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INTRODUCCION

Las leucemias agudas resultan de la transformacic’m y expansion clonal de un
progenitor celular de la médula ésea o timo.. Lasr lchemiés agi:das linfoides
(LAL) en el adulto tienen una frecuencia de 1/1 O0.000‘habitantes' por aflo. Se
pueden clasificar en base a la expresion dé ahtigenos celulares
(inmunofenotipo) identificados mediante citometria de flujo, los cuales permiten
determinar la estirpe y el grado de maduracion de las células neoplasicas.'?

La infiltracion del sistema nervioso central (SNC) por via hematdgena o
invasion directa puede involucrar las meninges, raices nerviosas y parénquima
cerebral® y ocurre entre el 1-15% de los adultos al momento de su
presentacion. Sin el empleo de profilaxis al SNC, aproximadamente un tercio de
fos pacientes desarrollara eventualmente infiltracién = nerviosa, y la
supervivencia libre de eventos a SNC a 5 afos es del 42%.5° De acuerdo a
informes del departamento de Hematologia y Oncologia del . Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), el 15% de los
pacientes con LAL recaen de manera aislada en el SNC y el 4% lo hacen de
manera concomitante en médula dsea (Velazquez, datos no publicados de
pacientes vistos en el INCMNSZ de 1995 al 2001). Aproximadamente, el 20-
40% de los pacientes con recaida en el SNC permanecen sin afeccion
leucémica en otros sitios corporales.? Por otro Iado,‘los pacientes con LAL e
infiltracion al SNC pueden cursé} asintomaticos hasta en una tercera parte de

los casos; mientras que en aquellos con sintomas, éstos incluyen datos de
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craneo hipertensivo, afeccién de par craneal y nervios periféricos, asi como
sindrome hipotalamico, entre otros.?

La variabilidad en la prevalencia de infiltracion al SNC en paéientes con_ LAL
descrita en series prewas en parte puede deberse a la falta de una adecuada
prueba dlagnostlca. La observacion 'directa de Ias células a traves de /laA
mlcroscopla —cntologla—. reconocida como el estandar de oro. tlene una
sens:bllndad que oscila entre 45-94% en analisis de una muestra y del 93% en

muestras senadas.a9 Esta sensibilidad es sumamente variable ,y -que Iav

adecuada mterpretactén del LCR depende del tipo infiltracion (focal o dlfusa), la

forma de recolecc:én cantldad y procesamiento de la muestra debldo a que la

citocentrifugacion puede ocasionar lisis celular, ®lo que puede dar Iugar ala alta
frecuencia de falsos negatlvos (40%).2* Por otra parte, los falsos posmvos
pueden deberse a la presencia de elementos hematologlcos anormales. Ids
cuales pueden " reflejar ° cambios por qunmloterapla- previa, mfeccu:’m
intercurrente o dilucién de sangre periférica.®'® Para évitaf'la Vfavlta de deteccion

de casos verdaderamente positivos, se ha recomendado obtener muestras de

por lo menos 10.5 mL, de preferencia del smo con afeccnon conocnda. un

procesamiento inmediato, y conﬁrmaclén en: caso' de ‘una citologia inicial

positiva,® siendo la gran mayoria de estas recomendacnones de’ dlf’cnl apllcacnén'

en la practica clinica.
De tal forma que hasta el momento no se cuenta con un método adecuado para
la deteccion de la infiltracién del SNC en pacientes con LAL.'35'""3 g5 asi

como en 1985 un grupo de expertos se reunié con el objeto de definir los
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criterios de mf'ltracnon del SNC en pacnentes con LAL a partir de un Consenso‘

definicion que hasta la fecha se consudera como el estandar de oro: la

presencia de por o menos 5 Ieucoc:tos/pL en el LCR con morfologia®

mequlvocamente blastica en una muest cntocentrlfugada “ A pesar de-que

algunos autores conslderan esta deﬁnxmon como adecuada ° recientemente su

utilidad ha sido cuestlonada ':"5"5 ya"~que las nuevas ' técnicas de

inmunotipificacion han permmd unai mejor: identificacién de  poblaciones
celulares inmaduras aun en célﬁlaskcuya morfologia es aparentemente normal.
Esto es posible debido a que técnicas como la citometria de flujo pueden.:

identificar la expresion de . antigenos  especificos de ' dichas células.’® La

debilidad de la definicion del consenso de Roma se hizo evideﬁte en' el éétddia

de Mahmoud et al, qulenes mostraron que la evolucuén clinlca de pacnentes con
menos de 5 leucocitos/pL fue. similar a Ia de aquellos pacnentes qunenes

