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MRP-14 Proteina relacionada con el factor inhibidor de la migracién 14
MYH11 Gen de la cadena pesada de la miosina

NGFR Receptor del factor de crecimiento nervioso

OoMS Organizaciéon Mundial de la Salud

OX40L Ligando del CD134.
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PBS Buffer de fosfatos salinos

PBX1 Factor de transcripcion de la leucemia de células Pre-B.
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa.

PE Ficoeritrina

PML Gen leucemia promielocitica

PMT Tubos fotomultiplicadores

POG Grupo oncolégico pediatrico.

RARa Receptor del acido retinoico alfa

RC Remisién completa

RT-PCR Reaccién en cadena de la polimerasa acoplada a transcripcién inversa
Sca-1 Proteina ataxia espinocerebelosa tipo 1

SCF Factor de células madre.

SD Sindrome de Down.

SDF-1 Factor de células derivadas del estroma 1

SLAM Molécula de activacion se sefializacion linfocitica

SLE Supervivencia libre de enfermedad

SNC Sistema nervioso central

SP Sangre periférica

SPSS Software IBM SPSS

SSC Luz lateral dispersa

T Translocacién

TCR Receptor de células T

Tdt Transferasa desoxinucleotidil terminal.

TEL Proteina relacionada con ETS (factor de transcripcién E-veinti-seis)
Ter 119 Antigeno de linfocito 76.
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TGF-B Factor de crecimiento transformante beta.

TGF-BRI Factor de crecimiento transformante beta isoforma 1.
Thy-1 Antigenos de linfocito T Thy-1.

Tie2/Tek Receptor de tirosina cinasa.

Tim-1 Proteina de membrana de células T 1

TLR2 Receptor de peaje 2, antigeno CD282.

TNFa Factor de necrosis tumoral alfa.

TNF-B Factor de necrosis tumoral beta.

TP Tiempo de protrombina.

TPT Tiempo de parcial de tromboplastina.

VCM Volumen corpuscular medio.

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular.

VEGFR2 Factor de crecimiento endotelial vascular del receptor 2
VLA-4 Antigeno de activacion muy tardia 4, CD49d/CD29.
VLA-5 Antigeno de activaciéon muy tardia 5, CD49e.
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CARACTERIZACION INMUNOFENOTIPICA, CITOGENETICA Y CELULAR DE
PACIENTES CON LEUCEMIA AGUDA.

Herndndez Manzano Y.D.l, Nava Miranda J.2, Pérez Rivera E.2, Gutiérrez Castellanos S.” 3, Vazquez Garcidueias
M.S.l, Viveros Sandoval M.E.l, Sanchez Ceja S.G. 4, Gémez Alonso C.°

RESUMEN

La leucemia aguda (LA) es una neoplasia maligna del sistema hematopoyético que afecta con mas
frecuencia a los nifios que adultos. La evolucion del paciente con LA es variable y depende del
subtipo de leucemia, de la presentacién clinica y edad del paciente. En pacientes pediatricos la
supervivencia es mayor (85%) en el subtipo linfoide (LLA) que en el mieloide (LMA) 40%. Hipdtesis:
Las caracteristicas clinicas y celulares de la clona leucémica, son determinantes en el desenlace de
los pacientes. Objetivo: analizar las caracteristicas clinicas, celulares, citogenéticas e
inmunofenotipicas de pacientes con leucemia aguda. Material y métodos: estudio longitudinal,
prospectivo y observacional en el que se estudid el inmunofenotipo, cariotipo, variables clinicas y
factores prondstico de 92 casos con LA en pacientes pedidtricos y adultos de hospitales del IMSS,
SSA e ISSSTE de Morelia, entre 2010 y 2013. El inmunofenotipo se analizé mediante citometria de
flujo. Resultados: de 92 casos estudiados 24 (26.1%) correspondieron a pacientes adultos y 67
(74.9%) a pacientes pediatricos. La distribucion de los 68 casos pediatricos fue la siguiente: 49
(72.1%) LLA estirpe B, 4 (5.8%) LLA células Ty 15 (22.1%) LMA. Los pacientes con LMA presentaron
menor tiempo de supervivencia que los pacientes con LLA. La presencia de factores adversos como
> 50,000 leucocitos/mL al diagndstico e infiltracion del sistema nervioso central, se asociaron a
mayor cantidad de eventos adversos. Conclusiones: La citometria de flujo fue util para clasificar e
identificar fenotipos aberrantes presentes en la mayoria de los casos. Las caracteristicas

citogenéticas y celulares se asociaron a eventos adversos de los pacientes.

Palabras clave: leucemia aguda, inmunofenotipo, citometria de flujo.
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CHARACTERIZATION IMMUNOPHENOTYPING, CYTOGENETICS AND CELL OF PATIENTS WITH
ACUTE LEUKEMIA.

Herndndez Manzano Y.D.l, Nava Miranda J.2, Pérez Rivera E.2, Gutiérrez Castellanos S.* 3, Vazquez Garcidueiias
M.S.l, Viveros Sandoval M.E.l, Sanchez Ceja S.G. 4, Gémez Alonso C.°

ABSTRACT

Acute leukemia (AL) is a malignancy of the hematopoietic system that most often affects
children than adults. The evolution of patients with LA is variable and depends on the subtype
of leukemia, the clinical presentation and patient age. In pediatric patients, the survival rate is
higher (85%) in the lymphoid subtype (ALL) patients in myeloid (AML) 40%. Hypothesis: clinical
and cellular characteristics of the leukemic clone, are crucial to the outcome of patients.
Objective: To analyze the clinical, cellular, cytogenetic and immunophenotypic patients with
acute leukemia. Methods: Prospective, longitudinal, observational study in which the
immunophenotype, karyotype, and clinical variables prognostic factors of 92 cases with LA in
pediatric and adult hospitals of the IMSS, ISSSTE and SSA Morelia was studied between 2010
and 2013. immunophenotyping was analyzed by flow cytometry. Results: Of 92 cases studied,
24 (26.1%) were adults and 67 patients (74.9%) pediatric patients. The distribution of 68
pediatric cases was as follows: 49 (72.1%) B-lineage ALL, 4 (5.8%) ALL T cells and 15 (22.1%)
AML. AML patients had shorter survival than patients with ALL. The presence of adverse factors
such as leukocytes > 50,000 / mL at diagnosis and infiltration of the central nervous system,
associated with increased adverse events. Conclusions: Flow cytometry was useful for
classifying and identifying aberrant phenotypes present in most cases. Cytogenetic and cellular

characteristics associated with adverse events of patients.
Keywords: acute leukemia, immunophenotyping, flow cytometry.
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1. INTRODUCCION

1.1 HEMATOPOYESIS
1.1.1. DEFINICION

La Hematopoyesis (Hemat = sangre, poyesis = formacion) es un proceso complejo donde las
células madre hematopoyéticas proliferan y se diferencian a células precursoras
hematopoyéticas que a su vez maduran, es decir, se producen las células de lasangre:
eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Todas ellas de vital importancia para el organismo ( figura 1)
(Gémez, 2003; Hirschi, 2012; Mayani et al., 2007; Sison & Brown, 2011; Soto Cruz, Caceres
Cortés, Mendoza Rincdn, & Weiss Steider, 1999).

1.1.2. CELULA MADRE HEMATOPOYETICA

La médula 6sea estd compuesta por células hematopoyéticas y un microambiente
hematopoyético (Konopleva, Tabe, Zeng, & Andreeff, 2009; Lane, Scadden, & Gilliland, 2009;
Mayani et al.,, 2007; Sison & Brown, 2011). Como parte de las células hematopoyéticas,
tenemos a las células mas primitivas presentes en la médula ésea en un 0.1 %, llamadas células
madre hematopoyéticas (CMH) (MaclLean, Celso, & Stumpf, 2013; Mayani et al., 2007). Se
puede decir que las células madre hematopoyéticas son las Unicas necesarias y suficientes para
el sustento de toda la vida del sistema normal de la sangre. Tienen la capacidad de
autorrenovarse y de ser multipotenciales (MaclLean et al., 2013; Mayani et al., 2007; Scadden,
2007). Las CMH producen células progenitoras pluripotenciales comprometidas con un tipo de
linaje, simbolizan menos del 0.5% de la médula dsea. Estas ultimas generan a las células
precursoras hematopoyéticas (CPH) reconocibles por su morfologia, representan >90% de la
médula désea. Los precursores hematopoyéticos de la sangre, maduran y migran hacia vasos

sanguineos (Mayani et al., 2007; Mckenzie, 2009; Soto Cruz et al., 1999).
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Figura 1.- Hematopoyesis

1.1.3. MICROAMBIENTE

y citocinas que la regulan. Tomado de affymetrix eBiocience, 2012

HEMATOPOYETICO

Dentro de los huesos largos entre las trabéculas del hueso esponjoso, se encuentra la médula

6sea con un volumen de 30 a 50 mlL/kg de peso. Existen dos tipos: médula ésea roja

(hematopoyéticamente activa) y médula ésea amarilla (hematopoyéticamente inactiva), su

regulacion es llevada dentro de la misma médula ésea roja (Mayani et al., 2007; Mckenzie,

2009).
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El microambiente hematopoyético o nicho consiste en una estructura tridimensional,
altamente organizada, compuesta por células del estroma (del latin que quiere decir “colchén”)
y productos del estroma que regulan el mantenimiento, localizacién vy fisiologia de las células
hematopoyéticas (Konopleva et al., 2009; Lane et al., 2009; Lawal & Calvi, 2011; Mayani et al.,
2007; Soto Cruz et al., 1999). Los osteoblastos, osteoclastos, adipocitos, fibroblastos, miocitos y
células madre mesenquimales, son parte de las células del estroma (figura 2) (Konopleva et al.,

2009, 2009; Lawal & Calvi, 2011; Mayani et al., 2007).

Las células del estroma producen factores solubles y moléculas que interactian con las
moléculas de superficie de las células madre. Estas interacciones contribuyen a la
supervivencia, auto-renovacién, proliferacidon, diferenciacién, quiescencia (inactividad),
migracion de las células madre hematopoyéticas y células progenitoras hematopoyéticas (Fig.

1) (Hoggatt & Pelus, 2010; Mayani et al., 2007; Scadden, 2007; Sison & Brown, 2011).

La regulacién hematopoyética ocurre a través de tres mecanismos: (1) el humoral, a
través de la secrecion de citocinas y quimiocinas, (2) la interaccién a través de las moléculas de
la matriz extracelular y (3) el contacto célula-célula a través de moléculas de adhesién vy

morfégenos (figura 2)(Mayani et al., 2007; Sison & Brown, 2011).

1.1.4. MARCADORES DE DIFERENCIACION EN LA HEMATOPOYESIS

Diariamente se producen en nuestro organismo cantidades extraordinarias de células
sanguineas como parte de la compensacién de su perdida. Por ejemplo, en un adulto de 70 Kg
de peso, se producen 2 x 10 eritrocitos, 2 x 10™ plaquetas y 7 x 10'° granulocitos (Mckenzie,
2009; Soto Cruz et al., 1999). Tanto las células sanguineas como las células hematopoyéticas
tienen marcadores especificos en su superficie. La tabla 1 muestra los marcadores de superficie

de las células sanguineas (“affymetrix eBiocience,” 2012; Mufioz Marin, 2005).

Caracterizacion inmunofenotipica, citogenética y celular de pacientes con leucemia aguda. | YDHM



Maestria en Ciencias de la Salud Pdgina |-4-

Célula madre

I. Regulacién m

humoral
0 2. Interaccion a través
EECA e ®0 o de Moléculas de la
-6 I8 0? ! Matriz Extracelular 3. Interaccion
i ‘ 0 0 Celular
Macrofagosa 0 0? : S

Fibroblastos Estromales Osteoblastos

Ir-1, 6,7, 8, 11, FEC-M, FEC-G, SCF, FEC-G, FEC-M, el FEC-GM, la TL-1, IL-6, G-CSF,
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CD44, SDF-1 TNF-B, Ang-1, SDF-1

Figura 2- Microambiente Hematopoyético. Esquema representativo de los diferentes tipos celulares que integran
el microambiente hematopoyético y los mecanismos de regulacién de la hematopoyesis. (Tomado de Mayaniy
col., 2007).

La expresién de marcadores de diferenciacion, “cluster differentiation” (CD), antigenos de
diferenciacién o moléculas de superficie permite confirmar la heterogeneidad de las células

hematopoyéticas (Mufioz Marin, 2005).

La célula madre hematopoyética tiene una morfologia linfoblastoide, la cual expresa los
antigenos: CD34, CD90, CD133, CD93 (C1Rgp), Ly- 6A/ E(Sca-1), CD110 (C-Mpl), CD111, CD117
(C-kit), CD105 (Endoglin), TGF-BRI, TGF-BRI II, CD202b (Tie2/Tek), cd243 (MDR-1), CD135 (Flk-2),
CD338, CD271 (NGFR), CD184 (CXCR4), CD150 (SLAM), CD309 (VEGFR2), carece de la expresion
de antigenos de linajes especificos, como CD3, CD8, CD19, CD20, CD33, CD38, CD71, Glicoforina
A, entre otros (“BioLegend Cell Markers,” 2013; Mayani et al., 2007; Muioz Marin, 2005).

Las células progenitoras hematopoyéticas comparten ciertas caracteristicas
inmunofenotipicas con las células madre hematopoyéticas, como la expresion del antigeno

CD34, sin embargo, presentan patrones de expresion de marcadores celulares muy particulares,
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de acuerdo al linaje al que pertenecen. El antigeno CD34 es una molécula transmembranal que
participa en la adhesién de los progenitores hematopoyéticos a las células estromales del
microambiente hematopoyético (Mayani et al., 2007; Soto Cruz et al., 1999). La tabla 2 sefiala

los marcadores de diferenciacién de las células progenitoras hematopoyéticas (Soto Cruz et al.,

1999).

Tabla 1.- Marcadores de las células sanguineas

Célula sanguinea Marcador de superficie (CD)

Neutréfilo CD10, CD11b, CD11c, CD13, CD14, CD15, CD16/CD32, CD31, CD33, CD62L, CD64, CD66b,
CD88, CD114, CXCR2, CXCR1, GR-1, JAML, TLR2.

Basofilo CD13, CD44, CD54, CD63, CD69, CD107a, CD123, CD193, CD203c, TLR4, FceRla, IgE.

Eosindfilo CD15, CD23, CD49d, CD52, CD53, CD88, CD129, CD183, CD191, CD193, CD244, CD294, CD305,
C3AR, FceRla, Galectina-9, MRP-14, Siglec- 8, Siglec- 10.

Linfocito B CD19, CD20, CD22, CD23, CD40, CD45R/B220, CD69 CD70, CD79a (Iga), CD79b (IgpB), CD8O,
CD86, CD93, CD138 (Syndecan-1), CD252 (OX40L), CD267, CD21/ CD35 (CR2/CR1), CD137 (4-
1BB), CD268 (BAFF-R), CD279/PD-1, IgD, IgM.

Linfocito T CD4, CD84 (CXCR4), CD193 (CCR3), CD194 (CCR4), CD197 (CCR7), CD278 (ICOS), CDW198

(Th2) (CCR8), CRTH2, Tim- 1, IL- 1R. Expresion del factor de transcripcion GATA3, c-Maf, GM- CSFy

los productos de las citocinas: IL- 4, IL-5, IL-6, IL10, 1L-13.

Megacariocito** CD9, CD31, CD41, CD42b, CD51, CD61, CD62 (P- Selectina).

Eritrocito CD24, Ter 119, CD235a.

Construido en base a “affymetrix eBiocience,” 2012.
** El megacariocito no se encuentra en la circulacion sanguinea, pero produce las plaquetas.
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s de los antigenos de superficie de las diversas subpoblaciones de células CD34+.

Células hematopoyéticas

Antigenos de superficie

Células madre hematopoyética
Progenitores pluripotenciales
Progenitores mieloides
Progenitores eritroides
Progenitores linfoides T

Progenitores linfoides B

CD34+, CD38-, CD33-, CD71-, HLA-DR -, Thy-1+, CD90+, CD117+, CD133+, CD49+
CD34+, CD38+-, CD33+-, CD45-, CD71-, HLA-DR +, Thy-1-

CD34+, CD38+, CD33+, CD45+, CD71-, HLA-DR +, Thy-1-

CD34+, CD38+, CD33-, CD45-, CD71+, HLA-DR +, Thy-1-

CD34+, CD38+, CD2+, CD5+, CD7+, CD10+, HLA-DR+

CD34+, CD38+, CD45+, CD10+, CD19+, HLA-DR +

Tomado de Soto Cruz et al., 1999
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célula B madura

Mieloma

Figura 3.- Expresion de antigenos de superficie (CD) en la maduracion del linfocito B. “BioLegend Cell Markers,”

2013; Erber, 2010; Uckun, 1990

1.2 LEUCEMIA AGUDA
1.2.1. DEFINICION

La leucemia aguda es un grupo heterogéneo de enfermedades monoclonales del sistema

hematopoyético, donde ocurre un desplazamiento de la hematopoyesis normal por la
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proliferacién de células inmaduras que han sufrido una transformacién maligna como producto
de una mutacidon somatica. Estas células o clonas malignas pertenecen a las lineas celulares
sanguineas. Se ha clasificado a las leucemias agudas segun la estirpe celular afectada, ya sea de
la linea mieloide o linfoide. La evolucidn de las leucemias agudas es rapida, porque su evolucién
es en cuestién de unas cuantas semanas y no en afios, como en las leucemias crénicas
(Buitrén-Santiago et al., 2010; Gonzélez-Salas et al., 2012; Mejia Aranguré, Ortega Alvarez, &
Fajardo Gutiérrez, 2005; Mejia-Aranguré et al., 2000; Novoa, Nufez, Carballo, & Lessa, 2013;
Ortega Sanchez, Osnaya Ortega, & Rosas Barrientos, 2007; Sanchez Segura et al., 2000; Zwaan
& Heuvel-Eibrink, 2011).

