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GLOSARIO

Aneuploidia. Desviacién del numero de cromosomas normales que conduce a la
pérdida o ganancia de uno o varios cromosomas individuales del conjunto diploide.

Bastén de Auer. Forma cristalizada de la enzima mieloperoxidasa con enzimas
lisosdmicas.

Coagulacién intravascular diseminada. Activacion sistémica de la coagulacién y que
conduce a la obstruccion tromboética de vasos pequefios y medianos y, en ultima
instancia, disfuncién organica. EI consumo continuo de plaquetas y proteinas de la
coagulacién da como resultado trombocitopenia y bajas concentraciones de factores de
coagulacién que pueden causar hemorragias graves.

Cromosoma Philadelphia. Cromosoma 22 acortado como consecuencia de una
translocacion entre los cromosomas 9 y 22 (t [9; 22] [q34; g11]) que da lugar a un gen
de fusion BCR-ABLL1.

Endostio. Capa de tejido conjuntivo que tapizan los espacios internos del hueso
cortical.

Enfermedad minima residual. Presencia de pequefias cantidades de células
leucémicas en un paciente después de la quimioterapia y que no son detectadas con la
metodologia convencional.

Epigenética. Son los cambios en la funcion de los genes que son heredables por
mitosis y/o meiosis, que no entrafian una modificacién en la secuencia del DNA y que
pueden ser reversibles.

Hematogonia. ("Fabricador de sangre" en latin). Son los precursores de linfocitos B
que residen en la médula 6sea y que se someten a una secuencia de maduracion
ordenada para dar lugar a las células B maduras.

Hiperdiploidia. Mas de 46 cromosomas

Hiperleucocitosis. Cuenta de leucocitos mayor o igual a 100x10%/uL causada por la
proliferaciéon de células leucémicas.

Hipodiploidia. Menos de 46 cromosomas.
Leucocitosis. Cuenta de leucocitos entre 50x10%/uL y 99x103%/pL.

Leucostasis. Aumento de la viscosidad sanguinea y obstrucciébn vascular por
formacion de trombos de células leucémicas que favorecen isquemia y hemorragia
tisular, como consecuencia de la hiperleucocitosis.

Oncogen. Gen que puede poner en marcha una proliferacion celular descontrolada
cuando se modifica su secuencia o la regulacién de su expresioén es incorrecta.



Periostio. Membrana de tejido conectivo fibroso que envuelve la superficie exterior del
hueso, la capa mas externa es densa y contiene gran cantidad de vasos sanguineos, la
capa mas interna comprende en gran medida los osteoblastos y osteoclastos.

Priapismo. Ereccién peneana involuntaria, dolorosa y persistente de mas de 4 h, la
cual no tiene relacion con estimulo sexual y no se resuelve con la eyaculacion.

Protooncogén. Es un gen que, en condiciones normales, codifica una proteina
implicada en el crecimiento, la diferenciacion o la apoptosis de las células.

Quiescencia. Fase GO y reversible del ciclo celular.

Sindrome de lisis tumoral. Desorden metabdlico caracterizado por hiperuricemia,
hiperfosfatemia e hiperpotasemia, con o sin hipocalcemia, consecuencia de la lisis de
las células tumorales y de la abrupta liberaciébn de iones intracelulares, &acidos
nucleicos, proteinas y sus metabolitos en el espacio extracelular, que da como
manifestaciones renales, musculoesqueléticas, arritmias cardiacas, neurolégicas y
muerte.

Trabérculas 6seas. Proyecciones de hueso calcificado que irradian desde la cortical
Osea al interior del espacio medular y proporciona sostén para la médula en desarrollo.

\
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RESUMEN

Las leucemias agudas (LA) son el producto de cambios moleculares en una célula
precursora hematopoyética. Estas leucemias se asocian con una gran morbilidad y
mortalidad en todo el mundo y constituyen las neoplasias mas frecuentes en la edad
pediatrica. En el algoritmo de diagnéstico, la evaluacion morfolégica de la médula 6sea
representa el primer paso en la via diagnéstica y es la primera herramienta para
distinguir una leucemia linfoblastica aguda (LLA) de una leucemia mieloblastica aguda
(LMA), la inmunofenatipificacién permite confirmar el linaje y subclasificarlas de
acuerdo con el grado de maduracion. El diagndstico preciso y oportuno de estas
neoplasias permite otorgar el tratamiento adecuado al paciente y de esta manera lograr
la remision de la enfermedad. La informacion que proporciona el andlisis morfolégico
complementa al estudio inmunofenotipico y de esta manera se puede llegar a un
diagnaostico oportuno, lo cual indica que ambos métodos presentan correlacion

En este trabajo se compard la caracterizacién morfolégica con la inmunofenotipificacion
de aspirados de médula 6sea de pacientes pediatricos con sospecha de LA, mediante
la evaluacion morfoldgica y el andlisis por citometria de flujo multiparamétrica para
determinar el grado de correlacion que existe entre ambos métodos para el diagnéstico
y clasificacion de estas neoplasias. En este estudio se incluyeron 59 pacientes
pediatricos con sospecha de LA y se encontré una correlacién de 79.6% entre ambos
métodos, el indice kappa fue de 0.352. Estos resultados indican que es necesario
realizar el analisis morfoldgico, ya que en la mayoria de los casos este método orientd
hacia una LLA o una LMA, sin embargo, no es suficiente para realizar el diagndéstico
definitivo, sobre todo cuando la muestra no es de calidad adecuada o cuando se trata
de una leucemia aguda bifenotipica (LAB), el resultado de la morfologia complementa
en gran medida al estudio inmunofenotipico y siempre se debe realizar éste ultimo en
las muestras, ya que permite finalmente determinar el linaje especifico afectado, asi
como la etapa de maduracién o diferenciacion en la que las células leucémicas estan
detenidas y por consiguiente permite estratificar el nivel de riesgo del paciente. En este
estudio se pudo notar que cuando los casos cursaban con leucocitosis o presentaban
un alto porcentaje de blastos, no hubo dificultad en el diagndstico morfolégico, ademas
de que para este analisis se requiere que las muestras sean de buena calidad, ya que
de lo contrario limita su evaluacion.



INTRODUCCION

Las leucemias agudas (LA) son el producto de cambios moleculares en una célula
precursora hematopoyética (Whitehead et al., 2016). Estas leucemias se asocian con una
gran morbilidad y mortalidad en todo el mundo y constituyen las neoplasias mas
frecuentes en la edad pediatrica. Existe una mayor incidencia en la poblacién de
América Latina (Rivera et al., 2014). Se pueden clasificar mediante el analisis morfoldgico
y citoquimico segun lo propuesto por el grupo Franco-Americano-BritAnico (FAB),
mediante inmunofenotipificacion de acuerdo con el Grupo Europeo para la Clasificacion
Inmunoldgica de las leucemias (EGIL) y, basandose en la presentacion clinica del
paciente, morfologia, inmunofenotipo y estudios citogenéticos y moleculares, de
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (De Kouchkovsky y Abdul, 2016).
Actualmente, la clasificacion FAB sigue siendo un sistema para describir las LA
(Govindan y Morgensztern, 2016). En el algoritmo de diagnéstico, la evaluacién morfolégica
de la médula 6sea representa el primer paso en la via diagndstica (Chiaretti, Zini y Bassan,
2014) y es la primera herramienta para distinguir una LLA de una LMA (Rodak, Fritsma y
Keohane, 2014), la inmunofenotipificacion permite confirmar el linaje y subclasificarlos de
acuerdo con el grado de maduracién. Estos andlisis se realizan de manera rapida,
realizar el diagndstico oportuno permite tratar inmediatamente al paciente ya que las
LA son fatales si no se tratan a tiempo. El analisis morfolégico revela los porcentajes
de blastos, bastones de Auer y presencia de mielodisplasia en las células (Creutzig et al.,
2012). La citometria de flujo multiparamétrica (CMF) permite medir diferentes
parametros de una célula (tamafo, complejidad, expresion de antigenos), asi es
posible caracterizar una célula por su fenotipo (Juarez y Pérez, 2010), lo que lleva a una
mejor identificacién de las poblaciones anormales (Peters y Ansari, 2011).

En México, desde 1953 a 1983, el diagndstico y clasificacion de las LA se basaba
solamente en criterios morfolégicos, en 1983 se implementd la clasificacion
inmunolégica (Ruiz, 2016). Se han realizado estudios para conocer el grado de
correlacion entre el analisis morfoldgico y el inmunofenotipico, en 2002 el Dr. Alejandro
Ruiz Arguelles reportd una correlacion de 73% de 648 casos de LA (Ruiz, 2002) Y
Marsan y col., reportaron en 2016 un 81.3% de correspondencia (Marsan et al., 2016). En
el presente trabajo se determiné el grado de correlaciéon entre el andlisis morfologico y
la inmunotipificacién por CFM en el diagnéstico y clasificacion de LA en pacientes

pediatricos con sospecha de LA del Hospital Infantil de México Federico Gémez.



MARCO TEORICO

1.1. Hematopoyesis

La hematopoyesis (hema, “sangre”; poiesis, “formacion”) (Fortoul, 2013) €S Un proceso
continuo y regulado (Rodak et al., 2014) que comienza a nivel de la célula troncal
hematopoyética (CTH) con la auto-renovacion, proliferacion, diferenciacion y
maduracion, culminando con la produccién de elementos formes sanguineos
funcionales (Ruiz y Ruiz, 2014). Este procesos tiene lugar dentro del embrion e implica la
generacion de las CTH que aparecen en el dia 27 de gestacidn (Jagannathany Zon, 2013),
son los arquitectos de la hematopoyesis definitiva, es decir, la produccion de células
sanguineas que ocurre continuamente durante la vida del organismo (Ng y Alexander,
2017). Las CTH se originan en la arteria vitelina y en la region aorta-génada-mesonefros
(AGM). Después del dia 40 de gestacion, las CTH migran a la placenta, al higado fetal
y al bazo, principales sitios para su expansion (Rieger y Schroeder, 2012) (Lee, Decker, Lee y
Ding, 2017) Y finalmente se trasladan a la médula 6sea (MO), ubicacién de las CTH en
los adultos (Jagannathan y Zon, 2013). Después del nacimiento, la MO es el principal sitio
hematopoyético. En los primeros afios de vida, la hematopoyesis ocurre tanto en el
esqueleto axial como en el apendicular y luego, hay una disminucion gradual de la
hematopoyesis en los huesos largos hasta alrededor de los 15 afios. A partir de esta
edad, la hematopoyesis activa esta confinada a los cuartos proximales de los ejes del

fémur, el himero y en la porcion central del esqueleto (esqueleto axial) (Figura 1)
(Proytcheva, 2013).

1.1.1. Médula 6sea.

La médula 6sea (MO) es un tejido de origen mesodérmico con dos componentes:
hematopoyético y estromatico (Granados, Arrieta y Cantt, 2013), localizado dentro de las
cavidades de los huesos corticales (0 compacto). Estas cavidades constan de hueso
trabecular (0 esponjoso) semejante a un panal de abejas. La MO puede ser de dos
tipos: médula roja 0 hematopoyética y, médula amarilla compuesta principalmente por

adipocitos (Rodak et al., 2014), Figura 2.

La médula roja presenta cordones extravasculares los cuales estan separados de la luz
de los sinusoides por células endoteliales y de la adventicia y se encuentran entre las
trabéculas del hueso esponjoso (Rodak et al., 2014). Las células hematopoyéticas tienden
a desarrollarse en nichos especificos dentro de los cordones (Figura 3). Las CTH se
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concentran en el nicho vascular (adyacentes a los sinusoides en toda la MO) (Morrison y
Scadden, 2014) y en el nicho osteoblastico (adyacentes a los osteoblastos regulados por

la proteina morfogenética) (Ruiz y Ruiz, 2014).

oiafisis - | §

Epifisis
distal

Figura 2. Partes del hueso largo y
ubicacién de la médula O4sea.
Recuperado de
http://www.nutriendotusalud.es/calcio-
introduccion/

Figura 1. Sitios de la hematopoyesis. A)
La médula ésea roja (areas en rojo) se
encuentra en todo el sistema esquelético en
los nifios. B) la médula amarilla reemplaza la
médula roja en el adulto, la hematopoyesis
se produce en la porcibn central del
esqueleto. Imagen: Turgeon, 2012.

Megacariocto - -

_ Granulocitos.

Células
eritrogiticas

Adpocto)

), f/f’?“‘“'“”’ Figura 4. Macré6fago con
: precursores eritroides. Extendido
de aspirado de médula Osea. Se
observa un macréfago con nucleo
excéntrico y abundante citoplasma
donde se encuentran los
precursores eritroides. Tincion de

Figura 3. Ubicacion de los
componentes hematopoyéticos en
la médula 6sea. Imagen tomada de

Rodak, 2004. Wright, 1,000x. Imagen:
Esmeralda Nufiez Hernandez,
2019.

Los eritroblastos se desarrollan en pequefios grupos adyacentes a las superficies
externas de los senos vasculares y se agrupan en islotes alrededor de los macréfagos

y éstos, a modo de células nodriza, les proporcionan ferritina (Figura 4). Los
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megacariocitos se sitlan en la proximidad de los sinusoides cuya pared es atravesada
por fragmentos de citoplasma megacariocitico (plaquetas). Las células linfoides no
presentan una ubicacién precisa y generalmente se distribuyen de manera irregular por
todo el tejido hematopoyético. La granulopoyesis se desarrolla en la parte mas central

de los espacios intesinusoidades (Sans, Besse, Vives, 2006).

1.1.2. Estructura jerarquica del sistema hematopoyético.

El sistema hematopoyético se constituye de células mieloides, linfoides, eritroides y
megacariocitos. Todos estos linajes se generan en Ultima instancia a partir de CTH
multipotentes a través de una jerarquia de diferenciaciéon que incluye mdaltiples niveles
de progenitores (Lee et al., 2017) que restringen su compromiso de linaje (Figura 5):
células troncales hematopoyéticas: o células madre hematopoyéticas, capaces de
auto-renovarse y son multipotentes (originan a los distintos linajes sanguineos) (Mayani,
et al, 2007) (Fortoul, 2013); células progenitoras multipotentes: han reducido
considerablemente su capacidad de auto-renovacion y mantienen el potencial de
diferenciacion de casi todo el linaje (Kanji, Pompiliy Das, 2011); células progenitoras
hematopoyéticas: éstas han perdido su capacidad de auto-renovacién, pero conservan
su potencial proliferativo, pueden ser bipotenciales o0 monopotenciales (Mayani, et al, 2007)
(Fortoul, 2013). Estas primeras células tienen una morfologia parecida a los linfocitos y
no es posible distinguirlas en el frotis de MO (Fortoul, 2013); células precursoras: éstas ya
son reconocibles por su morfologia (Mayani, et al, 2007) (Fortoul, 2013) y, células sanguineas
circulantes: los precursores hematopoyéticos al madurar generan a las células

sanguineas maduras (Mayani, et al, 2007) (Fortoul, 2013).

La diferenciacion de una célula multipotente a un linaje especifico implica un cambio
global de su expresiobn génica, para que esta expresion sea estable, requiere la
presencia y la actividad de un conjunto de distintos factores de transcripcion que
interactlan entre si (Rieger y Schroeder, 2012). Cada dia, se debe producir alrededor de un
billébn de células sanguineas nuevas para reponer las pérdidas diarias (Ramalingam,
Poulos y Butler, 2017), se debe generar la cantidad adecuada de células especificas en el
momento y lugar correctos. Para lograrlo, las decisiones deben elegirse correcta y
constantemente en las CTH: quiescencia vs. proliferacion, auto-renovacion vs.
diferenciacion, eleccion de linaje, supervivencia vs. muerte y, sessilidad vs. migracion.

El tiempo exacto y el orden secuencial de todas las elecciones en cada célula
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sustentan la hematopoyesis normal. Estas decisiones estan controladas por las
propiedades intrinsecas de la CTH y de las sefales extrinsecas del microambiente
hematopoyético (Ramalingam et al., 2017) el cual consiste en una estructura tridimensional,
altamente organizada, de células del estroma (Mayani, et al, 2007): células
mesenquimales, osteoblastos, fibroblastos, adipocitos, macréfagos, células
endoteliales y reticulares (Dorantes y Pelayo, 2012) Y sus productos (Mayani, et al, 2007). Las
interrupciones de las decisiones normales de destino celular dan origen a los trastornos

hematoldgicos (Rieger y Schroeder, 2012).
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Figura 5. Jerarquia del sistema hematopoyético. La HSC reside en la parte superior de la
jerarquia, esta célula primero pierde la capacidad de auto-renovacion y se diferencia en una célula
progenitora con un potencial de multilinaje decreciente para que finalmente ocurra el compromiso de
unilinaje. Se muestran las caracteristicas fenotipicas de las subpoblaciones en diferenciacién en humanos.
HSC: célula troncal hematopoyética; MPP: progenitor multipotente; LMPP: progenitor multipotente
predispuesto al linaje linfoide; CLP: progenitor linfoide coman; ETP: progenitor temprano de células T;
CMP: progenitor mieloide comin; MEP: progenitor de megacariocitos y eritrocitos; GMP: progenitor de
granulocitos y monocitos; EBP: progenitor de eosindfilos y baséfilos; MDP: progenitor de monocitos y
células dendriticas; CDP: progenitor dendritico comun; BMCP: progenitor de baséfilos y mastocitos; BFU-
Meg: unidad formadora de brote megacariocitico; BFU-E: unidad formadora de brote eritroide; CFU-Meg:
unidad formadora de colonias megacariociticas; CFU-E: unidad formadora de colonias eritroides; CFU-G:
unidad formadora de colonias de granulocitos; CFU-M: unidad formadora de colonias de monocitos; CFU-
Eo: unidad formadora de colonias de eosindfilos; CFU-Ba: unidad formadora de colonias de basofilos;
ProE: proeritroblasto; MIiE: mieloblasto: MoB: monoblasto: Pro: progenitor: Li: linfocito; NK: célula Natural
Killer; Lin: marcadores de linaje; de: débil.

Mayani et al, 2007; Rieger y Schroeder, 2012; Cano y Lopera, 2013; Dahlin y Hallgren 2014;
Balandran y Pelayo 2016; Keohane, Smith y Walenga, 2016; modificado.




1.1.3. Leucopoyesis.

1.1.3.1. Mielopoyesis.
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Figura 7. Etapas de maduracién del eritroblasto. A) N

Proeritroblasto, B y C) eritroblastos basofilos, D) eritroblasto
policromatico. E y F) eritroblastos ortocromaticos, nétese el
nacleo completamente condensado de F con respecto al
nucleo de E, ademas el nicleo es cada vez mas excéntrico;
en G el niacleo ya estd siendo expulsado. En H, estan
presentes cuerpos de Howell-Jolly. 1) reticulocito, el
citoplasma es policromatéfilo y es ligeramente mas grande
que los eritrocitos, J) eritrocitos. Médula 6sea. Tincién de .
Wright, 1,000x. Imagen: Esmeralda Nufiez Hernandez, 2019.
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Las células mieloides se derivan del progenitor mieloide comin (CMP) y comprenden

los granulocitos (neutréfilos, eosindfilos y baséfilos), monocitos, eritrocitos 'y
megacariocitos; las células cebadas (mastocitos) se originan de mismo progenitor, sin

embargo, no se consideran como leucocitos (Dahlin y Hallgren 2014). Las etapas de
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maduracion de estas células se muestran en la Figura 6. En las Figuras 7-11 se

muestran mediante imagenes la morfologia de las diferentes células sanguineas.

Figura 8. Etapas de maduracion del neutréfilo.
A) mieloblasto tipo |, B) mieloblasto tipo Ill, C)
promielocito, D) mielocito neutrofilo, E)
metamielocito neutréfilo, F) neutréfilo en banda, G)
neutréfilo segmentado. Conforme la célula va
madurando la condensacién de la cromatina es
cada vez mayor, los granulos secundarios que ya
se notan en los mielocitos permiten que el
citoplasma adquiera un color rosa-naranja. Médula
O0sea. Tincion de Wright, 1,000x. Imagen:
Esmeralda Nufiez Hernandez, 2019.

Figura 9. Morfologia del eosinéfilo, baséfilo y mastocito. A)
mielocito eosinodfilo, B) eosindfilo, éstas células presentan
granulos secundarios color rojo naranja y son de tamafos mas
pequefios que algunos de los granulos del basdfilo, C) basdéfilo,

presenta granulos color azul oscuro y son de tamafios variables, ‘ -
D) mastocito, se nota claramente el nucleo el cual es redondo y
excéntrico, el citoplasma contiene abundantes granulos de color 4

L)

—
'.
Al B

L
4

azul oscuro a negro y son mas pequefios que los granulos del ]
basofilo. Médula ésea. Tincion de Wright, 1,000x. Imagen: |
Esmeralda Nufiez Hernandez, 2019.
‘ : al) o
- : . [>

Figura 10. Etapas de maduracion del Figura 11. Precursores megacariociticos.

monocito. ~ A)  Monoblasto,  B) A) Megacarioblastos. Noétese las

Promonocito, ~C)  monocito, D) prolongaciones  del citoplasma; B)

macréfago. El tamafio del nlcleo se megacariocito, el citoplasma tiene apariencia

reduce conforme la célula va esponjosa y es intensamente granular, el

madurando: el en citoplasma del ntcleo es multilobulado, C) nucleo desnudo

macrofafo se observan depdsitos de del megacariocito. D) plaquetas, presentan un

hierro  (precipitados color marrén o color violeta, compérese el tamafio con el

café). A, tomado de Swerdlow et al, tamafio del eritrocito. Médula dsea. Tincién de

2008 , B-D, medula dsea. Tincion de Wright, 1,000x. Imagen: Esmeralda Nufiez

Wright, 1,000x. Imagen: Esmeralda Hernandez, 2019.
Nufiez Hernandez, 2019.

1.1.3.2. Linfopoyesis.

El sistema linfoide normal esta formado por los érganos linfoides primarios (MO, timo)

donde se originan los precursores de los linfocitos B y T y maduran sin presencia de
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antigeno (antigeno independiente) y, por los 6rganos linfoides secundarios (ganglios
linfaticos, bazo, tejido linfoide asociado a mucosas, piel y tubo digestivo) donde se

inician las respuestas inmunes (antigeno dependiente) (Sans et al., 2006).

Las primeras etapas de desarrollo de las células B tienen lugar en la MO y alcanzan su
madurez funcional con la expresion en la membrana de los receptores de
reconocimiento antigénico, las inmunoglobulinas (Ig) de superficie. Las Ig tienen una
unidad bésica constituida por dos cadenas ligeras kappa (k) o lambda (A)y dos
cadenas pesadas (difieren segun el tipo de Ig) unidas por puentes disulfuro (Sans et al.,
2006). El progenitor de células B (pro-B) es la etapa més inmadura de las células B (Sans
et al., 2006); en esta etapa ocurre el reordenamiento de los genes de la cadena pesada
de la Ig. La union de los segmentos génico Dy y Ju ocurre en el estadio de pro-B
temprano, y en la etapa siguiente que es pro-B tardio se une el segmento Vu al DIy
reordenado. En la etapa posterior pre-B (precursor B) grande se ha reordenado un gen
de cadena pesada y formando una cadena pesada p. Cesan los reordenamientos de
genes de cadena pesada. En el siguiente estadio (pre-B pequefio) ocurre el
reordenamiento de los genes de la cadena ligera, reordenandose primero los genes de
la cadena ligera k. En caso de que estos reordenamientos fallen para producir una
cadena viable, se reordenan los genes de la cadena ligera A. Una vez que se une el
segmento V con el J de la cadena ligera, se sintetiza y ensambla una proteina de
cadena ligera en el reticulo endoplasmico con las cadenas p para formar IgM de
membrana. La IgM se asocia con Iga (CD79a) e IgB para formar un complejo receptor
del linfocito B funcional, que entonces se transporta a la superficie celular. El
reordenamiento de cadena ligera cesa y el pre-B pequefio se transforma a un linfocito
B inmaduro (Parham, 2016). Posteriormente pasa a linfocito B maduro virgen, que
sintetiza ademas de IgM, IgD, esta célula pasa de la MO a sangre peroférica (SP) (Sans
et al., 2006). La fase final de maduracion de los linfocitos B ocurre cuando los linfocitos B
inmaduros entrar a un tejido linfoide secundario para encontrar a su antigeno

especifico.

Los precursores de linfocitos B se denominan hematogonias (pre-B I, pre-B 1l y B
inmaduro). En un adulto sano se encuentra hasta un 5% de hematogonias en MO
(Dorfman, 2017), aparecen en mayor cantidad en bebés y nifios sanos y disminuyen
significativamente con la edad (Wohlfahrt, Hannel, Oliveira, Soares, y Silva, 2015), se observan

normalmente en la SP y MO del recién nacido y también en la MO regenerativa
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después de la quimioterapia (Keohane et al., 2016), pueden encontrase en grandes
cantidades en pacientes con citopenias autoinmunes y congénitas o en el sindrome de

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (McKenna, Washington, Aquino, Picker y Kroft, 2001).

Las hematogonias miden de 10 a 20 ym de diametro, el nucleo puede ser redondo u
ovalado y a veces muestran una o mas hendiduras poco profundas, la cromatina
nuclear es ligeramente condensada y homogénea, los nucléolos generalmente estan
ausentes o de tamafio pequefio e indistinto, escaso o sin citoplasma visible y cuando
esta presente es moderado a profundamente baséfilo y carece de granulos (McKenna et
al., 2001) (Dorfman, 2017). Los blastos leucémicos (Figura 12) de la LLA-L1 se parecen a
las hematogonias (Keohane et al., 2016). Si bien las hematogonias tienen caracteristicas

de células inmaduras, no deben llamarse linfoblastos (Wohifahrt et al., 2015).

