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Resumen

La leucemia mieloide aguda es un trastorno clonal heterogéneo de
las células madre hematopoyéticas; en la actualidad es la leucemia
aguda mas comdn en adultos. La mediana de edad en poblacién
de raza blanca de Estados Unidos es de 67 afios en el momento del
diagnéstico; sin embargo, la mediana de edad en México se ha repor-
tado entre 32 y 44 anos. El diagndstico se sospecha con los sintomas
de los pacientes o con los resultados de la biometria hematica. No
obstante, se necesita realizar una serie de estudios para confirmar
el diagnéstico de esta enfermedad. En las dltimas décadas, el inmu-
nofenotipo por citometria de flujo, los marcadores citogenéticos y los
moleculares adquirieron importancia y se convirtieron en herramientas
de diagnéstico y seguimiento, asi como de gran valor pronéstico en
la leucemia mieloide aguda.

PALABRAS CLAVE: leucemia mieloide aguda, inmunofenotipo por
citometria de flujo, aspirado de médula ésea, hibridacién fluores-
cente in situ.
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Abstract

Acute myeloid leukemia is a heterogeneous clonal disorder originated
from the hematopoietic progenitor cells and is currently considered
the most common acute leukemia in adults. Median age at diagnosis
among white population from the USA is 67 years. However, the
median age in Mexico has been reported to be between 32-44 years.
Diagnosis can be suspected by the clinical manifestations of the pa-
tients or by the results of a complete blood account. Nevertheless, a
series of studies is required to confirm the diagnosis of acute myeloid
leukemia. In the last decades, immunophenotyping by flow cytometry,
and cytogenetics and molecular markers have acquired great impor-
tance and have become tools for diagnosis and follow-up, as well as
for prognostic evaluation for acute myeloid leukemia.
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ANTECEDENTES

La leucemia mieloide aguda es un trastor-
no clonal heterogéneo de las células madre
hematopoyéticas y es una de las neoplasias
mas agresivas en adultos. Se caracteriza por
proliferacién de una gran cantidad de células
anormales (blastos) en la médula ésea, que
no son capaces de diferenciarse en granulo-
citos o monocitos funcionales.” Los defectos
citogenéticos, genéticos o ambos son factores
prondstico de importancia primordial. Entre los
factores de riesgo de leucemia mieloide aguda
se incluyen exposicion a radiacion, benceno y
quimioterapia.?

La incidencia de la leucemia mieloide aguda
en adultos en Estados Unidos y en Reino Unido
varfa de 4-5 casos por cada 100,000 habitantes
al ano.** Datos similares se reportaron en un
estudio italiano en 2006.° La Sociedad Ameri-
cana de Cancer estima que habrd 19,950 casos
nuevos en 2016. En México la informacién con
la que contamos no es optima.

En la actualidad, por lo menos en Estados Uni-
dos y otros paises industrializados de occidente,
se considera que la leucemia mieloide aguda es
la leucemia aguda mas comdn en adultos; tiene
predominio ligeramente mayor en hombres que
en mujeres**y reporta un pico en ancianos;® en
contraste con los nifios, en los que sélo aparece
en 10% de menores de 10 afos. La mediana
de edad en poblacién de raza blanca de Esta-
dos Unidos, reportada en la base de datos de
Surveillance, Epidemiology and End Results,
es de 67 afios al diagnéstico;® mientras que
en un estudio de Suecia, la mediana de edad
fue de 72 afos.” En México, la informacién es
escasa; sin embargo, la leucemia linfoblastica
es al menos igual de frecuente que la leucemia
mieloide aguda.
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En un estudio realizado en el Servicio de He-
matologia del Hospital Universitario Dr. José
E. Gonzilez, de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn y recientemente enviado a publica-
cién, con 500 pacientes con leucemia mieloide
aguda, originarios de varios puntos del pais, la
mediana de edad fue de 43 afios. Otro estudio
retrospectivo, realizado en el centro del pais,
mostré una mediana de 44 afios.? En otro estudio
del norte del pais, en el que se incluyeron 132
pacientes, se obtuvo una mediana de 32 afios;®
en éste se incluyeron pacientes pediatricos, lo
que explica la mediana de edad.