1.2.2. FISIOPATOLOGIA

La fisiopatologia de la leucemia aguda (LA) es compleja e involucra diversos factores (genéticos,
inmunes y ambientales) con relacién estrecha y compleja entre ellos. Los factores genéticos de
la leucemia aguda (LA) se han estudiado ampliamente, practicamente todos los pacientes se
pueden clasificar de acuerdo con la anormalidad genética especifica. Sin embargo, la
comprensién de cdmo las alteraciones genéticas colaboran para inducir la transformacion

leucémica sigue siendo poco clara (Gallegos-Arreola et al., 2013).

Los genes alterados en la leucemia pueden ser resultado de: recombinacién anormal
(cromosdmica, translocacion, inversidn, insercion), pérdida de material genético (supresion),
ganancia de material genético (duplicacion), presencia de copias adicionales de ciertos
cromosomas (hiperdiploidia). Las alteraciones anteriores favorecen la activacion de oncogenes
que codifican proteinas que controlan la proliferacidon de las células, la apoptosis o ambos
(Gallegos-Arreola et al., 2013; Romero & Jiménez, 2002). Cuando un oncogén se activa por
mutacion, la proteina codificada se modifica estructuralmente de modo que aumenta su
actividad de transformacion, por lo tanto permanece en estado activo, transmitiendo sefiales
continuamente a través de la union de tirosina y treonina cinasa. Estas sefiales inducen el

crecimiento celular incesante. En general, los productos de los oncogenes pueden estar
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clasificadas en seis categorias: factores de transcripcion, remodelacion de la cromatina, factores
de crecimiento, receptores de factores de crecimiento, transductores de sefiales y reguladores

de la apoptosis (Gallegos-Arreola et al., 2013).

1.2.3. MANIFESTACION CLIiNICA

La presentacidn clinica es variable y relativamente corta (pocas semanas). La leucemia aguda
(LA) suele presentar signos de insuficiencia de la produccién de células sanguineas normales,
tales como: palidez, cansancio, problemas de alimentaciéon debido a la anemia; sangrado
espontaneo como consecuencia del recuento bajo de plaquetas; fiebre e infecciones por la
disminucidon de glébulos blancos. El recuento alto de leucocitos puede dar lugar a
hiperviscosidad sanguinea, manifestandose como quejas pulmonares (disnea) o sintomas
relacionados con el sistema nervioso central (SNC) (pérdidas de conciencia, convulsiones y
coma). Frecuentemente ocurre dolor en los huesos debido a la alta presion intradsea. También
puede presentarse infiltracion leucémica, mostrandose como infiltrados en la piel (petequias y
equimosis), testiculos y organomegalias en bazo, higado, encias y ganglios. En SNC, la leucemia
puede provocar tumores sélidos. La tabla 3 muestra las caracteristicas clinicas al diagndstico de
la leucemia aguda (Dorantes-Acosta et al, 2013; Lopez Facundo et al, 2008; Ortega Sanchez et

al., 2007; Romero & Jiménez, 2002; Zwaan & Heuvel-Eibrink, 2011).

Tabla.- 3 Caracteristicas clinicas al diagndstico en nifios con leucemia.

Signo o sintoma LLA LMA
Fiebre 50 a 60% 33%
Sangrado 48% 35%
Adenopatia 50% 102 20%
Esplenomegalia 63% 41%
Hepatomegalia 30 a 40% 47%
Hepatoesplenomegalia 68% 50%
Dolor dseo 23a33% 20%
Hiperplasia gingival 10a 15%

Adaptado de Pifieiros et al., 2007; Dorantes-Acosta et al., 2013
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1.2.4. CLASIFICACION
A) Clasificacion por grupo FAB

En 1976, el grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) establecié criterios diagndsticos para la
clasificaciéon de la leucemia aguda (LA) mediante las caracteristicas citomorfoldgicas y
citoquimicas, distinguiendo dos grupos principales: leucemia linfoblastica aguda (LLA) y
leucemia mieloblastica aguda (LMA) (Neame et al.,, 1986; Zwaan & Heuvel-Eibrink, 2011). Se
asignaron tres clases a LLA, segun sus caracteristicas citolégicas y grado de heterogeneidad.
Fueron designadas L1 (tipo mas comun en pediatricos), L2 (grupo heterogéneo mas comun en
adultos) y L3 (grupo homogéneo raro, con citomorfologia de Linfoma de Burkitt) (Gralnick,
Galton, Catovsky, Sultan, & Bennett, 1977). De acuerdo a la linea celular predominante vy el
grado de diferenciacion celular las LMA fueron clasificadas inicialmente en 6 tipos (M1 a M6),
posteriormente con el uso de anticuerpos monoclonales dieron a dicha clasificacion 2 tipos mas
(MO y M7) (tabla 4) (BENNETT et al., 1985; Cuneo et al., 1995; Neame et al., 1986; Zwaan &
Heuvel-Eibrink, 2011).

Cuadro 4.- Clasificacién Francesa-Americana-Britanica (FAB) de la leucemia mieloide aguda (LMA).

Subtipo FAB Nombre Frecuencia  Prondéstico
MO Leucemia mieloblastica aguda indiferenciada 5% Desfavorable
m1 Leucemia mieloblastica aguda con maduracién minima 15% Intermedio
M2 Leucemia mieloblastica aguda con maduracién 25% Favorable
M3 Leucemia promielocitica aguda (LPA) 10% Favorable
M4 Leucemia mielomonocitica aguda 20% Intermedio
M4 eos Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia 5% Favorable
M5 Leucemia monocitica aguda 10% Intermedio
M6 Leucemia eritroide aguda 5% Desfavorable
M7 Leucemia megacarioblastica aguda 5% Desfavorable

Fuente American Cancer Society.
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B) Clasificacion por MIC
En los afios 80’s, surgié una nueva clasificacion (clasificacion MIC: Morfologia, Inmunologia y
Citogenética) que pretendia diferenciar entidades segln caracteristicas citoldgicas,

inmunoldgicas y citogenéticas, que tuvieran diferente prondstico (Romero & Jiménez, 2002).

C) Clasificacion por Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

La Clasificacion de la OMS de los tumores de los tejidos linfoides y hematopoyéticas surge del
consenso de un grupo de expertos convocados al Consejo Asesor Clinico (CAS). Dicho consejo,
clasifica y establece criterios diagnodsticos utilizados para leucemia aguda, entre otros. Esta
clasificacién, utiliza toda la informacion disponible en la morfologia, citoquimica,
inmunofenotipo, genética y caracteristicas clinicas de dicha enfermedad (Coronel Moran, 2005;
Vardiman et al.,, 2009). La 42 edicion, en 2008, nuevamente sefiala que a partir de 20% de
blastos de estirpe mieloide, en sangre periférica (SP) o médula ésea (MO), se considera que es
LMA de novo. También menciona que el diagndstico de LLA debe aplazarse si hay menos de
20% de blastos en la MO hasta que haya pruebas definitivas para confirmar el

diagndstico (Vardiman et al., 2009).

1.2.5. EPIDEMIOLOGIA

Un panorama internacional, sefiala la existencia de 250,000 casos nuevos de leucemia en el afio
2000 (Fernandez Canton et al., 2011). En el continente americano los nifios menores de 15 anos
presentan un riesgo incrementado de presentar leucemia y mas frecuentemente la LA (Pifieiros

et al., 2007; Quero-Hernandez, Coronado Diaz, Pérez-Bautista, & Reyes- Gdmez, 2006).

En México, durante los afios 1990 y 2000, los tumores malignos ocuparon un segundo
lugar en causas de mortalidad, a diferencia de un tercer lugar en el 2008. A nivel nacional la
leucemia representa el 5.6% de las muertes por tumores malignos y el 0.7% sobre el total de
defunciones. La mortalidad por leucemia muestra un problema importante de salud publica en

entidades como Tabasco, Yucatdn, Baja California Sur y Veracruz. En el 2008, el estado de
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Michoacan exhibié una tasa de 3.8 por cada 100,000 habitantes, por lo que se estima que la
mortalidad por leucemia es de 175 personas al ailo aproximadamente (Fernandez Cantén et

al., 2011).

A) Leucemia aguda en pacientes pediatricos

De los casos de leucemia aguda en nifios 75% son LLA y 25% son LMA (Fernandez Canton et al.,
2011; Perez-Saldivar, Mejia-Arangure, Rangel-Lopez, & Fajardo, 2013a; Pifieiros et al., 2007). En
Bogota, Colombia reportaron frecuencias de leucemias agudas: 85.1% correspondié a LLA vy

14.9% LMA (Rocha, Martinez, Guevara, & Lopera de Garrido, 1999).

En México la leucemia aguda representa del 30 al 40% de neoplasias malignas en ninos
menores de 15 afos (Fernandez Cantén et al., 2011; Mejia Aranguré et al., 2005). En México, la
LMA constituye poco mas de 14 % y la leucemia no diferenciada ocupa 0.8 %. La LLA es la LA
mas comun en los niflos entre 2 y 15 afios y representa cerca de 85 % de los casos (Mejia
Aranguré et al., 2005). En 11 estados de la republica Mexicana se reportaron incidencias desde
68.5% a 94.6% de LLA y 5.4% a 29.6% de LMA en nifios (Fajardo-Gutiérrez et al., 2007). Se sabe

que el género masculino es el mas afectado por la LA (Quero-Hernandez et al., 2006).

A nivel mundial la frecuencia de leucemia aguda linfoblastica (LLA) es de 44.7, 32.9, 14.5,
4.0%, en Costa Rica, EUA, Brasil y Nigeria, respectivamente (Quero-Hernandez et al., 2006). En
EUA se reportaron de 2000 a 2500 casos nuevos de LLA en menores de 20 afos (Mushtaq,
fadoo, & Naqvi, 2013). Los datos disponibles en nuestro pais reportan un incremento en las
tendencias, siendo la LLA mas comun en los ninos (Lépez Facundo et al., 2008). Para 1996 a
2000, se reportd una de las tasas mas altas de incidencia (63.7) en el mundo (Mejia Aranguré et
al., 2005). Las frecuencias del inmunofenotipo de la LLA en pacientes pediatricos en México, se

reporta en la tabla 5.
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Tabla 5.- Frecuencias de inmunofenotipo de LLA de estirpe By T, en pacientes pediatricos.

LLA
" Tamafio i
Afo Grupo edad Pais B pre- B B
muestra T pro- B pre —B
(total) temprana madura
1999 402 Pediatrico México 9.4 90.6 5 82.1 3.5
2001 81 Pediatrico México 8.6 91.4 7.4 77.8 6.2 0

(Asgarian Omran et al., 2007)

En los paises desarrollados se observa un pico significativo de incidencia de la LLA entre
las edades de dos y cinco afios; seguido por el de cinco a nueve y en tercer lugar los mayores de
diez anos (Dorantes-Acosta et al., 2013; Quero-Hernandez et al., 2006; Rocha et al., 1999). La
incidencia de la LMA es constante desde el nacimiento hasta la edad de 10 afios. Tras un ligero
pico que ocurre en la adolescencia tardia, ésta permanece estable hasta la edad de 55 afios,

cuando progresivamente aumenta (Fernandez Cantén et al., 2011).

La leucemia en nifos (<1 afo) es una enfermedad extremadamente rara. México registré la
mayor tasa de incidencia en nifios <1 afio, superando las tasas de los Estados Unidos, algunos
paises de América Latina, Europa, Asia y Oceania. Durante el periodo 2006-2007, la Ciudad de
México reportd una tasa de incidencia 24.3 x 10° bebes para LLA y 4.1 x 10° bebés para LMA.
Hay un pico en la incidencia en la LMA. Las LA en los menores de un afo tienen un
comportamiento clinico y prondstico muy distinto a los nifios mayores (Perez-Saldivar et al.,
2013a). La evolucion de los lactantes es peor en comparacion con los niflos mayores (Zwaan &

Heuvel-Eibrink, 2011).

En México, se han reportado cifras de mortalidad temprana (durante el tratamiento de
induccidn a la remisidn) en nifios con LLA de hasta 18% sugiriéndose una asociacion de esta con
factores nutricionales inadecuados, baja tolerancia a la quimioterapia mieloblastica y por
consiguiente una supervivencia mas corta (Lopez Facundo et al., 2008; Verduzco-Rodriguez,

Verduzco-Aguirre, & Lopez-Ariza, 2012). En paises desarrollados el impacto de los tratamientos
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para las leucemias agudas ha sido contundente con una tendencia significativa al descenso en

las tasas de mortalidad (Pifieiros et al., 2007).

B) Leucemia aguda en pacientes adultos

La incidencia de LLA en adultos mayores es de 1/100,000 habitantes al afio, es mas frecuente
en varones y en personas de raza negra. Existe una mayor incidencia de LLA en la poblacién del
norte y occidente de Europa, norte de Africa y Oceania (Carlson & Guzman, 2013; Ortega
Sanchez et al., 2007). El riesgo de desarrollar esta enfermedad incrementa 10 veces mas a partir

de los 30 afios hasta los 65 afos (Buitrén-Santiago et al., 2010; Carlson & Guzman, 2013).

Se muestra una predominancia de la LLA en un 49.7%, sobre la LMA 37%. (Rocha et al.,
1999) En Colombia, un estudio de adultos reporta: 28.8% de casos de LMA y 66.7% de casos de
LLA (Novoa et al., 2013). En México, en el afio 2000 se informaron 1,926 casos nuevos de
leucemia aguda. Las entidades federativas con mayor morbilidad fueron: Distrito Federal,

Chiapas y Jalisco (Ortega Sanchez et al., 2007).

La mortalidad relacionada con el tratamiento de induccién de LMA oscila entre 8 a 22%.
Aproximadamente 50 a 75% de los adultos con LMA alcanza la remision completa (RC), pero
sélo 20 a 30% de los pacientes logra una supervivencia libre de enfermedad (SLE) a largo plazo.
La mayoria de los pacientes fallece por persistencia o recaida de la enfermedad (Buitrdn-
Santiago et al., 2010). Durante el estudio de varios protocolos de LMA, se concluye que no hay
diferencia entre pacientes pediatricos y pacientes adultos, asi pues el prondstico adverso,
disminuye con la edad, como consecuencia de una reduccién de las anomalias citogenéticas de
riesgo favorable y la reduccién de acogida de tolerancia a la quimioterapia (Zwaan & Heuvel-

Eibrink, 2011).
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1.2.6. DIAGNOSTICO

Para el diagndstico de las leucemias agudas es necesario tener en cuenta, tanto las
caracteristicas clinicas de la enfermedad como los estudios de laboratorio que incluyen la
morfologia, citoquimica, inmunofenotipo y citogenética de las células neoplasicas involucradas

(Novoa et al., 2013)

A) Evaluacion clinica: se realiza una historia clinica, datos de laboratorio clinico y estudios de
gabinete como ecocardiograma, tele de térax e imagen radiolégica de cavidad oral para

identificar focos infecciosos (Ojeda Tovar et al., 2011).

B) Evaluacion morfoldgica: se realiza como primer paso de la evaluacion diagndstica, en
sangre periférica y aspirado de médula dsea usando microscopia de luz. Una caracteristica
morfoldgica clasica para distinguir la LMA de la LLA son los llamados bastones de Auer. Se
emplea la tincion de Wright-Giemsa o Romanowsky; junto al analisis citoquimico con
reacciones de mieloperoxidasa, Sudan Negro o de esterasa (Mckenzie, 2009; Zwaan &

Heuvel-Eibrink, 2011).

C) Evaluacion inmunofenotipica: Ultimamente es el método preferido para evaluar el fenotipo
de células neoplasicas hematopoyéticas (Kalina et al., 2012). Las células leucémicas
expresan patrones anormales de marcadores celulares y estos fenotipos aberrantes pueden
ser identificados por citometria de flujo. El uso de anticuerpos monoclonales es

imprescindible en esta técnica (Shook, Coustan-Smith, Ribeiro, Rubnitz, & Campana, 2009).