Figura 12. Diferencia morfolégica entre el
linfoblasto y linfocito. A) linfoblasto de LLA pre-B
comun (LLA-L1, FAB). La relacion N:C es alta, la
cromatina es ligeramente condensada y homogénea
sin aglomeraciones, no presenta nucléolos, una parte
del citoplasma es apenas visible; esta célula podria
confundirse con una hematogonia. Médula 6sea de
paciente pediatrico con LLA. B) Linfocito. Baja
relacion ndcleo citoplasma, la cromatina es
condensada y aglomerada, no presenta nucléolos y
el citoplasma es abundante. Tincibn de Wright,
1,000x. Imagen: Esmeralda Nufiez Hernandez, 2019.
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AR\ Y {
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- ¥ oo @ )
>
Pro-B Pro-B Pre-B grande Pre-B Lin-B Lin-B ) Lin-B maduro Célula
temprano tardio pequefo inmaduro maduro naive de memoria plasmatica

Figura 13. Proceso de maduracién del linfocito B en la médula 6sea. Las primeras etapas
se encuentran en la médula 6sea, la maduracion de la célula se lleva a cabo en un tejido
linfoide secundario. Parham, 2016; Universidad de Salamanca; 2011; Swerdlow, et al, 2008;
modificado.

El timo se especializa en la maduracion de los linfocitos T (timocitos). La madurez de

los linfocitos T se alcanza con la expresion en la membrana citoplasmética de los
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receptores de linfocitos T (TCR). Existen dos tipos de TCR: uno constituido por

cadenas a y B (TCRap) y otro formado por las cadenas y y & (TCRyd) (Sans et al., 2006).

MEDULA SANGRE
OSEA TIMO PERIFERICA
1 A A
I | I LI | 1
Subcapsular Cortical Medular O
O Linfocito T
/V CD4+ naive
~ > —_— Timocito
= medular CD4+
ETP Pro-T Timocito Timocito \
subcortical cortical
Timocito b
medular
CD8+ Linfocito T
CD8+ naive

Figura 14. Proceso de maduracion de linfocitos T. El progenitor temprano de células T
(ETP) migra de la médula 6sea al timo, sitio donde se lleva a cabo la diferenciacién a linfocito T.
Universidad de Salamanca, 2011; Swerdlow, et al, 2008; Cano y Lopera, 2013; modificado.

En el estroma timico, el progenitor temprano de células T (ETP) encuentra un gran
namero de ligandos para los receptores Notch que posee, asi como factores de
crecimiento como el ligando kit e IL-7, que desencadenan la diferenciacion vy
proliferacién de estas células (Parham, 2016). EI ETP se diferencia a pro-T, en esta etapa
las células comienzan a expresar proteinas criticas (RAG1 y RAG2) para la posterior
reorganizaciéon del gen del TCR. Los pro-T pasan a pre-timocito, los genes que
codifican para las cadenas y y & estan reordenados, posteriormente se reordena la
cadena 3 y se expresa el CD3 en el citoplasma (Cano y Lopera, 2013), posteriormente, en
el timocito intermedio se reordenan los genes que codifican la cadena a y se expresan
muy débilmente las cadenas a y 3 junto al complejo CD3 en la superficie de la célula
(Sans et al., 2006). La expresion de la cadena B conecta en cascada la expresion
simultanea de las moléculas CD4 y CD8 y de esta manera las células se convierten en
dobles positivos (DP). Las células DP que reconocen al antigeno leucocitario humano
de clase | (HLA-I) se diferencian en CD4'CD8"y aquellas que reconocen al HLA-II se
diferencian en CD4*CD8 (células unipositivas) [UP]. En la médula timica, los timocitos
seleccionados positivamente se exponen a varios antigenos propios, las células UP
con una alta afinidad para unirse a los autoantigenos se eliminan mediante apoptosis.
Los timocitos maduros salen de la médula y son células virgenes, migran
continuamente a los 6rganos linfoides secundarios para diferenciarse en células
efectoras después de un estimulo antigénico (Cano y Lopera, 2013).
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Cada estadio de maduracion de los linfocitos B y T se muestran en las Figuras 13y 14

respectivamente.

1.2. Leucemias agudas

1.2.1. Definicion.

La leucemia aguda (LA) es un grupo heterogéneo de padecimientos que suponen la
proliferaciébn desordenada de células hematopoyéticas inmaduras poco diferenciadas

conocidas como blastos (Ruiz y Ruiz, 2014).

Debido a que el destino final de la célula precursora son las células sanguineas, el
precursor leucémico tienen una capacidad inherente para su movilizacion al torrente
sanguineo y la extravasacion, ademas de una enorme capacidad para viajar por todo el
cuerpo sin restricciones, estos atributos pueden explicar por qué las leucemias parecen

necesitar menos aberraciones genéticas para su progresion (Whitehead et al., 2016).

1.2.2. Etiologia y patogenia.

El inicio y avance de las leucemias agudas (LA) se asocian con cambios citogenéticos
adquiridos, las mutaciones pueden implicar translocaciones de genes, inserciones o
deleciones y cambios en las caracteristicas epigenéticas, como las aberraciones de la
metilacion del DNA (whitehead et al, 2016), estos cambios conducen a mutaciones de
protooncogenes y a la formacién de oncogenes, estos Ultimos codifican a factores de
transcripcibn mutantes que resultan en trastornos de las vias de sefalizacion celular
que alteran las funciones celulares, incluidos el incrementos de la capacidad de auto-
renovacion, subversion del control de la proliferacibn normal, bloqueo en la
diferenciacibn e incremento en la resistencia a las sefiales de muerte celular

(apoptosis) (Lichtman, Kaushansky, Kipps, Prchal y Levi, 2014).

Se ha demostrado que son necesarias multiples mutaciones para transformar las
células normales en un clon leucémico (Jan y Majeti, 2012). Las mutaciones se acumulan
en una CTH o en una célula progenitora que, en consecuencia, recupera las
caracteristicas de célula madre (Hackl, Astanina y Wieser, 2017). Estas células que albergan
algunas, pero no todas las mutaciones encontradas en el clon leucémico se denominan
células pre-leucémicas (Corces y Majeti, 2014).

Un modelo que explica la evolucién clonal pre-leucémica, indica que se requiere que la

primera mutacion leucemogénica ocurra en una CTH (Figura 15a) o que confiera auto-
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renovacién a una célula mas diferenciada (que previamente no tenia la capacidad de
auto-renovacion) (Figura 15b). Sin embargo, si la primera mutacién ocurriera en una
célula diferenciada pero no se confiriera una auto-renovacion, esta mutacion se
perderia con el tiempo debido al agotamiento o la diferenciacién terminal de este linaje
(Figura 15c). En cada etapa de la evolucion, estas células que se renuevan
automaticamente conservan la capacidad de producir progenie diferenciada, pero se
pierden en la diferenciaciéon terminal (Figura 15d) (Lang, Wojcik y Rieger, 2015). Las
mutaciones se adquieren en serie en un solo linaje de células (hasta N mutaciones)
(Jan y Majeti, 2012). Finalmente, una de estas CTH pre-leucémicas (e) o una de su
progenie mas diferenciada pre-leucémica (Figura 15f) adquiere una o mas (N + 1)
mutaciones adicionales que conducen a la pérdida de las funciones normales de la
célula y al desarrollo de leucemia franca (Corcesy Majeti, 2014) produciendo los blastos

leucémicos (Lang et al., 2015).

Mutation Burden . & @ No Mutations
'\a] y' @ Mutation 1
a @ @ Mutation 1,2
O O O Q ; @ Mutation1,2,3
55 4 ©) Eeuksmie . b @ Mutation 1, 2,3, 4
c g ._.®_>—> e —>’“‘:f t @ Mutation1,2,3,4,5
!
B \ \ / ' Pre-Leukemic . . [ x“la"oﬂ : z :2 .
= Acquisiton f ¥ HSC y O Mutation 1,2, 3,6,
o
G W Progenitors setammens! 7 O @ ______ ,@ @ Mutation1,2,3,4,5,8
2 ® B © Mutation 1, 2,3,4,5,9
a \@/ / Frank Leukemia @ Mutation 1, 2,3, 4,5, 10

[ 4

Normal HSC ‘

Figura 15. Evolucién clonal leucémica. .

Corces y Majeti, 2014. Figura 46' Modelo de !a
heterogeneidad clonal en la leucemia

aguda. Jan y Majeti, 2012.

En algunos casos de LA, se ha demostrado que existen multiples subclones de células
pre-leucémicas, esta heterogeneidad clonal generalmente consiste en distintas
subpoblaciones con un clon leucémico dominante (poblacién en rojo, de Figura 16).
Hay varias posibilidades para la generacion de clones leucémicos adicionales: el clon
dominante puede experimentar eventos mutacionales adicionales para generar
distintos subclones hijos (café, marrén y naranja) (Figura 16a), un clon pre-leucémico
comun puede experimentar una evolucion divergente para generar un clon leucémico
distinto, pero relacionado (amarillo) (Figura 16b). En Ultima instancia, la poblacion total
de células leucémicas consiste en estos multiples subclones con una relacion genética

compleja, mutaciones comunes Yy divergentes (Jan y Majeti, 2012). Las primeras
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mutaciones estarian presentes en todas las células leucémicas, mientras que las

mutaciones presentes en los subclones leucémicos serian las Ultimas mutaciones
(Corces y Majeti, 2014).

Tabla 1. Factores predisponentes de las leucemias agudas.

FACTORES COMENTARIOS

Genético Sindrome de Down, sindromes que afectan la estabilidad genémica o la
reparacion del DNA (ataxia telangiectasia, sindrome de rompimiento de
Nijmegen). Policitemia vera, trombocitemia esencial, citopenias clonales,
leucemia mieloide crénica, hemoglobinuria paroxistica nocturna, sindrome de
Kostmann, sindrome de Diamond-Blackfan, anemia de Fanconi,
neurofibromatosis y trastornos poliendocrinos pueden evolucionar a una LMA.

Infecciones El VEB, el VIH, y los HTLV | y Il en algunos casos de leucemias del adulto,

virales han sido los Unicos con una clara asociacién. En la LMA, no hay evidencia
directa que sugiera alguna etiologia viral.

Productos La translocacion ETV6-RUNX1 y la leucemia mielomonocitica parecen estar

guimicos relacionados con el tabaquismo y el uso de pintura en el hogar. Pesticidas,

ambientales

benceno y los hidrocarburos aromaticos policiclicos (dibenzo [a,h] antraceno)
son carcin6genos humanos. La exposicién al cloroformo, meta/para-xileno y
tolueno en los primeros afos de vida se ha relacionado con la LMA.

Radiacion La exposicion in Utero (pero no posnatal) a los rayos X incrementa el riesgo.
La radiacion terapéutica parece generar un riesgo bajo, pero puede
incrementarse en personas también expuestas a sustancias alquilantes.

Farmacos Los agentes quimioterapéuticos son la causa principal de LMA, el
cloranfenicol, fenilbutazona y, con menor frecuencia, cloraquina y
metoxipsoraleno pueden inducir insuficiencia de la MO que evoluciona a LMA.

Dieta Un alto consumo de carne y azlcares durante el embarazo se ha asociado

materna con un mayor riesgo de LLA, la exposicion a inhibidores de la topoisomerasa
Il durante el embarazo es factor de riesgo para desarrollar LMA.

Origen Poblaciones nativo-americanas tienen mayor prevalencia de LLA. La LLA-T es

étnico hasta 1.7 veces mayor en poblacion afroamericana que en el resto de las

poblaciones, el gen ETV6-RUNX1 es mas comuln en caucasicos.

VEB: virus de Epstein Barr; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; HTLV: virus linfotrépico de células
T Humanas. Lassaletta, 2012; Longo et al., 2012; Lichtman et al, 2014; Zhang et al, 2014 y Whitehead et
al, 2016.

La causa de las LA no se conoce con precision, se sabe que existen diversos factores
que predisponen a sufrir estas hemopatias (Tabla 1) (Longo, Kasper, Larry, 2012); la LMA
puede aparecer en pacientes con un trastorno hematolégico subyacente o como
consecuencia de un tratamiento previo, sin embargo, en la mayoria de los casos,

aparecen como una neoplasia de novo en individuos previamente sanos (Terwilliger y
Abdul, 2017).

1.2.3. Epidemiologia.

Las leucemias agudas (LA) constituyen las neoplasias més frecuentes en la edad
pediatrica (Rendén, Reyes, Villasis, 2012). A nivel mundial, la LLA representa el 76% de los
casos de leucemia infantil (Hossain, Xie & McCahan, 2014) y la LMA, el segundo subgrupo
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mas grande en nifios (predomina en el periodo neonatal, pero representa una pequefia
proporcion de casos durante la infancia y la adolescencia) (Lagunas, 2016) y es el tipo de
leucemia mas comun en adultos (Zhang, Samad, Pombo, Scelo, Smith, Feusner,... Metayer, 2014).
Su incidencia se estima entre 20 a 35 casos por cada millbn de habitantes al afio
(Rendédn et al., 2012), sin embargo, en la poblacion de América Latina la incidencia es

mayor (Gémez, Marcos, Montafio, Ruiz, 2016).

En México, en pacientes de 0 al8 afios, la leucemia es el cancer mas comuan, en 2012,
la incidencia fue 78.1/1,000,000/afio. La prevalencia fue de 49.8%, con predominio de
la LLA (83 %), seguida de la LMA (13.1 %) y los varones representaron el 54.4% de los

pacientes con LA (Rivera et al., 2014).

1.2.4. Leucemia linfoblastica aguda (LLA).

La LLA es una enfermedad neoplasica de células precursoras linfoides, ya sea de
linaje B o T. Se ve involucrada extensamente la MO y SP (Swerdlow, Campo, Lee, Jaffe,
Pileri, Stein, Vardiman, 2008). La proliferacion descontrolada y acumulacién de los blastos
leucémicos en la MO compromete la produccién de otros tipos de células sanguineas,
lo que conduce a importantes deficiencias en el sistema inmunoldgico vy fisiol6gico del

paciente, que finalmente resulta en la muerte (Malouf y Ottersbach, 2017).
1.2.4.1. Caracteristicas clinicas.

Los sintomas pueden ser inespecificos y agudos y tener caracteristicas generales que
reflejan el grado de insuficiencia de la MO (anemia y/o trombocitopenia y/o leucopenia)

y la amplitud de la diseminacién extramedular (Terwilliger y Abdul, 2017).

e Sintomas B (fiebre, pérdida de peso, sudores nocturnos), infecciones,
petequias, equimosis y hemorragias. (Terwilliger y Abdul, 2017).

« Signos y sintomas de anemia como palidez, fatiga y letargo (Lichtmann et al, 2014).

e Hay linfadenopatia, esplenomegalia y hepatomegalia en 20% de los pacientes
(Terwilliger y Abdul, 2017).

e Dolor éseo o articular secundario a la infiltracion de blastos o a necrosis de MO.

e Enla LLA-T mas del 8% de nifios presentan una masa mediastinal anterior que
puede comprimir los vasos y traquea, causando el sindrome mediastinal

superior.
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o Puede presentarse agrandamiento indoloro del escroto debido a la infiltracion
testicular o a la obstruccion linfatica por las células leucémicas.

Los signos y sintomas menos frecuentes son los derivados por la infiltracion de los

blastos al SNC (cefalea, trastornos del funcionamiento mental), sistema colector renal

(oliguria), oculares (diplopia, pérdida de la visién), glandulas salivales (sindrome de

Mikulicz), nervios periféricos (pardlisis de los nervios craneales), piel (cutis leucémico)

o las venas dorsales o los nervios sacros (priapismo) (Lichtmann et al. 2014).
1.2.4.2. Datos de laboratorio.

Es frecuente que se presente anemia, neutropenia y trombocitopenia.

e Puede presentarse leucopenia con leucocitos de 100/uL, cifras normales y, en
mas del 10% de los casos hay hiperleucocitosis con blastos circulantes.

e Hasta el 16% de los pacientes carece de blastos en SP en el momento del
diagndstico (Lichtmann et al. 2014).

o Raravez la anemia es el Unico hallazgo en nifios con LLA (Doric, 2015).

¢ Pueden encontrarse células blasticas en el liquido cefalorraquideo (LCR)

e Pocos pacientes, principalmente masculinos, presentan trombocitosis
(>400x10?® plaquetas/pL).

e En 5% de los casos de LLA-T, hay coagulopatia leve.

e Niveles bajos de IgA e IgM, en la LLA-B.

¢ Enla mayoria de los casos se eleva la deshidrogenasa lactica (LDH).

¢ Niveles elevados de acido Urico en pacientes con gran carga tumoral.

e En afectacion renal se incrementa el nivel de creatinina, acido arico y fésforo.

e Los hallazgos menos frecuentes incluyen hipercalcemia, hiperuricemia,
elevacion sérica de transaminasas (por infiltraciéon hepética) o uremia (por
insuficiencia renal secundaria a infiltracion renal).

e En la mitad de pacientes pediatricos hay ostedlisis, osteoesclerosis u

osteopenia (Lichtmann et al, 2014).

Algunos pacientes pueden presentar inicialmente pancitopenia y una MO hipoplasica,
lo que sugiere el diagnostico de anemia aplasica (AA). Esta aplasia es transitoria y
ocurre aproximadamente en el 2% de los casos de LLA infantil y, por lo tanto, se

considera una condicion pre-leucémica. La relacion etiolégica entre la AA 'y la LLA no
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esta bien establecida y no esta claro si el proceso leucémico sigue a la aplasia o si ya

esta presente en el diagndstico de AA (Villarreal, Jaime, Rodriguez, Gonzélez y Gémez, 2012).

1.2.4.3. Factores prondsticos.

Tabla 2. Factores pronosticos de la LLA infantil.

PARAMETRO NIVEL DE RIESGO

BAJO ESTANDAR ALTO MUY ALTO
Edad 1 a9 afios 1 a9 afos <lafio y >10 afios >15 afios
Leucocitos al
momento del >50,000/uL y
diagnéstico en SO <50,000/pL <100,000/uL >100,000/uL
SP
. . Hiperdiploidia Hipodiploidia (<45 Hipodiploidia
Citogenética (>50 cromosomas) (<45
cromosomas)
cromosomas)

t(12;21)(p13;922
) ETV6-RUNX1

t(8;14), t(2;8), t(8;22)
que involucran a c-

extramedular

linfadenopatia

TR oapmaen NG 92
Biologia ” PBX1 t(4; 11)/MLL-AF4
molecular N'\(#?EIE)TL?SA- Pérdida del gen t(v:11923): MLL
T CDKN2A/B (ocurre en r’eorqdenr;ldo
mas del 40% de los
casos de LLA pre-B)
LLA-T
LLA-B LLA-T LLA-Pro-B
. . Co-expresion de
Inmunofenotipo (principalmente . o
antigenos mieloides en
B-I1) LLA-B S
blastos linfoides
LLA-ETP
Sexo Femenino Masculino
SNC Sin afectacion Con afectacion Con afectacion
Enfermedad Hepatoesplenomegalia,

SP: sangre periférica; SNC: Sistema nervioso central; ETP-ALL: LLA Precursor Temprano de células T;
Ph+: Cromosoma Philadelphia positivo. Pérez, 2011, Lichtmann et al, 2014; Rodak et al., 2014; Jiménez et
al., 2016 y Lee y Cho, 2017.

Las caracteristicas clinicas (masa inicial de células leucémicas reflejada por el conteo

sanguineo leucocitario, edad y presencia de enfermedad extramedular), morfolégicas,

inmunofenotipicas y moleculares son factores prondsticos que se consideran para

valorar el riesgo de recaida.

Los pacientes con bajo riesgo son tratados con terapias menos agresivas, mientras

que los tratamientos mas agresivos y toxicos o terapias innovadoras estan reservados
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para los pacientes con alto riesgo de recaida (Jiménez, Hidalgo y Ramirez, 2016). En los
casos pediatricos, los grupos de riesgo se dividen como se muestra en la Tabla 2.

Las aneuploidias son factores prondsticos (hiperdiploidia alta >50 cromosomas e
hipodiploidia <44 cromosomas), la hiperdiploidia se asocia con mayor apoptosis y
sensibilidad a una gran variedad de agentes guimioterapéuticos, y por ende mejor
respuesta al tratamiento. La fusién de los genes BCR-ABL1 (cromosoma Philadelphia)
esta asociada a un mal prondstico, estos pacientes son candidatos a terapias mas

innovadoras, incluyendo trasplante de MO durante la primera remision (Jiménez et al.,
2016).

1.2.4.4. Clasificacion del grupo FAB.

Las LLA se clasifican en L1, L2 y L3, las cuales se definen de acuerdo con sus
caracteristicas morfolégicas (tamafio celular, cromatina nuclear, forma nuclear,
nucléolos, grado de basofilia del citoplasma) y por el grado de heterogeneidad en la
distribucion de células leucémicas (Figura 17 y Tabla 3). Para cada una de las
caracteristicas consideradas, hasta el 10% de las células pueden variar (Bennet et al,
1976). Las LLA-L2 puede presentar problemas para su diferenciacion con las L1, de ahi

que existen criterios para clasificarlas (Tabla 4).

Los granulos azurdfilos finos en el citoplasma de los linfoblastos en extendidos tefiidos
con Romanowsky estan presentes en casos raros de L2 (Bennett et al, 1976), Sin embargo,
nunca se observan bastones de Auer (Bain, Bates, Blackmore, Bradsha, Catovsky, De la Salle,...
Worwood, 2008) y son negativos a MPOXx y a cloroacetato esterasa (principal diferencia

entre L2 y M1) (Bennett et al, 1976).

13 e,
Figura 17. Morfologia de los linfoblastos. A) subtipo L1, blastos pequefios sin nucléolos
visibles. B) subtipo L2, blastos de diferentes tamafios y nucléolos prominentes. C) Subtipo L3,
blastos grandes, citoplasma intensamente baséfilo y presencia de vacuolas citoplasmaticas.
Médula 6sea. Tincién de Wright, 1,000x. Imagenes A y B: Esmeralda Nufiez Hernandez, 2019;
imagen C: Chiaretti et al., 2014.
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Tabla 3. Clasificacion morfolégica de las LLA segun el grupo FAB.

CARACTERISTICA L1 L2

Predominan células

Tamafio celular Tamafo heterogéneo

L3~

Grandes, tamafno

pequefias homogéneo.
. . . . Finamente punteada
Cromatina Homogénea Variable, heterogénea Pt
y homogénea
Regular con Irregular con Regular, oval o
Contorno nuclear . . . .
hendidura ocasional indentaciones redondo
Invisible o Uno o mas, .
. ~ Prominentes, uno o
Nucléolo pequefios y frecuentemente . .
) . mas vesiculosos
discretos prominentes
Variable, a veces
. Moderadamente
Citoplasma Escaso moderadamente
abundante
abundante
- Ligera o .
Basofilia 9 Variable, en algunos .
. o moderadamente : Muy intensa
citoplasmatica ; intensamente
intensa
Vacuolas . . A menudo
: o Variable Variable )
citoplasméticas prominentes
Acido periédico de + + i

Schiff (PAS)

Mieloperoxidasa - -

Fosfatasa acida + (LLA-T)

*Tipo Burkitt. Bennet et al, 1976; Rodak, 2004; Freund, 2014.

Tabla 4. Criterios de puntuacién para diferenciar una L1 de una L2 segun la FAB.

CLASIFICACION PUNTO CRITERIO

L1 + Alta relacién nucleo:citoplasma en 275% de los
blastos
L1 + Nucléolos: 0 a 1 (pequefio) en 275% de los blastos
Lo i Baja relacién nucleo:citoplasma en 225% de los
blastos
Lo i Nucléolos: 1 6 mas (prominentes) en 225% de los
blastos
L2 - 225% de células grandes
L2 - Membrana nuclear irregular en 225% de los blastos
No se valoran: Membrana nuclear regular en 275% de los blastos
<50% de blastos grandes
Se consideran: L1: Si hay de 0 a 2 puntos positivos.
L2: Si hay de 1 a 4 puntos negativos.

Modificado de Arroyo, Saenz, y Valenciano, 1982.

1.2.4.5. Clasificacion del grupo EGIL.

La LLA-B y T se subdividen en cuatro subtipos (Tabla 5). Es importante mencionar que

no todos los casos de LLA expresan antigenos para un solo linaje, éstas se denominan
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LLA con expresidn aberrante de antigenos (infidelidad de linaje) (Bene, Castoldi, Knapp,

Ludwig, Matutes, Orfao y van't Veer, 1995).

Tabla 5. Clasificacion inmunolodgica de las LLA de acuerdo con el Grupo EGIL.

LINAJE SUBTIPO EGIL MARCADOR
HLA-DR+, TdT+, CD34+, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+,
Pro-B
CD10-
, HLA-DR+, TdT+, CD34+, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+,
Pre-B comuln
B CD10+

HLA-DR+, TdT+, CD34-, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+,

Pre-B cylgp, CD20Met
HLA-DR+, TdT-, CD34-, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+,
Madura
cylgy, slgu
Pro-T CD7 +
Pre-T CD7+, cyCD3 +, CD5+ CD2 +/-
T . CD7+, cyCD3 +, CDla +, sCD3 +/- CD5+, CD2+, CD4+,
T-Cortical
CD8++
T-madura CD7+, cCD3 +, sCD3 +, CD2+, CD4 6 CD8+
LLA+My :Ijl\i::jz Iielets LLA con uno o dos marcadores mieloides

cylgu: cadena mu citoplasmica de la IgM; CD20 (antigeno de diferenciacion restringido a los
linfocitos B humanos). Modificado de Bene et al, 1995; Chiaretti, et al., 2014 y Antica, 2011.

