y
I
¥
;

SCP> | 2017

Sociedad Colombiana
de Pediatria

Editora Nelly Lecompte Beltran




14 Pediatria al dia

Castille Orozco, Juliana
--Residente de tercer afio en Pediatria
Universidad Pontificia Bolivariana

Castro Orozco, Edwin
Pediatra, neurnélogo
Sinergia Global en Salud
EPS Sanitas, Cali

Facultad de Medicina
Universidad Nacional de Colombia

Centro de Endocrinologia Pedidtrica CENPA SAS

Catano Jaramille, Maria Lucia
Pediatra
~Hospital General de Medellin

CGepeda Sarahia, Alfenso Mario

Pediatra, alergélogo

Jefe del Laboratorio de Alergia e Inmunologfa
Hospital Universitario Metropolitano, Barranquilla
Presidente 2013-2015

Sociedad Latinoarmnericana de Alergia Asma e
Inmunologia

Coronell Rodriguez, Wilfrido
PhD en Medicina Tropical
Pediatra, infectélogo
Profesor

Universidad de Cartagena

| Cuellar Santaella, Martha Helena

Pediatra
Residente de primer afio en Neumnologia Pediatrica

Universidad de Antioguia

| David Tarud, Gabriel Jesis

Pediatra, hematooncélogo

~Centro Cancerolégico del Caribe, Barranquiila

Céspedes Londoiio, Jaime Aurelio

Pediatra

Director de Pediatria

Fundacién Cardioinfantil
_Instituto de Cardiologia

De Ia Peiia Sanabria, Ivin David

Residente de Pediatria

tUniversidad del Norte

. Hospitai Universidad del Norte

Céspedes Salazar, Camila
Pediatra, endocrindloga

Profescra asociada

Facultad de Medicina

Pontificia Universidad Javeriana
Hospitat Universitario San Ignacio

De la Rosa Ramirez, Roberto Carlos

Pediatra

De fos Reyes Valencia, lliana del Carmen

Pediatra, oneéloga

Hospital Universitario San Ignacio
Profesora

Pontificia Universidad Javeriana

“Chaskel, Roberto
Psiquiatra de nifios v adolescentes
Coordinador Psiquiatria de Nifios y Adolescentes
Hospital Mititar Central
Universidad Militar Nueva Granada
Fundacion Santa Fe de Bogota

Del Toro Camargo, Kenny Yelena

Pediatra, endocrinéloga
Unidad Médica Villa Country

Chavarriaga Ruiz, Nataly
Pediatra )
Fundacién Hospital 1a Misericordia

Eraso Garnica, Ruth Maria

Pediatra, reumattloga

Hospital Pablo Tobdn Uribe

Coordinadora del Posgrado en Reurnatologia
Pediatrica

Universidad de Antioquia, Medellfn

Coba Torres, Kelly Laudith

Residente de tercer afio en Pediatria
Universidad dei Norte

Cofl Barrios, Mauricio Absalén
Pediatra, endocrindlogo
Profesor titular

Lista de autores

| Fernandez Laverde, Mauricio

Pediatra, intensivista
Hospital Pablo Tobén Uribe
Profesor

Universidad CES

Forero Ronderos, Catalina
Pediatra, endocringloga




Iliana del Carmen de los Reyes Valencia !
Martha Patricia Vizcaino Valderrama
Elda Graciela Vélez Colmenares

Sandra Milena Quijano Gémez

Laline Paola Barragan Osorio

v

Introduccion

Las leucemnias en niftos son una enfermedad rara;
sin embargo, son el cincer més comin de la edad
pediatrica y representan en forma aproximada el
30 % de todos los tumores malignos de la infancial,
Pe las leucernias agudas, la leucemia linfobldstica
aguda {LLA) representa el 75 % de todas las leuce-
.Inias, y se presenta 5 veces maés frecuenterente que
fa leucemia mieloide aguda (EMAY

Las leucemias crdnicas son poco comunes en los
nifios {3 %} los dos subtipos més frecuentes son la
leucemnia mieloide crénica (LMC), seguida por la leu-
cemia mielomonocitica juvenii (LMMI).

Las leucemias constituyen un grupo heterogé-
neo de enfermedades cuya diversidad se manifiesta
en la presentacién clinica, el diagnéstico, el trata-
miento y otros factores que aumentan la compleji-
dad del padecimiento, si bien los esfuerzos actuales
van encaminados a mejorar la supervivencia,

Los avances terapéuticos en la sobrevida*" son
el resultado de la adecuada estratificacion de riesgo
{fmorfolégica, inmunofenotipica, citogenética/mole-
cular), de la adguisicién de nuevos medicamentos,
y de la introduccién de mejoras en las medidas de
soporte, entre otras razones, aunque en los palses
con recurses limitados los resultados son adn des-
alentadores™

En Colombia, la situacién de las leucernias en
nifios constituye un problema que debe ser abor-
dado de forina prioritaria desde varias dimensiones,
en concordancia con los compromises adquiridos a
favor de la nifiez en la Ley de infancia® de ahf que

Leucemias

agudas

las leucemias en la edad pedidtrica ameriten ser
constderadas como enfermedades de salud pablica,
objete de intervenciones decididas de los distintos
actores del Sistemna General de Seguridad Social en
Salud, incluida su vigilancia intensificada, con miras
a contribuir a disminuir la mertalidad, mejorar la
oportunidad en el diagnéstico y atender a los nifios
con esta patologfa™.

Este capltulo revisa la definicién, la epiderniolo-
gfa, los factores predisponentes, las manifestaciones
cHinicas, el diagnéstico (morfologia, inmunofenotipo,
citogenética/molecular}, el diagnédstico diferencial,
la clasificacién por factores de riesgo, el tratamien-
to, el prondstico y el seguimiento de las leucemias
agudas en nifios,

Definicidn

La leucemia infantil es una enfermedad universal,
cronica, no transmisible, de etiologfa multifactorial,
con manifestaciones diversas debido al compromiso
de varios 6rganos y sistemas,

Las leucemias agudas representan un grupo he-
terogéneo de neoplasias malignas de ia sangre, que
comprometen la hematopoyesis normal de la lnea
linfolde o mieloide, con expansién clonal de las cé-
lulas neoplasicas (llamadas blastos) a otros tejidos
formadores de sangre {Figura 1)

El término ‘agude’ se refiere al crecimiento ace-
lerado y desorganizado de las células blgsticas po-
bremente diferenciadas y a la instauracién de un
sindrome clinico que puede ser fatal st no es tratado
en forma aportuna y especializada.
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Factor predisponente ./
Linea celular Alteracion de la Linea celular

. Linfoide Hematopoyesis Mieloide

La presencla de uno o més factores predisponentes modifica la
hematapoyesls normat; la subsecuente infiltracién de blastos en
la médula 6sea y otras estructuras da inicio a las manifestaciones
clinicas de la enfermedad.

Fuente: elaboracidn de autoras.
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Epidemiologia

El cancer infantil es una condicién poco frecuente,
y representa sélo entre 05 % v 3 % de todas las neo-
plasias malignas en el mundo, con una incidencia de
120 a 150 casos por aflo por cada milldn de habitantes
menores de 14 afios. A pesar de lo poco corntn, cons-
tituye un probiema de salud pidblica por la alta pro-
babilidad de muerte a edades tempranas y por el im-
pacto social en los nifios, sus cuidadores v familias®,

En general, las leucemias son la principal causa
de céncer pediatrico, seguidas por los tumores del
sistemna nervioso central (SNC) y los linfornas®.

En el continente europeo se diagnostican 5000
casos de LLA cada afio, y en el continente americano
también hay un riesgo incrementado de leucemia;
en Estados Unidos se presentan en forma aproxima-
da desde 2.500 hasta 3.500 casos nuevos de LLA cada
afio en menores de 15 afios, con una incidencia cal-
culada de 34 casos por cada 100000 personas; para
LMA, hay 500 cases nuevos cada afio?

En un andlisis de la base de datos de Vigilancia,
Epidemiologfa y Resultados Finales (SEER) se presen-
t6 un aumento constante en la incidencia, que pasé
de 25 casos por milién de habitantes en 1975, a 34
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casos por milién en 2010% otro estudic wtilizé datos
de 63 registros europeos de cancer basados en la po-
blacién de nifios con diagnéstico de malignidad, en
los que la incidencia de leucemia® auments 14 %
desde 1970 hasta 1999; asimismo, un estudio realiza-
do en Gran Bretafia documenté un aumento de la
incidencia de leucemia, en perfodos de cinco afios,
de 3,83 por cada 100,000 personas desde 1971 hasta
1975, y de 4.61 por cada 100.000 personas desde 1996
hasta 2000". Este incremento sucede en contraste
con lo que ocurre en los pafses nérdicos, que, des-
pués de registrar un aumento de la incidencia de
leucemia entre 1975 y 1983, a partir de esa fecha se
presenté una estabilidad de la enfermedad con un
ritmo aproximado de 33 casos por 100.000 nifios
menores de 15 aflos'

En pafses con recursos lmitades, la incidencia
de LLA es solo estimable, ya que existen muy pocos
registros de cancer basados en la poblacién totak
sin embargo, en muchos pafses con pocos ingresos
Ia incidencia parece ser similar a la observada en
palses desarrollados con heterogeneidad en su com-
portamiento®?,

En Colombia se estima que ocurren 497 casos
nuevos anuales de leucemia en menores de 15 afios,
lo que representa el 42,5 % de todos los tipos de c4n-
cer en la nifez®

La edad de presentacién de la LLA est4 entre 2
¥ 5 afios* ¥ v para la LMA esa edad es constan-
te desde el nacimiento hasta los 10 afios; luego se
observa un ligero pico que ocurre en ia adolescen-
cla tardia y después permanece estable hasta los 55
aflos cuando progresivamente aumenta.

