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RESUMEN: El cancer en pediatria es la segunda causa de mortalidad, y
de todos los tipos de cancer, las leucemias agudas son las enfermedades
neoplasicas mas comunes en la infancia, representando entre el 30 y 40% de
todos los casos registrados.

Las leucemias se clasifican de acuerdo a la célula progenitora
hematopoyética que les dio origen, es decir, tenernos leucemias agudas
linfoblasticas y leucemias agudas mieloides.

La leucemia mieloide aguda (LMA) representa del 15 al 20% de las
leucemias agudas, y se define como un trastorno clonal ocasionado por una
transformacién maligna de una célula troncal autorrenovable, derivada de la
médula 6sea, la cual demuestra una disminucioén en la tasa de apoptosis asi
como una diferenciacion aberrante.

Para llamarse aguda, la médula 6sea generalmente debe de incluir mas
de 20% de blastos leucémicos. El diagndstico de LMA es morfologico de
acuerdo a los criterios de la FAB en forma complementaria se realiza
Inmunofenotipo y citogenética.

El uso de anticuerpos monoclonales para determinar los antigenos de la
superficie de las células de la LMA, ayuda a reforzar el diagnéstico morfoldgico.

En el diagndstico inicial de leucemia deben emplearse varios anticuerpos
monoclonales especificos segun el linaje que detectan los antigenos en las
células de la LMA, junto a una bateria de marcadores especificos del linaje de
los linfocitos T y B que ayuden a distinguir la LMA de la LLA .

Las expresiones de varias proteinas o CD, consideradas como
relativamente especificos al linaje para la LMA comprenden la expresion de
uno o varios de los siguientes antigenos: CD33, CD13, CD14, CDw41 (o
antiglicoproteina plaquetaria 11B/I11A), CD15, CD11B, CD36 y antiglicoforina; los
cuales deberan expresarse en mas del 25% de las células. Este fenotipo
leucémico ha llegado a tener importancia no solo diagndstica, sino que
actualmente se propone que su expresion podria afectar el curso clinico de la
enfermedad en estudios realizados en la poblacion adulta y los estudios en la
poblacién pediatrica son controvertidos, Se desconoce cual pueda ser el valor
del inmunofenotipo como predictor de curso clinico de la enfermedad en

pacientes pediatricos.



El presente trabajo trata de buscar la asociacioén entre el inmunofenotipo
al diagnostico y la evolucion clinica de pacientes pediatricos con LMA, para lo
cual se determind el inmnunofenotipo a todos los pacientes con sospecha
diagndstica de leucemia aguda del 2002 al 2009 del HIMFG, se identificd a
todos los pacientes con LMA y se realizé la revision de curso clinico de su
enfermedad en los expedientes clinicos. De las caracteristicas generales
encontramos relacion masculinos y femeninos de 1:1.1, el sindrome anémico
fue el mas encontrado en nuestros pacientes y la LMA M2 la mas frecuente.
Los porcentajes de recaida y supervivencia global son similares a los de la
literatura internacional, sin embargo tenemos un mayor porcentaje de muertes
en la induccién. En el analisis de regresion logistica binaria encontramos que 3
de los 22 antigenos resultaron como factores protectores de la variable muerte.
Estos antigenos fueron CD34 (OR 0.24 con IC95% 0.07-0.84) CD15 (OR 0.30
IC 0.12-0.76) y MPOX (OR 0.24 IC 0.07-0.81) lo que abre una linea de
investigacion para la relacion del fenotipo con el curso clinico de la

enfermedad.



ANTECEDENTES HISTORICOS

El término "leucemia" fue acufiado por Rudolf Virchow, un renombrado
patdlogo aleman, en 1856. Virchow fue pionero en el uso del microscopio
Optico en el campo de la patologia y fue el primero en describir el exceso de
glébulos blancos en pacientes y utilizé el término puramente descriptivo de
"leucemia" (del griego sangre blanca), para darle su nombre a esta patologia.”

El primer articulo publicado que describe un caso de leucemia en la
literatura médica data de 1827, por Alfred-Armand-Louis-Marie Velpeau, quien
describio el caso de una florista de 63 afios de edad con una enfermedad
cuyos principales sintomas eran fiebre, debilidad y hepatosplenomegalia,
Velpeau consider6 que la sangre de esta paciente tenia una consistencia
semejante a la "papilla de avena" e hipotetizé que este aspecto de la sangre
era debido a los glébulos blancos. 2

En 1845, el patdlogo J.H. Bennett reporté una serie de casos similares
de pacientes que fallecieron con esplenomegalia y cambios "en el color y la
consistencia de la sangre". Bennett utilizé el término "leucocitemia" para
describir esta condicion patoldgica. 2

En 1877, Paul Ehrlich desarrollé una serie de técnicas de tincion de
células sanguineas que le permitieron describir en detalle y diferenciar los
glébulos blancos normales y anormales.

Wilhelm Ebstein introdujo el término "leucemia aguda" en 1889 para
diferenciar las leucemias progresivas de las leucemias crénicas. El término
"mieloide" fue acunado por Neumann en 1869, tras ser el primero en
determinar que los glébulos blancos provenian de la médula 6sea (del griego
Huehdg, myelos = médula). 3

Mosler quien, diez afios mas tarde (1879), fue quien describié por
primera vez una técnica para examinar la médula 6sea y diagnosticar la
leucemia. Finalmente, en el ano 1900, Naegli caracterizé los mieloblastos, que
pertenecen a la estirpe celular afectada en la LMA, y dividi6 los tipos de
leucemia en mieloides y linfoides, segun la estirpe celular sanguinea que se
viera afectada. 3

Actualmente se define a la Leucemia Mieloide Aguda como una

neoplasia clonal del tejido hemopoyético, caracterizada por la proliferacion de
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células blasticas anormales de estirpe mieloide en la medula ésea, producida
por dafos genéticos adquiridos en el DNA de las células de la médula désea
produciendo un crecimiento incontrolado de células blasticas y menor

produccion de células hematicas normales. *
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MARCO TEORICO: Leucemias agudas en pediatria

La incidencia de cancer en la infancia incrementé significativamente de
1975 a 2006, con tasas de aumento mas notables en leucemia linfoblastica
aguda. Las tasas de curacion de 1976 a 2006 incrementaron en mas del 50%,
y particularmente en leucemias y linfomas se logr6 un descenso en la
mortalidad en un lapso de 32 afos, aunque el descenso en la mortalidad se
desacelerd después de 1998. °

La leucemia aguda representa 44,240 casos nuevos anuales en Estados
Unidos, aproximadamente 21,790 mueren por esta enfermedad. La leucemia
mieloide aguda corresponde el 25% de las leucemias agudas, presentandose
en 3.7 por cada 100,000 habitantes. No hay diferencias entre femenino y

masculino en incidencia de leucemia mieloide aguda. °

Se ha asociado la presencia de los siguientes sindromes como
predisponentes para Leucemia mieloide aguda; Sindrome de Down, sindrome
de monosomia familiar 7, Sindromes de inestabilidad cromosémica, Anemia de
Fanconi, Sindrome de Bloom, Sindromes de crecimiento y defectos de las vias
de senalizacion celular, Neurofibromatosis tipo 1, Sindrome de Noonan,

Sindrome de Kostmann, Anemia de Diamond Blackfan tipo I. 2*°

El mas estudiado ha sido el sindrome de Down por su paraddjico
incremento en la frecuencia de leucemia mieloide aguda y su alta sensibilidad a

la quimioterapia. °

En 1990 se realizd6 una revision por la Sociedad Americana de
Hematologia e investigadores de Pediatric Oncology Group (POG) ahora parte
de Children’s Oncology Group (COG), realizando un informe de mas de 1992
publicaciones con la finalidad de definir las bases moleculares, bioquimicas y
farmacoldgicas de los pacientes con Sindrome de Down y Leucemia mieloide

aguda. ’

El riesgo de los pacientes con sindrome de Down de presentar Leucemia
mieloide aguda, en especial de subtipo M7 y sindrome mieloproliferativo
transitorio, es debido a mutaciones en el gen GATA 1, estan presentes

practicamente en todos los nifios con sindrome de Down. ©



Ademas el sindrome de Down se relaciona con un incremento en la
produccion de radicales libres en las células previamente dafadas por la

quimioterapia induciendo en un mayor grado apoptosis. *

Hematopoyesis normal y leucémica

La produccion de células sanguineas o hematopoyesis es el proceso por
medio del cual las células troncales hematopoyéticas proliferan, y se
diferencian dando lugar a los diferentes tipos de células circulantes en la
circulaciéon periférica por lo tanto tenemos hematopoyesis linfoide vy
hematopoyesis mieloide. ®