D) Evaluacion citogenética: convencionalmente requiere células en division, siendo
técnicamente dificil por la presencia de multiples células anormales y patrones de bandeo
cromosémicos complejos. La hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), es mas rapido que
el andlisis citogenético convencional (Diverio et al., 1993). Estos métodos tienen

sensibilidad limitada de aproximadamente 1x10 (Judrez-Veldzquez & Pérez-Vera, 2012).
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E) Evaluacion molecular: la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) es un ensayo
enzimatico, rapido y sensible para detectar rearreglos de genes. Algunas translocaciones e
inversiones son detectadas con alta sensibilidad (10™), por la reaccién en cadena de la

polimerasa acoplada a transcripcién inversa (RT-PCR) (Diverio et al., 1993; T et al., 1994).

1.2.7. SUPERVIVENCIA
A) Pediatricos

En paises desarrollados, como Estados Unidos, donde las mejores herramientas diagndsticas y
los avances en el tratamiento de las leucemias pediatricas han llevado a tasas de curacién entre

el 70y el 85% (Pineiros et al., 2007; Verduzco-Rodriguez et al., 2012).

Recientemente, en paises desarrollados se han reportado para pacientes pediatricos con
LLA supervivencia libre de enfermedad a 5 afios mayores a 90%, por lo que las investigaciones
actuales, predominantemente se han enfocado a determinar los factores que influyen en el
prondstico de supervivencia y recaida (Lépez Facundo et al., 2008; Miranda-Lora et al., 2012).
Estos logros se deben, en parte, a la incorporacidon de servicios y tecnologias que forman parte
de la estructura en el proceso de atencidon de estos pacientes (Miranda-Lora et al., 2012). El
panorama no es precisamente el mismo en México porque se observan mayores cifras de
mortalidad temprana en LLA (incluso 18% contra 1.6 - 4% en paises desarrollados) (Verduzco-
Rodriguez et al., 2012). En estudios similares al nuestro, las cifras de recaidas y supervivencias,
se han relacionado con la presencia de algunos indicadores de pobreza como bajo ingreso per
cdpita y bajo consumo de energia (Lopez Facundo et al.,, 2008). En pacientes con LLA, la
supervivencia promedio posterior a una recaida es de alrededor de 7% al 10% a 5 afios (Ramos-
Penafiel et al., 2010). Los nifos <1 afio con leucemia tienen una muy baja tasa de supervivencia
a 5 afos del 50% o menos. La tasa de supervivencia a 5 afios para los nifios < 1 afio con LMA es
de 40%, similar a lo reportado en ninos mayores (Perez-Saldivar, Mejia-Arangure, Rangel-Lépez,

& Fajardo, 2013b).
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B) Adultos

De forma general, la supervivencia de LLA es en promedio de 20% a 45% a cinco afios, pero
siendo menor en paises en vias de desarrollo. Alrededor del 60% de los pacientes de riesgo alto
al diagndstico, presentaran recaida medular (Ramos-Pefiafiel et al., 2010). La leucemia linfoide
aguda (LLA) en adultos es una neoplasia maligna con pobre prondstico, las tasas de remision
completa (RC) van de 72 a 92% entre las diferentes series. No obstante, esto no se ha reflejado
en la supervivencia global, la cual es aproximadamente de 35% a cinco anos. La supervivencia
global a los 5 afos para los adultos con LMA en los Estados Unidos es un triste 15%. Sin
embargo, ese numero puede variar ampliamente en base a la edad del individuo al momento
del diagndstico, comorbilidades y las caracteristicas Unicas de la LMA de cada individuo (Carlson

& Guzman, 2013).

1.2.8. REMISION Y RIESGO A RECAIDA

Remisidn es la disminucién o desaparicion de los signos y sintomas de la leucemia aguda (LA).
En el caso de la remisidon completa es la desaparicion de todos los signos de LA en respuesta al
tratamiento. Esto no siempre significa que ya se haya curado (Diccionario de cancer, 2013). En
pacientes pediatricos con LLA, la remision completa se sefiala como: a) médula dsea con blastos
menor a 5%, b) biometria hematica con aumento de la concentracion de hemoglobina, un
numero absoluto > 1,500 neutrofilos/uL, una cantidad > 100,000 plaquetas/uL. y ausencia de
blastos en el frotis, c) falta de sintomas atribuibles a leucemia, d) ausencia de signos fisicos
atribuibles de manera indudable a leucemia y e) ausencia de blastos en los frotis de sedimento
de LCR (Rivera-Luna, 2010). La remisién hematoldgica de la LMA, en pacientes pediatricos debe
cumplir los siguientes criterios: 1) menos del 5% de mieloblastos presentes en la médula 6sea,
2) en sangre periférica recuento absoluto de neutrdfilos superior a 1,000 células/uL, y 3) el
recuento de plaquetas en la sangre periférica de mas de 100,000 plaquetas/uL (Carlson &

Guzman, 2013).

El riesgo a recaida se define como la posibilidad de que retorne o no la enfermedad (en este
caso leucemia aguda) con sus sintomas y signos después de un periodo de mejoria del paciente
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(Diccionario de cancer, 2013, Real Academia Espanola. Diccionario de la lengua espafiola,

2001).

1.2.9. FACTORES PRONOSTICO

La supervivencia a largo plazo y curacidon no ha sido Unicamente obra del advenimiento de
nuevas drogas para el tratamiento de la leucemia linfoide aguda (LLA), también es debido a la
identificacion de factores prondsticos. Los cuales de manera directa han influido en Ia

supervivencia libre de enfermedad de estos pacientes (Rivera-Luna, 2000).

Se define como factor prondstico la situacion, afeccidon o caracteristica del paciente que
puede usarse para calcular la probabilidad de recuperacién de una enfermedad o la
probabilidad de que la enfermedad recurra (regrese) (Diccionario de cancer, 2013). Existe una
serie de factores los cuales cada uno de ellos tienen un peso especifico. Es indudable que
muchos de estos parametros prondsticos no pueden efectuarse rutinariamente en muchas
instituciones de la Republica Mexicana en la mayoria de las ocasiones por falta de recursos
financieros para la obtencién del equipo y en algunas por limitacion de personal preparado
para llevar a cabo estas pruebas (Rivera-Luna, 2000). A continuacién se muestran los distintos

factores prondstico asociados con la leucemia aguda (LA):

A) Factores clinicos y epidemioldgicos.

e Edad: el grupo cooperativo Pediatric Oncology Group (POG) y el St. Judes Childrens
Research Hospital, modificaron la edad prondstico y quedd como desfavorable por abajo de
1 afio y por arriba de 10 afios (Mushtaq et al., 2013; Ramos-Pefiafiel et al., 2010; Rivera-
Luna, 2000). Es la principal variable pronostica individual, es decir por si sola afecta el

prondstico (Ramirez-Duarte et al., 2013).
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Género: en 1998, el grupo cooperativo POG después de evaluar a 3,717 pacientes
pediatricos con LLA pre-B demostraron que la supervivencia libre de enfermedad en nifios
fue 38% menor que en las nifias a los 2 y 5 afios del diagndstico. Esta situacion se debe al
riesgo de infiltracion testicular (Lépez Facundo et al.,, 2008; Rivera-Luna, 2000). Otros
estudios corroboran que las LA afectan mas al género masculino (Lépez Facundo et al.,

2008; Quero-Hernandez et al., 2006).

Raza: Algunos grupos cooperativos han llegado a la conclusion que un factor desfavorable lo
constituye la raza negra y los que describen como aquellos de origen hispanico. Estos
autores han concluido que el problema principal estda precisamente en variaciones de la

respuesta a la quimioterapia (Rivera-Luna, 2000).

Estado nutricional: la desnutricién, por si sola, condiciona mayor riesgo de enfermedades
infecciosas y disminuye la tolerancia a la quimioterapia, lo que incrementa el riesgo de
complicaciones secundarias al mismo; ademads, la desnutricion puede estar asociada a un
nivel socioecondmico bajo o pésimo, incrementando el riesgo a enfermedades
infectocontagiosos (Lopez Facundo et al., 2008). Estudios nutricios, indican que el pliegue
cutaneo del triceps y albumina sérica muestran diferencias entre los grupos (Davila-

Rodriguez et al., 2010).

Infiltracidon extramedular (hepatomegalia, esplenomegalia, adenopatia): se presenta como
prondstico desfavorable, este criterio, se va debilitando debido al tratamiento de
guimioterapia mas especifico (Rivera-Luna, 2000). Se menciona que la enfermedad

testicular pone al nifio en mayor riesgo de recaida (Asgarian Omran et al., 2007).

Infiltracidon al SNC: identificado como un factor definitivamente desfavorable (Asgarian
Omran et al., 2007; Coronel Mordan, 2005; Lépez Facundo et al., 2008; Rivera-Luna, 2000).

Quienes padecen infiltraciéon del SNC al momento del diagndstico tienen mayor riesgo de
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fracaso con el tratamiento. La evaluacién de dicha infiltracion es por el analisis de liquido

cefalorraquideo (LCR)(Coronel Moran, 2005).

Factores epidemioldgicos: solo un factor de riesgo ambiental (radiacidn ionizante) se ha
relacionado significativamente con LLA o LMA (Belson, Kingsley, & Holmes, 2007). Han sido
informado los factores que contribuyen para los bajos niveles de supervivencia libre de
eventos y la supervivencia global: numeros altos de muertes tdxicas, el aumento de la tasa
de recaida, el estado nutricional deficiente, malas condiciones socioeconémicas, retraso en

el diagndstico y la falta unidades de cuidados intensivos (Mushtaq et al., 2013).

B) Factores de laboratorio

Cuenta de leucocitos al diagndstico: el grupo cooperativo Childrens Cancer Group (CCG) y
el POG concluyeron que la cuenta de leucocitos totales en sangre periférica al diagndstico
por abajo de 50,000/uL constituye un factor de prondstico favorable (Coronel Moran, 2005;
Mushtaq et al., 2013; Rivera-Luna, 2000; Zwaan & Heuvel-Eibrink, 2011). A diferencia de los

adultos, donde las cifras mayores de 30,000/uL implican un prondstico adverso.

Trombocitopenia (< 30,000/mm?>): se ha considerado como una situacién desfavorable y

condiciona un factor predisponente en la infiltracion al SNC (Rivera-Luna, 2000).

Inmunoglobulinas: los niveles bajos de 1gG al diagndstico se han asociado con una
respuesta deficiente al tratamiento de induccion a la remision. Niveles séricos bajos de IgM

se han correlacionado con una supervivencia libre de enfermedad corta (Rivera-Luna, 2000).

Morfologia médula dsea: se describe a LLA- L1 con pronéstico favorable y la variedad L3 de
mal prondstico. Se define que los ninos que presentan mas de 10% de linfoblastos L2 tienen

un prondstico mas desfavorable que aquellos pacientes con L1 (Rivera-Luna, 2000).
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Respuesta esteroidea: |los corticoesteroides, son utilizados en pre-induccidn, para bloquear
la sintesis de proteinas por accion directa sobre el DNA. En pacientes con LLA, se
administran durante siete dias y al dia +7, se verifica la cuenta de blastos en sangre
periférica; si esta es menor de 1 x 103/uL, se considera como una respuesta favorable a

esteroides (Ramos-Pefiafiel et al., 2010; Rivera-Luna, 2000).

Inmunofenotipo: estudio esencial que ofrece mas un factor prondstico, ademas de un
tratamiento mas racional segun el subtipo de LA. (Rivera-Luna, 2000) La caracterizacion de
las células leucémicas por inmunofenotipo tiene varios objetivos, incluyendo asignacion de
linaje, evaluacion de la maduracion de las células y evaluacidon de las aberraciones

fenotipicas (Asgarian Omran et al., 2007).

indice de DNA: permite medir los linfoblastos que se encuentran en fase S del ciclo celular.
Cuando el indice > 1.16 y existe hiperdiploidia indica buen pronéstico, relacionandose con
una mayor sensibilidad de los agentes quimioterapéuticos fase-especificos. Por el contrario,
el indice de DNA < 1.16 es de prondstico adverso. (Rivera-Luna, 2000) Los pacientes con
fenotipo LLA pre —B tuvieron prondstico desfavorable en cuanto al indice de DNA. (Crist et
al., 1990) Se encontré una mejor respuesta al tratamiento, en pacientes con frecuencia de

células en fase-S > 6.8 (Look et al., 1985).

Enfermedad Minima Residual (EMR): definida como 1 célula maligna en 10,000 células
normales (0.01%), tras finalizar la quimioterapia de induccién a la remision. El término se
refiere, a un bajo grado de enfermedad potencialmente compatible con la recaida de un
paciente que se encuentra en una remision de largo plazo (Juarez-Veldzquez & Pérez-Vera,
2012; Ramos-Pefiafiel et al., 2010). Puede ser identificada tanto por reaccién de cadena de

polimerasa (PCR) como por citometria de flujo (Ramos-Pefiafiel et al., 2010).
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C) Factores citogenéticos y moleculares

Un factor prondstico muy importante son los estudios citogenéticos y las alteraciones

moleculares. Indiscutiblemente el valor predictivo de estos factores se ve anulado si el paciente

permanece en remisidén continua por mas de 24 meses (Rivera-Luna, 2000).

Alteraciones numéricas: las modificaciones en el nimero de cromosomas se asocian como
factores favorables (Dorantes-Acosta et al., 2013). Existe un grupo de bajo riesgo
caracterizado por el cariotipo hiperdiploide, entre 51 a 65 cromosomas. Muestran mejor
respuesta a la quimioterapia, sobre todo al metotrexato. Esto se ha explicado tanto por la
mayor acumulacién de poliglutamatos de metotrexato con mayor nimero de cromosomas,
como por la mayor proporcion de células en fase S que, ademas, tienen una marcada
tendencia a la apoptosis espontdnea, como se ha demostrado en cultivos celulares. Se

asigna un alto riesgo al cariotipo hipodiploide (Verduzco-Rodriguez et al., 2012).

Alteraciones cromosdmicas: en LLA, las translocacion t(12;21) (p12;922) condicionan la
fusion del gen TEL y AML 1 asociandose con un buen prondstico. Las translocaciones t(8;14),
t(1;19), 1(9;22), y t(4;11) son alteraciones de muy mal prondstico (Dorantes-Acosta et al.,
2013; Ramos-Pefafiel et al., 2010; Rivera-Luna, 2000; Varma & Naseem, 2011; Verduzco-
Rodriguez et al., 2012). Las alteraciones citogenéticas en LMA asociadas con un prondstico
favorable son Inv(16)(p13922), t(8;21)(g22;922) y t(15;17) (922;g12); mientras que las
alteraciones en el 11923, t(6;9), t(9;22), -7, -5/del(5q) e Inv(3) estan asociadas a un pobre
prondstico (Duque- Sierra et al., 2006; Neuhoff et al., 2010; Varma & Naseem, 2011; Zwaan
& Heuvel-Eibrink, 2011).

Sindrome de Down (SD): también llamada trisomia 21, tienen un marcado incremento, de
10 a 20 veces mayor a la poblacién en general, en la frecuencia de leucemias linfoides. El
prondstico en los nifios con SD y LLA es menos favorable que el de la poblacién sin SD, en
parte debido al incremento de la toxicidad, que se manifiesta por eventos de mucositis,

infecciones y muerte durante la quimioterapia. Esta toxicidad se ha relacionado con el

Caracterizacion inmunofenotipica, citogenética y celular de pacientes con leucemia aguda. | YDHM



Maestria en Ciencias de la Salud Pagina |-22-

aumento de los efectos del metotrexato, debido al exceso de actividad del transportador de
folatos, codificado por un gen localizado en el cromosoma 21. Actualmente se sabe que el
mal prondstico es debido a la baja prevalencia de alteraciones citogenéticas de prondstico
favorable (Palomo-Colli et al., 2013). Los nifios con SD tienen un mayor riesgo (aprox. 150

veces) de desarrollar leucemia mieloide (Zwaan & Heuvel-Eibrink, 2011).

e Biologia molecular: hace posible detectar por reaccion en cadena de la polimerasa acoplada
a la retrotranscriptasa (RT-PCR), tanto de genes fusionados (BCR-ABL, TEL-AML1, E2A-PBX1,
AML1-ETO, PML-RARa, CBFB-MYH11) como de rearreglos Ig/TCR, con una sensibilidad de
1x10™* hasta 1x10°® (Coronel Moran, 2005; Juarez-Caballero, Cabrera-Muiioz, Gallegos-

Castoreia, & Muiiiz-Ronquillo, 2007; Zwaan & Heuvel-Eibrink, 2011).