En relacién con el sexo, son més afectados los
nifios gue las nifias: la preponderancia masculina es
evidente en los casos de LLA linaje T?,

En los Estados Unidos, la LLA es mas comin
en los nifios blancos no hispanos que en los nifios
negros*2,

Factores predisponentes

Existen varios factores relacionados con la etiologfa,
como sindromes genétices y de inmunodeficiencia
(por ejemplo la trisomfa 2 o sindrome de Down,
Ia neurofibromatosis tipo 1, el sindrome de Bloom
y la ataxia telangiectasia)®¥. En efecto, los nifios
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con sindrome de Down tienen una probabilidad 15
veces mayor de desarrollar leucemia que los niftos
sin este padecimiento® otras alteraciones cromo-
sémicas preexistentes menos comunes que se aso-
cian a leucemia son el sindrome de Klinefelter y la
anemia de Fanconi®*#,

Existen ademds otras condiciones relacionadas
con el desarrollo de la enfermedad, come peso mayor
al nacer®™*, y otras menos probables, como ia exposi-
cién ambiental, la respuesta inmunitaria anormal a
la infeccién, y la radiaciém; sin ermbargo, es controver-
tido el riesgo a la exposicidn a agentes quimicos®*,

Manifestaciones clinicas

Los sintomas y signos de presentacién reflejan el
impacto de la infiltracién de la médula 6sea por
las células leucémicas, y el compromisoc extrame-
dular en cualquier érgano/tejide por la enferme-
dad. Esos signos y sintomas suelen ser inespecificos,
insidiosos o bruscos, y de duracién variable entre
dias v meses; los més frecuentes son fiebre, dolor
de huesos/alteraciones musculoesqueléticas, cefa-
lea, linfadenopatfas, palidez, infeccién y sangrado.
La persistencia inexplicable de estas mantifestacio-
nes clinicas debe plantear al médico la posibilidad
diagnéstica de una neoplasia,

Las caracteristicas de las presentaciones clinicas
mas comunes que sugieren malignidad son:

1. Dolor de huesos no relacionado con el crecimlien-
to (21 % a 38 % lo presentaron)**: afecta espe-
cialmente a los huesos largos y se manifiesta
por ‘cojera’ o limitacion para soportar su propio
peso*; es causado por la infiltracién leucémica al
periostio o por la osteonecrosis aséptica derivada
de la apoptosis de los blastos en fa médula dsea.
El dolor musculoesquelético compromete las ar-
ticulaciones v requiere diagndstico diferenclal
con padecimientes reumatolégicos.

2. Cefalea y otras manifestaciones neuroldgicas: el
compromiso al sistema nervioso central ocurre
en menos del 5 % de los casos y es mas frecuente
en la LMA®%. |3 leucemia que afecta el SNC se
manifiesta con sintemas secundarios al aumento
de la presion intracraneal, como cefalea, vérnito,
papiledema, alteracién del estado de conciencia y
signos menfngeos® En raras ocasiones, 1a leuce-
mia se presenta con anormalidades de los nervios
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craneales™ ¢ con cloromas/sarcoma granuloci-
tico (infiltracién leucémica que produce efecto de
masa, mas frecuente en la LMA).

. Linfoadenopatias (50 %): la linfoadenopatfa perifé-

rica asociada a malignidad por lo general es firme,
gornosa, adherida a planos profundoes, no dolerosa
¥ no responde a la terapia antibiftica inicial; la
masa en mediastino es una representacién de las
linfoadencpatfas profundas y es producida por ia
infiltracion de células del tumor en los ganglios,
lo cual crigina la formacién de un conglomerado
ganglionar que produce sintomas y 3ignos respi-
ratorios y cuya severidad est# relacicnada con el
grado de compresién (sindrome de mediastino /
sindrome de vena cava superlor), Esta manifesta-
cién es caracterfstica de los pacientes de raza ne-
gra con hiperleucocitosis y linaje 7%,

. Palidez (40 %): es una manifestacién de la anemia

por fallo medular y cursa con fatiga (50 %), taqui-
cardia, disnea y otras alteraciones cardfacas™,

. Infeccién: ia neutropenia secundaria al despla-

zarniento de la granulopoyesis normal produce
infeccidn, que se manifiesta con fiebre (60 %} a la
que no se le encuentra una etiologla clara y no se
resuelve con la terapia antibidtica convencional,
Otra alteracién de la granulopoyesis es la hiper-
leucocitosis, complicacién metabdlica que se re-
laciona con la presencia de un gran volumen por
tumor y leucostasis®2,

. Sangrado (48 %) resulta de la trombopenia in-

ducida por la infiltracién en la médula d6sea y
causa manifestaciones clinicas en piel {petequias,
equimosis, purpura, otros), mMcosas {sangrado
conjuntival, epistaxis, gingivorragia, hemateme-
sis, hernoptisis, hematuria, sangrado genital) y en
rganos nobles, corno el SNC (hemorragia intra-
craneal)®®

. Testiculo agrandado {10 % a 23 %): es una condi-

¢ién rara indolora que se manifiesta con el au-
mento del tamafio de uno de los testiculos. La
infiltracién leucémica esta presente en los espa-
cios intersticiales y bajo la capa de las células de
Sertoli; la destruccion de los tibulos ccurre en
casos avanzados®.

. Manifestaciones poco frecuentes en otros $rganos: '

compromiso renal (hematuria, hipertensién, falio

Leucemias agudas
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renal); gastrointestinal (sangrado); genitourinario
{infiltracién ovérica, priapismo}, pulmonar (infil-
trados por malignidad, sangrado, trombosis, in-
feccién), cardiaco (infiltrados en miocardio/peri-
cardic generalmente demostrados en autopsias);
plel (nédulos subcutdneos, mas frecuentes en la
etapa neonatal) y cloromas (sarcoma granuloct-
tico} cuya infiltracién bldstica produce efecto de
masa y pueden aparecer en varios sitios anato-
micos, entre ellos Grbita/periorbitario y cordén
espinal®¥,

El curso de la enfermedad se podria resumir
ast: el nifio(a) o adolescente tiene una enfermedad
latente con un factor de riesgo cuantificable por
estadistica, que lo hace vulnerable a desarrollar la
condictén biolégica de la enfermedad con el creci-
miento acelerado/incontrolado de una clon celular
anormal dentro de la médula dsea, que origina ma-
nifestaciones inespecificas, como fiebre, pérdida de
peso, astenia y adinamia, entre otras, lo que hace
que los padres o cuidadores consulten a otras perso-
nias, como farmaceutas, sobanderos u otros, El pobre
alivio de los sintomas y la adicion de otras mani-
festaciones clinicas motivan a consultar al médico
u otro personal de salud, que deben estar atentos
para no confundir la condicién maligna, pues esta
simula otras patologfas de la infancia. La solicitud
inmediata de un hemograma ayuda a encontrar
hallazgos anormales relacionades con leucocitos,
hemoglobina, plaquetas y/o la presencia de blastos,
los cuales son indicacién prioritaria de confirma-
cién diagndstica de cancer, en centro especializado®

Diagndstico y diagndstico
diferencial

El diagnéstico de cancer en un nifle empieza con
una historia clinica detallada/ completa y con un
examen ffsico minucioso. Para un hematooncélo-
go pediatra, la sospecha de céncer es muy alta; en
cambio para un médico general no es esta la regla,
debido a la heterogeneidad en las manifestaciones
clinicas de la enfermedad, que provecan que se
confunda con otras patologfas {Tabla 1. Este com-
portamiento biolégico diverso obliga a que haya
Que caracterizar los blastos leucémicos mediante
diferentes técnicas (morfologfa, inmunologfa, cito-
genética/molecular}, las cuaies se profundizan en
los siguientes tépicos,

Leucemias agudas

Tabla 1. Diagndstica diferencial de las fevcemias agudas.

Condiciones no malignas

« Artritis reurnatoide juventl

« Osteomielitls

» Linfocitosis infecclosa aguda

+ Mononucleosis infecclosa

+ Pertussis, parapertussis

« Pdrpura trombopénica inmune
- Anemia aplasica

“ Retinoblastorma
:Rabdomlosarcoma

Presentaciones inusuales
- Stndrome hipereosinofilico

Fuente: adaptada de®2,

Como se habfa anotado, la historia clinica es el
primer paso en el proceso del diagnéstico de cuai-
quier tipo de cAncer y la queja del paciente depen-
dera del érgano comprometido por la neoplasia. El
examen ffsico debe contener toda la informacién
necesaria que ayude al clinico a su aproximacién y
diagndstico.

Lo anterior, junto con las alteraciones en el ex-
tendido de sangre periférica (SP} y en el hemograma,
son los primeros hallazgos y justifican la necesidad
de un examen confirmatorio en médula 6sea, el cual
debe ser realizado en centros de cancer pediatricos
por personal calificado. (Figura 2}.

En la mayoria de los casos, en el hemograma se
encuentra anemta, y en el 50 % trombopenia (las
tres cuartas partes de estos pacientes tienen recuen-
tos de plaquetas menores de 100.000/mm3 en el mo-
mento del diagnéstico); igualmente, el 50 % de ellos
tienen conteos de leucocitos menores de 10000/
mm3, v el 20 % recuentos®? de leucocitos superiores
a 50.000/mma3. ‘

El diagnéstico definitivo v la clasificacién de la
leucemia se basan en pruebas especializadas obte-
nidas de las muestras de la médula Gsea: la médula
leucémica estd infiltrada por blastos y el espécimen
medular es normalmente hipercelular mayor del
20 %* sin embargo, existen condiciones que pueden
sugerir tomar la muestra sélo de la sangre periféri-
ca, por ejemplo aspiracién diffcil de médula 6sea de-




bido a la densidad de los blastos causada por infarto
dseo, necrosis 0 Rhrosis; o estado clinico inestable
que contraindica el procedimiento quirtrgico.

La evaluacién del diagnéstico con el apoyo de la-
boratorios e imégenes permite Identificar postbles
cornplicaciones de la enfermedad en otros 6rganos
o sisternas, por lo que es necesario solicitar®®; he-
moclasificacién, fenotipo del Rh por microtécnica,
tiempos de coagulacion, electrolitos (Na, K, C1, P, Mg,
Ca), nitrégeno ureico, creatinina, uroandlisis, 4cido
urico, lactato deshidrogenasa (LDH), transamina-
sas, bilirrubinas, protefnas, hormona estimulante
del tiroides (TSH)/Tiroxina libre (T4L), perfil virico
{antfgeno de superficie para hepatitis B, anticuerpos
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contra el antifgenoc de superficie para hepatitis B
anticuerpos para hepatitis C, virus de inmunodefi-
ciencia humana -VIH-} y coprolégico. Las imégenes
que se incluyen dentro del estudio son: radiograffa
de térax, ecografia de abdomen total y otras, justi-
ficadas con base en cada caso especffico. o las que
se requieran antes de iniciar la terapia, por ejemplo
ecocardiograma. Se reatizan otros estudios de exten-
sién para clasificacién prondstica y de tratamiento,
como el analisis citoldgico del liquido cefalorraqui-
deo obtenido a través de la puncién lumbar, para
confirmar la presencia de infiltracién meningea,
aunque técnicas recientes como la citornetria de
flujo estabilizada con transfix han mejorado el diag-
néstico (Figura3).

Figura 2. Aspirado v hiepsia de médula dsea bajo anestesia general: estudios confirmatorios de leucemia,

a Insumos requeridos para los procedimientos. b. Asepsia e infiltracién en cresta ilfaca posterior derecha. c.
Ubicacion de la aguja de aspirado de médula ésea en cresta iliaca posterior derecha y recoleccion de las muestras.
d-e. Extendido det fluido medular en laminas para estudio de morfelogfa/citoquimica: cariotipo (tubo con
heparina); y molecular {tubo con &cido etilendiaminotetraacético EDTA y/o heparina). f-g Biopsia de médula
Gsea en cresta ilfaca posterior derecha, obtencién de fragmento fseo y extendido de improntas en laminas.

