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RESUMEN

INMUNOFENOTIPO DE LEUCEMIAS AGUDAS PEDIATRICAS
DIAGNOSTICADAS DEL 12 DE ENERO 2019 A 31 DE DICIEMBRE 2022 EN EL
SERVICIO DE HEMATOLOGIA PEDIATRICA DEL HOSPITAL GENERAL “DR.

GAUDENCIO GONZALEZ GARZA”, UMAE CMN LA RAZA

ANTECEDENTES: La inmunofenoatipificacion desempefia un papel integral en la
enumeracion de poblaciones leucémicas, asignacion de linaje, identificacion de
subgrupos pronésticos y seguimiento posterapéutico. La LLA-B pediatrica es la de
mayor frecuencia a nivel mundial y muestra mayor expresién de CD10 y CD58 con
disminucion de CD38 y CD45. En México existen pocos estudios destinados a
determinar la incidencia marcadores inmunofenotipicos en las leucemias agudas
pediatricas. Por esta razén, empleando como herramienta diagnostica
confirmatoria y clasificatoria, a la citometria de flujo, se considera que el estudio a
realizar permitirq en primer lugar, sefialar las incidencias de leucemias agudas en
la poblacion pediatrica del Instituto Mexicano del Seguro Social, UMAE La Raza, y
en segundo lugar, obtener informacion sobre patrones de inmunofenotipo para
comparar con lo observado a nivel mundial.

OBJETIVO GENERAL.: Identificar los clusters de diferenciacion mas frecuentes,
tanto en leucemias agudas linfoblasticas como en mieloblasticas en poblacion
pediatrica del Hospital General “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza”, UMAE CMN LA
RAZA.

MATERIAL Y METODO: Se trata de una estudio de cohorte historica,
retrospectivo, descriptivo, para el cual se realizara la revision de la libreta de
resultados de citometrias de flujo perteneciente al servicio de Hematologia
Especial, realizadas durante el periodo del 12 de enero 2019 al 31 de diciembre
2022, seleccionando aquellas correspondientes a diagnosticos de novo de
leucemias agudas, la informacién de cada inmunofenotipo sera registrada en un
archivo de Excel, incluyendo, edad, sexo, fecha de solicitud del estudio de
inmunofenotipo, el porcentaje de blastos inicial y los clisters de diferenciacion
para los que es positivo cada paciente, asi como la estirpe leucémica compatible.
El analisis de la informacion se llevara a cabo con medidas de tendencia central
(moda, media, mediana), la presentacion de los datos se realizara con graficos de
barra y pastel.

RECURSOS E INFRAESTRUCTURA: Como recursos fisicos se contempla la
libreta de registros de citometria de flujo, expedientes clinicos. Los recursos
informaticos Unicamente incluyen un equipo de computo que cuente con programa
de hoja de datos, como Excel. Para el analisis estadistico se requiere programa de
analisis, como SPSS.



EXPERIENCIA DEL GRUPO: El investigador principal se desempeiia como Jefe
de Servicio de Hematologia Pediatrica en el Hospital General “Dr. Gaudencio
Gonzalez Garza”, UMAE CMN La Raza, amplia experiencia en el manejo de las
leucemias desde hace 4 afios. Encargado de la clinica de Leucemia Granulocitica
Cronica. La investigadora colaboradora, se encuentra cursando el segundo afio
de residencia en Hematologia Pediatrica. Ambos forman parte de un equipo de
trabajo que de forma anual diagnostica mas de 100 leucemias agudas.

TIEMPO DE DESARROLLO: Al momento de autorizacion del protocolo, se
recabaran los datos de forma retrospectiva en expedientes clinicos, en un periodo
de 2 meses y posterior a ello el plan de andlisis estadistico y redaccion de escrito
con fines de titulacion con una duracion total del proyecto de 4 meses.
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Marco tedrico

Principios de la Citometria de flujo

El principio basico de la citometria de flujo es medir células individuales en una
corriente de liquido que fluye. Un haz de luz se dirige a la corriente de células,
haciendo posible la identificacion de caracteristicas celulares, como tamafo,
granularidad, relacion de ADN/ARN, o bien, presencia o ausencia de receptores
de superficie e intracelulares (1).

Los detectores se dirigen hacia el flujo de células: uno se alinea con el haz de luz
(dispersion frontal o FSC), otro es perpendicular a las células (dispersion lateral
(SSC), mientras que otros miden la fluorescencia.

Aspectos historicos de la citometria de flujo

Algunos de los investigadores y hallazgos asociados al principio de la citometria

de flujo incluyen a:

e Paul Erlich (1880), describi6 las propiedades de tincidén de la fluoresceina.

e Moldavan (1934), identifico la fotodeteccion de células.

e Coons (1942) realizé la deteccibn de Streptococcus pneumonia por un
anticuerpo conjugado con fluorocromo excitable por UV.

e Coulter (1950), se le adjudica el dimensionamiento de particulas
microscopicas.

El disefio del precursor de los citdmetros de flujo modernos se le atribuye a
Fulwyler (1965). Los primeros citbmetros de flujo estuvieron disponibles
comercialmente hace mas de 40 afios, estos podian medir 1 o 2 parametros
celulares, y actualmente permiten medir de forma rutinaria hasta mas de 20
pardmetros fluorescentes simultaneamente (2).

Los investigadores Bonner, Sweet, Hulett y Herzenberg, de la Universidad de
Stanford, disefiaron y patentaron en 1972, el primer instrumento clasificador de
células activadas por fluorescencia (FACS). De forma sincronica, Wolfgang Gohde
en Alemania desarrolld6 un dispositivo de citometria de flujo basado en
fluorescencia (ICP-11), desarrollado por Partec en 1968/69, le siguieron el
Cytofluorgraph, desarrollado por Bio/ Physics Systems (Ortho Diagnostics). En
1971 y en 1973, nuevamente Partec desarrolld el citbmetro de flujo PAS-8000 (2).
En 1974, utilizando la patente de Stanford y la experiencia de Herzenberg y
colaboradores, Becton Dickinson produjo el primer instrumento clasificador de
células activado por fluorescencia (FACS-II) comercial.



En la Conferencia de la Fundacion Americana de Ingenieria realizada en 1978, se
modificd el nombre de citofotometria a “citometria de flujo” de forma oficial.

En la década de 1980, la Ingenieria Biomédica comenzd a producir anticuerpos
monoclonales dirigidos contra los leucocitos y a etiquetarlos con tintes
fluorescentes. A medida que aumentaba el nimero de anticuerpos y colorantes
fluorescentes, aumentaba el numero de laseres en los citdmetros de flujo (2). Por
esta razon, en la década de los 90’s, los dispositivos eran capaces de medir 7
fluorescencias simultaneamente.

En el aino 2000, BD introdujo el LSRII™, con capacidad para 14 colores. En la
actualidad, existen citometros de flujo que pueden caracterizar hasta 32
parametros simultaneamente, lo que permite identificar la poblacién celular exacta
de interés (2).

