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Resumen

I. RESUMEN

El cancer en la poblacion pediatrica es un problema creciente de salud publica,
debido al incremento en su incidencia. El cancer mas comun en poblacién infantil
lo constituyen las leucemias, las cuales representan alrededor del 35% de todos
los canceres infantiles tanto en estadisticas nacionales como internacionales. La
leucemia aguda linfoblastica (LAL) representa tres cuartas partes de los casos de
leucemia infantil. En el 90% de los nifios con cancer no se puede identificar un
factor causal y no existe una forma de prevenirlo. La sospecha diagndstica se
establece con los hallazgos en la historia clinica, la exploracién fisica y la
biometria hematica. El diagndstico definitivo se establece con un estudio de
médula 6sea. El inmunofenotipo de las células malignas ha tenido considerable
impacto en la estratificacion de riesgo con el reconocimiento de grupos de bajo y
alto riesgo. Esta clasificacion permite el desarrollo de regimenes terapéuticos mas
especificos, logrando tasas de remision mas altas en grupos de alto riesgo, y
reduciendo la toxicidad en los grupos de bajo riesgo.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la clasificacion inmunoldgica de
la LAL mediante el empleo de citometria de flujo para poner de manifiesto la
frecuencia en la asignacion de la estirpe y el estado de maduracion celular. Para
ello se estudiaron mediante un analisis retrospectivo un total de 561 pacientes
pediatricos, diagnosticados de novo con leucemia aguda (LA), durante el periodo
comprendido entre los afios 2003 al 2011 en el Instituto Nacional de Pediatria.

La mayor frecuencia se presentd en la estirpe celular B, especificamente la
denominada Precursora de Células B CD 10+ (PCB-CD10+), con un 78.1%,
considerada de buen prondstico, es decir, los pacientes cuentan con altas
posibilidades de sobrevivir, previo tratamiento.

El presente trabajo refleja la importancia de la inmunofenotipificacion por medio
de citometria de flujo en la evaluacién, diagnéstico y clasificacion de las leucemias
agudas en pacientes pediatricos.

Palabras clave: Leucemia Aguda Linfoblastica, Inmunofenotipo, Citometria de Flujo.
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II. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de las Leucemias

Las leucemias representan las neoplasias hematolégicas mas frecuentes.
Son enfermedades progresivas de los 6rganos hematopoyéticos, caracterizadas
por una alteracion de la proliferacion y el desarrollo de los leucocitos y sus

precursores en la sangre y la medula 6sea (Lopez, 2007).
2.1.1 Clasificacion de las Leucemias

Las leucemias se pueden clasificar segun el grado de diferenciacion celular en
agudas o cronicas. Se denominan agudas cuando se encuentran numerosas
células inmaduras o blastos y cronicas cuando estas células son diferenciadas y

maduras.

Las leucemias afectan tanto a nifios como adultos y pueden originarse de
células linfoides o mieloides; de acuerdo a lo anterior, se distinguen dos tipos, la
leucemia aguda linfoblastica (LAL) y la leucemia aguda mieloblastica (LAM).
(Dorland, 2005; Hansen & Lambert, 2006, Molinés, 2001).

En la poblacion infantil, el 97% de las leucemias son agudas y el 3%
cronicas. La LAL infantil abarca varios subgrupos que se diferencian por la clinica
y su diferente biologia. Se pueden clasificar por diferentes métodos, tales como la
morfologia, citoquimica, inmunofenotipo, citogenética y analisis molecular, siendo

todas estas técnicas complementarias.

2.1.2 Leucemia Aguda Linfobléstica (LAL)

Las leucemias, segun las caracteristicas morfoldgicas del blasto, tanto del nucleo
(tamano, nucléolo) como del citoplasma (cantidad, basofilia, presencia de
granulos) y empleando la clasificacion descrita por el comité Franco-Americano-
Britanico (FAB) se diferencian en linfoblasticas (80%), mieloblasticas (15%) e

indeferenciadas (5%).
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La leucemia aguda linfoblastica es una neoplasia maligna que se
caracteriza por una proliferacién clonal de una célula progenitora de linfocitos B o
T, cuyo origen primario es la médula 6sea. Esta proliferacion descontrolada,
resulta en la acumulacion de células inmaduras (blastos) que interfieren y
suprimen el adecuado desarrollo de las células normales, evitando la
hematopoyesis normal e infiltrando érganos a distancia como ganglios linfaticos,
bazo, higado, meninges, sistema nervioso central (cerebro y médula espinal),

gonadas y otros 6rganos (Margolin, 2001).

En las leucemias linfoblasticas se describen 3 subgrupos: L1, la mas comun
en el nifio (80%), con una célula pequefia, nucleo regular con nucléolos poco
aparentes y escaso citoplasma, L2 son blastos de mayor tamafio, con nucléolos
prominentes y abundante citoplasma y L3 son células grandes con gran basofilia

citoplasmatica y vacuolas, es la menos frecuente (2-3%).

Los linfoblastos tienen reordenamientos de las inmunoglobulinas o de los
genes receptores de las células T y expresan antigenos que corresponden al
proceso normal de desarrollo de los linfocitos T y B, también pueden tener una
expresion aberrante de ellos dando origen a fenotipos diferentes de los

progenitores normales.