Fuente: archivo personal de autosas. Foto publicada con fa avtorizacidn de los paes.
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Figura 3. Puncidn lumbar bajo anestesia general para confirmacidn de infiltraclén al sistema nervioso central,
a través de fa svaluacidn del examen eltatégico def Mquido cefalorraguiden.

a. Ubicacién del espacio anatémico para realizar ia punc 60 lumbar. b, Acomodacién de la aguia en el
espacio det canal espinal. c. Obtenci6n de [z muestra de Mquido cefalorraquideo para estudio citolégico,
el cual se debe procesar en forma inmediata por el rlesgo de muerte celular.

Fuente: archive personal de autoras: foto publicada con 1 autorizacidn de los padres.

Diagndstico morfoldgico de las
leucemias agudas pediatricas

La clasificacién inicial de las leucernias agudas se
bas6 en la evaluacién morfol6gica, citoquimica v,
posteriormente, inmunofenotfpica, de muestras
derivadas de sangre periférica y médula dsea, de-
sarrollada por un grupo de expertos franceses, es-
tadounidenses {americanos) y britdnicos, que la
denominaron, por sus iniciales, ‘clasificacién FAB™,
A partir de entonces, clasificaciones como 1a MIC
{Morfologla, Inmunoclogia, Citogenética), la REAL (Re-
vision Europeo-Americana de neoplasias linfoides),
y la clasificacién actual de las negplasias hematolin-
foides de Ia Organizactén Mundial de la Satud (OMS)
han integrado hatlazgos morfolégicos, inmunofeno-
tipicos, citogenéticos, moleculares y clinicos, con el
fin de definir entidades. bioldgicamente distintas y
suministrar informacién ttil para el diagnéstico,
prondstico, tratamiento y seguimiento®™®. En esta
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revisién se describirén las principales caracterfsti-

cas morfolégicas de las leucemtas agudas, tanto lin-
foldes como mieloides, de acuerdo con los criterios
de la OMS y la clasificacién FAB.

Diagndstico morfoldgico de la leucemia lin-
foide aguda (LLA)

La OMS define la leucemia/linfoma linfobléstico
(LLA) como una neoplasia de células precursoras
(linfoblastos) de linaje B o T, compuesta por "blastos
de tamafio pequefic a mediano, escaso citoplasma,
cromatina moderadamente condensada a dispersa,
nicleos redondos, irregulares o convolutos, ¥y nu-
clédlos poco evidentes comprometiendo MO y SP
y ocasionalmente nddulos linfoides o sitios extra-
nodales™; con esta definicién, si el compromiso se
hace extensivo a MO y SP y el porcentaje de blastos
es generalmente mayor del 20-25 %, se aplica el tér-
mino leucemia linfobléstica™,




La OMS clasifica las LLA-B en leucemia/linforna
linfoblastico B sin otra especificacién (NOS), ¥ leuce-
mia/linfoma linfoblastico B con anormalidades ge-
néticas recurrentes: t{9;22), t(v;11G23) MLL reordenado,
t(12:21), hipodipioidia, hiperdiploidia v £(5:14); ninguna
de ellas presenta hallazgos morfolégicos o citoquimi-
cos distintivos, excepto la t{5:14), en la cual se observa
eosinofilia reactiva®”. En la LLA-T, los linfoblastos
son morfolégicamente iguales a los de la LLA-B. La
clasificacion FAB dividié las células leucémicas (lin-
foblastos) de la LLA en tres grupos morfolégicos dis-
tinguibles, L1, L2 y L3, tras su evaluacién microscépica
sobre tinciones Wright-Giemsa vy teniendo en cuenta
criterios morfoldgicos tales como.tamafic de la célu-
la, relacién nucleo-citoplasma, irregularidades y ta-
mafio del nicleo, presencia o no de nucléolos, grado
de basofilia y vacuolizacién del citoplasma®*.

Subtipo FAB LI biastos de tamafio pequefic a
intermedio, escaso citoplasma, cromatina nuclear
condensada y nucléolos ausentes o poco evidentes
{Figura 5 A-B)*°.

Subtipo FAB L2 blastos de tamafio interme-
dio-grande, moderada cantidad de citoplasma li-
geramente basdfilo, cromatina nuclear finamente
dispersa y nucléolo(s} prominente(s) (Figura 5C)%.

Subtipo FAB L3: blastos de tamafio grande,
abundante citoplasma intensamente basofilo y
vacuelado, cromatina nuclear gruesa, y presencia de
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nucléolos. La mayorfa de células con esta morfologfa
corresponden a células de linfoma de Burkitt {linfo-
ma no Hodgkin de alto grado), aunque un subgrupo
de leucemias de precursores linfoides con hipodi-
ploidia presentan esta morfologfa® (Figura 5D). Es
necesarlo analizar el reordenamiento genético del
oncogén c-myc y el estudio inmunofenotipico para
establecer si ka célula corresponde a un precursor
linfoide B o a una célula linfoide B madura,

Se han observado otras variantes morfoldgicas,
principalmente con inclusiones tipo vacuolas, gré-
nulos azurofflicos, proyecciones citoplasmicas tipo
pseuddpodos (células en espejo de mano) y asociadas
a eosinofilia, esta dltima relacionada con la t{5:14).
En algunos casos los linfoblastos de la LLA se pue-
den confundir con precursores linfoides B normales
{hematogonias) ya que tienen caracteristicas mor-
fologicas e inmunofenotipicas similares; sin embar-
g0, estos Gltimos presentan un mayor radio nicleo:
citoplasma, cromatina homogéneamente conden-
sada, no se observan nucléolos, y fenotipicamente
no expresan marcadores aberrantes®,

De acuerdo con 1a citoguimica, los linfoblastos
son negativos para mieloperaxidasa (MPO}, negro
sudan B (NSB) y las esterasas especificas (EE} y no -
especificas (ENE), cloroacetato esterasa (CAE) y aifa
naftil acetato esterasa (ANAE) respectivamente. La
tincién PAS (4cido periddico de Schiff) suele ser po-
sitiva en el 75 % de los casos.

Figura 4. Clastficacidn FAB en LLA.

* A, Linfoblastos subtipo FABLI en sangre periférica; B. Linfoblastos subtipo FAB Lt en médula 6sea;
C. Linfoblastes subtipo FAB L2 D. Linfoblastos subtipe FAB L3.

Fuente: adaptade de ASH Image Bank-American Soclety of Hematology.
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Diagnastice morfoldgico de la leucemia
mieloide aguda (LMA)

La leucemia mieloide aguda representa el 15-20 %
de las leucemias agudas pediatricas y es considera-
da una enfermedad heterogénea desde el punto de
vista morfolégico, iInmunofenotipice, citogendticoy de
comportamiento ¢linico. Su diagnéstico estd basado
en el estudio de las anteriores caracter{sticas sobre los
blastos leucémicos tanto en SP como en M0O®. Desde
el punto de vista morfolégico, el criterio definitivo
para el diagndéstico y clasificacion de una LMA es
la presencia de un porcentaje igual ¢ mayor (=) del
20 % de mieloblastos en SP o MO, con excepcion de
las LMA con caracteristicas genéticas recurrentes;
en aquelias LMA con diferenciacién monaocitica,
el promonocito es equivalente al blasto®. A conti-
huacién se describlrdn los principales hallazgos
morfolégicos descritos en la categorfa ‘LMA sin otra
especificacién, NOS, 1a cual continda utilizando los
criterios de clasificacién FAB (Figura 5).

A. LMA con diferenciacion minima M0: B. LMA sin maduracisn
M1; €. LMA con maduracion M2; D, LPA M3 hipergranular; E. Célula
faggor: F. LPA M3 microgranular; G. LMA mielomonocitica M4
H. LMA monoblastica Msa; I LMA monocftica Msb: 1. Leuceria
eritroide pura; K, Eritroleucemia L. LMA megacariobldstica [M7),

Fuente: adaptada de ASH [mage Bank - Amen‘e_a;l Society of _}_igmamlugy.

Leucemia mieloide aguda con diferenciacion minima
(FAB MO)

Esta EMA estd caracterizada, segin la clasificacion
FAB, por una cantidad de blastos superior al 90 %,
cuya naturaleza mieloide debe ser demostrada por
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marcadores inmunofenctipicos. Los blastos son de
tamanfo mediano, cromatina nuclear dispersa, nui-
cleos redondos o ligeramente indentados, con uno
o dos nucléolos, citoplasma agranular y un grado
variable de basofilia. No se observan bastones de
Auer, En algunas presentaciones los blastos pueden
ser similares morfolégicamente a los linfoblastos.
Las tinciones MPO, NSB, CAE y ANAE son negativas
{< 3 % biastos positivos)®e

Leucemia mieloide aguda sin maduracidn (FAB M1)

Representada por un alte porcentaje de blastos,
usualmente mayor del 90% en MO, sin evidencia
de maduracién hacia neutréfilos maduros (menor
del 10 %). La naturaleza mieloide de los blastos es
demostrada por la positividad para MPO, NSB, pre-
sencia de bastones de Auer e inmunofenctipo. Los
mieloblastos pueden o no presentar granulacion
azuroffiica, y presencia ¢ no de bastones de Auer®®,

Leucemia mieloide aguda con maduracidn (FAB M2)

Caracterizada por la presencia de una propor-
cién de blastos mayor del 20 % en MOy SP, v = 10 %
de células de lfnea granulecftica de neutréfilo: el
componente menocftico es menor del 20 % de cé-
lulas en MO. Aquellos pacientes con £(8;21) muestran
hallazgos morfolégicos similares, con blastos de ta-
mafio grande, citoplasma baséfilo con numerosos
granulos azurofilicos y una zona perinuclear clara, y
presencia de neutréfilos pseudo-Pelger-Hilet, entre
otros cambios displdsicos®,

Leucemia promiglocttica aguda {LPA) con

t{15:17) (FAB M3)

En este tipo de LMA se describe la infiltracién de
promielocitos anormales. Existen dos tipos: la LPA
hipergranular o tfpica, y la microgranutar. En la LPA
hipergranular los promielocitos presentan nvcleos
en forma arrifionada o bilobulada, citoplasma den-
samente ccupado por granulos gruesos color rosa
brillante o rojo, en la mayorfa de casos se observan
numerosos bastones de Auer intracitopldsmicos {cé-
lulas faggot). En SP se pueden encontrar ocasionales
promielocitos leucémicos. En' casos de LPA micro-
granular, la presencia de granulos intracitopldsmi-
€OS €5 Menos evid_e__nté_ (granulos submicroscopicos),
aungue se pueden observar promielocitos con gra-
nulos visibles y bastones de Auer, y los ntcleos son
principaimente de forma bilobulada. A diferencia de
la LPA tfpica, la LPA microgranular generalmente
cursa con recuentos-elevados de leucocitos y pre-
sencia de abundantes promielocitos de morfologia




anormal en SP, La tincién MPO es fuertemente posi-
tiva en ambos tipos de LPA*&

L eucemia mielomonocitica aguda (FAB M4)

