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GLOSARIO

Alteracion cromosomica: mutaciones que cambian el numero de cromosomas
(anomalias numéricas) o la estructura de un cromosoma (anomalias
estructurales).

Blastos: células hematopoyéticas inmaduras que se encuentran en la médula
Osea.

Citogenética: es el estudio de los cromosomas tanto en numero como en
estructura.

Citometria de flujo: método analitico que permite la medicién rapida de ciertas
caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas suspendidas en liquido
que producen una sefal de forma individual al interferir con una fuente de luz.
Cromosoma Philadelfia: anomalia del cromosoma 22 en la que este recibe una
parte del cromosoma 9, asociada a la leucemia mieloide crénica.

Fenotipo: conjunto de caracteres visibles que un individuo presenta como
resultado de la interaccion entre su genotipo y el medio.

Hematopoyesis: proceso biolégico por el cual se forman nuevas células
sanguineas.

Inmunofenotipo: caracterizacion de las células segun los marcadores
inmunoldgicos que hay en su superficie.

Leucemia aguda (LA): enfermedad hematolégica maligna que resulta de la
alteracién en la proliferacion y diferenciacion de un grupo de células inmaduras,
de estirpe mieloide o linfoide, hasta reemplazar completamente la médula 6sea.
Leucemia Bifenotipica Aguda (BAL): tipo de leucemia en la que existe una sola
poblacién de blastos, la cual coexpresa simultdneamente marcadores antigénicos
mieloides y linfoides.

Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA): neoplasia que se origina por la
proliferacion en médula ésea y tejidos linfoides de células blasticas de origen B o
T.

Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA): neoplasia que se origina a partir de



células de la linea mieloide (mieloblastos) que proliferan de forma anormal
invadiendo progresivamente la médula 6sea interfiriendo la produccion de células
normales de la sangre.

Translocacion: anomalia cromosdémica estructural, en el cual implica un

intercambio entre dos fragmentos de dos cromosomas.

Vi
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RESUMEN

El cancer es hoy en dia la segunda causa de muerte a nivel mundial y son las
leucemias el tipo histolégico de mayor prevalencia en la poblacién pediatrica, las
cuales representan en México el 40% de todas las neoplasias. El diagnéstico
definitivo de leucemia aguda (LA) se establece mediante el estudio de médula
Osea, clasificandola segun los aspectos: morfoldgicos, inmunofenotipicos
y citogenéticos. ElI inmunofenotipo se ha convertido en una herramienta de gran
ayuda que permite identificar la poblacion celular patolégica, determinar la linea
hematopoyética y su estadio madurativo. El objetivo principal de este estudio fue
determinar la clasificacion inmunolégica de las leucemias agudas aplicando los
criterios del Grupo Europeo para la Clasificacion Inmunolégica de las Leucemias
(EGIL) para determinar el inmunofenotipo mas frecuente presente en pacientes
pediatricos diagnosticados con LA en el Hospital Infantii de México Federico
Gbémez (HIMFG), durante un periodo comprendido de 2010 a 2015. Se llevd a
cabo un estudio retrospectivo en el cual se revisaron los resultados de 549
pacientes pediatricos con diagndstico de LA que acudieron al HIMFG de enero de
2010 a diciembre de 2015, se utilizé la Clasificacion del EGIL para clasificar a las
LA. Los resultados obtenidos mostraron que de los 549 pacientes estudiados el
55% correspondio al género masculino y el rango de edad mas frecuente fue 1 a 4
afios de edad con 31%. El inmunofenotipo de mayor prevalencia fue Leucemia
Linfoblastica Aguda de linaje B (LLA-B) con un 61.6%, seguido de LLA de linaje T
con 23.7%, la Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA) con el 9.5% vy finalmente, las
leucemias bifenotipicas con el 5.3%. Los subtipos de LLA-B fueron Pro-B con
14%, Pre-B comun con 82% y Pre-B con 4%. Se encontraron 29 pacientes
clasificados como portadores de leucemia bifenotipica aguda; 13 para B/T con 2%,
12 para T/Mieloide con un 2% y 4 B/Mieloide con el 1%. Se encontré que el
68.1% tenian cuentas de leucocitos <50,000 y 28.8% tuvieron un recuento de
leucocitos mayor a 50,000. La presencia de translocaciones se observo en 140
pacientes que equivalieron al 25.5%, de los cuales el cromosoma Philadelfia fue el
mas frecuente con 34.8% para el caso de LLA, para la LMA la t(15;17) con 44.6%
fue la de mayor prevalencia. Se concluyé que en la poblacion pediatrica del
HIMFG las LA fueron mas frecuentes en pacientes entre uno a cuatro afios de
edad y fue el género masculino donde predominaron las LA. El inmunofenotipo
mas frecuente fue el linaje B y el subtipo de mayor prevalencia fue el pre-B comun,
dentro de las leucemias bifenotipicas la de fenotipo B/T fue la de mayor frecuencia
y la translocacién que mas se observo fue la t(9;22).

Palabras clave: leucemia aguda, leucemia linfoblastica aguda, inmunofenotipo,
leucemia mieloblastica aguda, fenotipo, Grupo Europeo para la Clasificaciéon
Inmunolégica de las Leucemias, leucemia bifenotipica aguda.



1. MARCO TEORICO

1.1. HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis es un proceso complejo a través del cual las células troncales
hematopoyéticas proliferan y se diferencian, dando lugar a los distintos tipos de
células maduras circulantes (Figura 1). Reside principalmente en el higado en la
vida fetal y en la médula 6sea (MO) a partir del nacimiento. Su diferenciacion
continua de la hematopoyesis es estrictamente regulada y crucial para la
produccion balanceada de progenitores y precursores, y el reabastecimiento de

todas las células de la sangre a lo largo de la vida @3 44).

El proceso de la hematopoyesis es iniciado por una poblacién unica de células
troncales hematopoyéticas (CTH) que expresan antigenos como CD34 y carecen
de expresion de antigenos especificos de linaje. Estas células tienen dos
caracteristicas principales: son capaces de auto-renovarse (al dividirse, por lo
menos una de las células hijas conserva las propiedades de la célula madre) y son

multipotenciales (pueden dar origen a los distintos linajes sanguineos) (33),

Las CTH dan origen a las células progenitoras hematopoyéticas (CPH), las cuales
han perdido su capacidad de auto-renovacion, pero conservan su potencial
proliferativo. Estas células comparten ciertas caracteristicas inmunofenotipicas

con las CTH, como la expresién del antigeno CD34 “4),

Posteriormente, las CPH dan lugar a células precursoras las cuales constituyen
mas del 90% de la médula 6sea. Y finalmente, los precursores hematopoyéticos al

madurar, generan a las células sanguineas circulantes ©.

Alteraciones en la hematopoyesis pueden conducir a situaciones de produccion
deficiente y/o sobreproduccion de células hematopoyéticas, como las leucemias



(33, 39)
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Figura. 1 Origen y desarrollo de las células madre hematopoyéticas

pluripotenciales. (Rosalba Mayer Vega, 2016).

1.2. ONTOGENIA DE CELULASB YT

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

adquieren y pierden antigenos .