1.3. CITOMETRIA DE FLUJO

En las leucemias agudas, la citometria de flujo es utilizada para detectar los antigenos de
superficie de células leucémicas con anticuerpos monoclonales conjugados con diferentes
fluorocromos o sustancias fluorescentes (Saxena & Anand, 2008). El diagndstico por citometria
se caracteriza por ser interpretativo pues es necesario explicar el significado de dicho resultado
y por combinar patrones ya que une rasgos esenciales de los graficos (regiones, cuadrantes e
intensidad de la expresion del antigeno unido al anticuerpo conjugado con el fluorocromo)
(Wakui et al., 2008). La sensibilidad de la citometria de flujo es de 1x10™ a 10, es decir detecta
1 célula maligna en 1,000 o hasta en 10,000 células normales (Coustan-Smith et al., 2002;

Judrez-Veldzquez & Pérez-Vera, 2012).

1.3.1. FUNDAMENTO

La citometria de flujo mide simultdaneamente y analiza multiples caracteristicas fisicas de las
células, a medida que fluyen las células a través de un haz de luz. Las propiedades medidas

incluyen el tamafio, granularidad o complejidad y la intensidad de fluorescencia. Un citdmetro
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de flujo se compone de tres sistemas principales: de fluidos, dptico y electrénico (figura 4)

(Givan, Melamed, & Shapiro, 2000).

células en suspension

Detectores
4 fluorescencia

] | Espejo
dicroico l

Laser

Lente | Barade Detector luz
condensador (% obturacidn dispersada
" Sisterna de
infarmatizacian

Figura 4.- Esquema de citémetro de flujo. Tomado de

http://www.revistaciencias.com/publicaciones/EEEFUFVpEViYvxbfZt.php

El sistema de fluidos inyecta la muestra en un flujo que lleva cierta presién (LO, MED, Hl), las
células pasan por un pequeiio orificio. Las células seran incididas por un laser, que producira
una dispersidon o desviacidn de la luz laser, dando origen a las sefiales SSC y FSC, ademas de la
emisiéon de fluorescencia. La medida en que esto ocurre depende de las propiedades fisicas de
una célula: su tamafio y complejidad. La luz dispersada hacia adelante o frontal (FSC) es
proporcional al drea de superficie celular o tamafio. La Luz lateral dispersa (SSC) es proporcional
a la granularidad o complejidad. El sistema de déptico consiste en un laser, una serie de filtros
Opticos, espejos y detectores de sefiales (fotomultiplicadores y fotodiodos). Después de haber
sido incidida la célula, las senales SSC y la fluorescencia emitida se desvian a los tubos
fotomultiplicadores (PMT- SSC, PMT- FL1, PMT- FL2, PMT- FL3, PMT-FL4, etc.) y las sefales FSC
son recogidas por un fotodiodo. Todas las sefiales se encaminan a sus detectores a través de un
sistema de espejos y filtros de luz. El sistema electrénico convierte las sefiales de luz detectadas
en sefiales electrénicas que pueden ser procesados por la computadora. Los datos recogidos de
cada célula o evento, son almacenados en el ordenador para ser analizados por subpoblaciones

por medio de graficos distintos (Givan et al., 2000).
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Un fluorocromo o compuesto fluorescente absorbe energia de la luz en un rango de
longitudes de onda caracteristica. Esta absorcidn de la luz hace que un electron del fluorocromo
se eleve a un nivel de energia mas alto. Esta transicidén de la energia se denomina fluorescencia.
Mas de un fluorocromo se puede utilizar simultdneamente si cada uno se excita a una misma
longitud de onda y si las longitudes de onda pico de emisidn no son muy cerca uno del otro. La
combinacion de isotiocianato de fluoresceina (FITC) y ficoeritrina (PE) responde a estos
criterios. La cantidad de sefial fluorescente detectada es proporcional al nimero de moléculas
de fluorocromo unidas a la célula. Cuando un fluorocromo se conjuga con un anticuerpo
monoclonal, se puede utilizar para identificar un tipo de célula particular sobre la base de los

marcadores de superficie antigénicos individuales de la célula (Givan et al., 2000).

1.3.2. ANTICUERPO MONOCLONAL

Los anticuerpos son glucoproteinas mediadoras de la inmunidad humoral, estos inician sus
efectos al unirse a los antigenos. Los anticuerpos monoclonales, identificados por Georges
Kohler y Cesar Milstein, son anticuerpos especificos frente a un determinante antigénico. Es
decir, son anticuerpos que se producen de lineas celulares llamadas hibridomas. Estds células o
hibridomas son seleccionadas especificamente (segun el anticuerpo que se requiera), cuentan
con la caracteristica de ser inmortales, pues se producen a partir de una fusién celular
(hibridacion celular somatica) entre una célula B normal productora de anticuerpos y una linea
de mieloma. Entre las aplicaciones de los anticuerpos monoclonales esta la identificacion de los
marcadores fenotipicos Unicos de un tipo celular particular, en este caso células leucémicas.
Actualmente existen varios cientos de anticuerpos que se han asignado en contra de grupo de
diferenciacién (CD) o antigeno para el diagndstico de diferentes tipos de leucemia (Abbas,
Lichtman, & Pillai, 2012; Asgarian Omran et al., 2007; Machado, Téllez, & Castafio, 2006). En el

anexo A, se encuentran los anticuerpos monoclonales, el tipo de célula y el antigeno.
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La utilidad en la tipificacion celular a través del antigeno CD45 se basa en que es una
proteina expresada de manera constitutiva en todas las células hematopoyéticas, que
incrementa su densidad en los estadios finales de la hematopoyesis en los diferentes linajes
celulares leucocitarios y permanece de manera estable en células maduras. Por otro lado, las
células eritroides y las plaquetas pierden la expresiéon de este antigeno a lo largo de la
diferenciacion. Se sabe que la intensidad de expresiéon de CD45 no es la misma en todos los
glébulos blancos normales, que en las diferentes neoplasias hematoldgicas, situacion que
contribuye a la distincién entre los diferentes tipos celulares y la identificacion de las

poblaciones (Gerardo Collino, Rodriguez, Sastre, Heller, & Fernandez, 2006).

1.3.3. INMUNOFENOTIPO DE LA LEUCEMIA AGUDA

A) Inmunofenotipo aberrante
La caracterizacion inmunofenotipica de los blastos leucémicos permite detectar alteraciones en
la expresiéon de antigenos. En general, estos inmunofenotipos aberrantes pueden ser: 1)
infidelidad de linaje o coexpresién de antigenos asociados a otro linaje, 2) ausencia de
expresion de antigenos especificos de linaje, 3) sobreexpresion, menor expresion o expresion
parcial de cierto antigeno por célula, 4) asincronismo madurativo en el cual antigenos de
estadios inmaduros son co-expresados con antigenos presentes en estadios mas maduros, 5)
fenotipo ectdpico o presencia de células con fenotipo no presente en ese tipo de muestra en
condiciones normales y 6) caracteristicas anormales de tamafio y complejidad interna de la
poblacién celular. El anexo B, muestra los resultados obtenidos en el estudio 364 pacientes
adultos con leucemia aguda de diferentes hospitales del Gobierno de la Ciudad de Buenos Aires
gue dichas muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Inmunologia de la Unidad de
Inmunologia e Histocompatibilidad del Hospital General de Agudos Dr. Carlos G. Durand (Novoa

et al.,, 2013).
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B) Leucemia Linfoide Aguda (LLA)

El Grupo Europeo para Caracterizacion Inmunoldgico de Leucemias (EGIL) publicd en 1995, el
perfil inmunofenotipico de la leucemia aguda. En la practica, cada laboratorio puede
seleccionar un panel de anticuerpos en funcidn de la carga de trabajo (Juarez-Veldzquez &
Pérez-Vera, 2012). Las tablas 7 y 8 muestran el perfil inmunofenotipico de la LLA de estirpe By

T.

Tabla 6.- Perfil inmunofenotipico de leucemias linfoblasticas de estirpe B (EGIL)

CD22. CD19 CD79a (CD34 CD10 Tdt CD22, CD20 CD38 CD45 Cu |Ig;

Pro B + + + + - + + - ++ + - -
(E-1)

Pre B temprana + + + + ++ + + + + + - -
(E-11)

Pre B + + + - + + + + + + + -0t
(E-111)

B madura + + + - + + + + + + - +
(E-1V)

C, citoplasmatica. S, superficial. Tomado de Ortufio Giner & Orfao, 2002

Tabla 7.- Perfil inmunofenotipico de leucemias linfoblasticas de estirpe T (EGIL)

CD3. CD3s CD7 CDla Tdt CD2 CD5 CD4/CD8

ProT + - + - +0 % - - -/-
(E-N)

PreT + + + - +0 % + + /-0 +/+
(E-I1)

T cortical + + + + + + + +/+
(E-1)

T madura + + + - to0- + + +/-0-/+
(E-IV)

C, citoplasmatica. S, superficial. Tomado de Ortufio Giner & Orfao, 2002

Algunos marcadores se han asociado con un pobre o buen prondstico. La falta de
expresion del CD10 es de prondstico pobre; la negatividad de CD10 en menores de dos afios da

resultados precarios. Aunque en otros estudios no se encontré diferencia estadisticamente
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significativa entre reactividad o no al CD10 en nifios con LLA pre B (Coronel Moran, 2005). La
expresion de CD34 se relaciona con buen prondstico en pacientes LLA-B, la frecuencia de CD34
es mayor en pacientes con LLA-B(71-7%) que en pacientes con LLA-T (31.3%) (Tong, Zhang,
Chunwei, Zhuogang, & Huang, 2010). La expresion de CD20 y CD38 se consideré6 como
informativa para la busqueda de anormalidades genéticas comunes en la LLA-B (ver anexo C)

(Piedras, Barrales Benitez, & Lopez Karpovitch, 2000).

C) Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

El perfil inmunofenotipico de las leucemias agudas no linfoblasticas incluidas en la clasificacion
FAB sin alteraciones citogenéticas especificas se presenta en la tabla 8 y con alteraciones
citogenéticas especificas en la tabla 9. Los subgrupos de LMA con anomalias genéticas

recurrentes se muestran en el anexo D.

Tabla 8.- Perfil inmunofenotipico de las LMA sin alteraciones citogenéticas especificas.

MO M1 M2 M4 M5a M5b M6 M7

+ + -

MPO
CD13
CD34
CD33
Cb117
HLA-DR
CD15 - -
CDh14 - - -
CD4 -0 -ot -
CD11b - -0t
CD2 -0t - -
Ccb7 -0t - -
Tdt to+ -0t -
Cb71 t t
CD41a - - -
CD42b - - - - - -
CDh61 - -
CD56 - - -0t o0+ fo0+ -0% - -

+ o+
+ +
I+

+ + O O
I+

to+ +

o

+ + o O
+
+

+0- +

+ +
I+

I+

1

I+
I+

+
o
+
O+ I+
+ O O O 0 O + + + O + + + +
+ + H+ O +
+ 4+ + O +
1
1

I+
I+
'
'

+ + + 4+ 4+
1
1
1
1

'
I+
I+

+ + +H+° -

I+

+ + + O

-0t -0t -0t +

® En la fracciéon de blastos mieloides; ® en megacarioblastos; © en elementos de serie eritroide; den
megacarioblastos. Tomado de Ortuiio Giner & Orfao, 2002.
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Tabla 9.- Perfil inmunofenotipico de las LMA con alteraciones citogenéticas especificas.

M2t(8;21) M3t(15;17) M4EoInv(16)  t(9;22)° -5/5q- -7/79- 3q21-q26 11923  t(10;11)°

MPO + + + + + + + +
CD13 to+ + + + + + to- -
CD34 + t0—(M3v+) + + + + to+

CD33 + to+ + + + + + +
CD117 + to- + to-

CD65 + + + to- to- + + +
HLA-DR + +0- + +

CD15 + + + + +

CD14 - - to+ + to- - to-

Cb4 - - to+ +

CD11b + to+ + to- +

CD38 +
CD2 - + to+ to- - to+ to- to-

CD19 + - - to+ - to+ to- to-

CD56 to+ to- to- to- to- to- to-

® Leucemia aguda mieloide de novo, I°t(10;11) con morfologia M2 y M5; © débil; M3 y M3v. Tomado de Ortuiio
Giner & Orfao, 2002.
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2. JUSTIFICACION

La leucemia aguda representa un problema de salud publica por ser la principal neoplasia
maligna que afecta a pacientes pedidtricos y ocupar un lugar importante entre las causas
de mortalidad en México. En los hospitales del sector salud de Michoacan, la incidencia de

la leucemia aguda también ha ido en aumento.

El desenlace terapéutico del paciente con leucemia aguda depende de muchos factores
como son la edad al momento del diagnéstico, el subtipo de leucemia, las caracteristicas
clinicas, las caracteristicas fenotipicas y moleculares de la clona leucémica. Por esta razon, a
los pacientes con leucemia aguda se deben de estudiar estos factores para determinar el
prondstico de vida, pues en la actualidad el tratamiento depende de esta informacion.
Asimismo, la disminucidn de la carga tumoral en las primeras fases de tratamiento, dicta el
comportamiento de la evolucion de la enfermedad: control o riesgo potencial de
fallecimiento. En el presente trabajo se pretende analizar las caracteristicas celulares de la
clona leucémica, las caracteristicas clinicas del paciente y su respuesta al tratamiento.
Actualmente, se sabe que ciertos factores del paciente influyen en la eficacia del
tratamiento. En Michoacan se desconocen muchos de los factores biolégicos del paciente
con leucemia que se pueden asociar al control de la enfermedad; por lo que consideramos
de suma importancia contar con esta informacién para el mejor tratamiento y potenciar la

cura de los pacientes.
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3. HIPOTESIS

Las caracteristicas clinicas y celulares de la clona leucémica, son determinantes en el desenlace

de los pacientes.

4. OBIJETIVOS

4.1. GENERAL

Analizar las caracteristicas clinicas, celulares, citogenéticas e inmunofenotipicas de los

pacientes con leucemia aguda.

4.2. ESPECIFICOS.

A. Caracterizar fenotipicamente a la leucemia aguda mediante el inmunofenotipo.

B. Analizar la informacion de la expresion citogenética, ciclo celular e indice de DNA de las

células leucémicas.

C. Determinar la frecuencia de las variables: demograficas, clinicas y bioquimicas.

D. Evaluar los factores de riesgo a recaida: cuenta de leucocitos, edad, género, infiltracidn al
sistema nervioso central (SNC), infiltracion extramedular, indice de DNA, inmunofenotipo,

enfermedad residual (EMR), respuesta esteroidea y factores citogenéticos.

E. Asociar la evolucion del paciente con los factores prondstico.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. UNIVERSO DE TRABAJO

Pacientes de los servicios de Hematologia y Oncologia de los hospitales: Hospital General
Regional No. 1 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), Hospital General Vasco de
Quiroga del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE),
Hospital Infantil de Morelia Eva Sdmano de Lopez Mateos y Hospital General Dr. Miguel Silva de

la Secretaria de Salud. Todos pertenecientes al estado de Michoacan.

5.2. MUESTRA BIOLOGICA

Se incluyeron 92 muestras de médula désea y/sangre periférica de pacientes pediatricos y
adultos con diagndstico de leucemia aguda que ingresaron a dichos sitios de estudio durante el
periodo de Noviembre del 2010 a Agosto del 2013. Todos los pacientes o tutores que aceptaron

participar en el estudio firmaron la hoja de consentimiento informado (Anexo E).

5.3. DISENO DEL ESTUDIO

Longitudinal, prospectivo y observacional.
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5.4. CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes con diagndstico de LA de novo

e Sin tratamiento previo de quimioterapia

5.4.1. CRITERIOS DE NO INCLUSION
e Pacientes con tratamiento.

e Muestras de pacientes con hemolisis, cantidad insuficientes o presencia de coagulo.

5.4.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes a los que se les suspendid el esquema de tratamiento o abandonaron el

tratamiento de quimioterapia.

5.5. ESQUEMA DE TRABAJO

Pacientes con Obtencién de Adquirir muestra

diagnéstico X ) Realizar tefiida en el
médula dsea o . S L
probable de . inmunotincién citémetro de
- sangre periferica. .
leucemia aguda. flujo.
L Analizar los
Recoleccién de o e
. . Clasificar la graficos y
Analizar datos. datos clinicos de . .
leucemia aguda. caracterizar el

cada paciente. inmunofenotipo

Figura 5.- Esquema de trabajo general.
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5.6. PROCEDIMIENTOS

5.6.1. RECOLECCION DE DATOS CLiNICOS

A partir de una valoracion clinica por los médicos correspondientes de cada hospital, se
obtuvieron los siguientes datos: edad, género, signos, sintomas, talla, peso, respuesta
esteroidea, infiltracion al SNC, infiltracion extramedular, lugar de origen, edad de los padres y

trabajo de los padres.

5.6.2. ESTUDIOS DE LABORATORIO

Los estudios de laboratorio que se realizaron a los pacientes fueron: indice de DNA,
enfermedad minima residual (EMR), cariotipo, biometria hematica (hemoglobina, cuenta de
leucocitos, plaguetas), quimica sanguinea (glucosa, urea, creatinina, acido urico, bilirrubina,
deshidrogenasa lactica), pruebas de coagulacién (TP, TPT, fibrindgeno), morfologia en médula

Osea y sangre periférica. Los datos de estos resultados se obtuvieron del expediente clinico.