Consiste en una proliferacién de precursores tan-
to de lfnea granulociica como monocitica, con un
porcentaje de blastos superior al 20 %, que incluyen
mieloblastos, monoblastos y promonocitos; los neu-
tréfilos y monocitos y sus precursores comprenden
mas del 20 % de la celularidad en MO. Usualmen-
te se observan en SP mas de 5000 monocitos/pl. Al
menos el 3% de los blastos presenta positividad para
MPQ, y los monoblastos, promonecitos y monoecitos
son positives para las ENE#S,

Leucemia menobldstica y menocitica aguda

(FAB Mba y Mbb)

En este grupo de LMA, m4s del 80 % corresponde a
un componente monocitico que incluye monoblas-
tos, promonccites y monocitos. Menos del 20 % pue-
de incluir lfnea granulocitica neutréfilo. En la leu-
cemia monoblastica aguda {(L.MA M5a}, mas del 80 %
sont mongeblastos. En la leucemia monocitica aguda
(LMA M5b}, la mayorfa son promonocitos. Los mo-
noblastos son células grandes con abundante cito-
plasma de moderada a intensamente haséfilo, pre-
sencia o no de granulos finos dispersos y vacuolas,
nicleos redondos con cromatina laxa v uno o0 més
nucléolos prominentes. Los promonocitos tienen un
nucleo irregular y delicadamente convolute, cito-
plasma menos basdfilo, algunas veces con grénulos
azurofflicos y vacuolas. Se puede observar hemofa-
gocitosis. La mayoria de los casos presentan positivi-
dad para ENE, los monoblastos son MPO negativos y
los promonocitos son MPO débiimente positivos™e,

Leucemia sritroide aguda (M)

Existen dos subtipos: la eritroleucemia y la leucemia
eritroide pura. La eritroleucemia esta definida por
la presencia en MO de mas del 50 % de precursores
eritroides a partir del total de células nucleadas, y
de mas del 20 % de mieloblastos a partir de céhilas
no eritroides, Los precursores eritroides presentan
camblos dispi4sicos. Los mieloblastos pueden ser
positivos para MPO, NSB y CAL. Asf también el PAS
puede ser positivo en los precursores eritroides. La
leucemia eritroide pura se caracteriza por mas del
80 % de células inmaduras de linaje eritroide {proe-
ritroblastos), que son céluias de tamafio grande, ng-
cleo redondo, cromatina fina, uno o mas nucléolos,
citoplasma intensamente baséfilo, sin granulos, y
pequefias vacuolas que suelen ser PAS positivo®®,
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| eucemia megacariobldstica aguda (FAB M/)

Este tipo de leucemia se distingue por una cantidad
de blastos superior al 20 %, de los que ai menos ¢l
50 % son de linaje megacariocitico. Los megacario-
blastos son de tamafio mediano a grande, nticleos
redondos, ligeramente irregulares ¢ indentados con
cromatina fina y uno a tres nucléolos, citoplasma
bas6filo, agranular y pueden presentar prolonga-
ciones tipo pseuddpedos. Se pueden observar en SP
micromegacariocitos, plaquetas grandes displasicas
y neutréfilos hipogranulares. Los megacarioblastos
son negativos para MO, NSB y CAE®®,

Aplicaciones de la citometria
de flujo para el estudio de las
leucemias agudas

El anélisis inmunofenotipico de las células hema-
topoyéticas normales y tumorales mediante cito-
metria de flujo multiparamétrica (CMF} representa
una herramienta fundamentai en la clasificacién y
seguimiento de leacemias agudas en diferentes ti-
pos de muestras, como la médula 6sea, los ganglios
linfaticos, los lquidos corporales, entre otros®® La
CMF se caracteriza por ser una técnica de gran ob-
jetividad, sensibilidad, especificidad y rapidez, que
permite analizar de forma simultdnea diversas ca-
racteristicas celulares, lo que proporciona informa-
ci6n de un gran ndmero de pardmetros de cada una
de las células que se analizan, como tipo de célula,
cantidad de células presentes, estadio madurativo, o
fenotipos aberrantes®-*

Esta técnica se fundamenta en hacer pasar cé-
lulas u otras particulas en suspensidn, alineadas, y
de una en una, delante de un haz luminoso. La inte-
raccion de las células o particulas con el rayo lumi-
noso genera sefiales que son captadas por detectores
adecuados, en los que la informacién producida se
puede agrupar en dos tipos fundamentzales: la ge-
nerada por la dispersién de la luz, que permite de-
terminar el tamafio (representado por la dispersion
de la luz en un dngulo cénico pequefio que coincide
con la direccidn de la luz incidente), por lo que es
denominada FSC {Forward Scatter), y la complejidad
(representada por la luz dispersada en angulo rec-
to), 1a cual es conocida come SSC (Side Scatter), re-
lacionada con la emisién de luz por los anticuerpos
especificos, conjugados con diversos- fluorocromos .
unidos a sus antigenos o epftopes en ias células. Por
esta razdn, el uso de diversos fluorocromos, cada uno
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con distintas longitudes de onda de excitacién y de
emisidn (‘colores’), permite la evaluacién de muiti-
ples propiedades celulares de manera simultdnea®,
En la actualidad, los servicios de citometr{a apilican
en la rutina clfnica combinaciones de mmiitiples
anticuerpos monoclonales conjugados con diversos
tipos de fluorocromos, con combinaciones entre 6 y
8 Ruorescencias distintas estandarizadas por grupos
expertos, como las recomendadas recientemente
por el consorcio europeo EuroFlowss™,

Dentro de las aplicaciones de la CMF en la ru-
tina clinica se encuentran el diagnéstico, pronds-
tico, clasificacién y monitorizacién de respuesta a
tratamiento en pacientes con inmunodeficiencias
primarias y adquiridas {pacientes VIH+), neoplasias
hematolégicas, pacientes posquimioterapia y pos-
trasplante, y otras®. Un aspecto de relevancia en
el control de calidad de los andlisis por CMF es la
formacién académica det recurso humano. Por esta
razén, en la actualidad el personat de salud {médicos
especialistas, bacteri6logos especialistas, y bacteris-
logos con formacién de posgrado en esta 4rea) debe
contar en los servicios de citormetria con las compe-
tencias necesarlas para el andlisis e interpretacién
de los resultados, la aplicacién de los algoritmos
diagndsticos recornendados por los consensos inter-
nacionales de CMF, las estrategias de procesamiento
de las muestras, los tipos de paneles inmnunofenot(-
picos empleados, entre otros. Todas estas variables
en conjunto, si se aplican de forma adecuada porun
grupo que cuente con el recurso humane apropia-
do, hacen que la CMF sea una de las mejores herra-
mientas en el laboratorio clinica™”.

En la actualidad, para la evaluacién de las leu-
cernias agudas y otras neoplasias hematolégicas, el
consorcio eurcpeo EuroFlow (consorcio cientfico in-
ternacional de citometria de flujo, formado en 2005
e iniciado con apoyo de la Unién Europea en abril

de 2006 a través del proyecto LSHB-CT-2006-018708),
ha realizado importantes avances que inciden en
la realizacién de una CMF altamente sensible v es-
tandarizada desde el punto de vista técnico (iden-
tificacién de las clonas de anticuerpos adecuadas,
titutacién de anticuerpos conjugados, calibracién
¥ compensacién de los citémetros de flujo, paneles
inmunofenotipicos, algoritmos diagnosticos, otros).
Estos avances han implicado el desarrollo de nuevas
clonas de anticuerpos, introduceién de nuevos en-
sayos de inmunobeads para la deteccidn de altera-
ciones genéticas (protefnas de fusién) en leucernias
agudas, aplicacién de protocolos multicolor {al me-
nos 8 fluorescencias), desarrello de nuevos software
de andlisis de datos, ¢reacién de bases de datos de
poblaciones celulares normales y tumorales para la
clasificactén inmunoldgica de la enfermedad, y me-
jora en términos de calidad y sensibilidad de los es-
tudios de enfermedad minirma residual, variabie con
gran incidencia en la definicién del pronéstico de la
enfermedad {resultados comparables con técnicas
moleculares)tsenns,

Dentro de las aplicaciones de la CMF en el estudic
de las leucemias agudas se encuentrar: identificacién
y cuantificacién de blastos, clasificaclén inmunofe-
notipica de ia enfermedad, identificacién de lines,
estadic madurativo y aberraciones fenotipicas, eva-
luacién prondstica, monitorizacion del tratamiento,
cuantificacién del ADN de células turnorales y detec-
cién de traslocaciones cromosdricas™ 7%,

El algoritmo diagnéstico descrito por el consorcio
europeo EuroFlow para el estudio de las leucernias
agudas parte del marcaje inicial de un tubo de tami-
zaje o screening denominado ALOT {acute leukemia
orientation tube), el cual fue disefiado para la asig-
nacién del linaje celutar implicado en las leucernias
agudas (Tabla 2). Este tubo se vale de 1a combinacién
de anticuerpos en 8 fluorescencias distintas®™

Tabla 2. Tube ALOT

€yCD3 -

Marcador CD35 Y cyMPO

cyCh7ga " CD34

“Ch1e CD7 - smCD3 ~

Cy: se refiere a marcaje de antigenos citoplasméatices: sm: se reflere a marcaje de CD3 de superficie; FITC isotioclanato de flucrescetna; PE:
ficoeritrina; PerCP: peridinina clorofila protefna; PECY?: PE clanina (Cy)7; APC: aloficocianina; APC-H7, APC-Cy7,

Fuente: adaptads de®.

Cuando se usa el tubo ALOT, el inmunofenotipo
inicial de las células blasticas de leucemias agudas
demuestra que el linaje de la leucemia es linfoide B
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{CD34*, CD45/ cyCD79a* v CD19Y, linfoide T (CD34-
& CDas 4L CDp, oyCD3* y smCD3™) y mieloide
{CD34*, CD45 /4% y cyMPO/) %,




Los marcadores incluidos en el tubo ALOT tie-
nen ia siguiente aplicacién:

a) CD45 (antfgeno comin leucocitario): asociado
al estado de maduracién, es muy Gtil en la identifi-
cacién de poblaciones celulares anormales y para la
exclusidn de células normales.

b) CD34:se expresa en células progenitoras/blastos
y en un numero significativo de leucemias agudas.