De acuerdo con el EGIL, para definir una reaccién positiva de las células frente a un
anticuerpo monoclonal (AcMo) determinado, el umbral de positividad debe ser de 20%,
a excepcion de MPOx, CD3, CD79a y TdT, los cuales se consideran positivos con un

minimo de 10% de nivel de expresion (Chiaretti et al., 2014).
1.2.4.6. Clasificacion de la OMS.

La OMS cambia la agrupacion de LLA para una mayor comprension de la biologia y la
patogénesis molecular de estas enfermedades y descarta los términos L1, L2 y L3.
(Antica, 2011), a la LLA-B de células maduras la considera como linfoma de Burkitt

(Terwilliger y Abdul, 2017) (Tabla 6).

Inmunofenotipo de la LLA de Precursor Temprano de células T (ETP ALL)

En 2009, el Hospital St. Jude Children's Research identific6 un nuevo subgrupo de

LLA-T pediéatrica y fue designada como LLA de Precursor Temprano de células T, esta

leucemia se caracteriza por un inmunofenotipo especifico: CDla-, CD8-, CD5%®!

(<5% de células positivas) (Neumann, Heesch, Gokbuget, Schwartz, Schlee, Benlasfer,... Baldus,

2012) y expresion (> 25% de células positivas) de al menos uno o mas de los siguientes
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marcadores de células madre o mieloides: CD117+, CD34+, HLA-DR+, CD13+,
CD33+, CD11b+ o0 CD65+ (Haydu y Ferrando, 2013).

Tabla 6. Neoplasias de precursores linfoides, de acuerdo con la OMS, 2016.
TIPO SUBTIPO

Leucemia/ Leucemia/linfoma linfoblastico B no especificado de otra manera (NOS)
linfoma Leucemia/linfoma linfoblastico B con anormalidades genéticas recurrentes
linfoblastico B Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(9;22)(g34.1;911.2);BCR-ABL1
Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(v;11923.3); con rearreglo de
KMT2A
Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6-
RUNX1

Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(5;14)(g31.1;932.3); IL3-IGH
Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(1;19)(q23;13.3); TCF3-PBX1
Leucemia/linfoma linfoblastico B con hiperdiploidia
Leucemia/linfoma linfoblastico B con hipodiploidia
* Leucemia/linfoma linfoblastico B, BCR-ABL1-like
* Leucemia/linfoma linfoblastic B con iAMP21

Leucemia/ * Leucemia de Precursor Temprano de células T

linfoma

linfoblastico T

* Entidad provisional. Modificado de Arber, Orazi, Hasserjian, Thiele, Borowitz, Le Beau,...
Vardiman, 2016.

1.2.5. Leucemia mieloblastica aguda (LMA).

La LMA es una neoplasia maligna originada por la proliferacion de células inmaduras
de estirpe mieloide que se produce por una alteracién en la regulacién del crecimiento
y diferenciacién de las células hematopoyéticas, alteracion que provoca la acumulacion
de precursores mieloides inmaduros con capacidad de replicacion, pero que han

perdido su capacidad de diferenciarse hacia células maduras (Perea, 2011).
1.2.5.1. Caracteristicas clinicas.

Los pacientes con LMA presentan manifestaciones clinicas inespecificas (Rodak, 2004)

gue inician de forma gradual o abrupta (Longo et al, 2012).

. Los signos y sintomas mas frecuentes son fatiga, debilidad, palidez, disnea,
petequias, hemorragia conjuntival y retiniana (Lichtmann et al. 2014), hemorragias
prolongadas, éstas son mas frecuentes si la cifra de plaguetas es <20x103%/pL.

e La neutropenia da lugar a infecciones menores pidgenas de la piel.
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La coagulacién intravascular diseminada (CID) se observa con mayor frecuencia en
la LMA-M3 (Leyto, 2018).

Algunos pacientes presentan hepatomegalia o esplenomegalia leve.

La linfadenopatia es rara, excepto en la variante monocitica.

Los monoblastos suelen infiltrar los tejidos, pero éstos pueden ser asintomaticos
(leucemia cutis, hiperplasia gingival) (Lichtmann et al. 2014).

Los pacientes con LMA no tienden a presentar sintomas relacionados con el SNC
cuando se produce infiltracion por blastos (Longo et al, 2012). Ademas, la infiltracion a
este sitio es muy rara (Rodak et al., 2014).

Pocas veces, los individuos presentan sintomas secundarios a un sarcoma
mieloide (Lépez y Guevara, 2016).

Pueden presentarse masa retroocular en caso de infiltacién extramedular.

En caso de hiperleucocitosis, puede presentarse leucostasis y como consecuencia
sintomas secundarios (Lépez y Guevara, 2016).

Los nifios presentan irritabilidad, pérdida de apetito, vomito (Lépez y Guevara, 2016).

1.2.5.2. Datos de laboratorio.

Al momento del diagnéstico, generalmente hay anemia y trombocitopenia.

En 80% de los pacientes presenta anemia normocitica normocromica (Sans et al.,
2006).
En mas de la mitad de los pacientes el conteo de plaquetas es <50x10%uL. La

mediana de la cifra de leucocitos es de 15-20 x10%/uL. En 10% de los pacientes los
leucocitos son >100x10%/uL, y suele suceder con mas frecuencia en las variedades
monocitica y mielomonocitica.

En 85% de los casos se observan blastos en SP (Sans et al., 2006).

En la mitad de los pacientes, los leucocitos son <5x10%/uL, y en mas de la mitad de
estos pacientes, el conteo absoluto de neutréfilos es <1x10%/uL. En otros casos la
cifra es normal (Lichtmann et al. 2014). Hay niveles elevados de lisozima (subtipos
monociticos), hiperuricemia, hiperpotasemia, hiperfosfatemia e hipocalcemia.
Cuando los leucocitos son elevados y estos hallazgos son pronunciados, esta

situacion indica sindrome de lisis tumoral (Lichtmann et al. 2014).
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1.2.5.3. Factores pronosticos.

Una cifra de leucocitos <20x10%/uL se asocia a un mejor prondstico, en contraste con

los pacientes con recuentos leucocitarios altos, los cuales presentan un mayor riesgo

de desarrollar complicaciones pulmonares y del SNC y tener un mayor riesgo de

muerte (De Kouchkovsky y Abdul, 2016).

Tabla 7. Grupos de riesgo de LMA.

GRUPO DE GEN TIPO DE PERFIL MUTACION ,EECN)S&E%
RIESGO PROTEINA CITOGENETICO ADICIONAL (FAB
RUNX1- Factor de . .
RUNX transcripcion 1(8:21)(a22:922) S i
CBFB- Factor de .
MYH11 transcripcion inv(16)(p13.1922) KIT M4E
PML- Factor de . .
Favorable RARA transcripcion t(15;17)(922;912) FLT3 M3
NPM1 Histona Normal FLT3 M4 y M5
chaperona
CEBPA FEEEres Normal FLT3 MO y M2
transcripcion
Intermedio MLLT3- Remodeladpr t(9;11)(p22;923) i M4 y M5
MLL de la cromatina
Factor de
DEK- o M2 y M4
NUP214 transcrlpcu_)n y 1(6;9)(p23;q34) FLT3 y
nucleoporina
RPN1- Factor de inv(3)(q21926.2) M1, M4y M7
Adverso EVI1 transcripcion
RBM15- Factor de 1(1;22)(p13;q13) M7
MKL1 transcripcion
Normal
Receptor . ! NPM1y M3, M4 y M5
FLT3 tirosina cinasa (1517)(q22;q12) y DNMT3a

1(6;9)(p23;934)

Modificado de Lagunas, 2016.

En la LMA-M3 o leucemia promielocitica aguda (LPA), un conteo 210x103células/uL

denota un riesgo alto, estos pacientes tienen un mayor riesgo de muerte temprana y

recaida. La LMA relacionada con la terapia y la LMA asociadas con una neoplasia

hematoldgica previa tienen prondstico desfavorable (De Kouchkovsky y Abdul, 2016).

Generalmente una o0 mas anormalidades citogenéticas son encontradas en

aproximadamente el 55% de los pacientes con LMA (Lagunas, 2016), estos cambios

constituyen un fuerte factor prondstico y permiten estratificar a la LMA en tres grupos

de riesgo (Tabla 7) (De Kouchkovsky y Abdul, 2016).
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1.2.5.4. Clasificacion del grupo FAB.

Esta clasificacion se basa en el grado de maduracién, aspecto morfolégico y linea

celular afectada (indiferenciada, mieloide, monoblastica, eritroblastica o
megacarioblastica) (Tabla 8). Los estudios morfologicos revelan los porcentajes de
blastos,

estructuras intracelulares, como bastones de Auer, y presencia de

mielodisplasia. La citoquimica ayuda a definir el linaje (Tabla 9) (Creutzig et al,2012).

El grupo FAB reconoce basicamente dos tipos de mieloblastos: tipo | que tiene un gran
ndcleo central con cromatina finamente dispersa y uno o dos nucléolos, el citoplasma
es basdfilo y no presenta granulos, ni bastones de Auer; y tipo Il que presenta en el
citoplasma <20 granulos azurdfilos, la cromatina es mas condensada, los nucléolos

mas prominentes y el citoplasma mas abundante (Sans et al., 2006). La clasificacion FAB

determina una LMA cuando el porcentaje de blastos en SP o MO es 230%.

Tabla 8. Clasificacion de las LMA de acuerdo con el grupo FAB.

SUBTIPO
FAB
MO

DENOMINACION

Mieloblastica
aguda
minimamente
diferenciada

MORFOLOGIA

MO: >90% de blastos, éstos no desarrollan las caracteristicas
morfoldgicas mieloides (son muy indiferenciados). Son redondos de
tamafio pequefio a mediano con nicleo excéntrico. El nicleo a veces es
lobulado o escindido, con cromatina fina y uno o varios nucléolos. El
citoplasma es ligeramente basdfilo sin granulos. No se observan
cuerpos de Auer.

M1

Mieloblastica
aguda sin
maduracién

MO: >30% de TCN y >90% de las CNE son mieloblastos. <10% de
maduracion de las series granulociticas mas alla del estadio de
promielocito. El mieloblasto es poco diferenciado, de tamafio mediano,
con elevada relacién N:C, contorno nuclear redondeado, cromatina laxa
con presencia de uno o varios nucléolos prominentes. Pueden presentar
una fina granulacion azurdfila, o algun baston de Auer en el citoplasma
(bastones de Auer se encuentran en 50% de los blastos). Si no hay
evidencia de granulos o bastones de Auer, los blastos pueden
parecerse al linfoblasto L2.

M2

Mieloblastica
aguda con
maduracion

MO: >30% de TCN y <90% de CNE son mieloblastos; hay maduracion
mas alla del estadio de promielocito en >10% de las CNE; <20% de
monocitos.Los blastos son pequefios o medianos, con cantidad variable
de citoplasma y un perfil nuclear redondeado, veces adopta una
posicion cuadrangular respecto al citoplasma; la cromatina es laxa, con
uno o varios nucléolos. El citoplasma es baséfilo y puede contener
granulacion primaria azurdfila, u ocasionalmente algin bastén de Auer.
Pseudo Pelger-Huet y neutréfilos hipogranulares son las células mas
comunes.

Los casos con hiperplasia eritroide (pero <50% de eritroblastos) sin las
anomalias morfolégicas de la eritroleucemia se incluyen en este grupo.

M3

Promielocitica
hipergranular

MO: >30% de promielocitos anormales con abundantes granulos
citoplasmaticos que se tifien de color rosa brillante, rojo o purpura con la
tincion de Romanowsky. Se hallan numerosos cuerpos de Auer, a
menudo apilados (células en “haces”, en inglés “faggot”). Los niicleos
con frecuencia son reniformes o bilobulados con la presencia de una
hendidura profunda o de perfil irregular.

SP: Leucocitos disminuidos.
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Tabla 8 (continuacién)

SUBTIPO
FAB
M3v

DENOMINACION

Promielocitica
variante
microgranular

MORFOLOGIA

MO: Promielocitos con granulos tan pequefios que no se distinguen con
el microscopio 6ptico, nucleo profundamente indentado con citoplasma
claro abundante y granulos similares a polvo observados en una
localizacidn excéntrica cerca del nucleo.

A menudo se confunde con la M5.

SP: Suele cursar con leucocitosis.

M4

Mielomonocitica
aguda

MO: >30% de blastos de TCN y >20% de CNE son de componente
monocitico  (monoblastos, promonocitos 'y  monocitos). Hay
diferenciacion granulocitica y monocitica.

La proporcion de células monociticas no excede el 80% de las CNE.
Los monoblastos son de gran tamafio, moderada relacion N:C y
basofilia variable con eventuales mamelones en el citoplasma. El nucleo
puede ser redondeado, arrifionado o de forma irregular. Los nucléolos
son prominentes.

Mieloblastos, promielocitos y otros granulocitos posteriores comprenden
entre el 30% y el 80% de las CNE. Baston de Auer +.

M4E

Mielomonocitica
aguda con
eosindfilia

MO: 25% eosindfilos con nucleos monocitoides y pueden ser hibridos
con granulos basdfilos; componente monocitico >20%, pero <80%.

M5A

Monocitica aguda
mal diferenciada

MO: >30% de blastos de TCN y >80% monoblastos. Estas células
presentan una cromatina laxa, nucléolos prominentes y brotes o
pseodopodos en la membrana citoplasméatica que es de basoéfila oscura
a gris, puede contener granulos azurdfilos finos. Los brotes pueden ser
mas transltcidos que el resto del citoplasma y esto da la apariencia de
una doble membrana. Por el aspecto indiferenciado se puede confundir
con la M1. <20% granulocitos.

M5B

Monocitica aguda
diferenciada

MO: <80% de las células son monoblastos, promonocitos (predominan)
y monocitos. Los promonocitos presentan nucleos redondos o
cerebriformes y pueden tener nucléolos, el citoplasma color gris
traslicido (menos basofilo que del monoblasto) con aspecto de vidrio
esmerilado, con granulos azuroéfilos y con presencia de alguna vacuola.
SP: % elevado de monocitos.

M6

Eritroleucemia
aguda

MO: >50% de células son precursores eritroides de TCN. >30% de CNE
son mieloblastos tipo | o tipo Il. Los precursores eritroides a menudo
son morfolégicamente anormales. Es comuUn la presencia de
precursores multinucleados. Pueden presentar cuerpos de Howell-Jolly,
puede haber vacuolas perinucleares en los proeritrobastos y en los
eritroblastos  basofilos. Los cambios megaloblasticos y la
diseritropoyesis son frecuentes.

Unica LMA con hiperplasia de precursores eritroides. Con frecuencia un
SMD precede a una M6 (mielosis eritémica).

M7

Megacarioblastica

MO: >30% de megacarioblastos de TCN. El tamafio de éstos es
heterogéneo; muestran un aspecto morfolégico muy inmaduro, y son
muy polimorficos. algunos tienen el tamano del linfoblasto L1 con
citoplasma escaso, mientras que otros son tres veces mas grandes. El
nucleo es excéntrico, de cromatina laxa y reticulada con 1 a 3 nucléolos
prominentes. El citoplasma es basdfilo y agranular y muestra un
aspecto muy similar a las plaguetas circulantes con presencia de
mamelones o seuddépodos.

Pueden observarse megacariocitos. La biopsia de MO muestra aumento
de fibroblastos y/o aumento de reticulina.

TNC: todas las células nucleadas de la MO. CNE: células no eritroides; MO: Médula ésea; SP: sangre
periférica; N:C: nucleo citoplasma. Bennett et al, 1976; Rodak, 2004; Merino, 2010 y Antica, 2011.

25



Tabla 9. Morfologia y citoquimicas de las LMA.

SUBTIPO

MORFOLOGIA

FAB

SUBTIPO
FAB
LMA-M4E

CITOQUIMICA

MPO: +(< 3%
mieloblastos)
NSB: +(< 3%
mieloblastos)
NASDA: ++(< 3%
mieloblastos)

‘ MORFOLOGIA

CITOQUIMICA

MPO: +

NSB: +

NASDA: +

ANBE: + (monocitico)
ANAE: + (monocitico)
PAS: + (difuso)

ANBE: -
g ANAE: -
PAS: -
LMA-M1 MPO: + (2 3% LMA-M5A MPO: - 6 + (débil)
mieloblastos) NSB: - 6 + (débil)
NSB: + (2 3% NASDA: -
mieloblastos) ANBE: + (monocitico)
NASDA: +/- ANAE: + (monocitico)
ANBE: - PAS: -
ANAE: -
PAS: -
LMA-M2 MPO: ++ LMA-M5B MPO: - 6 + (débil)
(mieloblastos) NSB: - 6 + (débil)
NSB: + NASDA: -
mazacotes ANBE: +
(mieloblastos) ANAE: +
NASDA: + PAS: -
(mieloblastos)
ANBE: -
ANAE: -
PAS: +
LMA-M3 MPO: + (intenso) LMA-M6 MPO: + (mieloblastos)
(mieloblastos) NSB: + ‘(mielqblastos)
NSB: + (intenso) QSEE-A-' +(mieloblastos)
(mieloblastos) FA: + {intenso)
NASDA: + (eritroblastos)
ANBE: - PAS: + en mazacotes
ANAE: - (eritroblastos)
PAS: + (difuso)
LMA-M3v MPO: + (intenso) LMA-M7 MPO: -
(mieloblastos) NSB: -
NSB: + (intenso) NASDAS
f . (megacarioblasto)
¥ ’ (mieloblastos) ANAE: +
NASDA: + (megacarioblasto)
(mieloblastos) PAS: +/- granular
ANBE: - (megacarioblasto)
y ANAE: - FA: +(megacarioblasto)
— PAS: + (difuso
-, G Ol
BY W NASDA: +
v = ANBE: +
(monocitico)
ANAE: +

'\1‘ @.~,F.;. 1

(monocitico)
PAS: + (difuso)

MPO: Mieloperoxidasa; NSB: Negro Sudan B; NASDA: naftol ASD cloroacetato esterasa; ANAE: a-naftol acetato
esterasa; ANBE: a-nafttil butirato estesara; PAS: acido periédico de Schiff; FA: fosfatasa acida. Bennett et al, 1976;
Rodak, 2004; Merino, 2010; Antica, 2011. Imagenes: 1: Swerdlow et al, 2008; 2: Esmeralda Nufiez Hernandez, 2019; 3:

Rodak, 2004; 4: Merino, 2010.

1.2.5.5. Clasificacion del grupo EGIL.

El grupo EGIL definié inmunolégicamente a las LMA por la expresion de dos o0 més de

los siguientes marcadores mielomonociticos: MPOx, CD13, CD33, CDw65 y/o CD117

(c-kit). Determin6 que la MPOXx es el marcador mas especifico para el linaje mieloide.
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La LMA-MO, LMA-M6 y LMA-M7 de la FAB pudieron definirse inequivocamente por el
inmunofenotipo. Se incluyeron otros dos subgrupos de LMA, uno con expresion de TdT
y otro que expresa uno 0 mas marcadores linfoides pero que no cumplen con los

criterios para clasificarlos como LAB (Bene et al, 1995). Tabla 10.

Tabla 10. Clasificacion inmunoldgica de las LMA de acuerdo con el EGIL.
Linaje mielomonocitico* MPOx+, CD13+, CD33+, CDw65+ y/o CD117+
Linaje eritroide (M6) Temprano/inmaduro: no clasificable por marcadores
Tardio/maduro: Glicoforina A*
Linaje megacariocitico (M7) CD41+, y/lo CD61+ (superficial o citoplasmatico)
MPO+, CD13+, CD33+, CDw65+ y/o CD117+ y CD3-, CD79a- y

Mieloide temprano (MO)

CD22-
LMA TdT+ Marcadores mieloides con la expresion de TdT+
LMA+Ly LMA con expresion de uno o mas marcadores linfoides

* Positivo para al menos dos 0 mas marcadores mieloides. Modificado de Bene et al, 1995.

1.2.5.6. Clasificacion de la OMS.

Tabla 11. Clasificacion de las LMA, por la OMS, 2016.

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA Y NEOPLASIAS RELACIONADAS

LMA con alteraciones genéticas recurrentes LMA NOS
LMA con 1(8;21)(g22;922.1); RUNX1- LMA con minima diferenciacion
RUNX1T1
LMA con inv(16)(p13.1;922) o MA sin maduracion
t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
LPA con t(15,17)(q22;912); PML- LMA con maduracion
RARA
LMA con t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3- Leucemia mielomonocitica aguda
KMT2A
LMA con t(6;9)(p23;934.1); DEK- Leucemia monobléastica/monocitica aguda
NUP214
LMA con inv(3)(g21.3g26) o Leucemia eritroide pura
t(3;3)(921.3;926.2); GATA2, MECOM
LMA (megacariobléastica) con Leucemia megacarioblastica aguda
t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
* L MA con BCR-ABL1 Leucemia basofilica aguda
LMA con mutacion de NPM1 Panmielosis aguda con Mielofibrosis
LMA con mutacion bialélica de CEBPA  Sarcoma mieloide
* LMA con mutacién de RUNX1 Proliferaciones mieloides relacionadas con
sindrome de Down
LMA con cambios relacionados a Mielopoyesis anormal transitoria (desorden
mielodisplasia mieloide transitorio) (TAM)
Neoplasias mieloides relacionadas o Leucemia mieloide asociada con sindrome
secundarias a tratamientos (LMA-t) de Down

* Entidad provisional; LMA: leucemia mieloide aguda; LPA: leucemia promielocitica aguda; NOS: no
especificada de otra manera. Modificado de Arber et al, 2016
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La base primaria para la subclasificacién de las LMA no especificadas de otro modo
(LMA NOS) son las caracteristicas morfolégicas, citoquimicas e inmunofenotipicas de
las células leucémicas, sin embargo, se recomienda realizar el analisis molecular y
citogenético ya que estos estudios proporcionan el pronéstico de la enfermedad

(Swerdlow et al, 2008). Tabla 11.

Los promonocitos en la LMA con diferenciacion monocitica son considerados
equivalentes a blastos. La leucemia eritroide pura representa una neoplasia de células
inmaduras comprometidas exclusivamente con el linaje eritroide (80% de las células de
la MO) sin evidencia de un componente mieloblastico significativo. Las LMA con
alteraciones  citogenéticas recurrentes deben considerarse como LMA
independientemente del porcentaje de blastos (Swerdlow et al, 2008).

La OMS determina una LMA NOS cuando hay = 20% de mieloblastos en SP o MO.

1.2.6. Leucemia aguda bifenotipica (LAB).

La mayoria de las LA se pueden asignar inequivocamente al linaje mieloide, linfoide B
o T. Sin embargo, incluso después de una inmunofenotipificacibn extensa, un
subconjunto pequefio y heterogéneo de leucemias no puede clasificarse facilmente, las
leucemias que caen dentro de esta categoria se han denominado leucemias agudas de
linaje mixto, bifenotipicas, hibridas, indiferenciadas, bilineal o leucemia de linaje
ambiguo (Weinberg y Arbe, 2010).

En la leucemia aguda bifenotipica (LAB) hay una sola poblacién de blastos que
coexpresan antigenos especificos de dos linajes diferentes, ya sea de células Bo Ty

antigenos mieloides o monociticos (Chiaretti et al., 2014).

1.2.6.1. Clasificacion del grupo EGIL.

El EGIL propone un sistema de clasificacion para distinguir los casos de LAB de
aquellos con expresion aberrante de otro linaje y est4 basado en el nimero y grado de
especificidad de marcadores (linfoides y mieloides) expresados en las células

leucémicas (Dorantes, Medina, Davila y Lépez, 2013) (Tabla 12).

Se trata de una LAB cuando el valor del puntaje es >2 para el linaje mieloide y >1 para

el linaje linfoide (Bene et al, 1995). Si no se cumplen estos criterios, se considera como
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expresion aberrante del antigeno o infidelidad de linaje. ElI punto de corte para
considerar un marcador como positivo, es de al menos 20%, excepto para los
marcadores MPOx, CD3, CD79a y TdT, los cuales con un minimo de 10% de

positividad ya se consideran como positivos (Weinberg y Arber, 2010).

Tabla 12. Sistema de puntuacion EGIL para definir una leucemia bifenotipica.

PUNTOS LINAJE
LINFOIDE B LINFOIDE T MIELOIDE
2 CD79a CD3 (cy/s)
cylgM Anti-TCRa/B ertaf(zosima
cyCD22 Anti-TCRy/®
L CD19 cD2 ggég
CD10 CD5 oDES
CD20 CD8 CD117
0.5 CD14
TdT CD15
E%Tz . cD7 CD64
CDla CD11b
CD11c

Cy: citoplasmico; s: superficial; MPOXx: mieloperoxidasa; TdT: desoxinucleotidil
transferasa terminal. Bene et al, 1995 y Weinberg y Arber, 2010.

Basados en este sistema de puntuacién, se han descrito cuatro subtipos principales de
LAB: B/mieloide, T/mieloide, B/T linfoide, y la leucemia de trilinaje (presencia de

marcadores mieloides, B y T) (Vizcaino, Guzman, De los Reyes, Quijano y Campos, 2010).

1.2.7. Recaida.

El tratamiento de las LA se divide en fases que tienen objetivos distintos: induccién a la
remisiéon, terapia inicial en el tratamiento, su objetivo es reducir el nimero total de
células leucémicas hasta en un 99% (Layton, 2015), eliminando en lo posible las células
con resistencia primaria (HIMFG, s. f.); post-remisién o consolidacion, su objetivo es
intensificar el tratamiento a sitios santuarios (principalmente SNC y testiculo) (HIMFG, s.
f), esta etapa es indispensable para prevenir recaidas en los primeros dos meses
posteriores, y mantenimiento o continuacion, fase final del tratamiento que dura de dos
a dos afios y medio (SS, 2009), su objetivo es eliminar la enfermedad residual que

persiste al final de la induccion y erradicar la clona leucémica (HIMFG, s. f.).