Las manifestaciones clinicas de los pacientes (fa-
tiga, debilidad, fiebre, gingivorragia, petequias,
equimosis, pérdida de peso), las alteraciones
en los valores de la biometria hemdtica (neu-
tropenia, anemia o trombocitopenia) o ambas
son suficientes para sospechar leucemia mie-
loide aguda y esto justifica realizar aspirado de
médula 6sea; sin embargo, el diagnéstico debe
confirmarse con otros estudios.

En la actualidad existen diferentes métodos
diagnésticos. En las dltimas décadas, el inmu-
nofenotipo por citometria de flujo adquirié
importancia, asi como los marcadores citoge-
néticos y moleculares, que también son dtiles
para establecer el pronéstico.®

Los criterios morfolégicos son la herramienta
inicial para realizar el diagnéstico de leucemia
mieloide aguda. El aspirado de médula ésea se
ha convertido en el estudio de rutina en la valo-
racion de esta enfermedad debido a que con la
muestra obtenida puede realizarse la evaluacion
morfolégica, citoquimica, inmunofenotipo y
perfil citogenético-molecular. Algunos expertos
consideran a la toma de biopsia de hueso-médu-
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la 6sea opcional, més que una necesidad.’ Este
procedimiento puede ser Gtil cuando el aspirado
de médula 6sea con aguja es infructuosa o seca.

Los frotis de sangre periférica o de médula ésea
se analizan bajo el microscopio para el estudio
morfolégico y se requiere la visualizacion de
20% o mas de blastos para establecer el diagnés-
tico de leucemia mieloide aguda cuando ocurre
de novo o cuando evoluciona de un sindrome o
neoplasia mielodispldsica previamente diagnos-
ticado, usando los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud,’™ cambio importante,
porque antes, con los criterios franco-americano-
britanicos se requeria al menos 30% de blastos.
Cuando se detectan anormalidades genéticas,
como t(8;21), inv(16), t(16;16) o t(15:17), el
diagnéstico se realiza sin importar el recuento
de blastos."" Siempre que sea posible, el porcen-
taje de blastos debe derivar de la cuenta de 200
células nucleadas cuando el frotis sea de sangre
periférica y de 500 células nucleadas cuando
sea de médula ésea. De acuerdo con el Grupo
Cooperativo Franco-Americano-Britanico, la
leucemia mieloide aguda se clasifica en subtipos,
que van del M0 al M7, segln el tipo celular del
que derivaron las células neoplasicas y el grado
de madurez que tengan al observarse bajo el
microscopio (Cuadro 1).

Una vez confirmada la existencia de blastos en
los frotis de sangre periférica o de médula 6sea,
se procede a realizar la citometria de flujo, ideal-
mente con ocho colores para asignar el linaje del
que proceden estas células.™

La citometria de flujo constituye el método
diagndstico de eleccion en el inmunofenotipaje
de leucemias, entre ellas la leucemia mieloide
aguda, porque realiza un analisis multiparamé-
trico de las células de manera rapida, sencilla
y especifica, lo que permite identificar en una
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Cuadro 1. Clasificacién de la leucemia mieloide aguda segtin
el Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico

ET R

Leucemia mieloide aguda indife-

MO .
renciada
M1 Leucemia mieloide aguda con madu-
racién minima
Leucemia mieloide aguda con ma-
M2 o2
duracién
M3 Leucemia promielocitica aguda
M4 Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia mielomonocitica aguda
M4eos C
con eosinofilia
M5 Leucemia monocitica aguda
M6 Leucemia eritroide aguda
M7 Leucemia megacarioblastica aguda

Los subtipos MO-M5 inician en formas inmaduras de glébu-
los blancos. EI M6 deriva de formas inmaduras de glébulos
rojos, mientras que M7 se inicia de células inmaduras que
producen plaquetas.

muestra diferentes subpoblaciones celulares,
incluso cuando estan escasamente representa-
das.” Segun el linaje (fenotipo) de las células,
se realizan mas pruebas para establecer el diag-
nostico definitivo.

En la actualidad estd disponible una gran va-
riedad de anticuerpos monoclonales para usar
en la citometria de flujo.'? Los marcadores en la
leucemia mieloide aguda (Euroflow) son: CD4,
CD7, CD11b, CD13, CD14, CD15, CD16,
CD33, CD34, CD36, CD45, CD41, CDe61,
CD56, CD64, CD71, CD105, CD117, IREM2
(CD300c), HLA-DR y mieloperoxidasa citoplas-
matica;'* ademas de un panel de cribado ALOT
inicial (CD3c, CD3s, CD7, CD19, CD34, CD45,
MPOc, CD79acy).

