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INTRODUCCION

La leucemia mieloide cronica (LMC) es una hemopatia clonal, caracterizada por presentar una
anomalia citogenética, en el 95% de los pacientes, el cromosoma Philadelphia (Ph1) que resulta
de la translocacion reciproca entre los brazos largos del cromosoma 9y el 22. Esta translocacion
produce la transferencia del oncogén Abelson del cromosoma 9 al 22 en la region donde se en-
cuentra el gen BCR.(1,2) Esto resulta en un gen de fusion BCR-ABL y en la produccién de una
proteina anormal con accién tirosin—quinasa aumentada.

Los pacientes con LMC Ph1-negativos tienen peor respuesta al tratamiento y sobrevida
mas corta, los que presentan el gen BCR/ABL tienen prondésticos equivalentes a los Ph1—posi-
tivos.(3,4,5)

El tratamiento de primera linea de la LMC en fase crénica es polémico y tema de investiga-
cién activa. El Unico tratamiento curativo de la LMC para mas de la mitad de los pacientes es el
trasplante alogénico de médula 6sea (6,7)

Muchos pacientes no retnen las condiciones para este método, por la edad, el terreno o la
ausencia de un donante. Por otra parte, la mortalidad relacionada con el tratamiento es del or-
den de 15% a 30%,

Con el interferon alfa (8,9) aproximadamente 10% a 20% de los pacientes, tiene una respues-
ta citogenética completa y se logra mejorar la expectativa de vida.

El Imatinib, inhibidor especifico de la tirosin—quinasa del BCR/ABL, produce una respues-
ta citogenética completa en 80% de los pacientes en primera linea, con muy pocos efectos se-
cundarios.(10) No existen datos hasta el momento sobre la durabilidad de esta respuesta ni de
la eficacia del interferon alfa o trasplante alogénico después del fracaso del Imatinib. La mayoria
de los pacientes que responden completamente presentan persistencia del BCR/ABL, por RT—
PCR.(11,12,13)

Con la Hidroxiurea sélo se logran respuestas hematolégicas, pero se puede conseguir un ra-
pido descenso de la leucocitosis, se puede usar en situaciones de urgencia.(14)

No se recomienda el uso del Busulfan como tratamiento, reservandose Unicamente para los
regimenes condicionantes en el alo—TPH.(15)

Las técnicas de aféresis pueden usarse como medidas de soporte, para disminuir el riesgo
del sindrome de lisis tumoral.
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PAUTAS DE DIAGNOSTICO EN LMC

1. Historia clinica y examen completo.

2. Hemograma con lamina periférica: anemia generalmente normocitica normocrémica, hi-
perleucocitosis con mielemia cuantificada por lamina periférica, el porcentaje de blastos de-
fine la fase de la enfermedad. Plaquetas aumentadas, normales o disminuidas.

3. Mielograma: con cuantificacién porcentual de blastos y promielocitos. En general se obser-
va hiperplasia granulocitica. Relacion G/E aumentada.

4. BMO. Se recomienda obtener un cilindro de hueso esponjoso de 10 a 20 mm de longitud de
la espina iliaca postero—superior con un trécar afilado para impedir la fragmentacién y des-
plazamiento del hueso trabecular y asegurar que el parénquima hematopoyético permanez-
ca en las cavidades medulares. Fijacion en liquido de Bouin, fijador en base a acido picrico,
que permite una buena fijacion y una buena decalcificacion del material. Inclusion en parafi-
na y obtencion de cortes finos de 1 a 2 micras de espesor. Las técnicas de tincion standard
recomendadas son: Hematoxilina—Eosina, Giemsa, Reticulina, Perls y PAS. Si se requiere,
el material procesado de esta manera es pasible también de estudio inmunohistoquimico.
La BMO es util para:

Apoyar el diagndéstico de LMC y excluir otros diagnésticos diferenciales.

Poner en evidencia acumulos focales de blastos.

Evaluar la fibrosis medular.

Aportar datos prondsticos en la clasificacion de pacientes con LMC Ph+ fase cronica.
Valorar los efectos del tratamiento.

4.1.Apoya el diagnostico de LMC y excluye otros diagnosticos diferenciales.

La BMO puede sugerir el diagnostico de LMC fase crénica cuando presenta las siguientes

caracteristicas histomorfolégicas:

+ Médula 6sea hipercelular (95% de los casos) sin representacion practicamente del tejido
adiposo con casi 100% de tejido hematopoyético.

» Hipercelularidad a expensas de hiperplasia de la serie granulocitica.

* Aumento de las capas de células granulociticas inmaduras a nivel periosteal y perivascu-
lar (normalmente son 2 a 3 capas de células inmaduras, mientras que en la LMC llegan
a ser 5 a 10 capas).

+ Dicha serie granulocitica presenta maduracion conservada hacia el centro del espacio
medular.

* Puede acompaniiarse de aumento de la serie megacariocitica. Los megacariocitos son
pequefios, hipolobulados, con tendencia a agruparse en la regién central intertrabecular
cerca de los sinusoides medulares.

+ El componente eritroide puede ser normal, estar disminuido o0 mas raramente aumenta-
do.

+ Presenta fibrosis reticulinica en un porcentaje no despreciable al inicio de la enfermedad.
Su valoracién en el momento del diagnoéstico tiene significancia pronéstica.

Estas caracteristicas histomorfologicas de la fase crénica de la enfermedad permiten hacer

diagndstico diferencial con: reacciones leucemoides, LMC atipica, LMMC, LNC y con otros

SMPC (PV, TE, MMA).

4.2. Pone en evidencia acimulos focales de blastos.

Acumulos focales de blastos pueden pasar inadvertidos en el aspirado de médula ésea. La

fase blastica de la LMC puede ser focal y sélo puede reconocerse por la evaluacion de la

BMO.

4.3. Evaluacioén de la fibrosis medular.

La frecuencia de mielofibrosis al diagndstico de LMC varia en la literatura de 15 a 65%. La

mielofibrosis reticulinica manifiesta y la fibrosis colagénica presentan un prondstico desfavo-

rable, sin embargo por estudios de morfometria se demostré que ya la mielofibrosis tempra-
na o minima se asocia con menor sobrevida.