La remision completa (RC) se ve reflejada en la desapariciéon clinica de enfermedad
detectable, el paciente se encuentra asintomatico y asignolégico, la MO presenta
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celularidad normal con < 5% de blastos en evaluacion morfoldgica (Ss, 2009), en SP hay
por lo menos 1x10° neutrdéfilos/uL, 50x10° plaquetas/pL (no transfundidas) y Hb =10
g/dL (Dorantes y Medina, 2007), ausencia de blastos en LCR y un nivel de enfermedad
minima residual (EMR) detectable por PCR o CFM <1x10® (HIMFG, s. f).
Aproximadamente el 80% de los pacientes con LMA y LLA de recién diagndstico
pueden lograr una RC (verma et al, 2010) empleando las terapias actualmente

disponibles. Sin embargo, el 20-25% de los nifios recaen (Nguyen et al., 2008).

La recaida se establece cuando una vez alcanzada la RC, existe evidencia de
recurrencia leucémica, definida como cualquier cambio en la MO con blastos >5% o

aparicion de lesiones infiltrativas (Ss, 2009).

Las recaidas se clasifican en recaidas tempranas (se presentan en los primeros 18
meses desde el diagndstico), recaidas intermedias (ocurren entre los 18 y 36 meses
desde el diagndstico) y recaidas tardias (después de los 36 meses) (Nguyen, Devidas,
Cheng, La, Raetz, Carroll,..., Children's Oncology Group, 2008). La mayoria de las recaidas de
LLA ocurren durante el tratamiento o dentro de los primeros dos afios después de la
finalizacion del tratamiento, aunque se ha informado que las recaidas se producen

incluso después de 10 afios desde el diagndéstico.

La mayoria de las recaidas ocurren en la MO, ya sea en forma aislada o combinada
con la participacién de otro sitio, principalmente el SNC o testiculos, siendo menos
frecuente en otros sitios extramedulares (Locatelli, Schrappe, Bernardo y Rutella, 2012). Se ha
demostrado que en leucemias que recurren tempranamente, el clon recidivante ya se
encontraba presente en la leucemia inicial con un menor nidmero de copias, lo que
indica la seleccién de un clon preexistente resistente a la terapia administrada. Por el
contrario, en las recaidas tardias, puede conjeturarse que el origen es el desarrollo de

una segunda leucemia a partir de una alteracion premaligna (Makiya, 2013).

1.3. Marcadores Cluster of Differentiation (CD)

Cluster of differentiation (CD) significa “grupo de diferenciacién” y viene seguido de un
namero, el nombre deriva del hecho de que al madurar las células adquieren o
eliminan proteinas en su superficie (Ruiz y Pérez, 2010). La designacion de CD se refiere a
un grupo de anticuerpos monoclonales (AcMo) que reconocen la molécula expresada

en las células (Clark et al., 2016) y también se utiliza para nombrar a los antigenos (Ag) en
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Si (Engel et al., 2015). Se agrega un simbolo "*" como superindice a un nimero de CD
para indicar la presencia de esa molécula en una célula o poblacién celular, si la
expresion de dicha molécula es intensa se pone “*”; un "" indica su ausencia (Engel et
al, 2015). Algunos CDs se expresan en todas las células de un linaje, pero la mayoria se
expresan solo en una fraccién de ellas o0 solamente en una etapa de su maduracién

(Ruiz y Pérez, 2010). Hasta la fecha han sido descritas 408 moléculas (Clark et al., 2016).

La maduracion y diferenciacion de las células sanguineas durante la hematopoyesis se
asocia con la expresion de conjuntos especificos de marcadores CD que definen el
linaje (Wolach y Stone, 2015), estos marcadores también se utilizan para describir procesos
neoplasicos relacionados con estas células (Pui, 2013). En las Tablas 13-16 se muestra
cada estadio de maduracién con los correspondientes fenotipos de las células

hematopoyéticas normales.

Tabla 13. Fenotipo de las diferentes etapas de maduracion de los granulocitos.

MBL PROMIEL MIEL N METAM N N[=] NS BAS
CD34+
HLA-DR+
CD117+ CD117+/-
CD54+ CD54+ CD54¢ CD123+
CD45de CD45de CD45de CD45+ CDA45+ CD45+ 2D7+
MPO+/- MPQde MPO+ MPQn MPQn MPQn FCeRI+
CD13+ CD13+ CD13¢% CD13+ CD13+ CD13+ CD203c+
CD33¢e CD33¢ CD33+ CD33¢ CD33¢ CD33¢%

CD66b+ CD66b+ CD66b+ CD66b+ CD66b+
CD66c++  CD66c+ CD66c+ CD66c% CD66cd

CD65+ CD65+ CD65+ CD65+ CD65+
CD15+/- CD15+ CD15+ CD15n CD15n
CD64% CD64+ CD64+ CD64+

CD11b+/- CD11b+ CD11b+ CD11bin
CD11c+ CD11c+ CD11c+ CD11c+
CD66a+ CD66a+ CD66a+ CD66ad%®

CD24% CD24+ CD24+ CD24+
CD16+ CD16+ CD16"

CD35% CD35+ CD35+

CD87+/- CD87+ CD87+

CD214de CD14%

CD10¢% CD10+

MBL: mieloblasto; PROMIEL: promielocito; MIEL N: mielocito neutréfilo, METAM N: metamielocito
neutrofilo; NB: neutrdfilo en banda; NS: neutréfilo segmentado; BAS: basofilo; de: débil; in: intenso; FCeRI
receptor de IgE de alta afinidad. Swerdlow, 2008; Wood, s. f; Manar et al, 2017.

Para la tipificacion de las neoplasias hematolégicas, existen cuatro reglas de los CDs:
1. No existe un solo Ag CD que sea especifico de una enfermedad.
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. Todos los CDs que se emplean para definir linaje y estadio de las neoplasias
hematoldgicas se expresan también en células normales.
. Las células neoplasicas se distinguen de las células normales solamente por
aberraciones en la expresion de Ag: a) cuantitativas: anormalidades en la intensidad
de expresion de un antigeno, b) infidelidad o promiscuidad de linaje: en una misma
célula se expresan antigenos de linajes diferentes, c¢) cronolégicas: expresion
asincronica y simultdnea de antigenos tempranos y tardios de un mismo linaje, d)
anatémicas: las células expresan antigenos ajenos a un determinado compartimento
anatémico, e) numéricas: no hay aberracion, pero hay una poblacion grande de
células que expresan un antigeno especifico.

En algunas ocasiones las células neoplasicas no presentan aberraciones
antigénicas que permitan distinguirlas de las células normales (Ruiz y Pérez, 2010).

Tabla 14. Fenotipo de las diferentes etapas de maduracién del monocito.
MONOBLASTO PROMONOCITO MONOCITO MACROFAGO

CD34+
CD117+
HLA-DR+ HLA-DR+ HLA-DR+ HLA-DR+
CD45+ CD45+ CDA45in CD45in
CD13+/- CD13+ CD13+ CD13+
CD33+ CD33+ CD33n CD33in
CD4+ CD4+ CDA4+ CD4+
MPO+ MPO+ MPO+
CD64+ CD64+ CD64+
CD15+ CD15+ CD15+
CD11b+ CD11bin CD11bin
CD36+ CD36+ CD36+
CD14+ CD14in CD14in
IREM-2+ IREM-2+
CD16+
CD163+

in: intenso. Swerdlow, 2008; Wood, s. f; Manar et al, 2017.

Tabla 15. Fenotipo de las diferentes etapas de la eritropoyesis.

PROEB EBB EBP EBO RET ERIT
CD34+

CD45¢e

HLA-DR+

CD13+

CD33+

CD177+ CD177+

CD105+ CD105+ CD105+

CD71+ CD71+ CD71+ CD71+ CD71+

CD36" CD36" CD36" CD36" CD36+ CD36+
CD235a+ CD235a+ CD235a+ CD235a+ CD235a+ CD235a+

PROEB: proeritroblasto; EBB: eritroblasto baséfilo; EBP: eritroblasto policromatico;
EBO: eritroblasto ortocromatico; RET: reticulocito; ERIT: eritrocito; CD235a: Glicoforina
A; de: débil; in: intenso. Swerdlow, 2008; Manar et al, 2017; Spandl, 2013; Ching, 2013.
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Tabla 16. Fenotipo de las diferentes etapas de la megacariopoyesis.

A AR . : A\ . PR . A\ AR . . A AR . . » A\ . A
CD34 +
HLA-DR+
CD13+
CD33+
CD45+
CD117+
CD38+/- CD38+ CD38+ CD38+
CD41+ CD41+ CD41n CD41n
CD61+ CD61+ CD61n CD61n
CD42b+/- CD42b CD42b
CD36+ CD36+ CD36+
F-VIlI F-VilI

CD41: Complejo GP lib/llla; CD42b: GP |b; CD61: GP llla; F-VIII: Factor VIII de la coagulacion;
in: intenso. Swerdlow, 2008; Ching, 2013.

En las siguientes Figuras (18 y 19) se encuentran las etapas de diferenciacion de las
células de linaje linfoide.

Antigeno independiente

Antigeno dependiente

. , Sangre Tejido linfoide secundario/
Médula 6sea periférica secundario médula 6sea
A A A 1
I \! I 1
v <
A A ¥
” Bl BadN Eadl Ead o ) 5
Pro-B Pro-B Pre-B grande Pre-B Lin-B Lin-B Lin-B maduro Célula
temprano tardio pequefio inmaduro maduro naive  de memoria plasmatica
CD34+ CD34+
TdT+ TdT+
HLA-DR HLA-DR HLA-DR HLA-DR HLA-DR HLA-DR
e de . . 3
CD45 CD45 D45+ cD45" cp4s” cD4s" CD45+
CD22+ cp22™ cD22 cD22 cp22" cD22" CD38+
vl D38+ cD38+ CD38+ D38+ Coos Ch79a+
ge oot cs™ cpe® cD53% CD79a+ CD19+
gggﬁ cp24* cD24™ cps1® CD79a+ CD19+ cylgM+
CD53+ cps1” CD81+ CD53+ CD19+ CD20+ slg-
cD53™ co53™ CD79a+ CD37+ cylgM+ cD27+
CD79a+ CD79a+ CD19+ CD21 slg+ CD138+
CD19+ CD19+ CD37+ CD23+ k
d CD21+ CD20+ A
cp10” co37™ o in
CD21+ CD5 cylgM+ CD44
cps™ cD23™ 5'g£"+ CD27+
de CD20+
b3 cylgM+ A
CD10+ Y9 sigD+
het slgM+ n
CD20 K cD44
cylgM+ A

Tejido linfoide

Figura 18. Fenotipo de las etapas de diferenciacién de las células B.
de: débil; in: intenso; het: heterogéneo. Parham, 2016; Universidad de Salamanca; 2011,
Swerdlow, et al, 2008. Esmeralda Nufiez Hernandez, 2019.
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cyCD3+ CcD45" CD8+ naive
sCD3+ CD2+
CD4+ CD7+
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cyCD3+ D45
sCD3+ CD2+
CD8+ CD5+
sCD3+
CD8+

Figura 19. Fenotipo de las etapas de diferenciacion de las células T.
in: intenso. Universidad de Salamanca, 2011; Swerdlow, et al, 2008; Cano y Lopera, 2013.
Esmeralda Nufiez Hernandez, 2019.

1.4. Diagnéstico de las leucemias agudas

Se sospecha de algun tipo de LA cuando el paciente presenta caracteristicas clinicas

relacionadas con esta enfermedad, a todos estos pacientes se les debera realizar:

Historial clinico completo. Enfocado a identificar los factores de riesgo para
desarrollar LA. Se debe investigar el tiempo de evolucién de los signos y sintomas

sugestivos de LA, ya que, generalmente es corto (de cuatro a seis semanas) (SS, s. f.).

Examenes de laboratorio. Biometria hematica con revision del frotis de SP, quimica
sanguinea, pruebas de funcion hepatica, pruebas de coagulacion, descartar

infecciones bacterianas y virales (HIMFG, s. f.) (Vizcaino et al., 2016).

Radiografia de térax y de huesos largos, tomografia computarizada de créaneo,
ultrasonografia para valorar la hepatoesplenomegalia no detectable en clinica (Ortega,
Osnaya y Rosas, 2007) Y en nifios con agrandamiento de testiculos (SS, s. f.).
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Evaluacién de MO. Se realiza el aspirado de MO para estudios morfologicos,
inmunofenotipicos, citogenéticos y moleculares. Ante la incapacidad de aspirar médula

Osea (“grifo seco”) se debe realizar una biopsia de MO por trepanacién (Creutzg et al., 2012).
Diagndstico morfolégico. La morfologia de las LA se define segun la FAB.

Inmunofenotipificacion. Se realiza el inmunofenotipo por CFM y las LA se clasifican

de acuerdo con la clasificacion del EGIL (HIMFG, s. f.).

Estudios citogenéticos y moleculares. Citogenético: se buscan alteraciones
cromosomicas numeéricas o estructurales, visibles en el examen microscopico (HIMFG, s.
f). Molecular: busca alteraciones cromosémicas submicroscépicas estructurales

especificas y puede realizarse por medio de FISH 0 RT-PCR (HIMFG, s. 1.).

Recientemente la secuenciacibn masiva o de siguiente generacién (NGS, Next
Generation Sequencing) se ha introducido en los laboratorios hematolégicos (Bacher,
Shumilov, Flach, Porret, Joncourt, Wiedemann,... Pabst, 2018) y permite realizar un mejor
prondstico de las LA. La NGS consiste en secuenciar miles de nucleétidos
simultdneamente en una sola reaccién, cubriendo ya sea todo el genoma, solo el
exoma o0 un panel de genes seleccionados (Jiménez, Hidalgo y Ramirez, 2017). Los
resultados de la NGS deben interpretarse teniendo en cuenta otros hallazgos de
laboratorio, la morfologia, histopatologia, inmunofenotipificacién, genética molecular

tradicional, citogenética y resultados de diagndéstico y datos clinicos (Bacher et a., 2018).

Puncion lumbar. La investigacion de la implicacion del SNC en el momento del
diagndstico es necesaria en pacientes pediatricos, porque se requiere un tratamiento
especifico en el caso de afectacidn (Creutzig et al, 2012). La leucemia del SNC se define
cuando hay >5 leucocitos/uL en el LCR, con blastos presentes en una muestra

atraumatica o cuando hay pardlisis de nervios craneales (Lichtmann et al. 2014).

1.4.1. Evaluacién morfolégica.

La evaluacion morfolégica de un aspirado de MO es el medio mas importante para
evaluar la funcion de la MO vy los trastornos hematol6gicos (d Onofrio, Zini y Bain, 2015). ES
el primer paso para el diagnéstico, estadificacion y evaluacion de la respuesta al
tratamiento en las LA. El diagndstico se puede establecer con el aspirado de MO y con

la SP, la biopsia de MO puede no ser necesaria (Proytcheva, 2013).
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Los sitios de aspiracion de MO en nifios, es la cresta iliaca posterosuperior de la pelvis
(Figura 20A) (Rodak et al., 2014), en nilos Mas pequefios, se extrae la médula de la cara
medial del extremo proximal de la tibia, justo por debajo de la tuberosidad tibial (Figura

20B) (Bain et al., 2008).

Tuberosidad
Figura 20. Sitios de aspiracion tibial «
de médula 6sea en nifios. A)
Cresta iliaca posterosuperior de
la pelvis. Imagen: Rodak et al,
2014. B) Extremo proximal de la
tibia debajo de la tuberosidad

tibial. Imagen: ACEUE, 2009.

Después de la quimioterapia, los aspirados pueden ser hipocelulares y pueden no
contener elementos hematopoyéticos. En tales casos, la biopsia de MO es adecuada

para la CFM y evaluar la EMR (Proytcheva, 2013).

Obtencién del aspirado y preparacion de la extension. Un aspirado de MO de alta
calidad requiere que la dilucién de la muestra por SP sea minima; esta dilucion
aumenta en proporcion al volumen de aspirado. Por esta razon, el volumen a aspirar
debe ser de 0.2 a 0.5 mL méaximo (d"Onofrio et al., 2015). Se emplea como anticoagulante
el EDTA ya que distorsiona menos la morfologia celular (Rodak et al., 2014), sin embargo,
los frotis deben realizarse tan pronto como sea posible para reducir el artefacto de

almacenamiento (Sotavento, Erber, Porwit, Tomonaga y Peterson, 2008).

Extensién de aspirado sin anticoagulante. Dado que la MO se coagula mas
rapidamente que la SP, hay que realizar las extensiones del material aspirado sin
demora a la cabecera del paciente.

El extensor se coloca frente a la gota de aspirado en un angulo de aproximadamente
30° y se desplaza hacia atras para hacer contacto con la gota y permitir que la muestra
se extienda a lo ancho del extensor, éste se desplaza hacia adelante en una accién
suave y continua (Sotavento et al, 2008). Los fragmentos, grumos o particulas Oseas
(agregaciones de hueso y médula hematopoyética), los megacariocitos y los globulos
de grasa se depositan en la cola del frotis (Bain et al, 2008) (Rodak et al., 2014).

Si no hay grumos suficientes, se pueden concentrar. Esto no suele ser necesario en las

médulas hipercelulares, como en las LA (Bain et al, 2008).
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Preparacion por compresion o aplastamiento. Se extiende una parte del aspirado en
una caja de Petri 0 vidrio de reloj y con una pipeta Pasteur se extraen los grumos y se
colocan en un portaobjetos de vidrio, con otro portaobjetos, se presiona muy
suavemente y finalmente los portaobjetos se separan en direccion longitudinal. Otra
técnica de compresion es cuando una gota de MO que contiene grumos se coloca en
el centro de un portaobjetos, un segundo portaobjetos se coloca encima del primero, el
peso de este sobre el primero es suficiente para aplastar las particulas, no se debe
aplicar ninguna fuerza adicional, los portaobjetos se separan en direccion longitudinal
(Sotavento et al, 2008). Los frotis se dejan secar al aire libre y posteriormente se tifien con

los colorantes de Romanowsky como la tincion de Wright-Giemsa (Sotavento et al, 2008).

Se pueden usar extensiones adicionales para tinciones citoquimicas las cuales ayudan
a orientar el linaje de los blastos cuando por morfologia se dificulta. La citoquimica es
el estudio de los componentes quimicos de la célula, estos elementos pueden ser

enzimaticos o no enzimaticos (Rodak et al., 2014).

Examen pre-microscopico y microscopico. La evaluacion de un aspirado de MO debe

seguir un enfoque sistematico (d"Onofrio et al., 2015):

Fase pre-microscoépica. Implica la adquisicién de informacion clinica: si el paciente se
encuentra bajo tratamiento; conteo diferencial y evaluacién de frotis de SP; informacion
obtenida en el momento de obtener la muestra (grifo seco) y los resultados del examen

fisico (d"Onofrio et al., 2015).

Fase microscépica. La evaluacion de la extension debe realizarse primero a bajo
aumento (objetivo 10x). Un mielograma se realiza cuando las particulas estan
presentes, cuando la calidad es aceptable y cuando el nUmero de células es suficiente.
En otros casos, si la presencia de megacariocitos y precursores hematopoyéticos
indica que el material es MO, es posible hacer una evaluacion cualitativa (Figura 21)

(dOnofrio et al., 2015). LOS pasos que se siguen son:

1. Evaluacion de si la muestra es representativa. Una extension puede considerarse
representativa si hay fragmentos, si la extension ha sido realizada de manera correcta

y si la mayoria de las células aparecen intactas (d Onofrio et al., 2015).

2. Evaluacion de la celularidad. Se evaltan varios grumos; se determina mediante la
observacion de la proporcion de células hematopoyéticas con las células grasas (Rodak

et al., 2014) presentes en los grumos. La celularidad depende de la edad del paciente
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(d"Onofrio et al., 2015), esta evaluacion es subjetiva y dificil en el aspirado, pero puede
expresarse en términos descriptivos semicuantitativos (d’Onofrio et al., 2015). La
celularidad normal en nifios menores de 10 afios es de 59-95% (media 79%), a los 30
afos, la media es de 50%, y a los 70 afios, del 30% (rango 11-47%). Considerando
estos rangos se puede determinar si los grumos presentan celularidad aumentada

(hipercelular), normal (normocelular) o reducida (hipocelular) (Figura 22) (Bain et al, 2008).

3. Evaluacion citologica de células grandes. Se evalla la presencia, numero y
caracteristicas morfolégicas de los megacariocitos, se realiza la identificacion de otras
células grandes facilmente reconocibles y que pueden ser constituyentes normales de
la MO (osteoblastos, osteoclastos) o grupos de células neoplasicas (d"Onofrio et al., 2015).

En condiciones normales, se pueden encontrar de 2 a 10 megacariocitos/campo a un
aumento de 10x (Rodak et al., 2014) tanto en nifios como en adultos (Proytcheva, 2013), Sin
embargo, el tamafio es diferente. Los megacariocitos en neonatos e infantes en
comparacion con los del adulto, son pequefios, de tamafio uniforme y monolobulados,
los megacariocitos de mayor tamafio empiezan a presentarse a partir de los 4 afios
aproximadamente. Los megacariocitos pequefios, hipolobulados (displasicos) se ven
en adultos con LMC y trastornos mielodisplasicos. De acuerdo con lo anterior, los
megacariocitos pequefios son un hallazgo normal en infantes y no necesariamente

evidencian un estado patoldgico (Fuchs, McGinn, Cantu, Klein, Sola y Rimsza, 2012).

Presencia
de ¢ Calidad aceptable? Celularidad
particulas
Incrementada,
¢Megacariocitos u Si Medula Muy reducida i normal o
otros precursores? Osea igeramente
reducida

\ 4 *

Solo evaluacién

cualitativa (presencia Evaluacion cualitativa
de blastos, displasia o y cuantitativa con
sangre metéastasis) mielograma

periférica

Figura 21. Evaluaciéon del aspirado de médula 6sea. En el esquema se muestra el proceso
de evaluacién de los extendidos de aspirado de médula 6sea. Modificado de d”Onofrio, Zini, &
Bain, 2015.
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Figura 22. Grumos 6seos. A) En el centro del campo se observa un fragmento de médula
Osea hipercelular. B) Médula 6sea normocelular, aspirado de médula O0sea de paciente
pediatrico. C) Médula 6sea hipocelular, en la parte superior izquierda del grumo se encuentra un
megacariocito; en el campo, en parte superior derecha, parte media e inferior se encuentran
otros tres megacariocitos. A 'y C: aspirado de médula 6sea de pacientes pediatricos con LLA.
Tincion de Wright, 10x. Imagen: Esmeralda Nufiez Hernandez, 2019.

4. Seleccién de la mejor area y mas representativa para el examen en 100x. Las
células por evaluar son las que se encuentran detras de los gumos, el area
seleccionada debe estar donde las células estan distribuidas regularmente, separadas,
sin superponerse, con una preservacion y visibilidad 6ptimas de las estructuras

celulares y sin un exceso de células dafiadas (d Onofrio et al., 2015).

1.4.1.2. Evaluacién morfolégica y mielograma.

Evaluacién celular. La citohematologia diagnéstica se basa esencialmente en la
observacién a mayor aumento (objetivo 100x).

Un andlisis morfoldgico cualitativo de las caracteristicas celulares se acompafa de la
evaluacion minuciosa con el fin de determinar si muestran o no anormalidades
morfoldgicas (Tabla 17). Es de gran importancia la deteccién de displasia en cualquier
linaje (D’Onofrio et al., 2015). Se deben buscar areas de necrosis, en estas areas las
células se tifien irregularmente con contornos borrosos, encogimiento citoplasmatico y
picnosis nuclear. La necrosis de la MO puede producirse en la enfermedad de las

células falciformes y en ocasiones en los linfomas, LLA, LLC (Bain et al, 2008).

Mielograma. Un recuento diferencial debe comprender células blasticas, promielocitos,
mielocitos, metamielocitos, formas en bandas, neutréfilos segmentados, eosindfilos,
basofilos, mastocitos, promonocitos, monocitos, linfocitos, células plasméticas y
eritroblastos. EI conteo no debe incluir megacariocitos, macréfagos, osteoblastos,
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osteoclastos, células estromales, células rotas o células no hematopoyéticas como
células tumorales metastasicas (Sotavento et al, 2008). Resulta adecuado un diferencial
sobre 200-500 y deben contarse en al menos dos frotis, es adecuado un diferencial
utilizando las categorias eritroide, mieloide, linfoide y plasmatica (Bain et al, 2008). Se
suele optar por no diferenciar los cuatro estadios de maduracién de los precursores
eritroides o se pueden combinar los tres udltimos estadios en un total Unico y contar por
separado solo a los proeritroblastos (Rodak et al., 2014). En el caso de las LA, es
importante el recuento especifico de los blastos leucémicos y si se trata de valorar la
respuesta a la quimioterapia, se deben comparar las extensiones de seguimiento con
las extensiones anteriores para valorar el curso de la enfermedad o el efecto del

tratamiento (Bain et al, 2008).

Tabla 17. Caracteristicas morfolégicas que se evallan en las células.

CARACTERISTICAS EXPLICACION

Caracteristicas Tamafio
generales de lacélula Forma
Relaciéon N:C
Caracteristicas del Forma
nucleo Posicion
Contorno
e Regular
e Presencia o no de hendiduras
Cromatina
e Grado de condensacion (laxa, condensada o granular)
Nucléolo
e Prominencia
e Cantidad
Caracteristicas del Color
citoplasma Presencia del complejo de Golgi
Color de los granulos (si los tiene) cantidad, tamafio, distribucion
Membrana celular
e Contorno regular o irregular de la membrana
e Presencia de prolongaciones
Presencia de inclusiones (como bastones de Auer) y vacuolas.

D’Onofrio et al., 2015.