cumplian - con el criterio de mfltraclon recomendado por el consenso de

Roma.'®

E! diagnéstico de leucemia .con :‘T‘nﬁlti'acién, del SNC ti'eljlre‘,"aaérhés;qhia;

implicacién - pronéstica debido .a que . se relaciona con Ia du}éqibnt'dé vla
remisién® y de su tratamiento. Por otro lado, estos métodos de;{rata»miento‘
pueden asociarse a la presencia de muiltiples efectos coléteralés ct':”rr'ior son los -
trastornos neuropsicolégicos, problemas de aprendizaje y tuvméres cerebrales
secundarios (1-1.39%) —riesgo hasta 20 veces mayor que en la poblacién

general— ©.9.1720
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Debido a la gran variabilidad en los resultados de la prueba considerada hasta
ahora como el estandar de oro y a que el diagnésﬁco de infiltracion a SNC por
leucemia _tiene . implicacidn pronodstica, se han tratado de identificar otros
meétodos diagndsticos mas sensibles y especificos, entre ellos la medicién del
contenido de DNA,2' niveles de ferritina, beta 2 microglobulina e isoformas de la
lactato deshidrogenasa ?? en LCR; ademas de estudios de imagen."?® .

Pese a que la citometria de flujo ha demostrado ser (til en detectar enfermedad
minima residual en médula 6sea de pacientes con LAL,?¢ ios estudios iniciales
de inmunotipificacidn para diagnodstico de infiltracion leucémica del SNC han
mostrado resultados discordantes;'37821.25.26 | g5 investigaciones practicadas’
por Redner et al, y Subira et af1?%?7 fueron pioneras en citometria de flujo.
Redner empled la  identificacion del antigeno CD10 en 5 pacientes,
concluyendo que los marcadores celulares podrian ser Gtiles en el diagndstico
de esta manifestacion.  Por otra parte, Subira?’ empled anticuerpos
monoclonales contra CD3, CD7, CD5, CD10, CD19 y CD34 en LCR para .
identificar infiltracidon del SNC por LAL y encontré que todos los pacientes con .
citometria de flujo negativa y citologia positiva, permanecian sin inﬁltfacjén. Sin

embargo, la administracién en el tratamiento (“intensificacion”), en ‘aquellows

pacientes con citometria de flujo positiva y citologia h’e’gafi\ié,"
pudiese corroborarse la validez de este nuevo r’nétbdro.wLosk autores
concluyeron que la citometria de flujo ofrece resultados mas ‘rapidos y éon
mayor sensibilidad que la citologia del LCR en el diagndstico de infiltracion

leucémica de leptomeninges, pudiéndose recomendar su uso en todo LCR de

mpidic que -



este grupo de pacientes. La comblnacmn empleada por Subira®” de los

marcadores CD10 y CD34, podria tener gran utilidad clinica ya que estos

antigenos no son expresados en linfoc s del SNC de pacientes con leucemia

sin afeccidn del SNC, pese a ,vque‘-‘se; ha demostrado su existencia en

numerosas células del cuerbo, incilyl;idésv’ el endotelio y el tejido cerebral.?282?

Otra técnica "“empleada en la deféccién de infiltracidn del SNC ha sido la
medicidon en LCR de beta 2 microglobulina, que es sintetizada principalmente
por linfocitos y cuyo incremento refleja un aumento en el recambio de estas

células. No obstante, los resultados como herramienta diagndstica han_ sido

contradictorios, existiendo incluso cifras de sensibilidad del 100% 'y

especificidad del 75%.7-3%-34

Finalmente, la elevaciéon de los niveles de ferritina en el LCR de pacientes con

leucemia también ha sido propuesta como un marcador Util en la deteccion de
pacientes con infiltracion al SNC, aunque los resultados también han mostrado

discordancia.®*37

Es asi, como la alta prevalencia de infiltracion al SNC en pacrentes con LAL y la -

implicacién prondstica de esta manifestacion, expresa la necesndad de buscar

una mejor herramienta para su diagndstico: temprano De “tal

decidimos realizar un estudio con el ob;eto de evaluar la ut dad de Ia cntometria

de flujo, concentraciones de ferritina y beta 2 mtcroglobullna en LCR en el

diagndstico de la infiltracion del SNC en p,aclentes con LAL.




HIPOTESIS

Hipotesis 1: La utilidad de la citometria de flujo es superior a la de la citologia
para el diagnéstico de infiltracion del SNC en pacientes con LAL R
Hipdétesis 2: La utilidad de la medicion de ferritina en el LCR ‘es superlor a la de
la citologia para el diagndstico de infiltracion del SNC en pacnentes con LAL.