Marcadores como eCD45, CD38 y HLA-DR
se utilizan ampliamente por su expresién en
diferentes subtipos celulares. Sélo algunos mar-
cadores aparecen en uno o dos linajes celulares,
como es el caso del CD7, que esta en los linfo-
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citos T, CD19 encontrado normalmente en los
linfocitos B y CD56 de células NK."

No existe consenso del punto de corte para
considerar leucemia aguda positiva para un
marcador; sin embargo, se usa el criterio de 20%
o mas de células que expresen el marcador para
considerarlo positivo; mientras que en ciertos
marcadores, como CD3, MPO, TdT, CD34 y
CD117 citoplasmaticos, se requiere sélo 10%.°

El inmunofenotipo especifico de las células
anormales, establecido al momento del diag-
nostico, sera Gtil en el seguimiento después
del tratamiento y la deteccién de enfermedad
minima residual. Los resultados de la citome-
tria de flujo, en conjunto con los obtenidos por
analisis morfolégico, favorecen un diagnéstico
y clasificacién mas precisa de la leucemia mie-
loide aguda. Cuando las células neoplasicas no
expresan CD34, HLA-DR ni CD15 y ademds se
observa un patrén de dispersién alto, aumenta
la posibilidad de leucemia promielocitica aguda;
sin embargo, para el diagnéstico definitivo, esto
debe correlacionarse, de preferencia, con los
resultados citogenéticos y moleculares.'

La médula ésea es el espécimen preferido para
detectar anomalias citogenéticas. Idealmente, las
muestras deben tomarse antes del tratamiento. La
mayor parte de los laboratorios solicitan 1-3 mL
de médula, de preferencia del primer aspirado
del procedimiento, para almacenarla en un tubo
con heparina. La muestra puede mantenerse a
temperatura ambiente por 24 a 48 horas; incluso
puede guardarse por 3 a 4 dias a temperatura de
4°C." Un minimo de 20 metafases se consideran
mandatorias para establecer el diagnéstico de
cariotipo normal y se recomienda para definir un
cariotipo anormal. Los estudios citogenéticos son
un andlisis obligatorio en la evaluacién diagnés-
tica, porque las anormalidades cromosémicas se
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detectan incluso en aproximadamente 55% de
los adultos con leucemia mieloide aguda.® En
analisis multivariados en los que se incluyeron
edad, cantidad de leucocitos y tipo de leuce-
mia (de novo o secundaria), se observo que el
cariotipo al diagnéstico es el factor pronéstico
independiente mas importante en la leucemia
mieloide aguda.’®'”

La informacién obtenida mediante citogenética
convencional, que se reporta dos a tres semanas
después de la toma de la muestra es de gran valor
clinicoy se ha utilizado para categorizar a grupos
de pacientes, de acuerdo con el riesgo que las
mutaciones cromosomales les confieren, lo que
causa repercusion en el esquema de tratamiento.
Por este motivo, la rapida y confiable identifi-
cacion de alguna mutacién cromosémica es de
vital importancia en el tratamiento clinico que
se le dard al paciente. Basados en los resultados
de sus estudios clinicos, el Southwest Oncology
Group (SWOG),"* el Medical Research Council
(MRQ)'® y el Cancer and Leukemia Group B
(CALGB)'® elaboraron clasificaciones de riesgo
citogenético, mismas que aunque distintas,
coinciden en ciertos aspectos. Cada una de ellas
reconoce tres grandes grupos de pacientes: los
de riesgo favorable, riesgo intermedio y riesgo
desfavorable.

La asignacion precisa de los pacientes en los
diferentes grupos de riesgo con respecto a los
resultados citogenéticos varia de acuerdo con el
grupo de estudio clinico que lo asigna; sin em-
bargo, la leucemia mieloide aguda con mltiples
mutaciones citogenéticas (tres o mas), referida
como cariotipo complejo, universalmente se
considera desfavorable.” Un cariotipo normal
en pacientes con leucemia mieloide aguda tiene
frecuencia de 40-50%%° y suele representar al
grupo de riesgo leve e intermedio regularmente.
Se ha sugerido que los pacientes jévenes con
leucemia mieloide aguda tienen mayor probabi-
lidad de tener anormalidades favorables, como
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inv(16) y t(8;21).2" Los adultos mayores tienen
peor prondstico en todos los grupos de riesgo y
s6lo un porcentaje pequefio pertenece al grupo
de bajo riesgo, aunque en esto se excluye a la
leucemia promielocitica.?