Empleando anticuerpos monoclonales, que reconocen determinados grupos
moleculares de los antigenos intracelulares o de la membrana superficial se puede
identificar las diferentes etapas de diferenciacién celular y de cual estirpe es el

linfoblasto.

En los nifios el 80-85% de las LAL son de precursores de células B, que
segun su maduracion incluye los grupos precursor de células B-CD10-, precursor
de células B-CD10-, pre B y B madura. El 15 a 20% de las LAL son de estirpe T:
incluyen los subgrupos pro T, pre T, T intermedia y T madura. Esta identificacion
es fundamental para dar el tratamiento adecuado de cada grupo de pacientes
(Palomo, 2005; Turgeon, 2006).
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2.1.3 Epidemiologia en México y el mundo

La leucemia aguda es el tipo de cancer mas frecuente en nifios, constituye el 35%
de las neoplasias en edad pediatrica y la leucemia aguda linfoblastica (LAL)
comprende el 75 % de ellas (Mejia, 2010).

Cada afo aparecen en los paises occidentales entre 60 y 100 nuevos casos
de leucemia por cada millon de habitantes. La LAL es ligeramente mas comun
entre los nifios de raza blanca que en los de raza negra y asiaticos; la mayor

proporcion de casos reportados se presentan en nifos con respecto a nifas.

El pico de incidencia ocurre entre los 2 y 5 afios de edad, dicha situacion se

ha incrementado en las ultimas 2 décadas (Chan, 2002).

El riesgo de leucemia es mas alto en paises industrializados como se
observa en Estados Unidos, Italia, Australia, Suiza y Japdn, y existe un riesgo mas

bajo en paises de Africa y Asia (Redaelli 2005).

En Latinoamérica, la leucemia aguda (LA) es la principal causa de muerte
relacionada con cancer en pacientes pediatricos. Presenta un considerable
incremento en los casos registrados para ambos sexos, principalmente en
Colombia, Ecuador y México; destacando sustancialmente el aumento de

pacientes para México (Curado, 2011).

La frecuencia de leucemias agudas, especificamente la LAL, en la ciudad
de México, se encuentra entre las mas altas del mundo, similar a la poblacion

infantil hispana radicada en los Estados Unidos o Costa Rica.

Un bajo nivel socio-econdmico y agentes infecciosos se han considerado
como factores relacionados con una alta incidencia de casos de LAL entre la

poblacion infantil hispana (Mejia, 2010; Pérez-Saldivar, 2011).
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2.1.4 Factores de Riesgo

Las factores que originan leucemias, hasta el momento se desconocen,
generalmente la LAL se presenta en nifios previamente sanos. Sin embargo,
existe una estrecha relacion a padecer leucemia, principalmente en relacion a
factores genéticos, ambientales, biolégicos, inmunodeficiencias, entre otros (como
se demuestra en la tabla 1) aunque en la mayoria de los casos no es posible
detectar este tipo de asociaciones que desencadenan dicho padecimiento (Belson,
2007; Mejia, 2005; Zorlu, 2002).

Tabla 1. Factores asociados con el origen de leucemias en nifios (Belson,
2007; Mejia, 2005).

Factores Ejemplos

Sindrome de Down
Sindrome de Klinefelter
Sindrome de Li-Fraumeni
Genéticos
Sindrome de Bloom

Anemia de Fanconi

Radiaciones
Productos quimicos y/o toxicos
. Exposicion in utero a rayos X
Ambientales o

Pesticidas
Campos de corriente eléctrica de alto voltaje.

Campos magnéticos

Edad de la madre y/o uso de ésta, de
cigarros, bebidas alcohdlicas,
anticonceptivos.

Otros
Peso alto al nacimiento

Dieta
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2.1.5 Diagnostico de las Leucemias Agudas

La clasificacion de la FAB requiere un examen del frotis de sangre periférica y del
aspirado de la medula ésea, efectuando una cuenta diferencial a 500 células,
estableciéndose el diagnodstico de leucemia aguda si cumple con los siguientes
criterios: a) presencia de blastos con una cifra >/30% del total de células
nucleadas en la médula 6sea; b) si en la médula ésea existe un predominio de
células de serie roja nucleadas (>50%) que el 30% de los blastos; c) células con
caracteristicas morfoldgicas de leucemia premielocitica hipergranular (Sabrafen,
2006).

2.2 Ontogeniade las CélulasBy T

Los linfocitos B y T atraviesan estadios de maduracién en los que adquieren y

pierden antigenos diferentes.

La célula troncal mas temprana del linaje linfoide B se encuentra en la médula
Osea y expresa la enzima nuclear linfoide primaria Transferasa desoxinucleotidil
Terminal (TdT), el antigeno leucocitario humano HLA-DR, el antigeno de la célula
troncal CD34 y CD45 débil. Cuando la célula B madura expresa en forma
secuencial los antigenos de superficie B, CD19, CD10 (el antigeno de la leucemia
linfoblastica aguda comun CALLa), CD20 y de superficie y los antigenos
citoplasmaticos CD22 y CD79, ademas de HLA-DR y TdT nuclear. Las células B
que expresan combinaciones de estos antigenos por lo general se denominan
‘células B inmaduras o precursoras”. Después de la aparicion de CD20, la
expresion de TdT nuclear se debilita y las cadenas pesadas mu de la molécula de
inmunoglobulina M (IgM) puede detectarse en el citoplasma de la célula B, que

ahora se denomina célula pre-B.