¢) €D19: marcador muy sensible de lfnea B, ex-
presado en todas las fases de maduracién By en las
LLA-B. Se considera menos especfico, pues estd pre-
sente de forma aberrante en leucemias mieloides
agudas (LMA).

d} eyCD3: marcador de alta especificidad para Iinea
T: debe ser interpretade en combinacion con smCD3
debido a que las LLA-T pueden ser ademdas smCD37.
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e) CD7 presente en la mayorfa de LLA-T y en
subgrupos de LMA cyMPO-.

f} cyMPO: marcador de alta especificidad para Ui-
nea mieloide.

g cyCD79a: Incluide para mejorar la asignacién de
ifnea B, a pesar de estar presente en LMA con t(821) y
en LLA-T de fenotipo inmaduro®™” y LLA-T ¥3.

CD22 fue excluido del tubo ALOT debido a que
estd presente en bas6filos y en células dendriticas
plasmocitoices®s7,

Una vez asignado el linaje de la leucemia aguda, se
procede a realizar el segundo paso del marcaje inmu-
nofenotipico, que consiste en usar un panel de 4 tu-
bos adicionales en combinaciones de 8 fluorescencias
{en LLA-B y LLA-T} (Tablas 3 y 4, respectivamente) y
de 7 tubos adicionales para las LMA (Tabla 5)%.

Tabta 3. Panel tnmunoferotipleo para leucamia linfoide aguda B (LLA-B)

slgMy (D7 smigl

smlgk ' Chie

Tubo 4 DA CDa5 D15 y CDé65 NG2 Ch34 i Chixs {bsl

Cy: se refiere a marcaje de antfgenos citoplasmdticos. pacB: Pacific Biue; pacO: Pacific Orange; FITC: isoticcianato de fluorescelna; PE:
ficoeritring; PerCP: peridinina clorofila protelnia; PECY7: PE cianina (Cy)%: APC: aloficocianing; APCHT: APC-Cy7, smigk: cadenas ligeras Kappa
de superficle; smigl: cadenas Hgeras Lambda de superficie; smIgw: cadenas pesadas u flgM) de superficie; TdT: desoxinucleotidil transferasa

terminal.
Fuente: adaplada de®.

Tabla 4. Parel Inmunafenotipice para levcemia finfoide aguda T {(LLA-T)

Cy: se refiere a marcaje de antigenocs citoplasmaticos. pacB: Pacific Blue; pacO: Pacific Orange: FITC: isotioclanato de flueresceina; PE:
ficoeritrina; PerCP: peridinina clorofila protelna: PEC“:’?: PE cianina {Cy)7: APC: aloficocianina; APCY; APC-Cy7.

Fuente: sdaptada dgs,
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Tabla 5. Panel inmuncfenatipico para lewcemia migloide apuda.

Tubo 1

Tubo 7

CD34 Cbiut7 Chilb

CD42b

Cy: se refiere a marcaje de antfgenos citoplasmaticos; pacB: Paclfic Blue; pacQ: Pacific Orange: FITC: isoticcianato de fluorescefna; PE:
ficoeritrina; PerCP; peridinina clorofila protetna: PECY?: PE clanina (Cy)%: APC: aloficocianina; AFCH?7: APC-Cy7.

Fuente: adaptada de®s,

Cada uno de estos paneles incluye marcadores
denominados backbone, que permiten la identifi-
cacion de la poblacién problema y estdn presentes
en todos'los tubos de ampliacién (LLA-B: CD34, CD19
y CD45; LLA-T: CD45, cyCD3 y stnCD3, y en las LMA:
HLA-DR, CD45, CD34 y CD117); los dernés marcadores
incluidos son de caracterizacién, que son de utili-
dad para la identificacién de poblaciones celulares
normales y malignas, con alta sensibilidad y espe-
cificidad, la identificacién de fenotipos aberrantes
asociados a leucemia (FAL} y la deteccién de feno-
tipos aberrantes asociados a alteraciones genéticas
y moleculares®®, La identificacién de los FAL por
CMF en el momento del diagnéstico representa una

herramienta de alta sensibilidad y especificidad para
incluir ia evaluacion de estos fenotipos en los estu-

-dios de enfermedad minima residual (EMR) posterior

a quirmioterapia (que deben ser aplicados en el 100 %
de los casos), ya que representa uno de los factores
prondsticos mas importantes en nifios con LLA para
predecir respuesta al tratamiente y riesgo de recafda,
y para las evaluaciones pre- y postrasplante para los
pacientes con LLA de alto riesgo que lo requieran®?,

En la Tabla 6 se describen los inmunofenoti-
pos aberrantes asociados a LA como consecuencia
de las anomalfas genéticas presentes en las células
tumoerales.

Tabla 6. Fenotipos aberrantes asoclados a LA Identificados por CMF.

CD45débi], CI9+, CD34+, CD22débil/+, CD20-,

t{12.21) (p13,.g22) con TEL- LLA-B comtn, LLA-B pre-B
AMLY y raramente Pro-B

H9) (q23pI3 con E2A-" oy, b
PBXl . - 3 L.I.A-_sz.'gB_. .

i

Hiperdipleidfa de ADN con -
ganancias en cromosomas  LLA-B
X, 4,6,10,14,17. 18y 21,
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CD24+, TdT+, CDI0+, cylgM-, CDi5-, CD56¢-,
CDi3+, CD33+, NG2-, €Dg-,

 CD4sdebll, CDI9+, CD34-, CD22debl/,
" CD20debilf+, CD24s, TdT+, CDIOAELI/-, cylgMs,

CD45-, D19+, CD34+, CD22+, CD20+/débil, CD24+,
TdT+, CD10++, cylgM-, CD15-, CDg6Ct, CDI3~,
CD33-, NG2-, CD3+,

Favorable

Favqrgble_ :

Favorable
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Tabla 6. Fenotipos aberrantes asociades a LA identificades por CMF.

CD45+, CD34-, CD17+, CDi3+, CD33++, CDI15-/débil,
CD64+, MPO++, CD14-, CD1tb-, HLA-DR-, CD19-,

Leucemnia promielocttica
aguda

£{15:17) (Q22:q12} con PME-~
RARA

;‘('?gl} (@22q22) con AMLL- 1444 on maduracién

Fuente: adaptada de™,

Fenotipicamente, la LLA-B se puede ciasificar en
cuatro subtipos principales: a) LLA Bl o pro B con
presencia de £D19 y/o CD22 y/o CyCD79a, en ausencia
de CD1o, Cyigp o sig; b) LLA BII 0 comun, con expre-

_sién de CDI0 y de los marcadores asociados a lnaje
B CD13, CD22 y CyCD79a, en ausencia de cylgu y sig: 3)
LLA BHI o pre B, con expresién de IgM en citoplasma
{Cylgy) sin expresién de IgM en superficie (sfg) y expre-
sién variable de los marcadores CD10, nTdT y CD20 v;
d} LLA BIV ¢ madura, con presencia de marcadores
caracteristicos de linaje B, que incluyen ademas CD20
y CD22, slg y negatividad™ de nTdT y CD34 ™,

Como ejemplo de algunos FAL se encuentran los
marcadores mieloides CD13, CD33, CD66c y CDI5, los
cuales son de distinta frecuencia®* en LLA-B; NG2
(7.1): proteoglicano condroitin sulfate que se corre-
laciona con translocaciones en el gen MLL (8t} CDs:
tetraspanina, cuya baja expresién se asocia con re-
duccién de adhesion de las células leucémicas a la
matriz extracetular, progresién y metastasis, y con
LLA-B TEL/AML-I+ t{1221+. Ademads, la presencia
de CD9 se ha reportado en células stem leucémicas
con alta capacidad de autorrenovacién, potencial
turnorigénico y recalda®®, Otro marcador de gran
retevancia es CD66¢, antfgeno mieloide aberrante
reportado en casos BCR-ABL+/CRLF2+ y en otros con
hiperdiploidfa de ADN, correlacionada con ausencia
de ETV6-RUNX1 y MLL-AF4 %,

En las LMA, los blastos mieloides en general son
CD34+, CD38+, HLA-DR+, CDH7+ y CD33-/+, los mar-
cadores asociados a linaje mieloide son: CD13, €D33,
CD15, Cbe6e, CD16 y MPO, marcadores de linaje mo-
nocitico: €CDe4+, CD14, CD300e (IREM), CD36, lisozima
y CD4, marcadores de linaje megacariocttico; CD36,

q

Favorable

CD45+, CD34++, CD117+, CD13++, CD33-/débi,
CDI5++, CD14-, MPG++, CDLIb-, HLA-DR+,
CDIsdébil, TdT+, CD2-, CD7-, CD56+

Favorable

CD41 {glicoproteina lib/11a}, CD42 (glicoprotelna Ib),
CDé! (glicoproteina Ilia); linaje eritroide: CD36, CD105,
€71, CD235 (glicoforina A} (85), baséfilo, mastecito y
célula- dendritica linfoflasmocitoide {CD123. CDil7,
CD203, CD22) 87,

Las LLA-T se subclasifican en 4 subgrupos prin-
cipales, de acuerdo con los diferentes estadios de
maduracién de la ¢élula T en el timo; estos incluyen
la LLA-T Pro-T (cyCD3+, CD7+, CD34+), LLA-T Pre-T
{CD2+, cyCD3+, CD5-/+, CD7+, CD34-/+), LLA-T cortical
(CD1a+, CD2+, cyCD3+, SCD3+, CD4-/+, CD5-/+, CD7+ y
CD8-/+) y la LLA-T medular {CD2+, cyCD3+, SCD3+,
D4+ 6 CD8+, CD5+, CD7+} %,

En pacientes pediitricos colombianos con LLA-B
de fenotipo comin se reporté que dentro de los FAL
mds frecuentes se encontraba la infraexpresion de
CD34, TdT, CD10, €D38 y CD45 con sobreexpresién de
CD19 y CD7%a; y en las LLA-B pre-B, la infraexpresién
de CD19, CD20, CD38, CD45 e IgM y sobreexpresién de
CD10. En general, estos st:btipos de LLA-B expresaron
de forma aberrante los marcadores CD20 {marca- -
dor asociado a asincronismo madurative), CDI5, CD7,
CDi3 y CD33 (marcadores ascciados a infidelidad de
linea)® Asimismo, el andlisis del inmunofenotipo
en estos paclentes mostré que la presencia de t{12.21)
{pi3:q22) con TEL-AMLI y £{9;22) {q34:g11} con BCR-ABL
se asociaba de manera significativa con fenotipos
aberrantes que Incluyen asincronismos maduratives,
infidelidad de linaje, y sobreexpresién e infraexpre-
sién antigénica™ con patrones alterados de tamafio
(FSQ) y granularidad (SSC), Asf, los blastos con t(12:21)
{p13:922) mostraron sobreexpresién de CD20, CDi13 y
CD33, junto-con infraexpresién de CD34, CD38, CD45
y TdT: de forma similar, los casos con 1(922) (g34:q11)

Leucernias agudas
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sobreexpresaron CD19, cyCD79a, CDI3 y CD33, en con-
junto con disminucién significativa del marcador
CD38. De forma particular, el 100 % de las leucemias
pre-B fueron CD20+ {marcador asociado a asincro-
nismo madurative); el 86 % fueron CD34+ {marcador
presente en células preb normales) y el 28% CD7+
(marcador T ascciade a infidelidad de linea)® Por
otra parte, los casos con hiperdiploidfa de ADN se ca-
racterizarcn por una expresién mds elevada de CD10
y TdT, junto a un mayor tamafio de los blastos (FSC)
y tendencia a una menor expresién® de CD45 y CD3s,

En las figuras 6 a 8 se muestran ejemplos casos
de pacientes con LA analizados por CMF.

