM 2 - - - +C +sup
CD4
CD8 -
CD13 -
CD14
CD33
CD34 3

Post fase de induccion el caso 13 (Fig. 4-B,C), por inmunotipificacién evidencio
la presencia de marcadores HLA R, CD10, CD19, prueba que determiné la
presencia del 15 % de blastos residuales, paciente que llega a la fase final de
consolidacion con presencia de pancitopenia periférica falleciendo por una
complicacion hemorrdgica del sistema nervioso central antes de ingresar a la

fase de consolidacidn .
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El caso 14 post quimioterapia evidencio remision completa mediante morfologia,
citoquimica e inmunofenotipicamente se determina la presencia de blastos en
mds del 5%(Tabla 15). El paciente se encuentra actualmente en fase de
mantenimiento, presento buena respuesta clinica , no experimentando

sintomatologia de tipo infecciosa durante la fase induccion

Si bien, las pruebas citoquimicas son una herramienta para el diagnéstico de
LA, la valoracién inmunofenotipica evidencia en los 4 casos la presencia de
blastos residuales en mds del 5 % , asi también, fue una prueba discriminatoria
entre linfocitos reactivos (PAS positivas) de células bldsticas(casos 13 y 14),
donde se observé la presencia de un 27 y 37 % de células con reaccién

citoquimica positiva y por inmunotipificacion un 15y 16 % de blastos para caso.

Casos 13 y 14 evidencian una expresion de CD10 fuertemente positiva asociada

a una baja o nula expresion de CD22+.
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Figura 4. Resultados obtenidos post fase de induccion en el caso 13. A. Extendido de médula ésea tincion Wright B.

Tincién PAS. C. Perfil inmunofenotipico.

MARCADOR Reactividad Reactividad LLA LLA LLA LLA
1ra.Muestra 2da.Muestra PRO-B COMUN PRE-B | BMADURA

(Diagnostico) (Post FI) (B-) (B-IN) KB [ (B-IV)

HLA-DR 65 17 + + + +

DT - + + +

CD19 74 7 + + + +

CD22 10 + + + +

CD10 100 16 - + -

CD3 - - -

CD7 - - -

CD1la - - -

lgM 16 - +C +sup

CD4 - - -

CD8 - - - -

CD13 - - - -

CD14 - - -

CD33 - - -

CD34 - - - - - -
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Figura5. Resultados obtenidos post fase de induccion en el casol4. A. Extendido de médula ésea

tincion Wright B. Tincion PAS. C. Perfil inmunofenotipico.

MARCADOR Reactividad Reactividad LLA LLA LLA LLA
1ra.Muestra 2da.Muestra PRO-B COMUN PRE-B | BMADURA

(B-I) (B-1l) B-ll) | (B-IV)

HLA-DR 67 9 + + + +

TDT - - + + +

CD19 30 5 + + + +

CD22 54 9 + + + +

CD10 64 11 - +

CD3

CD7

CDla

IgM - - - - +C +sup

CD4

CD8 -

CD13 -

CD14

CD33

CD34

C. RESPUESTA AL TRATAMIENTO DE INDUCCION.

De los 14 pacientes inicialmente diagnhosticados, 10 experimentaron recaidas y

solo 4 culminaron la fase de induccion.
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En aspirados de médula dsea por valoracién morfoldgica fueron considerados

hasta al final del estudio en remisién completa a 3 de los 4 pacientes (Tabla

16).

Tabla 16. Resultado del tratamiento post fase de induccion en los 4 pacientes

conLLA
tipo B IT
TIPO DE REMISION SOSPECHA | COMPLICACIONES EN REMSION BLASTOS
PACIENTES | TRATAMIENTO | COMPLETA DE | LAPRIMERAFASEDE | SOSTENIDA | RESIDUALES
DETERMINAD | RECAIDA QUIMIOTERAPIA | DETERMINADA | DETERMINADO
CAMENTE CAMENTE INMUNOFLUO-
RESCENCIA
Fl FS
10 Convencional * - - * *
12 Sin ——- * * - -
asparaginasa
13 Sin * — . * * *
asparaginasa
14 Sin * _— - - * *

asparaginasa

Fl. Fase de Induccién. FS. Fase sostenida.