4.4. Aporta parametros histologicos como factores pronodsticos en el diagnostico de
LMC.

Kvasnicka y col, 2001 propusieron un nuevo sistema de score prondstico para pacientes con

LMC Ph+ fase cronica. Los aspectos morfolégicos mas importantes en la BMO como para-

metros prondsticos en todos los grupos de riesgo e independientes del tratamiento, son:

* Mielofibrosis: es uno de los aspectos morfolégicos mas importantes. Tiene correlacién
con prondstico y sobrevida independiente de los regimenes terapéuticos utilizados. Las
fibras de reticulina se ponen en evidencia por técnicas de impregnacion argéntica y las
de colageno por técnicas de tricromico. El aumento de las fibras argirofilicas se asocia
a peor pronéstico. Analisis de multivariables enfatizan que no solamente la fibrosis ma-
nifiesta se correlaciona con mal pronéstico, sino que un aumento borderline de fibras de
reticulina (score 1) refleja estadios mas avanzados de la enfermedad y se asocia con me-
nor sobrevida.

* Precursores eritroides nucleados de la médula 6sea: la disminucion de la cantidad de
precursores eritroides refleja la expansién de la masa celular granulocitica leucémicay la
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progresion de la enfermedad. La marcacion con un anticuerpo monoclonal dirigido contra
la glicoforina C, polipéptido de membrana presente en los eritrocitos y sus precursores y
la morfometria demuestran una disminucion significativa del linaje eritroide en aproxima-
damente un tercio de los pacientes con LMC Ph+ fase crénica, comparado con BMO nor-
males. Si se utilizan sistemas de graduacion semicuantitativos, una desviacién de la rela-
cion mielo /eritroide (M/E) a un valor de 10-12: 1 en la BMO, es indicador de mal pronos-
tico. Existe correlacién entre una marcada disminucion de la eritropoiesis medular, esta-
dos mas avanzados de la enfermedad y disminucion significativa de la sobrevida.

* Megacariocitopoiesis: dada la correlacion bioldgica y funcional de la fibrosis y los mega-
cariocitos, éstos también tendrian un valor pronéstico. En la literatura existen datos con-
troversiales en relacion al impacto prondstico del nimero de megacariocitos. La LMC
Ph+ subtipo megacariocitica evoluciona mas frecuentemente a una forma mielofibrética
reticulinica y colagénica, condicionando un curso pronodstico desfavorable. Se puede uti-
lizar la inmunomarcacién con un anticuerpo monoclonal (CD61—glicoproteina antiplaque-
taria Illa) para identificar los megacariocitos, promegacarioblastos, megacarioblastos y
microformas anormales. Estos elementos pueden cuantificarse por métodos morfométri-
cos. El aumento de mas de 60-70 megacariocitos/ mm? se asocia a peor pronostico.

* Células de pseudo—Gaucher: constituyen uno de los parametros histolégicos en médula
Osea que se consideran de buen prondstico y posibles indicadores de mayor sobrevida.
Las células de pseudo—Gaucher son macréfagos modificados que presentan en su cito-
plasma restos de células fagocitadas. Se ponen en evidencia por las caracteristicas de su
citoplasma fibrilar birrefringente 6 el patron estriado del citoplasma con técnica de PAS.
Los resultados analizados en la literatura con respecto al impacto pronéstico de las célu-
las de pseudo—Gaucher son ambiguos. La frecuencia con que aparecen en médula 6sea
de pacientes portadores de LMC Ph+ es mucho mayor de lo que se cree, segun algunos
autores como Busche Gy col, 1997, su frecuencia puede llegar a alrededor del 70%. Es-
to hace dudar de su importancia prondstica.

4.5. Valora los efectos del tratamiento.

El patélogo debe conocer los antecedentes del tratamiento realizado.

Los patrones histoldgicos no son estables y cambian en el curso de la LMC por la propia evo-

lucion de la enfermedad y por efectos del tratamiento. Estos cambios a nivel de la BMO ocu-

rren relativamente temprano. Destacando las modalidades terapéuticas mas importantes po-
demos resaltar los siguientes puntos:

* Interferén: la monoterapia con interferon en LMC tiene un efecto fibrogénico sobre la mé-
dula 6sea y éste aparece alrededor de los 6 meses del comienzo del tratamiento. En pa-
cientes con tratamiento prolongado con interferon no debe interpretarse la mielofibrosis
como un signo de fase acelerada. Asimismo existe aumento del nimero de megacarioci-
tos.

* Imatinib: los cambios que produce a nivel de la médula 6sea son, normalizacién de la eri-
tropoiesis, marcada reduccion de la granulopoiesis, disminucion significativa del nimero
de megacariocitos con reaparicién de formas de tamafio normal y disminucién significa-
tiva de la mielofibrosis en pacientes con fibrosis inicial.

» Trasplante de médula 6sea (TMO): la presencia de fibrosis empeora el prondstico, en-
lentece la reconstitucion de la hematopoyesis y aumenta el tiempo en adquirir indepen-
dencia de la transfusion. En el periodo inicial (9 a 30 dias post-TMO) hay una regresion
de la fibrosis, a largo plazo (3 meses post-TMO) estos pacientes tienen tendencia a de-
sarrollar un estadio mas fibrotico en areas de reconstitucion hematopoyética. El aumen-
to de las fibras de reticulina en el periodo post-TMO temprano se correlaciona con enfer-
medad de injerto versus huésped (GVHD) aguda severa. Se observo una correlacion sig-
nificativa entre la fibrosis, la disminucién de los precursores eritroides, el nimero de me-
gacariocitos y el nimero de macrofagos calculados por area de tejido hematopoyético en
post-TMO con el tiempo de recuperacion de la hematopoyesis y el tiempo para indepen-
dizarse de la transfusion.