La célula troncal mas temprana del linaje linfoide B se encuentra en la médula
Osea y expresa la enzima Transferasa desoxinucleotidil Terminal (TdT), el antigeno

comun leucocitario (HLA-DR), el antigeno cluster of differentiation (CD) 34 y CD45



débil. Conforme la célula madura, va expresando de manera secuencial los
antigenos de superficie CD19, CD10, CD20 y los antigenos citoplasmaticos CD22
y CD79 pero la expresion de HLA-DR y TdT va disminuyendo. Después de la
aparicion de CD20, la expresion de TdT se debilita y la porcion mu de la cadena
pesada de la molécula de inmunoglobulina M (IgM) puede detectarse en el

citoplasma de la célula B, que ahora se denomina célula pre-B ©¥.

Las células pre-B se caracterizan por la presencia de la cadena pesada mu
citoplasmatica. La célula B de transicién es similar a la célula pre-B pero esta
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 completas de inmunoglobulina como IgG, IgM e IgD en su superficie
(54,57)

Los marcadores de linfocitos B, como CD19, CD20 y CD22, persisten, y la
expresion de la cadena pesada mu citoplasmatica, TdT, CD10 y CD34 se debilita
por completo. Luego las células B maduras abandonan la médula ésea y se
diseminan por la sangre periférica a los ganglios linfaticos y otros tejidos linfoides

(Figura 2) %7,
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Figura 2. Ontogenia de la célula B (Tomado de Rodak BF, 2005).

El desarrollo y maduracién de las células T se produce en un 6érgano denominado
timo. El precursor linfoide T mas temprano expresa CD45 débil, HLA-DR, CD34 y
TdT. En el estadio | de diferenciacion las células T expresan CD7, CD2, TdT y CD3
citoplasmatica. Conforme la célula madura a un estadio Il a Ill, adquiere
marcadores T adicionales, como CD3, CD5, CD4 y CD8, CD1 y CD38. Finalmente
el estadio IV dara como resultado células linfoides T maduras, las cuales se
dividen en los subtipos de células cooperadoras (helper) CD4+ o citotdéxicas CD8+;
los antigenos como TdT, CD34, y CD1 estan ausentes y las células T expresan
diversos antigenos como CD7, CD2, CD3 y CD5 (Figura 3) ©¥.




CD2
CD4 y CD8
CD45 e _—
(débil) g
CD34 cD5
Célula troncal Estadio | Estadio Il

Estadio VI

Estadio Il

CD45 cbs
CD3

Ontogenia de la célula T

Figura 3. Ontogenia de la célula T (Tomado de Rodak BF, 2005).

1.3. GENERALIDADES DE LAS LEUCEMIAS

Las leucemias representan las neoplasias hematolégicas mas frecuentes en la
infancia. Son trastornos malignos de la médula ésea y de la sangre periférica
caracterizados por el aumento en la produccién de células inmaduras llamadas

blastos 76 1),

Las leucemias se pueden clasificar segun el grado de diferenciacion celular en
agudas o cronicas. Se denominan agudas cuando se encuentran
mayoritariamente células inmaduras e indiferenciadas y el porcentaje de blastos
sea mayor al 20% y crénicas cuando estas células son maduras y diferenciadas
con una blastosis menor al 10%. En la poblacion infantil, el 97% de las leucemias

son agudas y el 3% son cronicas 19,




Las leucemias afectan tanto a nifios como adultos y pueden originarse de una
estirpe celular linfoide o mieloide, de acuerdo a lo anterior, se distinguen dos tipos:

Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) y Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA) “4.

1.4. CLASIFICACION DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS.

Las LA se pueden clasificar por varios métodos complementarios que incluyen

morfologia, inmunofenotipo, citogenética y analisis molecular @,

En 1976 el grupo Franco Americano Britanico (FAB) propuso una clasificacion
basada en las caracteristicas morfolégicas de las células (Figura 4), en ella se
evaluan parametros como el tamafo celular, la irregularidad y tamafo del nucleo,
el aspecto de la cromatina, el numero y tamano de los nucléolos, el grado de
basofilia y la presencia de vacuolas en el citoplasma. Dicho grupo distingue tres
variedades para la LLA: L1, L2 y L3 (Tabla 1) y para la LMA lo subdivide desde la
MO hasta la M7 (Tabla 2) (Figura 5) ¢ %52,

Bl

a) L1 b) L2 c)L3
Blastos regulares Blastos heterogéneos con Blastos grandes con
nucléolo prominente vacuolas

Figura 4. Morfologia caracteristica de la LLA de acuerdo a la clasificacion de la FAB. a)
L1, b) L2y c) L3. (Tomado de Gamal Abdul H, 2016).



Tabla 1. Clasificacion FAB de las leucemias linfoblasticas agudas.

Subtipo Categoria Comentarios
. _ Blastos son células pequefas con citoplasma
L1 LLA infantil .
pequeno.
L2 LLA adulto Blastos son células grandes con citoplasma medio.
e B-células Blastos son células redondas con citoplasma baséfilo
maduras con presencia de vacuolas

(Tomado de Romero A, 2002; Sabrafen SJ, 2001)

Tabla 2. Clasificacion FAB de las leucemias mieloblasticas agudas.

Subtipo FAB Denominacién
MO Mieloblastica aguda con minima diferenciacion
M1 Mieloblastica aguda sin maduracion
M2 Mieloblastica con maduracion
M3 Leucemia Promielocitica Aguda
M3h LAP, variante hipergranular
M3v LAP, variante microganular
M4 Leucemia Mielomonocitica Aguda
M5 Leucemia Monoblastica aguda
M6 Eritroleucemia
M7 Leucemia Megacariblastica Aguda

(Tomado de Gamal Abdul H, 2016)



Figura 5. Morfologia caracteristica de la LMA de acuerdo a la clasificacion de la FAB. a)
MO, b) M1, c) M2, d) M3, e) M4, f) M5, g) M6 y h) M7 . (Tomado de Gamal Abdul H, 2016).

Otra clasificacion se dio en 1997 propiciada por la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS). Esta clasificacion diferencia neoplasias mieloides y linfoides pero
hace énfasis en las alteraciones citogenéticas presentes en la LLA y la LMA (Tabla
3y Tabla 4) @,



Tabla 3. Clasificacion OMS de las leucemias agudas linfoides.

1) LLA de células precursoras-B

Anormalidades citogenéticas

1. 1(9;22)(q34;q11); BCR/ABL
t(4;11)(921;923); re-arreglos de MLL
t(1;19)(923;p13); E2A/PBX1
t(12;21)(p13;922); TEL/AML1
Hipodiploidias

o ok~ eDd

Hiperdiploidias, >50 cromosomas

2) LLA de células precursoras-T

3) LLA de células B maduras/ linfoma de Burkitt

(Tomado de Vardiman JW, 2009)

Tabla 4. Clasificacion OMS de las leucemias mieloblasticas agudas.