Hipodtesis 3: La utilidad de la medicion de beta "2 mlcryogl’ob’uhna'en LCR es

superior ala de la citologia para el diagnéstico”de: infiltracién del SNC en

pacientes con LAL.

OBJETIVOS . .
1. Conocer 1a utllldad de Ia cxtometrla de flujo en el LCR en el dlagnéstxco
de mfltracuon leucémlca del SNC en pacientes con LAL. ] -
2. Conocer la utllldad de las concentraciones de ferntlna en el LCR en el
dlagnostlco de mf‘ltracnon leucémica del SNC en pacnentes ccn LAL
3. Conocer Ia utllldad de las concentraciones de beta 2 mlcroglobulma enel.
LCR -en - el dlagnéstlco de .infiltracién leucémica . del SNC en pacientes

con LAL.

MATERIAL Y METODOS

Estudio transversal en el . cual se inbluyeron a tykodos los pécientes con
diagnéstico de Ieucemia aguda Iinfofde (LAL) o LAL co‘n expresion aberrante de
marcador mieloide, y pacieﬁtes en fase blastica finfoide de leucemia mieloide

cronica (LMC), étendidés eh el depsdahento de Hematologia y Oncologia del




INCMNSZ, entre enero y_julio del 2002. El diagndstico de fase blastica en LMC
y de leucemia aguda se establecid con base a la presencia de 230% blastos en
el aspirado de médula dsea; y su estirpe fue definida de acuerdo a la expresidn
de 2 6 mas marcadores linfoides (punto de corte 230%) o mieloidesb (punto de
corte 220%). La leucemia aguda linfoide con expresion aberrante de marcador

mieloide fue definida por la expresion de 2 ¢ mads marcadofes linfoides y

mieloides.

En estos pacientes se determind ' a.  través: del  expediente . clinico las
caracteristicas clinicas y demograficas al momento del diagndstico; asi como ia

clasificacion de la LAL de acuerdo a la French-American-British (FAB) y al

inmunofenotipo.

De acuerdo al protocolo 0152, la deteccion y quimioprofilaxis (metotrexate 12.5

mg y arabindsido de citocina 80 mg) de infiltracion leucémica al SNC se:'réalizé',

mediante puncion lumbar de la siguiente forma:

1. -En caso de existir infiltracidén: 2 punciones lumbares por. semarpé parala

qué “dos -

or. analisis
citolégico. ) : i =
2.. En caso de no existir infiltracion: puncion ‘Iﬁf\ﬁbalf‘~é'ﬁ_ ilés‘sekrn‘anés 0 1, 4,
5, 7,9, 11, 25, 28 y 32 de realizado el diagndstico, y posteriormente

cada 3 meses durante los primeros 2 afos de vigilancia.
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Durante cada una de las punciones lumbares se obtuvo una muestra de 7 mL
de LCR previa a la aplicacién de la QTIT, la cual fue utilizada de la siguiente
manera: 1 ml para conteo celular, 1 mL para realizacion de citoquimico general
(pH, glucosa, DHL, proteinas), 4 mL para medicidon de beta 2 microglobulina,
ferritina y citometria de flujo y 1 mL para la citologia.

El estudio citologico fue realizado por un meédico hematdlogo de base quien
estuvo ciego al diagndstico y condicidn clinica de los pacientes, asi como por 2
médicos residentes de 3er afio del curso de Hematologia. Las muestras
analizadas por citologia fueron clasificadas en 4 grupos: 1) Citoldg‘ié posﬁiva
para infiltracion, si existian mas de 5 leucocitos/uL con blastos 'en uné muestra
citocentrifugada. 2) Citologia negativa para infiltracién, ante la ausencia de
blastos. 3) Citologia indeterminada, ya sea por la presencia de nucleos
desnudos o células mononucleares en una muestra citocentrifugada, y 4 6
menos leucocitos/uL. 4) Traumatico, si existian 10 & mas eritrocitos/uL. Estas
tltimas fueron eliminadas del analisis. El resuitado definitivo (positivo, negativo,
indeterminado o traumatico) fue aquel en el que coincidieron por lo menos dos
de los tres observadores. Por otra parte, las muestras interpretadas como
indeterminadas por dos de los tres observadores fueron consideradas como
positivas en el analisis final, ya que se ha demostrado que la evolucién clinica
de los pacientes con menos de § leucocitos/pl en el LCR es similar a aquellos
cuyo diagndstico de infiltracion considera a los criterios del consenso de

Roma 14,15




Como grupo control incluimos 20 pacientes del mismo instituto sin neoplasia

hematologica en quienes se realizd punciéon lumbar .y toma‘v_de LCR bor

indicacion del médico tratante: 7 muestras correspondieron.a’ pacientes ‘con

| na vy beta 2

microglobulina se almacenaron a  —20° C. hasta:; su i utilizacion, prévia

centrifugacién para eliminar las células.