Aplicaciones de la citometria de flujo

Algunas de las principales aplicaciones utilizadas en el ambito de los entornos

clinicos modernos, tanto terapéuticos como orientados a la investigacion, incluyen

(3):

e Expresion de proteinas: en toda la célula, incluso en el nucleo

e Modificaciones postraduccionales de proteinas: incluye proteinas escindidas y
fosforiladas

¢ ARN, incluidos los transcritos de miARN y ARNm

e Estado de salud celular: deteccion de células apoptoéticas o muerte celular

e Estado del ciclo celular: proporciona una poderosa herramienta para evaluar
las células en la fase GO/G1 frente a la fase S, G2 o poliploidia, incluido el
andlisis de la proliferacion y activacion celular

¢ Identificacion y caracterizacion de distintos subconjuntos de células dentro de
una muestra heterogénea, este punto de particular importancia en el
diagndstico y clasificacién de las leucemias agudas y en la mediciéon de
enfermedad minima residual.

Grupos de diferenciacion (Clusters of differentiation)

Los leucocitos expresan distintas moléculas en sus superficies, muchas reflejan
diferentes etapas de la diferenciacion especifica de linaje o diferentes estados de
activacion. Los grupos de antigenos en la superficie de los leucocitos se pueden
designar por sus reacciones con anticuerpos monoclonales. Esta designacion de
los antigenos se denomina grupos de diferenciacion (CD) (4).

Fisiologicamente, los CD pueden actuar como receptores o ligandos importantes
para la célula. Algunas proteinas CD no desempefian un papel en la sefalizacion
celular, pero tienen otras funciones, como la adhesion celular (4).

Durante los ultimos 30 afios, los datos generados por los 10 Talleres de Antigenos
de Diferenciacion de Leucocitos Humanos han llevado a la caracterizacion y
designacion formal de mas de 400 moléculas (4).



Patron inmunofenotipico de leucemia aguas linfoides

La leucemia aguda es el grupo mas comun de neoplasias malignas diagnosticadas
en la edad pediatrica, de estas, la leucemia linfoblastica aguda de linaje B es la
preponderante. La inmunofenotipificacion actualmente desempefia un papel
integral en la enumeraciéon de poblaciones leucémicas, asignacion de linaje,
identificacion de subgrupos prondsticos y seguimiento posterapéutico.

La maduracién normal de células B en la médula ésea se caracteriza por tres
etapas, que muestran expresion variable de CD19, CD22, CD24, CD38 y CD58:

e Primera etapa. Muestra expresion de antigenos tempranos CD34 en la
superficie celular y TdT en el nucleo, junto con CD10 brillante, CD45 bajo y
ausencia de CD20 en la superficie.

e Segunda etapa. Pierden la expresion de CD34 y TdT con una disminucion
de CD10 y aumentos en CD45 y CD20.

e Tercera etapa. Exhibe un alto nivel de expresion de CD20 con disminucion
de CD10 y un nivel casi maduro de CD45.

Cuando las células adquieren caracteristicas neoplasicas, expresan multiples
mutaciones genéticas que interrumpen la regulacién genética normal, dando como
resultado la sintesis de proteinas anomalas que se pueden utilizar como
marcadores de neoplasia.

LLA-B pediatrica invariablemente se desvia del esquema de maduracion
previamente comentado, mostrando comunmente, mayor expresion de CD10 y
CD58 con disminucion de CD38 y CD45. Los casos poco frecuentes muestran
pérdida de CD10, a menudo junto con una pérdida de CD24 y adquisicion de
CD15 (5).

Respecto a la maduracion de los linfocitos T, existen tres momentos en la
diferenciacion:

e Maduracion temprana. Expresion brillante de CD7, CD5 tenue, adquisicion
de CD3 citoplasmatico, CD34 tenue variable, TDT nuclear, CD45 bajo y
poco o nada CD4, sin CD8 o CD1a.

e Maduracion intermedia. Pérdida de CD34, un aumento de CD4 seguido de
CD8 y coexpresion de CD1la, aumento de CD5, CD3 de superficie y CD45
(inmenofenotipo tipico de linfocitos).

e Maduracion final. Expresion de CD4 o CD8, pérdida de CD1a. Expresion de
CD3, CD5 y CD45.

La leucemia aguda linfoide de estirpe T pediatrica se desvia de este esquema de
maduracion al mostrar un inmunofenotipo homogéneo con peérdida de
coordinacién en la expresion de los antigenos recién descritos. El inmunofenotipo
de LLA-T mas frecuente se asemeja al timocito comun con expresion de CDlay
coexpresion variable de CD4 y CD8. Sin embargo, pueden existir inmunofenotipos



mas inmaduros que carecen de expresion de CD8 y CDl1a, tienen CD5 tenue o
ausente, y expresan CD34 y/o HLA-DR o marcadores mieloides CD13, CD33,
CD117, su frecuencia es de 10 a 15 % de los casos y se denominan precursores
timicos tempranos (ETP por sus siglas en inglés) (5).

La leucemia linfoblastica aguda de precursores de células T tempranas (ETP-ALL,
por sus siglas en inglés) es un subtipo extremadamente letal de leucemia
linfoblastica aguda de <células T (LLA-T), caracterizada por perfiles
transcripcionales e inmunofenotipicos similares a los de células T tempranas y
expresiones positivas de antigenos mieloides (6). Las caracteristicas clinicas, los
tratamientos y los prondsticos de la LLA-ETP son significativamente heterogéneos

(6).

Patrén inmunofenotipico de leucemias aguda mieloides

La célula madre hematopoyética se caracteriza por la expresion brillante de CD34
y bajo o ausente de CD38, bajo CD13, CD33, CD117, CD33 y HLA-DR, sin
antigenos definidores de linaje (5).

e Diferenciacion neutrofilica temprana: adquisicion de MPO en el citoplasma y
CD15 en la superficie celular, aumento de CD13, CD33 y CD117 y pérdida
temprana de HLA-DR.

¢ Diferenciaciéon monocitica: adquisicion de CD15 pero con una disminucion de
CD13, pérdida temprana de CD117 y retencion de HLA-DR.

e Diferenciacion eritroide temprana: aumento de CD71 a un nivel alto, pérdida
temprana de CD13 y retencién de CD117 con posterior expresion de CD36 y
luego de CD235a.

¢ Diferenciacién megacariocitica: expresion temprana de CD41y CD61.

Pandian y colaborardores, realizaron un estudio en 2018, del que se concluye que
la LLA fue la leucemia aguda mas frecuente en nifios (90,3%). El 85,7% de los
casos correspondié a linaje de células B y el 14,3% a células T. De los B-ALL, el
87,5 % eran pre-B, el 8,3 % pro-B y el 4,2 % B maduros. La coexpresion del
antigeno mieloide fue visto en el 35,7% (7).