5.6.3. CARACTERIZACION DEL INMUNOFENOTIPO POR CITOMETRIA DE FLUJO

A. Inmunotincion

Se utilizaron dos tipos de inmunotinciones: inmunotincion de antigenos de superficie e

inmunotincion intracelular.

La inmunotincién de antigenos de superficie fue empleada para detectar las proteinas
de la membrana externa de las células mediante la combinacidn de los anticuerpos
monoclonales: anti-CD3 FITC, anti-CD2 PE, anti-CD5 FITC, anti-CD7 PE, anti-CD10 FICT, anti-
CD11b PE, anti-CD13 PE, anti-CD14 PE, anti-CD15 FITC, anti-CD19 PE-Py5 (PC5), anti-CD20 PE,
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anti-CD22 PE, anti-CD33 PE, anti-CD34 FITC, anti-CD38 FITC, anti-CD41a FITC, anti-CD42b PE,
anti-CD45 PC5, anti-CD64 FITC, anti-CD71 FITC, anti-CD117 PE y Anti-HLA-DR PE (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, EUA), de acuerdo a la tabla 10. En cada tubo se colocaron 300,000
leucocitos de la muestra de médula dsea o sangre periférica anticoagulada con EDTA, se
adicionaron los anticuerpos utilizando 4uL de cada anticuerpos excepto para el anti-CD45 PCS5,
del cual se adicionaron de 1 a 2ulL, se llevd a un volumen final de 100 pl con solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS) y se incubd durante 15 min a temperatura ambiente en
oscuridad. Luego se agregaron 500 pL de solucidn de lisis de eritrocitos (NH;Cl 0.144 M, KHCO;
10 mM, EDTA 1mM pH 8.0), se incubd durante 15 min a 4°C y se centrifugd a 1,500 rpm
durante 5 min. El botdn celular se lavd dos veces resuspendieron las células con 500 uL de PBS y
centrifugando durante 5 min a 1500 rpm. Finalmente, las células se resuspendieron con 300 pL

de PBS y 50 uL de formaldehido al 1%.

La inmunotincidon intracelular se empled para tefir marcadores antigénicos del
citoplasma o nucleares, empleando los anticuerpos monoclonales: anti-MPO FITC, anti-CD79a
PE, anti-Tdt FITC y Anti-IlgM FITC (Becton Dickinson, Franklin Lakes, EUA). El procedimiento se
realizé de la siguiente forma: se colocaron 600,000 leucocitos de médula 6sea o sangre
periférica anticoagulada con EDTA, se adicionaron 500 pL de solucion de lisis de eritrocitos
(NH4Cl 0.144 M, KHCO3; 10 mM, EDTA 1mM pH 8.0) y se incubaron durante 15 min a 4°C en
oscuridad. Se obtuvo el botdn celular centrifugando la muestra a 1,500 rpm durante 5 min, se
adicionaron 200 L de solucidn de permeabilizacién 2 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, EUA),
se incubd durante 10 min a temperatura ambiente en oscuridad. Luego, las células se lavaron
agregando 2,000 pL de PBS y centrifugando a 1500 rpm durante 5 min. En seguida, se
adicionaron los anticuerpos de acuerdo al tabla 10 (10 puL de cada anticuerpo) y 200 uL de PBS,
se incubdé durante 30 min a temperatura ambiente, en oscuridad. Se realizé un lavado con 500
uL de PBS centrifugando a 1500 rpm durante 5 min. Finalmente, el botdn celular se resuspendid

en 500 uL de PBS y 50 uL de formaldehido al 1%.
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Diagndstico probable

No. de Tubo
LA LLA LMA
1 Células * Células * Células *
2 CD3 CD3 CD3
3 CD2 CD2 CD2
4 CD45 CD45 CD45
5 CD5/ CD7/ CD45 CD34/ CD13/ CD45 CD10/ CD33/ CD45
6 CD34/ CD22/CD19 CD15/ CD117/ CD45 CD34/ CD22/ CD19
7 CD10/ CD33/ CD45 CD38/ CD11b/ CD45 CD38/ Anti HLA- DR/ CD45
8 CD38/ Anti HLA- DR/ CD45 CD20/ Anti HLA- DR/ CD19 CD20/ CD13/CD45
9 CD20/ CD13/ CD45 CD71/ CD14/ CD45 CD5/ CD7/ CD45
10 CD15/ CD117/ CD45 CD41a/ CD42b/ CD45 Unicamente células *
11 CD71/ CD14/ CD45 Unicamente células * IgM/ CD79a
12 CD64/ CD11b/ CD45 MPO/ CD79a Tdt
13 Unicamente células *
14 MPO/ 792
15 IgM

*Los tubos tiene Unicamente células, sin anticuerpos.

Caracterizacion inmunofenotipica, citogenética y celular de pacientes con leucemia aguda. | YDHM



Maestria en Ciencias de la Salud Pagina |-36-

B. Adquisicidon de la muestra y analisis de los graficos de puntos.

Se adquirieron 10,000 eventos de cada tubo inmuno-tefiido en el Citdmetro de Flujo
FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, EUA) Se usé el programa CellQuest (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, Estados Unidos). Cada tubo del panel de anticuerpos empleados nos
genero 4 graficos de puntos diferentes. Una vez adquirida la muestra, se realizo el analisis de

los graficos de puntos como se describe a continuacion:

1) El grafico de la figura 6 de puntos A y B nos muestran las células adquiridas, segiin tamafio
(FSC) y complejidad (SSC) de la célula. A partir de este grafico se selecciona la region 1 (R1), las

cuales son nuestras células de interés.

lymphocytes B)

Figura 6.- Plot de adquisicion de células leucémicas. A) Distribucidn celular de las poblaciones leucocitarias B)
Representacion esquematica (tomado de ilustraciones de manuales Becton Dickinson®)

2) La figura 7 se graficé tomando como base la regién R1, cada “plot” o grafico de puntos esta
dado por la presencia o ausencia del marcador CD45 (leido en el detector FL3- PMT) contra la
complejidad celular (SSC). De este grafico se selecciona la regién 2 (R2), la cual nos identifica a

los blastos presentes en la muestra.
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RBC procursors r,ﬁ;‘atugm :
D45

Figura 7.- Identificacion de los blastos. C) Distribucion celular de acuerdo a la expresion de CD45 y complejidad

celular D) Representacion esquematica (tomado de ilustraciones de manuales Becton Dickinson®)

3) La figura 8 ilustra la regién R2 graficada en cuadrantes, segun la expresion de los marcadores
antigénicos. Es decir para el detector FL1-PMT observamos el resultado de los antigenos unidos
al anticuerpo con fluorocromo FITC y para el detector FL2-PMT se presentan las células que se
unieron al anticuerpo marcado con el fluorocromo PE. De los cuadrantes que tenemos, en el
caso del ejemplo grafico (Fig. E): UL nos representa las células positivas Unicamente para el
marcador CD2 y negativas para CD3. De esta manera se dice que la presencia o ausencia de las

células segun el cuadrante es positivo, negativo o doble positivo para el anticuerpo monoclonal.

C. Asignacion del inmunofenotipo.

La manera de asignar el inmunofenotipo es dando como positivo aquel marcador que se
encuentre en al menos 20% células. Una vez sabiendo que marcador es positivo, se comparo
con los inmunofenotipos caracteristicos de cada subtipo de leucemia aguda (Tablas del 7 al 10)

y se establecio el diagnéstico.
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Figura 8.- Plot para determinar el porcentaje de células leucémicas positivas para un marcador (CD). C)
Distribucidn celular en relacién a la expresion del marcador antigénico unido al anticuerpo con su respectivo
fluorocromo D) Representacion esquematica (tomado de ilustraciones de manuales Becton Dickinson®)

5.7. ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizo estadistica descriptiva utilizando medidas de tendencia central (media) y medidas de
dispersién (desviacién estandar). Para andlisis de la relacion entre las variables se empled la
prueba no paramétrica de Chi- cuadrado de Pearson. En todos los casos se considerd
significativo un valor de p<0.05. Se utilizd el programa estadistico SPSS (software IBM

SPSS) version 18 (PASW Statistics 18.0, Quarry Bay, Hong Kong) para Windows.

5.8. CONSIDERACIONES ETICAS.

Los pacientes incluidos en el estudio firmaron una carta de consentimiento informado, en el
caso de los pacientes adultos y en cuestidon de los pacientes pediatricos la carta fue firmada por
el tutor. Ademas el médico encargado les explicd en qué consistia dicho estudio. Para el estudio
se hizo uso de la misma toma de muestra de médula dsea que usan para el propio diagndstico
de la enfermedad y su vigilancia clinica durante su estadia en el hospital. Los aspirados de
médula ésea lo realizaron los médicos de base adscritos al servicio, con medidas necesarias

para prevenir cualquier complicacién.
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6. RESULTADOS

Objetivo A. Caracterizacion fenotipica de la leucemia aguda (LA) mediante el analisis del

inmunofenotipo.

De las 92 muestras estudiadas 24 (26.1%) correspondieron a pacientes adultos y 67 (74.9%) a
pacientes pediatricos.

A) Pacientes adultos
Los casos de pacientes adultos se distribuyeron asi: 17 casos (71%) presentaron fenotipo de
linaje mieloide compatible con la leucemia mieloblastica aguda (LMA), 6 (25%) fenotipo linfoide
B compatible con la leucemia linfoblastica aguda (LLA-B) y 1 (4%) fenotipo linfoide T compatible
con la leucemia linfoblastica T (LLA-T). El fenotipo de las leucemias agudas en adultos se

muestra en la tabla 11.

Las células leucémicas de LLA-B expresaron HLA-DR, CD19, CD22 y CD38 en todos los casos,
mientras que CD20, CD10 y CD79a se encontraron en 67% de los casos y CD34 en 60%. Hubo
infidelidad de linaje en un 20% con el marcador CD5 y un 60% con CD13. Segun los patrones
inmunofenotipicos 2/6 (33%) fueron caracterizados como LLA pre B temprana, 2/6 (33%) como
LLA pre By 2/6 (33%) como LLA de estirpe B sin poderse subclasificar. Se hallé una diferencia

estadisticamente significativa para el marcador HLA- DR (p= 0.015)(Tabla 11)

El 94% de los casos de LMA expresaron CD33 y CD13, 33% de CD14, 73% de CD15, 82% de
CD117, 78% de MPO y 35% de CD34. La coexpresiéon de marcadores linfoides o infidelidad de
linaje fue de CD2 20%, CD3 20%, CD19 31% y CD10 17%. La frecuencia de fenotipos compatibles
con LMA-M1 fue de 1/17 (6%), LMA- M2 de 5/17 (29%), LMA- M3 de 6/17 (35%), LMA-M4 de
4/17 (24%) y LMA-M5 de 1/17 (6%). Se encontrd diferencia estadisticamente significativa para
los marcadores CD14 (p = 0.013) y CD33 (p= 0.015) (Tabla 11).
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El Unico caso de LLA-T expresd los marcadores CD2, CD3, CD5, CD7 y CD34. Presentd
infidelidad de linaje con los marcadores CD19, CD20 y CD22. Y de igual manera se encontrd una

diferencia estadisticamente significativa para CD3 (tabla 11).

Al realizar el analisis estadistico de |la expresion de los marcadores, se encontré diferencias

estadisticamente significativas en los marcadores HLA-DR, CD3, CD14, CD33 (tabla 11).

Tabla 12.- Inmunofenotipo de pacientes adultos con Leucemia Aguda.

LLA (n/total) LMA (n/total) Valor® Significancia
X2 X2
Marcador T B PreBTemp. PreB M1 M2 M3 M4 M5
CD45 /1 2/2 2/2 2/2  1/1 4/4 4/5 3/4 1/1 3.245 N.S.
CD34 /1 1/2 1/1 1/2 o/1 2/4 1/4 2/3 1/1 5.295 N.S.
CD2 1/1 0/1 0/2 0o/1 0/1 1/4 2/5 0/4 0/1 7.812 N.S.
CD3 1/1 0/1 0/2 0/1 0/1 0/4 0/5 0/4 0/1 20.000 0.010%*
CD5 /1 1/2 0/2 0/2 - 0/1 - 0/1 0/1 6.875 N.S.
CD7 1/1 0/2 0/2 0/2 0/2 1/1 - 0/1 0/1 10.000 N.S.
CD11b - - - o/1 1/1 3/5 1/5 3/3 1/1 7.873 N.S.
CD13 0/1 0/1 2/2 1/2 1/2 3/5 e6/6 3/3 1/1 12.320 N.S.
CD14 - 1/1 - 0/2 0/1 0/5 1/5 4/4 - 14.400 0.013*
CD15 - - - 1/2 o0/1 5/5 2/5 3/3 1/1 8.812 N.S.
CD33 0/1 0/1 0/2 1/2  1/1 4/4 5/5 4/4 - 17.333 0.015*
CD41a - - - - - 1/3 0/4 - 0/1 1.905 N.S.
CD64 - - - 0/2 0/1 0/1 0/2 0/1 - - &
CD42b - - - - - 0/3 0/4 - - - &
CD117 - - 0/1 0/2 1/1 5/5 5/6 3/4 0/1 12.460 0.052
CDh71 - - - 1/1 0/1 5/5 3/5 2/3 1/1 6.044 N.S.
MPO - - - 0/2 0/1 3/4 4/4 - - 7.759 0.051
HLA- DR /1 2/2 2/2 2/2 0o/1 5/5 0/5 2/3 1/1 18.927 0.015%*
CD19 /1 1/1 2/2 2/2  0/1 2/4 2/4 0/3 0/1 10.078 N.S.
CD20 /1 2/2 1/2 1/2 - 0/1 - 0/1 0/1 6.000 N.S.
CD22 /1 1/1 2/2 2/2 - 0/1 0/1 0/2 0/1 11.000 N.S.
CcD10 0/1 1/2 Y 2/2 - 0/2 - 1/3 0/1 5.958 N.S.
CD38 0/1 1/1 2/2 2/2 1/1 4/5 2/5 1/3 1/1 9.000 N.S.
CD79a 0/1 - Y 2/2 - 0/4 2/4 - - 6.663 N.S.
Tdt 0/1 - 0/1 1/1 - - - - - 3.000 N.S.
IgM 1/1 - 0/2 2/2 - - - - - 5.000 N.S.

LLA, leucemia linfoide aguda. LMA, leucemia mieloide aguda.

" Cantidad de casos del total analizado

¢ Chi- cuadrado

NS No significativo.

&No se calculé ningun estadistico porque el marcador es una constante.
*P < 0.05 (cifra estadisticamente significativa).
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B) Pacientes pediatricos
Los 68 casos de los pacientes pediatricos se distribuyeron de la siguiente forma: 49 (72.1%)

fueron de estirpe B, 4 (5.8%) de células Ty 15 (22.1%) de estirpe mieloide (Tablas 12 y 13).

B.1.- LLA de estirpe B
Los casos de LLA de estirpe B se subclasificaron inmunofenotipicamente asi: 3/49 (6.1%) LLA
pro-B, 16/49 (32.6%) LLA pre-B temprana y 29/49 (59.1%) LLA pre-B. Los marcadores CD19,
CD20, CD22, CD79a, CD10 e IgM (inmunoglobulina citoplasmatica) tuvieron una diferencia
estadisticamente significativa. En 41/49 (83.6%) de los casos presentaron una o mas aberracion
fenotipica (Tabla 4). Todos los casos expresaron CD79a y CD38, CD19 y CD22 en 48/49 (97.8%),
CD10 en 46/49 (93.9%), IgM en 29/49 (61.7%) y CD20 en 14/45 (31.1%), (Tabla 12).

B.2.- LLA de células T
Los casos de LLA-T mostraron fenotipicamente los marcadores CD2, CD5, CD7 en todos los
casos, CD3 sdlo 1/4 (25%) y CD38 en 3/4 (75%) (Tabla 13). Entre los fenotipos no existié
infidelidad de linaje, pero sin embargo hubo ausencia de expresién de marcadores de linaje

especifico en todos los casos (Tabla 14).

B.3.- Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA)
Los casos de LMA se distribuyeron de la siguiente forma: 2/15 (13.3%) LMA-MO, 1/15 (6.6%)
LMA-M2, 4/15 (26.6%) LMA- M3, 2/15 (13.3%) LMA- M4, 5/15 (33.3%) LMA- M5y 1/15 (6.6%)
LMA- M7. En las células de LMA se encontré la expresion de CD13 y CD33 en 13/15 (86.6%),
MPO en 11/14 (78.5%), CD14 en 5/14 (35.7%), CD15 en 8/15 (53.3%), CD117 en 11/15 (73.3%)
(Tabla 13). Todos los casos presentaron fenotipo aberrante, (Tabla 14). Se tuvo una diferencia

estadisticamente significativa para los marcadores CD13, CD33 y CD41.
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Tabla 12.- Inmunofenotipo de pacientes pediatricos con leucemia linfoide aguda (LLA).