Este procedimiento es similar a la citogenética
convencional. Usa tintes fluorescentes especiales
que sélo se adhieren a genes especificos o partes
de cromosomas particulares y las muestras pue-
den ser de sangre periférica o médula 6sea, sin
necesidad de cultivar las células, lo que permite
obtener resultados con mayor rapidez. Es muy
Gtil en el diagnostico al identificar anormalidades
cromosémicas sutiles que no pudieron detectarse
por citogenética convencional o cuando el frotis
en metafase no es adecuado en términos mor-
fologicos para el estudio, por ejemplo, algunos
casos de t(15;17) o reordenamientos comunes
como inv(16) o MLL, lo que puede cambiar la
clasificacion, las opciones del tratamiento o
ambas.?

En un estudio realizado en Israel, en 2011, se
reportd que detectar una alteracion en TP53 por
hibridacion fluorescente in situ en pacientes con
cariotipo complejo representaba un prondstico
muy malo.

En general, la hibridacién fluorescente in situ se
correlaciona bien con las anomalias detectadas
por citogenética convencional. Existe alguna evi-
dencia que algunos rearreglos comunes, como
inv(16) o MLL, pueden pasar inadvertidos en la
citogenética convencional, pero se detectan en
la hibridacién fluorescente in situ.?® El Eastern
Collaborative Oncology Group comparé estudios
por citogenética convencional con hibridacién
fluorescente in situ en 237 muestras de pacientes
con leucemia mieloide aguda y demostré que
un panel para detectar monosomia del 5 o pér-
dida del 5g, monosomia del 7 o pérdida del 7q,
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trisomia 8, t(8:21), 1(9;22), MLL, t(15;17), inv(16)-
t(16;16) tenia concordancia de 87 a 100%.%

Esto deja en evidencia que la hibridacién
fluorescente in situ también puede tener valor
predictivo al momento del diagndstico. Este
estudio es sumamente Util para definir entidades
especificas e incluso en la determinacion de
riesgo citogenético.

Los grupos de riesgo clasificados mediante ci-
togenética no pueden predecir la respuesta al
tratamiento por si solos; es aqui donde entran
los marcadores moleculares.?® Entre ellos se en-
cuentran las mutaciones genéticas y la expresion
desregulada de genes. La gran importancia del
estudio molecular se debe a que, ademas de
evaluar la respuesta al tratamiento, ha permi-
tido crear nuevas estrategias terapéuticas. Por
tanto, como recomendacion, debe realizarse
un estudio molecular en cada paciente recién
diagnosticado con leucemia mieloide aguda.?”

La utilizacién de la reaccién en cadena de la
polimerasa relacionada con transcriptasa in-
versa tiene la ventaja de requerir poco tiempo
para obtener los resultados y no necesita que
las células se dividan. Los genes de fusion for-
mados en t(8;21) e inv(16) pueden detectarse
por este estudio o por hibridacién fluorescente
in situ, lo que indicara la existencia de estas
alteraciones genéticas en pacientes en los que
la citogenética convencional es técnicamente
inadecuada.®

En la Gltima década se han detectado mutacio-
nes en diversos genes en leucemia mieloide
aguda con citogenética normal: en el gen de
la nucleofosmina T (NPM1), gen de la tirosina
cinasa 3 similar a fms (FLT3), gen de la proteina
CEBPA (por sus siglas en inglés: CCAAT/enhancer
binding protein alpha), gen de la histona-lisina

191



192

Revista de Hematologia

N-metiltransferasa HRX (MLL) y el oncogén
neuroblastoma RAS viral (NRAS),** lo que puede
cambiar el pronéstico de la enfermedad. De és-
tos, el mas comin en leucemia mieloide aguda
es la mutacion en FLT3.