Antecedentes

Estas células pre-B se caracterizan por la presencia de la cadena pesada
mu citoplasmatica en el citoplasma de la célula, pero no tienen inmunoglobulina de
superficie. La célula B de transicién es similar a la célula pre-B pero expresa una

cadena pesada mu tanto en la superficie como en el citoplasma de la célula.

El paso de diferenciacion final produce células B maduras que expresan las

moléculas de la inmunoglobulina enteras como 1gG, IgM, e IgD en su superficie.

Los marcadores de B, como CD19, CD20 y CD22, persisten, pero ya no se
observan la cadena pesada mu citoplasmatica, TdT nuclear, el CALLa (CD10) y el
CD34. Luego las células B maduras abandonan la médula 6sea y se diseminan
por la sangre periférica a los ganglios linfaticos y otros tejidos linfoides, donde
pueden interactuar con los antigenos extrafios y convertirse en plasmocitos
productores de inmunoglobulina. Si bien los plasmocitos segregan en forma activa
y sintetizan las moléculas de inmunoglobulina, no expresan inmunoglobulinas de
superficie, CD10 o los antigenos CD19, CD20 6 CD2 (Mayani, 2007; Pui 2006;
Rodak; 2005).

El desarrollo y maduracion de las células T se produce en el timo. El
precursor linfoide T programado mas temprano expresa CD45 débil, HLA-DR,
CD34 y TdT nuclear. En el estadio | de diferenciacion (protimocitos), las células T
inmaduras expresan CD7, CD2, TdT nuclear y CD3 citoplasmatica. A medida que
la célula madura a un estadio Il a lll de timocito comun, adquiere marcadores T
adicionales, como CD3, CD5, CD4, y CD8, CD1 y CD38. El estadio IV de células
linfoides T maduras liberadas por ultimo desde el timo para sembrar la medula
Osea se subdividen en los subtipos de células helper CD4+ o supresoras CD8+;
los antigenos inmaduros como TdT nuclear, CD34, y CD1 estan ausentes y las
células T expresan diversos antigenos CD7, CD2, CD3 y CD5 (Mayani, 2007;
Paredes-Aguilera 2001; Pui 2006; Rodak; 2005).
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Figura 1. Ontogenia de la célula T (Rodak, 2005).

Figura 2. Ontogenia de la célula B (Rodak, 2005).
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2.3 CD (grupo de diferenciacion)

Durante el proceso de diferenciacion, maduracién y activacion celular, las células
expresan proteinas necesarias para el desarrollo correcto de sus funciones
celulares. Por ello, las poblaciones de células linfoides se pueden analizar en
funcién de la presencia o no con determinadas proteinas (que se pueden

denominar marcadores) en sus respectivas membranas.

Cada poblacién se puede a su vez dividir en subpoblaciones segun la
presencia de marcadores particulares que aparecen en ciertos momentos de su

desarrollo o de su activacion.

La nomenclatura aceptada para los marcadores linfociticos recurre a una
designacion segun los numeros de CD (cluster of diferentiation, del inglés)
significa “grupo de diferenciacidon”, termino historico para referirse a un grupo de
anticuerpos monoclonales que son especificos frente a un determinado marcador
de diferenciacién linfocitica. El sistema CD proporciona un modo uniforme de
identificar las moléculas de la superficie celular presentes en los linfocitos y

muchos otros tipos celulares pertenecientes al sistema inmunitario.

Los anticuerpos monoclonales, reconocen cada uno de los marcadores de
diferenciacion, y su unién a sustancias fluorescentes permite analizar las diversas

subpoblaciones celulares, bien sea por citometria o por microscopia.

Las moléculas de la superficie celular reconocidas por los anticuerpos
monoclonales reciben el nombre de antigenos por la posibilidad de obtener
anticuerpos contra ellos o de marcadores, debido a que identifican y distinguen
entre poblaciones celulares diferentes. Estos marcadores pueden reunirse en
varias categorias, algunos son especificos de las células pertenecientes a una
estirpe particular o a una via madurativa y otros varian en su expresion segun el
estado de activacion o diferenciacion de las mismas células (Abbas, 2008; Belov
2001).
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2.4 Citometria de Flujo

Un citdmetro de flujo es un aparato capaz de medir componentes y propiedades

de células o de particulas en suspension.

La citometria de flujo es una tecnologia que permite medir caracteristicas
fisicas y quimicas de células en suspensién. Dicha técnica entrega informacion
sobre el tamafio celular, la granularidad o complejidad interna, asi como también
de la intensidad de fluorescencia relativa que posean las células en estudio. La
citometria de flujo es una de las herramientas técnicas de gran valor en el estudio
de neoplasias hematologicas, la cual permite analizar individualmente miles de
células en un periodo muy corto de tiempo (segundos) (Dunphy, 2004; Malley,
2006; Palomo, 2005; Peakman, 2011).

Algunas de las aplicaciones clinicas de la citometria de flujo son: en la
inmunofenotipificacién (leucemias y linfomas; subpoblaciones linfoides, contenido
de ADN, fases del ciclo celular, proteinas del ciclo celular, oncogenes, entre otros)
(Palomo, 2005; Pimentel, 2006; Sabrafen, 2006).