LLA (n/total) Valor ° Significancia
X2 X2
Marcador ProB Pre B Temp. Pre B PreT T
CD2 1/3 0/16 0/30 3/3 1/1 45.197 0.000*
CD3 0/3 0/16 0/30 0/3 1/1 53.000 0.000*
CD5 0/3 0/16 0/30 3/3 1/1 53.000 0.000*
CDh7 0/3 0/16 0/30 3/3 1/1 53.000 0.000*
cCD3 0/3 0/12 0/28 2/2 - 45.000 0.000*
CD19 3/3 15/16 30/30 0/3 0/1 42.027 0.000*
CD20 1/3 10/13 3/29 0/3 0/1 21.246 0.000*
CD22 3/3 16/16 29/30 0/3 0/1 41.686 0.000*
CD24 - 5/5 5/5 - - - &
CD79a 3/3 13/13 28/28 0/3 - 47.000 0.000*
Tdt - 1/3 - 1/1 - 1.333 N.S.
CD10 0/3 16/16 30/30 0/3 0/1 53.000 0.000*
Clg 0/3 0/16 29/29 - - 48.000 0.000*
Slg 0/3 0/16 1/23 0/1 - 0.890 N.S.
CD38 3/3 14/14 30/30 3/3 0/1 51.000 0.000*
CD58 - 2/2 0/1 1/1 - 4.000 N.S.
HLA- DR 3/3 12/14 28/29 0/3 0/1 27.743 0.000*
CD13 0/2 1/15 1/30 0/3 - 0.521 N.S.
CD14 - 0/5 0/14 0/3 - - &
CD15 - 0/3 1/15 0/3 0/1 0.489 N.S.
CD33 0/1 0/14 1/27 0/3 0/1 0.719 N.S.
CD117 0/3 2/16 1/30 0/3 - 2.028 N.S.
CD64 0/3 0/12 0/28 0/3 - - &
MPO 0/3 0/12 0/28 0/3 - - &
Cbh41 0/3 0/12 0/29 0/3 - - &
CDh61 - - 0/1 0/1 - - &
CD11b - - - 0/1 0/1 - &
Cb4 0/1 0/2 0/19 0/3 - - &
CD8 0/1 0/2 0/17 0/3 - - &
CD34 2/3 9/15 25/30 2/3 0/1 5.747 N.S.
CD45 3/3 15/16 28/28 3/3 1/1 2.231 N.S.
CD16 - 0/1 2/15 0/2 - 0.450 N.S.
CD56 0/3 0/11 0/30 0/3 - - &

LLA, leucemia linfoide aguda.

"Cantidad de casos del total analizado

4 Chi- cuadrado

N.S. . of: .

No significativo.
&No se calculé ningun estadistico porque el marcador es una constante.
*P < 0.05 (cifra estadisticamente significativa).
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Tabla 13.- Inmunofenotipo de pacientes pedidatricos con leucemia mieloide aguda (LMA).

LMA(n/total) Valor ° Significancia
X asintotica
Marcador MO M2 M3 M4 M5 M7 X2
CD2 0/2 0/1 0/4 0/2 0/5 0/1 - &
CcD3 0/2 0/1 0/4 0/2 0/5 0/1 - &
CD5 0/2 0/1 0/4 0/2 0/5 0/1 - &
CcD7 0/2 0/1 0/3 0/2 0/5 0/1 - &
cCD3 0/2 0/1 0/4 0/1 0/5 - - &
CDh19 ) /1 0/4 0/2 1/5 0/1 6.875 N.S.
CD20 0/2 0/1 0/4 0/2 0/5 0/1 - &
CD22 o/1 0/1 0/4 0/2 0/5 0/1 - &
CD24 o/r - 0/2 - 02 - - &
CD79a 0/1 0/1 o0/4 0/1 1/5 - 1.527 N.S.
Tdt 0/2 0/1 0/4 0/2 1/5 0/1 2143 N.S.
CcD10 0/2 0/1 0/4 0/2 1/5 0/1 2143 N.S.
Clg - - - - 0/1 - - &
Slg - - - - 0/1 - - &
CD38 0/2 0/1 0/4 0/1 0/5 0/1 - &
CD58 - - - 1/1 - - - &
HLA-DR 1/1 1/1 1/4 2/2 5/5 0/1 10.325 N.S.
CD13 2/2 0/1 4/4 2/2 5/5 0/1 15.000 0.010*
CD14 0/2 0/1 0/3 1/2 4/5 0/1 8.338 N.S.
CD15 0/2 0/1 2/4 2/2 4/5 0/1 7.768 N.S.
CD33 2/2 0/1 4/4 2/2 5/5 0/1 15.000 0.010*
CD117 2/2 0/1 4/4 2/2 3/5 0/1 8.864 N.S.
CD64 0/2 0/1 3/4 1/1 5/5 0/1 10.733 0.057
MPO 2/2 1/1 4/4 1/1 3/5 - 3.782 N.S.
CD41 0/2 0/1 0/3 0/1 0/5 1/1 13.000 0.023*
CD61 - - 0/1 - - - - &
CD11b 0/1 0/1 0/4 2/2 2/4 0/1 8.306 N.S.
CD4 1/2 0/1 o/4 1/1 5/5 0/1 12.000 0.035*
CD8 - 0/1 0/2 0/3 0/1 - &
CD34 2/2 1/1 0/4 2/2 3/5 0/1 10.179 N.S.
CD45 2/2 1/1 4/4 2/2 5/5 1/1 - &
CD16 o/1 o/1 o/1 - 0/4 0/1 - &
CD56 1/2 - 0/4 o/1 1/3 0/1 3.157 N.S.

LMA, leucemia mieloide aguda.

"Cantidad de casos del total analizado

4 Chi- cuadrado

NS No significativo.

%No se calculé ningun estadistico porque el marcador es una constante.
*P < 0.05 (cifra estadisticamente significativa).
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Tabla 14.-Frecuencia de los fenotipos aberrantes en los casos pediatricos con leucemia aguda.

LLA
Fenotipos aberrantes LMA
Estirpe B Estirpe T
Total casos 84% 100% 100%
1.- Infidelidad de 16% 0% 60%
linaje CD13 (4%) CD33 (2%) CD19 (20%) CD10 (7%)
CD15 (6%) CD117 (6%) CD4 (50%) CD56 (18%)

CD2 (2%) CD11b (6%)

2.- Ausencia de 65% 100% 86%
expresion de antigeno CDA45 (2%) CD19 (2%) CD3 (75%) HLA- DR (29%) CD13 (13%)
CD20 (69%) CD22 (2%) CD4 (100%) CD14 (64%) CD15 (47%) CD33 (13%)
HLA- DR (6%) CD8 (100%) CD117 (27%) CD64 (33%)

CD11b (69%)

3.- Asincronismo 71% 66.6 %
CD34 (+) CD20 (+): 12 % CD34 (+) CD15 (+): 27%
CD34 (+) CD10 (+): 4 % CD34 (+) CD117 (-): 7%
CD34 (+) CD 22 (+): 71% CD13 (-) CD33 (+): 13%

CD13 (+) CD33 (-):0%
CD117 (+) CD15 (+): 40%
HLA- DR (+) CD15 (+): 40%
CD34 (+) HLA-DR (-): 0%

Objetivo B. Analisis de la expresion citogenética, ciclo celular e indice de DNA de las células

leucémicas agudas pediatricas.

A) Analisis citogenético de LLA

La alteracion en la cantidad de cromosomas de las células de los pacientes pediatricos con LLA
mostraron 14/28 (50%) cariotipo normal o diploide, 8/38 (21%) disminucién en la cantidad de
cromosomas (hipodiploidia) y 6/38 (15.7%) hiperdiploidia (Tabla 15). Entre las alteraciones
citogenéticas expresadas fueron la trisomia 21 (sindrome de Down) y la t(1;19) ambas
presentes en un 3% aproximadamente. Para la t(1;19) se obtuvo un valor estadisticamente

significativo.
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B) Ciclo celular e indice de DNA de LLA.

Como factor prondstico favorable, la fase S> 6.8 del ciclo celular se presenté en 13/41 (31.7%)

casos e indice de DNA > 1.16 se expreso en 6/47 (12.7%) casos.

Tabla 15.-Caracteristicas citogenéticas, de ciclo celular e indice de DNA en pacientes pediatricos con LLA.

LLA (n/total) Valor ° Significancia
X2 X2
Caracteristicas | Pro B | Pre B Temp. | Pre B | Pre T ‘ T | |
Citogenética
t(9;22) 0/3 0/14 0/25 - 0/1 - &
t(12;21) 0/2 0/13 0/24 - 01 - &
t(4;11) 0/2 0/13 0/24 - 0/1 - &
t(1;19) 1/3 0/13 0/24 - 0/1 12.983 0.005*
Sindrome Down  0/3 0/14 1/25 0/2 0/1 0.818 N.S.
Otras alteraciones  0/2 4/13 8/24 - 0/1 1.416 N.S.
Cariotipo 9.183 N.S.
Diploide  3/3 10/13 18/24 - 0/1
Hipodiploide 0/3 2/13 2/24 - 1/1
Hiperdiploide  0/3 1/13 4/24 - 0/1
Ciclo celular
FaseS$S>6.8 0/2 3/11 9/24 1/3 0/1 1.868 N.S.
indice de DNA
>1.16 0/3 3/12 3/28 0/3 0/1 2.743 N.S.

LLA, leucemia linfoide aguda.

"Cantidad de casos del total analizado

4 Chi- cuadrado

NS No significativo.

%No se calculé ningun estadistico porque el marcador es una constante.
*P < 0.05 (cifra estadisticamente significativa).

C) Analisis citogenético de LMA

Las caracteristicas citogenéticas de los casos con LMA mostraron alteraciones
numéricas: 3/12 (25%) diploide, 2/12 (16.6%) hipodiploidia y 3/12 (25%) hiperdiploidia (Tabla
16). La t(8;21) se presentd en 2/12 (16.6%) y la t(15;17) caracteristica de la LMA-M3,

Unicamente se expreso en 1/4 (25%) de los casos.
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D) Ciclo celular e indice de DNA de LMA

La fase S> 6.8 del ciclo celular se presentd en 2/11 (18.1%) casos e indice de DNA > 1.16 no se
expresd en ningun caso. Conforme al ciclo celular evaluado por citometria de flujo, los
pacientes pedidtricos en su mayoria (78.3%) presentan un ciclo diploide y en menor frecuencia
ciclo hiperdiploide. La estadistica descriptiva del ciclo celular e indice de DNA en 68 pacientes

pediatricos con leucemia aguda se puede ver en la tabla 17.

Tabla 16.-Caracteristicas citogenéticas, de ciclo celular e indice de DNA de 15 pacientes pediatricos con LMA.

LMA (n/total) Valor ° Significancia
X2 X2
Caracteristicas MO M2 M3 M4 M5 M7
Citogenética
t(9;22) 0/2 0/1 0/4 o0/1 2/3 0/1 7.200 N.S.
1(8;21) % /1 0/4 0/1 0/3 0/1 8.400 N.S.
t(15;17) 0/2 0/1 1/4 0/1 0/3 0/1 2.182 N.S.
Sindrome Down 0/2 0/1 0/4 0/1 1/4 0/1 2.438 N.S.
Otras alteraciones 2/2 0/1 1/4 0/1 1/3 1/1 6.171 N.S.
Cariotipo 10.400 N.S.

Diploide 0/2 0/1 3/4 1/1 2/4 1/1
Hipodiploide % 0/1 0/4 0/1 0/4 0/1
Hiperdiploide % 1/1 1/4 0/1 2/4 0/1
Ciclo celular
FaseS>6.8 0/1 0/1 2/4 0/2 0/2 0/1 4.278 N.S.
indice de DNA
>1.16 0/2 0/1 0/4 0/2 0/3 0/1 - &

LMA, leucemia mieloide aguda.
"Cantidad de casos del total analizado
4 Chi- cuadrado
"5 No significativo.
&No se calculé ningun estadistico porque el marcador es una constante.
*P < 0.05 (cifra estadisticamente significativa).
Tabla 17.- Ciclo celular e indice de DNA en pacientes pediatricos con LA.

Valor
. Media  Desviacion tipica
Ciclo celular
Minimo Maximo

Fase GO-G1 43.7 99.8 90.4664 10.54496
Fase S 0.20 43.10 7.4683 7.75580
Fase G2- M 0.00 53.20 1.9367 6.94760
Celularidad 4.59 98.40  78.5708 22.42886
indice de DNA 1.00 1.56 1.0610 0.12593
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Objetivo C. Frecuencias de las variables: demograficas, clinicas y de laboratorio de los

pacientes pediatricos.

Los pacientes se distribuyeron en 42/68 (61.8%) masculinos y 26/68 (38.2%) femenino. La edad
mas frecuente (58.8%) fue entre 1 y 9 anos. El lugar de procedencia en primer lugar estuvo la
region de Cuitzeo (19.4%), seguida por la regién Purépecha (16.4%) y en tercer lugar se
encuentra la regién oriente (14.9%). La proporcién de pacientes de procedencia rural y urbana
fue similar. Cabe sefalar que la procedencia externa al estado representd 11.9%. La mayoria de
los padres de familia tuvieron nivel de escolaridad basica y su ocupacion laboral fue campesino
(39.7%). No existe diferencia significativa entre las frecuencias de cada uno de los subtipos de
leucemia aguda y sus variables demograficas, excepto en la escolaridad del padre. La
contingencia de variables demograficas en 68 pacientes pediatricos con LA se presenta en la

tabla 18.

Las manifestaciones clinicas de mayor frecuencia asociada a los pacientes pediatricos
con leucemia aguda tanto de estirpe mieloide como estirpe linfoide fueron astenia, palidez,
adinamia y fiebre (Tabla 19). Otras variables clinicas se presentaron en: 38.2% pérdida de peso,
36.8% hiporexia, 25.0% cefalea, 30.9% sangrado, 41.2% adenopatia, 32.4% petequias, 33.8%
equimosis, 35.4% esplenomegalia y 47.1% hepatomegalia. En menor relacion con dichos
pacientes, se encontraron las variables clinicas: mialgia, artralgia, dolor éseo, disnea e

infecciones (Tabla 19).

La heterogeneidad de la leucemia aguda, se refleja también en su estado fisico del
paciente, la tabla 20 muestra tanto los valores minimos como maximos en cuanto a talla y peso
de todos los pacientes pediatricos. Mientras que en peso y talla al nacer presentaron una media
de 3.2 kg y 0.50m, respectivamente; al momento del diagndstico de la leucemia los pacientes
presentaron una media de 27.4 kg y 1.16m. La media de tiempo de evolucidn entre el inicio de
los sintomas y el diagndstico fue de 36 dias, con un minimo de 1 dia y un maximo de 180 dias.
Se presentan la distribucién del estado nutricio del paciente con leucemia, segun la

concentracion sérica de albumina (Tabla 21)
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LLA (%) LMA (%)
Variable ProB PreBTemp. PreB PreT T MO M2 M3 M4 M5 M7
Género
Masculino 67 69 53 33 100 100 100 50 50 80 100
Femenino 33 31 47 67 0 0 0 50 50 20 0
Edad
1 a9 afios 67 56 63 33 100 50 100 25 0 80 100
<lafioy>9a 33 44 37 67 0 50 0 75 100 20 0
Region de procedencia
Lerma- Chapala 0 0 13 0 0 0 0 25 0 0 0
Bajio 0 6 13 0 0 0 0 0 50 0 0
Cuitzeo 50 19 10 67 0 50 0 0 50 40 0
Oriente 0 13 17 0 0 0 100 25 0 20 0
Tepalcatepec 0 13 3 0 0 0 0 25 0 0 0
Purépecha 50 19 20 0 0 0 0 0 0 0 100
Patzcuaro-
Zirahuen 0 0 3 33 0 0 0 0 0 20 0
Tierra caliente 0 0 7 0 0 50 0 0 0 0 0
Sierra- Costa 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Churumuco 0 6 3 0 0 0 0 0 0 20 0
Otro estado 0 25 7 0 100 0 0 25 0 0 0
Poblacién
Urbana 33 31 50 67 100 50 100 50 50 20 0
Rural 67 69 50 33 0 50 0 50 50 80 100
Escolaridad:
Madre
Analfabeta 0 13 10 0 0 0 0 0 0 0 0
Basica 100 75 87 100 100 100 0 100 50 80 100
Mediay
. 0 13 3 0 0 0 100 0 50 20 0
superior
Padre
Analfabeta 0 0 17 33 0 0 0 0 0 0 0
Basica 67 93 87 33 100 100 0 100 100 100 100
Media y
. 33 7 0 33 0 0 100 0 0 0 0
superior
Ocupacion-
padre
Campesino 33 29 45 0 0 50 0 100 0 50 100

d
Valor

6.442

9.013

80.283

6.871

20.692

33.203

12.045

Significancia
X2

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

0.032*

N.S.