Determinacién de cocientes celulares. EI Comité Internacional de Estandarizacion
en Hematologia (ICSH), dentro de sus “Directrices para la Estandarizacion de Muestras
e Informes de Médula Osea”, indica que la relacién mieloide:eritroide (M:E) debe
calcularse expresando la proporcién de todos los granulocitos y monocitos y sus
precursores entre la proporcion de los eritroblastos (en todas sus etapas de
diferenciacion) (Sotavento et al, 2008). En condiciones normales, el cociente M:E es de 2:1

a 4:1, el mieloide:linfoide de 1 al7:1y el linfoide:eritroide de 0.2 a 4.0:1 (Bain et al, 2008).
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Tabla 18. Porcentaje de células hematopoyéticas en médula ésea de personas
sanas.

] [=IDJAYD)
CELULA RECIEN ~ 0-24 3 12 18 2-6
NACIDO HORAS MESES MESES MESES ANOS
Mieloblasto 0.3 0.5-2 0-4 0.5 0.4 1 0-7-1.8 0-3
Promielocito 0.8 0.5-5 1.5-5 0.7 0.6 0.5 0.8-4.8 1-5
Mielocito 4 1-9 0.5-16 2 2.5 17 18-35 3-15
Metamielocito 19 4.5-35 3-33 11 12 20 15.7-29 4-15
Neutréfilo en banda 29 14 14 11 0.9-8 12.5-33.5
_|— 10-40 2-24
6filo _|

Neutro 6 6 10 2.6-14 9-31.5
segmentado
Eosindfilo y 2.7 1-8 0-6 2 3 6 0-2.5 0-5.5
precursores
Basodfilo y 0.12 0-1.5 0-0.5 0.1 0.1 - 0 0-1
precursores
Monocitos 0.9 0-2.5 0-1 1.5 2 0.4 0 0-6
Precursores

o 14.5 39.5 16 8 8 13 9.5-22.3 2.5-17.5
eritroides
Linfocitos 15 4-22 47 49 46 21 8.5-28 7.5-26.5
Célula plasmatica 0 0 0 0.003 0.06 0.13 0.05-0.41 0-1.5

Bain, Clark y Wilkins, 2010.

La variacion del patrén natural de la MO debido a la tendencia de la médula a ser
aspirada en forma de particulas de diferentes tamafos, la distribucion irregular de las
células al extenderlas en los portaobjetos y al incontrolable factor de la diluciéon con SP
gue puede llegar a ser del 40 al 100% en las muestras de MO de 0.25-0.5 mL (D’Onofrio
et al., 2015), permiten que los recuentos diferenciales en los aspirados de sujetos
normales varien enormemente. Cuando hay un incremento de la reticulina medular,
algunos de los tipos celulares pueden resistirse a la aspiracion quedando por tanto

infrarrepresentados en el recuento (Bain et al, 2008).

De forma ideal, los diferenciales deberian realizarse en biopsia, pero las dificultades
para la identificacion lo hacen impracticable. De acuerdo con lo anterior, los valores
normales de los diferenciales celulares y la celularidad en la MO (Tablas 18 y 19)

pueden tomarse Unicamente como una indicacién aproximada (Bain et al, 2008).

Informe de resultados. El informe (Tabla 20) debe contener informacion sobre la
calidad del extendido y el tipo de evaluacion realizada. Las conclusiones pueden
limitarse a una descripcion precisa de lo que se ha observado o, si la morfol6gia lo

permite, incluir un diagndstico (D’Onofrio et al., 2015).
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Tabla 19. Composicidn celular de la médula 6sea de acuerdo con la edad.

EDAD CELULARIDAD COMPOSICION CELULAR
Recién 90-100% e Hiperplasia mieloide con desviacion hacia la
nacido inmadurez. < 5% de blastos
Neonato 90% e Disminucién en el nimero de células mieloides en
(desde el las primeras dos semanas de vida.
nacimiento e Disminucibn en el numero de progenitores
hasta los eritroides.
28 dias) e Megacariopoyesis
Megacariocitos pequefios monolobulados
e Aumento gradual en el nimero de células linfoides,
principalmente células B
Infante (1 80-90% e Relacion M:E =5-12:1
mes a 1 e Mielopoyesis: Alcanza un nivel estable ~ 30-35%
afo) e FEritropoyesis:
Segunda disminucion a los 3-4 meses con
estabilizacion subsiguiente del recuento
total de eritroblastos del 7-9%. La
disminucién eritroide es méas pronunciada
durante el nadir fisiol6gico.
e Megacariopoyesis:
Megacariocitos pequefios monolobulados
e Las células linfoides constituyen la mayor poblacion
después del primer mes (47.249.2%) con
predominio de hematogonias. La poblacién mas
pequefia estd compuesta de células T y NK. No
hay agregados linfoides.
e Relacién L:M:E=~ 6: 5:1
o Depbsitos de hierro ausente en nifios pequefios
2-5 afios 60-80% e Relaciébn M:E= 3-4:1
e Aumento en el componente mieloide y eritroide y
disminucién en el nimero de células B vy
hematogonias y un ligero aumento en el nimero de
células T.
e Depoésitos de hierro detectable después de los 4-5
afios.
6-12 afios 50-70% e Relacion M:E= 3-4:1
e Menos del 20% de linfocitos
e Las células T son mas abundantes que las células
B
e Los depositos de hierro alcanzan el nivel adulto
>12 afosy 40-60% e Relacibn M: E 3-4: 1
adultos e Menos del 20% de linfocitos
e Las células T superan las células B

M:E, relacién mieloide:eritroide;

Proytcheva, 2013.

L:M:E,

relacion:linfoide:mieloide:eritroide. Modificado de
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Tabla 20. Informacion que debe contener el reporte de la evaluacién de MO.

INFORMACION EXPLICACION

Nombre de la institucion Hospital donde se realiza el estudio

Identificador Gnico de la Numero de acceso al laboratorio

muestra

Datos del paciente Nombre, edad, sexo, fecha de nacimiento
Historial clinico del Presentaciones clinicas actual del paciente,

paciente y sospecha clinica antecedentes clinicos del pacientes y familiares
Descripcion del aspirado

Calidad Si la extension y la calidad de la muestra es buena
Fragmentos Presentes o ausentes
Celularidad Hipercelular, normocelular o hipocelular
Tincién de hierro Incluir los resultados si es que este estudio se realizé
Mielograma Se debe incluir el conteo diferencial realizado
Relacion M:E Se incluye si se evalu6 o no este pardmetro
Megacariocitos Si estan presentes 0 no y si sus caracteristicas
morfolégicas son normales
Comentarios Mencionar la presencia de células blasticas y las

caracteristicas morfolégicas que presentan. Si hay
displasia y que serie es la afectada. Cuando aumenta el
nimero de macrofagos, debe documentarse y registrar si
presentan anormalidades, p. €j., hemo o eritrofagocitosis,
presencia de inclusiones como microorganismos o
vacuolas. Un aumento de mastocitos y cualquier
morfologia atipica deben tenerse en cuenta. Debe
describirse cualquier célula anormal o agregado de
células tumorales metastasicas y también documentar la
presencia de un ndmero significativo de células rotas.

Diagnéstico morfolégico Se indica el diagndstico al que se llegé

Firma del analista El informe debe ser firmado por la(s) personas(s) que
evaluo la extension

Modificado de Sotavento et al, 2008 y, D’Onofrio, Zini, & Bain, 2015.

Terminologia utilizada durante el diagnéstico morfolégico. De acuerdo con un
consenso del grupo europeo LeukemiaNet (Zini, Bain, Bettelheim, Cortez, D’Onofrio, Faber,
...Bene, 2010) se determinaron algunas terminologias que se mencionan en la Tabla 21y
que se emplean durante la evaluacion morfolégica de las células sanguineas en SP y

MO, esto con el fin de armonizar los informes oncohematoldgicos.
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Tabla 21. Terminologias que se utilizan en la evaluaciéon de células sanguineas.

e Los precursores eritroides pueden ser designados como:
- Proeritroblasto
- Eritroblasto basdfilo o eritroblasto temprano
- Eritroblasto policromatico o eritroblasto intermedio
- Eritroblasto ortocromético o eritroblastos tardio
Los megaloblastos se pueden designar de manera equivalente: promegaloblasto,
megaloblastos temprano, intermedio y tardio.

e El término "displasia" indica una maduracién morfolégicamente anormal y no es sinébnimo
de "sindrome mielodisplasico”. El término "displasico” es aplicable solo a las células de los
tres linajes mieloides. Para las células de otros linajes que muestran un desarrollo
morfolégicamente anormal similar, p. €j. linfocitos, células plasmaticas y mastocitos (a pesar
del origen mieloide de este Ultimo), es preferible usar el término "atipico”.

e La hematopoyesis displasica puede conducir a la produccion de eritrocitos
morfolégicamente anormales (por ejemplo, poiquilocitos) o plaquetas (por ejemplo,
gigantes, hipogranulares o con granulos anormales); sin embargo, el término "displasico"
debe reservarse para las células nucleadas.

e La displasia no puede evaluarse en pacientes que reciben factores de crecimiento. La
presencia de neutréfilos hipergranulares, a menudo observados en pacientes con sepsis, ho
debe incluirse entre los criterios para cuantificar la displasia en pacientes con sospecha de
SMD o LMA.

e Al determinar el porcentaje de células displasicas para fines de diagndstico y clasificacion,
las anormalidades morfol6gicas sutiles no deben considerarse suficientes para clasificar a
las células como displasicas.

e Las células anormales de la LPA deben designarse como promielocitos atipicos o
anormales, hipergranulares o microgranulares (hipogranulares), segin sea el caso. Aunque
ambos tipos de células son, de hecho, displasicas, el término "displasico” no es (til en este
contexto. Los promielocitos hipogranulares distintos de la LPA hipogranular, se pueden
incluir en la categoria general de "promielocitos displasicos".

e Las células blasticas que no pueden ser reconocidas como pertenecientes a un linaje
especifico deben designarse como "blastos, no clasificados de otra manera". La asignacién
de los blastos a un linaje especifico se facilita cuando se evalGan varias células entre si en
lugar de aisladamente.

SMD: sindrome mielodisplasico; LPA: leucemia promielocitica aguda. Modificado de Zini et al, 2010.

1.4.2. Diagndstico de leucemias agudas mediante

inmunofenotipificacion.

La citometria de flujo multiparamétrica (CFM) es una técnica que permite un analisis
celular multiparamétrico de forma répida, sensible y especifica (Barrera et al., 2004) de
células o particulas de manera individual (O'Donnell, Ernst y Hingorani, 2013). Un parametro
es una caracteristica fisica o quimica de una célula dentro de estos se encuentran:
tamafio (Cortés, Cervantes, Ortiz, 2014), granularidad y fluorescencia, esta Ultima se detecta
al emplear anticuerpos monoclonales (AcMo) unidos a fluorocromos, estos AcMo
reconocen estructuras o proteinas especificas de la célula (Barrera et al, 2004).

La CFM se basa en hacer pasar células u otras particulas en suspension, alineadas y

de una en una por delante de un haz luminoso. Produce informacion generada por la
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dispersion de la luz y la relacionada con la emision de luz por los fluorocromos
presentes en la célula (Barrera et al, 2004). La dispersion frontal o FSC (forward scatter)
constituye el tamafio de la célula y la dispersion lateral o SSC (side scatter) (Cortés et al.,
2014) es proporcional a la granularidad o la complejidad interna de la célula y a la
fluorescencia (Adan et al., 2016). La intensidad de la fluorescencia es proporcional a la

cantidad de determinado antigeno presente en la célula (Figura 23).

= e
Figura 23. Intensidad en la expresion de antigenos. La primera - )\, - N = ~
célula no posee en antigeno para el anticuerpo al que ha sido - =) - |
expuesto; la segunda cuenta con pocos antigenos y la tercera |\~ \- A 4' x(
presenta una gran cantidad y por lo tanto mas anticuerpos se han ' \{ }4
unido a ésta. Esmeralda Nufiez Hernandez, 2019.

El andlisis morfol6gico e inmunofenotipico siguen siendo los principales métodos por
los cuales las LA se diagnostican por primera vez (Peters y Ansari, 2011) (Gajendra, 2016). La
inmunofenotipificacibn mediante CFM es un método rapido y confiable, permite
diagnosticar, evaluar el prondéstico, dirigir la terapia y permite el seguimiento (en la

evaluacién de EMR) en las LA (Gajendra, 2016).
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Figura 24. Diagramas dop plot. a) Diagrama donde se muestra la separacion de las células
con base en la dispersion frontal (FSC) vs. dispersién lateral (SSC). El rectangulo rojo engloba a
una poblacién, se trata de debris o trozos de células que deben eliminarse antes de analizar las
poblaciones. b) se muestra el grado de expresion de CD45 vs. complejidad. Los linfocitos
(amarillo claro) representan la poblacién que muestran una fuerte expresion al igual que los
monocitos (amarillo oscuro), los granulocitos (morado) muestran una expresion intermedia de
CD45 y alta complejidad, los blastos (blancos) muestran una expresion y complejidad baja. c)
los blastos expresan CD34 y ademas su expresion es intensa. Muestra de un paciente
pediatrico con leucemia aguda bifenotipica. Imagen: Laboratorio de Citometria de Flujo, HIMFG.

La evaluacion de los datos obtenidos por CFM se basa en la inspeccion de patrones
visibles que se muestran en la computadora. El andlisis comienza con la inspeccion de
los diagramas de puntos (dot plot) que representan el tamafio y la complejidad (Figura

24a), la identificacion de poblaciones especificas puede ser confirmada y resuelta ain
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mas en el gréfico de la dispersion de la densidad del antigeno panhematopoyético
CD45 y SSC (util para la deteccidn de blastos) (Figura 24b). Posteriormente se
selecciona la poblacién celular de interés para su andlisis el cual se centra en los
patrones de expresion de los antigenos, que incluyen datos cualitativos (presencia o

ausencia de Ag) y la intensidad de los Ag expresados (Figura 24c). (Rodak et al., 2014).

Anticuerpos empleados para inmunofenatipificacion de las leucemias agudas. Los
objetivos principales para el inmunofenotipo son establecer el linaje y la madurez de las

células leucémicas (Ruiz, Rivadeneyra, Duque y Orfao, 2005).

Para definir los diferentes subtipos de LA, en la Tabla 22 se muestran los AcMo a
emplearse. No es necesario definir variantes de esta estirpe T. La expresion de
cyMPOx mas uno de los otros Ag (CD13, CD33 0 CD117) es suficiente para definir a la
estirpe mieloide, en ausencia de cyMPOXx es necesaria la co-expresion de estos tres
Ag. Para la LPA, la expresion de CD34 ° e H| A-DR-° e Cpj3theterogéneo  CH33++
CD15 ° e constituyen un fenotipo sugerente de esta variante. Sin embargo, su

confirmacion, debe demostrarse el gen quimérico PML/RARa (Ruiz y Pérez, 2010).

Cuando hay una alta cantidad de hematogonias en la MO, la CFM es esencial para
descartar una LLA. En la MO normal, todos los tipos de hematogonias (Sedek, Bulsa,
Sonsala, Twardoch, Wieczorek, Malinowska,...Szczepanski, 2014) Se caracterizan por la
adquisicion y pérdida regular y ordenada de antigenos de linaje B. Las hematogonias

pueden distinguirse de los linfocitos por su débil expresion de CD45 (Chiaretti et al., 2014

Tabla 22. Anticuerpos para la inmunofenotipificacién de las LA.

ESTIRPE LINAJE MADURACION SUBCLASIFICACION OPCIONAL
Linfoblastica T cyCD3 TdT Ninguna Ninguna
CD7 CD34
CD2
LinfoblasticaB CD19 HLA-DR CD10 CD20
cyCD79a TdT cylgu CD38
CD34 sigM
CD45
Mieloblastica cyMPOx  HLA-DR CD15 CD36
CD13 CD34 CD64
CD33 CD45
CD177

Cy: citoplasmético; s: superficial; MPOXx: mieloperoxidasa. Ruiz, Duque y Orfao, 1998; Ruiz et al., 2005;
Ruiz y Pérez, 2010.
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2. JUSTIFICACION

La incidencia de las leucemias agudas en infantes ha ido incrementando, estas
neoplasias son de progresion rapida. El andlisis morfoldgico y la inmunofenaotipificacion
por citometria de flujo multiparamétrica son los métodos que se emplean de manera
inicial en el diagnéstico de estas neoplasias, estos métodos se realizan de manera
rapida y con la informacion que ambos proporcionan se realiza el diagnostico oportuno
lo cual permite otorgar el tratamiento al paciente y de esta manera lograr la remisién de
la enfermedad. Por ello, llevar a cabo el estudio de la correlacion entre ambos
procedimientos, reiterard la importancia de realizar cada uno, apreciando la
importancia del primero como guia inicial, para asegurar el tipo de leucemia con el

segundo procedimiento.
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3. HIPOTESIS

Si el andlisis morfolégico de las células de un aspirado de médula 6sea se
complementa con el andlisis inmunofenotipico (citometria de flujo) en el diagndstico
oportuno de las leucemias agudas, entonces ambos métodos presentan correlacion en

el diagnostico de estas neoplasias.
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4. OBJETIVOS

4.1. General

Comparar la caracterizacion morfologica con la inmunofenotipificacion de aspirados de
médula 6sea de pacientes pediatricos del Hospital Infantil de México Federico Gomez
con sospecha de leucemia aguda, mediante la evaluacion morfologica y el andlisis por
citometria de flujo multiparamétrica para determinar el grado de correlacion que existe

entre ambos métodos para el diagnéstico y clasificacion de las leucemias agudas.

4.2. Particulares

- Generar evidencia de la utilidad del analisis morfoldgico y por citometria de flujo
multiparamétrica en el diagndéstico de las leucemias agudas para demostrar que

ambos métodos son Utiles en el diagndstico de las leucemias agudas.

- Categorizar el tipo de leucemia aguda integrando todos los resultados de los
hallazgos morfologicos y del inmunofenotipo para establecer un diagnostico

final.

- Comparar los resultados del diagnéstico morfolégico con el inmunofenotipico,
analizando muestras de leucemias agudas bifenotipicas para demostrar el
alcance que tiene el inmunofenotipo en el diagnéstico de este tipo de

leucemias.
- ldentificar aspirados de médula 6sea de buena calidad (fase preanalitica)

mediante su evaluacion macroscopica y microscopica para realizar un

adecuado diagnoéstico morfolégico.
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5. MATERIAL Y METODOS

Un total de 59 pacientes con sospecha de leucemia aguda fueron incluidos en este
estudio, el cual se realizo en el laboratorio de citometria de flujo del Hospital Infantil de

México Federico Goémez.

5.1. Criterios de inclusién de los pacientes
- Menores de 18 anos
- Con sospecha de leucemia aguda con base en criterios clinicos

- Con sospecha de recaida con base en criterios clinicos

5.2. Criterios de exclusion de los pacientes

- Pacientes con muestra no valorable para realizar el diagnéstico morfolégico e

inmunofenotipico

5.3 Metodologia

5.3.1. Muestra de estudio.

A los pacientes con sospecha de leucemia aguda se les realizé el aspirado de médula
Osea en la cara medial del extremo proximal de la tibia, el aspirado se coloc6 en un
tubo con EDTA, la misma muestra fue utilizada para el analisis morfolégico e

inmunofenotipico.

5.3.2. Recepcioén de la muestra.

Al recibir la muestra se tomaron los datos del paciente (nombre, edad, género,
tratamiento previo, diagndstico presuntivo), se realizé una evaluacién macroscépica del

aspirado.

5.3.3. Preparacion del extendido por latécnica de compresion.

Se mezclé la muestra por inversion de 8 a 10 veces, se coloc6 una gota de aspirado en
el centro de un portaobjetos, otro portaobjetos se coloco sobre la gota y se ejercioé una
presibn muy suave, los portaobjetos se separaron uno del otro en direcciones

opuestas, se dej6 que el extendido se secara al aire libre, se Vvisualizd
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macroscopicamente si quedaron grumos medulares atrapados en la extension (Figura
25A), si no presentaba grumos (Figura 25B) se realizaba otra preparacion: en un
extremo del portaobjetos se coloc6 una gota de la muestra, se incliné el portaobjetos y
en algunos casos se succion6 el exceso de sangre por el borde de la gota con una

pipeta Pasteur y se dejo secar al aire libre.

= e ﬂi
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Figura 25. Extensiones de médula
O0sea. Todas las extensiones se
realizaron por la técnica de
compresion. A) En este extendido se
observan dos grumos medulales
(flechas negras). B) En esta extension
no se encontraron grumos. Imagen:
Esmeralda Nufiez Hernandez, 2019.

5.3.4. Tincion del extendido con colorante de Wright.

Fundamento de la tincion de Wright. Esta tincién contiene los colorantes: azul de
metileno y eosina. El metanol contenido en la solucién de la tincién fija las células en el
portaobjetos, la tincién de los componentes celulares se produce cuando se ionizan los
colorantes al agregar buffer de fosfatos; el azul de metileno es bésico y tifie los
componentes 4cidos de las células de color azul a violeta, la eosina es acida vy tifie de
naranja-rosado los componentes basicos, las estructuras con pH neutro se tifien con

ambos colorantes y presentan un color lavanda a lila (Carr y Rodak, 2010).

Una vez secos, los extendidos se tifieron con la solucién de Wright: se colocaron en
una charola de tincién, sobre la preparacion se colocé el colorante de Wright de
manera que cubriera todo el extendido, se dejo actuar 5 minutos, posteriormente se
agreg0 buffer de fosfatos (pH 6.4) en una cantidad similar al del colorante agregado y
se mezclaron ambos reactivos soplando con una pipeta Pasteur, se dejé actuar otros
10 minutos, se elimind la mezcla del colorante con buffer e inmediatamente se lavé el

portaobjetos con agua corriente cuidando que los grumos medulares (cuando estaban
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presentes) no se despegaran del portaobjetos, se limpid la parte posterior del

portaobjetos y se dejé secar la preparacion al aire libre inclinando el portaobjetos.

5.3.5. Andlisis morfoldgico.

La evaluacion de un aspirado de MO debe seguir un enfoque que permita una
evaluacion de la calidad de la preparacion, la evaluacion debe realizarse primero con

bajo aumento (objetivo 10x) (D’Onofrio et al., 2015).

La citohematologia diagnostica se basa esencialmente en la observacién con el
objetivo de mayor aumento (100x). Un andlisis morfolégico se acompana de la
evaluacion minuciosa de las células con el fin de determinar si muestran o no
anormalidades en su morfologia (D'Onofrio et al, 2015). Un recuento diferencial
(mielograma), permite obtener una estimacién cuantitativa del porcentaje de células

pertenecientes a los diversos linajes hematopoyéticos (Sotavento et al, 2008).

Evaluacién con el objetivo de 10x. Se realizé una revision cuidadosa de toda la
extension para verificar si la calidad de la muestra era buena (la calidad de la muestra
es aceptable cuando la mayoria de las células aparecen intactas, no hay presencia de
filamentos de fibrina y/o presencia de coagulos), si las células se tifieron, si habia
presencia de células tumorales, presencia de macrofagos y megacariocitos y cuando
estas células estaban presentes se utilizaba el objetivo 100x para identificar los

detalles morfol6gicos (D’Onofrio et al., 2015).

Determinacién semicuantitativa de la celularidad: cuando los grumos estaban
presentes, se observaban detenidamente y se estimaba la proporciéon de células
hematopoyéticas en relacion con las células grasa presentes en los grumos (D’Onofrio et
al., 2015).

Cuando los megacariocitos estaban presentes se realizaba su estimacién numérica por
campo, revisando todo el extendido.

A este aumento se seleccionaba el area de lectura, es decir, cerca de los grumos

medulares cuando éstos estaban presentes.

Evaluacién con el objetivo de 40x. La mejor area de lectura se confirmaba a este
aumento, debia ser un area donde la distribuciéon celular fuera adecuada, es decir, las
células no debian estar superpuestas ni muy separadas y la mayoria de las células no

debian estar destruidas (D’Onofrio et al., 2015).
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Evaluacién con el objetivo de 100x

Evaluacion morfolégica de las células: se examinaron las caracteristicas
morfoldgicas de las células (a medida que se realizaba el mielograma) como tamafio,
relacion N:C, apariencia de la cromatina, presencia, tamafo y cantidad de nucléolos,
forma y tamafio del nucleo y caracteristicas de su borde (regular o con hendiduras),
color del citoplasma, presencia de granulos en el citoplasma y sus caracteristicas
(cantidad, tamafio, forma y color), presencia de vacuolas, presencia bastones de Auer
(cantidad y agrupacion) u otras inclusiones citoplasmaticas, caracteristicas del

contorno de la membrana (D’Onofrio et al., 2015), asincronia en la maduracion.

Mielograma: se realiz6 el conteo diferencial de todas las células nucleadas: blastos,
promielocitos, mielocitos (neutréfilo y eosindéfilo), metamielocitos (neutréfilo 'y
eosinodfilo), bandas (neutréfilo y eosindfilo), neutréfilos segmentados, eosindfilos,
basofilos, promonocitos, monocitos, linfocitos, células plasmaticas, proeritroblastos,
eritroblastos: basofilos, policromaticos y ortocromaticos; y mastocitos. En el conteo
diferencial no se incluyeron las células rotas, los megacariocitos ni los macréfagos
(Sotavento et al, 2008); se realizd6 en 500 células y se contaron en dos extendidos (dos
casos se contaron en un solo extendido). Se determiné el promedio de cada célula

encontrada en ambos frotis y se calcul6 el porcentaje de cada una.

Determinacién de la relacién Mieloide:Eritroide (M:E). Se sumaron todas las células
mieloides y por separado se sumaron todos los precursores eritroides, finalmente se

dividié el nimero de células mieloides entre el nimero de precursores eritroides.