Para lograr diferenciacion hacia la linea mieloide, se requiere la
participacion de receptores de factores de transcripcion, dentro de los que se
encuentran principalmente PTK (tirosine kinase activity), localizado en la
membrana celular, que se asocia a ligandos unidos a dominios dependientes
de cinasas que una vez fosforiladas activan vias intracelulares que inducen
diferenciacién. También se requiere de receptores dependientes de ligandos
que activan receptores trans membrana; entre los principales se encuentran
JAK / STAT que producen activacion de las vias intracelulares induciendo
proliferacion celular. *°8

El tamafo de la célula, la regulacion de la apoptosis y la diferenciacion
monocitica esta relacionada con la accion de Pi3/AKT (fosfoinositol 3/ Serina
trionina kinasa) y cuando ocurre una alteracién en la trascripcion de estas
sefales, se produce una alteracion clonal de una linea celular produciendo
leucemia mieloide aguda. ®

Otro factor de transcripcién importante es el AML (core binding factor
alfa) que es clave en la diferenciacion mieloide, es por eso que muchas
anormalidades genéticas de AML se relacionan con la aparicion de leucemia
mieloide aguda. AML tiene varias isoformas, su isoforma mas comun es AML
1B, la cual estimula la RNA polimerasa I, al producirse una alteracion como la
presencia de translocacion (8;21), en la se sustituye un C terminal AML por el
ETO; se produce falta en la regulacion en la hematopoyesis de la linea

mieloide.



Por otro lado el factor de transcripcion MYH 11 ( Muscle Myiosin Heavy
Chain) es necesario para la hematopoyesis normal de los monocitos, este

factor es codificado en el cromosoma 16.

Alteraciones citogenéticas el LMA

Se conoce que hasta el 75% de los pacientes con LMA tienen alguna
alteracion citogenética en los blastos leucémicos y su identificacion se basa en
la aplicacion de técnicas de citometria, FISH y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). La determinacién de las alteraciones citogenéticas es tan
importante que actualmente se considera que existen alteraciones que
confieren buen o mal pronéstico a su portador. A continuacion se describen las
mas importantes: °

La translocacion (8:21) (g22:q22) es una de las alteraciones

cromosomicas mas frecuentes en Leucemias mieloides agudas, se presenta en
8% de los pacientes pediatricos, representando el 40% de la leucemia mieloide
M2 de acuerdo a la FAB. "°

La inversion 16 se encuentra en el 6% de los pacientes pediatricos con

Leucemia mieloide aguda. Se debe a la inversion 16 (p13;922) 6 t (16;16)
(p13;922), lo cual produce una disregulacion en la hematopoyesis normal,
produciendo la alteracion clonal de la linea monocitoide. 12

La translocacion (15;17) PML RARa se presenta en la leucemia

promielocitica, se considera un factor determinante en la patogénesis, ya que
en el rearreglo 17921 codifican los receptores de acido retinoico (RARa).

RARa es un receptor que funciona como factor regulador de la
transcripcion inducida por un ligando, que participa en la patogénesis de la
leucemia promielocitica por medio de el reclutamiento de receptores de histona
de acetilasa, complejos necesarios para reprimir los genes implicados en la
diferenciacién mieloide. RARa induce a la célula troncal hematopoyética a su
diferenciacion hacia célula granulocitica, induciendo la transcripcién en bloque
de la serie promielocitica.

PML (promyelocytic leukemia acute) controla el crecimiento celular a
través de la regulacion de la proteina NB, la sobreexpresion de PML produce

crecimiento celular exagerado; a demas de que forma parte de los nucleos
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maduros siendo necesario para la integridad funcional celular de los
promielocitos. ™

Al haber translocacion (15:17) se produce un incremento en la expresion
de PML lo cual induce un crecimiento de promielocitos exagerado y anormal.
Las leucemias agudas M3 con positividad para esta translocacién tienen
respuesta a el tratamiento con acido trans retinoico (ATRA) ya que este se une
a PML RAR a induciendo un cabio conformacional que resulta en la disociacién
del complejo activador de los genes que permiten que las células
promielociticas se diferencien, asi como induce la degradacién por medio de
caspasas de PML RAR a. Ademas ATRA induce la liberacién de factor de
necrosis tumoral e induce la apoptosis celular por medio de BCL 2 Ay MCL1 12,

Gen MLL ( Mixed Linaje Leukemia) localizado en el rearreglo 11923, es

un gen de 90 kb con 38 exones, el cual codifica una proteina de 396
aminoacidos, en el cual se localiza las senales de inhibicion de la transcripcién
de la serie hematopoyética. Se asocia a la alteraciéon de la serie monocitoide,
encontrandose aumentada en la leucemia mieloide aguda M5. El
reordenamiento del gen MLL se correlaciona con la presencia de afeccion a
cromosoma 11, como t(4;11) t(9;11) t(11;19). **

El Gen GATA 1 es un factor iniciador de la transcripcion, por medio de la

introduccién de un codon interruptor antes del codén 84 trastornando el corte e
implante del DNA, por lo que los pacientes con sindrome de Down tienen
riesgo incrementado de presentar de leucemia aguda. El Gen GATA 1 es un
elemento regulador de la diferenciacion de eritrocitoblastos y megacarioblastos,
estableciéndose asi la influencia que tiene este sindrome con la presencia de

leucemia mieloide aguda M7 de acuerdo a FAB °

En el cromosoma 21 se expresan los genes encargados de la

produccion de Cistationina B sintetasa (CBS) y superdxido dismutasa (SOD 1),
el incremento en la actividad de CBS ha sido vinculado a los niveles de
homocisteina, metionina, s- adenosil metionina y una deficiencia relativa de
folato en relacion a CBS, produciendo disminucién en la generacion de
Trifosfato de timidina, como resultado de la inhibicibn de deaminasa
desoxicitidina, resultando en un incremento en la actividad de arabinosido de

citocina. ™
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Por otro lado en el cromosoma 21 se localiza un carboxilo involucrado en el
metabolismo de las antraciclinas, (Daunorrubicinol) incrementando Ila

sensibilidad a las antraciclinas en pacientes con sindrome de Down. "

Aunque las alteraciones numéricas y estructurales antes mencionadas
son las mas frecuentemente encontradas no son las Unicas ya que pueden
estar presentes en los pacientes con leucemia aguda entre otras puede
encontrarse monosomia 7, trisomia 8, t(10;11) (p13921), t(6;9)(p23q34),
t(1;22) (p13;q13).

Asi como la presencia de t(8;21), inversién 16 y t(15;17) es un factor
determinante en la patogénesis de la leucemia mieloide, la presencia de las
siguientes traslocaciones se asocian a recaidas tempranas y falta de respuesta

a tratamiento monosomia 5, monosomia 7, t (11g23) t(9;11). 810111214

El grupo internacional Pediatric Oncology Group determino la frecuencia
y tipo de alteraciones cromosodmicas encontrados 643 pacientes pediatricos
con leucemia mieloide aguda en su estudio 8821 reportando que 109
pacientes (22,8%) tenia cariotipos normales, 280 pacientes (58.6%)
presentaban anormalidades 11923,las cuales fueron sub clasificadas
encontrando que 88 pacientes (18.4%) con t(8;21), 56 (11.7%) con t (15;17), y

55 ( 11.5%) con inversién 16, 9 (1.9% ) con trisomia 21, monosomia 7 °
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Clasificacion de la Leucemia Mieloide Aguda

Leucemia mieloide aguda se clasifica de acuerdo a la sociedad Franco

Estadounidense Britanica (FAB) en 8 subtipos, del MO a M7, en base a las

caracteristicas morfoldgicas de las células leucémicas, los subtipos de acuerdo

ala FAB son: '®

MO0

Leucemia mieloblastica aguda sin diferenciacion.

M1

Leucemia mieloblastica aguda sin maduracion.

M2

Leucemia mieloblastica aguda con maduracion.

M3

Leucemia promielocitica aguda.

M4

Leucemia mielomonocitica aguda.

M4eo

Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia en médula
Osea.

M5

Leucemia monocitica aguda.

M6

Eritroleucemia.

M7

Leucemia megacarioblastica.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a la leucemia mieloides
agudas en 5 subtipos: "’

LMA
anomalias
genéticas
caracteristicas

con

Incluyen aquellas LMA con translocaciones entre los
cromosomas 8 y 21 [t(8;21)], inversiones en el cromosoma 16
[inv(16)] o translocaciones entre los cromosomas 15 y 17
[t(15;17)]. Los pacientes con este tipo de LMA presentan una
elevada tasa de remisién y un mejor prondstico comparado
con otros tipos de LMA.