LLA, leucemia linfoide aguda. LMA, leucemia mieloide aguda.

4 Chi- cuadrado

NS No significativo.

&No se calculd ningun estadistico porque el marcador es una constante.
*P < 0.05 (cifra estadisticamente significativa).
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LLA LMA
Valor * Significancia
Manifestacién Pre X2 X
L. ProB PreB Temp. PreT T MO M2 M3 M4 M5 M7
clinica B

Astenia 100 81 93 100 100 100 100 100 100 80 0 12.727 N.S.
Adinamia 100 69 80 100 100 100 0 75 100 40 100 11.381 N.S.
Palidez 100 93 93 100 100 100 100 75 50 80 100 7.083 N.S.
Pérdida de

33 44 37 100 0 50 0 25 50 20 0 8.206 N.S.
peso
Hiporexia 67 50 33 33 100 0 0 25 0 40 0 7.996 N.S.
Cefalea 0 19 27 100 0 50 0 25 0 20 0 12.778 N.S.
Mialgias 33 19 17 33 0 0 0 0 0 40 0 5.125 N.S.
Artralgias 33 13 17 0 0 0 0 0 0 20 0 3.705 N.S.
Dolor éseo 33 25 20 33 0 0 0 0 0 20 0 3.760 N.S.
Disnea 33 19 7 0 0 0 0 25 0 20 0 5.183 N.S.
Infecciones 0 19 10 0 100 0 100 25 0 0 0 16.731 N.S.
Sangrado 0 25 40 33 0 50 0 50 0 20 0 6.315 N.S.
Fiebre 67 69 73 67 100 100 100 100 50 80 100 4.333 N.S.
Adenopatias 67 31 47 67 0 50 0 50 0 40 0 6.329 N.S.
Petequias 0 40 37 0 0 50 0 100 0 0 0 16.749 N.S.
Equimosis 33 44 33 0 0 50 0 100 0 0 0 15.412 N.S.
Tiempo de
Evolucién 67 63 73 67 100 50 0 100 100 60 100 7.069 N.S
<1 mes

LLA, leucemia linfoide aguda. LMA, leucemia mieloide aguda.
4 Chi- cuadrado

"5 No significativo.

& ;. , , g
No se calculé ningun estadistico porque el marcador es una constante.
*P < 0.05 (cifra estadisticamente significativa).

Tabla 20.- Valores descriptivos de caracteristicas generales en pacientes pediatricos con LA.

Valor
Variable Minimo Maximo Media Desviacidon estandar

Al nacer Peso 2.30 4.90 3.24 0.63
Talla 0.40 0.55 49.62 3.19

Al diagnéstico Talla 0.57 1.80 1.165 0.33
Peso 7.50 72.00 27.40 15.31

IMC 9.26 53.56 20.37 8.63

Tiempo de evolucion Dias 1 180 36.72 38.56
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Tabla 21- Estado nutricio de pacientes pediatricos.

Estado nutricio (concentracién albumina) Frecuencia

Sobre lo normal (>5.0 g/dL) 1(1.9)
Normal (3.6-5.0 g/dL), 22 (40.7)
Disminuida leve (2.8-3.5 g/dL) 25 (46.3)
Disminuida moderada (2.1-2.7 g/dL) 6(11.1)
Disminuida grave (<2.1 g/dL) 0(0)

Los valores bioquimicos informados por el laboratorio se muestran en la tabla 21. Observamos
que el niveles de hemoglobina fue 7.5 g/dL. Los valores de leucocitos van desde 25x10° /L hasta
256,530x10° /L La cantidad de plaguetas mads baja fue de 0x10°/L y el valor mds grande fue
467,000 x10°/L. En cuanto a la quimica sanguinea hubo valores de glucosa de hasta de 293
mg/dl, deshidrogenasa lactica (DHL) hasta de 2730 UI/L. En pruebas de coagulacién, muestra

una media en fibrindgeno de 273 mg/dL (Tabla 22).

Entre la morfologia de sangre periférica de los pacientes pedidtricos con leucemia
mieloide aguda (LMA) vy la leucemia linfoide aguda (LLA) no hay diferencia, por mencionar, la
media de blastos fue de 49.42% y 68.12%, respectivamente (Tabla 23). En médula dsea, la
morfologia, de la LMA presentd en la mayoria de los casos todos los estadios de maduracion
mieloide: blastos (25%), promielocitos (32.40%), mieloblastos (38.33%), blastos mieloides
(76.14%) y blastos linfoides (69.75%). A diferencia de los casos con LLA, su morfologia es casi en

su totalidad de blastos linfoides (94.34%) en médula dsea.

Caracterizacion inmunofenotipica, citogenética y celular de pacientes con leucemia aguda. | YDHM



Maestria en Ciencias de la Salud Pagina |-51-

Tabla 22.- Caracteristicas bioquimicas pacientes pediatricos con LA.

Valor
Variable Minimo Maximo Media Desviacidn estandar
Biometria hematica
Hemoglobina 2.62 13.90 7.55 2.60
Hematocrito 7.18 87.15 23.17 11.54
VCM  70.10 113.40 85.76 8.03
HCM  25.00 37.50 29.56 2.63
Leucocitos 25 256530 32127.53 53773.93
Plaguetas 0 467000 78010 104327
Quimica sanguinea
Glucosa  59.00 293.00 111.98 34.28
Urea 0.40 69.90 24.14 12.95
Creatinina 0.16 9.00 0.72 1.34
Acido Urico  1.90 12.30 5.26 2.38
DHL 90 2730 704.75 657.01
Pruebas de coagulacion
Fibrinégeno 73.0 535.6 273.98 126.58
TP 9.9 21.0 13.62 2.24
TPT 19.8 57.3 32.92 8.42
Pruebas de funcion hepatica
Albumina 2.20 5.40 3.50 0.62
Globulina 1.60 6.60 2.84 0.80
A/G 0.45 2.53 1.31 0.39
Proteina total 3.80 8.40 6.32 0.89
Bilirrubina total 0.18 4.00 0.69 0.53
Bilirrubina directa 0.02 2.50 0.19 0.31
Bilirrubina indirecta 0.00 1.50 0.45 0.31
Electrolitos
Potasio 2.90 5.20 3.97 0.50
Calcio 6.10 10.50 8.96 0.90
Fosforo 2.0 8.50 4.87 1.16
Sodio 121.00 150.00 137.70 5.38
Magnesio 1.70 3.10 2.34 0.32
Cloro 79.0 119.00 105.44 7.08
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Tabla 23.- Valores descriptivos de morfologia en pacientes pediatricos con LA.

LMA LLA
N S.P. M.O. S.P. M.O.
Media Desvliacién Media Desvliacién Media Desv,iacic’m Media Desvliacién
estandar estandar estandar estandar
Neutréfilos 12.00 9.67 - - 11.60 18.75 6.42 9.58
Linfocitos 37.14 28.80 8.00 4.58 40.15 31.77 6.62 7.70
Basdfilos 2.00 141 - - 1.00 0.00 - -
Eosindfilo 1.50 0.70 4.00 . 1.640 0.92 2.0 .
Monocitos 10.43 12.75 1.50 0.70 5.17 6.54 5.00 2.91
Bandas 7.00 1.41 18.0 . 2.11 1.16 2.33 1.52
Monoblastos - - 13.50 16.26 - - - -
Metamielocitos 1.75 0.50 5.00 . 1.33 0.57 2.00 0.00
Normoblasto - - - - - - 7.75 11.50
Mielocitos 2.00 0.81 - - 1.00 0.00 7.00 -
Eritroblastos 5.00 . - - 1.33 0.57 - -
Promielocitos 12.00 . 32.40 29.41 2.67 2.08 3.00 .
Mieloblastos - - 38.33 53.46 3.0 . 4.13 2.58
Blastos 49.42 28.19 25.00 28.28 68.12 27.51 13.00 15.55
Blastos mieloides - - 76.14 31.09 - - 3.75 1.50
Blastos linfoides 5.00 . 69.75 40.58 14.20 17.05 94.34 10.43

LLA, leucemia linfoide aguda. LMA, leucemia mieloide aguda. S.P. Sangre periférica. M.O. Médula dsea.
NS No significativo.

%No se calculé ningun estadistico porque el marcador es una constante.

* P < 0.05 (Cifra estadisticamente significativa).

Objetivo D. Evaluacion los factores de riesgo a recaida (cuenta de leucocitos, infiltracion al

SNC, infiltracidn extramedular, EMR, respuesta esteroidea) en pacientes pediatricos.

En los casos de leucemia aguda (LA) de los pacientes pediatricos 11/61(18%) presentaron
cuenta leucocitaria mayor a 50 x 10° /L. De igual manera se evaluaron diferentes factores
prondstico y estos pacientes presentaron 9/65 (13.8%) infiltracion en el sistema nervioso
central (SNC), 2/41 (4.9%) infiltracion testicular, 32/68 (47.1%) hepatomegalia, 24/68 (35.3%)
esplenomegalia, 4/58 (6.8%) enfermedad minima residual (EMR) >0.01 % blastos, 14/53
(26.4%) mala respuesta esteroidea y 17/68 (25%) co-expresidon de un marcador no

caracteristico de linaje (Tabla 24).
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Tabla 24.- Factores de riesgo a recaida en pacientes pediatricos con LA.

LLA (n/total) LMA (n/total) Valor ®
2 Significancia
Pro PreB | PreB | Pre T MO [ M2 | M3 | M4 | M5 | M7 X2
B Temp. T ‘ ‘
Leucocitos
>50x10°/L | 1/2 | 4/15 | 3/28 |0/1|1/1|0/2 | 0/1 | 0/4 | 0/2 | 2/4 | 0/1 | 12.885 | N.S.
Infiltracion al
SNC
LR | 0/3 | 3/16 | 5/29 | 1/3 | 0/1|0/2|0/1|0/3|0/2|0/a|0/1| 4290 | N.S.
Infiltracion
extramedular
Hepatomegalia \ 1/3 \ 7/16 \ 14/30 | 2/3 \ 1/1 \ % | 0/1 \ 2/4 \ 1/2 | 3/5 \ 0/1 \ 4.029 | N.S.
Esplenomegalia 2/3  5/16 12/30 2/3 0/1 0/2 0/1 1/4 1/2 1/5 0/1 6.606 N.S.
Testicular | 1/2 | 1/11 | 0/26 | 0/1 | 0/1 | 0/2 | 0/1|0/2 | 0/1|0/a| - | 10632 | N.S.
EMR
>0.01 % blastos | 0/3 | 0/12 | 4/25 |0/2 | 0/1|0/2 | 0/1|0/4|0/2|0/5|0/1] 5192 | N.S.
Respuesta esteroidea
>1000 | 1/3 | 6/16 | 6/28 |1/3|0/1| - | - | - | - |o/2| - | 2594 | N.S.

Co-expresion
marcador

PresenciaCDno | 1/3 | 3/16 | 4/30 (0/3 |0/1|2/2|1/1|0/4|1/2|5/5| 0/1| 30.289 0.001*
caracteristico

LLA, leucemia linfoide aguda. LMA, leucemia mieloide aguda.

"Cantidad de casos del total analizado

4 Chi- cuadrado

NS No significativo.

%No se calculé ningun estadistico porque el marcador es una constante.
*P < 0.05 (cifra estadisticamente significativa).

Objetivo E. Asociacidn la evolucion de paciente con los factores de riesgo a recaida.

Las tablas 25, 26 y 27 sefialan la evolucion de pacientes pediatricos con leucemia aguda (LA) de
novo. El estado (vivo o muerto) del paciente se evalué durante los primeros 6 meses y hasta la
fecha de Octubre 2013. En general, 47/55 (85.4%) pacientes con LA sobrevivieron al primer
tratamiento de 6 meses y 41/55 (74.5%) son los que lograron llegar con vida al afio 2013. Los
pacientes con LLA mostraron una supervivencia a 6 meses en 39/42 (92.8%), eventos adversos

en 11/42 (26.1%) y solo 35/42 (83.3%) estan vivos a Octubre del 2013. En la LMA 8/13 (61.5%)
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sobrevivieron durante los primeros 6 meses del tratamiento, 4/13 (30.7%) tuvieron algun
evento adverso durante los primeros 6 meses de tratamiento y finalmente 6/13 (46.1%) se

encuentran vivos a la fecha de Octubre, 2013.

Se evalud la evolucidon de los pacientes pediatricos de novo con algunos factores de
riesgo a recaida. A los 6 meses se marco una diferencia significativa para la translocacion (9;22),
la edad de los pacientes y la estirpe de la LA (Tabla 28). Durante este mismo tiempo los eventos
adversos evaluados mostraron diferencia significativa para los factores de indice de DNA, co-
expresion de marcadores y tipo de estirpe celular de la leucemia (Tabla 29). A Octubre 2013, los
factores que sefialan una diferencia significativa entre sus resultados son la t(8;21), la

infiltracion al SNC vy la estirpe celular (Tabla 30).

Tabla 25.- Evolucién al tratamiento en pacientes pediatricos con LLA.

LLA(n/total) Valor ° Significancia
X Asintética X
Variable ProB PreBTemp. PreB PreT T
Supervivencia®  2/2 9/11 25/26 2/2 1/1 2.832 N.S.
Eventos adversos°  0/2 4/11 5/26 1/2 1/1 5.843 N.S.
Estado del paciente ©  2/2 9/11 21/26  2/2 1/1 1.141 N.S.

LLA, leucemia linfoide aguda.
® Casos de pacientes vivos a 6 meses después del inicio del tratamiento.
b , . .
Evento adverso o recaida, durante los 6 primeros meses de tratamiento.
“Supervivencia paciente hasta Octubre 2013.
4 Chi- cuadrado
" Cantidad de casos del total analizado
N.S. . . .
No significativo.
* P < 0.05 (Cifra estadisticamente significativa).
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Tabla 26.- Evolucion al tratamiento en pacientes pediatricos con LMA.
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LMA (n/total) Valor ° Significancia
X2 X2
Caracteristicas MO M2 M3 M4 M5 M7
Supervivencia® 1/2 1/1 3/4 1/2 1/3 1/1 6.184 N.S.
Eventos adversos® 1/2 0/1 1/4 1/2 1/3 0/1 9.046 N.S.
Estado del paciente® 0/2 0/1 3/4 1/2 1/3 1/1 17.694 0.060
LMA, leucemia mieloide aguda.
® Casos de pacientes vivos a 6 meses después del inicio del tratamiento.
®Evento adverso o recaida, durante los 6 primeros meses de tratamiento.
“Supervivencia paciente hasta Octubre 2013.
4 Chi- cuadrado
" Cantidad de casos del total analizado
N.S. . of: .
No significativo.
* P < 0.05 (Cifra estadisticamente significativa).
Tabla 27.- Evolucién al tratamiento en 55 pacientes pediatricos con LA.
LLA (n/total) LMA (n/total) d
Valor L .
7 Significancia
Pro PreB PreB Pre T MO M2 M3 M4 M5 M7 X
B Temp. T
Supervivencia ° 2/2  9/11 25/26 2/2 1/1 % 1/1 3/4 1/2 1/3 1/1 30.665 0.060
Eventos adversos ° 0/2 4/11 5/26 1/2 1/1 % 0/1 1/4 1/2 1/3 0/1 31.990 0.043*
Estado del paciente  2/2  9/11  21/26 2/2 1/1 0/2 0/1 3/4 1/2 1/3 1/1 67.698 0.000*

C

LLA, leucemia linfoide aguda. LMA, leucemia mieloide aguda.
®Casos de pacientes vivos a 6 meses después del inicio del tratamiento.
b , . .
Evento adverso o recaida, durante los 6 primeros meses de tratamiento.
“Supervivencia paciente hasta Octubre 2013.
4 Chi- cuadrado
" Cantidad de casos del total analizado
N.S. . . .
No significativo.
* P < 0.05 (Cifra estadisticamente significativa).