El caso 12 se encontraba en sospecha de leucemia persistente)Caso 12),

asociado con el nimero de blastos encontrados en aspirados de médula dsea

(mds del 5 %) post fase de induccién.

En los casos 12, 13 y 14 se excluyo a la L- asparaginasa durante la

quimioterapia, encontrdndose células residuales con reaccién PAS fuertemente

positiva (Fig 3-B,4-By 5-B) post fase de induccion.
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D. OCURRENCIA DE RECAIDAS.

El promedio de dias observados fue de 28 dias. Complicaciones en las primeras
fases de quimioterapia fue evidente en 10 de los 14 pacientes inicialmente
tratados, La mayoria de las recaidas fue en pacientes con edad por encima de
35 afios los cuales presentaban 30.000 cel/mm* con predominio mieloide al

momento del diagnéstico (Tablal2).

El tiempo promedio ftranscurrido antes de las recaidas fue menos de 1 mes.
Para aquellos pacientes que respondieron a la fase de induccion, el tiempo

promedio de recaidas fue de 5 meses.

La valoracién inmunolégica de los cuatro pacientes que culminaron la fase de
induccion sugirié que 3 de los 4 pacientes recayeron aun con RC determinada
morfoldgicamente en el tiempo establecido a la de remision. El caso 14

permanece en fase de mantenimiento hasta el final del estudio.

D. PRONOSTICO.

Aquellos pacientes que no respondieron a la terapia de induccién de primera,
fueron asociados a estados de sepsis y hemorragias severas, pacientes que por
su condicién dificilmente respondieran a la quimioterapia, siendo uno de los

factores importantes de muerte en este grupo de estudio.
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Es asi, que determinamos como factores predictores importantes de recaidas,
la edad ( < a 35 afios), el recuento de leucocitos por encima de 30 000 cel/mm?

al momento del diagndstico, el tipo de leucemia.
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VIII. DISCUSION.

A pesar de los avances del tratamiento, las recaidas son el problema mayor en
los casos de leucemia aguda debido a la persistencia de un pequefio nimero de
células malignas que son indetectables por morfologia convencional, por lo
tanto se requiere de técnicas mds sensibles que permitan evaluar la masa
residual y monitorear una respuesta al tratamiento de forma individual. El
desarrollo de dichos métodos ayudard a detectar e impedir las recaidas previa
a una manifestacion clinica, o para determinar la calidad de la médula ésea para

un transplante autélogo, siendo actualmente este un desafio en nuestro medio”.

En este estudio evaluamos la importancia clinica en cuanto a la presencia de
blastos residuales determinados por cuantificacion de pardmetros
inmunofenotipicos y asi encontrar la mejor metodologia que la valoracion
morfoldgica convencional para determinar remision post fase de induccion en

pacientes con leucemia aguda.

En nuestro medio el monitoreo y seguimiento del tratamiento en los pacientes
con LA se realiza convencionalmente por morfologia, debemos tomar en cuenta
que la deteccién de esta técnica es de 10 ZExperimentos anteriores
demuestran la presencia de blastos en valores inferiores de un 1 % no pueden

ser detectados por morfologia %°.

La inmunotipificacion fue de utilidad para detectar la presencia de blastos
residuales, debemos tomar en cuenta las ventajas de esta técnica en cuanto a

la utilizacién de anticuerpos monoclonales, como la expresién de algunos
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antigenos sobre blastos leucémicos y que pueden estar ausentes o raramente
positivos en células normales y por supuesto mencionar la sensibilidad de esta

técnica (10 3-10 %), permitiéndonos detectar 1 blasto de cada 1000 células®™.

Durante la fase de diagnéstico se observé por inmunotipificacién en los casos
de LLA BII la expresién del marcador €D10 fuertemente positiva asociada a
una baja o nula expresién de CD22+, esta expresion se refleja durante el
desarrollo de células B, ya que adquieren el CD22 solo cuando maduran, lo cual

fue corroborado con los estudios de Brasil et. al. (1999) (Fig. 2,3,4y 5),

Cuatro pacientes con diagnéstico de LLA BII (CALLA) culminaron la fase de
induccion del tratamiento, la inmunotipificacion en esta fase permitié su
valoracién y determind la utilidad de marcadores Tdt, CD10 y CD19 como

predictores de recaidas.