LMA con | Esta categoria incluye a los pacientes que han sufrido

displasia previamente un sindrome mielodisplasico (SMD) o

multilinaje mieloproliferativo (SMP) y este ha derivado en una LMA. Este
tipo de LMA tiene una mayor incidencia en pacientes de edad
avanzada y suele presentar un peor prondstico.

LMA 'y SMD | Esta categoria incluye a los pacientes que han sido

asociados al | sometidos a quimioterapia o radiaciones, y posteriormente

tratamiento desarrollaron LMA o SMD. Estas leucemias pueden ser
caracterizadas por anomalias cromosomicas especificas y
suelen presentar un mal prondstico.

LMA no | Incluye subtipos de LMA que no pueden ser incluidos en

categorizada ninguna de las categorias anteriores.

Leucemias En este tipo de leucemia (también conocido como fenotipo

agudas de linaje
ambiguo

mixto o leucemia aguda bifenotipica) las células leucémicas
no pueden ser clasificadas como mieloides o linfoides, o bien
ambos tipos de células estan presentes

12
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Conforme ha pasado el tiempo y se ha mejorado el comprension de la
enfermedad, asi como el desarrollo de mejores herramientas diagnosticas se
han modificado los criterios diagnosticos para esta patologia, actualmente
para realizar el diagnostico de leucemia mieloide aguda, se requiere del 20% 6
mas de blastos en médula 6sea o la presencia de menos del 20% de blastos
asociado a una de una translocacion especifica t (8;21), 1(15;17), o inversion
16.

La presencia de alteraciones estructurales y numéricas asociadas a leucemia
mieloide aguda mas comunes son t(15;17) (922;912-21), t(8;21) (922;922),
t(9;11) (p22;923) t(11;19) (g23;p13) t (1;11) (p32;923), inversion 16, t(6;9)

(p23;934), monosomia 7 y trisomia 8. °

En estudios internacionales se ha documentado la presencia de un indice de
remision mayor en los pacientes con t(8;21) e inversion 16, alcanzando una

remision de mas del 90% en pacientes con (15;17).

Manifestaciones clinicas

La presentacion clinica de los pacientes con leucemia mieloide aguda se
caracteriza por alteraciones secundarias a la infiltracion de la medula 6sea por
células blasticas; infiltracidon extra medular de estas células anormales; asi
como alteraciones en coagulacion secundarios a liberacion de sustancias de

estas células. *

Las manifestaciones mas comunes son sindrome anémico, sindrome
hemorragico, sindrome infeccioso, infiltracidon cutanea (leucemia cutis) 6

infiltracion orbitaria. >*°

Las alteraciones que se presentan mas frecuentemente en la citometria
hematica son: hiperleucocitosis (mas de 100,000 leucocitos) lo que produce
“‘estancamiento” o estasis a nivel vascular, ya que cuando el numero de blastos
es muy alto aumenta la viscosidad de la sangre, se reduce el flujo sanguineo
por la acumulacion de células tumorales, las células mieloides primitivas
pueden atravesar el endotelio y producir hemorragia, los sitios mas afectados

son sistema nervioso central, pulmonar y renal. '®

13



En cuanto al incremento en la cuenta de glébulos blancos, se conoce
desde los afnos 70s por el grupo BFM, que la leucocitosis esta relacionada con
riesgo de muerte temprana por sangrado pulmonar y sistema nervioso central

en pacientes con leucemia mieloide aguda. '

Los blastos pueden invadir al cerebro y a la médula espinal (sistema
nervioso central), cuando existe trombocitopenia al diagnostico, lo cual que
incrementa el riesgo de micro sangrados en sistema nervioso conduciendo a la
diseminacion de células blasticas; o por la realizacion de una puncion lumbar
traumatica que disemina en forma iatrogénica las células blasticas a sistema

nervioso central. *

Las manifestaciones clinicas pueden ser desde cefalea, debilidad, crisis
convulsivas, vomito, y vision borrosa, o afeccidén a pares craneales, esta tipo de
infiltraciéon se presenta en el 2% de los casos de leucemia mieloide. Con
mayor frecuencia asociada a leucemia mieloide aguda M4 y M5 que estan en
relacion con la presencia de hiperleucocitosis al diagnostico vy

trombocitopenia. °

También, aunque mas excepcional, puede encontrarse el sindrome de
Sweet, considerada como una inflamacién para neoplasica producida por
citoquinas secretadas por las células tumorales o por el sistema inmune en

respuesta al tumor.

Diagnéstico de leucemia mieloide aguda

El estandar de oro es el aspirado de médula 6sea. Para el diagndstico
de leucemia mieloide aguda la inmunohistoquimica es el complemento de la
citologia convensional, la cual permite la identificacion celular, por medio de
reacciones inmunoenzimaticas de las distintas lineas de diferenciacion y
funcionalidad celular. Esta consiste en la aplicacién directa de los anticuerpos
policlonales sobre los parametros morfolégicos, aumentando la sensibilidad y

especificidad diagnosticas®.

Las tinciones mas empleadas para el diagndstico de leucemia mieloide
aguda es mieloperoxidasa; MPOX ( peroxido de hidrégeno oxidorreductasa),

una glicoproteina de 4 subunidades formando por 2 homo dimeros; cada uno
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tiene una subunidad alfa de 59 kd y una subunidad B de 14 Kda, que se unen
a través de un puente disulfuro, esta reacciona con H,O, por medio de 5 tipos
de reacciones, la reaccion MPOX vy leucocitos es caracteristica de los linajes
mielociticos y monociticos, y es codificada en el CD 34 presente en los
mieloblastos y se considera positiva al presentarse reaccién en el 3% de las
células contabilizadas en el AMO, o puede detectarse por medio de citometria

de flujo. '

La tincién de PAS (Acido Peryédico de SHIFF) o leucofusina es una
reaccion colorimetrica, que se torna rojo al contacto con los grupos aldehidos,
revelando presencia de todo tipo de carbohidratos tras su oxidacion con acido
peryodico, aunque la reaccibn de PAS no es especifico de células
hematolégicas es de interés para diferenciar leucemias linfoblasticas de

mielodes de tipo eritroleucemia. *

El Sudan negro es otra tincion que pigmenta grasas neutras, fosfolipidos
y esteroides, todas las estructuras peroxidasa positiva son sudanofilicas, por lo
que se comporta igual que la mieloperoxidasa, linfocitos y normoblastos son

negativos. '°

Las esterasas son un grupo de enzimas capaces de hidrolizar ésteres en
sus componentes acidos y alcoholes, y de acuerdo al sustrato usado se
pueden estar presentes en la serie granulocitica y monocitica. La esterasa
inespecifica es aquella que reacciona ante sustratos de naftol-As-d-Acetato o
naftibutirato, es positiva en la serie monocitica y negativa en neutrofilos y sus
precursores por contener fluoruro de sodio, que inhibe a esta enzima. Es util en
la diferenciacion de los blastos de origen mieloide y monocitico. La esterasa
especifica es aquella que reacciona con los sustratos de cloro acetato de
esterasa, siendo positiva en la serie granulocitica y negativa en la serie
monocitica, no es sensible a la inhibicién con fluoruro de sodio, permitiendo la

diferenciacion de leucemia de serie granulocitica. *

En base a las caracteristicas morfolégicas y la presencia de reaciones
por inmunohistoquimica realizados a las muestras obtenidas de un aspirado de

médula ésea se llega al diagndstico de Leucemia mieloide aguda.

15



A diferencia de la Leucemia linfoblastica aguda en el que el
reconocimiento morfolégico de las células blasticas es mas homogéneo, en la
linea mieloide hay varios factores que pueden producir activacion celular,
modificando la morfologia celular, asi como otros procesos que también son
capaces de modificar la morfologia celular tales como procesos infecciosos, o
alteraciones clonales croénicas, por lo que el diagnostico morfolégico puede
complicarse. Es por eso que con el advenimiento de técnicas de analisis
molecular, que han permitido el reconocimiento del linaje celular, el estadio de
diferenciacién y la clonalidad, se ha facilitado el estudio de este tipo de

leucemias.