Ferritina: La cuantificacion de ferritina en el LCR se réélizé"médiarit'é ‘uij‘méto’do
automatizado en equipo Elecsys de Roche (Hirtachir, :Tokio," J‘a'pér;ni e’l‘ g:uai
emplea el principio de electroquimiocluminiscencia. El método es ei sTQuiente: en
la primera incubacidn se mezclan 15 pL de la muestra con el anticuerpo
monocionat ferritina-especifico y el anticuerpo monoclonal ferritina-especificb
marcado con rutenio. En la segunda incubacidon se agregan las microparticulas

marcadas con estreptavidina, formandose el com

plejo estreptavidina-biotina.
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Finalmente, la mezcla es aspirada y colocada en una celda donde las
microparticulas son magnéticamente capturadas en Ila superficie de un
electrodo. Las substancias no capturadas son removidas. Al ap}icar corriente,
se induce la emision de quimioluminiscencia que es medida con un
fotomultiplicador. Los resultados se determinan por una curva de calibracion.
Beta 2 microglobulina: La beta 2 ‘'microglublina se midi® por un método
semiautomatizado nefelométrico (Minineph, The binding site, Birmingham, UK)
basado en la reaccidon de la beta 2 microgiublina con un anticuerpo especifico
unido a particulas de latex. El método es el siguiente: se diluyen 780 pL de
buffer y 20 uL de la muestra control o del LCR (dilucion 1/40). De dicha dilucién
se colocan 30 L, y se agrega el anticuerpo, dejandose en incubacion en 30
minutos para la lectura final por el sistema nefelométrico.

Citometria de flujo: Para la identificacion de los antigenos asociados a linaje
linfoide de células B y de células T (inmunofenotipo), asi como para evaluar la
maduracion de las células presentes en el LCR, se emplearon las siguientes
combinaciones de anticuerpos monoclonales conjugados con isotiocianato de -
fluoresceina (FITC) o con ficoeritring (PE): CD19/CDS5, CD10/CD34 y CD4/CDS8.
Se incluyd ademas un control de isotipo para eliminar la autofiuorescencia y el
CD4a5s (conjugédo con PerCP) para identificar a la poblacion de blastos. EI LCR’
se distribuyd en 3 tubos, cada uno con 500 pL del LCR y 10 uL de la
combinacion de anticuerpos monoclonales. Una vez mezclados, se incubo por
30 minutos a 4-8° C, y posteriormente fu_e lavado con buffer salino fosfato

(PBS) para eliminar los anticuerpos no fijados. La muestra fue centrifugada a

s

& PRER——
o



1200 rpm durante 5 min, y decantado el sobrenadante. Se agregaron 400 L de
PBS y 100 pL de paraformaldehido 1% para fijar la muestra. Para la lectura de
fluorescencia se utilizd un citdmetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, San
José California, EUA) y el porcentaje de células expresando los marcadores de

linea se obtuvo por analisis con el programa Cellquest (Becton Dickinson).

Las muestras obtenidas de los controles no fueron analizadas por citometria de
flujo por dos razones: 1) en el estudio efectuado por Subira et al/, no se
demostro la presencia de células con expresion de CD10 y CD34 en el liguido
de los pacientes controles.?” 2) Por oytro lado, Homans et al,’® quien empled

anticuerpos monoclonales para la identificacidon de linfoblastos en el LCR

mediante técnica de microesferas de latex (inmunoesferas), demostré que. en
los individuos sanos y con LAL sin infiltracion en SNC empleados :cémo
controles, la expresion de CD10 oscilo entre 0-3% y 0-10% respectivamente,
mientras que en aquellos infiltrados la expresion varid entre 13-92%. Estos
hallazgos fueron concordantes al estudio realizado por la misma autora en
1990.'° donde la expresion de CD10 en células blasticas oscild entre 55 y 88%,
mientras que la de los controles (pacientes con LAL en remisidn o en
mantenimiento e individuos sanos) entre 0.8+1.1%. En este udltimo estudio el
punto de corte para positividad de CD10 se establecid a 2 desviaciones
estandar del normal, es decir >3%. Con este punto de corte practicamente
todos los pacientes con LAL al diagnodstico tuvieron LCR positivos para CD10