Asignacion del subtipo morfolégico: se asigné el subtipo de leucemia aguda de acuerdo
con los criterios establecidos por el grupo FAB, el porcentaje de blastos para definirla
como positiva fue 220 % sobre el total de células nucleadas (TCN) cuando se realizaba
por primera vez el diagnéstico (de acuerdo con la OMS) y, >5% sobre el TCN cuando

se trataba de recaida.

Control de calidad de los extendidos. De acuerdo con D’Onofrio y col. (2015), una
buena calidad de la preparacion implica que la celularidad sea adecuada, que la
mayoria de la células se encuentren intactas y que la tincion sea adecuada para que
sea posible apreciar detalles celulares. Para asegurar esto, se realizé lo siguiente: si
habia gran cantidad de precipitado del colorante en la muestra, se realizaban otros
extendidos y se tefilan de manera que el colorante no se evaporara. Cuando habia
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gran cantidad de células rotas y/o gran cantidad de células no tefiidas, se descartaban
dichos extendidos para su lectura y se evaluaban los demas, en caso de que también
se encontraran las mismas caracteristicas en los ultimos, se realizaban otro extendidos
de manera cuidadosa para descartar que los frotis anteriores se hayan realizado de
manera incorrecta, en caso de que estos hallazgos siguieran presentandose, se
empleaban colorantes y buffer de diferente lote al utilizado anteriormente (en caso de
células no tefiidas) u otro personal del laboratorio realizaba el extendido (cuando habia
abundantes células destruidas), si las células en estos ultimos frotis no se encontraban
destruidas se realizaba la lectura en éstos, pero si las células seguian destruidas y no

se tefiian, la muestra se descartaba para su evaluacion morfoldgica.

5.3.6. Recopilacion de datos de inmunofenotipo y de parametros

hematoldgicos.

De los 59 casos incluidos en este estudio, se revisaron los marcadores que expresaron
los blastos, ademas se determiné el porcentaje de estas células (empleando
CD45/SSC) y su viabilidad en el citometro de flujo BD FACSCanto II.

Asignacién del subtipo inmunolégico de la leucemia aguda: para la subclasificacion
inmunoldgica se emplearon los criterios y el sistema de puntuacién del EGIL, se

considerd como positivo cuando la expresion de un antigeno en las células era >20%.

De la bitacora del laboratorio se recolectaron los datos del conteo leucocitario,

plaquetario y concentracion de hemoglobina de todos los pacientes en este estudio.

5.3.7. Comparacién de datos obtenidos por el método morfolégico y
por inmunofenotipo y calculo de datos estadisticos

Se compararon los resultados obtenidos por ambos métodos, se calcul6 el grado de
concordancia mediante la tabla de contingencia 2x2 y mediante el indice kappa (k),
también se calculd la sensibilidad, especificidad, valor de prediccion positivo y
negativo. La correlacién (R?) entre el porcentaje de blastos obtenidos por ambos

métodos se calculd en Excel y se determinaron medias y porcentajes.
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6. RESULTADOS

6.1. Resultados de la evaluacion de la calidad de la muestra

Un total de 59 muestras fueron incluidas durante este estudio. Para evaluar la calidad
de las muestras se realizO una inspeccion macroscopica antes de realizar los
extendidos, de todas las muestras, siete fueron las que macroscopicamente
presentaban una apariencia viscosa y se observaron coagulos, microscépicamente se
observdé una gran cantidad de células destruidas, adicionalmente, algunos casos
presentaban finos precipitados color violeta que se encontraban en toda la extension.
Otras nueve muestras que macroscopicamente presentaba alguna alteraciéon
(presencia de pequefios coagulos y/o viscosa), microscépicamente se observd una
cantidad adecuada de células intactas. También se determiné el porcentaje de células

viables mediante CFM.

Para determinar si la muestra era representativa, microscopicamente se evalué la
presencia o ausencia de grumos medulares y megacariocitos para saber si la muestra
se encontraba o no hemodiluida y si la mayoria de las células se encontraban intactas.
Solamente ocho de las 58 muestras de MO contenian grumos medulares y 21
presentaban megacariocitos. Estas observaciones no aplicaron para una muestra
debido a que era SP (Tabla 23).

Tabla 23. Evaluacién macroscépica, microscépicay mediante CFM del aspirado
de médula 6sea de pacientes pediatricos con sospecha de leucemia aguda.

OBSERVACION
% MACROSCOPICA

OBSERVACION MICROSCOPICA

VIABILIDAD GRUMO AREA DE
(CFM) CARACTERISTICA MEDULAR MEGACARIOCITOS (10x) LECTURA

1 Normal 1/extendido 0.1/campo B
2 - Normal A A B
3 69.8 Ligeramente viscosa A E
4 84 Normal A A B
5 93.2 Normal A 2/extendido B
6 74.2 Normal A A B
7 88.9 Normal A A B
8 64.3 Normal A A B
9 87.4 Normal A A B
10 90.8 Normal A A B
11 83.1 Normal A A B
12 92.3 Frotis realizado por 21/extendido 0.1/campo B
hospital
13 81.3 Normal A 3 nucleos desnudos/extendido B
14 86.6 Normal A 3 nucleos desnudos/extendido B
15 87.9 Normal A 0.1/campo B
16 91 Normal A A B
17 98.7 Viscosa A 0.1/campo B
18 93 Normal A A B
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Tabla 28 (continuacién)

OBSERVACION OBSERVACION MICROSCOPICA

% MACROSCOPICA
No. VIABILIDAD ; GRUMO AREA DE
(CFM) CARACTERISTICA MEDULAR MEGACARIOCITOS (10x) LECTURA
[€0)9)] (100x)
19 89 Normal A A B
20 46.1 Normal A A B
21 92 Normal A A B
22 87 Viscosa, presencia de A A B
coagulos pequefios
23 90 Viscosa A 2/extendido B
24 88.2 Normal A 1/extendido B
25 93.4 Normal 1/extendido 5/extendido B
26 89 Normal 7/extendido 0.1/extendido B
27 75 Normal A 4/extendido B
28 83.6 Normal A A B
29 93.6 Normal A A B
30 87.2 Normal A 1/extendido B
31 - Presencia de coagulo A 1/extendido B
pequefio
32 - Normal A A B
33 - Normal A A B
34 - Normal A A B
35 84 Viscosa A A B
36 73.5 Viscosa, presencia de A A |
fibrina
37 82.3 Viscosa, presencia de A A |
fibrina y coagulo grande
38 90.4 Normal A 2/extendido B
39 - Viscosa A A B
40 - Viscosa, presencia de - - |
fibrina
41 87 Ligeramente viscosa A A B
42 94 Presencia de coagulo 3/extendido 4.8/campo B
pequefio
43 90 Normal N/A (s. p.) N/A (s. p.) B
44 64 Viscosa, presencia de A A
coagulos de diferentes F
tamarfios
45 95 Normal A A B*
46 92 Normal A A C
47 89 Normal A A D
48 - Normal 2/extendido 2/extendido B*
49 79 Normal A A B
50 - Normal A A G
51 - Viscosa, presencia de - = H
coagulos
52 - Viscosa, presencia de - - H
coagulos
53 76.5 Normal 1/extendido 3/extendido B
54 88 Normal 1/extendido 0.1/campo B
55 93.8 Normal A 1/extendido B
56 80 Normal A A B
57 72.4 Normal A 1/extendido B
58 93 Viscosa, presencia de A A B
coagulos pequefios
59 50 Normal A A

A: ausente; N/A: no aplica; s. p.: sangre periférica; B: Buena distribucion de las células, no se encuentran tan separadas
ni se superponen. La mayoria de las células se encuentran integras (se logran observar sus caracteristicas). B*: Buena
distribucion celular, la mayoria de las células se encuentran integras, se observan los bastones de Auer en los blastos;
I: abundantes células rotas y presencia de mallas de fibrina en toda la extension; C: la mayoria de las células se
encuentran integras, se observan los abundantes bastones de Auer y los granulos azurdéfilos y naranjas que se
encuentran en los promielocitos; D: La mayoria de las células se encuentran integras, se observan escasos granulos
primarios en una cantidad muy baja de blastos; E: abundantes células destruidas, presencia de finos precipitados color
violeta; F: Abundantes células rotas, presencia de mallas de fibrina, eritrocitos crenados; G: Presencia de finos
precipitados color violeta; H: Abundantes células rotas y presencia de coagulos y fibrina.
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6.2. Concordancia obtenida entre el analisis morfoldégico e
inmunofenotipico

De las 59 muestras analizadas, 47 coincidieron empleando ambos métodos y 12 fueron
discordantes, tal como se detalla en la Tabla 24; el porcentaje de concordancia entre
ambos métodos fue de 79.6% (Tabla 25) y el indice kappa (k) de 0.352.

Tabla 24. Pacientes pediatricos con sospecha de LA diagnosticados por
morfologia e inmunofenotipificacion.

ANALISIS MORFOLOGICO ANALISIS INMUNOFENOTIPICO

EDAD

GENERO (AROS) % CLASIFICACION % CLASIFICACION CONCORDANCIA
BLASTOS FAB BLASTOS EGIL
1 F 13 23.5 LLA-L2 12.7 Pro-B Concordante
2% F 17 89.8 LLA-L2 91.6 Pro-B Concordante
3 F 7 - S/Dx 63.9 Pro-B Discordante (A)
4 M 4 87.6 LLA-L1 63 Pre-B comin Concordante
5 M 2 94.8 LLA-L1 78 Pre-B comun Concordante
6 M 3 90.4 LLA-L1 74.2 Pre-B comin Concordante
7 M 4 84.4 LLA-L2 67.5 Pre-B comln Concordante
8 F 4 70.2 LLA-L1 58.3 Pre-B comin Concordante
9 F 5 93 LLA-L2 77.6 Pre-B comun Concordante
10 F 6 70.4 LLA-L1 70.7 Pre-B comin Concordante
11 F 5 80.3 LLA-L2 64 Pre-B comun Concordante
12 F 7 86.2 LLA-L2 80 Pre-B comin Concordante
13 F 14 94.1 LLA-L2 74.5 Pre-B comun Concordante
14 F 5 86.9 LLA-L2 76.2 Pre-B comin Concordante
15 M 16 87.5 LLA-L2 82.6 Pre-B comun Concordante
16 M 4 80 LLA-L2 80.5 Pre-B comin Concordante
17 F 11 58.6 LLA-L2 61.8 Pre-B comun Concordante
18 M 12 29 LLA-L2 255 Pre-B comin Concordante
19 M 5 88.7 LLA-L1 72.6 Pre-B comun Concordante
20 M 14 35.2 LLA-L1 12.1 Pre-B comin Concordante
21 F 1 81 LLA-L1 74.4 Pre-B comun Concordante
22 F 5 84.7 LLA-L2 62.5 Pre-B comin Concordante
23 ** F 15 87.4 LLA-L1 82.3 Pre-B comun Concordante
24 M 3 77.4 LLA-L2 65.2 Pre-B comin Concordante
25 F 5 86 LLA-L1 77.6 Pre-B comun Concordante
26 ** M 9 97.9 LLA-L2 88.1 Pre-B comin Concordante
27 F 9 85.6 LLA-L2 66.7 Pre-B comin Concordante
28 F 2 96 LLA-L2 80.7 Pre-B comin Concordante
29 F 5 86 LLA-L2 82.3 Pre-B comin Concordante
30 F 14 93.4 LLA-L2 78.5 Pre-B comin Concordante
31 M 7 66.6 LLA-L2 52 Pre-B comin Concordante
32 M 5 95.1 LLA-L1 92 Pre-B comin Concordante
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Tabla 24 (continuacién)

EDAD ANALISIS MORFOLOGICO

ANALISIS INMUNOFENOTIPICO

No. GENERO (ANOS) % CLASIFICACION % CLASIFICACION CONCORDANCIA
BLASTOS FAB BLASTOS EGIL
33 M 3 78.5 LLA-L1 79.4 Pre-B comun Concordante
34 M 6 96.8 LLA-L2 920 Pre-B comun Concordante
35 ** M 7 84.6 LLA-L1 88.4 Pre-B comun Concordante
36 M 14 - S/Dx 48.5 Pre-B comun Discordante (A)
37* M 9 - S/Dx 73.1 Pre-B comun Discordante (A)
38 ** M 10 4.5 No LA 10 Pre-B comun Discordante.
Mediante el analisis
morfolégico se
encontrd un
porcentaje  menor
de blastos que los
obtenidos mediante
CFM.
39 * M 7 73.1 LLA-L2 73 Pre-B Concordante
40 M 2 - S/Dx 64.4 Pre-B Discordante (A)
41 M 15 92.3 LLA-L2 72 Pre-B Concordante
42 F 1 81.3 LLA-L2 74 LLA-T Concordante
43 M 13 88.4 LLA-L1 85.1 LLA-T
Concordante
44 M 3 - S/Dx 52 LLA-T Discordante (A)
45 M 11 48.9 LMA-M2 50.5 Mieloide Concordante
46 M . 85.2 LMA-M3 72 Mieloide Concordante
47 ** M 13 94.8 LMA-M1 83.4 Mieloide Concordante
48 ** 39.4 LMA-M2 37.8 Mieloide Concordante
49 48.6 LLA-L2 48.9 B/Mieloide Discordante.
Mediante el analisis
morfologico se
determiné una LLA-
L2 y por CFM una
LAB
50 ** 53.4 LMA-M2 47 T/Mieloide Discordante. Por
morfologia se
determiné una LMA-
M2 y mediante CFM
se determiné una
LAB
51 - S/Dx 92.5 B/T Discordante (A)
52 - S/Dx 73 BIT

Discordante (A)
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Tabla 24 (continuacién)

EDAD ANALISIS MORFOLOGICO ANALISIS INMUNOFENOTIPICO

No. GENERO (ANOS) % CLASIFICACION % CLASIFICACION CONCORDANCIA
BLASTOS FAB BLASTOS EGIL

53 ** 12 LA 0.4 M.O. Normal Discordante. Debido

a que se solicito el

estudio para

diagnostico de

recaida, por el % de
blastos  obtenidos
mediante el analisis
morfolégico si se
consider6 como
recaida; sin
embrago, por CFM
se encontrdé un %
menor de blastos.
54 ** 10.4 LA 2 M.O. Normal Discordante. Debido
a que se solicito el
estudio para
diagnéstico de
recaida, por el % de
blastos encontrado
en el analisis
morfolégico si se
consider6 como
recaida; sin
embrago, por CFM
se encontrd6 un %
menor de blastos

55 0.4 No LA 2 M.O. Normal Concordante
56 0.8 No LA 0.8 M.O. Normal Concordante
57 ** 2.3 No LA 0.7 M.O. Normal Concordante
58 * 2.4 No LA 2 M.O. Normal Concordante
59 ** 1 No LA 2 M.O. Normal Concordante

M.O.: médula 6sea. S/Dx: sin diagnéstico debido a que la muestra era de mala calidad; LA: leucemia aguda; LAB:
leucemia aguda bifenotipica; CFM: citometria de flujo multiparamétrica; No LA: por morfologia no se diagnosticé una
leucemia aguda; *: pacientes de recién diagnostico; **: pacientes con sospecha recaida, el resto de los casos sin datos
de recaida o de recién diagnostico; Discordante (A): El diagnéstico morfoldgico no se logr6 realizar, en el extendido se
observo presencia de coagulos y/o fibrina y/o gran cantidad de células destruidas, sin embrago, por CFM si se realizo el
diagnéstico.

Tabla 25. Resultados positivos y negativos para LA obtenidos mediante
morfologia e inmunofenotipificacion.

INMUNOFENOTIPO INMUNOFENOTIPO
POSITIVO NEGATIVO
MORFOLOGIA
POSITIVA 42 2
MORFOLOGIA
NEGATIVA 10 >

Se determind la sensibilidad, la especificidad y los valores predidictivos de la
morfologia, estos resultados se muestran en la Tabla 26.
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Tabla 26. Parametros determinados para el analisis morfolégico.

DARA RO %

Sensibilidad 80
Especificidad 71
VPP 95
VPN 33

VPP: Valor predictivo positivo; VPN; valor predictivo negativo.

Los casos de LLA que concordaron en ambos métodos fueron 38, de los cuales por
morfologia 14 (36.8 %) correspondieron al subtipo LLA-L1 y 24 (63.2%) al subtipo LLA-
L2. Dos casos que por inmunofenotipo fueron Pro-B, presentaron una LLA-L2; los pre-
B comun presentaron una morfologia tanto de tipo L1 (13 casos) como de L2 (19
casos) y dos casos pre-B morfolégicamente fueron L2. En cuanto a las LLA-T, un caso

presentd una morfologia de tipo L1y el otro una L2.

Cuatro casos de LMA fueron concordantes en ambos métodos, por morfologia se
encontraron cinco casos: LMA-M1 (un caso), LMA-M2 (tres casos) y LMA-M3 (un
caso). Por inmunofenotipo se descarté una LMA-M2 el cual resulté ser una bifenotipia
T/Mieloide.

En las LAB, la B/Mieloide morfol6gicamente se presenté como LLA-L2, la T/Mieloide
como LMA-M2, mientras que los dos casos de B/T no se pudieron determinar

morfolégicamente debido a que la muestra no era de una calidad adecuada.

Dos de los casos que ingresaron para el diagnéstico de recaida, por morfologia fueron
positivos debido a que se encontré un porcentaje de blastos >5% (12 y 10.4%) en
ambas muestras, sin embargo, no se logré distinguir el linaje especifico al que
pertenecian, por CFM se determiné un porcentaje de blastos mucho menor, que fueron
de 0.4% y 2% respectivamente, ademds, la muestra inmunolégicamente mostré
estadios normales de diferenciacion, con estos resultados, los casos se consideraron
como normales y se descarto la posible recaida que se sospechd mediante el andlisis
morfoldgico. Estos dos casos mas otros cinco fueron determinados como normales
mediante CFM, dando un total de siete muestras normales, mientras que por
morfologia en seis casos se determind que no se trataba de una LA, uno de estos seis
fue descartado como normal debido a que por CFM se diagnostico una LLA de linaje B
(Pre-B comun). De manera que solamente cinco casos fueron concordantes en ambos

métodos para descartar una leucemia aguda.
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En siete casos no se logro el diagnostico por morfologia debido a que las muestras no
eran de una calidad adecuada, mientras que al evaluarlas por CFM fueron positivas
para leucemia aguda.

6.3. Correlacion entre el porcentaje de blastos obtenidos por
morfologia y por citometria de flujo multiparamétrica

Se calculd el coeficiente de correlacion entre el porcentaje de blastos obtenidos
mediante morfologia y por CFM (52 muestras) encontrandose una R? de 0.9406, lo cual
indica una buena correlacién entre ambos métodos y como se puede apreciar en la
Figura 26, en la mayoria de los casos los puntos no se encuentran tan alejados de la
linea de regresion.
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Figura 26. Correlacion entre el porcentaje de blastos obtenidos por morfologiay por
citometria de flujo multiparamétrica.

6.4. Subtipos de leucemia aguda obtenidos mediante
inmunofenotipificacién

De la poblacion estudiada y de acuerdo con los resultados del andlisis
inmunofenotipico, 41 (78.8%) casos correspondieron a LLA-B, tres casos (5.8%) a

LLA-T, cuatro casos (7.7%) a LMA y cuatro (7.6%) a LAB (Figura 27).
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De acuerdo con el perfil inmunofenotipico, de los 41 casos de LLA-B, tres (7.3%)
correspondieron al subtipo Pro-B, 35 (85.4%) al Pre-B comun y tres (7.3%) al subtipo
Pre-B (Figura 28).

En cuanto a las LAB, un caso (25%) resulté ser una B/Mieloide, un caso (25%)
T/Mieloide y dos (50%) correspondieron a una B/T (Figura 29).

% Pacientes
N
o

: lH
: -

LLA-B LMA LAB LLA-T
Inmunofenotipo

Figura 27. Distribucion de subtipos de LA, determinados por inmunofenotipo.

EPro-B
EPre-B comin

u Pre-B

Figura 28. Porcentaje de subtipos de LLA-B.
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= B/Mieloide
u T/Mieloide
uB/T

Figura 29. Subtipos de LAB determinados por inmunofenotipo.

6.5. Resultados epidemioldgicos

De acuerdo con el género, se encontrd una mayor prevalencia en pacientes
masculinos (31 casos, 59.6%) que en pacientes femeninos (21 casos, 40.4%), tal como
se muestra en la Figura 30.

® Masculino

® Femenino

Figura 30. Proporcién de pacientes masculinos y femeninos que presentan alguin tipo de
LA.
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De acuerdo con la edad, se encontraron pacientes desde uno hasta 17 afios, con una
edad promedio de 7.7; el rango donde se encontraron mas casos de leucemia fue de
cinco a nueve afios (38.5%) seguido de pacientes de uno a cuatro afios (26.9%), no se

encontraron pacientes menores de un afio que cursaran con leucemia (Figura 31).

<1 1-4 5-9

10-14 15-18 S/D
Edad (afios)

=
o
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o = N w £ al o)} ~ o] [{e}

mMasculino =Femenino

Figura 31. Rango de edades y numero de pacientes masculinos y femeninos con LA.

6.6. Resultados de parametros hematoldgicos

De acuerdo con el conteo leucocitario, la media fue de 88.7x10° leucocitos/uL (2-
433.4x10° leucocitos/uL); solamente se encontré un caso que cursaba con leucopenia
(2x10® leucocitos/uL), 9 (17.3%) se encontraron dentro del rango normal y el resto

presenté leucocitosis (el 19% cursé con hiperleucocitosis) (Tabla 27).

La media de la concentracién de hemoglobina fue de 8.9 g/dL (3.2-14.2 g/dL), el 82.7%
de los pacientes present6 anemia (Tabla 27).

En cuanto al conteo plaquetario, se encontré una media de 84.2x10° plaquetas/uL (12-
341x10%uL) y el 90.4% presentd trombocitopenia (Tabla 27). En la Tabla 28 se

encuentran los resultados de acuerdo al tipo de LA.
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Tabla 27. Resultados de parametros hematoldgicos de 52 pacientes con LA.

PARAMETRO N(%)

Leucocitos (x10%/uL)
Media(rango) 88.7(2-433.4)
<50 28(53.8)
>50 24(46.2)
Hemoglobina [g/dL]
Media(rango) 8.9(3.2-14.2)
<11 43(82.7)
11-18 9(17.3)
Plaquetas (x10%/uL)
Media(rango) 84.2(12-341)
<150 47(90.4)
150-450 5(9.6)

Tabla 28. Resultados de parametros hematoldgicos de 52 pacientes de acuerdo
con el tipo de LA.

PARAMETRO LLA-B LLA-T LAB LMA
N(%) N(%) N(%) N(%)

Leucocitos
(x108%/uL)

Media 80.6 258.1 50.3 83.2
(rango)  (2-312.4) (91-433.4) (6.1-137) (25.1-163)

<50 23(56) 0 3(75)

>50 18(44) 3(100) 1(25)

<20

>20 4(100)

Hemoglobina
[g/dL]

Media 8.4 10.2 8.5 10.3
(rango)  (3.2-14.2) (8.2-11.6) (5.8-9.7) (7.6-12.4)

<11 35(85.4) 1(33.3) 4(100) 2(50)

11-18 6(14.6) 2(66.6) 2(50)

Plaquetas
(x10%/uL)

Media 85.7 63 82.5 63
(rango)  (12-341) (40-75) (40-114) (19-112)

<150 36(87.8) 3(100) 4(100) 4(100)

150-450 5(12.2)
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

Las leucemias agudas (LA) comprenden un grupo heterogéneo de enfermedades
malignas caracterizadas por la expansion clonal de células precursoras
hematopoyéticas (van Dongen, Lhermitte, Béttcher, Almeida, van der Velden, Flores,... Orfao, 2012)
en la médula 6sea (MO) y sangre periférica (SP). Son el tipo de cancer mas comuin en
los nifios, representan el 25-35% de los casos de cancer infantil en la mayoria de las

poblaciones (zhang et al., 2014).

Se reconocen dos categorias principales: LLA y LMA, un pequefio nimero de casos no
encajan en estos dos grupos porque no muestran evidencia clara de diferenciacion de
un solo linaje o expresan antigenos de diferenciacion altamente especificos de mas de

un linaje (van Dongen et al., 2012) y se denominan leucemias agudas bifenotipicas (LAB).

El diagnéstico de las LA se realiza con base en las manifestaciones clinicas y el
estudio de las células leucémicas de SP y MO (Lepe et al., 2017), estos estudios incluyen:

evaluacién morfologica, inmunofenotipo, genética molecular y citogenética.

La evaluacion morfolégica de la MO, como primer paso en el algoritmo de diagnéstico
de las LA (Chiaretti et al., 2014) permite distinguir una LLA de una LMA (Rodak et al., 2014).
Junto con la morfologia, la inmunofenotipificacion mediante CFM es crucial para la
deteccibn, la asignacién del linaje y el estadio de maduracion de las células blasticas
en muestras sospechosas de leucemia (van Dongen et al., 2012) y es la que permite

realizar el diagnéstico y la clasificacion definitiva de las LA (Chiaretti et al., 2014).

Es este trabajo, inicialmente se evalud la calidad de la muestra, siete casos (11.8%) no
pudieron analizarse por morfologia ya que las muestra eran de mala calidad, estaban
coaguladas y presentaban una gran cantidad de células destruidas, otras muestras
contenian mallas de fibrina o coagulo. La presencia de coagulos pudo deberse a que
no se colocd inmediatamente el aspirado en el tubo con EDTA o0 que no se haya
mezclado con el anticoagulante después de haberla colocado en él, ya que la MO se
coagula mas rapidamente que la SP (Rodak et al., 2014) 0 que la muestra se haya
coagulado debido a una mala puncién medular o una extraccion dificil (Aznar et al., 2009).
La gran cantidad de células destruidas, las hendiduras en los linfocitos y las células en
apoptosis que se observaron en estas muestras, fueron causados por su

almacenamiento prolongado o inadecuado (Raskin, E. y Messick, J., 2012). La calidad de
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estas muestras concordé con lo obtenido por CFM ya que mostraron un bajo

porcentaje de viabilidad.