En los ultimos afios se ha avanzado mucho en la caracterizacion
fenotipica de las células normales de la médula 6sea y las neoplasicas
hematoldgicas, por un gran progreso en la citometria de flujo, en la quimica de
los fluorocromos, en la tecnologia laser y en los métodos de separacion

celular®®

La citometria de flujo es un método rapido, objetivo y cuantitativo de
analisis de células u otras particulas en suspension. Esta técnica se basa en
hacer pasar las células u otras particulas en suspension, alineadas y de una en
una, frente a un haz luminiso, detectando por medio de una reaccion antigeno

anticuerpo, un anticuerpo monoclonal especifico de un linaje celular. 20

Multiples “Clusters of Differentiation” (CD) se han estudiado y agrupado
por el Grupo Internacional de diferenciacién de antigenos leucocitarios, por
medio del uso de fluorocromos, agrupando a los CD de acuerdo a el linaje

celular que lo expresa. %'

El diagndstico del Inmunofenotipo de leucemias se ha centrado
fundamentalmente en leucemias agudas, ya que el diagnéstico de las demas
hemopatias se basa en los criterios morfolégicos. La médula ésea es la fuente

mas adecuada de las células para la evaluacién de las leucemias agudas. %°

Inicialmente debe de diferenciarse si se trata de leucemia de
progenitores linfoides o mieloides. Dentro del linaje linfoide se utiliza la
citometria de flujo para diferenciar entre células B y células T. Por su parte las

células derivadas del linaje B expresan uno o varios de los siguientes
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antigenos: CD10, CD 19, CD 24 CD 34, CD 45 (commun Leukocyte Atigen)
HLA DR, CD 22. 2

Los linfocitos de linaje T, aunque adquieren su linaje en timo, se
caracterizan por expresar en médula 6sea CD34,CD7 CD2, CD3, CD4, CD 5,
CDS8.

El linaje mieloide muy temprano expresan CD 34 y HLA DR pero
pierden su expresion conforme tiene estadio de promielocito, el antigeno CD34
disminuye su expresion conforme incrementa la maduracion granulocitica. El

antigeno CD13 también expresa en la activacion granulocitica.

CD 33 es una gluco proteina transmembrana expresada por los
precursores mieloides, (GFU-GEMM, CFU-GM, CFU-G, BFU-E), precursores
de granulocitos, monocitos, y macrofagos. CD 13 y CD 33 son los marcadores

mas sensibles de leucemia mieloide aguda, expresado en el 95% de estas.

Antigenos expresados en las células de leucemia mieloide aguda

De acuerdo al subtipo morfolégico de la FAB se ha determinado que
existen ciertos CD expresados con mayor frecuencia de acuerdo a subtipo

morfoldgico de la LM, continuacion se describen algunos de ellos. %°

Leucemia mieloblastica sin diferenciacion (LMA MO), se caracterizan por
minima direrenciacion, sin expresar mieloperoxidasa, y puede expresar tanto
CD 2, CD3, CD7, CD9, CD10, (de estirpe linfoide), asi CD13, CD15, CD33,
CD65 ( de estirpe mieloide).

Leucemia mieloblastica sin maduracion (LMA M1) generalmente expresa
CD 13, CD33, CD34, CD117, con menor proporcion de expresion HLA DR,
CD11, CD15y CD64

Leucemia mieloblastica con maduracion (LMA M2) expresa CD 15,
CD34, CD65, pero la expresion de CD13 y CD33 es en ocasiones no
detectables, no asi en los pacientes con presencia de translocacion (8;21) que

tiene una expresion mayor de CD13 y CD 33. 22"

Leucemia promielocitica aguda (LMA M3) expresa fuertemente CD9, CD
13, CD33, CD65 y CD 68. La presencia de CD 11b, CD15, CD117 es variable.
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Leucemia mielomonocitica aguda (LMA M4) expresa CD4, CD 11a,
CD11c, CD13, CD14, CD15, CD33, CD65; con baja expresién de CD 34 %',

Leucemia monocitica (LMA M5) expresan HLA DR, CD4, CD11b, CD
11¢, CD 34, CD 33 CD 64, CD 65, C D15 .

Eritroleucemia (LMA M6) expresa CD36, CD71 y Glicoforina A (CD235)
CD13y CD 33. 2

Leucemia megacarioblastica (LMA M7) espresa en el 90 a 97% CD41a y
CD 612 aunque también expresan CD13, CD34 y HLA DR.

El objetivo inicial es diferenciar la clona linfoide de la mieloide, y
posteriormente si es mieloide, y actualmente ademas de los fines diagndsticos,
se puede determinar con mayor precision el subtipo morfolégico de leucemia
aguda, es por eso que al diagnéstico de leucemia deben emplearse varios
anticuerpos monoclonales, especificos segun el linaje, que detectan los
antigenos en las células de la leucemia mieloide, junto con una bateria de
marcadores especificos del linaje de los linfocitos T y B que ayuden a distinguir

leucemia mieloide de linfoide o leucemias de linaje mixto. %

Tratamiento de la LMA infantil

Desde 1978 el grupo de estudio de leucemia mieloide aguda BFM (Berlin
Frankfur Muster) establecié las estrategias de tratamiento para leucemia
mieloide aguda, en base a el tratamiento establecido para leucemia
linfoblastica aguda. Este protocolo no contaba con una etapa de induccién a la
remision, utilizaban radioterapia a sistema nervioso central reportandose
entonces una mortalidad del 42 al 46% con antecedente de muerte temprana;
definida esta como la muerte dentro de los primeros 16 dias del diagnostico del
12%. %

En 1983 este mismo grupo BFM reporto el cambio de tratamiento el cual
estaba basado en la administracion de induccion a la remision con Arabindsido
de citocina, Daunorrubicina y Etopdsido, con terapia de mantenimiento de 12
meses, reportando una mejoria en la supervivencia de 52% pero aun con

muerte temprana de hasta el 11%. Estos resultados ofrecieron mejor
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supervivencia, pero con una alta morbilidad por toxicidad y actividad de la

enfermedad. %

En 1987 el grupo BFM incrementd la dosis de medicamentos en
induccion, acort6 la terapia de mantenimiento y eliminé la radiacidén a sistema
nervioso central, sin embargo se registré incremento en la mortalidad con
respecto a protocolo de 1983 con una sobrevida de 49% vy 9% de muertes
tempranas. En este entonces la terapia se basd principalmente en tres
farmacos Arabindsido de citocina, Etopdsido y Daunorrubicina. Este incremento
a la mortalidad y la persistencia de alta mortalidad temprana, llevo el grupo
BFM a la busqueda de modalidades terapéuticas para disminuir la mortalidad
por toxicidad, sin sub ni sobre tratar a los pacientes con leucemia mieloide
aguda, por ello se dieron a la tarea de revisar los factores prondsticos de
recaida, ya que hasta este entonces los factores se basaban en estudios
realizados en adultos. Los factores considerados eran la extension de la
enfermedad, referida como infiltracién a sitema nervioso central y presencia de
algunas alteraciones genéticas como inversion 16, translocacion 8;21 que

jugaban un papel primordial en la evolucién de la enfermedad. 24

Actualmente este grupo considera este grupo como factor determinante
de mal prondstico, la presencia de leucemia mieloide aguda M2 con ausencia
de translocacion (8;21), asi como translocacién 8;21 con presencia de mas de
20,000 leucocitos, introduciendo el concepto de respuesta al tratamiento al dia
16. La respuesta a dia 16 se defini6 como la presencia de menos de 5% de
blastos en médula 6sea, con presencia en sangre periférica de hemoglobina de
10, plaquetas de 80,000, neutrofilos totales de 1000. Fue entonces que el
tratamiento en 1993 de BFM se estratifico de acuerdo al riesgo, en base a
respuesta en el dia 16. A los pacientes de alto riesgo se intensificd el
tratamiento con altas dosis de Arabinosido de citocina y Etopdsido, utilizando
trasplante de médula 6ésea en pacientes con donadores compatibles. Con estas
modificaciones se obtuvo una supervivencia global del 57% con muertes

tempranas de 7%. %

El grupo de tratamiento de paises nordicos protocolo NOPHO trataba a
los pacientes en 1984 con base en tres farmacos para la induccion,