Podemos concluir que la CMF es de gran utilidad
en la clasificacién y seguimiento de las leucemias
agudas y la identificacién de las aberraciones feno-
tipicas {fenotipos FAL) y genéticas en los blastos leu-
cémicos; ademds, constituye una herramienta muy
importante para la evaiuacién y seguimiento de
enfermedad minima restdual posterior a quimiote-
rapia; por tanto, es un pardmetro de gran relevancia
en el prondstico de la enfermedad y en estudios de
seguimiento postrasplante™,

Figura 6. Representacidn de! andlisis por CMF de una muestra de
méduta dsea de tn paclente con diagndstico de LLA-B comin.
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En esta muestra se detectan blastos leucémicos {eventos de color
negro), con valores intermedios para los pardmetros de dispersién
de la tuz Side Scatter -3SC- y Forward Scatter -FSC-, positividad
débil para el antigeno comuin leucocitario CD45, presencia de los
marcadores asociados a células progenitoras tmaduras (CD34,

€Di0 y nTdT), presencia de marcadores de linaje B (CD19, CD22, .

¢y(D79a), positividad parcial de CD20 (asincronismo madurativo)
y ausencia de los marcadores asociados a linafe mielolde (CD13,
CD33 y MPO). .

Fuente: archive de citometefa-docencia (Dra. Sandra Mifena Buifare Gdmez).
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Figura 7, Representacidn del andlisis por CMF de
una muestra de médula dsea de un pacients con diagadstico
g leucemia bifenotipica B y mieloide.
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En esta muestra se detectan blastos leucémicos (eventos de color
negro), con valores altos para los parémetros de dispersién de la
luz Side Scatter -S5C- y Forward Scatter -FSC- (células grandes
y complejas). con pérdida de expresi6n de CD45, presencia de
los marcadores asoclados a células progeniteras inmaduras
linfoides (CD34, CDI0 y n'TdT), presencia de marcadores de linaje
B {CD19, CB22 cyCD7a y CD20), presencla de MPQ y ausencia del
marcador especifico de Hnaje T {cyCB3) ¥ del marcador mieloide
(CD13}, Este tipo de leucemnia es raro, con una incldencia aproximada
de 5 %, y es mis frecuente en el sexe masculing y en adultos. El
andlisis inmunofenotiplco se fundamenta en la expresidn de dos
marcadores de linaje especfico, es decir, expresién citopiasmética de
mieloperoxidasa para linaje mieloide y CD79a y CD22 para linaje B,

Fuente: archivo de ¢itometria-docencla (Dra. Sandta Milera Quljano Gdmes),

Figura 8. Rapresentacién del andlisls par CMF de una
muestra de médula dsea de un paclents con diagndstiza
de leucemia pramislocltica aguda,
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En esta muestra se detectan promielocitos (eventos de color
negro}, con valores altos para los pardmetros de dispersién de la
luz Side Scatter -S3C- y Forward Scatter ~FSC- (células grandes y
complejas), con presencia de CD45 y con un Inmunofenotipo tipico
de esta enfermedad: pérdida de expresion de CDIS, presencia de
CDi17 y CD13 y sobreexpresion® de D33 (79).

Fuente: archiva de citometria-docencia (Dra. Sandra Milena Quijano Gomen).




Genética de las leucemias agudas
Genética en cdncer

El rol gue ha tenido la genética en los estudios sobre
cancer ha sido exponencial en los dltimos 25 afios,
y los avances tecnolégicos en biologfa molecular y
en citogenética han sido invaluables para entender
la patogénesis del cidncer en el ser humano. Actual-
mente las aplicaciones de la genética en céncer son
multiples, entre ellas: establecer la presencia de clo-
nes malignos, servir de base al diagnéstico, indicar
el prondéstice, distinguir una recafda de una apari-
cién de un segundo proceso maligno, vy ayudar a la
determinacién y seguimiento del tratamiento® El
objetivo de esta seccién es revisar los conceptos bési-
cos para comprender la aplicacién de la genética en
el abordaje clinico de los pacientes pedidtricos con
cancer y su utilidad en las leucemias agudas.

Nomenclatura del cariotipo

~De los 46 cromosomas de una célula somética hu-
mana norimal, 44 son autosémicos y dos sexuales,
Los cromosomas autosdmicos son designados en
pares del 1 al 22. De este modo, el cariotipo orga-
niza los cromosomas segun; el orden descendente
del tamario de los pares de cromosomas; la posicién
del centrémero (metacéntricos, submetacéntricos y
acrocéntricos)® y los patrones de bandeo que sur-
gen tras el uso de distintos métodos de tincién, tales
como el bandeo G (Glemnsa) o el bandeo R (reverso).

Tanto las bandas como las regiones -que son
un conjunto de bandas definidas entre dos puntos
adyacentes del cromosoma- son numeradas con-
secutivamente a partir del centrémero hacia el te-
lémero®, por ejemplo: 22g11.2 significa: Cromosoma
22, brazo largo del cromosoma (g), regién 1, banda 1,
sub-banda 2. El reporte o no de subbandas depende-
ra de la resolucién def carfotipo, que por lo general
debe tener de 550 a 850 bandas en células detenidas
en profase o prometafase, resolucién que permite
evaluar con mayor profundidad la estructura y, por
ende, identificar posibles rearreglos®,

ELa nomenclatura en citogenética est basada en
una serie de consensos logrados en multiples con-
ferencias internacionales. El consenso més recien-
te es ISCN 2013 (por las sigias en inglés de Sistema
Internacional de Nomenclatura para Citogenética
Humana)®. Segin este sistema, el primer ftem que
debe ser reportado en un cariotipo es el nimero to-
tal de cromosomas, seguido por una coma, y luego la
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constitucidn de los cromosomas sexuales; en muje-
res el cariotipo normal es 46,XX v en hombres 46 XY.

Posteriormente se anota el simbolo {de una o
tres letras) que indica el tipo de rearreglo, e inme-
diatamente después el niimero del{de los) cromoso-
ma(s) involucrado(s} en el rearreglo, escritos entre
paréntesis. Si estd comprometide mds de un cromo-
soma, se separan entre sf con un puntc y coma {).
Inmediatamente después, en un nuevo paréntesis,
se mencionan los puntos de ruptura siguiendo el
mismo orden de los cromosomas involucrados en el
rearreglo, separados entre sf por punto y coma. Por
ejernplo: £(16:12){q24;p13)

Siguiendoe las definiciones listadas en ISCN 2013,
los términos y abreviaciones més comdnmente uti-
lizados en citogenética del cancer son los siguientes:

Anormalidades estructurales

* Translocacién (t); desplazamiento de un segmen-
to de un cromosoma hacia otro lugar del geno-
ma. Las translocaciones pueden ser: reciprocas,
cuando hay Intercambio de segmentos entre
cromosoraas no homologos; robertsonianas, que
consisten en la rotura del extremo distal de los
brazos cortos de dos crorosomas acrocéntricos
no homdlogos, v la posterior fusién céntrica de
los brazos largos para formar un Gnico cromoso-
ma metacéntrico, lo que resuita en la disminu-
ctén del nimero haploide. Asf, por gjernplo, 46,XX,
£{9:22)(q34:611) describe un cariotipo femenine
que contiene una translocacién entre el cromo-
sorna 9y el 22, cuyos puntes de corte® estdnen la
banda ¢34 del cromosoma 9 y en la banda gl del
cromosoma 22,

* Insercidn (ins): anormatidad estructural en la que
un segmento de un cromosoma es reposicionado
intersticialmente en un #rea diferente del cario-
tipo, bien sea en el mismo cromosoma o en otro.

* Inversion (inv): consiste en la rotacidn de 180° de
un segmento cromosémico. Puede ser paracéntri-
ca cuando involucra Gnicamente un brazo del cro-
masoma, o perfcéntrica cuando incluye al centré-
mero € involucra ambos brazos del cromosoma®.

* Delecién {del): significa pérdida del material ge-
nético, que puede ser terminal o intersticial. De
este modo, del{1){q23) indica la delecién terminal
en la banda g23, con pérdida det segmento distal
del brazo large del cromosoma 1. Mientras que .
del(t){q21q3t} indica ia pérdida de un segmento in-
tersticiai comprendido entre las bandas q21 y q3L.

Leucemias agudas
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* Duplicacién {dup): presencia de una copia extra
de una parte del cromosoma.

* Isocromosoma (i) cromosora anorinal en el cual
uno de los brazos esta duplicado y el otro brazo
se pierde; es decir, es la imagen en espejo de un
mismo brazo ¢romosémico, como consecuencia
de un fallo en la divisién del centrémere (ruptura
transversa).

* Cromosoma en anillo {1): consiste en la formacién
de un anillo, por la ruptura en el brazo corto y largo

del mismo cromosoma con Ia fusion subsecuente, -

* Cromosoma marcador (mar): designa estructuras
cromosémicas supernumerarias anormales en
las que ninguna parte es identificable.

* Cromosoema derivado {der): cromosoma generado
por eventos de rearreglo entre 2 0 més cromo-
somas o el resultado de multiples eventos en un
mismo cromosoma. Este término siempre se re-
fiere a cromosomas con un centrémero intacto.

Nomenclatura de células tumorales

* Clom: son células derivadas de un tnico progeni-
tor, por lo que comparten lafs) misma(s) anor-
malidad(es) en al menos 3 mitosis. Durante la
progresién tumoral, pueden evolucionar subclo-
nes relacionados; los clones relacionados o no re-
lacionados son separados por una barra diagonal
{/) y el ntmero de células observadas para cada
uno se escribe entre paréntesis cuadrados 1}

* Linea principal (ml): {en inglés, mainline). se re-
fiere al clon maés comiin, el més representativo
dentro de ia poblacién celular.