Si bien en literatura se reporta frecuentemente pacientes con fenotipo
cambiado post fase de induccion, lo que representa un problema importante en
la recaida, en nuestro estudio debemos mencionar (caso 10) la presencia de los
marcadores CD3+(3 %) y CD7+(4%) post fase de induccion (Fig 2-c), lo cual se
reporta en bibliografia como frecuentes cambios antigénicos que pueden
presentarse, éstos generalmente no afectan a las aberraciones antigénicas que
definen al fenotipo leucémico. Mds auln estos Ultimos cambios ( <20 % en LLA y
LMA) muchas veces no son reales, sino que son reflejo de pequefias
subpoblaciones leucémicas ya presentes al momento del diagndstico y que
pasaron inadvertidas. Fuera de este caso nho reportamos evidencia de

alteraciones antigénicas como resultado de la quimioterapia, pero debemos
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mencionar su valor asociado a la clinica ya que la paciente concomitantemente

presenté un cuadro neumdnico que repercutio en su estado general.

Asi también, determinamos la importancia de los factores de riesgo en cuanto
a la respuesta de los pacientes al tratamiento y su gran utilidad como factores
pronéstico. En los grupos de riesgo las recaidas fueron mds frecuentes en los
de riesgo alto e intermedio que en los de riesgo bajo( Tabla 12. Entre los
factores predictores favorables importantes al momento del diagnéstico deben
ser tomados en cuenta, la edad se manifiesta mds en la duracion de la remision
y en la supervivencia ( < a 35 afios), el recuento de células por debajo de 30
000 cel/mm® , asi como el fenotipo LLA BII ( CALLA) lo cual ha sido
establecido desde hace varios afios, fenotipo que presentaron los cuatro
pacientes que respondieron a la fase de induccion. La carga de masa tumoral,
como hepato, esplenomegalia con adenopatia, reflejard una mayor poblacién
leucémica y por ende mayor nimero de células resistentes. Estas variables
pueden afectar el desarrollo de recaidas y la remisién sostenida, siendo
factores con capacidad predictiva en cuanto al riesgo de muerte temprana
para el restante nidmero de pacientes. No fue posible realizar andlisis
estadistico en la etapa de mantenimiento por el pequefio nimero de pacientes

en seguimiento a largo plazo.

La clasificacién morfoldgica FAB no predijo las recaidas de los pacientes ni la
presencia de remision sostenida, tal como lo plantea este y otros estudios, en
donde se ha demostrado que el impacto de algunos factores prondstico

acompaiiado de pruebas citoquimicas e inmunofenotipicas pueden coadyuvar a
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la deteccién de blastos residuales en mdas de un 5 %, lo cual no corrobora lo

dicho morfoldgicamente(Tabla 15).

La baja respuesta de los pacientes con LA a la terapia de induccion esta
asociada principalmente a la infraestructura y el hacinamiento de las salas de
medicina en el Hospital de Clinicas, lo cual repercutio en la mayoria de los
pacientes, remitidos de este centro. Complicaciones infecciosas, fueron
frecuentes, siendo una de las principales causas de muerte en este grupo de

estudio.

Nuestro estudio demostré que la presencia de < 5 % de blastos en aspirados de
médula ésea no necesariamente indican remision completa, ademds> 5 % de
blastos pueden no ser siempre un signo de recaida ya que estos blastos pueden
presentar un Tdt negativo los cuales son precursores de células B normales y
pueden incrementarse después de la quimoterapia(caso 14), pero una valoracién
de Tdt, €D10 y CD19 por inmunofluorescencia pueden diferenciar estas dos

instancias y determinar precisamente los niveles de remision en médula ésea.

La sensibilidad de este método inmunoldgico se encuentra en el rango de 107-
10 si bien es mds baja que las técnicas de PCR 10°-10"° estos se emplean para
identificar en un rango alto las recaidas. Principales estudios por Biologia
Molecular presentan deteccién de células residuales inmediatamente después
de remisién de induccion y un nimero substancial de pacientes sobre los 24
meses post-remision. Esta positividad de PCR no siempre correlaciona con
respuestas a largo termino. Para sobrellevar la baja sensibilidad de técnicas

inmunoldgicas respecto a técnica moleculares se deberd hacer un muestreo mads
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frecuente de pacientes en los primeros 2 afios de tratamiento donde las

recaidas son mds comunes.