2.4.1 Antecedentes Histoéricos

Los principios basicos del citometro de flujo fueron desarrollados por Moldovan en
1934 y Kielland en 1941. Con la aportacion de anticuerpos monoclonales en 1975,
ha permitido que la citometria de flujo sea utilizada tanto en la practica clinica

como en la investigacion basica (Palomo, 2005).
2.4.2 Principio

El principio basico de la citometria de flujo (y de muchos contadores
hematoldgicos), es la interaccion de una fuente de luz, especificamente un rayo
laser, con células en suspensidn, las cuales son canalizadas e «interrogadas»
individualmente por el laser, recogiéndose la informaciéon obtenida de dicha
interaccién. Existen equipos que cuentan con uno, dos 0 mas rayos laser, siendo

lo usual, la presencia de un laser que emita a 488 nm (laser de argon).

10
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La interaccion de una célula con la luz del laser (light scatering) puede producir la
desviacion de esta ultima, en un angulo menor a 10 grados, lo que se conoce
como dispersion frontal o FSC (forward scatter) y a su vez la desviacién de la luz
en mas de 10 grados, pero en menos de 90, se conoce como dispersion lateral o
SSC (side scatter). Es asi como FSC y SSC son parametros intrinsecos a la
célula. Si a la suspension celular se agrega un fluorocromo que tenga afinidad por
algun componente celular y que ademas este fluorocromo sea excitable con el
rayo laser en uso, se podra detectar un cambio en la longitud de onda de emision
del fluorocromo; lo anterior se traducira en formacion de rangos o canales de
fluorescencia, la cual es posteriormente detectada. Por ejemplo, la fluoresceina,
fluorocromo ampliamente usado tanto en microscopia de fluorescencia como
citometria de flujo, tiene un espectro de excitacion maxima a 494 nm, siendo su
espectro de emision a 518 nm. En los citometros de flujo actuales, con aplicacion
clinica, es posible detectar simultdneamente desde 1 hasta 4 rangos o canales de
fluorescencia, l6gicamente usando fluorocromos que emitan en diferente longitud
de onda (Campana, 2002; Campos, 2004; Dunphy, 2004; Heller, 2004; Palomo,
2005; Pimentel, 2006).

2.4.3 Anticuerpos Conjugados con Fluorocromos

Dado que ciertos fluorocromos se pueden unir a proteinas, es posible disponer
anticuerpos conjugados con diversos fluorocromos. Si a esto se le suma el
explosivo desarrollo de la produccion y comercializacion de anticuerpos
monoclonales, conjugados con diversos fluorocromos, las potencialidades son
enormes. Es asi como hoy se dispone de anticuerpos contra una infinidad de
moléculas bioldgicas, lo que se ha traducido en un gran desarrollo de los estudios
de caracterizacion inmunofenotipica de diversos tipos celulares, muchos de ellos
con una aplicacion clinica correcta, como es el caso del estudio inmunofenotipico
de enfermedades oncohematolégicas (leucemias, linfomas, mieloma multiple y
otras (Campana, 2002; Campos, 2004; Dunphy, 2004; Palomo, 2005; Peakman,
2011).
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2.4.4 Presentacion de Datos

Los citdmetros de flujos, a pesar de tener un sistema de fluidos, un sistema optico
y un sistema electronico, es un equipo controlado informaticamente, existiendo
para ello, diversas plataformas, las cuales mediante programas adecuados

permiten tanto la adquisicion como el analisis de los datos obtenidos.

Los datos se pueden visualizar como graficos de puntos, contorno,
densidad, histogramas, tridimensional, obteniéndose, en cada caso informacion
numérica por ejemplo: coeficiente de variacion, media de intensidad de

fluorescencia, mediana, media geométrica, etc.

Un concepto fundamental al efectuar un analisis es la correcta seleccion de la
region de interés a estudiar, la que se conoce como “gate” o ventana de analisis.
Es posible combinar varias regiones al momento de hacer un analisis, o que se
traduce en una gran capacidad y versatilidad en el manejo de la informacion
(Heller, 2004; Malley, 2006; Palomo, 2005; Peakman, 2011).

2.4.5 Informe de resultados

El informe de un inmunofenotipo debe incluir la definicion de la presencia o
ausencia (positivo o negativo), de un antigeno determinado, en algunos casos su
intensidad de expresién (“bright” o “dim”). Es importante describir la expresion de
varios antigenos por parte de las células neoplasicas, ya que en ocasiones puede
ser clave para clasificar una leucemia (Heller, 2004; Malley, 2006; Palomo, 2005;
Peakman, 2011).
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2.5 Inmunofenotipo

Se define como inmunofenotipo al proceso de identificacidon de los marcadores de
la membrana celular (antigenos) en las diversas etapas de su diferenciacion con el

uso de anticuerpos monoclonales (McKenzie, 2000).

La imnunofenatipificacion de leucemias por medio de citometria de flujo, es
un componente util y necesario clinicamente en el diagnostico, clasificacion,
prondstico y monitoreo de estas patologias. Debido a que resulta esencial para
determinar si las células neoplasicas son de linea linfoide o mieloide (McKenzie,
2000; Rodak; 2005).

En las leucemias agudas debe realizarse un analisis con un minimo de
anticuerpos monoclonales que permita su diagnodstico inmunofenotipico. Es
recomendable el empleo simultdneo de marcadores citoplasmaticos y de
membrana que permitan identificar con mayor exactitud la poblacion blastica. La
utilizacién del anticuerpo CD45 es de gran utilidad, pues permite una mejor
identificacion y caracterizacion fenotipica de las células leucémicas (Sabrafen,
2006).