Leucemias agudas de fenotipo mixto

Las leucemias agudas fenotipicas mixtas (MPAL por sus siglas en inglés) son
neoplasias malignas hematoldgicas raras en nifios, representa menos del 5% de
los casos de diagnosticos de novo. Existen dos formas de presentacion: pueden
exhibir linaje cruzado mieloide, linfoide B o linfoide T en una sola poblacién de
blastos (bifenotipicos) o tener un linaje distinto en varias poblaciones de blastos
(bilineales) (8).



Actualmente, las MPAL se clasifican en funcion de marcadores inmunofenotipicos
especificos del linaje, determinados por citometria de flujo, inmunohistoquimica o
citoquimica y alteraciones moleculares primarias. La mayoria de las MPAL se
presentan como linfoide B/mieloide (en aproximadamente 2/3 casos), siendo el
inmunofenotipo T-linfoide/mieloide la segunda presentacion mas frecuente. En
raras ocasiones, puede presentarse como subtipos linfoide B/linfoide T o linfoide
B/linfoide T/mieloide (8).

Debido a la diversidad fenotipica y genética, la falta de criterios de diagndstico
bien definidos, la resistencia al tratamiento y el cambio de linaje, las MPAL a
menudo representan un dilema diagnostico, y resultan dificiles de tratar, por lo que
la mayoria de los grupos cooperativos las consideran de alto riesgo (8).

Jamal et al en 2021, publicé resultados de un estudio sobre la caracterizacion
inmunofenotipica de 1379 casos de leucemia aguda pediatrica. La edad media de
los pacientes fue de 7,4 + 4,3 afos, mientras que la relacién hombre:mujer fue de
1.75:1. La leucemia linfoblastica representd el 77,2% vy la leucemia mieloide el
21,2%. Entre el linaje linfoblastico, B-ALL fue 80,4% mientras que T-ALL fue
19,6%. En la expresion fenotipica de B-ALL, CD79a (99,8%) tuvo la mayor
positividad, mientras que CD13 (29,8%) fue el marcador mieloide aberrante mas
comun (9). Respecto a los casos de T-ALL, el marcador aberrante mas frecuente
fue el CD79a, con 11.1% de frecuencia. Las leucemias mieloides no
promielociticas, expresaron de forma aberrante CD79a y CD19 en 6.6 y 5.5% de
los casos (9).

Chang y colaboradores, en su estudio publicado en 2021, describié 8 casos de
MPAL. Los transcritos de fusion b3a2 (p210) y ela2 (pl190) BCR/ABL se
detectaron en 1 paciente con MPAL B/mieloide. Cuatro de ocho pacientes con
MPAL se asociaron con monosomia o trisomia parcial del cromosoma 21 (10).

Ohki y colaboradores, en 2020 describieron la inmunofenotipificacion que se
realiz6 en 1044 pacientes con leucemia linfoblastica aguda infantil inscritos en el
Grupo de estudio del cancer infantil de Tokio, Ensayo L04-16. Demarcan los
siguientes puntos (11):
e El subtipo CD10+ de KMT2A-MLLT3 positivo, frecuentemente exhibi6
inmunofenotipo LAL Pre B u citoplasmico(+) (11).
e Aunque ETV6-RUNXL1 fue significativamente correlacionado con expresion
de antigenos mieloides, mas de la mitad de los pacientes no expresaron ni
CD33 ni CD13, mientras que CD27(+)/CD44(-) se mantuvieron constantes
(11).
e La expresion de CD117 y CD56 en LAL B se limitd a ciertos subtipos,
incluidos ETV6-RUNX1 y KMT2A MLLT3 (11).
e Ademas de BCR-ABL1, CRLF2, hiperdiploidia e hipodiploidia, CD66c
también fue expresado en LLA positiva para fusion de quinasa similar a Ph,



fusién PAX5 y fusion DUX4, pero no en LLA positiva para fusion de MEF2D,
lo que indica una selectividad constante de la expresion de CD66¢ (11).

Planteamiento del problema

Las leucemias agudas forman parte de un grupo heterogéneo de enfermedades
originadas a nivel de los progenitores hematopoyéticos. Su diagndstico,
clasificacion, prondstico y tratamiento depender4d de las -caracteristicas
morfologicas, inmunofenotipicas, citogenéticas y de mutaciones especificas.

Es sabido que en los dltimos afios, los casos de leucemia aguda han aumentado
tanto en México como en otros paises de Latinoamérica, en poblacién pediatrica,
con resultados torpidos a pesar del diagnostico oportuno y eleccidon terapéutica
adecuada. De acuerdo al indicador de afos de vida ajustados por discapacidad,
90% de los nifios con cancer vive en paises en vias de desarrollo, como México.
En paises desarrollados, la tasa de supervivencia general es de alrededor del
80%, sin embargo, los grupos hispanos tienen tasas mas altas de leucemia de mal
pronadstico.

Desde la perspectiva mundial, en los ultimos afos, se han desarrollado avances
abismales en las técnicas moleculares para afinar el diagndstico de las leucemias
agudas (PCR, FISH, NGS), y por ende permitir la reclasificacion de riesgo, que
influye en las decisiones terapéuticas. Sin embargo, en paises como México, no
se cuenta con disponibilidad de los recursos de forma libre. En muchos centros de
atencion hemato-oncolégica, tanto de pacientes pediatricos como adultos, las
herramientas disponibles incluyen morfologia, posiblemente citometria de flujo y
en algunos casos, cariotipo en médula 6sea.

En el servicio de Hematologia Pediatrica del Hospital General “Dr. Gaudencio
Gonzalez Garza”, ademas de la revisidbn morfologica, se cuenta con citometria de
fluo como herramienta constante, para el diagndstico y clasificacion de las
leucemias agudas, asi como para la evaluacion de enfermedad minima residual.
La evaluacion citogenética al ser operador dependiente, no siempre otorga
resultados Utiles para interpretacién, y las pruebas moleculares especificas,
recientemente comenzaron a aplicarse, por lo que aln no se cuenta con una base
de datos suficiente para evaluacion.

Alrededor del mundo, se han realizado estudios de patrones inmunofenotipicos en
pacientes con leucemia aguda, por ejemplo, en un estudio realizado en Indonesia,
tras el uso de citometria de flujo de tres colores, permiten denotar que su niumero
de leucemias agudas mieloides es mayor al reportado en paises occidentales (12).

Un estudio mexicano, publicado en 2017, también hace referencia a una
incidencia del 51% de leucemias agudas linfoblasticas y 49% de leucemias
agudas mieloblasticas, basadas en la expresién inmunofenotipica, diferente a lo
reportado en literatura anglosajona, lo que permite suponer cambios en la
expresion de marcadores de superficie dependiendo de la ubicacién geogréfica
(13).