5. Estudio citogenético.
El estudio citogenético (EC) aporta elementos de valor diagndstico y prondstico, permitien-
do asimismo la evaluacién de la respuesta a las diferentes modalidades terapéuticas. Los pa-
cientes portadores de LMC, tienen en el 90-95% de los casos, un cromosoma del par 22 de
tamafio inferior al normal denominado cromosoma Philadelphia (Ph). Esta anomalia detecta-
da en la década del 60 mediante técnicas de coloraciéon estandar, fue considerada inicialmen-
te como una simple deleccion del par 22 por Nowell y Hungerford (Science 1960). La mayor
precision de las técnicas de bandeo cromosémico, permitié establecer a J. Rowley (Nature

1973), que esta anomalia cromosdmica especifica, era el resultado de la translocacion reci-

proca entre los pares 9 (a nivel del brazo largo banda 34 9934) y 22 (brazo largo banda 11,

22q11) t(9;22)(q34;q11). Lleva el nombre de la ciudad en la que fue descrita y fue la prime-

ra alteraciéon cromosoémica asociada a una patologia neoplasica, confirmando la hipétesis de

T. Boveri, en cuanto a la relacion existente entre alteracion genética y desarrollo neoplasico.
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ACTIVIDADES

Se realizara una actualizacion del tema
propuesto seguido por discusion de histo-
rias clinicas y evaluacion con sistemas de
preguntas multiple opcion.

Los docentes trabajaran en colaboracion
con los graduados del curso de Hemato-
logia, que participaran en la seleccién e
interpretacion de los casos clinicos y eva-
luacion final.

Actividad curricular
De marzo a diciembre de 2005.

Clases clinicas

8.00 a 9.00 horas los lunes, miércoles y
viernes.

Grados 3,4y 5.

Clases basicas

Seminarios taller, martes de 11.00 a
12.00 horas.

Dirigido por grados 2, con participaciéon
de integrantes del Dpto. Basico de Medi-
cina, Anatomia Patoldgica, Laboratorio,
Biologia Molecular y Citogenética.

Ateneos clinicos

Martes de 10.00 a 11.00 horas.
Lectura de revistas

Jueves de 10.00 a 11.00 horas.
Cierre de historias y auditoria

Ultimo jueves de cada mes de 10.00 a
11.00 horas.

Curso 2005

Inscripciones en secretaria de la Catedra
de Hematologia. Piso 8, de lunes a vier-
nes de 8.30 a 12.00 horas. Tel/fax (598
2) 487.58.42.

Para la entrega del certificado se requie-
re una asistencia mayor al 80%.

Se establecié mas tarde la presencia del cromosoma Philadelphia en un bajo porcentaje de
leucemias agudas linfoides y excepcionalmente en leucemias agudas mieloides. Los hallaz-
gos citogenéticos guiaron los estudios moleculares hacia los puntos de ruptura involucrados.
Ello permitié identificar los genes alli ubicados: a nivel 9 q34 el gen de la leucemia murina de
Abelson (ABL) y localizado en 22q11 el denominado BCR por break cluster region. La t(9;22)
lleva a la yuxtaposicion de los genes antes mencionados, produciéndose un gen quimérico
denominado BCR—-ABL. El mismo codifica una proteina con actividad tirosin—quinasa altera-
da, quien juega un rol fundamental en la etiopatogenia de la leucemia mieloide crénica.

5.1. Variantes del Cromosoma Philadelphia

Alrededor de un 5% no presentan el Ph clasico sino, variantes del cromosoma Ph simples o
complejas. Las simples son aquellas en donde la translocacién se produce entre el cromo-
soma 22 y un par diferente al 9, €.t(17;22)(p13;q11). Las complejas son aquellas en las cua-
les junto con los pares 9 y 22 un tercer cromosoma participa del reordenamiento t(2;9;22)
(p23;934;q11).

En un 5% de los pacientes el estudio citogenético no logra establecer la presencia del cromo-
soma Ph. Dada la implicancia diagnoéstica es fundamental el andlisis molecular del gen qui-
mérico BCR-ABL. La negatividad a este nivel, plantea el diagnéstico diferencial con otras en-
tidades clinicas, entre ellas LMMC.

5.2. Evolucion Clonal

Durante la evolucion hacia la fase acelerada de la enfermedad, nuevas alteraciones cromo-
sémicas se asocian al cromosoma Ph en el 75% al 80% de los casos, las mismas preceden
en varios meses a las manifestaciones clinicas y hematoldgicas. De acuerdo a la frecuencia
del tipo de anomalias asociadas, se ha reconocido la existencia de 2 rutas denominadas: ru-
ta mayor y menor.

En la ruta mayor observada en un 70% de los casos, se pueden detectar la trisomia del par 8,
+8 (11%), el isocromosoma 17, i(17q) (12%) y la duplicacion del Ph, +Ph (15%). Incluida tam-
bién en la ruta mayor con una frecuencia muy inferior (1%) se encuentra la trisomia del par
19, +19.

La ruta menor esta constituida por la pérdida del cromosoma Y, la monosomia del par 7 (-
7) la monosomia del par 17 (—17) y la trisomia de los pares 17 y 21 (+17) (+21). Como uni-
ca anomalia estructural, forma parte de este grupo la translocacién entre los pares 3 y 21,
t(3;21)(q26;922).

La ausencia de enfermedad y la sobrevida libre de enfermedad se mide por el patrén de res-
puesta citogenética en médula 6sea respuesta citogenética completa (RCC) 0% Ph+; res-
puesta citogenética mayor (RCMa) menos de 35% Ph+ y respuesta citogenética menor (RC-
Me) persistencia entre 36-65% Ph+). Se recomienda que los estudios CG se realicen, hasta
que se logre la RCC, cada 6 meses. Luego de lograda la RCC se sugiere utilizar la técnica de
FISH como compementaria para confirmar la ausencia del cromosoma Ph

Estudio molecular por PCR

En el momento del diagndstico se debe realizar en forma simultanea el estudio citogenéti-
co y molecular. El ensayo molecular no requiere la presencia de células en division y puede
ser realizado tanto en muestras de sangre periférica como médula dsea con resultados equi-
valentes. Permite la identificacion de la expresion del gen BCR-ABL y sus isofomas varian-
tes (e1a2, b2a2/b3a2, e19a2) contribuyendo: al diagndstico diferencial de LAL Ph (+), LNC o
LMC y a identificar el 5% de los pacientes BCR—ABL (+)con cariotipo normal. La caracteriza-
cién molecular del clon anémalo en el inicio de la patologia es fundamental tambien para la
evaluacién de la ERM durante el seguimiento. Se debe considerar realizar en sangre perifé-
rica la determinacion de deleciones en el cromosoma derivado, 9q(+), mediante FISH y es-
tablecer los niveles de transcrito BCR—ABL presentes en la muestra al debut mediante PCR
cuantitativo (Kantarjian y col., 2004).