Si bien se realizaron trabajos en los que se trata de correlacionar la
morfologia con el inmunofenotipo, la adicién de las pruebas citoquimicas
aumenta aun mds la probabilidad de encontrar blastos residuales, como se
muestra en la Tabla. 15, por ello y pese a que el ndmero de pacientes fue
reducido, observamos una correlacion entre las tinciones citoquimicas con el
inmunofenotipo. Si bien se observé un mayor porcentaje de células con
reaccion PAS positiva post fase de induccion en relacién al porcentaje de
blastos determinado mediante valoracién morfoldgica en los casos 13 y
14(Tabla 15), esto puede asociarse a la presencia de linfocitos activados los
cuales pueden dar reaccidn positiva, siendo discriminadas de células leucémicas
por evaluacién inmunofenotipica, si bien, en el caso 10 y 12 reportamos un
menor ndmero de células con reaccion positiva, en comparacién con las
encontradas mediante inmunotipificacién, justificamos como posible razon el
que la muestra pudo no haber sido representativa debido a la distribucion no

homogénea de la leucemia en la médula ésea.

La principal pregunta, que permanece a ser respondida es si la deteccién de
células residuales tendrdn un rol en la seleccién de estrategias de tratamiento

individual en los pacientes.

El beneficio potencial de determinar la enfermedad residual durante la

consolidacidon de la quimioterapia, seria predictivo a una recaida subsecuente,
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asi también, su rol como indicador prondstico(Parahat et. Al.,, 1998). Esto
puede facilitar por lo tanto la elaboracién de nuevos protocolos de
quimioterapia, asi como la respuesta de un tratamiento temprano a la
enfermedad incrementaria este indicador.?® Debemos mencionar, que si bien
hasta el final del estudio 1 paciente se encontraba en remisién sostenida, esto
determinada por morfologia, a la larga puede recaer debido al hallazgo de

blastos residuales(Tabla 15).

Aquellos pacientes que hicieron recaidas o bien no respondieron a la fase de
induccién tuvieron un pronéstico sombrio, ninguno logré permanecer en
remisién sostenida (Tabla 16). Una estrategia potencial para mejorar la
supervivencia libre de eventos, seria intensificar la terapia inicial para los
pacientes que tienen riesgo alto de fallar a la induccion, para lo cual es
indispensable aplicar ademds de la clasificacion morfoldgica las pruebas
citoquimicas e inmunofenotipicas, por lo que aquellos pacientes que no pueden
alcanzar remisién por el dia 28 recaerdn mds temprano y se deberdn colocarse

en los grupos de peor riesgo.

Varios protocolos de investigacion han definido falla a la induccion como la
persistencia de leucemia después de un mes de terapia. Nuestros resultados
muestran que la remision completa después de un mes de induccion en los
pacientes de riesgo bajo que recibieron fratamiento con tres medicamentos,
fue semejante a los de alto riesgo en quienes se utilizaron cuatro
medicamentos. No obstante, en este estudio llama la atencion la presencia de
células que mantienen reaccion positiva por inmunotipificacién, asi como, para

la tincion PAS después de 1 mes de quimoterapia, pacientes que recibieron el
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tratamiento sin L-asparaginasa, como se observa en las Figuras 3, 4y 5, en
comparacion con las células de la primera paciente quien recibié el tratamiento
convencional con L-asparaginasa, presentando reaccion débilmente positiva
tanto para pruebas inmunofenotipicas como citoquimicas (fig 2). Estudios
recientes de Garcia. Et. al.(2002) mencionan que a partir de 1990, se
intensifico la induccion de la remisidn, afiadiendo L-asparaginasa con lo que la

remisién completa aumenté.’

A pesar de que los tratamientos para pacientes con LLA son cada vez mds
eficaces, algunos grupos de pacientes contindan recayendo, lo que requiere del
desarrollo de nuevas ideas para estos tratamientos®®. Ademds, debemos tomar
en cuenta que al aumentar la intensidad y potencia de la quimioterapia inicial,
se tiene que pagar el precio de una toxicidad y la morbi mortalidad asociada,
adicionalmente estos pacientes son hemoderivados lo que conlleva aun costo
asociado, lo cual en nuestro medio es dificil de obtener. Sin embargo no hay
datos concluyentes acerca de que otra forma de fratamiento logre un

resultado mejor que el tratamiento de induccidn.