1) LMA con anomalias citogenéticas recurrentes:

LMA con 1(8;21) (922;922), (AML1/ETO)
LMA con Inv 16 (p13;922), (CBFb/MYH11)
LPA (LMA con t(15;17) (922;921), (PML/RARa y variantes)

2) LMA con displasia multilinaje:

Con sindrome mielodisplasico previo
Sin sindrome mielodisplasico previo

3) LMAy sindromes mielodisplasicos relacionados con tratamientos
previos:

Relacionados con agentes alquilantes
Relacionados con inhibidor de la topoisomerasa |l




4) LMA sin otra especificacion:

LMA sin maduracion

LMA minimamente diferenciada

LMA con maduracion

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia aguda monocitica/monoblastica

Leucemia aguda eritroide (eritroide/mieloide, eritroleucemia y puro)
Leucemia aguda megacarioblastica

Leucemia aguda basdfila

Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

(Tomado de Vardiman JW, 2009)

En 1995 el Grupo Europeo para la Clasificacion Inmunoldgica de las Leucemias
(EGIL) propuso un sistema de clasificacion para distinguir los casos de leucemias
agudas bifenotipicas, de aquellos con expresion aberrante de otro linaje. Este
sistema se basa en puntajes que dan grados de especificidad a los linajes

hematopoyéticos linfoide y mieloide, expresados en las células leucémicas & " 22
32)

De acuerdo a este sistema de clasificacion, un caso considerado como bifenotipia
se presenta cuando el valor del puntaje es mayor a 2 para el linaje mieloide y uno

para el linaje linfoide (Tabla 5) 722,

Los antigenos o marcadores seleccionados por EGIL fueron para el linaje B-
linfoide: CD79a, que corresponde a una proteina transmembranal unida a
inmunoglobulina, que forma parte del receptor para el reconocimiento de
antigenos de linfocitos B. Asi mismo, se selecciondé el CD22 que se expresa
primero en el citoplasma de las células pro-B y pre-B. EI CD10 también conocido
como el antigeno comun de la LLA, que es una metaloendopeptidasa de superficie
celular de 100 kD que inactiva una serie de péptidos biolégicamente activos "y

la enzima TdT que se expresa en toda las etapas de maduracién del linfocito B.
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Para el caso del linaje T-linfoide, se eligié el CD3 que se une al receptor de
células T y que se expresa en el citoplasma en el desarrollo temprano del linaje T.
Y finalmente, para el linaje mieloide, se indicé la mieloperoxidasa (MPOx), que
puede ser detectada por inmunocitoquimica convencional o anticuerpos

monoclonales (AcMo) ¢ ¢4 7).

Tabla 5. Sistema de clasificacion del Grupo Europeo de Clasificacidon

Inmunolégica de Leucemias (EGIL).

Escala EGIL
Linajes
Puntos Linfoide B Linfoide T Mieloide
CD79a
2 CD22 CD3 MPO
IgM cyt
1 CD19 CD2 CD13
CD10 CD5 CD33
TdT CD14,CD15
0.5 TdT
CD7 CD11b,CD11c

(Tomado de Dorantes AE, 2013)

Los criterios propuestos por el EGIL distinguen tres tipos fundamentales de
Leucemias Agudas Bifenotipicas (BAL): B-mieloide, T-mieloide y B-T-linfoide. Se
ha descrito que la leucemia bifenotipica de mayor frecuencia es la de B-Mieloide
siendo ésta de buen prondstico. El fenotipo B/T es considerada como de

prondstico desfavorable “3 3 12)

Este mismo grupo reconoce subtipos B o T caracterizados por la presencia de

diversos marcadores inmunoldgicos. En la siguiente tabla se resume la

clasificacion de las LLA de fenotipo B (Tabla 6) 4 ).
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Tabla 6. Subtipos inmunoldgicos de LLA-B, segun el Grupo Europeo para la

caracterizacion inmunoldgica de leucemias agudas (EGIL), 1995.

Subtipos Marcadores inmunoldgicos

LLAB1 o Pro-B CD79a+ y/o CD22+ y/o CD19+

LLAB2 o Pre-B comun CD79a+ y/o CD22+ y/o CD19+, CD10+

CD79a+ y/o CD22+ y/o CD19+, p

intracitoplasmatica

LLAB3 o Pre-B

LLAB4 o B madura CD79a+ y/o CD22+ y/o CD19+, IgM superficie +

(Tomado de Sabrafen SJ, 2001)

1.5. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA.

La LLA es una neoplasia que se origina por la proliferacion en médula 6sea y
tejidos linfoides de células blasticas de origen B o T. Esta proliferacion
descontrolada, resulta en la acumulacidon de células inmaduras que interfieren y
suprimen el adecuado desarrollo de las células normales, evitando Ia
hematopoyesis normal e infiltrando 6rganos como ganglios linfaticos, bazo,
higado, meninges, sistema nervioso central (cerebro y médula espinal), gdbnadas y

otros érganos ©" 17,

1.6. EPIDEMIOLOGIA

En México la frecuencia del cancer en menores de 18 afios de edad se encuentra
entre las mas altas del mundo. Esto se debe a que la incidencia es de 122 casos

nuevos/millén de habitante por afno, en nifios menores de 15 afios; ademas de que
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el cancer ocupa el segundo lugar de mortalidad en personas de 4 a 15 afos de
edad ®?.

Las leucemias agudas son el cancer mas frecuente en menores de 15 anos; en
México representan alrededor del 40% de todos los casos de cancer y ocupan
aproximadamente del 95 a 97% de todas las leucemias de la poblacién infantil.
Dentro de éstas, la LLA de precursores B, que es la mas frecuente, representa el
76%, mientras que la LLA de fenotipo T constituye el 20% vy finalmente la de

estirpe mieloide el 15% (1 41:45.53.57. 61, 63,69)

En términos generales, el cancer puede presentarse en cualquier etapa de la vida.
En ese mismo contexto, el pico de incidencia maximo se establece entre los dos y
los cinco afios de edad. Ademas, la LLA predomina ligeramente en nifios con

respecto a nifias %4153 17)

Se ha observado que en algunas zonas geograficas como los del Norte de Africa 'y
Oriente Medio predominan las LLA de estirpe T; sin embargo, en los paises

industrializados la LLA de estirpe B es la neoplasia hematologia mas frecuente 9.

1.7. FACTORES DE RIESGO

Aunque la causa o las causas que originan las leucemias agudas se desconocen
con precision, se sabe que hay diversos factores que predisponen a sufrir este tipo
de leucemias como son, principalmente, factores genéticos, ambientales,
bioldgicos, inmunodeficiencias, entre otros (Tabla 7), aunque en la mayoria de los
casos no es posible detectar las asociaciones que desencadenan dicho

padecimiento 4 %61,
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Tabla 7. Factores asociados con el origen de leucemias en nifos.

Factores Ejemplos

Sindrome de Down

Genéticos Sindrome de Klinefelter
Anemia de Fanconi
Sindrome de Bloom
Sindrome de Kostman
Radiaciones

Ambientales Campos magnéticos
Productos quimicos y/o toxicos
Exposicion in utero a rayos x
Pesticidas
Edad de la madre

Otros Consumo de alcohol, tabaquismo
Dieta

(Tomado de Mejia Aranguré, 2005; Romero A, 2002)

1.8. FACTORES PRONOSTICOS

El prondstico de las LLA y las LMA en nifios ha mejorado notablemente gracias a
las terapias adaptadas al riesgo y alcanzan tasas de curacién hasta del 80% ©2.

Los criterios actuales para la estratificacion de los pacientes en distintos grupos de
riesgo no soélo son clinicos (edad, numero de leucocitos, infiltracion del sistema
nervioso central y respuesta inicial al tratamiento), sino también se basan en

inmunofenotipos, alteraciones genéticas y moleculares 2.