Pregunta de investigacion

Al ser la citometria de flujo, la herramienta disponible y de mayor utilidad, en el
diagnéstico y clasificacion de leucemias agudas, ¢existira similitud en los clasters
de diferenciacion de las leucemias agudas pediatricas atendidas en el servicio de
Hematologia Pediatrica del Hospital General “Dr. Gaudencio Gonzéalez Garza”
durante el periodo del 12 de enero 2019 a 04 de mayo 2021, respecto a los
reportados a nivel mundial?

Justificacion

En pacientes menores de 15 afios, la incidencia de LLA en todo el mundo varia
entre 20-35 casos por millon, mientras que la incidencia de LLA pediatrica en
Ciudad de México es mayor de 40 casos por millon. Las incidencias registradas en
nuestro pais son las siguientes: LLA, entre 43.2 y 44.9 por millén; leucemias
mieloides agudas (LMA), entre 9.8 y 10.6 por millébn. La proporcion de LLA de
linaje T se ha informado en 23,6%, frecuencia relativamente mayor que la
reportada para la poblacion blanca de los Estados Unidos y poblaciones asiaticas.

Datos recientes han demostrado la alta sensibilidad y especificidad de la
citometria de flujo en sangre periférica (PBFC por sus siglas en inglés) para el
diagnostico de leucemia pediatrica. Chen y colaboradores, en un estudio publicado
en 2018, realizaron la comparacion de resultados entre citometria de flujo en
sangre periférica y médula 6sea, encontrando que existe una sensibilidad del 98%
en el estudio realizado en sangre periférica, sugieren que las entidades como
Leucemia aguda linfoblastica T, fenotipo T temprano, las leucemias agudas de
fenotipo mixto y las leucemias aguda megacariociticas, de preferencia se evallen
de forma simultanea tanto en sangre periférica como en médula 6sea, ya que son
los casos que causaron discrepancia diagnostica (14).

Juérez-Avendafo y sus colaboradores, publicaron un estudio en 2020, enfocado
en nifios y adolescentes con leucemia aguda en Oaxaca de Juarez, México.
Describieron los perfiles de aberraciones moleculares e inmunofenotipicas en
nifos y nifas. Incluyeron 218 pacientes. Se diagnosticO leucemia linfoblastica
aguda de células B en el 70,64 % de todos los casos, leucemia mieloide aguda en
el 22,48 %, leucemia aguda de células T en el 6,42%, leucemia aguda de fenotipo
mixto en el 0,46% de los casos (15). Las translocaciones mas prevalentes en LLA-
B fueron t(9;22) en el 20,7%, seguido de t(4;11) en el 17,2 % y t(6;11) en el 13,8
%, mientras que los pacientes con LAM mostraron t(15;17) en 40,6% Yy t(8;21) en
21,9%. ldentificaron expresion homogénea de t(3;21) y t(6;11) en los casos de
leucemia linfoblastica aguda de células T y leucemia aguda de linaje mixto,
respectivamente (15). Con estos datos, el equipo de trabajo aporta la idea de que
esta poblacion debuta con alteraciones citogenéticas de alto riesgo y mal
pronéstico, ademas de notar un aumento en la frencuencia de LAM en edad
pediatrica (15).

A pesar de los datos sefialados en el parrafo anterior, existen pocos estudios en
México, destinados a determinar la incidencia de leucemias agudas en nifios. Por



esta razon, empleando como herramienta diagnostica confirmatoria y clasificatoria,
a la citometria de flujo, se considera que el estudio a realizar permitira en primer
lugar, sefalar las incidencias de leucemias agudas en la poblacion pediatrica del
Instituto Mexicano del Seguro Social, UMAE La Raza, y en segundo lugar, obtener
informacion sobre patrones de inmunofenotipo para comparar con lo observado a
nivel mundial.

La informacion obtenida puede ser utilizada a futuro, en una linea secundaria de
investigacion, para determinar relaciéon entre el patron inmunofenotipico y factores
de riesgo modificadores de respuesta al tratamiento.

Objetivo general
o ldentificar los clusters de diferenciacion mas frecuentes, tanto en leucemias
agudas linfoblasticas como en mieloblasticas.

Objetivos especificos

« Determinar las medidas de tendencia central de marcadores inmunofenotipicos
por sexo, para ambos tipos de leucemias.

« Establecer las medidas de tendencia central de marcadores inmunofenotipicos
por edad, tanto para leucemias linfoblasticas como mieloblasticas.

e Precisar frecuencia de clusters de diferenciacién modificadores de prondéstico.

o Evaluar marcadores que justifiquen diagnostico de leucemia de linaje mixto o
leucemia bifenotipicas y su frecuencia.

Material y método

o Disefio del estudio: estudio retrospectivo, descriptivo.

o Periodo de estudio: Del 12 de enero 2019 al 31 de diciembre 2022.

« Tamarfo de la muestra. No aplica calculo, ya que se integran todos los casos
de nuevo diagnéstico de leucemia aguda, linfoblastica o mieloblastica,
captados durante el periodo establecido.

o Tipo de muestreo. No probabilistica, de casos consecutivos

e Universo de trabajo. Todos los resultados registrados por parte del servicio de
Hematologia especial, compatibles con el diagndéstico de leucemia aguda
(linfoblasticas o mieloblastica) durante el periodo del 12 de enero 2019 al 31 de
diciembre 2022.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion.
o Expedientes clinicos de pacientes menores de 18 afios de edad.
o Cualquier género
« Diagndstico de novo de leucemia aguda, linfoblastica o mieloblastica, que
cuenten con reporte escrito de citometria de flujo del 12 de enero 2019 al
04 de mayo 2021.

Criterios de exclusién.
e Resultados de citometria de flujo de enfermedad minima residual.



» Resultados de citometria de flujo en liquido cefalorraquideo.
o Pacientes en recaida de leucemia aguda, linfoide o mieloide.

Criterios de eliminacion.
« Reporte de citometria de flujo con inconsistencia de datos generales del
paciente.