Arabindsido de citocina, 6 Tioguanina y Doxorrubicina , una terapia de
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consolidacion con altas dosis de Arabinosido de citocina en 4 ciclos, asi como
transplante en los que tenian donador. Obteniendo una supervivencia del 29%,
con supervivencia global de 38%, muertes tempranas del 5% pero con un
porcentaje de falta de remisién del 14% y una muerte por aplasia del 7%. Con
la finalidad de disminuir el numero de no respuesta a tratamiento y las recaidas
en pacientes con leucemia mieloide aguda se plane6é el NOPHO AML 88 con
etopdsido y mitoxantrona en induccion a la remision junto con los tres farmacos
ya utilizados y seguidos de consolidacion con ciclos de ARA C a altas dosis y
etopdsido. Obteniendo una supervivencia global del 48%, no respuesta a
tratamiento del 3.7%, pero con muerte por aplasia del 18% y una muerte

temprana del 9%. %

Para disminuir la toxicidad NOPHO AML 93 estratifico a los pacientes en
base a respuesta a tratamiento en primer ciclo de quimioterapia, definiendo
como esta la presencia de menos de 5% de blastos en médula 6sea en el dia
16 de tratamiento. Al no respondedor en induccion a la remisién se utilizé Ara C
y Mitoxantrona y al respondedor a tratamiento se cdontinua con los cinco
farmacos utilizados previamente, y translplante en los pacientes que tenian
donador, lograndose una tasa de no remision del 5%, muerte temprana del 2%
y una sobrevida global del 65%. También determino otros factores asociados a
no respuesta a tratamiento como la presencia de leucos de 50,000 al

diagnostico, edad menor de 2 afios y mayor de 10 afios. %

El grupo de tratamiento del Medical Research Council (MRC) para
pacientes con leucemia mieloide aguda, (MRC 10) se llevé a cabo de 1988 a
1995 y se dio tratamiento en forma aleatoria con dos esquemas de induccion a
base de Daunorrubicina, Arabindsido de citocina y 6 Tioguanina é con
Daunorrubicina, Arabinésido de citocina y Etopdsido, seguida por
consolidacion a base de Amsacrina, arabinocido de citocina y etopdsido en un
primer ciclo y un segundo ciclo a base de mitoxantrona, Arabinocido de
citocina, seguida de transplante alogénico en los que tenian donador y de
transplante autélogo en los pacientes que no tenian donador. Con ello
obtuvieron los siguientes resultados: Remision completa 93%, Sobrevida global
del 58%, Muerte durante induccion del 4%. Sin encontrar diferencia en la

administracion de 6 Tiogunina y etoposido en inducciéon al a remisién.
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Posteriormente el grupo de tratamiento de Medical Research Council estratifico
su tratamiento (MRC 12) en base a la presencia o no de alteraciones
citogenéticas considerando como buen prondstico la presencia de t( 8;21) t
(15;17) e inversion 16. Considerandose como de mal prondstico la auscencia
de estas translocaciones, leucocitos al diagnostico mayores de 100,000 y la

presencia de leucemia mieloide de morfologia M4 y M5. %

En induccion a la remision los pacientes de bajo riesgo recibieron
Arabinocido de citocina, Daunorrubicina y Etopdsido y un segundo ciclo de
Mitoxantrona, Arabinocido de citocina y Etoposido. Los pacientes de alto
riesgo recibieron Amsacrina, Arabinocido de citocina y etopdsido seguido de
Mitoxanrona y Arabinésido de citocina, consolidando con ARA C y L
asparginasa y transplantando a los pacientes con donador, obteniendo los
siguientes resultados remision completa 92% Muerte temprana 4% Sobrevida a
5 anos 66% Remision completa en induccion en bajo riesgo 92% y Alto riesgo
90%, Muerte por toxicidad 18% 2°

Posterior los afios 90 en el que la respuesta al dia 16 de tratamiento
tiene un factor determinante en la evolucion de leucemia mieloide aguda, se da
trascendencia a la Enfermedad minima residual se define como la
persistencia de un pequefio numero de células malignas indetectables por

morfologia convencional. Es la causa de la recaida de leucemia. ?’

La masa de actividad leucémica en remisién completa va de 10° a 10°
células leucémicas, permitiendo adecuar de acuerdo a esta el tratamiento con
la finalidad de no dar sobre ni infratratamientos. El analisis de enfermedad
minima residual, puede realizarse a través de varios métodos estudio
citogenético convensional hibridacion in situ de fluorescencia (FISH) y biologia
molecular (PCR y Southern Blot) ?’

La citometria de flujo ha sido incorporada en el diagndstico de leucemia
mieloide aguda, asi como una herramienta de interés para el analisis de
enfermedad minima residual (EMR).

La citometria de flujo permite detectar pequenos porcentajes de células

blasticas en pacientes con diagndstico de leucemias agudas que se encuentran
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en remision completa hematoldégica de acuerdo a los criterios morfologicos.
Este método permite reconocer 1 célula blastica en 10 a la 4 células mono
nucleares totales de médula Osea considerando las caracteristicas
inmunofenotipicas al diagnostico (fenotipos aberrantes, asincrénicos y
sobreexpresioén antigénica). El principal objetivo de la deteccién de minimos
niveles de células tumorales es obtener mayor informacion acerca de la
eficacia del tratamiento implementado para; "2

Disefar protocolos en los pacientes de alto riesgo una vez alcanzada la
remision y Predecir recaidas previamente a las manifestaciones clinicas.

La deteccion de enfermedad minima residual por medio de PCR ha
demostrado su importancia clinica, brindando informacion sobre la
diseminacion de la enfermedad, pero se encuentra restringida a los pacientes
en los cuales se demostrd al diagnédstico la presencia de una translocacién
especifica, el éxito en la terapéutica se basa en que permite estratificar a los
pacientes en riesgo bajo cuando presentan 1 célula blastica en 10 a la 4
células. Con un riesgo de recaida del 14%, con riesgo intermedio cuando
presenta 1 célula blastica en 10 a la 3 células con riesgo de recaida del 50% y
con alto riesgo cuando se encuentra 1 célula en 10 a la 2 células con un riesgo
de recaida del 84%?'

La medicion de enfermedad minima residual por inmunofenotipo, en el
que la caracterizacion de las células mieloides brinda un panel amplio de
anticuerpos monoclonales, necesarios para distinguir los diferentes blastos de

linaje mieloide que coexisten al diagndstico. 22

Fenotipo y con el curso clinico de la enfermedad

En 1996 Gooedel vy colaboradores describieron por primera vez la
presencia de una sub poblacion de células madre que se caracterizaban por
ser CD 34 negativas, las cuales presentan gran plasticidad y capacidad
incrementada para reproduccion y auto reproduccion, esto fue realizado en
modelos murinos, por lo que a demas de representar un método diagnostico y
de seguimiento por enfermedad minima residual, el inmnofenotipo se ha

propuesto como un parametro de correlacion de la expresién de algunos
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antigenos con el prondstico de Leucemia mieloide aguda, con resultados

variables. °

Hematological Oncology publica el seguimiento de 86 pacientes adultos
con diagnéstico de leucemia mieloide aguda determinando el inmunofenotipo al
diagndstico de 14 anticuerpos monoclonales utilizados en forma rutinaria en el
diagndstico de leucemia aguda, reportando que la expresion de CD 13 era el
antigeno mas frecuentemente expresado por el subtipo morfolégico de la FAB

M5, sin significado para el prondstico en estos pacientes..

El antigeno CD 34 se expresa en leucemia aguda de componente
granulociitico M1 y M2, pero tampoco se encontré significado en el prondstico.
Las diferencias mas importantes encontradas fue que CD 14 se expresaba con
mayor frecuencia en leucemias M1, M2 y M3 de la FAB con un significado
pronéstico con una (p<0.0001) .El antigeno CD 15 se expres6 con mayor

frecuencia en leucemias M2, M3 y M4 con (p<0.0003) %

Se ha tratado de relacionar la clasificacion inmunoldgica en adultos con
base a la expresidon inmunologica de mas de 2 marcadores mieloides:
Mieloperoxidasa (MPO) CD 13, CD 33 y CD 117 con el pronodstico de la
enfermedad, y esto fue reportado al estudiar 117 pacientes adultos con
diagndstico de leucemia mieloide aguda, reportando la presencia antigenos
pan mieloides de CD 13 en el (95%) CD 33 en el (91%) MPOX (73%) HLA
DR (87%) CD 117 (73%) CDE 34 (68%). En este mismo estudio se realizo
una asociacién con las condiciones clinicas, leucocitos pero principalmente
respuesta a tratamiento, reportando una asociacién significativa con la
presencia de 5 marcadores mieloides MPOX, CD 13, CD 33, CDW65, CD 117,
con respuesta a tratamiento de los que si expresaban estos marcadores contra

los que no expresaban estos marcadores (80 v/s 48%) con (p 0.0001).%°
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JUSTIFICACION

A pesar de los avances en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda,
esta tiene una tasa de supervivencia de alrededor del 60%, y el reto por
incrementar la supervivencia global en estos pacientes ha llevado a la revision
de los factores que influyen en la respuesta a tratamiento y evolucién de la
enfermedad.

Los principales factores relacionados con la evolucion de la leucemia
mieloide aguda, han evolucionado con el tiempo, inicialmente se tomaron como
factores prondsticos caracteristicas del paciente y clinicas de la enfermedad,
como la edad del paciente, cuenta de leucos al diagndstico, presencia de
enfermedad extra medular y sub tipo morfolégico de la FAB. A partir del
descubrimiento de nuevas técnicas de estudio de esta alteracion hematolégica,
las alteraciones citogenéticas se convirtieron en uno de los factores mas
importantes que confieren riesgo de recaida o falla al tratamiento y dado el
impacto de las alteraciones citogenéticas en el prondstico, se propuso
estratificar a los pacientes en tres grupos de riesgo.