(5.4£11%) sin tener datos de infiltracion. Dicho hallazgo no pudo tener una




adecuada explicacion por parte de los autores, hipotetisandose que dicha
poblacion fuera de sangre periférica (poco probable), y concluyéndose que
dicho hallazgo pudiese significar infiltracion leucémica oculita. Por este motivo
nuestro estudio tomé como punto de corte 10%. Finalmente, dado que Ia
cantidad de células en el LCR es sumamente variable —el nimero de eventos
contados (programados en el citdmetro) oscilé entre 500 y 10000, y ios eventos®
en ventana entre 30 y 8000— se eliminaron aquellas muestras con 30 & menos
células, con el objeto de que Ia'pbsi‘ti;/idad de una sdla célula para CD10 o6

CD34 no excediera el limite normal superior encontrado en otros estudios.'®'®

Anadlisis estadistico. ‘Laﬂs - ?nafqlé_s, didggérhi%:és "fu‘ on éxpresadas en
frecuencias y porcentajes, mieﬁ(rés que :j:asV Eoﬁt uas en mérdia's, medianas y
desviacion estandar. - La  utilidad 'diag'névsti:cla' dee.",los ,_vdiférer'nrtes métodos
evaluados fue determinada con base é 'Ioé valoreé de  sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo, y razédn de verosimilitud
positivo y negativo. Para evaluar la precision del estandar de oro (citologia)
realizamos pruebas de concordancia entre los 3 observadores. Las diferencias
fueron evaluadas utilizando la prueba de Kappa simple. El analisis bivariado fue

realizado con la prueba de x? con correcciéon de Yates en el caso de las

variables dicotomicas y U Mann-Whitney en el caso de las continuas.

Consideraciones éticas. Este proyecto fue registrado y aprobado por el

Comité Institucional de Investigacién Biomédica en Humanos del INCMNSZ
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(numero de proyecto 1144). El ingreso al protocolo no modificd la vigilancia ni el

tratamiento de la leucemia.

RESULTADOS

Se incluyeron 75 muestras de LCR de 31 pacientes (tabla. 1): 16 mujeres
(53.3%) y 15 hombres (46.7%), con diagndstico de LAL (25), LAL con expresion
aberrante de marcador mieloide (3), crisis blastica de LMC (1), linfoma
Iinfobléstico (1). y 1 paciente del cual no pudieron ser obtenidos sus datos
clinicos. De acuerdo a la expresion de antigenos especificos, 25 pacientes
presentaron leucemias de estirpe B (80.6%) y 5 pacientes cursaron con

leucemias de estirpe T (16.1%). La media de edad fue de 30.47+£12.43 anos

(intervalo 16-62 arios).

De las 75 muestras iniciales, 5 fueron eliminadas del analisis por citometria de
flujo por ser insuficientes (3.3%); mientras que las 2 muestras (1.5%)
traumaticas no se emplearon para ninguna de las pruebas estudiadas en'el
trabajo. El nimero final de muestras analizadas fue de 68, y de acuerdo al
examen por citologia 5 fueron positivas, 5 indeterminadas y 58 negatiVas.
Ademas, de las muestras obtenidas para el analisis de beta 2 microgloguliné yr
ferritina, 2 (1.5%) y 3 (2.25%) muestras se extraviaron respectivamente. EI

analisis citoquimico del LCR no se realizdé en 11 muestras (8.25%).




En e! analisis interobservador no existi®6 buena concordancia de resultados
entre los médicos, siendo la maxima variacidn entre las muestras reportadas

como indeterminadas (kappa 0.148-0.387) (tabla 2).

En la tabla 3 se muestran los pacientes con citologia positiva e indeterminada y
aquellos . con citometria positiva y citologia negativa,” con sus valores de
ferritina,  beta 2 microglobulina, y expresiéon de los antigenos CD10, CD34,

CD10/34 y CD18 correspondientes.

En la tabla 4 se muestran los valores del analisis univariado y bivariado de beta
2 microglobulina, ferritina, pH, DHL, glucosa y proteinas del LCR en los
pacientes positivos y negativos para infiltracion leucémica del SNC. La DHL
estuvo elevada (mayor a 40 U/mL) en 4% de las muestras, 2% presentaroﬁ
hipoglucorragquia (menos de.40 mg/dL) y 10% tuvieron hiperproteinorraquié
(mayor a 46 mg/dL). De acuerdo al analisis bivariado, ninguna de las variables
del estudio citoquimico demostfé significancia estadistica para infiltraciéﬁ (tkéjblar,
4) ni tampoco existid correlaciéon (Spearman) entre ellas. ‘ e
Los valores de sensibilidad (S), especificidad (E), valor predi;tch; fpbsitivo y
negativo (VPF’.’ k\klPN'), y las razones de verosimilitud positiva y negativa (RVP,

RVN) de las pruebas evaluadas fueron los siguientes:




Citomnetria de flujo: (fablas 5—7)
Para las rnueétras identiﬁcadas como positivas por citologia:

A." Sensibilidad (S) 80

B. Especnfcndad (E) 94

C. Valor predlcltlvo positivo (VPP): 57

D. Valor predicitive negativo (VPN): 98 :
E. Razdén de verosimilituq posmvo (RVP): 1 3.3

F. Razékn' de verosimilitud negatri\‘/é;’ (RVN) 0>.21'

8=70, E-—-95 VPP 70, VPN"95 RVP—11 6 RVN 0.31.