El tratamiento en pacientes con leucemia aguda, tanto LLA como LMA, depende

de los factores pronésticos, es decir, el tratamiento se intensifica en individuos con

14



factores de mal prondstico, y por el contrario, se administra un tratamiento menos

agresivo en aquellos con factores de buen prondstico, con el fin de atenuar la

mortalidad por toxicicidad. De esta manera, se ha aumentado la supervivencia a

nivel mundial y por ello, es muy importante identificar todos los factores

prondsticos para estos enfermos (Tabla 8) ©7).

Tabla 8. Factores prondsticos relacionados con la mortalidad en nifios con

leucemia linfoblastica aguda.

Prondstico (relacionado con

Factor Indicador la mortalidad)
Edad al diagnéstico 1 a 10 anos Bueno
Sexo Femenino Bueno
Cuenta inicial de leucocitos >50,000/pL Malo
Inmunofenotipo Cel B Bueno
CALLA* (+)
Hiperdiploidia(>50 cromosomas) Presencia Bueno
Translocacion 1(9;22) Presencia Malo
Translocacién t(12;21) Presencia Bueno
Translocacion t(4;11) Presencia Malo

* CALLA: antigeno de la leucemia linfoblastica comun
(Tomado de Layton Tovar C, 2015; Villasis Keever, 2012)
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1.9. ALTERACIONES CITOGENETICAS EN LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA
AGUDA

El analisis citogenético en pacientes con LLA ha permitido el reconocimiento de
alteraciones cromosdmicas especificas de gran importancia prondstica. Los nifios
con LLA pueden presentar anormalidades citogenéticas tanto numéricas como
estructurales, pudiendo encontrar casos con hipodiploidia (<46 cromosomas),
hiperdiploidia (>46 cromosomas), trisomias, tetraploidias y translocaciones

balanceadas. ©"°").

De acuerdo a la OMS, las alteraciones mas frecuentes en los pacientes con LLA
son las translocaciones 1(9;22)(q34;911) (BCR-ABL); t(12;21)(p12;922) (TEL-
AML1); t(1;19) (E2A-PBX1); y los re-arreglos en el gen MLL (mixed lineage
Leukemia) como t(4;11)(q21;q23). (Tabla 9) ("2

Las anormalidades citogenéticas con mayor frecuencia y significado en la LMA, de
acuerdo a la OMS, son las translocaciones (15;17)(q21;922) de la LMA-M3, la
translocacién (8;21)(g22;g22) de la LMA-M2, la 1(9;11)(922;923) (menos
frecuente), ademas de la inversién del cromosoma 16 (Inv 16) presente en la LMA-
M4. (Tabla 10) (62

Las translocaciones (15;17), (8;21) e Inv 16 se relacionan con un mejor prondstico,
con una mayor probabilidad de lograr la remisibn y una supervivencia mas

prolongada.

El mayor impacto en el tratamiento de pacientes con LLA ha sido la demostracion
de que la citogenética es un indicador prondstico independiente de otras variables

clinicas ©".
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Tabla 9. Alteraciones genéticas en la leucemia linfoblastica aguda infantil y su

valor prondstico.

Anomalia
cromosomica

Anomalia
molecular

Frecuencia

Valor prondstico

t(12;21)(p13;922)

t(9;22)(q34;q11)
t(1;19)(923;p13)
t(4;11)(g21;923)
t(11;19)(g23;p13)
Hiperdiploidia
Trisomias

Hipodiploidia

Fusion TEL-AMLA

Fusion BCR-ABL

Fusion E2A-PBX1

Fusion MLL-AF4

Fusion MLL-ENL

>50 cromosomas

Cromosomas
410,17

<45 cromosomas

20-25%

3%
5-6%
2%
1%
20-25% (LLA-B)
;2

¢!

1%

Bueno-excelente

Desfavorable

Normal

Muy desfavorable

Desfavorable
Favorable

Excelente

Desfavorable

(Tomado de Martin Ramos ML, 2001; Alonso J, 2005)
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Tabla 10. Alteraciones genéticas en la leucemia mieloblastica aguda infantil y su

valor prondstico

Anomalia Genes Frecuencia Valor pronéstico

cromosOmica implicados
t(8;21)(922;922) RUNX1/CBF 12%
Inv 16(p13922) A2T1 12% Favorable
t(15;17)(921;912) CBFb- 7%

MYH11
PML-RARa

Alteraciones 11g23' MLL 60%
t(6;9)(p23;934) DEK/CAN Escasa
t(3;3)(q21;926) EVI1 3% Desfavorable
Inv 3(921;926) Escasa
-5/del(5q) 10%
-7/del(7q)

"Alteraciones de 1123 incluyen: t(4;11)(q21;q23), t(9;11)(p22;q23), t(11;19)(q23;p13.3),

1(11;19)(q23;p13).1)

(Tomado de Martin Ramos ML, 2001; Alonso J, 2005)

1.9.1. TRANSLOCACION TEL-AML1 t(12;21)(p13;q22)

TEL(ETV6)-AML1(RUNX1) es el transcrito resultante de la t(12;21)(p13;922) y se

puede encontrar aproximadamente en el 25% de la LLA de origen B de la infancia,

es una caracteristica constante en este subtipo de leucemia la positividad para

CD10. En la mayoria de las series publicadas se encuentra asociada a una

evolucion favorable (1% 49),
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1.9.2. TRANSLOCACION BCR-ABL t(9;22) (q34;q11)

Fue la primera anomalia asociada al cancer. De dicha translocacion se genera el
reordenamiento BCR-ABL que da lugar a una proteina quimérica con una
actividad tirosin cinasa aumentada '%). Se detecta en el 95% de los casos de las
leucemias mieloides cronicas por lo que se considera especifica de esta patologia;
mientras que en las LLA del adulto, la t(9;22) se detecta en el 15 y 30% de los

casos y en el 5% de los nifios. Esta alteracion confiere un mal pronéstico ' %8 20)

1.9.3. TRANSLOCACION MLL-AF4 t(4;11)(q21;q23)

Esta translocacion estad asociada especificamente con LLA de infantes menores
de 1 afo de edad, es descrita en el 85% de los casos. Estos pacientes usualmente
tienen inmunofenotipo pro-B (CD10-) y un alto conteo en el numero de leucocitos.
El prondstico es malo y la supervivencia es menor de 2 anos, por lo que el

trasplante alogénico es el tratamiento de eleccion > 9.

1.9.4. TRANSLOCACION E2A-PBX1 t(1;19)(q23;p13)

La t(1;19) se halla en el 25% de los nifios con LLA pre-B. Existen dos formas de la
translocacion: la balanceada t(1;19)(g23;p13) y la desbalanceada der(19)t(1,19).
La consecuencia molecular en ambas es la fusion del gen E2A localizado en
19p13 con el gen PBX1 en 1923, originando un gen quimérico cuyo producto es
una proteina aberrante que actua como un potente activador de la transcripcion.
Las caracteristicas clinicas de LLA con t(1;19) incluyen una edad media de 5 afios,
un recuento de células blancas de 21-28 x 10%L, altos valores de lactato
deshidrogenasa (LDH) y un indice de acido desoxirribonucleico (ADN) < 1.6 ©' 60,
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1.10. DIAGNOSTICO DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS

El diagndstico en caso de sospecha de LA se hace con base en las
manifestaciones clinicas, exploracion fisica y datos de laboratorio como el estudio

citoldgico, citoquimico, inmunofenotipico y citogenético ?* 9.