* Linea madre (sl): (en inglés, stemline). Cion mas
basice de la poblacién clonal.

* Subclones (sdl): clonas celulares que suirgen a par-
tir de Ia linea madre.

Diagndstico molecular del cdncer:
leucemias agudas

El diagnéstico molecular de las leucemias permite
confirmar el diagndstico, establecer el pronéstico y
seleccionar ef tratarniento mas adecuado. En la prac-
tica, fas muestras de sangre periférica y de médula
Gsea son enviadas al iaboratorio con un diagnéstice
provisional basado en los hallazgos clinicos, morfold-
gicos y de inmunofenotipo, Las técnicas empleadas
para determinar anormatidades genéticas dependen
de miitiples factores, corno el subtipo de leucemia, la
urgencia clinica, el tipo y volumen de la muestra, la
relevancia de los marcadores genéticos y, por suptes-
to, la tecnologfa disponible en el laboratorio,

Leucemias agudas

Cariotipo

El analisis citogenético en pacientes recién diagnos-
ticados consiste en el cultivo de células mitdticamen-
te activas, preferiblemente obtenidas de muestras de
médula 6sea. Posteriormente las células son deteni-
das en metafase y teflidas, para evaluar la estructu-
ra y nimero de los cromosomas. Este analisis es 1til
para detectar aneuploidfas y anormalidades estruc-
turales tales como translocaciones e inversienes, que
son frecuentes en LMA, LLA y LMC, La desventaja es
su baja sensibilidad (5-10 %), puesto que depende del
ngmero de células analizadas y disponibilidad de ¢é-
lulas en divisién en la muestra referida®.

Sin embargo, el analisis citogenético es una de
las pruebas maés robustas en hematooncologia, ya
que permite confirmar el dlagnéstico al identificar
rearreglos patognomdnicos como: {£(9:22)(q34.q11) en
LMG; £(15:17)(g24:21) PML-RARA en la leucemia pro-
mielocitica aguda, entre otros™,

Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

Consiste en el uso de sondas de DNA o RNA marca-
das con fluorescencia, que hibridan con secuencias
cromosémicas de interés, que pueden ser posterior-
mente visualizadas en un microscopio de fluores-
cencia. La FISH permite identificar rearreglos nu-
meéricos y estructurales, asf como translocaciones
balanceadas y microdeleciones, segin el disefio de la
prueba y de las sondas®. La mayor ventaja que ofre-
ce la FISH es que no requiere de células en proceso
de divisién, por lo que el estudio se puede realizar en
células en Interfase de muestras de médula dsea o
en sangre periférica; ademds, el tiempo de andlisis
citegenético es mds rapido. Esta técnica tiene una
mayor sensibilidad y resolucién (160 Kb, dependien-
do de la sonda) que el cariotipo convencional

La FISH tiene gran utilidad en el diagndstico de
leucemia con anormalidades citogenéticas cripticas,
por ejernplo £(12;21){p13:q22) que resulta en la fusién
génica entre ETV6-RUNX], y es la traslocacién pe-
diétrica mds frecuente en LLA linaje B %. Adicional-
mente, la FISH de interfase es comdnmente uili-
zada en leucemia linfoide crénica (LLC), puesto que
permite identificar cerca del 80 % de anormalidades
gendmicas tras la utilizacién de un panel de sondas
especificas®,

Hibridacidn gendmica comparativa (CGH)
Este estudio permite eomparar la muestra del pa-
ciente contra muestras de controles sanos, con el fin




de identificar variaciones en: el nimero de copias en
todo el genoma. La resolucion y la sensibilidad de-
penden de la iongitud, distribucién y densidad de las
sondas empleadas. La CGH puede detectar peguerias
deleciones ¢ duplicaciones” hasta de 50 Kb; sin em-
bargo, no puede identificar rearreglos balanceados,
comunes en las leucemias,

Reaccidn en cadena de polimerasa (PCR)

Consiste en la ampiificacién exponencial de una se-
cuencia de nucledtidos. Es utilizada para identificar
mutaciones génicas, fusiones génicas como RUNX1-
RUNXITL y monitoreo de enfermedad residual mi-
nima en casos de leucemia con translocaciones re-
ciprocas, como CBFB-MYHIL La PCR tiene una alta
sensibilidad®, sin embargo, ias mutaciones encontra-
das con estas técnicas stempre deben ser confirmadas
con el método Sanger de secuenciacion tradicional .

Secuenciacidn de siguiente generacion {NGS) o

secuenciacidn parajela masiva

" La secuenciacién es el método molecular por exce-
lencia para caracterizar la secuencia de nucledtidos.
Sin embargo, la secuenciacién de Sanger ha tenido
un uso limitado en leucemia por su baja sensibili-
dad para identificar mutaciones, cuando la fraccién

- de alelos mutados es menor del 10-20 %.

La prueba NGS es Gtil para identificar marca-
dores prondsticos en neoplasias mieloides y en leu-
cemias agudas, tales como: JAK2, MPL, KIT para
neoplasias mleloprotiferativas; NPM1, CEBPA, FLT3,
RUNXL KIT, WT1y MLL en LMA %,

La NGS es una nueva tecnologfa que permite se-
cuenciar miles de genes en un tnico test y simultg-
neamente detectar deleciones, inserclones, sustitu-
ciones de bases nucieotidicas y translocaciones, que
incluyen rearreglos balanceades. Su mayor uso cli-
hico en leucemias ha side la identificacién, en LMA,
de mutaclones en varios genes a la vez, como NPM,
NRAS, IDHI, entre otros.

Alteraciones mas frecuentes en el cdncer:
leucemias agudas

Mutaciones en leucemia mieloide aguda

En 2008, la Organizacién Mundial de la Salud (WHO)
clasificd las leucemias en 7 grupoes segdn las trans-
iocaciones recurrentes® En primer lugar, RUNXI/
RUNXIT! que corresponde a [t(8:21) {g22:q22);: CBFB/
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MYHI1 derivado de [inv{16) {p13q22)] o [t{16:16} (p13:q22)};
PML/RARA a partir de [t{15:17) (q22:q12) PML/RARA]J;
MLLT3/MLL {t(9:11) (p22:q23); DEK/NUP214 que co-
rresponde a [t(6:9) (p23q34)}; RPNI/EVI] derivado de
[inv(3) (q21q26.2)} o [£(3:3)(q21q26.2)): RBM15/MKL1 que
corresponde & £(1;22) (p13:q13); y dos grupos provisio-
nales para las mutaciones génicas de NPM! y CEBPA.
Estas 9 entidades diagnésticas corresponden a cerca
de 2/3 de todos los casos de LMA, mientras que los
subtipos adiclonales de LMA, en los que los factores
genéticos desempedian un rol principal, incluyen los
sindromes mieledisplésicos y las neoplasias mielol-
des relacionadas con la terapia. Estas dos dltimas
entidades se caracterizan por presentar cariotipos
complejos en los cuales coexisten 3 o s alteracic-
nes citogenéticas clonales™®.

Los eventos de fusidon favorables PML-RARA,
RUNXI-RUNXIT1 y CBFB-MYH! definen entidades
pronésticas y bioldgicas distintivas. El prondstico de
las leucemias CBF (CBFB-MYH11 y RUNXI-RUNXITY)
es influenciado negativamente por mutaciones en
KIT. Los rearreglos en el gen MLL localizado en 11923
tarnbién confieren un mal prondstico, exceptuando
a MLL-MLLT3 que es derivado de [t{3;11)(p22:q23)], el
cual tiene un curso intermedio. Adicionalmente, al-
gunos rearreglos, como DEK - NUP214 [t(5:9)(p23:q34)],
también son considerados como desfavorables®™,

La mutacién en el gen de la nucleofosfamina
(NPMt) es frecuente en LMA (enire 50 y 55 %), esta
asociado con cariotipos normales y es un indicador
de buen pronéstico en casos aislados, Sin embar-
go, en caso de contener la duplicacién FLT3-ITD o
duplicaciones en tdndem parciales de MLL-PTD, el
impacto negativo de estas mutaciones se scbrepone
al efecto de NPML Por el contrario, la ocurrencia de
mutaciones bialélicas en CEBPA son favorables en
cariotipos normales™,

Mutaciones en leucemia linfoide aguda

Las anormalidades genéticas presentes en LLA in-
cluyen translocaciones cromosémicas que desre-
gulan la expresién génica o crean fusiones génicas,
alteracién en el nimero de copias (especialmente
hiperdiploidia) y mutaciones en genes especificos™®.
La hiperdiploidia (m4s de 50 cromosomas en célula
leucémica) se encuentra en alrededor del 25 % de
los nifios con LLA-B. Esta anormatidad numérica se
encuentra relacionada con un pronéstico favorable, -
especialmente cuando coexiste con copias extra de
los cromosomas 4, 10 o 17,
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La fusién TEL/AML1 (ETV6/RUNX1} representa
del 20 al 25 % de los casos y también se asocia con
un buen prondstico, La t{12;21) se ha relacionado con
un buen pronéstico pues es altamente sensible a la
quimioterapia.

Mutaciones en el gen MLL se presentan en alre-
dedor del 80 % de los nifios con LLA, y s6lo en 2 % de
nifios mayores de 1 afio de vida. Los rearreglos MLL/
AF4 derivado de [t{4:11)) MLL/MLLTIENL) derivado
de [£(11:19)) y MLL/MLLT3 derivado de [t{9;11)] se han
asociado cor un prondstico desfavorable porque
afectan la expresién del gen HOX durante la em-
bricgénesis'™. La translocacién £(5:22) resulta en la
fusién ABL/BCR, cuye efecto patogénico radica en la
sobreexpresion del gen ABL {el cual es una tirosin-
quinasa), que aumenta la proliferacién y disminuye
la apoptosis. La presencia de esta fusién usualmente
se relaciona con un mal prondstice.