El valor de referencla de beta 2 mlcroglobullna y ferritina obtenida de los
su;etos controles fue de 1.4+2 mg/L y 6.418 ug/L respectivamente, el cual
coincide con ' los valores previamente reportados en otras series.>*%7 Los
valoreé de referencia para los casos, se establecieron con 2 desviaciones

estandar de la media obtenida. La beta 2 microglobulina estuvo elevada en 17
.
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pacientes (22.7%) y la ferritina en 7 pacientes (9.3%) (tabla 8). El promedio de
beta 2 microglobulina en las muestras de LCR negativas e indeterminadas por
citologia fue de 2.05 mg/L (DS 1.51) y en la ferritina fue de 7.03 pg/L (DS 4.63).
En las muestras positivas por citologia para infiltracidn estos promedios fueron
de 2.29 mg/L (DS 2.52) y 45.76 pg/L (43.43) respectivamente, aunque no

alcanzaron significancia estadistica (p=0.846 y p=0.160 de manera respectiva).

DISCUSION

La prevalencia de infiltracion leucémica del SNC es elevada en los pacientes
con LAL, y tiene una implicaciéon 'pronéstica y terapeutica. El estandar de oro
aceptado actualmente es la citologia, sin embargo su utilidad ha sido
cuestionada. Es por eso que decidimos evaluar otros métodos diagndsticos

como la citometria de flujo y los niveles de ferritina y beta 2 microglobulina.

En el presente reporte encontramos que la citologia solo fue capaz de detectar
5 casos positivos mientras que la citometria detectd 10 (tabla 5). Debido a que
el estandar de oro no parece ser tan til y reproducible (la variabilidad
interobservador es muy elevada, adn siguiendo las recomendaciones para ia
toma y procesamiento de muestras de LCR publicadas por otros autores“), los
valores de sensibilidad para la citometria de flujo fueron bajos. Sin embargo,
como la inmunoctifipicacidn identifica la presencia de antigenos leucocitarios,

entre ellos el CD34 —evidencia inmejorable de la presencia de células




inmaduras en el LCR de estos pacientes—, I§s casos identificados como falsos
positivos probablemente 65rrespon_dan a verdadéros positfvos. i

En la investigacion de “"Subira ot af” Ia citometria de flujo fue considerada como
el estandar de oro bvasén'dosé en su fundamento bioldgico, porjloyy dﬁe dichos
autores administraron tratamiento irtratecal a aquellos pacienies co“h'r cjtologfa
negativa pero con resultado positivo por citometria de ﬂujo‘;l no Corrbléyﬁré;wdvoée

la infiltracion en base a la evolucion natural de la enfermeda

trabajo de Subird et af’, en nuestro estudio los pacientes:negativos para
J Rt

muestras de los pacientes 1 a 5 de la tabla’

fue positiva para infiltracion, 3. de -‘ellds' uvieron: resultados 'po‘r‘E ci#dlogia
negativos o indeterminados (paciéntes 2: 4:y5 de.la tabla '4);: sihl embargo, el
analisis de las muestras subsecuentes de'rlobrérfni':sé\qs' paé;iéntes pbr citometria
de flujo volvidé a ser positiva (exceptd en éi paciente 5 de quieh solo se obtuvo
una sola muestra durante la duracion del estudio). Si bien la vigilancia clinica
de estos pacientes no demostré ser compatible con infiltracion del SNC, es
probable que si haya existido infiltracion debido a tres razones fundamentales:
1) la concentracidn y numero de células anormales que es capaz de identificar

la citologia es menor que la que logra reconocer la citometria de flujo; 2) es

probable que la dosis administrada de quimioprofilaxis intratecal haya sido




suficiente para eliminar la escasa cantidad de células neoplasicas antes qde qLJe
la citologia pudiese identificarlas o antes de que la carga tui—nprél 'erra
suficientemente grande para que los pacientes tuvieran sintomas de infiltracién‘
y, 3) es importante recordar que hasta en una tercera parte de los casos de :
infiltracion leucémica del SNC cursan asintomaticos, por lo que el no haber

presentado datos clinicos durante el seguimiento no necesariamente s:gnlflca

que no se encontraran con infiltracion.®

Por otra parte, encontramos que otros de los marcadores brop'uéstos péra la-
c n'la’ beta 2