La evaluacion de la MO es esencial en el diagnéstico y manejo de numerosas
hemopatias y el aspirado de médula 6sea (AMO) es la técnica de eleccion para el

estudio citolégico de los elementos de las distintas lineas hematopoyéticas “°.

Finalmente, para establecer el diagndstico de leucemia aguda, el porcentaje de
blastos de sangre periférica (SP) o de MO debe ser mas del 20%, esto es con

base a las recomendaciones internacionales de la OMS @7,

1.11.2. INMUNOFENOTIPIFICACION DE LEUCEMIAS

Se define como inmunofenotipo al proceso de identificacién de los marcadores de
la membrana celular y citoplasmaticos que expresa una célula, en las diversas

etapas de su maduraciéon con el uso de anticuerpos monoclonales (36),

El inmunofenotipo de leucemias mediante citometria de flujo es un componente util
y necesario clinicamente para la clasificacion, prondstico y monitoreo de estas
patologias ya que contribuyen a definir grupos de riesgo y a determinar el origen

de las células neoplasicas si son de linea linfoide o mieloide (15)

Para determinar el inmunofenotipo, es recomendable el empleo simultaneo de
anticuerpos monoclonales (AcMo) citoplasmaticos y de membrana que permitan
identificar con mayor exactitud la poblacién blastica. La utilizacion del anticuerpo
CD45 combinado con el side scatter (SSC) es de gran utilidad, pues permite una

mejor identificacion y caracterizacion fenotipica de las células leucémicas ©7).
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Para determinar la positividad de una poblacién celular respecto a la expresién un
marcador especifico el grupo Europeo EGIL recomienda establecer un punto de

corte de mas del 20% %%
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2. JUSTIFICACION

El cancer es hoy en dia la segunda causa de muerte a nivel mundial y son las leucemias el
tipo histologico de mayor prevalencia en la poblacion pediatrica, las cuales representan en
México el 40% de todas las neoplasias. Una manera de clasificar a las leucemias agudas es
por medio de marcadores inmunoldgicos (inmunofenotipo), que se realiza por citometria de
flujo; con base a ello, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda ampliamente
seguir la clasificacién del Grupo Europeo para la Clasificacion Inmunolégica de las Leucemias
(EGIL) y de esta manera, establecer un diagndstico, pronostico y tratamiento especifico para

este tipo de enfermedades hematoldgicas en pacientes pediatricos.
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3. HIPOTESIS

La utilizaciéon de los criterios inmunolégicos propuestos por el Grupo Europeo para la

Clasificacion Inmunolégica de las Leucemias nos va permitir conocer el inmunofenotipo mas

frecuente en pacientes pediatricos.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Clasificar inmunolégicamente a las leucemias agudas (LA) aplicando los criterios propuestos
por el EGIL, para determinar el inmunofenotipo mas frecuente presente en pacientes
pediatricos con diagndstico de LA en el HIMFG, durante un periodo comprendido del 2010 a
2015.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Conocer la distribucién por grupo de edad y género de los pacientes diagnosticados
con LA del HIMFG.

2. Establecer la frecuencia de las leucemias bifenotipicas en pacientes pediatricos del
HIMFG.
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5. MATERIAL Y METODOS

Se llevd a cabo un estudio retrospectivo en el cual se revisaron los resultados de 549
pacientes pediatricos con diagnostico de Leucemia Aguda (LA) que acudieron al Hospital
Infantil de México Federico Gémez de enero de 2010 a diciembre de 2015. Se utilizaron los

criterios propuestos por el EGIL para clasificar a las LA (Véase Tabla 5)

5.1. CRITERIOS DE INCLUSION.

Pacientes menores de 18 afos de edad.
Pacientes con diagndstico de LA confirmada por citometria de flujo.
Ambos géneros.

Expresion de antigenos = 20%.

AN N NN

Pacientes del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

5.2. CRITERIOS DE EXCLUSION.

v' Pacientes sin expediente en HIMFG.
v' Pacientes con diagndstico diferente a LA.

v' Expresién de antigenos <20%.
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5.3. DIAGRAMA DE FLUJO.

Revision de datos » Elaboracién  de
demograficos y base de datos. \
resultados en el
area de Citometria
de flujo.

' Analisis de
Andlisis resultados.

estadistico.

Revision de bitacoras
en el drea de Biologia
Molecular para
busqueda de
traslocaciones.

Conclusiones

Figura 6. Diagrama de flujo.

5.4. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se analizaron mediante estadistica descriptiva. Se determinaron frecuencias y

porcentajes.
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6. RESULTADOS

Se reviso la bitacora de trabajo del laboratorio de citometria de flujo del Hospital Infantil de
México Federico Gomez, a partir de enero del 2010 a diciembre de 2015.

Se encontraron 549 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusién. De los cuales 302

(55%) correspondieron al género masculino y 247 (45%) al femenino (Figura 8).

Distribucién por genéro de pacientes
diagnosticados con LLA

Figura 7. Distribucion de los pacientes por género expresada en porcentaje.

El total de la poblacion de estudio fue dividida en cinco grupos de edad, basados en el Perfil
Epidemioldgico del Cancer en Nifios y Adolescentes de la Secretaria de Salud “”. En este
estudio las edades de los pacientes se encontraron entre 2 meses y 18 afos de edad, el
rango mas frecuente fue de 1-4 afios (31%) mientras que los pacientes menores de 1 afio,

representaron el menor porcentaje (Figura 9).
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Distribucién de los pacientes por grupos de edad
180
160
140
120
g
] 100
3
S 80
=z
60
40
20
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<1ANO 1-4 5-9 10-14 15-19 sin datos
AROS AROS AROS AROS de edad
|l No. De casos 26 171 150 141 43 18

Figura 8. Distribucion de los grupos de edades de los pacientes estudiados. Los resultados se

expresan en frecuencias.

De los 549 pacientes diagnosticados con leucemia aguda, 338 casos (61.6%) correspondieron
a LLA-B, 130 (23.7%) casos de LLA-T, 52 (9.5%) casos para LMA y finalmente las leucemias

bifenotipicas con 29 casos y que conformaron el 5.3% de la poblacion estudiada (Figura 10).
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Distribucién de las LA por inmunofenotipo

100

80

60

%

40

20

LLA- B LLA-T Mieloide Bifenotipicas

Inmunofenotipo

Figura 9. Distribucion de pacientes por inmunofenotipo

Los pacientes diagnosticados con LLA de linaje celular B se subclasificaron en subtipos. Los

resultados encontrados mostraron para el linaje Pro-B 47 casos (14 %), para el Pre-B comun

278 (82 %) y para Pre-B 13 casos (4 %) (Figura 11).
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Subtiposde LLA de linaje B

Pre-B

4%

Figura 10. Distribucion de los subtipos de LLA-B.