Ocho de las 58 muestras de MO contenian grumos medulares y 21 presentaban
megacariocitos lo cual indica que el resto de la muestras se encontraban hemodiluidas,
de acuerdo con D"Onofrio y col. (2015) la diluciéon con SP puede llegar a ser del 40 al
100% en las muestras de MO de 0.25-0.5 mL (D’Onofrio et al., 2015), Sin embargo, las
muestras que se analizaron en este estudio también estaban destinadas para el
andlisis inmunofenotipico para el cual se solicita una cantidad de 1.0 mL a 3.0 mL
(Becton Dickinson [DB], s. f.b) que como se puede notar, sobrepasa por mucho la cantidad
recomendada que se debe extraer para realizar un analisis morfolégico, esto explica

porque la mayoria de las muestras estaban hemodiluidas.

En este estudio, de 59 muestras con sospecha de LA se encontrd una correlacion de
79.6% entre en analisis morfolégico y el inmunofenotipico, este resultado es muy
cercano al obtenido por el Dr. Alejandro Ruiz Arguelles que en 2002 reporté una
correlacion de 73% entre ambos métodos de un total de 648 casos de LA (Ruiz, 2002).
Marsén y col. reportaron en 2016 una correlacion de 81.3%, sin embargo, en este
estudio solamente se analizaron casos de LLA (Marsan et al., 2016). El indice kappa (k) de
0.352 obtenido en este estudio indica que la concordancia es aceptable dado que se

encuentra dentro del rango de 0.21-0.40 (Cerda y Villarroel, 2008).

Los resultados discordantes se encontraron en los siguientes casos: A) un caso en el
que la morfologia fue LLA-L2 y por CFM fue una LAB (B/Mieloide), B) un caso que por
CFM fue una T/Mieloide y morfolégicamente se clasific6 como una LMA-M2 debido a
que los blastos presentaban una morfologia mieloide con presencia de granulos
azurofilos en el citoplasma, sin embargo, estos granulos presentaban un tamafio mas
grande que los observados en los otros casos de LMA-M2, ademas se encontraron
pseudo Pelger-Huet y neutrdfilos hipogranulares, los precursores eritroides presentaron
caracteristicas megaloblastoides, estos hallazgos permitieron clasificar este caso como
LMA-M2; los granulos observados en los blastos se correlacionan con el resultado del
inmunofenotipo ya que presentd positividad a la MPOX; un caso similar como éste fue
reportado por Sharma y col., donde uno de los pacientes con bifenotipia T/mieloide,
reveld la presencia de bastones de Auer en los blastos (Sharma et al., 2017). Como se ha
encontrado en este estudio, las LAB se pueden presentar morfol6gicamente como LLA

o LMA, similar al estudio realizado por Matutes y col. en el cual, de 90 casos de LAB,
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39 mostraron una morfologia de LLA, 38 se clasificaron como LMA de subtipos M1 y
M5 y rara vez M2 o M4; ningun caso fue M3, M6 0 M7 (Matutes et al., 2011), asi mismo,
Sharma y col. reportaron que de 15 casos con LAB, 11 presentaron una morfologia
LMA-M1, M2 o M4/5 y ninguno presentd una LMA-M3, M6 o0 M7 (Sharma et al., 2017). De
acuerdo con los hallazgos anteriores, al estudiar un caso con LAB mediante un analisis
morfoldgico inicial, no se podria sospechar de este tipo de leucemia, por lo tanto, el
diagnostico de LAB se basa en la inmunofenotipificacion y la exclusion por citogenética
de los casos de LMA con anormalidades genéticas recurrentes (Matutes et al., 2011).

C) Dos casos con presunta recaida fueron diagnosticados como positivos mediante
morfologia, en cada caso se encontré un % de blastos de 12 y 10.4%, sin embargo, la
morfologia no permitié determinar el linaje, mientras que por CFM encontraron 0.4% y
2% de blastos respectivamente y, de esta manera se descart6 la posible recaida. D)
Un caso que por morfologia se clasific6 como normal, por CFM se diagnosticé LLA
Pre-B comun y el % de blastos fue mayor al encontrado por morfologia. En estas dos
situaciones se destaca la importancia de la CFM para hacer el diagnostico definitivo,
ademas, se puede notar una de las limitantes que tiene la morfologia en la
determinacion del nimero de blastos cuando éstos se encuentran bajos.

E) Siete casos (11.8%) no pudieron diagnosticarse por morfologia debido a que la

muestra no era de calidad adecuada.

El resto de los resultados coincidio en los siguientes casos: A) de los 44 casos que por
CFM se diagnosticé una LLA, en 38 de éstos por morfologia también se diagnosticé
una LLA; B) todos los casos (4 casos) en los que la CFM mostrd un fenotipo mieloide,
por morfologia fueron LMA, y C), de los siete casos que por CFM mostraron un

fenotipo normal, cinco de éstos por morfologia también fueron normales.

Los valores de sensibilidad y especificidad indican que el 80% de pacientes presentan
algun tipo de LA cuando el diagnéstico morfolégico resulta positivo y, 71% de pacientes
no presentan LA cuando morfolégicamente no se diagnostica esta enfermedad. De
acuerdo con los valores predictivos, hay un 95% de probabilidad de que los individuos
con sospecha de LA padezcan la enfermedad cuando la morfologia es positiva v,
existe un 33% de probabilidad de que, si por morfologia no se detecta algun tipo de

leucemia, los pacientes realmente no la padezcan.

Los resultados obtenidos indican que es necesario realizar el analisis morfolégico, ya

gue en la mayoria de los casos este método orientd hacia una LLA o LMA, sin
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embargo, no es suficiente para realizar el diagndstico definitivo de las LA, sobre todo
cuando la muestra no es de calidad adecuada o cuando se trata de una LAB, el
resultado de la morfologia complementa al estudio inmunofenotipico y siempre se debe
realizar este Ultimo ya que es el que finalmente determina el linaje especifico afectado
asi como la etapa de maduraciéon o diferenciacién en la que las células leucémicas

estan detenidas y por consiguiente permite estratificar el nivel de riesgo del paciente.

Se calculé el coeficiente de correlacion entre el porcentaje de blastos obtenidos
mediante morfologia y por CFM encontrandose una R? de 0.9406, este resultado indica
que hubo una buena correlacion entre ambos métodos ya que en la mayoria de los
casos el % de blastos fue muy similar, sin embargo, se presentaron dos casos en los
gue por morfologia se detectdé un porcentaje muy elevado de blastos (comparandolo
con el obtenido por CFM), de manera que se consideraron como LA, mientras que por
CFM esta enfermedad fue descartada por el bajo porcentaje de células inmaduras
encontradas y que ademas mostraron una diferenciacion normal, en algunos casos
ocurrioé lo contrario. Esta incongruencia fue mas notoria en los casos en los que por
CFM se detectaron bajos porcentajes de células inmaduras, es decir, de 0.4 a 12.7%.
Estos resultados pueden atribuirse a diversos factores, como la diferencia en la
cantidad de células que se cuentan en ambos métodos, ya que por morfologia se
contaron aproximadamente 1,000 células mientras que por CFM se adquieren mas de
100,000 eventos, otro factor a considerar es que cuando se realiza el extendido del
aspirado medular, muchos blastos son destruidos (Bain, 2015) y si el porcentaje de
blastos es pequefio, la disminucion es mas evidente. En los dos casos donde se
encontr6 mayor porcentaje de blastos por morfologia (diagnosticados como LA por
morfologia y por CFM se descartd), se pudieron haber confundido algunas células
normales por células leucémicas debido a que morfolégicamente presentaban una
apariencia de blastos, sin embargo, estos pacientes ingresaron para diagnéstico de
recaida (estuvieron bajo tratamiento quimioterapéutico) lo cual explicaria la dificultad
de distinguir claramente una célula madura de una inmadura ya que éstas presentaban
cambios en su morfologia, Kerrigan y col. realizaron un estudio sobre los cambios
morfolégicos de las células sanguineas después de la quimioterapia y encontraron,
entre otros cambios, que células monociticas presentaban nucleos inmaduros (Kerrigan,
Castillo, Foucar, Townsend y Neidhart, 1989), esta situacién pudo presentarse en estos dos
casos debido a que agentes quimioterapéuticos pueden dar origen a cambios

displasicos en las células (Rodak et al., 2014).
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En cuanto al subtipo de LLA de la clasificacién FAB, se encontr6 un mayor porcentaje
de LLA-L2 (63.2%), mientras que del subtipo L1 fueron 36.8% y no se encontré ningun
tipo con morfologia L3, los resultados concuerdan con los obtenidos por Morales y col.
donde encontraron un 62% en L2 y 38% en L1, sin presencia de L3 (Morales et al., 2014).
Cabe mencionar que la clasificacion FAB no es clinicamente importante ya que no

ayuda a planificar el tratamiento (Layton, 2015).

Los subtipos de LMA més comunes en los nifios son: M1, M2, M3 y M6, sin embargo,
en los nifios con sindrome de Down los subtipos M5 y M7 se ven con frecuencia (Asif,
Hassan y Yasmeen, 2011). De los cuatro casos de LMA encontrados en este estudio,
presentaron una morfologia de LMA-M1, M2 y M3, estos resultados concuerdan con

los reportados por la literatura.

La LMA-M3 ahora es altamente curable cuando se administra &cido all- trans retinoico
(ATRA) y quimioterapia (antraciclina) (Swerdlow et al, 2008). Sin embargo, un conteo
>10x10%células/uL denota un riesgo alto ya que tienen un mayor riesgo de muerte
temprana y recaida (De Kouchkovsky y Abdul, 2016); el conteo leucocitario del caso con
LMA-M3 en este estudios fue de 40x10%uL, ademas de un conteo plaquetario de
19x10%uL lo que sugiere que se trataba de un paciente de alto riesgo. La importancia
de la morfologia en la LMA-M3 destaca aun mas ya que la morfologia de los
promielocitos mas las caracteristicas clinicas, indicardn un diagndstico presuntivo de
esta entidad y en ésta, a diferencia de casi todas las otras LA, el tratamiento debe
comenzar después de examinar la morfologia y antes de que se confirme el

diagndstico por estudios citogenéticos o moleculares (Tallman y Altman, 2009).

La LLA de linaje B es el cancer mas frecuente en la infancia (Sanjuan, Bueno, Prieto, Acha,
Stam,...Menéndez, 2015), esta informacion se puede constatar con los resultados
obtenidos en este estudio ya que se encontré un 78.8% de LLA-B, 5.8% de LLA-T,
7.7% de LMA. En el estudio realizado por Bekker y col.,, encontraron 85.1% de
pacientes con LLA-B, 10.8% con LLA-T, y 4.1% pacientes con LAB. Pérez y col.

reportaron un 85.1% de casos con LLA y 12.3% con LMA (Pérez, Fajardo, Bernéldez,
Martinez, Medina, Espinosa,... Mejia, 2011).

En cuanto a la subclasificacion de la LLA-B, se encontr6 un mayor porcentaje en la LLA
pre-B comun (85.4%), mientras que del subtipo LLA-B madura no se encontré ninguin

caso. Las frecuencias de distribucién reportadas por varios grupos de trabajo
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internacionales son: pro-B 3%, Pre-B comun 60-65%, pre-B 9%, B maduras 3% y
células T 10% (Quero, Estrada, Pacheco, Reyes, Alvarez y Vargas, 2012). Los resultados

concuerdan también con el obtenido por Morales y col. (85% de LLA pre- B comun)

(Morales, Covarrubias, Rendén y Larios, 2014).

En este estudio se encontr6 un 7.6% de LAB, en la literatura frecuentemente se
informa que la prevalencia es menos de 5% de las leucemias infantiles (Bleahu et al.,
2011). Los resultados en este tipo de LA llegan a ser muy variados, en este mismo
hospital (en 2008) se reportd un 28.3% de LAB (Dorantes, Medina, Davila y Lépez, 2008). En
cuanto a la proporcion de subtipos de LAB, el resultado concordé con el reportado por
Dorantes y col. ya que en ambos se encontré un mayor porcentaje de B/T linfoide. La
LAB es un grupo biolégicamente diferente de LA y la importancia de identificarla es
porque es de mal prondstico, recaida temprana e infiltracion extramedular (Sharma et al.,

2017) y por tanto requiere de un tratamiento mas intensivo (Bleahu et al., 2011).

Estudios epidemiolégicos informan que existe una mayor prevalencia de LA en
pacientes masculinos lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este estudio
ya que se encontrd6 un 59.6% de pacientes masculinos y un 40.4% de pacientes
femeninos, resultados cercanos se obtuvieron en un estudio realizado en nuestro pais
por Rivera y col., en un periodo de 2007 a 2012, en el cual los varones representaron
el 54.4% de los pacientes con LA (Rivera, Shalkow, Velasco, Cardenas, Zapata, Olaya,..., Pantoja,
2014), otro estudio realizado en 2016 por Mayer y col. en este hospital, de 549

pacientes con LA, el 55% fueron masculinos (Mayer, 2016).

De acuerdo con la edad, se encontraron pacientes desde uno hasta 17 afios, con una
edad promedio de 7.7; el rango donde se encontraron mas casos fue de cinco a nueve
afios (38.5%) seguido de pacientes de uno a cuatro afios (26.9%), en el estudio
realizado por Rivera y col. encontraron una mayor prevalencia en los nifios con cero a
cuatro afios (35%) y un 29% en pacientes de cinco a nueve afos (Rivera et al., 2014); €l
estudio realizado por Morales y col. en un periodo de 2008 a 2010 en 54 pacientes con
LLA, el mayor nimero de pacientes se ubic6 entre uno y 10 afios, la media fue de 8.3
afnos (rango de uno a 17 afios) (Morales et al., 2014); Bekker y col. reportan que de 638
pacientes pediatricos con diagnostico reciente de LLA (de la Ciudad de México), la
edad media de toda la poblacién fue de 6.2 afios (Bekker et al., 2014). Como se puede

observar, la edad promedio obtenida es similar en estos estudios.
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El rango normal del conteo leucocitario durante la infancia se considera que es de 4.0—
14.5 x10%/uL (Jaime et al., 2018), en este estudio se encontraron nueve (17.3%) pacientes
con conteos normales de leucocitos. Un conteo >50x10%/uL se considera de alto riesgo
(Willian et al., 2015). En este estudio se encontraron 23 (56%) con un conteo <50
leucocitosx10%/uL y el resto (44%) presentd >50 leucocitosx10%/uL (leucocitosis), estos
pacientes presentan un alto riesgo de muerte temprana ya que en la LLA con
leucocitosis es mas comun que se desarrolle el sindrome de lisis tumoral (SLT) (Réllig y
Ehninger, 2015) (Tasmeen et al., 2017). El alto conteo leucocitario de los pacientes en este
estudio pudo deberse a que el diagnéstico se realizé de manera tardia y la rapida
proliferaciébn condujo a una alta carga tumoral leucémica (Réllig y Ehninger, 2015), la
cantidad de pacientes es casi la mitad de la poblacion en estudio, aqui se puede notar
la importancia de realizar el diagnostico oportuno.

La LLA-T es una enfermedad agresiva, estos pacientes a menudo tienen
caracteristicas clinicas de alto riesgo, como la edad (You, Medeiros y Hsi, 2015),
hiperleucocitosis con infiltracion extramedular (vadilloa, Dorantes, Pelayo y Schnoor, 2017).
Los resultados encontrados en este estudio concuerdan con lo descrito anteriormente
ya que los tres casos de LLA-T presentaron leucocitosis (>50x10%/uL), dos de ellos con
hiperleucocitosis, un paciente que ademas de presentar hiperleucocitosis contaba con
una edad de 13 afios; estas caracteristicas desfavorables indican que estos pacientes

presentan un mayor riesgo de recaida o muerte temprana (vadilloa et al., 2017).

En las LMA, una cifra de leucocitos <20x10%/uL se asocia a un mejor pronostico (De
Kouchkovsky y Abdul, 2016), en el estudio los cuatro pacientes con LMA presentaron un
conteo leucocitario >20x10%/uL, dos de ellos con hiperleucocitosis, estos conteos altos
sugieren una baja tasa de remisién completa en estos pacientes (de Jonge et al., 2011) y
una muerte temprana. El diagnéstico temprano de la LMA es de gran importancia ya
gue la hiperviscosidad celular causada por la elevacion extrema de leucocitos puede

conducir rapidamente a una falla organica mdaltiple y la muerte (Stucki et al., 2001).

En cuanto a los otros pardmetros hematologicos, en 43 (82.7%) pacientes se encontrd
una hemoglobina <11g/dL; y 47 (90.4%) presentaron trombocitopenia (<150 x103/uL),
estos hallazgos son causados por el fracaso de la hemopoyesis normal y el reemplazo
de las células normales por las células leucémicas lo que resulta en anemia, sangrado

y mayor riesgo de infecciones (Asif, Hassan y Yasmeen, 2011).
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8. CONCLUSIONES

Se encontré una correlacion de 79.6% entre el método morfolégico y el
inmunofenotipico en el diagndstico de leucemias agudas. En la mayoria de los

casos la morfologia orienté hacia una LLA o una LMA

Es necesario realizar el analisis morfolégico ya que complementa al
inmunofenotipico, sin embargo, siempre se debe realizar este dltimo para
determinar el linaje especifico y la etapa de diferenciaciébn de los blastos

leucémicos.

Las leucemias agudas bifenotipicas pueden mostrarse como LLA o LMA, razén
por la cual la morfologia es limitada en estos casos y la inmunofenotipificacion
es el método que permite determinar el perfil fenotipico, la importancia de su

identificacion radica en que estas leucemias son de mal pronéstico.

Para el analisis morfolégico es importante que las muestras sean de buena
calidad ya que, si la muestra esta coagulada y/o o con abundantes células
destruidas, limita su evaluacion. El detectar muestras de mala calidad indica
que en la fase preanalitica deben aplicarse los cuidados necesarios para
realizar una correcta puncion medular y/o un adecuado trasporte y

almacenamiento de las muestras.
En este estudio se pudo notar que cuando los casos cursaban con leucocitosis

0 presentaban un alto porcentaje de blastos, no hubo dificultad en el

diagndstico morfoldgico.
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10.1.

10. ANEXOS

Requisitos de la muestra para la determinaciéon de

inmunofenotipificacién de leucemias

Preparacion del paciente: no aplica.

Tipo de muestra: médula ésea anticoagulada con heparina o sangre completa
anticoagulada con EDTA.

Condiciones de la muestra: debe estar bien mezclada, no debe estar
coagulada.

Identificacion de la muestra primaria: debe estar rotulada con letra clara y
con el nombre completo del paciente, asi como el numero de registro, edad,
sexo, servicio, nombre del médico que lo solicita, porcentaje de blastos y
diagndstico por morfologia FAB.

Volumen de la muestra: minimo 1.0 mL, 6ptimo 3.0 mL.

Estabilidad y conservacion: a temperatura ambiente hasta 24 horas.

Criterios de rechazo: muestras coaguladas, obtenidas con otro tipo de

anticoagulantes, sin datos de porcentajes de blastos y sin diagnostico por morfologia

FAB (BD, s. f.b).
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10.2. Metodologia de inmunofenotipificacion de leucemias agudas por

CFM _
Tenir tubo ALOT
Fluorocromo | V450 | V500c FITC PE PERCP CY5.5 | PECY7 | APC | APCH7
Marcador cyCD3 | CD45 | cyMPO | cyCD79a CD34 CD19 CD7 | smCD3
uL 5 5 10 10 7 5 5 3
v : 1
LLA-B LLA-T LMA
Panel 1 Panel 2 Panel 3
Panel 1. Panel de tincién para LLA-B
Tubo | Fluorocromo | V450 | V500c FITC PE PERCP CY5.5 | PE CY7 APC APC H7
1 Marcador CD20 | CD45 | CD58 | CD66¢ CD34 CD19 CD10 CD38
puL 5 5 7 10 7 5 5 3
2 Marcador smigk | CD45 | cylgy | CD33 CD34 CD19 | smigw/CD117 cylgA
pL 5 5 15 5 7 5) 10/5 4
3 Marcador CD9 CD45 | nuTdT | CD13 CD34 CD19 CD22 CD24
uL 5 5 10 7 7 5) 5 5
4 Marcador CD21 | CD45 CD15 CD34 CD19 CD123 CD81
uL 5 5 10 7 5) 5 5
Panel 2. Panel de tincién para LLA-T
Tubo | Fluorocromo V450 | V500c FITC PE PERCP CY5.5 | PECY7 APC APC H7
1 Marcador cyCD3 | CD45 | nuTdT CD99 CD5 CD10 CD1la smCD3
puL 5 5 10 5 15 5 5 3
5 Marcador cyCD3 | CD45 CD2 CD117 CD4 CD8 CD7 smCD3
puL 5 5 5 5 7 5 5 3
3 Marcador cyCD3 | CD45 | TCRyd | TCRaB CD33 CD56 smCD3
uL 5 5 10 10 10 5 3
4 Marcador cyCD3 | CD45 CD44 CD13 HLADR CD45RA | CD123 | smCD3
uL 5 5 7 7 10 5 5 3
Panel 3. Panel de tincién para LMA
Tubo Fluorocromo V450 V500c FITC PE PCEYRSCSP PE CY7 APC A:7C
1 Marcador HLADR CD45 CD16 CD13 CD34 CD117 CD11b CD10
pL 5 10 7 7 5 5
5 Marcador HLADR CD45 CD35 CD64 CD34 CD117 IREM2 CD14
uL 5 5 5) 10 7 5 5 5
3 Marcador HLADR CD45 CD36 CD105 CD34 CD117 CD33 CD71
pL 5) 5 10 5 7 5 10 5
4 Marcador HLADR CD45 nuTdT CD56 CD34 CD117 CD7 CD19
pL 5) 5 10 10 7 5 5 5
5 Marcador HLADR CD45 CD15 CD34 CD117 CD22 CD38
uL 5 5 10 7 5 5 3
6 Marcador HLADR CD45 CD42a/CD61 | CD203c CD34 CD117 CD123 CD4
uL 5 5 10/4 5 7 5 5 5
7 Marcador HLADR CD45 CD41la CD25 CD34 CD117 CD42b CD9
uL 5 5 10 10 7 5 1 5

ALOT: tubo orientador de leucemia aguda; PerCP: peridinina clorofila proteina, PE: ficoeritrina, APC:
aloficocianina, FITC: isotiocianato de fluoresceina; cy: marcador citoplasméatico. (DB, s. f.b).
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Tincién de marcadores de superficie

OCO~NOOTDS,WN PP

10
11
12
13
14
15

. Colocar 50 pL de muestra en el tubo.

. Adicionar el volumen correspondiente de cada anticuerpo de superficie.
. Mezclar bien.

. Incubar 30 min. a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

. Agregar 2 mL de solucion lisante (FASCLysing 1X)

. Mezclar bien.

. Incubar 10 min. a temperatura ambiente y protegido de la luz.

. Centrifugar 5 min. a 540g

. Decantar sobrenadante.

. Agregar 2 mL de solucién buffer fosfatos (PBS).
. Mezclar bien.

. Centrifugar 5 min. a 540g.

. Decantar sobrenadante.

. Agregar 200 pL de PBS.

. Adquirir las células. (DB, s. f.b).

Tincién de marcadores de superficie e intracelulares

OCO~NOOOUITDS,WN B

. Colocar 50 pL de muestra en el tubo.

. Adicionar el volumen correspondiente de cada anticuerpo de superficie.
. Mezclar bien.

. Incubar 30 min. a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

. Agregar 2 mL PBS.

. Mezclar bien.

. Centrifugar 5 min. a 540g.

. Decantar sobrenadante.

. Agregar 100 uL de reactivo A (fijador).

. Incubar 5 min. a temperatura ambiente y protegido de la luz.

. Agregar 2 mL de solucion FASCLysing 1X.

. Mezclar bien.

. Incubar 10 min. a temperatura ambiente y protegido de la luz.

. Centrifugar 5 min. a 540g.

. Decantar sobrenadante.

. Agregar 50 pL de reactivo B (solucién de permeabilizacion)

. Mezclar bien.

. Agregar el volumen correspondiente de cada anticuerpo intracitoplasmatico.

. Mezclar bien.

. Incubar por 30 min. a temperatura ambiente y protegido de la luz.

. Agregar 2 mL de PBS.

. Mezclar bien.

. Centrifugar 5 min. a 540g.

. Decantar sobrenadante.

. Agregar 200 pL de PBS.

. Mezclar bien.

. Adquirir células en citometro de flujo BD FACSCanto Il para inmunofenotipos de 8
colores (DB, s. f.b). Considerar como positivo cuando la expresion de un antigeno en
las células sea >20%.
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10.3. Perfil inmunofenotipico de los casos con leucemia aguda

En la Tabla 29 se muestra el perfil inmunofenotipico de cada uno de los casos de
leucemia aguda.

Los tres casos de LLA pro-B expresaron el marcador CD34 y todos presentaron
antigenos aberrantes de linaje mieloide, el CD15 y CD66c¢ se presentaron en dos casos
y en un caso solo se expresé el CD13. En las LLA pre-B comun, 26 casos expresaron
CD34 mientras que en el resto (9 casos) este marcador fue negativo; en 16 casos hubo
infidelidad de linaje, en un caso se expresé el CD11b, CD16, CD71 y CD66c, en otro
caso CD13, CD15 y CD66c; en los 14 casos restantes hubo expresion solamente del
marcador CD66¢. De los 3 casos de LLA pre-B, 2 fueron negativos para CD34, también
hubo coexpresion de antigenos mieloides: en 2 casos se expresé solamente el CD15

mientras que en el otro se presentd Unicamente el CD66c.