2.5.1 Clasificacion de Leucemias por medio de Inmunofenotipo

Las leucemias agudas se analizan con un amplio panel de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra los antigenos mieloides, linfoides u otros
citoplasmaticos o nucleares, con el objeto de distinguir de modo reproducible las

leucemias linfoides y mieloides

La evaluacion morfolégica de las leucemias no diferencia las dos categorias
principales de modo uniforme. Por lo general se requieren técnicas auxiliares
como la inmunofenatipificacion por citometria de flujo para clasificar estos

trastornos de manera correcta y asignar el linaje celular.

13



Antecedentes

2.5.2 Marcadores de estirpe celular B

Las LAL derivadas de las células B se subdividen en cuatro categorias

inmunofenotipicas principales.

Las LAL de precursores tempranos o células B inmaduras expresan
diversas combinaciones de HLA-DR, CD10-, CD34, CD19, CD20, CD79

intracitoplasmatico y TdT nuclear; CD45 puede ser débil o ausente.

Las LAL de células pre-B expresan cadena pesada mu citoplasmatica, por
lo general en asociacion con CD10, CD19, CD20, CD79 y TdT variable, pero

carecen de inmunoglobulina de superficie.

La LAL de células B transicional tiene cadena pesada mu citoplasmatica y

de superficie asociada con antigenos de células B.

La LAL de células B maduras expresa la molécula de inmunoglobulina
entera (ambas cadenas, pesada y liviana) en su superficie, ademas del marcador
de células B CD19, CD20 o CD22. Este estadio de maduracion carece de los
antigenos inmaduros como CD34, CD19 o TdT, como se ejemplifica en la tabla 2.
(Campana, 2002; McKenzie, 2000; Pui, 2006; Rodak; 2005; Turgeon 2006).

2.5.3 Marcadores de estirpe celular T

Los marcadores CD3 intracitoplasmatico y TdT permiten identificar los casos de
LAL de células T. Otros anticuerpos empleados en la identificacion de células T
(CD2, CD5, CD7 y CD1a) como se ejemplifica en la tabla 2. (Campana, 2002;
McKenzie, 2000; Pui, 2006; Rodak; 2005; Turgeon, 2006).
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Tabla 2: Marcadores inmunoldgicos empleados en inmunofenotipo de las
leucemias agudas (Palomo, 2005).
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Justificacion

ll. JUSTIFICACION

Aun cuando algunos tipos de leucemias pueden diagnosticarse claramente,
mediante criterios clinicos y citomorfolégicos bien establecidos, hay otros casos,
como las LAM-MO y LAM-M7, donde es imprescindible la inmunofenotipificacion
para el establecimiento inequivoco del diagndstico, clasificacion, prondstico y
tratamiento. La forma rutinaria de realizar la inmunofenotipificacion es mediante

citometria de flujo con paneles de anticuerpos monoclonales fluorescentes.

El presente trabajo de investigacion pretende identificar, clasificar y precisar
los perfiles epidemioldgicos (frecuencias) del inmunofenotipo de LAL en pacientes
pediatricos mexicanos atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria, mediante
citometria de flujo que permitira caracterizar a las células leucémicas para poner
de manifiesto la asignaciéon de la estirpe celular y su estadio de maduracion,
mediante el empleo de un panel de anticuerpos monoclonales que implique a las
tres estirpes celulares. Esta informacion también ayudara a crear mejores
estrategias de tratamiento, mejorar el estudio de los casos, optimizar el método de
citometria de flujo en el laboratorio del Servicio de Hemato-Oncologia y
comprender mejor los cambios fenotipicos surgidos en los blastos leucémicos

como respuesta al tratamiento y la historia natural de la enfermedad.
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IV. HIPOTESIS

La inmunofenaotipificacion de leucemias agudas mediante citometria de flujo
permitira caracterizar a las células leucémicas para poner de manifiesto la
asignacion de estirpe celular y establecer la frecuencia de la misma en la

poblacion pediatrica.

V. OBJETIVOS
GENERAL

Determinar la clasificacion inmunoldgica de la LAL mediante el empleo de
citometria de flujo para poner de manifiesto la frecuencia en la asignacion de
estirpe celular en pacientes pediatricos diagnosticados con leucemia en el Instituto
Nacional de Pediatria (INP) durante el periodo comprendido entre el afio 2003 al
2011.

e PARTICULARES

1.- Realizar una revision retrospectiva de casos que presentaron LAL en el INP
para elaborar una base de datos con los resultados de inmunofenotipificacion

obtenida mediante citometria de flujo.

2.- Establecer la frecuencia de la estirpe celular en pacientes pediatricos

caracterizados con LAL.

3.- Comparar los resultados de los pacientes pediatricos mexicanos con otros

grupos de estudio.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Se realiz6é un estudio retrospectivo con revision de los expedientes clinicos
de 561 pacientes pediatricos con diagnéstico de leucemia aguda linfoblastica
(LAL) confirmada mediante citometria de flujo. Los pacientes fueron atendidos
entre Enero de 2003 y Diciembre de 2011 en el Servicio de Hemato-Oncologia del
Instituto Nacional de Pediatria (INP)

Los datos de cada paciente fueron obtenidos a partir de las bitacoras
utilizadas en el INP, las cuales contenian, numero de registro, nombre, conteo de
blastos (>30%) y el resultado de cada uno de los anticuerpos monoclonales
empleados en la caracterizacion inmunoldgica (inmunofenotipo). Se considerod la
positividad de una clona para un marcador de superficie celular, si era mayor o

igual a 30% de las células obtenidas con el anticuerpo y su respectivo marcador.