De la misma manera, se revisaron los datos de cuenta leucocitaria para cada paciente. Se
encontré que 374 pacientes (68.1%) tenian cuentas leucocitarias menores a 50,000 leu/mm?,
en 158 casos (28.8%) los recuentos de leucocitos fueron mayores a 50,000 leu/mm?® y

finalmente, no se encontrd este dato de 17 pacientes (3.1%) (Figura 12).
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Cuenta leucocitaria de los pacientes con LLA

Sin datos
3%

Figura 11. Cantidad de leucocitos en los pacientes diagnosticados con LLA.

Asimismo, se analizaron los 29 pacientes que cumplieron con los criterios de leucemia
bifenotipica aguda de acuerdo al EGIL, se encontré que 12 casos (41.4 %) se clasificaron

como fenotipo B/Mieloide, 13 (44.8 %) como B/T y 4 (13.8 %) pacientes como T/Mieloide
(Figura 13).
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Distribucién de leucemias bifenotipicas en
pacientes pediatricos

50

40

%

30

20

10

BIFENOTIPIA B/T BIFENOTIPIA T/M BIFENOTIPIA B/M

Tipo de bifenotipia

Figura 12. Distribucion de leucemias bifenotipicas en poblacion pediatrica del HIMFG. Los

resultados se expresan en porcentajes.

Ademas, se revisaron las bitacoras del area de Biologia Molecular para la busqueda de
alteraciones cromosomicas presentes en los pacientes con LA. De los 549 pacientes
estudiados se encontré que 140 (25.5%) pacientes presentaron una translocacion.

Se analizaron dos periodos diferentes a partir de enero del 2010 a mayo 2013 y de mayo
2013 a diciembre del 2015, esto es debido a que durante el primer periodo unicamente se
determinaban cuatro translocaciones (9;22), (15;17), (8;21) e Inv 16 y para el segundo periodo

se implementd un panel con 28 de translocaciones cromosdmicas.

Para la LLA durante los dos periodos se encontraron un total de 86 pacientes con alteraciones
cromosémicas de las cuales el cromosoma Ph fue el mas frecuente con 30 casos (34.8%), 17
(19.7%) presentaron la t(15;17) , 13 (15.1%) la t(8;21), seguida de la t(12;21) con 8 casos
(9.3%), después la t(1;19) se observd en 7 pacientes (8.1%) , la t(11;19) se detect6 en 3 casos
(3.4%), tres pacientes (3.4%) tuvieron la t(4;11), Inv 16 se encontré en dos pacientes (2.3%) y
finalmente las t(9;11), 1(3;21), y t(16;21) con un caso cada una (1.1%) (Figura 14).
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Figura 13. Distribucion de las translocaciones presentes en la LLA durante el periodo 2010-

2015. Los resultados se expresan en porcentajes.

Para la LMA se encontré un total de 56 pacientes, la translocacion (15;17) fue la de mayor

frecuencia con 25 casos que corresponden al 44.6%, 12 casos (21.4%) para t(8;21), el

cromosoma Ph se observd en 11 pacientes (19.6%), seguida de la Inv 16 con 7 casos
(12.5%) y finalmente la t(10;11) con 1 caso (17%). (Figura 15)
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Figura 14. Distribucion de las translocaciones presentes en la LMA durante el periodo 2010-

2015. Los resultados se expresan en porcentajes.

Finalmente, también se analizaron las alteraciones cromosomicas presentes en los pacientes
diagnosticados con leucemia aguda bifenotipica (BAL) encontrando unicamente dos pacientes

que presentaron la t(9;22) (Tabla 11).
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Tabla 11. Resultados detallados al aplicar la escala de EGIL y translocaciones presentes en

Puntuacion EGIL

las Leucemias bifenotipicas.

Translocaciones

Caso#

L R = - R - R e e e

L T o S
BB = & th B L M S B @ oem = o o B W b = B

0.0
30
35
35
35
30
30
35
0.0
0.0
i}
30
00
0.0
3.0
00
25
0.0
0.0
30
35
35
35
0.0
00
35
0.0
0.0
30

L-B

3.0
30
30
30
30
30
30
30
30
3.0
30
30
30
30
0.0
30
0.0
30
15
0.0
30
30
30
30
30
0.0
30
3.0
30

]

35
0.0
0.0
00
0.0
00
00
0.0
35
35
15
0.0
35
15
a0
35
35
15
15
15
0.0
0.0
0.0
15
30
30
35
5
0.0

Diagnostico final

BIT
BiM
BiM
BiM
BiM
BIM
BiM
BiM
BIT
BIT
BIT
BiM
BIT
BIT
™
BIT
MT
BIT
BIT
M
MiB

]
BIT
BIT
™
BIT
BIT
BiM

1(9;22)

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POSITVO
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

Inv 16

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

t(15;17) t{3:21)

Sin datos
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG

Sin datos
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG
NEG NEG

POSITIVO PARA1(9;22)

t{1;19)

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

ti4:11)

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

t12;21)

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
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7. DISCUCION

La Leucemia Linfoblastica Aguda, es el cancer que se presenta con mayor frecuencia en

pacientes menores de 18 afios 9.

En la literatura internacional se han descrito los factores de riesgo en este tipo de pacientes;
siendo los mas conocidos la edad, la cuenta de leucocitos al diagnostico, el tipo celular, la

presencia de alteraciones numéricas o estructurales entre otros ©°.

En el presente trabajo se revisaron un total de 549 resultados de inmunofenotipo por
Citometria de Flujo de pacientes pediatricos del HIMFG. Con respecto al género, la literatura
establece que la LLA es mas frecuente en nifos con respecto a nifias, con base a los
resultados obtenidos se pudo observar que la leucemia predomina en el género masculino
(55%), esto coincide con estudios previos realizados por Bekker Mendez et al. en el 2010
quienes estudiaron una poblacion de 638 pacientes con diagnostico de LA y encontraron esta
enfermedad presente en el 52.4% de hombres y 47.6% en mujeres. De la misma manera,
Muthappa A. et al. en un estudio realizado en Oman en el afio 2002 encontraron que el
63.89% correspondia al género masculino y en la Ciudad de México Jiménez Morales et al.
analizaron un total de 52 pacientes de los cuales el 55% de casos de LA eran del género

masculino y 45% para el femenino (2237, 38.41,4365),

La edad de los pacientes estuvo comprendida entre los 2 meses hasta los 18 afos de edad.
Los grupos de edades se hicieron con base a la clasificacidn de la Secretaria de salud “” . En
la literatura se reporta que el pico de incidencia de las leucemias agudas es de los 2 a los 5
anos de edad, y el rango de edad mas frecuente en la poblacion del HIMFG fue de 1 a 4 anos
(31%), seguido por pacientes de 5 a 9 afnos con un 27%. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Muthappa A. et al. en el 2002 en Oman quienes encontraron que la LLA se

37.%9) Esto nos dice que

presentd con mayor frecuencia en pacientes de 1- 10 afios (76.5%) ¢
las LA se pueden presentar en cualquier etapa de la vida, desde recién nacidos hasta
personas de la tercera edad, sin embargo, podemos observar que los nifos y nifas dentro de

este rango de edad son mas susceptibles de adquirir este tipo de enfermedades
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hematoldgicas.