Variables de estudio

Definicion Definicion TIPO DE
VARIABLE . ESCALA
conceptual operativa VARIABLE
Condicién organica Cgirce)mltéteiré;t;cas . .
S que distingue a los _ploogicas y Categorica e Mujer
exo machos de las fisiologicas que Dicotémi H b
hembras definen a hombres Icotomica ¢ ombre
y mujeres
Tiempo que ha Lapso de tiempo
vivido una personau| que transcurre Numérica « Dias, meses,
Edad otro ser vivo desde el nacimiento Di ~
contando desde su | hasta el momento Iscreta anos.
nacimiento de referencia
Fecha de |ndicacion del tiempo Qﬂﬁ?:grltr? g\r/]e?]ltjc? Numérica
. en que se hace u " Lo ) « Dia/Mes/Afo
estudio ocurre una cosa | S€nalando el dia, el continua
mes y el afio
Documento en el « Diagnostico
Tipo de Documento en el Srt:)?)ggitisgg?slf:d?cl) Categorica |« EMR
Solicitud fo?rl#; fnfei?gcglao de citometria de Politomica | e Recaida
9 flujo « LCR
i iy Linfoide B
L Clase o condicion de| €@ celular de los Categérica |~ . O.de
Linaje Una cosa precursores Politomi e« Linfoide T
' hematopoyéticos ofitomica | = \rieloide
Porcentaje de
células
Porcentaje de hematopoyéticas
Porcentaje células inmaduras Numérica 0
de blastos hematopoyéticas identificadas en Continua Porcentaje (%)
inmaduras muestras
biolégicas, como
SP, MO, LCR
Grupos de
antigenos en la CD10 CD19
CD de . superficie o . , )
linaje Gélrjﬁgssggearggigeeggs citoplasma demlos | Categorica CD20, CD79A,
linfoide B 10S leucocitos leucocitos, que Politémica | TdT, IgMs, IgMc,
determlnz_in su kappa, lambda
pertenencia a la
linea linfoide B
CDde | parficie de | anigenos enia | Caegdrica | CD2, CD3, CD4,
linaje 105 |eUCOCItoS superficie o Politbmica | CD5, CD7, CDS8,




linfoide T citoplasma de los
leucocitos, que
determinan su
pertenencia a la
linea linfoide T

Grupos de
antigenos en la
CD de i superficie o iy MPO,  CD117,
e Grupos de antigenos citoplasma de los | Categoérica
linaje en la superficie de | 7, : N HLA-DR, CD13,
Halt . eucocitos, que Politbmica
mieloide los leucocitos determinan su CD33

pertenencia a la
linea mieloide

Analisis Estadistico.

Los datos de recolectaran en hoja de calculo Excel y se procesaran en programa
estadistico SPSS V.20. Se realizara analisis descriptivo, con empleo de medidas
de tendencia central (moda, media, mediana), con elaboracién de graficos
correspondientes (barras, pastel).

Recursos humanos.
« Hematdlogo Pediatra: Dr. Emmanuel Rolando Rodriguez Cedefio, tutor.
« Residente de Hematologia Pediatrica: Dulce Sarahy Morales Gonzalez

Recursos materiales.
« Libretas de registro de inmunofenotipos del area de Citometria de flujo.
« Expedientes clinicos
o Equipo de computo con Windows 7 que cuente con Excel, asi como el
programa SPSS versién 20.

Descripcién general del estudio

Se realizara revision de la libreta de resultados de citometrias de flujo realizadas
durante el periodo del 12 de enero 2019 al 31 de diciembre 2022, seleccionando
aguellas correspondientes a diagnosticos de novo de leucemias agudas, la
informacion de cada inmunofenotipo sera registrada en un archivo de Excel, las
variables clinicas seran obtenidas de expedientes clinicos, incluyendo, edad, sexo,
fecha de solicitud del estudio de inmunofenotipo, el porcentaje de blastos inicial y
los clusters de diferenciacion para los que es positivo cada paciente, asi como la
estirpe leucémica.

Con la informacion obtenida se realizara estadistica descriptiva para poder
determinar medidas de tendencia central (moda, media, mediana), posteriormente
la informacién se graficara para su presentacion visual.
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Cronograma de actividades

ARo Mes Actividad

— BuUsqueda que informacién para antecedentes

— Estructuracion del protocolo de investigacion

Abril a — Estructuraciéon de base de datos
2022 o > .
Diciembre — Inicio de recoleccion de datos
— Envio de protocolo a plataforma SIRELCIS para
revision
— Modificaciones del protocolo de acuerdo a
observaciones
. — Envio de modificaciones a plataforma SIRELCIS
Febrero a Junio . =
— Autorizacion de protocolo de Investigacion
2023 . —
Julio a Agosto — Recoleccion de datos
( 2 meses) — Analisis de datos.
Septiembre y

— Conclusiones y Elaboracién de Escrito.

Octubre i s .
— Presentacion de escrito en tesis

(2 meses)




Aspectos éticos.

El estudio se sometera a aprobacion por el Comité Local de Investigacién en
Salud del IMSS. Se respetaran los Principios Eticos pertinentes para el desarrollo
y conduccioén del estudio acorde a los estandares internacionales contenidos para
investigacion en seres humanos:

e Principios éticos que tuvieron su origen en la declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial, titulado: “ElI médico que combina Ila
investigacion meédica con la atencion médica debe involucrar a sus
pacientes en la investigacion sélo en la medida en que esto acredite un
justificado valor potencial preventivo, diagnéstico o terapéutico y si el
meédico tiene buenas razones para creer que la participacion en el estudio
no afectara de manera adversa la salud de los pacientes que toman parte
en la investigacion”. Al tratarse de un estudio retrospectivo,
observacional, no se realizara como tal, una intervencién en variables
de los pacientes.

e De acuerdo al articulo 17 de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion en salud: “Se considera como riesgo de la investigacion a la
probabilidad de que el sujeto de investigacion sufra algin dafio como
consecuencia inmediata o tardia del estudio”. El actual estudio se
clasifica_ como _Investigacién SIN RIESGO: Son estudios que emplean
técnicas y métodos de investigacion documental retrospectivos y aquéllos
en los que no se realiza ninguna intervencion o modificacion intencionada
en las variables fisioldgicas, psicoldgicas y sociales de los individuos que
participan en el estudio, entre los que se consideran: cuestionarios,
entrevistas, revision de expedientes clinicos y otros, en los que no se le
identifique ni se traten aspectos sensitivos de su conducta.

e El presente estudio no incluye de forma presencial a poblacion vulnerable
como menores de edad, embarazadas o grupos subordinados, ya que
Unicamente se recabaran datos de los casos previamente diagnosticados.

e Al tratarse de un protocolo de investigacién catalogada como SIN RIESGO,
de caracter retrospectivo, observacional, este grupo de investigadores
propone no solicitar carta de consentimiento informado, por lo que se anexa

e EIl presente protocolo se apega a la “Ley federal de proteccion de
datos personales en posesion de los particulares” publicada el 5 de
julio del afio 2010 en el Diario Oficial de la Federacion: Capitulo I,
Articulo 3 y seccidén VIl en sus disposiciones generales la proteccién
de datos. La confidencialidad de los datos del paciente sera
garantizada mediante la asignacién de numeros o claves que solo los
investigadores identifiquen, para brindar la seguridad de que no se



identificara al sujeto y que se mantendrd la confidencialidad de la
informacion relacionada con su privacidad.

El Investigador Responsable el Dr. Emmanuel Rolando Rodriguez
Cedefio y Asociado Dra. Dulce Sarahy Morales Gonzalez, no presentan
conflicto de intereses al realizar el presente Protocolo de Estudio.