La clasificacién inmunologica de la LAL se evalu6 mediante el empleo de un
panel de anticuerpos monoclonales con las 3 estirpes para caracterizar las células
blasticas. Dependiendo del modelo de reactividad y expresion de antigenos
intracelulares y de superficie 0 co-expresion, los casos de LAL se clasificaron de la
siguiente manera, en Estirpe B: PCB-CD10- (CD79+, CD22+, CD19+, CD10-),
PCB-CD10+ (CD79+, CD22+, CD19+, CD10+), Pre-B (CD79+, CD22+, CD19+,
CD10-, Cu+) y B (CD19+, IgSK O IgSA). Con respecto a los casos de LAL de
estirpe T: (CD2, CD3c, CD5, CD7).

La citometria de flujo se realizé6 en muestras de médula ésea. Las muestras
se analizaron con anticuerpos monoclonales (AcMo) intracitoplasmaticos y de
superficie, enmarcados en las tablas 3 y 4, marcados con fluorescencia y

procesadas en un equipo Beckman Coulter Epics XL,
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Tabla 3. AcMo (Intracitoplasmaticos)

Tabla 4. AcMo (Superficie)

No. | Anticuerpos Monoclonales No. | Anticuerpos Monoclonales
Tubo (Intracitoplasmaticos) Tubo (Superficie)
1 Control (50 pL Muestra + 10 1 Control (100 pyL Muestra + 10
uL CD45 PC5) pL CD45 PC5)
2 TdT F/ CD45 PC5
3 VPO F / CD45 PC5 2 CD10F / CD45 PC5
4 CD3 F/ CD45 PC5 3 kF/APE/CD19ECD/
5 | Cadenas p F/CD45 PC5 CD45 PCS
4 CD20F / CD5 PE / CD45 PC5
5 CD21F / CD7PE / CD45 PC5
6 CD41F / CD13PE / CD45
PC5
7 CD42 F / CD33PE / CD45
PC5
8 CD61F / CD56PE / CD45
PC5
9 CD64F / CD45 PC5
10 CD2F // CD45 PC5
11 Cadenas py F/ CD45 PC5

Al finalizar la recoleccion de datos, se procedid a clasificarlos en las

diferentes estirpes celulares de LAL (antes mencionadas), de acuerdo a la bateria

de anticuerpos monoclonales empleados en el

demuestra en la tabla 3 y 4.

inmunofenotipo, como se

Se agruparon los datos y se manejaron mediante numero de pacientes,
afnos y porcentaje (frecuencia) segun la utilidad del caso para facilitar su analisis.
Los datos y la agrupacion de los datos de las diferentes estirpes celulares se

efectuaron por medio del sistema de computo Excel.
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Criterios de inclusion:
1.- Edad <18 ainos
2.- Ambos géneros (nifias y nifios)

3.- Diagnéstico de novo de LAL confirmada por medio de citometria de flujo.

Criterios de exclusion:
1.- Pacientes con recaidas
2.- Determinacién de subpoblaciones

3.- Pacientes con diagnostico de Leucemia Aguda Mieloblastica (LAM).

Clasificacion Inmunolégica de LAL

Linaje celular B:

PCB-CD10-

CD79c+, cyCD22+, CD19+, CD10-

PCB-CD10+

CD79c+, cyCD22+, CD19+, CD10+

Pre-B

CD79c+, cyCD22+, CD19+, CD10-, cyu+

B

CD79c+, CD19+, CD10+, Igs+

Linaje celular T:

CD2, CD3c, CD5, CD7
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Tabla 5. Anticuerpos monoclonales usados en el estudio para su respectiva

afiliacion en linaje, estado de maduracién y caracterizacion en leucemias
agudas.

Linaje B T
CD79c CD3c
Asignacion CD22c CD7
CD19
Estado de CD34 CD34
Maduracion TdT TdT
CD10 CD1
Caracterizacion CD20 CcD2
Adicional CD22 cD3
Cy M CD5
k/A
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VII. RESULTADOS

En el periodo comprendido entre Enero de 2003 a Diciembre de 2011, se
estudiaron de forma retrospectiva 692 pacientes pediatricos con diagndstico de
leucemia aguda, los cuales fueron admitidos en el Servicio de Hemato-Oncologia

del Instituto Nacional de Pediatria, en la ciudad de México.

Del total de pacientes diagnosticados con leucemia aguda, los casos de
LAM conformaron (131/692) 18.9 %; la mayor proporcion esta centrada en los

casos de LAL, los cuales representaron (561/692) 81.1 %.

Un total de 561 pacientes pediatricos fueron diagnosticados con LAL. De
éstos (317/561) 56.5% fueron nifios y (244/561) 43.5 % fueron nifas.

El analisis de las LAL clasificadas con linaje celular B incluyeron: 438 casos
(78.1%) de PCB-CD10+, 58 casos (10.3%) de PCB-CD10-, 21 casos (3.7%) de

pre-B y 6 (1.1%) casos para la estirpe celular B, como se observa en la tabla 6.