El inmunofenotipo de mayor frecuencia en pacientes pediatricos fue la LLA de precursores B
(61.6%), ésta fue baja al compararla con la obtenida en la Ciudad de México por Jiménez
Morales et al. en 2008 que trabajaron con 52 pacientes y reportaron el 77.5% y por Bekker
Méndez et al. en 2010 quienes recolectaron datos de 8 hospitales de concentracién del area
metropolitana y obtuvieron 85.1% de prevalencia. También, en un estudio realizado por Coccé
C. et al. en 1991en Argentina, demostraron la prevalencia de la LLA-B con un 82.6%. A pesar
de que los resultados obtenidos en este estudio fueron menores respecto a los reportados por
otros autores, se confirmd que la LLA-B es la enfermedad hematolégica mas frecuente en

pacientes pediatricos  ° 13:26.29.50.33)

Con respecto a la LLA de precursores B, el subtipo de mayor frecuencia en los pacientes del
HIMFG fue Pre-B comun (CD10+) con un 82% lo cual coincide con un estudio realizado en la
Ciudad de México por Jiménez Morales et al. quienes observaron al subtipo Pre-B comun
como el fenotipo de mayor frecuencia con 67% . Se ha demostrado que los pacientes con
positividad para CD10+ tienen un prondstico favorable, es decir, reaccionan mejor ante la

quimioterapia en comparacién con aquellos que no lo tienen ®7),

Asimismo, se revisaron las cuentas leucocitarias de los pacientes incluidos en este estudio y
se encontré que en el 68.1% de ellos tuvieron el numero de leucocitos inferiores a 50,000
leu/mm?®. Se ha descrito que el nimero de leucocitos al momento del diagndstico es un factor
prondstico clave y universal que generalmente define a los pacientes como de alto o bajo
riesgo ya que pacientes con cuentas leucocitarias superiores a 50,000 leu/mm?® son
considerados como casos de alto riesgo, y por lo general requieren de un tratamiento mas

intensivo ©9.

Las leucemias bifenotipicas son raras en los nifios y representan menos del 5% de todas las
leucemias agudas ¢ 19 3235 66.67) En este estudio se encontrd que el grupo de leucemias
bifenotipicas correspondié al 5% de todas las leucemias, una vez mas nuestro resultado

coincidié con lo que se menciona en la literatura acerca de la frecuencia de este tipo de
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leucemia en pacientes pediatricos también concordé con los estudios realizados por Bekker
Méndez et al. en la Ciudad de México en el afilo 2010 quienes obtuvieron el 4.1% y con los de
Coccé C. et al. en Argentina en 2014 que reportaron el 2.4%. Sin embargo, no coincidieron
con lo obtenido por Dorantes et al. en México en el 2008 quienes también realizaron dichas
clasificaciones en pacientes pediatricos del HIMFG y obtuvieron el 28.3% de casos de

bifenotipia © 1319

El fenotipo que mas se presentd en los pacientes del HIMFG fue la B-T-linfoide con un total de
13 casos que representaron el 2%, dichos datos son similares a los obtenidos en estudios
previos realizados por Dorantes et al. quienes encontraron 7 casos para fenotipo B/T siendo
este el mas frecuente en su poblacion, no obstante, Owaidah TM et al. en el 2000 obtuvo que
el 65% de pacientes pediatricos en Arabia Saudita eran portadores de bifenotipia B/M y Al-
Seraihy et al. en el 2000 encontraron al fenotipo B/M (58.3%) como el de mayor frecuencia en

poblacion pediatrica de Malasia %18 26.43.67.68)

Se han determinado otros factores aparte de la edad, género, cuenta de leucocitos al
diagndstico e inmunofenotipo, los cuales también determinan una respuesta al tratamiento
como son las alteraciones genéticas ya sean numeéricas o estructurales. El analisis molecular
y citogenético en pacientes con LA, se basa principalmente en la busqueda de alteraciones
cromosomicas mediante la técnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH) o Reaccion en

cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) ©2),

Las translocaciones mas frecuentes en la LLA son: 1(9;22), t(4;11), 1(1;19) y la t(12;21). Las
tres primeras alteraciones son consideradas de muy mal prondstico y ademas, se asocian con
falla terapéutica, especialmente la t(9;22); por el contrario, la t(12;21) esta asociada con un

buen prondstico (1.

De los 549 pacientes con diagndéstico de LA analizados en este estudio, se encontré que 140
(25.5%) tenian alteraciones cromosémicas. Como se mencion6 antes se dividieron en dos
periodos debido a la diferente forma de trabajo que se empled para cada uno de ellos. Para la

LLA se observd al cromosoma Ph como la translocacion mas frecuente con 34.8%. Este
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resultado no es similar con lo que actualmente se reporta en la literatura ©% 3! )

ya que la
presencia de esta translocaciéon en pacientes pediatricos es menor al 5% y se confirma con lo
reportado en México por Jiménez Morales et al. quienes obtuvieron el 3.8%, con lo descrito
por Cravioto Daniel et al. (3.8%), con lo informado por Morales Peralta et al. (5.6%), con lo
observado por Pérez Vera et al. (2.7%) y con lo estudiado por Bekker Méndez et al. (1.8%),

(5, 26, 16, 38, 46

todos para la misma translocacion ). Se desconoce la causa de la alta frecuencia

obtenida para la 1(9;22).

La t(12;21) se presentod en el 9.3% de la poblacion estudiada; sin embargo, este resultado no
coincide con el 3.8% que reportaron Daniel Cravioto et al. pero es similar a los obtenidos en
el estudio realizado por Ariffin H et al. en 2002 en Malasia quienes encontraron que la
frecuencia para el reordenamiento TEL-AML1 fue del 13.3 % para China y del 22.2 % en

Malasia ¢ 19,

En este estudio la t(1;19) se detectd en 7 pacientes (8.1%), esta frecuencia es baja si la
comparamos con lo obtenido en México por Jiménez Morales et al. en 2008 quienes

obtuvieron un 11.5% para esta translocacion .

La t(4;11) se describid unicamente en 3 pacientes (3.4%), esta frecuencia es muy baja
comparada con lo reportado en la literatura que menciona que dicha translocacién en nifios
mexicanos con LLA es una de las mas altas del mundo y esto se corrobor6 con el estudio
realizado en México por Daniel Cravioto et al. quienes encontraron una frecuencia del 65.4 %
para la t(4;11). A pesar de esto, nuestro resultados fueron similares a los obtenidos en México
por Bekker Méndez et al. en 2010 quienes detectaron esta translocacion en 1.4% en una

poblacion similar © 19,

Para la LMA se puede observar que la translocacion de mayor frecuencia es la (15;17), la
deteccién de estd es fundamental en lo pacientes con la variedad LMA-M3, pues es la
causante del detenimiento de la maduracion de la linea mieloide (paso de promielocito a
mielocito), con la cual una vez detectada, el paciente se vuelve candidato al tratamiento con

acido trans-retinoico (ATRA), el cual promueve la diferenciacién celular de la linea afectada

39



(36)

Finalmente, se analizaron las leucemias bifenotipicas agudas (BAL), se encontraron
unicamente dos casos de nifios que presentaron positividad para la t(9;22). Sin embargo,
cabe mencionar que en este tipo de leucemias no existe una anomalia citogenética especifica,
pero si se puede observar con mayor frecuencia la t(9;22) ©% °"). Nuestros resultados
coinciden con lo que esta reportado en la literatura ya que la alteracion que mas se observo
en pacientes con BAL es la t(9;22) ©). Esta anomalia genética confiere a los pacientes con LLA
un prondstico pobre a menos que sean tratados con inhibidores de tirosin cinasa o bien que

se les realice un trasplante de células progenitoras hematopoyéticas ®),

Los estudios citogenéticos han sido una contribucion muy importante en pacientes con LA, ya
gue nos permiten saber si existen alteraciones cromosomicas y de esta manera establecer un
pronostico dependiendo del tipo de las mismas. También son de gran ayuda para la
estratificacion de los pacientes en grupos de riesgo ya que favorecen al oncoélogo para que

brinde un tratamiento menos agresivo y toxico para los pacientes que asi lo requieran %314,
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8. CONCLUSIONES

Los criterios propuestos por el EGIL nos permitieron clasificar inmunolégicamente a las
leucemias y conocer su frecuencia en poblacion pediatrica del HIMFG. De las diversas
caracteristicas inmunofenotipicas predomino el Pre- B comun y la leucemia de linaje

ambiguo B/T.