A partir de mediados de los afios 90 se empezd a lograr una mejor
sobrevida en estos pacientes, sin embargo se incrementd la morbilidad por
medicamentos, se inicio a estratificar a los pacientes en base al riesgo de
recaida o falla al tratamiento, dandose mayor importancia a la respuesta a
primer ciclo de tratamiento.

A pesar de conocer gran numero de factores relacionados con el riesgo,
es un reto incrementar la sobrevida de los pacientes con leucemia mieloide
aguda infantil, en busqueda de otros factores que intervengan en la evoluciéon
de la enfermedad, se han realizado estudios en adultos en los que se ha
documentado la asociacion entre algunos marcadores de membrana (CD)
detectados por citometria de flujo como factor pronéstico adverso o favorable
para respuesta a tratamiento en la poblacion adulta, sin embargo hacen falta
estudios pediatricos para determinar si las asociaciones realizadas en adultos

tienen validez en la poblacion pediatrica.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado el porcentaje de recaidas en LMA, es necesario determinar factores
asociados al curso clinico de la enfermedad para estratificar a los pacientes. Y

lograr incrementar la sobrevida de estos pacientes.

La determinacion del Inmunofenotipo es una técnica accesible que se propone

como un factor asociado a la evolucion clinica de estos pacientes.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es posible que el Inmunofenotipo al diagndstico se asocie a la evolucion

clinica de la enfermedad?

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-ldentificar a todos los pacientes con LMA desde 2005 al 2010 del HIMFG y
realizar la revisidén de curso clinico de su enfermedad
2.- Determinar si el inmunofenotipo al diagnodstico se asocia con la evolucion

clinica de los pacientes con LMA

HIPOTESIS

1.-La expresion de CD14 y CD15 se asocia con mayor proporcion a recaida al
compararlo con los que no expresan estos antigenos.
2.- La expresion de CD34 se asociara con remision completa en el primer ciclo

de quimioterapia y ausencia de recaida durante tratamiento.
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METODOLOGIA

Diseio del estudio

Este estudio correspondio a tipo retrospectivo, de cohortes histéricas
Poblaciéon blanco

Pacientes con LMA pediatrica que hayan sido tratados en el Hospital
Infantil de México Federico Gomez desde el 2002 al 2009.
Método de muestreo
Muestreo no probabilistico de casos consecutivos.
Criterios de seleccion de pacientes
Criterios de inclusion.- se seleccionaron pacientes con diagnostico de LMA
confirmado por fenotipo  con expediente completo
Criterios de exclusion.- expediente incompleto o traslado del paciente a otra

Institucion

Variables Independientes:

Edad: Tiempo transcurrido en afos desde el nacimiento hasta la fecha del
nacimiento.

Numero de leucocitos al diagndstico: Numero de leucocitos por micro litro
reportados por citometria hematica.

Morfologia de la FAB: Caracteristicas morfologicas de las células, en las que
en base a su diferenciacién clasifican de MO a M7.

Infiltracién al sistema nervioso central: Presencia de mas de 5 células en
citolégico con la presencia de blastos demostrados por citocentrifuga.
Alteraciones genéticas: Presencia de translocaciones o inversiones asociados

a leucemia mieloide, determinadas por FISH o PCR.

Variables dependientes:

Respuesta al primer ciclo de quimioterapia: Presencia de menos de 5% de
blastos en médula 6sea realizada en el dia 15 posterior a la aplicacion del
primer ciclo de quimioterapia. Con presencia de recuperacion en sangre
periférica; presencia de cuenta de plaquetas mayor de 80 000, neutréfilos

totales de 1000 6 mas, sin blastos en sangre periférica.
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Muerte temprana: Defuncién consecuencia de actividad de la enfermedad o por
accion de medicamentos durante las primeras 6 semanas de tratamiento.

No remisién a primer ciclo de quimioterapia: Presencia de mas de 5% de
blastos en aspirado de médula 6sea del dia 16, posterior al ciclo de
quimioterapia.

Recaida. Evidencia de clinica, presencia en aspirado de medula ésea de mas
del 5% de blastos, habiéndose demostrado previamente ausencia de la

enfermedad.

Metodologia y analisis de los datos:

Se recabd del expediente de todos los pacientes con diagndstico de
leucemia mieloide aguda, el fenotipo al diagndstico, se determind el porcentaje
de expresion de cada uno de los marcadores de antigeno y se determind cual
era el grupo de pacientes con LMA por FAB e Inmunofenotipo.

Se realizé seguimiento clinico en los expedientes y se buscé como
eventos de desenlace recaida, falta de respuesta a la induccion y muerte.
Realizamos estadistica descriptiva e inferencial de los datos obtenidos,
inicialmente realizamos medias, medianas y desviaciones estandar.
Posteriormente para determinar la asociacion entre los datos obtenidos entre el
fenotipo y el curso clinico de la enfermedad utilizamos como medida de
asociaciéon la Razén de Momios (OR) y el intervalo de confianza. Para ello se
realizd regresidn logistica binaria entre aquellos pacientes que tuvieran
expresion positiva de cada CD considerada como mas del 25% y variables de

resultado clinicas (vivo, muerte).
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RESULTADOS

Se estudiaron un total de 72 expedientes de pacientes pediatricos con LMA que
recibieron atencién el Hospital Infantii de México Federico Gobmez en un
periodo de tiempo comprendido entre enero del 2002 y diciembre del 2009.
Todos los pacientes habian terminado el tratamiento, se incluyeron en el
analisis a los pacientes que recayeron, y a aquellos pacientes que hubieran

fallecido en ese periodo de estudio.

En las tablas 1 y 2 observamos las caracteristicas generales de la distribucion
de los 72 pacientes con diagndstico de leucemia mieloide aguda, la cual fue de
39 pacientes para el género femenino y 33 para el masculino, teniendo una

edad promedio de 7.1 afos con intervalo de 0.1 a 16 afos.

Sexo Total Promedio Intervalo

Femenino 39 Edad 71 0.1-16
Masculino 33

Tabla 2: Edad promedio en pacientes
Tabla 1: Distribucién de género en con LMA
pacientes con LMA

Se agruparon a los pacientes de acuerdo a la clasificacién de la FAB, y
el mayor porcentaje correspondio a los pacientes con LMA M2, seguido de los
pacientes con leucemia promielocitica y en tercer lugar a los pacientes con
LMA M4. Los subtipos de LMA menos frecuentes en este estudio
correspondieron a los pacientes con LMA MO y LMA M7. (Tabla 3) El

porcentaje encontrado de cada una se encuentra representado en (Grafica 1)
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Porcentaje de leucemiamieloide aguda de

Morfologia Numero de acuerdo a clasificacién de la FAB
FAB pacientes
MO 1 EMO BEM1 BM2 EM3 EBM4 mM5 mMEe mM7
M1 14
M2 17 o 6% 3% 1%
M3 16 am L
M4 15
M5 3
M6 4
M7 2

Tabla 3: Distribucion de LMA en base
clasificacién FAB
Grafica 1 : Porcentajes de leucemia

mieloide aguda de acuerdo a
clasificacion de la FAB

Posteriormente se describen los hallazgos en cuanto a la citometria
hematica de los 72 pacientes incluidos el estudio. Los rangos fueron
heterogéneos, sin embargo se observan medias que revelan al promedio de los
pacientes con anemia y trombocitopenia, (Tabla 4), y que la media de

leucocitos se ubica hacia la leucocitosis(46 105)

Hb Hto Leucos Neutroéfilos Plaquetas
mg/d|
Media 7.657 22.06 46 105,2 8567 89,700
Intervalo 2.3-16 16 -47 400 — 0—304144 2000 —
567,700 318900

Tabla 4: Caracteristicas de citometria hematica al diagnéstico en pacientes LMA.

Dado que estos pacientes cursan con alteraciones en el perfil de
coagulacion, decidimos analizar los tiempos de coagulacion y el estado del
fibrinbgeno al diagndstico en los 72 pacientes estudiados. A continuacion, se
muestran las alteraciones presentadas en el perfil de coagulacién de los

pacientes incluidos en el estudio al diagndstico (tabla 5). Se encontro alteracion
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en el TTP en 10 de los 72 nifios, ademas encontramos TP prolongado en 13 de

72 nifos y el fibrinbgeno consumido en 4 de los 72 nifios estudiados.

Numero Porcentaje Promedio Intervalo

de
pacientes
TTP Prolongado 10 13% 18.5 12 -40
TP Prolongado 13 18% 23 16 — 34
Disminucién de 4 5.5% 250 53 — 596

Fibrinégeno

Tabla 5: Pacientes con alteracion en la coagulacion al diagnéstico de leucemia
mieloide aguda. Los resultados se muestran como promedios con intervalos

De acuerdo a la cifra de leucos al diagnéstico, la presentacion de
traslocaciones de alto riesgo y a la respuesta a tratamiento en el dia 16 se
clasificaron a los pacientes y bajo y alto riesgo. En base a tabla 7 se muestra
la distribucion de los 72 pacientes estudiados. En este estudio, la mayor parte

de los pacientes correspondian a riesgo bajo o estandar.