Fecha: 21 de septiembre 2022
SOLICITUD DE EXCEPCION DE LA CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Para dar cumplimiento a las disposiciones legales nacionales en materia de
investigacion en salud, solicito al Comité de Etica en Investigacion del Hospital
General "Dr. Gaudencio Gonzalez Garza" Centro Médico Nacional La Raza que apruebe
la excepcion de la carta de consentimiento informado debido a que el protocolo de
investigacion "Inmunofenotipo de leucemias agudas pediatricas diagnosticadas del 12
de enero 2019 al 04 de mayo de 2021 en el servicio de Hematologia Pediatrica del
Hospital General Dr. Gaudencio Gonzdlez Garza, UMAE CMN La Raza", es una
propuesta de investigacién sin riesgo que implica la recolecciéon de los siguientes
datos ya contenidos en los expedientes clinicos:

1) Edad, Sexo, Tipo de Solicitud, Linaje, Fecha de Estudio, Porcentaje de
Blastos, CD de linaje linfoide B, CD de linaje linfoide T, CD de linaje Mieloide.

MANIFIESTO DE CONFIDENCIALIDAD Y PROTECCION DE DATOS
En apego a las disposiciones legales de proteccion de datos personales, me
comprometo a recopilar solo la informacién que sea necesaria para la investigacion y
esté contenida en el expediente clinico y/o base de datos disponible, asi como
codificarla para imposibilitar la identificacion del paciente, resguardarla, mantener la
confidencialidad de esta y no hacer mal uso o compartirla con personas ajenas a este
protocolo.
La informacién recabada serd utilizada exclusivamente para la realizacion del
protocolo “Inmunofenotipo de leucemias agudas pediatricas diagnosticadas del 12 de
enero 2019 al 04 de mayo de 2021 en el servicio de Hematologia Pediatrica del
Hospital General Dr. Gaudencio Gonzélez Garza, UMAE CMN La Raza”, cuyo propdsito
es producto comprometido (tesis).
Estando en conocimiento de que en caso de no dar cumplimiento se procedera acorde
a las sanciones que procedan de conformidad con lo dispuesto en las disposiciones
legales en materia de investigacion en salud vigentes y aplicables.

Atentament
o e Hesmatoioghs Pedirica
i iquez Cedehio
o 72 “wmmum
o 9285174
LFE 11511050

Nombre: Dr. Emmanuel Rolang »i@- & Cedeno
Categoria contractual: N53 Jéfe Jepto. Clinico de Hematologia Pediatrica
Investigador(a) Responsable: Dr.



Se mantendra de forma ética el manejo de los datos personales y de
identificacion de los pacientes en el manejo de su informacién en los
expedientes clinicos.

Contribuciones y beneficios. La informacién obtenida del protocolo de
investigacion permitira conocer si la poblacion pediatrica atendida en la
UMAE CMN La Raza cuenta con un patron inmunofenotipico asociado a
mal prondstico. Conocer esta informacion, permite a los médicos a cargo,
tomar decisiones terapéuticas a corto, mediano y largo plazo.

Balance riesgo/beneficio. Al no existir intervencidon sobre pacientes, no
existe riesgo, y si beneficios, como se describié en péarrafo previo.

Seleccién de los potenciales participantes. Debido al tipo de estudio, no
se requiere un método especial para la seleccion de pacientes, ya que se
incluiran todos los diagnésticos de novo en el periodo establecido.



Resultados

Durante el periodo comprendido entre 2019 y 2022, se realizaron en total 1407
pruebas de citometria de flujo por parte del servicio de Hematologia Especial. El
afo 2022 fue el mas productivo, con un total de 542 pruebas, equivalente al 38.5%
del total registrado. El resto de las cifras por afio, se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Estudios de citometria de flujo
del 2019 al 2022
Afo | Frecuencia | Porcentaje Porcentaje
acumulado

2019 241 17.1 17.1
2020 345 24.5 41.6
2021 279 19.8 61.5
2022 542 38.5 100.0
Total 1407 100.0

Porcentaje de pruebas de citometria de flujo por ano
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Las pruebas se realizaron a 777 pacientes del sexo masculino (55.2%) y a 630
pacientes mujeres (44.8%). El promedio de edad de la poblacién de interés es de
8.7 afios.

Respecto al tipo de solicitud para citometria de flujo, la medicién de Enfermedad
Minima Residual tuvo mayor relevancia en el periodo establecido, con un total de
761 eventos, equivalente a 54.10% del total. La solicitud diagnodstica de la
citometria de flujo se solicitd en 522 ocasiones, representando el 37.10% de
los eventos. El resto de estos se divide entre identificacion de falla terapéutica,
recaidas o evaluacion de LCR. Ver tabla 2.



Tabla 2. Tipo de solicitud para
citometria de flujo
N %

Diagnostico 522 37.1
Falla 2 0.1
Recaida 115 8.17
EMR 761 54.1
LCR 7 0.5
Total 1407 100

Distribucion de solicitudes de citometria de flujo

M Diagnéstico ™ Falla

En la tabla 3 se encuentra la distribucion de eventos de citometria de flujo,
respecto al sexo de los pacientes, se observa que en el area diagnostica, son
similares las cifras entre hombre y mujer, con 291 y 231 casos respectivamente.
En el area de EMR, si se observa una tendencia a favor del sexo masculino con

421 contra 320 casos en mujeres.

[l Recaida HMEMR HELCR




Tabla 4. Distribucién del tipo de solicitud de citometria de flujo, respecto a

sexo

Diagnostico| Falla Recaida EMR LCR Total

Sexo | Mujer 231 1 56 340 2 630
Hombre 291 1 59 421 5 777

Total 522 2 115 761 7 1407

Distribucion del tipo de solicitud de citometria de flujo,
respecto a sexo
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De forma complementaria a la informacion anterior, la solicitud de citometria de
flujo para diagnoéstico ha variado en el periodo de tiempo de interés para este
estudio, observandose el mayor nimero de eventos realizados en el afio 2020,
con 152, el menor en 2021 con 109, seguido del 2019, con 121. Este
comportamiento difiere en el rubro de citometria de flujo para medicién de
Enfermedad Minima Residual, en la que se ve un franco aumento de las
solicitudes por afo, logrando en 2022 un aumento del 300% respecto a 2019,
como puede observarse en la Tabla 5.




Tabla 5. Distribucion de los estudios de citometria de flujo respecto al afio
Afo Diagnostico | Falla Recaida | EMR LCR Total
2019 121 0 19 100 1 241
2020 152 1 35 152 5 345
2021 109 1 25 143 1 279
2022 140 0 36 366 0 542
Total 522 2 115 761 7 1407

Distribucion de estudios de citometria de flujo respecto al afio
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De los 1407 estudios de citometria de flujo solicitados, 522 correspondieron a la
etiqueta de diagndstico como parte del protocolo de estudio de pacientes
pediatricos con citopenias, sin embargo, s6lo 370 resultados de inmunofenotipo
fueron compatibles con leucemia aguda.