Los resultados obtenidos para género y edad concuerdan con lo reportado a nivel

nacional e internacional acerca de las leucemias agudas.

Esta clasificacion ayuda a ponderar el riesgo para establecer el tratamiento de los
pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda, ya que al presentar bifenotipia estos
pacientes se catalogan como de alto y se requiere de un esquema de tratamiento de

mayor intensidad.

La frecuencia de las leucemias bifenotipicas agudas fue del 5% lo cual es similar a lo

reportado por otros estudios realizados.

En pacientes pediatricos con Leucemia de linaje ambiguo se observo la presencia de la

translocacion (9;22).

41



9. PERSPECTIVAS

Es muy importante la implementacién de estudios inmunofenotipicos, citogenéticos y de
biologia molecular en las instituciones del Sector Salud asi como el analisis de todos los
factores prondsticos en pacientes oncoldgicos ya que de esta manera se puede proporcionar
un diagndstico certero que permitira ofrecer un tratamiento mas eficaz, con la finalidad de
brindar una terapia menos agresiva cuando se identifiquen caracteristicas que lo definan

como de bajo riesgo.
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11. ANEXOS

CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo (CMF) es un método rapido para la deteccion, cuantificacion y
caracterizacion de células o particulas que estén suspendidas en un fluido, es una técnica
que genera informacion de manera objetiva, sensible y multiparamétrica, por lo que se ha
incorporado a los laboratorios clinicos y se ha convertido en una herramienta de gran ayuda
en el estudio de las enfermedades hematoldgicas. Dicha técnica entrega informacion sobre el
tamafo celular, la granularidad o complejidad interna, asi como también la intensidad de

fluorescencia relativa que poseen las células en estudio ©°.

Algunas de las aplicaciones de la CMF son: inmunofenotipo de leucemias, subpoblaciones

linfocitarias (CD4 y CD8), cuantificacién de ADN entre otras ©%.

FUNDAMENTO

Se basa principalmente en hacer pasar una suspension de particulas (generalmente células)
alineadas una a una por delante de un haz de laser focalizado. Al incidir el rayo laser sobre las
células, éstas dispersaran la luz de manera vertical u horizontal midiendo complejidad y

tamafio celular, respectivamente (Figura 6) (Véase anexo 11.1) @4 48).
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Figura 15. Fundamento de la CMF (Tomado de http://epidemiologiamolecular.com/citometria-flujo/)


http://epidemiologiamolecular.com/citometria-flujo/

DETERMINACION DE INMUNOFENOTIPO POR CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo para la determinacion de inmunofenotipo se realiza en muestras

provenientes de aspirado de médula 6sea (AMO).

Las células se tifien con los siguientes fluorocromos y antigenos: CD19/FITC, CD79a/Pe,
CD45/PerCp, CD34/APC, TdT/FITC, MPox/Pe, cCD3/FITC, CD7/Pe, CD10/FITC, CD20/Pe,
CD22/Pe, CD3/FITC, CD5/FITC, CD15/FITC, CD8/Pe, CD2/Pe, CD7/Pe, CD13/Pe, CD56/Pe,
HLA-DR/FITC, CD61/FITC, CD36/FITC, CD117/Pe, CD33/Pe, CD64/Pe, CD16/Pe, CD14/Pe.

Las muestras que se recibieron durante el periodo del 2010 a mayo del 2014 se adquirieron
en un citometro FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences) y se analizaron utilizando el
programa CellQuest (Becton Dickinson Biosciences). Y las muestras que posteriormente
llegaron se procesaron en un citometro FACSCanto Il y fueron analizadas mediante el

programa DIVA.

Finalmente se establece un punto de corte si mas del 20% de las células en estudio

reaccionan con un anticuerpo monoclonal como criterio de positividad para ese Ac.

Se marcan tres tubos como 1, 2 y 3 a los cuales se les agregan 5 uL de los siguientes
marcadores: para el tubo 1: CD45, CD34 y CD19, para el tubo 2: CD45 y CD34, para el tubo
3: CD45, CD34, CD3 y CD7. Después se le adicionan 100 yL de muestra y se incuban
durante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Transcurrido el tiempo se le agrega 1
mL de solucion de lisis y se vuelve a incubar por 10 minutos con las mismas condiciones.
Después se centrifuga a 1500 rpm durante 5 minutos, se decanta el sobrenadante y se
adicionan 500 uL de solucion permeabilizante, se vuelve a incubar por un tiempo de 10 min.
Se hace un primer lavado afiadiendo 2 mL de solucidon PBS, se centrifuga a 1500 rpm por 5
minutos, se decanta el sobrenadante y se agregan los siguientes marcadores: tubo 1: CD79,
tubo 2: TdT y MPox. Se incuban por 15 minutos, se hace un segundo lavado agregando 2 mL
de solucién PBS, se centrifuga con las mismas condiciones de tiempo y rpm, se decanta el

sobrenadante y se le adicionan 500 uL de formaldehido y finalmente se lee en el Citdmetro de
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flujo (figura 6).

Tubo 1
CD45, CD34,
CD19
Tubo 2
e | Dy [ 22
i
_ marcador | LEEE

Tubo 3
CD45, CD34,
CD3, CD7
Adicionar 2mL de & r:;?::;r ao'i:'1 0
PBS ol

Centrifugar 1500 Decantar
rpm por 5 min sobrenadante

flujo.

Leeren el
citometro de

: [ o 1 IncubaraT® | Adicionar 1000 |
Adicionar 100 ambiente por 15 uL de solucion
J pL de muestra min. de lisis

kel
=

\ 4

Incubara T°
ambiente por 10
min.

iyl

Adu:lonar 500 uL <j Decantar <:l Centrifugar 1500
permeab]llzante sobrenadante . rpm por 5 min

Adicionar5 plL de

marcador: | IncubaraT® ' ' w '
Tubo 1: CD79 E> ambiente por 15 |:> Ad'c"’rl‘,aé;m" de

Tubo 2: TdT, MPox min.

<

<] Adlcrli'l:;500 <:I Decantar <:l Centrifugar 1500
formaldehido _ sobrenadante ] | e por 5 min

Figura 16. Procedimiento para determinar inmunofenotipo de leucemias
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