Las mutaciones FLT3 pueden ocurrir en dos mé-
dulos funcionales: el dominio yuxtamembranay
en la tirosina cinasa, el primero es mas comdn
por duplicacion interna en tandem (FLT3-ITD).>°
El FLT3/ITD se ha visto implicado con frecuencia
mayor de 35% en pacientes mayores de 55 afios
diagnosticados con leucemia mieloide aguda;
disminuye a 20% en pacientes jévenes y a 5-10%
en pacientes pediatricos.”'

Respecto a Latinoamérica, en un estudio recien-
te, en el que se incluyeron 138 pacientes con
leucemia mieloide aguda de México y Colombia,
la mutacién FLT3/ITD se report6 en 20% de la
poblacién.?? Lucena-Araujo y su grupo, en Brasil,
observaron prevalencia de FLT3/ITD de 24% en
169 pacientes.? Varios estudios demostraron que
la existencia de FLT3-ITD es un factor pronéstico
desfavorable en la leucemia mieloide aguda;**
mientras que la existencia de FLT3-TKD se asocia
con mayor supervivencia.®

La clasificaciéon de The European LeukemiaNet
divide a los pacientes en cuatro grupos de riesgo
e integra los resultados citogenéticos y molecu-
lares (Cuadro 2).

En México es necesario tener creatividad para
ofrecer al paciente el maximo de recursos,
decidir la conducta terapéutica y establecer el
pronéstico. El minimo podria ser: morfologia,
citoquimica con peroxidasa y esterasas, ademas
de citogenética. En nuestra instituciéon siempre
tratamos de ofrecer morfologia, citometria de
flujo, citogenética y, en casos selectos, hibrida-
cion fluorescente in situ o reaccion en cadena de
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la polimerasa para el gen PML-RAR (cuando se
sospecha M3). Cuando la economia lo permite,
determinar FTL3 es importante. En México se han
efectuado gufas diagndsticas''y en la leucemia
mieloide aguda, la manera de realizar el diagnos-
tico en el Instituto Mexicano del Seguro Social
se basa en: examen de frotis de sangre periférica
y de médula 6sea para estudio morfoldgico,
inmunofenotipo de multipardmetros (3-4 colo-
res) por citometria de flujo con los marcadores
mencionados, citoquimica con tincién de mie-
loperoxidasa, Sudan negro, estereasa combinada
y tincién de acido peryédico de Schiff cuando
no se dispone de inmunofenotipo.

La citogenética convencional es obligada en la
evaluacién, debido a que se detectan alteraciones
en 55% de los adultos con leucemia mieloide
aguda. Otros examenes de laboratorio y gabinete
que complementan el diagnéstico son: biometria
hemdtica completa, quimica sanguinea, pruebas
de funcién hepadtica, electrélitos séricos, acido
drico, tiempos de coagulacion, fibrinégeno,
dimero D, serologia de citomegalovirus, her-
pes, radiografia de térax, electrocardiograma,
fraccién de eyeccion cardiaca con antecedente
de cardiopatia y puncién lumbar en pacientes
sintomaticos.

CONCLUSIONES

México es un pais con epidemiologia diferente
a lo reportado en la bibliografia internacional.
La mediana de edad es menor y la variante que
predomina es la M3. No conocemos con certeza
la frecuencia de las alteraciones citogenéticas o
moleculares debido, en muchas ocasiones, a la
falta de recursos.

Aunque la morfologia ha sido el método de
evaluacion del diagnéstico y de la respuesta al
tratamiento, actualmente la citogenética y el
riesgo molecular son importantes, por no decir
indispensables, para decidir el futuro del pacien-
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Clasificacion de la European LeukemiaNet, que correlaciona resultados citogenéticos y moleculares con resultados

clinicos

Grupos de riesgo segin su estudio citogenético y molecular

(8;21) Pacientes con cariotipo normal Cariotipo normal Cariotipo complejo (3 o mas
inv(16) o t(16;16) y mutacién de FLT3-ITD +8 mutaciones), monosomias o
Cariotipo normal con muta- t(9;11) ambos

cion de NPM1 en ausencia de -5 o del(5q)

FLT3- ITD -7q

Cariotipo normal con mutacién 11923 no t(9;11)

de CEBPA Inv(3) o t(3;3)

te, al elegir el mejor tratamiento, prondstico y
vigilancia.?® Por lo mencionado, se recomienda
realizar estos estudios siempre que sea posible.
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