6.1. Seguimiento y evaluacion terapéutica

La evaluacion de ERM en la LMC permite la deteccion de recaidas precoces y con ello la ra-
pida intervencion terapéutica. Debe realizarse en sangre periférica cada 6 meses median-
te RT-PCR (PCR cualitativo) o Q—PCR (PCR cuantitativo). La cuantificacion de transcritos
BCR-ABL en SP y MO ha demostrado resultados similares y una buena correlacion de am-
bos. Estudios recientes han mostrado el valor del Q—PCR en predecir un buen prondstico
en aquellos pacientes que mostraron una reduccion del contenido leucémico mayor de 3 log
(respuesta molecular mayor). En cuanto a su valor predictivo de recaida los datos prelimina-
res sugieren una correlacion positiva si bien se requieren estudios con un mayor nimero de
pacientes para establecer conclusiones validas (Cortes y col. 2004)

6.2 Resistencia al Imatinib

Se ha descrito un grupo de pacientes que desarrollan resistencia al tratamiento con Imatinib.
Esta puede ser primaria (previa a la exposicién al imatinib) o secundaria (post—exposicion)
siendo los mecanismos de resistencia la amplificacion genémica, sobre—expresién de BCR/
ABL, mutaciones puntuales en el dominio tirosinquinasa del Abl. Estas mutaciones son poco
frecuentes en fase cronica (FC) y su incidencia aumenta significativamente en estados avan-
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zados de la enfermedad y con el aumento del transcrito BCR—ABL post-remision. Por ello se
aconseja investigar la presencia de las mutaciones asociadas a la resistencia pretratamiento
para conocer la linea de base y predecir pacientes con alto riesgo de recaida. Durante el tra-
tamiento en los casos con resistencia clinica o respuesta inadecuada al imatinib se sugiere
analizar principalmente las mutaciones que afectan el dominio kinasa del Abl (P loop y T315)
que son las mas comunes y de mal prondstico (Tefferi Ay col., 2005).
Ecografia abdominal con medicién de los diametros esplénicos para control evolutivo.
Fosfatasa alcalina leucocitaria opcional.
Determinacion de vitamina B12 opcional.
0. Estudios de valoracion generales:
10.1. Funcionalidad renal: azoemia, creatininemia, examen de orina.
10.2. Uricemia.
10.3. lonograma.
10.4. Funcional y enzimograma hepatico.
11. Estudio de HLA en pacientes candidatos a trasplante de progenitores hematopoyéti-
cos (TPH).
Analisis de quimerismo en el post—trasplante de células hematopoyéticas

SN

OPCIONES DE TRATAMIENTO

LMC EN FASE CRONICA

La LMC fue descrita por Bennett, Virchow y Craigie, en 1845 y desde esa fecha, se han utilizado
distintas modalidades terapéuticas. Durante afios se emple¢ la iradiacion esplénica, el busulfan
o la hidroxiurea. En la década de 1970 se introdujo el trasplante alogénico de médula dsea como
tratamiento de eleccion en aquellos pacientes que tenian un donante histocompatible. La intro-
duccién del interferéon, a mediados de la década de 1980, constituy6 el tratamiento estandar para
aquellos pacientes que no tenian un donante histocompatible. El interferén demostré prolongar la
sobrevida y respuesta citogenética completa o mayor en 10-38% de los casos.(1,2).

El descubrimiento del gen de fusion BCR-ABL, su actividad tirosin—quinasa y la demostra-
cion de que constituia el unico evento patogénico en el desarrollo de la LMC, condujo a la bus-
queda de un farmaco que actuara a nivel molecular. La actividad del transcripto BCR — ABL se
definié como blanco de accion terapéutica. EI STI571 o mesilato de imatinib, actda inhibiendo en
forma competitiva la fosforilacién de quinasas: BCR — ABL y al receptor del factor de crecimien-
to plaquetario. EI mecanismo de accién del Imatinib es unirse al receptor del ATP en la molécu-
la del BCR — ABL, impidiendo la fosforilacion de los residuos de tirosina de ese transcripto y de
otras proteinas. Estudios preclinicos revelaron que el imatinib inhibe especificamente la pobla-
cién de células proliferantes que expresan BCR— ABL, in vitro e in vivo.(3) Se ha demostrado su
actividad en todas las fases de la LMC, pero el mayor nimero de respuestas estables se ha ob-
servado en la fase crénica.(4-8)

Instituto Nacional del Cancer 2005. El Imatinib inhibe la oncoproteina BCR/ABL. En 454
pacientes con LMC en fase crénica resistentes al interferén (INF), el Imatinib indujo respuestas
citogenéticas en 60% de los pacientes y respuesta hematolégica completa en 95%. El 89% no
evolucionaron a fase acelerada o blastica con un seguimiento medio de 18 meses.(16)
En 261 pacientes con LMC en fase crénica, resistentes al INF que fueron trata-
dos con Imatinib, con un seguimiento medio de 45 meses, 26%, presentaron a 4 afios negativi-
zacion del BCR/ABL por RT—PCR.(17) [Nivel de prueba: 3iiiDiil]

Un ensayo aleatorio de 1106 pacientes sin tratamiento previo, recibieron Imatinib o INF mas
citarabina. La tasa de respuesta citogenética completa (RCC) fue del 76% con Imatinib en com-
paracién con 14% para el INF mas citarabina con un seguimiento mediano de 19 meses.(18) [@
Vel de prueba: 1iiDil] A los 18 meses, 96,7% de los pacientes que recibia Imatinib habia logrado
evitar la evolucion a una fase acelerada o blastica en comparacion con 91,5% del grupo que re-
cibia INF mas citarabina (P<0,001).

En un ensayo de 114 pacientes tratados en 1era linea con el doble de la dosis regular de
Imatinib (400 mg dos veces al dia), después de un seguimiento mediano de 15 meses, ningin
paciente ha evolucionado a la fase acelerada o blastica y 63% no mostré6 BCR/ABL por RT—
PCR.(19) [Nivel de prueba: 3iiiDiil]

Hasta que no se realicen estudios aleatorios, no se sabra claramente si la dosis acre-
centada dara como resultado respuestas mas prolongadas o ventajas de supervivencia.