deteccién de infiltracion del SNC por leucemia,
microglobulina y la ferritina, no demostraron,ser‘ utilés‘ 'este‘éfecto‘._ Sin

embargo, al igual que la citometria de fll.uo estos resultados

a la pobre sensibilidad del estandar de oro Sl blen Ia ferr ma no se encontro

aumentada en los pacientes con- mﬁltracnon del SNC ‘al momento de su
diagnostico, se observé una tendencna,hama su -incremento - en los dos’
pacientes infiltrados y. en aquellos posmvos por citometria de. flujo pero con
citologia normal, alcanzando una concentracion maxima aproxnmadamente a

una semana de haber iniciado tratamiento antineoplasico intratecal; 'y

posteriormente disminuyendo hacia niveles normales (tabla 4). Por lo tanto, es

posible que la ferritina sea mas bien un marcador bioquimico de resolucidn de

infitracion cuando se cuenta con determinaciones seriadas. Este efecto o

alguna otra tendencia en particular no se observé en las concentraciones de

beta 2 microglobulina. El efecto de elevacion de las cifras de beta 2

-



microglobulina con la administracion de quimioprofilaxis intratecal descrito por

Oberg et al,®® solo se observé en un paciente de los 17 quienes contaban con

punciones seriadas.-

Los resultados de ferritina y beta 2 microglobulina encontrados - en nuestro
estudio coinciden con los datos publicados por algunos autores®! y difieren con -
los reportados por otros investigadores.”237 Con respecto a los' estudios de
beta 2 microglobulina, cabe mencionar que la serie con ma'y'orf’riﬂmeryo de
casos (30 casos vs 9, 11 y 16 casos) fue la que concluyé,:vel.no reéorriendar la
utilizacion de esta prueba como marcador de infiltracion. Es‘sr&:ba‘b’le‘que los
resultados de nuestro estudio no hayan coincidid.o'c‘c}n‘lo réportado por otros
autores debido a los puntos de corte de los valoré"s;dg'referencia incluidos en
los demas estudios. Si bien la cifra promedio'de los’ paciéntes controles fue
concordante con lo reportado en otras series,” 73234 aphcar dos desviaciones

Ios valores de referencia incluian

estandar para incluir al 95% de los controles

a las concentraciones cons:deradas COI’T\O anormales en otras senes. Esta

pudiese haber sido la causa de la dlscrepanma de resultados. asi - como

también lo pudo haber sido |a falta de selecctén de controles sanos en'algunos'

de los otros estudios.”323% También es |mportante recalcar que en algunos de

estos trabajos, la cantidad de paclentes con LAL:" fue minlma (mcluso en la
investigacion de Oberg et al,>® ninguno de los paclentes |nclmdos tenia LAL) y
basaron su universo de trabajo en pacientes con otras neopylasias solidas o

hematoldgicas (linfoma), cuyo comportamiento biolégico y bioquimico pudiese




ser diferente a las LAL. De manera similar a lo expuesto con anterioridad, los
estudios practicados con ferritina tampoco incluyeron sélo pacienies con LAL,

sino también otras neoplasias sélidas y hematologicas.®5%7,

CONCLUSION

Los resultados aqui mostrados sugieren que aL’m cUando Ia citologia continua

siendo considerada como el estandar de oro en el dlagnost:co de mfnltrac:on por -

leucemia en el SNC, la adecuada correlacién entre Ia c:tologla y Ia cutometna :

de flujo del LCR sugiere que la inmunotipificacion podrla sust:turr a la cntologla :

Principalmente porque la citologia no cuenta con adecuada concordanc:a

interobservador, y debido a que la citometria de flu;o p4 dlese:ser més sens:ble E

—capaz de identificar mayor cantidad de celulas— 'y espemf‘ca —reconoce

células que expresan antigenos asocnados a leucemla—.
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes

Caracteristicas de los pacientes N %
Total de pacientes 31 100
- Hombres 15 46.7
- Mujeres 16 53.3
Leucemias To B
- Leucemia de células B 25 80.6
- Leucemia de células T 5. 16.1
- Informacién no incluida en e! expediente 1 3.3
Diagnostico definitivo .
- Leucemia aguda linfoblastica 25 80.6
-~ LAL con expresion aberrante de marcador 3’ 9.9
mieloide
- Crisis blastica de LGC 1 3.3
- Linfoma linfoblastico 1 3.3
- Informacion no incluida en el expediente 1 3.3

Tabla 2. Concordancia interobservador de ia citologia

Resultado de Observador Kappa
citologia
Positiva MB vs R1 0.653
MB vs R2 0.485
R1 vs R2 0.654
Negativa MB vs R1 0.403
MB vs R2 0.431
R1 vs R2 0.523
tndeterminada MB vs R1 0.148
MB vs R2 0.387
R1 vs R2 0.242
Traumatica MB vs R1 0.469
MB vs R2 0.386
R1 vs R2 0.386

M8 = medico de base. R1 = residente nimero 1. R2 = Residente namerc 2.