De acuerdo a la tabla 6, la leucemia mas frecuente fue la de linaje linfoide B, con
301 casos, seguida por leucemia aguda mieloide con 47 casos, posteriormente
leucemia linfoide T con 21 casos, 2 casos de leucemia bifenotipica, de acuerdo a
criterios de EGIL, esta tiene expresiéon positiva de CD10, CD19, CD20, CD79,
CD33, CD13, CD15. Esto equivale a 5 puntos para linaje linfoide B y 2.5 para
linaje mieloide.



Tabla 3. Distribucion del linaje de los casos compatibles con leucemia
aguda confirmada por inmunofenotipo

Linaje Frecuencia Porcentaje
Linfoide B 300 81.08
Linfoide T 21 5.67
Mieloide 47 12.7
Fenotipo mixto 2 0.54
Total 370 100

Linajes de casos compatibles con leucemia aguda

Linfoide B

En la tabla 4 se describe la distribucion anual de los casos compatibles con
leucemia aguda de acuerdo con resultado de inmunofenotipo. Se observa que el
afo 2022 tuvo el mayor numero de casos diagndésticos (118), con predominio de
leucemia aguda linfoide B, seguida por leucemia mieloide. El segundo afio de
mayor importancia fue el 2020, con un total de 109 eventos diagnosticados,
igualmente con predominio de leucemia aguda linfoide B. El afio 2021 es el de
menor nimero de casos diagnosticados, posiblemente asociados a la condicién

Linfoide T

confirmada por inmunofenotipo

0.54

originada por la pandemia de COVID 19.

® Mieloide

® Fenotipo mixto




Tabla 4. Distribucion de casos de leucemia por afo

Linfoide B Linfoide T Mieloide Bifenotipica Total
2019 63 4 6 1 74
2020 87 5 16 1 109
2021 60 5 4 0 69
2022 90 7 21 0 118
Total 300 21 47 2 370
Distribucidon de casos de leucemia agua por afio
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En la tabla 5, se aprecia la distribucién de casos de leucemia mieloide, total 47,
realizando especificacion de los subtipos contemplados por la FAB. El subtipo M4
es el de mayor frecuencia, con 16 casos en total, equivalentes a 34.04%, seguida
por la variante M3 (leucemia promielocitica), con 10 casos, que representan
21.27%. EIl subtipo menos frecuente fue la leucemia aguda MO, con 2 casos en 4

afos (4.25%).




Tabla 5. Distribucion de subtipos de LAM
identificados por inmunofenotipo
Subtipo FAB Frecuencia %
MO 2 4.25
M1 4 8.51
M2 7 14.89
M3 10 21.27
M4 16 34.04
M5 3 6.38
M7 5 10.63
Total 47 100.00

SUBTIPOS DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
IDENTIFICADOS CON INMUNOFENOTIPO

34.04
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MO M1 M2 M3 M4 M5

10.63

M7



En la tabla 6 se describe la frecuencia en la expresién de marcadores linfoides B
en los casos de leucemia identificados. Se observa que el CD19 es el cluster mas
frecuente con 298 casos donde se expresa forma positiva franca. Le sigue la
expresion de CD10, con un total de 294 eventos, de los cuales 286 tienen
expresion positiva franca, 3 heterogénea y 5, positiva débil. En tercer lugar, se
encuentra la expresion de CD79a con un total de 253 eventos positivos.

Es importante remarcar la expresion del marcador CD20, ante la posibilidad de
empleo de anticuerpos monoclonales antiCD20 como parte del tratamiento. Se
observa expresion de este marcador en 123 eventos, de los cuales 55 son
positivos francos.

Se identifica un caso de leucemia aguda linfoide de linaje B, con marcadores
compatibles de linfocito maduro (negativo a CD34, expresion positiva de IgMs,
cadenas lambda).

Tabla 6. Expresion de marcadores de leucemia aguda linfoide B
et | nowenteeo | oy | o | porcemae
CD10 286 3 5 294 98.00
CD19 298 0 0 298 99.33
CD20 55 39 29 123 41.00
CD79A 249 4 0 253 84.33
TdT 27 1 3 31 10.33
lgMc 2 0 0 2 0.67
IgMs 0 0 1 1 0.33
Lambda 2 0 1 3 1.00
Kappa 3 0 0 3 1.00




Expresion de marcadores inmunofenotipicos de
leucemia aguda linfoide B
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A continuacién, se muestra la tabla 7, en la que se describe la expresion de
marcadores compatibles con leucemia linfoide aguda de estirpe T. EI CD7 es el
clister mas frecuente, con 37 casos, de los cuales 30 son positivos francos y 7
heterogéneos. Le sigue la expresion de CD3c, con 19 casos, en tercer lugar, se
encuentra el CD3m con 17 casos.

Tabla 7. Expresion de marcadores de citometria de flujo en los casos de
leucemia agua linfoide T
Positivo Positivo Positivo .

franco heterogéneo débil Total Porcentaje
CD1 6 2 1 9 42.86
CD2 13 0 3 16 76.19
CD3c 17 2 0 19 90.48
CD3m 11 4 2 17 80.95
CD3s 1 0 0 1 4.76
CD4 2 0 0 2 9.52
CD5 8 1 2 11 52.38
CD7 20 0 0 20 95.24
CD8 9 0 0 9 42.86
CD9 8 0 1 9 42.86

Se identificaron 2 casos de leucemia linfoide T Pro-T, con expresion positiva de
CD3c, CD7, negativa para CD2, CD5, CD1a. En la lista de casos, se encuentran
2 casos de LAL T Pre-T, con positividad para CD3c, CD7, CD2, CD5, negativo
a CDla. Hay 3 casos de LAL T cortical, con expresion positiva de CD3c, CD7,
CD2, C5, CD1A. No se identificaron casos de inmunofenotipo compatible con LAL
T de precursores tempranos.
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En la tabla 8 se describe la expresién de marcadores inmunofenotipicos de los 47
casos de leucemia aguda mieloide. En primer lugar, se encuentra el CD 117 y el
CD13 con un total de 40 casos donde expresan positividad (85.11%,
respectivamente). En segundo lugar, se encuentra el CD33 con expresion en 39
casos (82.9%), en tercer lugar, el CD64 (74.47%) con 35 casos (25 positivos
francos, 7 heterogéneos y 3 débiles).