Todos estos temas han llevado a una reevaluacion activa de las recomendaciones a fin de ob-
tener una terapia de primera linea 6ptima para la LMC en fase cronica.

TRATAMIENTO DE PRIMERA LINEA

LMC en fase crénica

Recomendacion:

Mesilato de imatinib a la dosis de 400 mg/d.(20—-22) Los comprimidos deben administrarse con
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las comidas preferentemente en el desayuno, o dividido en dos tomas cada 12 horas, segun to-
lerancia.

Seguimiento

Los pacientes en tratamiento con mesilato de imatinib a la dosis de 400mg/d en fase crénica de-
ben seguirse con control clinico y hemograma seriado semanal hasta la estabilizacion de los re-
cuentos, luego de la remision hematolégica completa (RHC) cada 2 o0 4 semanas y posteriormen-
te ala RCC cada 4 o 6 semanas. Se tiene que asociar en forma semanal por 4 semanas funcio-
nal y enzimograma hepatico y luego mensual.

A los 3 meses de iniciado el tratamiento se debe evaluar la evolucién. Si el paciente esta en
remision hematolégica completa (RHC) se contintia con imatinib a la dosis de 400 mg/d y se re-
considera nuevamente a los 6 meses.

Si no existe RHC o en casos de recaida hematoldgica se plantea realizacion de TMO, si es
pasible del mismo o se introduce en estudios clinicos. Si no es pasible de TMO o de entrar en es-
tudios clinicos, se aumenta la dosis de Imatinib a 600-800 mg/d, si lo tolera, o pasa a tratamien-
to con interferdn alfa + citarabina.

A los 6 meses se debe realizar: estudio citogenético en médula 6sea. Si hay RCC se reali-
za estudio molecular por PCR en sangre periférica estableciendo el nivel minimo de deteccion
de la técnica (cuando esté disponible, este Ultimo sera sustituido por PCR cuantitativo (PCR en
tiempo real).

Si existe respuesta citogenética RCMa o RCC, se puede continuar con igual dosis de Imati-
nib. En caso de RCMa se puede aumentar a 600-800 mg/d, segun tolerancia.

Si no existe respuesta citogenética o esta en recaida, se puede introducir en estudios clini-
cos, aumentar la dosis a 600—800 mg/d, segun tolerancia, iniciar tratamiento con IFN alfa + Ci-
tarabina, o realizar TMO si es pasible del mismo.

A los 12 meses se repite el estudio citogenético en médula ésea.

Si se logra RCC contintia en tratamiento con imatinib y se realiza estudio molecular en san-
gre periférica aclarando nivel de deteccion minimo.

Si hay RCMa, se aumenta la dosis de imatinib a 600-800 mg/d segun tolerancia, o se conti-
nua con la misma dosis hasta los 18 meses, o se realiza un TMO, o entra en estudios clinicos.

Si tiene RCMe o esta en recaida citogenética, se realiza TMO, se introduce en estudios cli-
nicos, o continua en tratamiento con Imatinib 800 mg, tratando de mantener la remisién hema-
toldgica.

LMCEN FASE ACELERADA

Recomendaciéon: En fase acelerada (anexo 1) se recomienda aumentar la dosis de imatinib
a 600-800 mg/d si tolera, TMO en fase acelerada o en 2% fase crénica, o introducirlo en estu-
dios clinicos.

LMC EN FASE BLASTICA

Recomendacioén: en crisis blastica (anexo 2) se debe realizar mielograma con inmunofenotipo
por citometria de flujo. Si no es posible este estudio se realizara citoquimica con estudio de pe-
roxidasa y TdT, para determinar si los blastos son mieloides o linfoides. Se efectuara estudio cito-
genético con fines prondsticos. El tratamiento se orientarad segun el inmunofenotipo o la citoqui-
mica, realizando el tratamiento acorde a LAM o LAL, se puede emplear o asociar imatinib si no
lo recibi6 previamente o introducir al paciente en estudios clinicos.

CRITERIOS DE RESPUESTA HEMATOLOGICA Y CITOGENETICA

Respuesta hematolégica completa (RHC):

Normalizacion del hemograma con leucocitosis < 10.000 x 10°/L.

Plaquetas dentro de rango normal.

Ausencia de elementos inmaduros, promielocitos, mielocitos o blastos en sangre periférica.
Ausencia de sintomas o signos de la enfermedad con desaparicién de esplenomegalia palpa-
ble.

Respuesta hematolégica parcial (RHP):

Presencia en el hemograma de células inmaduras (blastos, promielocitos o mielocitos).
Descenso del recuento plaquetario < 50%, con relacion al recuento pre tratamiento, pero supe-
rior a 450.000 x 10°/1.

Persistencia de esplenomegalia con < 50% respecto al tamafio pre tratamiento.

Respuesta citogenética (RC):
El estudio citogenético permite evaluar la respuesta al tratamiento estableciendo el porcentaje de
células Ph+. Asi se establece los siguientes grupos:

Respuesta nula (RCN) persistencia de mas de 95% Ph+
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Respuesta minima (RCMi) persistencia entre 65-95% Ph+

Repuesta menor (RCMe) persistencia de 36—65% Ph+
Respuesta mayor (RCMa) menos de 35% Ph+
Respuesta completa (RCC) 0% Ph+

En aquellos casos en que el tratamiento logre alcanzar la negativizacion del cromosoma Ph me-
diante técnicas de citogenética clasica, debe evaluarse la persistencia de células Ph+, mediante
técnicas de mayor sensibilidad. Pueden ser utilizadas para ello:

a) Técnicas cito—moleculares de hibridizacién in situ fluorescente (FISH). La utilizacién de
sondas especificas, permite el andlisis de células en metafase asi como en nucleos inter-
fasicos.

b) Técnicas moleculares de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa).

Se ha detectado la aparicién de clones Ph negativos portadores de otras anomalias citoge-
néticas (mas frecuentemente trisomia del par 8) en el tratamiento con STI. Esto ha llevado a que,
aun después de la desaparicion del cromosoma Philadelphia, se evalle citogenéticamente es-
tos pacientes, a efectos de establecer cuales anomalias surgen y que implicancias prondsticas
pueden tener.