Todos los casos de LLA-T fueron negativos para el marcador CD34; en un solo caso

hubo expresién aberrante de un antigeno de linaje B (CD10).

Todos los casos de LMA expresaron el CD34 y 3 de los cuatro casos fueron positivos
para MPox; dos casos fueron positivos para CD7, de estos, en un caso se presento el
CD19 y CD105 mientras que en el otro se expresé el CD71, en los dos casos restantes

se expreso Unicamente el CD71 (de origen eritroide).
En todas las LAB se expres6 el marcador CD34.

Tabla 29. Perfil inmunofenotipico de las leucemias agudas de los pacientes
incluidos en este estudio.

CLASIFICACION

[\[oB PERFIL INMUNOFENOTIPICO EGIL FAB

1 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD38+, CD9+, Pro-B LLA-L2
CD24+, CD81+, CD58+, CD15+, CD66¢c+

2 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD15+, Pro-B S/Dx
CD66¢c+

3 CD34+, CD79a+, CD19+, CD38+, CD9+, CD81+, CD58+, CD13+ Pro-B LLA-L2

4 CD34+, CD123+, HLA-DR+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, Pre-B LLA-L2
CD81+, CD21+, CD66¢c+, CD11b+, CD16+, CD71+ comun

5 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, Pre-B LLA-L2
CD66¢c+ comun

6 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, Pre-B LLA-L1
CD58+, CD13+, CD66¢c+, CD15+ comun

7 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, Pre-B LLA-L2
A+, CD58+, CD66¢c+ comun

8 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, Pre-B LLA-L2
CD66¢c+ comun

9 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD81+, CD20+ Pre-B LLA-L2

comun
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Tabla 29 (continuacién)

CLASIFICACION

PERFIL INMUNOFENOTIPICO

10 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, Pre-B LLA-L1
CD20+, CD58+, CD66c+ comun
11 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, A+, Pre-B LLA-L2
CD58+, CD66¢c+ comun
12 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, Pre-B LLA-L1
CD20+, CD58, CD66¢c+ comin
13 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, Pre-B LLA-L2
CD20+, CD58, CD66c+ comun
14 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B LLA-L1
comun
15 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, Pre-B LLA-L1
CD58+ comun
16 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, Pre-B LLA-L2
comun
17 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9, CD24+, CD20+, CD58+ Pre-B LLA-L1
comuin
18 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, Pre-B LLA-L2
CD66¢c+ comun
19 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD20+, CD66¢C+ Pre-B LLA-L2
comun
20 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, Pre-B LLA-L1
CD58+, CD66¢c+ comun
21 CD34+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD20+ Pre-B LLA-L1
comun
22 CD34+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+ Pre-B LLA-L2
comun
23 CD34+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B LLA-L2
comuin
24 CD34+, TdT+, CD19+, CD10+, CD22+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD66C+ Pre-B LLA-L1
comun
25 CD34+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD20+, CD58+ Pre-B LLA-L2
comun
26 CD34+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B S/Dx
comun
27 CD34+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+ Pre-B LLA-L2
comun
28 CD34+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+ Pre-B LLA-L1
comun
29  CD34+, CD38+, CD10+ (8%) /CD34-, CD38+, CD10+ (2%) Pre-B NO LA
comun
30 CD123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, Pre-B LLA-L2
CD66¢c+ comun
31 CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9, CD24+, CD81+, CD20+, A+, Pre-B LLA-L2
CD58+, comun
32 CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B LLA-L2
comun
33 CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD66¢c+ Pre-B S/Dx
comun
34 TdT+, CD10+, CD38+, Pre-B LLA-L1
comun
35 CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD81+, CD20+, CD58+ Pre-B LLA-L1
comun
36 CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, CD58+, Pre-B LLA-L2
comun
37 CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, CD58+, Pre-B LLA-L2
comun
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Tabla 29 (continuacién)

PERFIL INMUNOFENOTIPICO CLASIFICACION \
38 CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, CD58+, CD66¢c+ Pre-B LLA-L1
comun
39 CD34+, CD22+, CD79a+, CD19+, cylgM+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD10+, Pre-B S/Dx
CD58+, CD15+
40 CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, cylgM+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD10+, Pre-B LLA-L2
CD20+, A+, CD66c+
41 CD22+, CD79a+, CD19+, cylgM+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, A+, CD58+, CD15+ Pre-B LLA-L2
42 cyCD3+, CD2+, CD5+, CD7+ LLA-T LLA-L1
43 cyCD3+, sCD3+, CD7+ LLA-T LLA-L2
44 cyCD3+, sCD3+, CD8+, CD7+, CD10+ LLA-T S/Dx
45 CD34+, CD123+, CD117+, HLA-DR+, MPox-, CD33+, CD38+, CD7+, CD19+, CD105+ Mieloide LMA-M1
46 CD34+, CD117+, HLA-DR+, MPox+, CD13+, CD33+, CD15+, CD64+, CD16+, CD38+, Mieloide LMA-M2
CD71+
a7 CD34+, CD117+, HLA-DR+, MPox+, CD13+, CD33+, CD38+, CD7+, CD71+ Mieloide LMA-M2
48 CD34+, CD117+, MPox+, CD13+, CD33+, CD64+ Mieloide LMA-M3
49 CD34+, CD58+, CD38+, LA LLA-L2
CD9+, CD81+, [CD22+, CD19+, CD10+, CD24+ (4.5 puntos)] B/Mieloide
CD13+, CD33+ (2 puntos)
50 CD34+, CD123+, HLA-DR+, CD38+, LA LMA-M2
cyCD3+, CD7+ (2.7 puntos) T/Mieloide
CD11b+, CD16+, CD35+, [MPox+, CD13+, CD33+, CD117+, CD14+, CD15+, CD64+ (6.5
puntos)]
CD71+, CD36+
51 CD34+, CD123+, CD38+, CD58+, B/T S/Dx
CD9+, CD81+, [CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD24+ (6.5 puntos)]
suCD3+, CD7+ (2.5 puntos)
CD66¢+
52 CD34+, CD38+, B/T S/Dx
CD9+, [CD22+, CD79a+, cylgM+, CD19+, CD10+ (8 puntos)]
cyCD3+ (2 puntos)

S/Dx: sin diagndstico debido a que la muestra era de mala calidad; LA: leucemia aguda.

10.4. Antigenos CD que se emplean en el diagnostico y clasificacion de las

leucemias agudas.

Tabla 30. Antigenos Cluster of differentiation que se emplean en el diagnéstico y

clasificacién de las leucemias agudas.

NOMBRE - .
MARCADOR ALTERNATIVO DESCRIPCION/FUNCION NORMAL
Heterodimeros constituidos por una cadena a que se
CDla R4, HTA1 une no covalentemente con la B2 microglobulina (32m).  Precursor

glucolipidos

EXPRESION CELULAR

de linfocitos T,

Proteina presentadora de antigenos lipidicos y células dendriticas

GP transmembranal. Implicado en la activaciéon de las  Precursor

tipos de células

y linfocitos

CD2 T11, LFA-2 células T, media la adhesion entre células T y otros maduras, células NK

T
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Tabla 30 (continuacién)

MARCADOR

NOMBRE

DESCRIPCION/FUNCION

EXPRESION CELULAR

ALTERNATIVO

Parte del complejo TCR-CD3 presente en la superficie
celular de linfocitos T. Media la transduccion de

NORMAL

CD3 T3 sefiales en la activacion de las células T, participa Plecucr o liisdles U
iy . Y 9 maduras
también en la internalizacion y la regulacion de la
superficie celular de los complejos TCR-CD3
GP transmembranal. En las células T, funciona
principalmente como un coreceptor para MHC-Il. Precursor de linfocitos T,
CDh4 L3T4, W3/25, T4 Interactia simultdneamente con el TCR. En células NK  monocitos y en algunas
participa en su diferenciacién/activacion. Desencadena  células NK
la diferenciacién de monocitos a macréfagos
T1, Tp67, Leu-1, Ly- GP transmembranal. Actia como un regulador negativo  Precursor y linfocitos T
CD5 PO 2
1 de la sefalizacion del TCR maduras, células Bla
CD7 gp40, TP41 GP transmembranal. Activacion de células T Precursor J linfocitos T
maduras, células NK
Precursor de linfocitos T,
cDs Leu2 En las células T, interactia simultineamente con el células T
TCR para estabilizarlo cuando se une con la MHC-I. supresoras/citotoxicas,
subpoblacién de células NK
Proteina transmembranal. Se asocia con CD41/CD61 Plaquetas, precursores de
cD9 p24, DRAP-1, MRP- para la activacion y agregacion plaquetaria. Participa linfocitos B, linfocitos T y B
1 en la adhesiéon celular y motilidad celular y en la activados, eosintfilos vy
metastasis tumoral granulocitos
Antigeno de
la leucemia . _ Precursor y linfocitos B,
CD10 linfoblastica aguda End_opept_lglasa peutra. Feug El SeEmiE linfocitos B del centro
p proliferacion de células B ; &7
comun (CALLA), germinal, neutrofilos
gp100, NEP
Granulocitos, monocitos,
CD11b Mac-1 GP. Participa en la fagocitosis, quimiotaxis y apoptosis células NK, y en algunos
subtipos de linfocitos By T
Granulocitos, monocitos,
CDllc p150 GP. Funciones similares a CD11b células NK, y en algunos
subtipos de linfocitos By T
Linaje mieloide expresado en
una etapa muy temprana de
. . - . diferenciacion, incluso antes
Aminopeptidasa. Participa en el procesamiento de il A
. . , de la expresion de cualquier
CD13 APN, gp150 diversos péptidos. Actla como un receptor para el . pa
> . h signo morfoldgico de
coronavirus humano y del citomegalovirus . o _—
diferenciacion mieloide.
Durante la maduracién de
granulocitos y monocitos
cD14 LPS-Receptor GP. Receptor de memprana 0 se secreta dp forma Monocitos
soluble. Correceptor del lipopolisacarido bacteriano
CD15 Lewis X Carbohidrato. Ligando para selectinas Granulc_)cnos, monocitos,
mastocitos
Receptor Fc de IgG (FcyRIIl). Modula la respuesta . .
CD16 CD16a, FcyRIIIA inmune, media la fagocitosis y la citotoxicidad G’ranulocnos, monocnos,
! . células NK, mastocitos
dependiente de anticuerpos
L o Precursores y linfocitos B,
CD19 B4 GP. T_rgnsdqcuon ‘de_, sena!es para el desarrollo, pero no en células
activacion y diferenciacion de linfocitos B. .
plasméticas
Precursores y linfocitos B, se
CD20 B1, Bp35 Fosfoproteina. Activacion y proliferacion celular B expresadesplics e 19’ no
se expresa en células
plasmaticas
cD21 CR2, EBV-R, C3dR GP. CR2 (receptor dg cc_)[nplemento tipo 2), su ligando LlnfOCJtps B y Ccélulas
es C3d. regula la activacion del complemento dendriticas
CD22 BL-CAM GP. Adhesién y activacion Precursores y linfocitos B
cD23 FceRIl. BLAST-2 FceRIl (porque se comporta como un receptor de baja Ir_rirc])fr?citi?c?s B ni(ﬁti;/éaf(ijlgi
afinidad para el fragmento Fc de la IgE) plaquetas
Linfocitos B, pero no en las
o - . L células plasmaticas
cD24 BA-1, HAS GP. modula las sefiales de crecimiento y diferenciacion

de los linfocitos B
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Tabla 30 (continuacién)

MARCADOR

NOMBRE

DESCRIPCION/FUNCION

EXPRESION CELULAR

ALTERNATIVO

NORMAL

GP transmembranal. Proliferacion y supervivencia

UFC-GMME, UFC-GM, UFB-
E, mieloblastos, todos los
estadios de maduracién de

cipEs) BEST, ST E celular neutréfilos y de monocitos,
megacarioblastos,
proeritroblastos
cD34 gp10-120, GP transmembranal. Media la unién de las CTH a las CTH, progenitores
mucosialin, MY10 células estromales de la MO hematopoyéticos
Receptor para C3b o C4b. Facilitar la fagocitosis de
CD35 CR1, C3b/C4b-R inmunocomplejos o de particulas recubiertas por dichas  Neutréfilos y monocitos
fracciones de complemento
. - . L Megacariocitos,  plaquetas,
CD36 GPIV, gpllib AdheS|0_n y agregacion plaquetaria. Fagocitosis y precursores eritroides.
apoptosis S .
eritrocitos, monocitos
CD37 gp52-40 Tgtraspanma,. Regulacion de las interacciones entre las Linfocitos B
células T y células B
. Durante la maduracién de los
CD38 TELO.’ ADP ribosa Adhesion celular y transduccion de sefales precursores de células By T,
ciclica hidrolasa e
megacariocitos
CDh41 Complejo GP lIb/llla  Agregacion plaguetaria Megacariocitos, plaquetas
GP que se encuentra en la superficie de las plaquetas,
CD42b Gplb participa en la formacién de agregados plaquetarios al Megacariocitos, plaquetas
unirse al dominio Al del VWF
HCAM. glicoproteina Receptor de acido hialurénico (HA). Participa en la Linfocitos B y T, células NK,
CD44 » 9licop activacion de los linfocitos monaocitos, granulocitos,
fagocitica | (Pgp-1) o
eritrocitos
Se expresa en la superficie
de todos los leucocitos,
incrementa su expresion a
medida que la célula va
madurando. Precursores
. GP transmembranal. Con actividad tirosinfosfatasa que eritroides y megacariociticos
LCA (antigeno ite | lacion de la fosforilacio ierd | L |
cD45 leucocitario comdn) permite la regulacion de la fosforilacion pierden la expresion a lo
' largo de su diferenciacion.
T200 ) . .
Linfocitos expresan los mas
altos  niveles, monocitos
niveles ligeramente mas
bajos que los linfocitos y
granulocitos  niveles mas
bajos que monocitos
. | d | lacion del - de | Linfocitos B y T, monocitos,
CD53 Tetraspanina In):olucrl? o0 en la regulacion del crecimiento de las macréfagos, neutrofilos.
25(TSPANZ25) células hematopoyéticas Precursores hematopoyéticos
Las proteinas ICAM son ligandos para la proteina de Linfocitos B y T, monocitos y
CD54 ICAM-1 - . <
adhesioén de leucocitos LFA-1 macréfagos
Molécula de L
CD56 adhesion de células € Lenshiarin il Atlvesin el Células NK, linfocitos CD4+
neurales (NCAM)
Ligando de CD2 de linfocitos T. Esta interaccion es Linfocitos B y T, células NK,
CD58 LFA-3 importante para mediar en las interacciones de los monocitos y macréfagos,
timocitos con las células epiteliales del timo granulocitos
CD61 GPllla Adhesién celular Megacariocitos, plaguetas
cD64 FcyRlI, FcRI GP transmembranal. Receptor tipo | de alta afinidad Durante la maduracion de
que se une a la fraccion Fc de la IgG granulocitos y monocitos
CD65 VIM2 Adhesién celular Granulocitos y monocitos
Molécula de .
adhesion celular Adhesion celular, migracién, unién de patégenos, Granulocitos LY sus
. L ~ e o) precursores. Débilmente en
CD66a antigeno transduccién de sefiales y regulacién de la expresion

carcinoembrionario
1 (CEACAM1)

génica

promielocitos
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Tabla 30 (continuacién)

NOMBRE p . EXPRESION CELULAR
MARCADOR ALTERNATIVO DESCRIPCION/FUNCION NORMAL
Alta expresion en eosindfilos.
p Se expresa en neutréfilos y
MOI?FUIa e . . L L z sus precursores, alcanza su
adhesion celular Adhesion celular, migracion, unién de patégenos, e 3
s e ~ Ay iy maxima expresion en los
CD66b antigeno transduccion de sefiales y regulacion de la expresion mielocitos v metamiclocitos
carcinoembrionario  génica | di yr | y
8 (CEACAMS) uego disminuye en los
estadios de banda 'y
segmentados
Molécula de Granulocitos y  sus
- o . o - . precursores. La expresion es
adhesion celular Adhesion celular, migraciéon, unién de patégenos, .
. L ~ vt o mas alta en la etapa de
CD66¢c antigeno transduccion de sefiales y regulaciéon de la expresion . . L
. ) . - promielocitos 'y disminuye
carcinoembrionario  génica roaresivamente durante la
6 (CEACAMS) progresiva
maduracion
Receptor de . L . . . L
CD71 transferrina (Trf), T9 Media la captacion de complejos de transferrina-hierro Precursores eritroides
Proteina transmembranal que forma un complejo con el
BCR. Junto con CD79B inicia la transduccion de
cyCD79%a Iga sefiales tras la union del antigeno al BCR. También se  Precursores y linfocitos B
requiere para la diferenciacion eficiente de células proy
pre-B
TAPAL Proteina de superficie. forma un complejo CD19-CD21-
CD81 S CD81 que participa en la transduccion de sefales en Precursores y linfocitos B
Tetraspanina-28 p
las células B
Receptor del
cD87 activador del Actia como un receptor para el activador de Linfocitos T, células NK,
plasmindégeno tipo plasmindgeno tipo urocinasa granulocitos y monocitos
urocinasa (UPAR)
Precursores
Extravasacion de monaocitos y neutréfilos a través de hematopoyéticos, linfocitos T,
CD99 MIC2, E2 . . ) . p
las células endoteliales. linfocitos B, células NK,
monocitos y plaquetas.
CD105 Endoglina Regulacion de la angiogénesis Macrpfago y  precursores
eritroides
Receptor tirosina cinasa transmembranal perteneciente
CD117 c-kit, receptor del a la familia de receptores tirosina cinasa tipo Ill. CTH, progenitores
SCF (SCFR) Regulacion de la apoptosis, diferenciacion celular, hematopoyéticos, mastocitos
proliferacién, quimiotaxis y adhesién celular
En la mayoria de los
progenitores
hematopoyéticos. Fuerte
expresibn en progenitores
granulociticos y monaciticos,
disminuye  moderadamente
durante la diferenciacién
Cadena a del . L . L - .
GP transmembranal. Diferenciacion y proliferacion de monocitica y se mantiene
CD123 receptor para IL-3 ] h o h las Gl
(IL-3Rq) progenitores hematopoyéticos. asta en las Ultimas etapas
de maduracién en
granulocitos. Expresion
transitoria en linaje eritroide y
megacariocitico en las
primeras etapas de
diferenciacion y luego
desaparece
1 [ Activa los basotfilos y los mastocitos e induce la
CD203c pirofosfatasa/fosfodi liberacion de citocinas inflamatorias Basdfilos y mastocitos
esterasa 3 (ENPP3)
Sialoglicoproteina principal de la membrana del
CD235 Glicoforina A entroclto. Forma pqrte de los ant_lgenos plgl grupo Pr_ecur_sores eritroides y
sanguineo MN. Previene la agregacion y la lisis de los eritrocitos.
eritrocitos
A partir de la etapa Pre-B de
cylgu Cadena pesada de inmunoglobulina los precursores de linfocitos
B
slgM Cadena ligera k de inmunoglobulina Linfocito B inmaduro y
maduro
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Tabla 30 (continuacién)

MARCADOR

NOMBRE

DESCRIPCION/FUNCION

EXPRESION CELULAR

ALTERNATIVO

NORMAL

sIgMA Cadena ligera A de inmunoglobulina Linfocito B inmaduro y
maduro
- . . Linfocito B inmaduro y
slgM IgM en la superficie de linfocitos B maduro
Todas sus etapas de la
maduraciéon de neutréfilos y
Enzima lisosomal, se empaqueta en los granulos eosindfilos, en basotfilos se
primarios y se libera en el fagosoma o en el espacio detecta en las formas
cyMPO Mieloperoxidasa extracelular donde cataliza la conversion de H,O, en inmaduras. Los basofilos
acido  hipocloroso. Destruye  microorganismos  maduros suelen ser
patégenos negativos. La intensidad es
menor en monocitos que en
granulocitos
Desoxinucleotidil . Precursores de linfocitos B y
MUATEf7 transferasa terminal DI E T
APC: células dendriticas,
. o - linfocitos B, macréfagos, y
HLA-DR MHC Il Ant_|geno Ieucocﬂgno humano. Presenta péptidos sus  precursores;  células
derivados de proteinas extracelulares. :
progenitoras
hematopoyéticas
CD300e. Receptor
IREM-2 |nml;rc1;> ;;E:Ziado GP transmembranal. Activacion de células mieloides Monocitos, macréfagos
mieloides (IREM)
Complejo multiproteico. Reconocimiento antigénico, . .
TCRyd inmunovigilancia. Linfocitos T
TCRaB Comple_jp 'multlpro,te!co. Reconocimiento antigénico, Linfocitos T
proteccién inmunolégica
cyTCRB Reconocimiento antigénico Precursor T

APC: Células presentadoras de antigeno; BCR: receptor de células B; CTH: célula troncal hematopoyética; GP:
glicoproteina; LPS: lipopolisacéarido; MHC-I y 1I: molécula principal de histocompatibilidad clase | y Il; MO: médula 6sea;

SCF: receptor del factor de células madre; TCR: receptor de células T; vVWF: factor de von Willebrand.

UniProt; Gene, 2018; Becton Dickinson, s. f.a; Pui, 2013; Rodak et al., 2014; Testa, Pelosi, & Frankel, 2014; Engel et al.,
2015; Kumar, Abbas y Aster, 2015; Ismail, Zaghloul, Nahla & Heba, 2017; Marsan, Macias, Diaz, Morales, Lam, Machin,
S.,...Valdés, C., 2017; Shahni, Saud, Siddiqui, & Mukry, 2018.
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10.5. Diagramas dot plot de diferentes casos de leucemias aguda

Reporte de una LLA-B (Pre-B comun)
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Figura 32. Diagramas dot plot de una LLA Pre-B comun.

a) La poblacion en color gris tenue es la poblacion de blastos (baja expresion de CD45) y la
poblacion de linfocitos (alta expresion de CD45) se encuentra en amarillo, ambas poblaciones
muestras baja complejidad. Las poblaciones que se encuentran arriba de la poblacion de
blastos y linfocitos son los granulocitos ya que presentan mayor complejidad. En el diagrama b)
se muestra la positividad de los blastos para CD34; en c) se observa la positividad para CD19;
d) los blastos no expresan el cyCD3 ni el suCD3, se puede comparar con la poblacién de
linfocitos los cuales si expresan dichos marcadores; €) la poblacién de blastos no expresan el
CD7; f) se puede notar que los blastos no presentan cyMPOX; g) se muestra la positividad para
CD10: h) los blastos son positivos para CD38 y CD34; i) muestra que la poblacién de blastos no
expresan cylgM, sulgM; j) se observa que son negativos para las cadenas K y A; k) se muestra
la positividad para CD10 y no expresan CD33 que se puede comparar con los neutréfilos los
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cuales si expresan este Ag y se encuentran de color morado; ) la poblacion es positiva para
CD24; m) negativa para CD13; n) no expresan nuTdT: o) expresan CD81 pero no el CD21, en
p) se observa la positividad para CD123 mientras que los linfocitos y los neutréfilos no expresan
este marcador; ) no se muestra expresion para CD66c, y r) los blastos son negativos para
CD15, al igual que los linfocitos que normalmente no expresan ese antigeno. Imagen:
Laboratorio de Citometria de Flujo, HIMFG.

Reporte de una LMA-M3

Figura 33. Diagramas dot plot de una LMA-M3.

a) Se muestra la poblacién de linfocitos con una fuerte expresién de CD45 y baja complejidad
(poblacion en amarillo), la poblacibn en morado representa los granulocitos los cuales
presentan mayor complejidad y una expresion de CD45 mas baja que los linfocitos, debajo de
los granulocitos se observa la poblacién de células leucémicas (gris tenue), a comparacion del
caso de la figura 33, la poblacién leucémica muestra mayor complejidad por los granulos de los
promielocitos: b) se puede notar que una parte de la poblacion expresa el CD34 y la otra parte
ya ha perdido este Ag, se puede comparar con los granulocitos los cuales ya no expresan este
antigeno al igual que los linfocitos; c) se observa que la poblacién leucémica no expresa en
suCD3 ni el cyCD3, se puede comparar con la poblacién de los granulocitos que se encuentran
en la misma zona que la poblacion de interés, ya que normalmente los granulocitos no expresan
dichos Ag, ademas una poblacién de linfocitos se encuentra también en el area negativa para
dichos antigenos, estos linfocitos corresponden a los linfocitos B; d) se observa que la poblacion
no expresa en CD19 ni el cyCD79a, en la misma zona se encuentran los granulocitos y una
poblacién de linfocitos que corresponden a los de linaje T, otra poblacion de linfocitos si expresa
estos Ags normalmente y corresponden a los linfocitos B; €) se muestra que la poblacion no
presenta CD7 ni cyCD3 y se puede comparar con la poblacion de granulocitos que se encuentra
en la misma zona, una poblacién de linfocitos si presentan dichos antigenos y corresponden a
los linfocitos T; f) se observa que la poblacion de interés presenta cyMPOX; g) la poblacién
expresa CD117; h) expresién de CD13; h) no expresa CD35 ni IREM-2; j) positividad para
CD64; k) la poblacién no expresa CD71 ni CD105, estos marcadores normalmente se expresan
en los precursores eritroides tal como se muestra en este diagrama donde la poblacién en rojo
(precursores eritroides) expresan el CD71 y otra poblacion, ademas de expresar este marcador
expresa el CD105. Imagen: Laboratorio de Citometria de Flujo, HIMFG.
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