El numero de pacientes diagnosticados con LAL de la estirpe celular T
fueron 38, los cuales representaron (6.8%) del total de los casos analizados, como

se observa en la tabla 6.

Inmunofenotipo en Leucemias Agudas Linfoblasticas

Datos INP (2003-2011).

N=561
Estirpe Inmunofenotipo Frecuencia (%)
PCB-CD10+ HLADR (+/-), CD79c (+), CD19 (+), CD10+ 78.1
PCB-CD10- HLADR (+/-), CD79c (+), CD19 (+/-) 10.3
PRE-B HLADR (+/-), CD79c (+), CD19 (+), CD10+, Igc+ 3.7
B HLADR (+/-), CD79c (+), CD19 (+), CD10+, Igs+ 1.1
T CD2(+), CD3c(+), CD5(+), CD7(+) 6.8

Tabla 6. Resultados para Inmunofenotipo de LAL.
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La proporcion para cada estirpe celular con respecto al género de los
pacientes diagnosticados con LAL mostraron los siguientes resultados para el
linaje celular B: PCB-CD10+: nifios (55.7%), nifias (44.3%); PCB-CD10-: nifios
(51.7%), nifas (48.3%); pre-B: nifios (57.1%), nifas (42.9%); B: nifios (50%), nifas
(50%).

Los resultados para el linaje celular T revelaron las siguientes proporciones:
nifos (73.7%), nifias (26.3%).

Las tendencias entre los afos de diagndéstico y su relacion con el numero
total de pacientes atendidos en el INP se muestran en las siguientes grafica para
cada estirpe celular caracteristicas para la clasificacion de leucemias agudas
linfoblasticas (LAL).

Grafica 1. Estirpe (PCB-CD10+)
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Grafica 2. Estirpe (PCB-CD10-)

Grafica 3. Estirpe (Pre-B)
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Grafica 4. Estirpe (B)

Grafica 5. Estirpe (T)

25



Resultados

Grafica 6. Frecuencias para cada estirpe celular
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

Los hospitales publicos de la ciudad de México atienden 97.5% de todos los

casos de leucemia ocurridos en la capital y su zona conurbada.

De todos los hospitales publicos ubicados en la ciudad de México, el
Instituto Nacional de Pediatria (INP) cuenta con el mayor numero de casos de

leucemia diagnosticados y tratados en pacientes pediatricos (Pérez, 2011).

Por lo tanto, el presente estudio tendié a ser representativo de la poblacién
infantil mexicana, debido al tipo de pacientes que se atienden, los cuales
provienen de distintos estados de la Republica Mexicana. Con el valor agregado
de ser un estudio con datos actualizados (hasta el afio 2011), contar con un gran
namero de casos (561), una bateria de anticuerpos monoclonales para la
caracterizacion inmunoldgica por medio de citometria de flujo de los casos de
leucemia aguda linfoblastica, ademas de contar con personal calificado para la

realizacion de dicha técnica y un estricto control de calidad.

El analisis retrospectivo demostré una mayor proporcién en los casos de
leucemia linfoblastica aguda (LAL) en nifios con respecto a nifias, existe una
marcada tendencia a una mayor cantidad de casos reportados de LAL en nifios.
(Belson, 2007 & Mejia, 2010).

De acuerdo a los datos del INP, la frecuencia de LAL de las células B y
PCB es similar a la encontrada en poblacion caucasica, predominando en los
casos del INP la LAL de estirpe B (89.5%); observandose ademas una menor
frecuencia de LAL de estirpe T (6.8%) y pre-B tardia (3.7%) en comparacion con lo

reportado en naciones en desarrollo.

La mayoria de los pacientes se clasificaron en la estirpe B, especificamente
con LAL PCB-CD10+ (78.1%), lo cual confirmé la conocida preponderancia de

este subtipo inmunitario en la infancia.
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Las frecuencias de los casos de leucemia aguda linfoblastica aguda en
pacientes pediatricos estudiados en el INP presentaron similitud con los
reportados a nivel mundial, especificamente en paises como Reino Unido o Chile

(anexo figura 4) (Rivera, 2006).

Los resultados en cuanto a la proporcion de LAL PCB-CD10+, contradicen
lo reportado en articulos cientificos que abordaron dicho tema, en el sentido de
que la distribucion de subtipos de LAL en pacientes mexicanos era similar a la
hallada en personas de raza negra, en lo que se refiere a un déficit selectivo de
LAL comun y proporciones significativamente mas altas de LAL-T que las

observadas en poblaciones caucasicas (Paredes-Aguilera, 1999).

Al comparar la proporcién de casos de LAL-T obtenida con datos del INP
con diferentes regiones geograficas a nivel mundial, resulté ser inferior a lo
reportado en paises como Egipto (50 %), India (17 %), Malasia (22 %), Holanda
(19.8%), Pakistan (17.2 %) o Alemania (16.6 %), en dichos paises las
proporciones (en porcentaje) son mayores al 10%. En paises como Arabia Saudita
(12.3 %), Italia (12.5 &) o Chile (10 %) presentan tendencias similares a México,
(Khawaija, 2005).