TRASPLANTE DE MEDULA OSEA

En 1957, Ed. Thomas realiza los primeros trasplantes alogénicos (alo-TMO) en humanos. En
1985 el Prof. Roberto De Bellis y su equipo, integrado por los Dres. Martha Nese, Jorge Dilan-
dro, Ada Caneiro, Laura Bello y Andrés Miller introducen la técnica de trasplante en Uruguay. El
alo—-TMO es la unica opcién potencialmente curativa para la LMC hasta el momento. Se acepta
que los pacientes con LMC que reciben un alo—-TMO y logran una remisién molecular con des-
aparicion del rearreglo BCR ABL, mantenido durante afios (indetectable por RT-PCR) pueden
considerarse curados. En 5.725 alo -TMO reportados al IBMTR, entre 1996 y 2001, la probabili-
dad de sobrevida a los 6 afios fue de: 71% en 2.720 trasplantes realizados en el primer afio lue-
go del diagndstico y 59% en 1.317 pacientes trasplantados luego del afio. La morbilidad del pro-
cedimiento y la probabilidad de obtener un donante haploidéntico limitan el procedimiento, sélo
un 30% de los pacientes tiene un donante HLA idéntico. La sobrevida libre de enfermedad y la
sobrevida global son claramente superior si se realiza el procedimiento del TMO en fase cronica,
que en fase acelerada o crisis blastica.

Se recomienda realizar el trasplante en fase conica en el primer afio del diagnostico.

RECOLECCION DE CELULAS HEMATOPOYETICAS

Se compar6 la cosecha de células progenitoras hematopoyéticas de sangre periférica (CPSP)
vs médula 6sea (CPMO) y se comprobé en la CPSP tiempos de engraftment mas rapidos, con
un riesgo equivalente de enfermedad ingerto versus huésped (GVHD) aguda y una GVHD cro6-
nica manejable. Champion et al. en una revision sobre la experiencia del IBMTR y el European
Group for Blood and Marrow Transplantation (EBMT), analiza retrospectivamente la evolucion de
288 pacientes sometidos a TMO con CPSP vs. 536 con CPMO, todos con donantes relacionados
HLA idénticos, sin deplecion de linfocitos, con una media de seguimiento de 12 meses. La recu-
peracion de neutréfilos y plaquetas es significativamente mas corta con CPSP (14 vs. 19 dias y
18 vs. 25 dias), lo que acortd los tiempos de internacién a favor del primer grupo. La incidencia
de GVHD aguda no es diferente, pero si de la forma crénica que es mayor con CPSP. La proba-
bilidad de recaida es similar. La mortalidad relacionada al trasplante (MRT) y la SLE también son
similares en leucemias en estadios tempranos; siendo la CPSP mejor opcion cuando se trata de
leucemias avanzadas. La LMC necesita asociado a la GVHD, el efecto injerto vs. leucemia (GVL)
como uno de los mecanismos de curacion.

Las técnicas estandar de deplecion de linfocitos en el inéculo disminuyen drasticamente la
GVHD pero aumenta los riegos de falla de engraftment y recaida de la enfermedad.
Recomendacion
Cosecha de progenitores de sangre periférica (CPSP).

Segun protocolo del centro o caso clinico puede realizarse CPMO y/o CPSP

TRATAMIENTOS CONDICIONANTES
Los tratamientos condicionantes clasicos para la LMC asocian altas dosis de quimioterapia e
irradiacion corporal total o quimioterapia sola. Uno de los mas usados en busulfan y ciclofosfami-
da (Bu/Cy). Con estos planes se provoca una adecuada inmuno supresion para lograr el engra-
fmet y mayor posibilidad de eliminacion de células leucémicas remanentes, asociando el efecto
de la quimioterapia al de GVL.
Recomendacién Bu/Cy

Los regimenes semiablativos (mini— alo) se basan en el uso de regimenes condicionantes
de menor intensidad, provocan una mejor tolerancia, una menor toxicidad y una menor GVHD
aguda. Su objetivo es controlar la enfermedad por medio del efecto inmunolégico originado por la
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reaccion injerto versus leucemia (GVL). Esta indicado en pacientes en los cuales se espera una
alta mortalidad relacionada al trasplante, ya sea por la edad u otros factores de riesgo. Con es-
ta modalidad de trasplante en general se logra inicialmente un quimerismo parcial, transforman-
dose en completo con la supresién de la inmunosupresién o con la infusion de linfocitos del do-
nante (ILD).
Recomendacion: pacientes en los cuales se espera una alta mortalidad relacionada al trasplan-
te, ya sea por la edad u otros factores de riesgo.

El plan de condicionamiento de eleccion depende del protocolo del centro. Los regimenes
mas empleados son:

Bu/Cy/fuldarabina

Bu/fuldarabina

Ciclofosfamida / fludarabina/ATG

Fludarabina/melfalan

Irradiacion corporal total fracionada a dosis reducida.

Profilaxis de la GVHD
La profilaxis de la GVHD depende del protocolo del centro. Se puede realizar ciclosporina con o
sin metotrexate o micofenolato mofetilico entre otros.

Mantenimiento

Esta en estudio el uso de imatinib como mantenimiento después de un mini—alo; se plantea que
esta opcion aumente la proporcién de pacientes en los que se logre una remisién molecular ade-
cuada, duradera y una posible curacion.

TRASPLANTE CON DONANTE NO RELACIONADO

Uno de los principales problemas del alo—-TMO es la dificultad para obtener un donante relacio-
nado. Es posible realizar trasplantes con una fuente alternativa de células hematopoyéticas: do-
nante no relacionado compatible (histoidéntico), donante relacionado no histoidéntico, células
progenitoras hematopoyéticas de cordén umbilical (CPCU). La LMC es la patologia con mayor
incidencia de TMO no relacionado en los EUA. La posibilidad de conseguir un donante a trabes
de los diferentes registros de donante es de 60% y los tiempos de busqueda son de un prome-
dio de 4 meses. El TMO con donante no relacionado es un procedimiento de mayor riesgo con
una mortalidad mayor pero con un claro potencial curativo. Los pacientes sometidos a trasplan-
tes de donantes no emparentados generalmente son mas jovenes y tienen un intervalo de tiem-
po mayor entre el diagnostico y el trasplante. El National Marrow Donor Program (NMDP) sobre
un total de 1423 pacientes con LMC, con una media de edad de 35 afios, presenta a los 3 afios
una sobrevida del 37%.