Bajo Riesgo Alto

Riesgo
Nidmero 41 31
de
pacientes

Tabla 7: Distribucién de riesgo en
pacientes con diagndstico de LMA.
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Posteriormente analizaos el cuadro clinico al diagnoéstico de los 72
pacientes con LMA, se agruparon los signos y sintomas al diagnostico en
sindromes, (hemorragico, febril, infiltrativo, anémico y de desgaste) La Grafica
2 Muestra la los sindromes clinicos manifestados al diagnostico de leucemia
mieloide aguda. Posteriormente se agruparon a los pacientes por niumero de

sindromes al diagnostico y se detallan en la tabla 8.
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Grafica 2: Porcentaje de  Sindromes clinicos
manifestados en pacientes con diagnéstico de LMA.

La mayor parte de pacientes se presentaron con tres o cuatro sindromes

al momento del diagndstico

NiUmero de 1 2 3 4 5
sindromes
Numero de 8 11 22 24 7
pacientes

Tabla 8: Numero de sindromes presentados al
diagndstico en pacientes con LMA.

La tabla 9: Muestra en numero de pacientes que presenta alteraciones

genéticas al diagndstico y en numero de pacientes en los que no se documenté

31



alteracion genética. De los 72 pacientes encontramos solo 21 pacientes con

determinaciones positivas para alteraciones citogenéticas.

t(8;21) t(15;17) t(9;11) t(11;17)  t(4;11) Monosomia  Trisomia Sin
5 21 alteracio
n

Nuamero 4 11 1 1 2 1 1 51

Pacientes

Tabla 9: Numero pacientes que presentaron alteracion genética al diagndstico y pacientes en los que
no se documento alteracion genética al diagnéstico de LMA

En cuanto al estado actual de la enfermedad y la condicién de los
pacientes, es necesario sefalar que todos los pacientes habian terminado
tratamiento al momento del estudio o habian fallecido.

Al momento actual, tenemos 43 pacientes (59.7%) de pacientes vivos sin
enfermedad, cinco pacientes (6.9%) de pacientes vivos con enfermedad, y
hasta el momento han fallecido 24 pacientes, que corresponden al 33% de la

poblacién estudiada. (Tabla 10).

VIVOS MUERTOS
Con Sin Enfermedad
Enfermedad
Numero
de 5 43 24
pacientes
Porcentaje 6.9 59.7 33

Tabla 10: Estado actual de los pacientes con diagnéstico de LMA

Para el estudio de los pacientes es necesario contemplar que el
tratamiento desde el 2002 al 2010 el Hospital Infantil de México ha tenido 2
eras, la primera usando el esquema de MRC-10 modificado y la segunda etapa

desde el 2007 a la fecha con el esquema NOPHO modificado.
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La Tabla 11 muestra el numero de pacientes tratados con cada uno de
los protocolos utilizados para el manejo de la leucemia mieloide aguda, asi
como la respuesta al dia 16 de tratamiento, la presencia de recaida durante

tratamiento y después de iniciada la vigilancia.

Protocolo Numero Remision Recaida Recaida Recaida
de al dia 16 Durante menos1 mas del
pacientes Tratamiento aino de ano de
tratados vigilancia vigilancia
MRC 34 26 2 8 3
NOPHO 29 23 0 6 0
PML 9 9 0 0 0

Tabla 11: Numero pacientes tratados cada protocolo de manejo de leucemia
mieloide aguda, respuesta al dia 16 de tratamiento y recaida durante tratamiento, asi
como iniciada vigilancia.

Se analizaron los resultados de los protocolos de las 2 eras de
tratamiento, las diferencias consistieron principalmente en el tiempo de
seguimiento, ya que el seguimiento de los pacientes con LMA bajo MRC-10 ha
sido mas largo, y que en el protocolo MRC-10 no habia estratificacion de los
pacientes por riesgo ni habia diferencias en la quimioterapia que recibian los
pacientes con LMA promielocitica, y en cuanto a las recaidas, muy tempranas,
hasta el momento tuvimos 2 con MRC-10, ninguna con NOPHO, 8 recaidas
tempranas con MRC y 6 con NOPHO y 3 tardias con el primer esquema y
hasta el momento del analisis ninguna tardia con NOPHO, pero esto es muy
probable debido al corto seguimiento. De los 2 pacientes que recayeron
durante tratamiento, se registraron dos defunciones.

Considerando a los pacientes de manera global, registramos 12
pacientes  (16.6%) que fallecieron durante la induccion a la remision
considerandose esta como la muerte en los primeros 16 dias de tratamiento.

Otro dato evaluado en estos pacientes fue la aparicién leucemia mieloide
aguda secundaria, la tabla 12 nos muestra los pacientes que presentaron
leucemia mieloide aguda como segunda neoplasia, el subtipo morfolégico y asi
como el diagnostico previo y el tiempo después del diagnostico en el que se
presentaron las mismas. Los dos pacientes fallecieron con persistencia de la

enfermedad.
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Diagnostico Previo

Numero de pacientes

Tiempo en meses del
diagnostico inicial a la

Tipo de Leucemia
mieloide de acuerdo

LMA FAB
Rabdomiosarcoma 58 LMA M1
Histiocitosis de 47 LMA M1

células de Langerhans

Tabla 12: Pacientes que presentaron leucemia mieloide como segunda neoplasia, diagnosticos

previos y subtipo morfolégico

Se utilizdé un panel de 22 anticuerpos para diagnéstico de pacientes con

leucemia aguda, se seleccionaron los pacientes con LMA y de los 72 pacientes,

se analizaron los porcentajes de expresion de los antigenos y se considerd

positivo al antigeno que se expresara en un 25% o mas de la poblacién celular

analizada.

Se utilizaron razones de momios e intervalos de confianza de los datos

obtenidos, relacionando la mortalidad con el porcentaje de expresion de cada

uno de los antigenos del fenotipo por medio de regresion logistica. En la tabla

13 se observa la asociacion entre inmunofenotipo y mortalidad en poblacion

pediatrica con leucemia mieloide aguda.

Antigeno OR IC 95%
CD 45 0.552 0.15-1.9
CD 34 0.244 0.07 - 0.84
CD5 0.93 0.242 - 3.59
CD 20 0.77 0.131-4.54
CD 19 0.58 0.18-1.85
CD 33 1.39 0.59 - 3.25
CD7 1.73 0.56 — 5.34
CD 22 0.70 0.12-4.07
CD 2 1.59 0.52 -4.85
CD3 0.31 0.06 — 1.56
Glicoforina 0.60 0.10 —3.43
CD 15 0.30 0.12-0.76
CD79a 0.81 0.06 —9.62
CD 41 1.89 0. 11 -32.01
CD 117 0.30 0.82 —1.11
CD 14 0.80 0.18 — 3.51
HLA DR 0.88 0.30 — 2.52
CD 13 1.19 0.45-3.12
Kappa 0. 69 0.20- 2.41
Lambda 0.74 022- 24
MPOX 0.248 0.07 — 0.81
TdT 0.97 0.15-6.2

Tabla 13 Analisis de regresion logistica de cada uno de los antigenos del panel de 22 utilizados para el
diagndstico de leucemia aguda, los resultados se presentan en razén de momios e intervalos de

confianza al 95%
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Se utilizaron razones de momios e intervalos de confianza de los datos
obtenidos, relacionando la mortalidad con el porcentaje de expresion de cada
uno de los antigenos del fenotipo por medio de regresion logistica. En la tabla
13 se observa la asociacidén entre inmunofenotipo y mortalidad en poblacién
pediatrica con leucemia mieloide aguda.

En el analisis de regresion logistica binaria encontramos que 3 de
los 22 antigenos resultaron como factores protectores de la variable muerte.
Estos antigenos fueron CD34 (OR 0.24 con IC95% 0.07-0.84) CD15 (OR 0.30
IC 0.12-0.76) y MPOX (OR 0.24 IC 0.07-0.81)
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CONCLUSIONES

De los datos recabados, de los 72 pacientes con diagnéstico de
leucemia mieloide aguda, encontramos que la relacién femenino — masculino
de 1.1 similar a la reportada internacionalmente.

La edad promedio de presentacion de LMA fue de 7.1 anos, menor a la
reportada internacionalmente, pero dado que la presentacion de esta
enfermedad varia con la edad y que la edad de presentacion es bimodal, en la
etapa neonatal y en la adolescencia, los intervalos muestran presencia de
enfermedad en pacientes de 1 mes de edad hasta los 16 afios. A esto puede
deberse la edad promedio de presentacion menor a la reportada.