Fr—




Tabla 3. Resultados de citometria de flujo, ferritina y beta 2 microglobulina
en pacientes con citologia positiva o indeterminada.

CF Beta 2 MG mg/L Ferritina pg/L. CD10* C€D34* CD10/ CD19~

Paciente Muestra Citol
(+197 +1)* cpaa*
1 k] - 3 0.750 (-} 758 (=) - p r T
2 + + ND ND + + “ +
3 + + 0.933 (-) 36 7 (+) - - + +
4 - - 1.115 (=) 15 47 (+) - - - -
5 - - - 1.410 (-) 12.05 (-} - + - -
5] - - 4.492 (+) 7.45 () - - - -
2 1 Indet + 1.35 (-) 223 (-) + - - +
2 - + 3.67 (+) 9.01 (-) + - - +
3 - + -y 9 () + - - -
4 Indet - 4.97 (+) 12.9(-) - - - -
5 - - 3.56 (+) 14.97 (+) - - - -
3 ] - * N ND = z - ¥
2 + - 5.2 (+) 93 (+) - - - -
3 - - 4.95 (+) 29.6 (+) - - - -
4 1 Indet + 1.76 (-) Z.42 () 3 < < e
2 Indet + 1.1 () 5.5(-) + - - +
3 - - 1.56 (-) 5 (-) - - - -
a - - 1.45 (-) 411 (5 - - - -
s - - 1.24 (-) 562 (-) - - - -
6 - - 1) 10.24 (<) - - - -
7 - - 0.79 (-) .53 (-) - - - -
8 - - 4.83 (+) 14.75 (+) - - - -
9 - - 5.54 12.54 (-) - - - .
5 1 - + 1.85 (-) 7.96 (-) - - + -
[ E) indet - ) 62 () = = = z

Citol = citologia, CF = citometria de flujo, Indet = indeterminado, (+) = positivo, (-) = negativo, ND = no
disponible, 1] E! punto de corte para beta 2 microglobulina fue de 3.4 mg/L. § €l punto de corte para
ferritina fue de 14 pg/L. * El punto de corte para marcador positivo en LCR se establecid en >10%




Tabla 4. Analisis de variables estudiadas de acuerdo a citologia pdsitiva o

negativa
VARIABLE Promedio DE |
PHen LCR . . 0.47
- CN : 7.88 0.14
- CP 7.77 0.16
Glucorraquia 0.86
- CN 65.64 45
- cpP 58.5 12
DHL en LCR 0.63"
- CN 16.29 9 S
- CcP 59.5 70 N
Proteinorraquia . 0.8
- CN 40 45.2 AN
- cP 30 348
Pleiocitosis 0.5
- CN 2,74 1. 6.3 .
- CcP 772 = 1092 +
Beta 2 microglobulina en LCR - o s 0.85
- CN 2.04 1.48
- cP 2.98 3.18 -
Ferritina en LCR - - - 0.16
- CN 7.85 5.8
- cP T 50.2 60.4
[« iar cP positiva. DI i - - 8
‘Lap de a la det analisis bi (U Mann-Whitney) :

e s 0]

|



Citometria de flujo

Tabla 6. Tabla de 2x2 para citologia indeterminada y citom

Citometria de flujo

¥ TOTAL

* 3 3 7

- 1 55 56 |
TOTAL 5 58 63

Citologia positiva
+ -

TOTAL
+ 3 3 [=]
- 2 55 57
TOTAL 5 58 863

etria de flujo

Tabla 7. Tabla de 2x2 para citologia positiva e indeterminada y citometria

de flujo

Citometria de fiujo

Citologia positiva
+

- TOTAL
+ 7 3 10
- 3 55 58
TOTAL 10 58 68

Tabla 8. Distribucién de los pacientes de acuerdo a sus valores de beta 2
microglobulina y ferritina del LCR

Beta 2 MG N % Ferritina N %
Normal (<3.3 mg/L) 56 74.7 Normal (0-13.9 pg/L) 65 86.7
Anormal (=3.4 mg/L) 17 227 Anorma! (=14 ug/L) 7 9.3
Subtotal 73 97.3 Subtotal 72 96

Faltantes 2 2.7 Faltantes 3 4
TOTAL 75 100 TOTAL 75 100
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