En trabajos previos realizados en el Instituto Nacional de Pediatria (INP),
con casos de LAL en pacientes pediatricos a través de los afios (desde 1987 hasta
2002), indicaron un aumento considerable de casos diagnosticados de LAL por
dicha institucion (en el estudio previo, en 15 afios, 682 casos; en el presente
trabajo, en 8 afios, 561 casos). Con respecto a los casos de la estirpe celular B,
como fueron: PCB-CD10+ aumentaron 3.1%, PCB-CD10- aumentaron 5.3%, Pre-
B disminuyeron 5.4%, B disminuyeron 0.4% y por ultimo los casos de células T,
disminuyeron 2.6% (Rivera, 2006).
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La cifra de casos de leucemia a nivel mundial vari6 notablemente entre un
pais y otro, registrandose las tasas mas altas en nifios de raza blanca de paises
industrializados de Europa (Hungria, Dinamarca), Oceania (Australia y Nueva
Zelanda) y América del Norte (Canada y Estados Unidos) y las tasas mas bajas en

nifios de raza negra en Africa y en las naciones de Medio Oriente.

En Latinoamérica, la leucemia aguda es la principal causa de muerte
relacionada con cancer en pacientes pediatricos, esta presenta un considerable
incremento en los casos registrados para ambos sexos, principalmente en
Colombia, Ecuador y México; destacando sustancialmente el aumento de

pacientes para México (Pérez, 2011).

En la ciudad de México, la frecuencia de leucemias agudas,
especificamente la LAL, se encuentra entre las mas altas del mundo, similar a los
casos registrados en Costa Rica o en la poblacién hispana radicada en Estados
Unidos. En estas regiones la incidencia de LAL es mayor a 40 casos por millon.
En la ciudad de México, la frecuencia de LAL es mayor con respecto a otras

ciudades ubicadas en Canada, Estados Unidos o Reino Unido (Pérez, 2011).

Existen teorias que postulan que ha habido un incremento en la incidencia
del subtipo LAL, la cual hizo su aparicion en los tiempos modernos con el
advenimiento del desarrollo industrial y la prosperidad, lo que parece reflejar

exposiciones ambientales asociados con la modernizacion.

Por otra parte, existen otras teorias con respecto a los principales factores
con una alta incidencia de casos de LAL en poblacién infantil hispana, las cuales
hacen referencia a un bajo nivel socio-econémico, exposicibn a agentes

carcinogénicos y agentes infecciosos.
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En el caso especifico del nivel socioecondmico, éste puede manifestar
muchas influencias, tales como expresién genética, raza, edad materna,
educacion de los padres y exposiciones ocupacionales, por tanto, es dificil
evaluarlo directamente como un solo factor de riesgo. Por ejemplo, en los nifios de
poblacién negra de Africa mostraron un déficit selectivo significativo en la
incidencia de LAL comun (PCB CD10+) y un incremento proporcional en las LAL-
T.

La importancia etiologica del pico de incidencia inicial de la LAL de la
infancia no es clara, aunque se ha especulado que esté relacionada con

fendmenos gestacionales o con el desarrollo inicial del sistema inmunitario.

Es muy probable que los diferentes subtipos de LAL tengan distintas causas
de tal forma que el espectro de fenotipos inmunitarios varie de acuerdo a los
diferentes medios ambientales en el que se desenvuelven los pacientes y sus

familias.

La mayoria de los estudios de LAL en nifios y adultos ha informado un peor
prondstico en los pacientes con LAL de PCB-CD10- que en aquellos con LAL de
PCB-CD10+ el cual al menos en los niflos se ha asociado a rasgos clinicos y

bioldgicos (reacomodos del cromosoma 11923) de mal prondstico (Rivera, 2011)

Existe controversia sobre si un mal prondstico de los nifios con LAL de
PCB-CD10-y pre B en la estirpe B y de los nifios con LAL-T, se deben mas bien a
diferencias en los rasgos clinicos y citogenéticos-moleculares que a las distintas

etapas de la diferenciacion de los linfocitos T y B.
El rasgo distintivo de las LAL-B es la presencia frecuente de un tumor

abdominal linfomatoso, infiltracion renal y danos en el Sistema Nervioso Central,

predominio en el género masculino y conteos leucocitarios bajos.
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IX. CONCLUSIONES

La citometria de flujo permite mediciones objetivas, sensibles, rapidas vy
reproducibles de gran variedad de las caracteristicas celulares, lo cual facilita el

diagnostico y la clasificacion inmunoldgica de las leucemias agudas.

La utilizacion de un panel de anticuerpos monoclonales contra antigenos By T, ha
permitido la asignacion correcta de la estirpe en la casi totalidad de los casos de

leucemia aguda.

La mayoria de los pacientes se clasificaron dentro de la estirpe celular B,
especificamente LAL PCB-CD10+ (78%), lo cual confirmdé la conocida

preponderancia de este subtipo inmunitario en la infancia.
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X. PERSPECTIVAS

Para complementar y/o mejorar el presente trabajo de investigacion, se

recomienda desarrollar la informacion de los siguientes puntos:

¢ Analizar la edad de los pacientes, debido a que dicho parametro no fue
registrado en las bitacoras de trabajo a través de varios afios de analisis

para la caracterizacion inmunologica de las leucemias.
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XI. ANEXOS

Figura 4. Distribucion de los casos de leucemia aguda linfoblastica comun
en pacientes pediatricos (Romero-Guzman, Paredes-Aguilera Capitulo 11,
pagina 157 en Rivera, 2006).
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