Tabla 8. Expresion de marcadores inmunofenotipicos de casos de leucemia agua

mieloide
. Positivo .
Pfosmvo heterogéne Posi't'.vo Total Porcentaje

ranco o débil
MPO 22 3 4 34 72.34
HLA DR 31 1 1 33 70.21
CD117 34 4 2 40 8.1
CD33 38 0 1 39 82.98
CD13 33 4 3 40 85.11
CD14 5 3 1 9 19.15
CD15 6 8 2 16 34.04
CD64 o5 7 3 35 74.47
CD16 1 1 1 3 6.38
CDBL 5 0 0 2 4.26
D56 3 1 1 10 21.28
CD81 19 0 0 19 40.43
cDAL 5 0 0 2 4.26
CD42 1 0 0 1 2.13
CD36 6 0 0 6 12.77
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Discusion

Juarez-Avendafo y sus colaboradores, publicaron un estudio en 2020, enfocado
en nifios y adolescentes con leucemia aguda en Oaxaca de Juérez, México.
Describieron los perfiles de aberraciones moleculares e inmunofenotipicas en
nifos. Incluyeron 218 pacientes. Se diagnostico leucemia linfoblastica aguda de
células B en el 70,64 % de todos los casos, leucemia mieloide aguda en el 22,48
%, leucemia aguda de células T en el 6,42%, leucemia aguda de fenotipo mixto en
el 0,46% de los casos (15).

Los resultados de este estudio muestran un porcentaje mayor en el caso de
leucemias linfoides (81.08%). La proporcion de leucemia mieloide aguda es menor
a la reportada (12.7%). Respecto a la frecuencia de leucemia de estirpe linfoide T,
la frecuencia de nuestros casos es similar a lo reportado por Juarez-Avendafo
(5.67%), lo mismo ocurre con las leucemias de fenotipo mixto (0.54%).

Un estudio mexicano, publicado en 2017, guiado por Lépez-Almaguer y
colaboradores, hace referencia a una incidencia del 51% de leucemias agudas
linfoblasticas y 49% de leucemias agudas mieloblasticas, basadas en la expresion
inmunofenotipica (13). Bajo esta comparacion, los resultados de este estudio
difieren, significativamente, con lo reportado, con mayor porcentaje de leucemia
linfoides y menor de leucemia mieloide.

Jamal et al en 2021, publicé resultados de un estudio sobre la caracterizacion
inmunofenotipica de 1379 casos de leucemia aguda pediatrica. La edad media de
los pacientes fue de 7,4 + 4,3 afios, mientras que la relacién hombre: mujer fue de
1.75:1. La leucemia linfoblastica representd el 77,2% y la leucemia mieloide el
21,2%. Entre el linaje linfoblastico, B-ALL fue 80,4% mientras que T-ALL fue
19,6% (9).

En comparacion con los resultados de este ultimo grupo de trabajo, la edad
promedio de la poblacion del la UMAE La Raza, fue de 8.7 afios. La relacion H:M
es de 0.79. Su porcentaje de leucemias linfoides es discretamente menor a lo
observado, tanto para estirpe B, como para T (80.4% vs 81.08%, y 19.6% vs
5.67%, respectivamente).

En nuestro universo, el marcador linfoide de mayor expresion fue el CD19 con el
99.93% de los casos, seguido por el CD10 con 98% de expresion y en tercer lugar
el CD79A con 84.33%, observandose diferencia con los resultados reportados por
Jamal y colaboradores.

Este dltimo grupo de trabajo reporta la frecuencia de leucemia de fenotipo mixto
en 0.9%, con un total de 13 casos, las opciones fueron B/Mieloide (n=6),
T/Mieloide (n=4) y T/B (n=3) (9). Comparativamente, sélo se identificaron dos
casos que cumplian los criterios de la EGIL para diagnéstico de leucemia
bifenotipica, con patron B (5 puntos)/Mieloide (2.5 puntos).



El grupo de investigadores dirigido por Jamal reporta expresion de CD20 del
59.4% (9). En este estudio, la poblacion pediatrica con leucemia aguda linfoide B,
tiene expresion del 41%, con 55 casos donde la positividad es franca, 39 de
expresion heterogéneay 29 de expresion débil.

Pandian y colaboradores, realizaron un estudio en 2018, del que se concluye que
la LLA fue la leucemia aguda mas frecuente en nifios (90,3%). El 85,7% de los
casos correspondid a linaje de células B y el 14,3% a células T. De los B-ALL, el
87,5 % eran pre-B, el 8,3 % pro-B y el 4,2 % B maduros. La coexpresion del
antigeno mieloide fue visto en el 35,7% (7).

El estudio actual muestra similitud en las cifras referentes a leucemia linfoide B,
pero es mayor su reporte a lo observado en la UMAE La Raza sobre las leucemias
linfoides de estirpe T. De igual forma, sélo se identificé un caso compatible con
leucemia linfoide B madura, con expresion de inmunoglobulina M de superficie
ademas de cadenas ligeras lambda, representando 0.33%.

Respecto a la expresion de antigenos aberrantes, el CD33 fue el mas frecuente
con 36%, seguido por el CD13 33%. La expresion conjunta de estos marcadores
se presentd en el 22.66% de los casos de leucemia linfoide B. Es importante
remarcar que, a pesar de la expresion aberrante, no se cumplen los criterios de
EGIL para leucemia bifenotipica, mas que en dos ocasiones, como se describié en
seccion de resultados.

Referentes a la expresion de antigenos aberrantes en las leucemias mieloides, se
identifico al CD19 en 7 casos, representa el 14.89%, el CD7 en 14 eventos,
29.78% y al CD4 en 1 ocasion, 2.12%.



Conclusiones

Se observa que la poblacion pediatrica atendida en la UMAE La Raza, servicio de
Hematopediatria, presenta discretas variaciones respecto a la frecuencia de
leucemias agudas y a sus subtipos. Predomina la leucemia linfoide de estirpe B,
seguida por la estirpe mieloide, de esta Ultima el subtipo mas frecuente es el M4,
seguida por el M3 o leucemia promielocitica.

Existen pocos estudios enfocados en describir las caracteristicas
inmunofenotipicas de las leucemias, principalmente en la poblacion pediatrica 'y en
los casos de leucemia aguda mieloide. En su mayoria, los estudios estan
enfocados en las leucemias de estirpe linfoide.

Una diferencia poblacional importante es la expresiéon de CD19. Los pacientes
pediatricos de la UMAE La Raza tienen alta expresion de CD19 al momento del
diagnoéstico. Esta situacion es importante ante el reciente uso de anticuerpos
monoclonales antiCD19 (Blinatumomab) en el escenario de recaida o
refractariedad, donde el porcentaje de expresion puede disminuir como parte de
los mecanismos de supervivencia de la célula leucémica.

La expresién de CD20 es menor a la observada en publicaciones internacionales.
Esta informacion es importante para la adicion de anticuerpos monoclonales anti
CD20, como el Rituximab en el escenario de recaida o refractariedad.

El inmunofenotipo contindia siendo una herramienta pilar para el diagnostico de
leucemias agudas y su tipificacion. Aunque en otros escenarios meédicos, existen
herramientas diagnésticas de base molecular, como la PCR, FISH o NGS, en
nuestro medio la citometria de flujo permite orientar al clinico sobre factores
modificadores de prondéstico para los pacientes, por ejemplo, la expresién de
CD20, coexpresion de marcadores aberrantes, disminucion de expresion de
CD19, etcétera.
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