En cuanto a la presentacion clinica, en este estudio la mayor parte de los
pacientes se presentd con sindrome anémico en el 88% de los casos,
confirmandose el promedio de hemoglobina promedio reportado de 7.6 g/dl, por
otro lado el sindrome febril se presentd en el 66% de los casos, el sindrome
hemorragico en el 65.2% de los pacientes, llama la atencion que mas del 60%
de los pacientes presentd sindrome hemorragico al diagnostico pero solo 18%
de los pacientes presento prolongacion de TP y 13.8% prolongacion del TPT, y
tan solo el 5% present6 disminucién de fibrinégeno, esto considerd se debe a
que nuestro estudio se realiz6 en forma retrospectiva, y no contamos en todos
los casos con parametros iniciales de coagulacion y por otro lado el alto
porcentaje de trombocitopenia al diagndstico, es considerado como otro factor
etiolégico del sindrome hemorragico, el menos frecuente de los sindromes
clinicos fue el sindrome infiltrativo presentado en el 50% de los pacientes de

reciente diagnostico.

La mayoria de los pacientes presentaba mas de un sindrome clinico al
diagndstico, dado que no hay una afeccion a una sola linea celular en médula
Osea.

Los parametros de la citometria hematica encontrados al diagnéstico de
leucemia mieloide aguda, son muy diversos como lo muestran los intervalos
encontrados, desde parametros normales, pancitopenia en sangre periférica,
hasta hiperleucocitosis y aunque en la media encontrada de acuerdo a

nuestros resultados al diagnéstico de hemoglobina y hematocrito estaban
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disminuidos, encontramos media de leucocitosis al diagnostico vy
trombocitpenia.

La distribucion de los casos de leucemia mieloide aguda en los
diferentes subtipos morfologicos de la FAB es similar a la reportada
internacionalmente, siendo el subtipo mas frecuente la M2, lo cual concuerda
con la literatura internacional. El segundo subtipo en frecuencia fue la leucemia
aguda mieloide promielocitica, lo cual esta de acuerdo con la literatura
internacional que reporta una mayor incidencia en los pacientes con LMA M3
en los paises latinos.

El porcentaje de no deteccidon de traslocaciones especificas en nuestros
pacientes es menor que la reportada internacionalmente, encontrando sin
alteracion 66% de los casos, debido a que el panel de alteraciones medibles
con las que contamos en nuestro hospital son limitadas, comparadas con las
determinadas en paises industrializados.

Aunque se respeta el patron de distribucion de las translocaciones mas
frecuentes como 1(8;21), t (15;17), esto no sucedidé con la inversion 16, que se
reportd con mucha menor frecuencia que la reportada internacionalmente. Se
detectaron por otro lado la presencia de traslocaciones reportadas en leucemia
bilinaje como t (4;11).

Consideramos trascendente para la clasificacion y estratificacion de
riesgo adecuada de las leucemias mieloides agudas, la investigaciéon de mas
alteraciones genéticas en nuestros pacientes.

La infiltracion a sistema nervioso central encontrada en nuestros
pacientes representa el 15% de los casos, mucho mayor a lo reportado
internacionalmente en donde el porcentaje de infiltracion es de 2 a 3%, esto
puede deberse a que al diagndstico los pacientes presentan Trombocitopenia,
y en ocasiones el acceso a derivados hematologicos son limitados, o que
favorece la presencia de sangrado microscépico a sistema nervioso central,
desarrollando infiltracion al mismo.

En cuanto a la clasificacién de los pacientes clasificados de bajo y alto
riesgo por factores determinados internacionalmente, encontramos que la
mayoria de los pacientes presentan caracteristicas, de bajo riesgo.

El tratamiento de nuestros pacientes se llevo a cabo con tres protocolos

basados en tratamientos internacionales para leucemia mieloide aguda, a que
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del 2002 al 2007 se dio manejo con protocolo MRC 10, en el cual no se
estratificaba a los pacientes por grupo de riesgo, se daba un tratamiento
estandar, con disminucion del numero de ciclos era considerada de acuerdo a
la toxicidad que era la limitante de dosis. En base a este protocolo se trataron
34 pacientes obteniéndose un indice de respuesta al dia 16 de tratamiento del
76%, similar al reportado en forma internacional.

Hasta el momento se reporta de una tasa mayor de recaida en MRC-10
que en el protocolo NOPHO pero es trascendente documentar que el tiempo de
seguimiento de los pacientes es mayor en estos pacientes que en los pacientes
tratados con protocolo NOPHO, ya que se inicio como forma de tratamiento a
partir de 2007. Asi como un numero mayor de muertes, pero con un numero
mayor de pacientes.

Con lo que respecta a remisiéon o respuesta al dia 16 de tratamiento con
protocolo NOPHO se encontrdé un indice de remision del 79%, semejante al
reportado por protocolo internacional.

No encontramos diferencias en resultado entre ambos protocolos, en
base a eventos medibles en este estudio, dado que uno de las caracteristicas
senaladas internacionalmente con lo que respecta a protocolo NOPHO es una
menor toxicidad. No fue propdsito del estudio la medicién de la toxicidad ni
muerte por toxicidad de ambos protocolos.

El tiempo de recaida es un factor determinante para el prondstico de los
pacientes, considerandose a los que recaian después del primer afo de
vigilancia como de mejor pronostico. La mayor parte de las recaidas
presentadas en nuestros pacientes se presentaron durante el primer afo de
tratamiento, esto podria ser resultado de un corto seguimiento en algunos
pacientes, que eventualmente pueden presentar recaida.

La diferencia en cuanto al tiempo en que se realiz6 el tratamiento y el
diagndstico, puede modificarse este resultado en el seguimiento posterior.

La muerte durante la terapia de induccion a la remision es un parametro
importante en la calidad del tratamiento, la muerte durante induccién es
reportada internacionalmente de forma variable del 3 al 5% pero la muerte
durante la induccion es mucho mayor en nuestra institucion. Esto podria
tratarse debido a las caracteristicas basales de los pacientes como podrian ser

estado de nutricion, condicion social y exposicion de procesos infecciosos por
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hacinamiento, asi como a menor recurso institucional para el tratamiento de
estos pacientes que requieren tratamientos intensivos por tiempo prolongado,
en comparacion con los pacientes tratados en paises industrializados.

La supervivencia global en nuestros pacientes es similar a la reportada
internacionalmente para pacientes con diagnostico de leucemia mieloide
aguda.

Por otro lado los pacientes que presentaron recaida presentaron una
mortalidad del 78%, similar también a lo reportado internacionalmente.

Se tuvieron 2 pacientes con diagnostico de leucemia mieloide aguda
como segunda neoplasia, representando el 2.7% de los casos, cifra similar a la
reportada en forma internacional, no asi el subtipo morfolégico, ya que el mayor
relacionado en es subtipo LMA M4 y M5, encontrando en nuestros pacientes en
los dos pacientes LMA M2.

De los 22 antigenos de superficie analizados, se seleccionaron como
positivos aquellos que se expresaban en 25% o mas de la poblacion celular
estudiada.

En la literatura internacional, la mayor parte de estudios han sido
realizados en adultos, y los resultados son diversos y en algunos casos
contradictorios. En aquellos estudios se reporta que el antigeno CD34 confiere
valores de proteccidon en los OR con intervalos de confianza que lo confirman,
nuestro estudio apoya este resultado encontrado en poblacién adulta, sin
embargo, en cuanto al analisis de los marcadores monocitoides (CD14 y 15),
algunos estudios reportan factor de riesgo para recaidas o curso clinico
adverso en pacientes adultos con LMA. En nuestro estudio no pudimos
demostrar el hecho de que CD15 fuera de riesgo, es mas nosotros
encontramos a este marcador como factor de proteccidon para muerte, sin
embargo, es posible que estos factores sufran alguna modificacion cuando se
sometan a un analisis multivariado.

Nuestro estudio es concordante con los resultados propuestos en
adultos en lo que respecta al valor protector para mal prondstico de la
expresion positiva de la mieloperoxidasa. MPOX OR 0.248 ( 0.07 — 0.81)

Concluimos que el presente estudio es relevante ya que analiza una

serie considerable de pacientes pediatricos con LMA, ademas se relacionaron

39



factores clinicos importantes como la probabilidad de estar vivo o fallecer con
un método al diagndstico que es accesible y objetivamente cuantificable.

Este estudio abre una linea de investigacion para realizar analisis
mas detallados estadisticamente y llegar a proponer a mediano plazo la
expresion de marcadores monoclonales al diagndstico con el curso clinico de la

enfermedad en nuestros pacientes.
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