Respecto a las anormalidades en LLA-T, la
fusién SIL/TAL derivada de t(1:14) se presenta
aproximadamente en 25 % de todos los casos. Las
translocaciones t{10:14) y t{7:10) ocurren en el 10 %
de LLA-T y causan la activacién det gen HOX11, Del
mismo modo, la £(514), que representa el 25 % de
los casos LLA-T, activa el gen homedtico HOX11L2
y el gen NOTCH!. La activacién de este tltimo gen
ha sido relacionada con un prenéstico més favo-
rable, Otras anormalidades descritas en LLA-T son:
t{119) que produce la fusién E2A-PBX1 cuya presen-
cia delimita un curso mds agresivo; e hipodiploidta
(< 45 cromosomas} también asociada con un pro-
néstico desfavorable,

Mutaciones en sindromes mielodispldsicos {SMD}

Las mutaciones en TP53, EZH2, ETV6, RUNXI y ASXL1
han mostrado tener un mal prondstico, indepen-
dientemente de los factores de riesgo establecidos.
Este mismo efecto ha sido identificade para las va-
riantes en ASXL], RUNX1y EZH2, Las mutaciones en
el gen DNMT3A confieren un mat prongstico, por-
que se asocian con una rapida progresién de SMD
a LMA. Por el contrario, se ha identificado que las
mutaciones en SF3Bi se encuentran asociadas con
sideroblastos en anillo, citopenias menores y largos
periodos de remisién'® Del mismo modo, las mu-
taciones en TP53 se encuentran en casi 15 % de los
pacientes con SMD de bajo riesgo, concomitante-
mente con la delecién 5q en estadios temprancs de
la enfermedad, y estdn asociadas con un alto riesgo
de evolucién hacia leucemia,

Leucemias agudas

Representacion esquematica

del diagnostico confirmatorio de
leucemia y evaluacion de sistema
nervioso central

figura 9. Orientacldn diagndstica de Jos estudios generafes y
especializados eonfirmatortos frante a sospecha de leucemia aguda.
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Tubo tapa verde. .
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* Molecular: El tubo con heparina es requeride en algunos estudios
moleculares segiin técnica de laboratorlo

Fuente: elaboracidn de las autoras.




Figura 0. Estedios de extensidn en leucemia,

1 Liquido — Citoquimice:
cefalorraqufdeo muestra para
laboratorio
Citotdgico:

muestra para
citopatélogico

De acuerdo a cada
caso espectfico

Otros

Se tomard muestra de lquido cefalorraquidec para citolégico
por cytospin, con el fin de evaluar la infiltracién menfngea: la
citometrfa de flujo en Hquido cefalorraquideo con estabilizador
transfix es una herrarnienta diagnéstica novedosa. Otros estudios
de extensién pueden ser indicados segin el compromise espectfico
del érgano afectado.

Fuente: elaberacitn de fas autoras.

‘Factores prondsticos

Las tasas de supervivencia de la leucemia han me-
jorado dramaticamente desde la década de 1980, con
una tasa actual, a cinco afics, de més del 90 %1,

Esta mejora en la supervivencia se debe a la uti-
lizacién de protocolos de tratamiente que hacen én-
fasis en la terapia basada en factores de riesgo, con
el fin de reducir la toxicidad en los pacientes de bajo
riesgo al tiempo que garantiza su respuesta; y una
terapia m4s intensiva en los de alto riesgo de re-
cafda; asimismoe, la Introduccion de regimenes para
prevenir fa infiltracién meningea.

La estratificacién de grupos de riesgo bajo, estan-
dar, alto y muy alto incorpora informacién de datos
clinicos y biolégicos, como la edad del paciente, el
recuento de leucocitos en el momento del diagnés-
tico, caracterizacién del inmunofenotipo, hallazgos
citogenéticos, rapidez de citorreduccién, entre otros.

Recuento de leucecitos/edad. Los nifios con con-
teos de leucocitos superiores a 50.000/mm3 tienen un
prondstico més reservado y se estratifican en grupo de
riesgo alto™; los pacientes mayores de 10 afios o me-
nores de t afio también tienen resultados menos fa-
vorables y se asignan a los grupos de mayor riesgo"*",

Caracteristicas citogenéticas de los blastos. La
presencia de translocaciones (%22} y (4:11) o 1a amplifi-
cacion™ iAMP21 y la hipediploldfa (< 45 cromosomas)

T
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también son factores de riesgo alto. En relacidn con
el imnunofenotipo, las leucemias linfoides de linaje
T y B maduras se asocian a peor prondstico. La res-
puesta al tratamiento como la evaluacién del dfa
8 de esteroides y la enfermedad minima residual
(EME) (la presencia por reaccién de cadena de po-
limerasa {(PCR) > 1 % de blastos residuales, es decir,
m4s de 1 célula leucémica / 10C células nucleadas)
son potentes predictores de recafda.

En la leucemia mieloide aguda también existe
una categorfa de riesgo; la mutacion del gen nucleo-
fosmina (NPMI) confiere mejor pronéstico, no asf la
mutacién Fms-Like Tyrosine Kinase 3 (FLT3) con
prondstico inferior. La £(8:21), inv 16 y la {1517} se
relacionan con buen prongstico,

En la Guia Colombiana para Leucemia Linfoide
Aguda se citan los siguientes grupos de riesgo'™:

Para LLA se recomiendan 3 grupos de riesgo:
bajo, intermedio y alto, teniendo en cuenta la edad,
recuento de leucocitos, linaje, genética, molecular y
respuesta al dia 8, 15 y fin de induccidn, y la enfer-
medad minima residual.

Riesgo bajo: edad: 1 a 99 afios, leucocitos s 20.000/
mrm3, linaje B, respuesta al dfa 8 de esteroides (< 1000
blastos absolutos en sangre periférica); dia 15 blastos
menos de 25 % por morfologla, ¥ menos de 5 % al
final de la induccién, EMR dfa 15 < 01 % y ERM fin
de induccién: = 0,01 %. Se deben cumplir todos los
criterios.

Riesgo intermedio: edad < 1 afio ¢ mayor de 99
afios, linaje T, compromiso de SNC. EMR dfa 15 01-
10 %, y ERM fin de induccién: 0.01% - =1 %

Riesgo aito: No respuesta al dia 8 esteraides, no
respuesta al final de la induccién (més de 5 % de
blastos morfol6gicos), genética t{4:11), 1(9:22). MLL,
BCR/ABL. EMR al dfa 15: = 10 %, y ERM final de induc-
cién: = 1 %. Un solo criterio ubica al paciente en la
categoria de alto riesgo.

Para la leucemia mieloide aguda, segln la Gufa
Colombiana de Leucemia Aguda. también existe
una clasificacion de riesgo™,

Riesgo favorable: £ (8;21) inv (16} o t(1516), inde-

pendientemente de la presencia de otras alteraciones
citogenéticas. NPMc positivo y ITD FLT3 negativo.
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Riesgo intermedio: los pacientes no clasificados
como favorables o desfavorables.

Riesgo desfavorable: las leucemias que tienen
anormalidades del cromosoma 12, moncsomfa 7,
anormalidades del brazo large del cromosoma 5,
1{6:9) y t(9:22), paciente con citogenética normal pero
ITD - FLT3 positiva,

Tratamiento/Seguimiento

La mayorfa de los nifios con leucemia aguda de
nuevo diagnéstico (LLA/LMA) se tratan con proto-
colos de investigacién en los que se incluyen varios
indicadores pronésticos que forman parte de Ia es-
tratificacién de riesgo de recaida; estos protocolos
de manejo han contribuido a estandarizar el trata-
miento, mejorar las tasas de supervivencia y reducir
las complicaciones de la terapia a largo plazo.

El tratamiento de la leucemia aguda requiere de
varios medicamentos antineoplasicos gue actdan
en diferentes fases del ciclo celular y son adminis-
trados en forma oral, endovenosa, intramuscular e
intratecal (en el espacio subaracnéideo): la infusién
(de la terapia puede ser en bolo ¢ continua, con va-
riedad de horarios para maximizar la sinergia de las
drogas y reducir al minimo el desarrollo de resisten-
cia a los medicamentos. Es necesario identificar al
inicio del tratamiento las complicaciones oncolégi-
cas, para ofrecer un manejo integral que favorezca
adecuadas condiciones al paciente®.

Una vez identificada la clasificacién de riesgo de
recafda, se le asignard al paciente el protocolo de
manejo especffico, el cual tiene una duracién apro-
ximada de 2 afios 0 menos, de acuerdo con el tipo

de leucemnia; sugerhmos revisar la Gufa Colombiana
para el Manejo de la Leucernia Aguda®.

Son tres las fases del tratamiento de las leuce-
mias agudas:

* Fase de induccidn. Su objetivo es erradicar el vo-
lumern: del tumor presente en la médula dsea y
llevar al paciente a remisién morfolégica {blastos
= 5 %), inmunolégica {EMR) v citogenética/mole-
cular, como también clinica,

* Consolidacitn o terapia de intensificacion. Se ini-
cia poco después de la consecucién de la remisién
completa (RC} y tiene como finalidad prevenir el
rebrote leucémico, la resistencia a las drogas en
las células leucémicas restantes y reducir la car-
ga de tumor residual; en esta fase se garantiza el
control de 13 enfermedad y/o se impide la infil-
tracién de blastos leucémicos a otros sitios san-
tuarios, como sistema nervioso central y testiculo.

* Mantenimiento o continuidad. Permite mante-
ner la remisién alcanzada; ests dltima fase no se
incluye en el manejo de las leucemias mieloides

agudas®,

De acuerdo con la Gufa colombiana de atencicn
integral para la deteccidn oportuna, diagndstico,
tratamiento y seguimiento de leucemias agudas
(LLA/LMA} en nifios, niftas y adolescentes, se re-
saltan varfas recomendaciones especficas acerca
del manejo con base en la clasificacién de riesgo; el
acompafiamiento para detectar y tratar en forma
adecuada las complicaclones o secuelas derivadas de
la enfermedad, el tipo de terapia recibida {quimiote-
rapia, radioterapia, cirugfa); y evaluar la integracién
asu rol normal con base en la edad, las cuales reco-
mendamos revisar'’”,

Figura 11. Esquema de las fases de tratamiento de fa leucemia linfobidstica aguda.

Fase de
posinduecion

Manejo del SNC
Quimioterapia intratecat
Radioterapla con base en
€l grupo de riesgo

Se recomienda para todos los paclentes unas fases de Inducelén ¥ post-Induccion tan pronto se confirme el dlagndstico; el cumplimiento

de las fases garantiza la remisldn de fos blastos leucémicos.
Fuente: adaptada de™”,
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Figura 12. Esquema de fas fases de tratamiento de fa feusemia miefodie aguda.

" Fasede
~induegidn o7

Induccién 1 __!nducciénz :

Fase de
posinduccién

Trasplante
‘Riesgo desfavorable

‘Consolidacion 263

Se recorniendan para tedos los pacientes dos inducciones y una fase de post-remisidn, que incluye 2-3 consolidaciones ¢on base en la

clasificacién de riesgo.

Fueate: adaptada ogt”,

Conclusiones

Las leucemias agudas en nifios son enfermedades
de notificacién inmediata.

* La leucemia linfoblastica aguda es la forma més
comun de c4ncer en los nifios.

* Los sintomas de presentacion son inespecificos y
heterogéneos y simulan otras patologfas.

* El diagnéstico y la clasificacién confirmatoria se
haran con la aspiracién de méduia 6sea.

* Los nifios con sospecha de leucemia deben ser re-
mitidos a centros de cancer pediatricos especiali-
zados para evaluacion y manejo integral.
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