Para el IBMTR la sobrevida en trasplante no relacionado idéntico, realizado antes del afio del
diagndstico en 677 pacientes registrados entre 1996—-2001 es del 55% a los 3 afios, y cuando se
realiza después del afio es del 52% (N=951).

La mayoria de las recaidas ocurren en los primeros 5 afios, pero han ocurrido hasta 9 afos
después del TPH. Los trasplantes de donantes no relacionados estan asociados con un riesgo
mayor de rechazo del injerto e infeccion, la frecuencia de recaida es mas baja.

La posibilidad de utilizar donantes no histoidénticos relacionados, seria una opcién en la de-
cision de pacientes sin otras alternativas terapéuticas y sin donante histoidéntico no relacionado,
que ademas requeriria de procedimientos especiales, como ser deplecion linfocitaria del indculo,
tratando de manejar la EICH y su morbimortalidad.

El trasplante con células de corddn se realiza principalmente en nifios, por el nimero de pro-
genitores que se obtienen con la técnica y la LMC es excepcional en el nifio.

ROL DEL TMO AUTOLOGO
Al comienzo de la década de 1990 el grupo del Hospital San Martino de Génova ltalia, empe-
z6 a realizar TMO autdélogos, con recoleccion de stem cell periféricas Ph—, Usando esquemas
de movilizacién tipo ICE, mini ICE y G—CSF, en LMC en fase cronica tempranas colectadas pre-
cozmente. Se realiz6 esta técnica en 33 pacientes donde la reconstruccion hematopoyética Ph—
la observaron en 48% de los pacientes. Todos recibian mantenimiento con INF e IL2. Nueve pa-
cientes permanecian en respuesta citogenética completa a los 31 meses. No hay hasta el mo-
mento resultados concluyentes.

El advenimiento del imatinib abre una nueva perspectiva en paciente que logran la negativi-
zacion citogenética y molecular, se requieren estudios prospectivos para poder sacar conclusio-
nes definitivas.

PACIENTES CANDIDATOS A TMO:

Primera decision

Pacientes en tratamiento con Imatinib (23-26)

A los pacientes con respuesta subdptima al imatinib debe ofrecerse un alo-TMO. (ASH 2004)
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Se considera respuesta subdptima con el tratamiento, en base de 400 mg x 6 a 12 meses
cuando:
1.— No hay remisiéon hematolégica luego de los 3 meses
2.— No hay respuesta citogenética luego de 6 meses
3.— No hay respuesta citogenética mayor luego de 12 meses

Si se puede realizar RT-PCR (cuantitativo)
1.— Se observa menos de 3 log de reduccion de la relacion BCR/ABL/ABL, con relacion al pre
tratamiento.
2.— Hay aumento de 2 log en la relacion BCR/ABL/ABL por RT-PCR o deteccion de mutaciénes
en la region quinasa del ABL.

Segunda decision
Si el paciente es candidato para TMO, si tiene < 45 afios debemos evaluar si tiene un donante his-
tocompatible relacionado (DIR) y si tiene < de 35 afios, y no tiene DIR se debe realizar una bus-
queda en el Registro Internacional de Donantes. Si es un paciente de alto riesgo (Anexo 1) el li-
mite etario para la realizacion del TMO aumenta en 10 afios, y si es una LMC de bajo riesgo, dis-
minuye en 10 afos.

Tercera decision Indice de Gratwohl
El grupo de Gratwohl y colaboradores (23), de acuerdo a los datos aportados por el grupo Eu-
ropeo de trasplantes definieron 5 factores prondsticos principales, confeccionando un Score de
riesgo que permite estratificar la posibilidad de sobrevida y mortalidad relacionada al alo-TMO
enla LMC.
Estos factores son:
El tipo de donante: 0 =donante hermano HLA idéntico
1= donante compatible no relacionado
Fase de la enfermedad: 0= 1°4 fase crénica FC
1= fase acelerada FA
2= fase blastica o posteriores FC
Edad del paciente: 0 <20 afios
1=20-40 anos
2 > 40 afios
Combinacién de sexo: 0= iguales, masculino/ femenino
1 = donante femenino, receptor masculino
Intervalo del diagnostico al trasplante: 0 <12 meses
1> 12 meses
El célculo de estos factores de riesgo se correlaciona con la sobrevida actuarial. Es muy util
para el clinico en el momento que tiene que optar por realizar o recomendar un alo -TMO.
De acuerdo a la puntuacion obtenida en cada paciente se calcula cual es la posibilidad de
sobrevida libre de enfermedad a los 5 afios expresada en % y cual es la mortalidad relaciona-
da al trasplante.

Factores de riesgo SLE alos 5 afos MRT
0-1 60% 20% —23%
2 47% 31%
3 37% 46%
4 35% 51%
5-6-7 19-16% 71 -73%

La presencia del CMV es otro de los factores a tener en cuenta.

El indice de Sokal se utiliza con fines similares y valora: Edad, tamafo del bazo, numero de
plaquetas y porcentaje de blastos en sangre periférica.

Si no tiene donante o el paciente se niega a recibir un TMO, se sigue la linea de tratamiento
como para un paciente que no es candidato a trasplante.

Seguimiento pos trasplante
Pacientes en RC hematolodgica post—trasplante raramente presentan persistencia de metafases
Ph(+) en cambio el estudio molecular detecta el transcrito BCR-ABL en aproximadamente el
50% de ellos en el primer trimestre post—trasplante no asociandose en la mayoria de los casos a
recaida hematologica. La incidencia de PCR (+) decrece con el tiempo siendo menor al 10% lue-
go del primer afio post—trasplante. Se ha demostrado que el RT-PCR , predice el riesgo de recai-
da en trasplante dependiendo del momento especifico en que se detecté la ERM. Cabe recordar
que existe un grupo de pacientes con largo tiempo de sobrevida que expresan bajos niveles de
ERM. La deteccion de ERM luego TPH identifica pacientes con alto riesgo de recaida cuando es
detectada por PCR entre 6—12 meses post-trasplante o Q—PCR (+) entre los 3—6 m .