Si bien existié discrepancia en cuanto al comportamiento de estos pacientes al
tratamiento, este hallazgo se puede explicar, debido a factores tales como el
tamafio de muestra, el periodo de observacion corto y la evaluacién de los
pacientes después de haber recibido el tratamiento en forma parcial, no
obstante la utilizacién de los mismos o similares esquemas quimioterapéuticos,

coadyuvaria a mejorar resultados y profundizar estos estudios.
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Asi también, debemos mencionar ciertos factores que son inherentes a
nuestro medio que pueden explicar estas diferencia, como algunos expresiones
de los patrones de conducta en nuestro pais, como la falta de blsqueda precoz
de atencion médica o la falta de acato de las indicaciones médicas, que
resultan francamente inadecuados y dificilmente influenciables a corto plazo
ya que se encuentran determinados por la estructura sociocultural y el grado
de desarrollo prevalente en el pais, los estratos socioeconémicos de la

poblacion y la estructuracion y funcionamiento de los sistemas de salud.

En las 3 dltimas décadas, la sobre vivencia en los casos de Leucemia aguda se
ha incrementado en casi un 80% en paises desarrollados, si bien estos
resultados son frecuentemente reportados en nifios debemos tomar en cuenta
que el tratamiento de LLA en adultos es considerablemente menos efectivo,
por lo que una apropiada quimioterapia y una terapia de soporte jugarian un rol

importante en la obtencién de mejores resultados®?.

Muchos mds estudios se necesitan para determinar si la inusual expresion de
antigenos en un nivel de maduracién especifica es una necesidad durante la
diferenciacion normal mieloide o linfoide. Estudios funcionales de estos
antigenos son importantes en orden para clasificar la importancia bioldgica de

estos tipos de expresidn antigénica 2.

En resumen la clasificacion mediante criterios morfoldgicos exclusivamente o
aun acoplado con citoquimica, puede tener cierto grado de imprecision, sin
embargo el inmunofenotipo no puede reemplazar a la morfologia completamente

y esto simplemente constituye un valor complementario, debemos tomar en
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cuenta, que la utilizacién de diferentes pruebas de forma combinada ya seaq,
para caracterizar las células leucémicas no solo han contribuido a una mds fina
clasificacion de los subtipos de las leucemias agudas sino también permitir el

manejo de nuevas estrategias para el fratamiento.

Este trabajo nos brinda informacion importante para el manejo adecuado del
paciente en cuanto a un fratamiento dirigido, debe considerarse como un
estudio preliminar en cuanto a la valoracién inmunofenotipica post tratamiento,
por la escasez en el nimero de pacientes, pese a ello nos permitié determinar y
predecir las recaidas en 3 de los 4 pacientes diagnosticados con LLA BII, lo
que nos lleva a la necesidad de seguir realizando muchos mds estudios y

profundizar aun mds sobre este tema.
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IX. CONCLUSION.

El monitoreo inmunofenotipico post fase de induccién encontré mds del
5 % de células leucémicas residuales, demostrando ser un técnica simple
y sensible la cual nos permitié realizar el seguimiento en pacientes con

LLA, prediciendo las recaidas después de la quimioterapia.

Se determiné la utilidad de marcadores CD19 y €D10 como predictores
de recaidas en 3 de 4 pacientes diagnosticados con LLA B II (CALLA)

post fase de induccién

No se establecié la presencia de aberraciones antigénicas post
quimioterapia, se reporté un caso de células con reaccion para
marcadores CD3 y CD7 ,resultado que podria ser asociado al cuadro

neumdnico de la paciente.

La valoracion morfoldogica FAB no predijo recaidas en 3 de los 4

pacientes ni la presencia de remision sostenida.

Se establecid como factores predictores importantes de recaida
temprana, las edad del paciente (mayor a 30 afios), el recuento de
leucocitos (mayor a 30000 cel/mm3), el fenotipo de la leucemia al

momento del diagnéstico.
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Se logré una correlacién entre la presencia de blastos residuales
determinada por pruebas citoquimicas e inmunofenotipicas durante la

fase de induccidn.

La inmunotipificacion discriminé la presencia de linfocitos

activados(Reaccién PAS positiva) de blastos leucémicos.
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