La técnica de FISH en trasplante es menos indicada ya que es menos sensible que RT-PCR
y su valor comparativo para establecer recaidas permanece sin ser determinado. Tefferi y cols
sugieren realizar la evaluacion post—trasplante cada 6 meses durante los 2 primeros afos tanto
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por PCR como por Q-PCR.

Recomendacion

Realizado el TMO si se logré la RCC, se debe continuar pos trasplante, con monitoreo del ABL—
BCR por PCR en sangre periférica cada 6 meses durante 2 afios y luego anualmente (27-32).
Si el estudio es negativo se controla cada 6 meses durante 2 afios y luego anualmente.

Si el PCR es (+) se realiza estudio citogenético en médula ¢sea, si es negativo entra en protoco-
los de seguimiento.

Si el citogenético en médula ésea es (+) debemos tener en cuenta si desarroll6 o no enfermedad
injerto versus huésped (GVHD).

Si desarrollé6 GVHD se puede continuar con Imatinib, o pasar a tratamiento con IFN, o entrar en
estudios clinicos.

Si no desarrolld GVHD, se suspende la inmunosupresion y se espera si aparece la GVHD y la re-
accion injerto contra leucemia (GVL) e instala la RCC.

Si logra RCC, se realiza estudio ABL-BCR si es negativo control. Si es + se aconseja realizar
RT- PCR cuantitativo, si aumenta, se realiza infusion de linfocitos del donante (DLI) o se trata
con Imatinib, con IFN, o entra en ensayos clinicos.

Analisis de quimerismo

En el trasplante alogénico la infusién de progenitores hematopoyéticos, ademas de reconstituir
el sistema inmune del receptor, induce un efecto «antitumoral» de las células del donante con-
tra las células neoplasicas del receptor conosido como «efecto injerto contra leucemia» especial-
mente en protocolos no ablativos.

Después del trasplante, es importante poder monitorear la dinamica del implante hemato-
poyético. La coexistencia de células de distinto origen en un mismo individuo «quimerismo» re-
vela grados diferentes de relacion entre las poblaciones celulares de ambos origenes: receptor/
donante.

Esto ha permitido clasificar dicho quimerismo en total, mixto, micro o de linaje, de acuerdo a
la relacion porcentual existente y a la poblacion celular analizada.

Multiples técnicas han sido utilizadas para «medir» este quimerismo.

En los casos de trasplantes entre individuos del mismo sexo, grupo sanguineo, HLA idénti-
cos, el analisis de regiones variables del ADN resulta util para identificar diferencias entre donan-
te y receptor, que permiten analizar el estado de quimerismo post-trasplante.

Estudio de quimerismo post TPH en LMC
Qué sistemas estudiar.

Cémo.

En qué muestras.

Cuando y con qué frecuencia.

En qué poblaciones celulares.

A) Trasplante convencional:

1. Microsatélites — Inicialmente 10 loci en TPH emparentado y 6 en no relacionado para en-
contrar por lo menos 2 discriminantes.

2. PCR multiple—Electroforesis en poliacrilamida en secuenciador automatico.

3. De rutina en sangre periférica. S6lo en situaciones particulares se coordinaran estudios
en médula 6sea.

4. Almes.

4.1. Si existe quimerismo total, cada 3 meses en el primer afio y cada 6 en el 2° afio.

4.2.Si no existe quimerismo total: 3 estudios consecutivos mensuales.

5. El primer estudio (al mes) no analizar subpoblaciones. El 2° estudio (mes 3 post TPH)
subpoblaciones. Si existe quimerismo mixto en alguna subpoblacion continuar andlisis
secuencial en subpoblaciones.

B) TPH con regimenes de condicionamiento de intensidad reducida o no mieloablativo:

1. Microsatélites — Inicialmente 10 loci en TPH emparentado.

2. PCR multiple—Electroforesis en poliacrilamida en secuenciador automatico.

3. De rutina en sangre periférica. Sélo en situaciones particulares se coordinaran estudios
en médula 6sea.

4. Mensual el primer trimestre. Luego de acuerdo a situacion QM/QT, respuesta de la enfer-
medad y posibles complicaciones.

5. Sub poblaciones: linfocitos T, B, neutrofilos.

a0~
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ANEXO 1

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE FASE ACELERADA

Sokal

IBMTR

WHO

> 5% blastos en MO o SP

Leucocitosis dificil de controlar
con Hidroxiurea

10-19% de blastos en SP o MO

Basofilos>20%

Duplicacion de GB en <5 dias

Basofilos > 20% en SP

Plaguetas >1.000x 10%/I

> 10% blastos en MO o SP

Trombocitopenia persistente
<100x 10%I no relacionada con
tratamiento o trombocitosis >
1000x 10%/I que no responde al
tratamiento

Evolucion clonal

Promielocitos + blastos
> 20% en SP o MO

Aumento de la esplenomegalia
y de los GB, que no responden
al tratamiento

Pelger-Huet,
eritroblastos, fragmentos
de megacariocitos

Basdfilos + Eosindfilos en SP
> 20%

Evidencia citogenética de
evolucion clonal

Fibrosi medular colagena

Anemia o plaquetopenia que no
responde a hidroxiurea

Anemia o plaquetopenia
no relacionada con
tratamiento

Trombocitosis persistente

Esplenomegalia
progresiva

Evolucion clonal

Duplicaciéon de GB en
<5 dias

Esplenomegalia progresiva

Fiebre de causa no
aclarada

Desarrollo de mielofibrosis

ANEXO 2.
FASE BLASTICA

WHO

IBMTR

> 20% blastos en SP o MO

> 30% de blastos en SP o0 MO o0 ambos

Proliferacion blastica extramedular

Infiltrado extramedular de células leucémicas

Grandes focos de blastos en BMO

iNDICE PRONOSTICO DE SOKAL

Edad.

Tamano del bazo.
Cifras de plaquetas.
Porcentaje de blastos.

Son elementos de mal prondstico edad avanzada, trombocitosis > 700 x 10°/L, tamafio del bazo,

porcentaje de blastos, anomalias citogenéticas adicionales.
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