Se estudid la supervivencia del paciente de acuerdo a los factores prondstico. El andlisis de

supervivencia fue con el método de Kaplan- Meier, donde se construyeron graficos de

supervivencia y fueron comparados con el test de Log-Rank para conocer si es significativo o no.
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A continuacion se muestran los niveles de supervivencia estudiados en pacientes pediatricos de

novo:

La supervivencia entre los tipos de cariotipo, muestra ser mejor para el cariotipo diploide
(59.2%) que para el cariotipo hiperdiploide (50%) (Figura 9). Segun la cuenta de leucocitos, la
supervivencia es mas favorable para la cuenta mayor de 50x10° /L (100%) (Figura 10). De
acuerdo con la edad del paciente pediatrico, viven mas aquellos entre 1 y 9 afos de edad
(74.3%) (Figura 11). Al comparar la supervivencia entre los géneros: el género femenino (44.9%)
es desfavorable a comparacién del género masculino (74.6%) (Figura 12). En el ciclo celular, la
fase S <6.8 obtuvo supervivencia de 41.0% y la fase S> 6.8 expresd supervivencia de 82.4%
(Figura 13). En cuanto al indice de DNA: el de buen pronéstico (>1.16) mostré supervivencia de
50% y el indice de DNA de prondstico adverso (<1.16) expresd 56.2% de supervivencia (Figura
14). La presencia de infiltracién extramedular tuvo mayor supervivencia con esplenomegalia
(75.3%) que con hepatomegalia (54.7%) (Figura 15 y 16). Los casos que presentaron
enfermedad minima residual (EMR) < 0.01% mostraron supervivencia de 68.8%, el cual fue
mayor que los casos con EMR de prondstico adverso (50%) (Figura 17). La infiltracion al sistema
nervioso central (SNC), sefala tener una supervivencia mayor (66.7%) que aquellos pacientes
sin infiltracion al SNC (56.3%) (Figura 18). La respuesta esteroidea <1,000 blastos tuvo 65.8% de
supervivencia y la respuesta esteroidea >1,000 blastos tiene 72.7% de supervivencia (Figura 19).
La co-expresion de marcadores mostré supervivencia del 46.7% y la ausencia de co-expresion
tiene 63.7% de supervivencia (Figura 20). El tipo de estirpe celular senala supervivencia de
65.7% para la estirpe linfoide y 53.3% para la estirpe mieloide (Figura 21). Entre los subtipos de
leucemia linfoide aguda (LLA), los subtipos LLA-T y LLA- pre B mostraron supervivencias del
100%; los subtipos LLA pro B (75.8%) y LLA pre B temprana (55.9%) tuvieron supervivencias

menores (Figura 22).

Segun el test de Log-Rank, ninguno de los graficos de Kaplan- Meier, fue significativo. Es
decir ninguno de los factores prondstico muestra tener diferencias significativas entre los

grupos que se comparan.
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Tabla 28.- Factores de riesgo a recaida y supervivencia al tratamiento de 55 pacientes pediatricos a los seis
meses de tratamiento.

Variable Supervivencia® Valor ¢ Significancia
(n/total) X X2

Citogenética

1(9;22) 0/1 21.488 0.000*
t(15;17) 1/1 0.741 N.S.
t(8;21 2/2 0.408 N.S.
Sindrome Down 1/1 0.183 N.S.
Otras alteraciones 13/16 2.374 N.S.
Cariotipo 1.414 N.S.
Diploide 25/29
Hipodiploide 6/7
Hiperdiploide 7/9
Ciclo celular
Fase S >6.8 17/18 1.543 N.S.
indice de DNA
>1.16 5/8 4.475 N.S.
Variables demograficas
Género 0.554 N.S.
Masculino 30/34
Femenino 17/21
Edad 11.236 0.004*
1 a9 afios 33/34
<1 afioy >9 afios 14/21
Ocupacion del padre
Campesino 18/22 3.026 N.S.
Leucocitos
>50 x 10° /L 8/9 0.477 N.S.
Infiltracién al SNC
LCR 3/3 0.495 N.S.
Infiltracion extramedular
Hepatomegalia 21/25 2.767 N.S.
Esplenomegalia 15/18 0.286 N.S.
EMR
>0.01 % blastos 5/5 0.861 N.S.
Respuesta esteroidea
>1 000 9/11 2.495 N.S.
Estirpe leucemia 9.911 0.007*
Mieloide 8/13
Linfoide 39/42
Co-expresion marcador
Presencia CD no 9/13 3.605 N.S.

caracteristico

®Casos de pacientes vivos a 6 meses después del inicio del tratamiento.
4 Chi- cuadrado
" Cantidad de casos vivos del total analizado

N.S. . e .
No significativo.
* P < 0.05 (Cifra estadisticamente significativa).
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Tabla 29.- Factores de riesgo a recaida y eventos adversos de 55 pacientes pediatricos.

Variable Eventos Valor ° Significancia
b 2 2
adversos X X

Citogenética

t(9;22) 0/1 10.233 0.006*
t(8;21) 0/2 20.451 0.000*
t(15;17) 0/1 1.667 N.S.
Sindrome Down 0/1 0.719 N.S.
Otras alteraciones 5/16 0.453 N.S.
Cariotipo 11.785 0.019*
Diploide 7/29
Hipodiploide 4/7
Hiperdiploide 3/9
Ciclo celular
FaseS>6.8 3/18 1.991 N.S.
indice de DNA
>21.16 8/42 7.203 0.027*
Variables demograficas
Género 3.595 N.S.
Masculino 8/34
Femenino 7/21
Edad 1.174 N.S.
1 a9 afos 8/34
<1 afioy >9 afios 7/21
Ocupacion del padre
Campesino 6/22 1.059 N.S.
Leucocitos
>50 x 10° /L 2/9 1.483 N.S.
Infiltracion al SNC
LCR 0/3 3.645 N.S.
Infiltracion extramedular
Hepatomegalia 5/25 1.453 N.S.
Esplenomegalia 3/18 5.167 N.S.
EMR
> 0.01 % blastos 3/5 3.219 N.S.
Respuesta esteroidea
>1 000 4/11 3.588 N.S.
Estirpe leucemia 10.572 0.005*
Mieloide 4/13
Linfoide 11/42
Co-expresion marcador
Presencia CD no caracteristico 3/13 9.728 0.008*

®Evento adverso o recaida, durante los 6 primeros meses de tratamiento.
4 Chi- cuadrado
" Cantidad de casos del total analizado

N.S. . ofs .
No significativo.
* P < 0.05 (Cifra estadisticamente significativa).
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Tabla 30.- Factores de riesgo a recaida y estado de pacientes pediatricos.

Variable Estado de paciente ©  Valor o Significancia
X2 X2

Citogenética

t(9;22) 0/1 3.070 N.S.
t(8;21) 0/2 22.501 0.000*
t(15;17) 1/1 1.667 N.S.
Sindrome Down 1/1 0.361 N.S.
Otras alteraciones 10/16 2.504 N.S.
Cariotipo 4.627 N.S.
Diploide 22/29
Hipodiploide 5/7
Hiperdiploide 5/9
Ciclo celular
FaseS>6.8 15/18 1.235 N.S.
indice de DNA
>1.16 5/8 1.084 N.S.
Variables demograficas
Género 1.012 N.S.
Masculino 26/34
Femenino 15/21
Edad 4.350 N.S.
1 a9 afos 28/34
<1 afioy >9 afios 13/21
Ocupacion del padre
Campesino 15/22 1.674 N.S.
Leucocitos
>50 x 10° /L 8/9 1.308 N.S.
Infiltracién al SNC
LCR 2/3 0.236 0.023*
Infiltracidon extramedular
Hepatomegalia 18/25 1.242 N.S.
Esplenomegalia 15/18 1.314 N.S.
EMR
>0.01 % blastos 4/5 0.109 N.S.
Respuesta esteroidea
>1 000 8/11 1.004 N.S.
Estirpe leucemia 8.723 0.013*
Mieloide 35/42
Linfoide 6/13
Co-expresion marcador
Presencia CD no caracteristico 7/13 5.792 0.055

“Supervivencia paciente hasta Octubre 2013.

4 Chi- cuadrado
" Cantidad de casos del total analizado

N.S. . e .
No significativo.
* P < 0.05 (Cifra estadisticamente significativa).
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Supervivencia y cariotipo
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Figura 9.- Supervivencia de pacientes pediatricos de novo con cariotipo: diploide,
hipodiploide e hiperdiploide.
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Figura 10.- Supervivencia de pacientes pedidtricos de novo en relacién a cuenta leucocitaria.
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Supervivencia y edad
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Figura 11.- Supervivencia de pacientes pedidatricos de novo en relacién a la edad.
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Figura 12.- Supervivencia de pacientes pediatricos de novo en relacidn a el género.
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Supervivencia y ciclo celular
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Figura 13.- Supervivencia de pacientes pediatricos de novo en relacion a el ciclo celular.

Supervivencia e indice de DNA

1.0- indice de DNA
} - - 1Buen pronastico
- Proncstico adverso
D e

0.8+ 1 S
]
g + 1
S |
5

0.64 |
g 0552
] R
2
g 0.500
2 04
[=
o
o
3
w

0.2+

0.0 P=0480

T T T T T
0.00 10.00 2000 30.00 40.00

Tiempo evolucion (meses)

Figura 14.- Supervivencia de pacientes pediatricos de novo en relacién a el indice de DNA.
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Supervivencia e infiltracion extramedular
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Figura 15.- Supervivencia de pacientes pediatricos de novo en relacion a la infiltracion
extramedular (hepatomegalia).
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Figura 16.- Supervivencia de pacientes pediatricos de novo en relacion a la infiltracién
extramedular (esplenomegalia).
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Figura 17.- Supervivencia de pacientes pediatricos de novo en relacién a EMR.
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Figura 18.- Supervivencia de pacientes pediatricos de novo en relacién a infiltracion al LCR.
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Supervivencia y respuesta esteroidea
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Figura 19.- Supervivencia de pacientes pediatricos de novo en relacién a respuesta esteroidea.
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Figura 20.- Supervivencia de pacientes pediatricos de novo en relacion a co-expresion de
marcadores.
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Supervivencia y tipo de estirpe
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Figura 21.- Supervivencia de pacientes pedidatricos de novo en relacidn a estirpe celular.
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Figura 22.- Supervivencia de pacientes pediatricos de novo en relacién a el subtipo de LLA.
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4. DISCUSION

Objetivo A. Caracterizacion fenotipica de la leucemia aguda (LA) mediante el analisis del

inmunofenotipo.

En nuestro estudio se evaludé el inmunofenotipo de 92 pacientes, tanto de la poblacién
pediatrica como adultos. La poblacion de adultos (25 pacientes, 26.1%) fue muy pequefia en
comparacion con la poblacion pediatrica (67 pacientes, 72.8%), esto puede deberse al periodo

de recoleccion menor, es decir, 1 afio en comparacion con 2 afios en pacientes pediatricos.

A) Adultos
En adultos, las frecuencias de leucemia linfoblastica aguda (LLA) (29.1%) y leucemia
mieloblastica aguda (LMA) (70.8%) confrontadas con lo reportado por Novoa y col. 2013, deja
en claro que existe una gran diferencia entre ambos estudios; Novoa sefiala que los adultos
tienen 28.8% de LMA y 66.7% de LLA. En nuestro estudio, este contraste en la frecuencia de los
subtipos de leucemia, puede asociarse con la cantidad de pacientes, es decir Novoa estudié 364

pacientes adultos y nosotros sélo 24 pacientes adultos.

La expresion de los antigenos CD19, CD22, CD10 y CD34 en LLA es similar a lo reportado por
Novoa y col., los marcadores CD79a, CD20 y Tdt en nuestro estudio se expresé menos. El tipo
de aberracion presente fue la infidelidad de linaje, en el cual el marcador CD13 se expresé en

60% en nuestro estudio y en 20% en el estudio de Novoa y colaboradores.

Asimismo, Novoa y col. evidencian que los casos de LMA tuvieron una expresién similar en
los antigenos CD13, CD33 y MPO. Ademas, el marcador CD117 se expresé menos, contrario al
marcador CD34. Las aberraciones fenotipicas fueron mayores que la infidelidad fenotipica de

los pacientes adultos que estudié Novoa. El subtipo M3 se expresoé el doble de lo reportado por
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Novoa y col 2013, los subtipos M4 y M5 se expresaron igual. Quizas el nUmero de pacientes de
subtipo M3 se deba al tipo de poblacion, pues aunque Novoa es un estudio latino (Argentina)

no es un estudio de poblacién mexicana.

El Unico caso de LLA de estirpe T, presento el inmunofenotipo caracteristico, segun el
estudio de Novoa y col. La infidelidad de linaje estudiada fue muy distinta, pues aqui hubo
marcadores de estirpe B y no mieloide, lo cual sugiere que se pudo tratar de un caso de

leucemia bilineal, pero esto no se pudo confirmar.

B) Pediatricos
Los pacientes pedidtricos con LA (77.9% LLA y 22.1% LMA) tuvieron una distribucion muy
parecida a la reportada en México por algunos autores (Mejia-Aranguré et al., 2000; Quero-
Hernandez et al., 2006), quienes sefialan distribuciones entre 82 al 83% en LLA y un 17 al 18%

en LMA.

En LLA, los resultados se compararon con el perfil de caracteristicas inmunofenotipicas
de cada subtipo (Anexo C). Los casos de estirpe B (92.4%) tuvieron una mayor distribucion
comparado con el 82% obtenido por (Dorantes-Acosta et al., 2013). Los pacientes con fenotipo
caracteristico de LLA pro-B representaron un 5.6% de todos los paciente con LLA, similar a lo
sefialado en la literatura (7.4%). Estos mismos pacientes, tuvieron marcadores caracteristicos:
HLA-DR, Tdt, CD19 y CD79a positivos; IgM y CD10 negativos. Sélo el marcador CD20, que debid
ser negativo, en nuestro estudio fue positivo en un 33% de todos estos casos, lo cual podria
explicar mayor resistencia a la quimioterapia. Los pacientes con LLA pre-B temprana (30.1%)
fueron menor que el 77.8% reportado también en pacientes pediatricos de México (Asgarian
Omran et al., 2007). Los antigenos que caracterizan a este tipo de leucemia se mostraron de la
siguiente manera: CD10, CD19, CD79a, CD22 positivos; CD20 positivo o negativo; CD24
fuertemente positivo y IgM negativo. En los siguientes marcadores: HLA-DR (85%), CD34 (60%),
Tdt (33%) y CD45 (6%) hubo diferencia en lo que caracteristicamente debe de tener la LLA pre-B

temprana. El inmunofenotipo de las LLA pre B (56.6%), es mucho mayor comparado con 6.2%
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de un estudio en México que sefiala Asgarian Omran y col. El inmunofenotipo se caracterizo,
tal cual la literatura lo marca: IgM, CD10, CD19, CD79a, CD22 y HLA-DR positivos; CD20 positivo
o negativo. El marcador Tdt, no fue caracterizado en nuestro estudio en este tipo de leucemia.
La distribucidn de los casos con LLA- T (7.5%) fue similar al 8.6% reportado en México el cual
sefialan Asgarian Omran y col. Fenotipicamente, la LLA de estirpe T tuvo los marcadores

sefialados por Zwaan & Heuvel-Eibrink: CD3, CD7, CD2 y/o CD5 positivos.

El perfil inmunofenotipico de la LMA, expuesto por Zwaan & Heuvel-Eibrink (Anexo D),
se compard con nuestros resultados. Los subtipos LMA-M1 (5-10%) y LMA-M6 (<5%) no
tuvieron frecuencia en nuestro estudio y esto quizds se deba a la pequeiia muestra de estudio
(15 pacientes con LMA), ademds, de expresarse minimamente entre todos los subtipos de LMA.
Fue menor la distribucién de los subtipos M2 (26.6%) y M4 (33.3%); mayor para los subtipos MO
(13.3%), M3 (13.3%) y M5 (33.3%); de manera muy similar para el subtipo M7 (6.6%). Se sabe
gue el subtipo LMA-M3 en poblacidn caucasica representa entre 3-9%, lo cual es mucho menor
en poblacién mestiza de origen latino en los Estados Unidos de América (EUA), en ltalia, Espafia,
en algunos paises de Centro y Sur América y México, donde puede llegar a representar entre el
20-25% de los casos o incluso llegar a ser tan alta como el 32% en algunas regiones de China

(Buitrén-Santiago et al., 2010)

El subtipo LMA-MO presenté CD34, HLA-DR, CD13, CD33, CD117 y MPO positivos; el
marcador CD38 debid ser positivo y como marcador aberrante caracteristico tenemos al CD56 y
no hubo CD7. En el subtipo LMA-M2 sélo se expresaron los marcadores caracteristicos CD45,
MPO, HLA-DR, CD34, CD19; de manera aberrante estuvieron ausentes: CD33, CD13, CD15,
CD11b. En la LMA subtipo M3 o leucemia promielocitica aguda (LPA) se expresaron los
antigenos CD13, CD33, MPO, CD34; el HLA-DR tuvo que haber sido negativo en todos los casos
aqui hubo una excepcion (1/4 positivo); la coexpresidn frecuente (CD2/CD19 y CD9) no se
expresd en ningun caso. EL subtipo M4 de la LMA presentd las caracteristicas sefialadas en el

perfil inmunofenotipico, a excepcidon de los marcadores que no se evaluaron y del marcador
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CD4 que solo se expresdé en 50% de los pacientes. El subtipo M5 de LMA presentd los
marcadores CD33, CD13, CD64, HLA-DR y CD4 positivo; el marcador CD56 y CD14 no se
presentaron en todos los casos. De igual manera, el subtipo M7 expreso el marcador CD41
como se indica la bibliografia, el marcador CD61 no fue evaluado, los marcadores CD34 y HLA-
DR fueron negativos; de manera aberrante el marcador CD13 y CD33 no se presentaron.
Durante el estudio, se obtuvo diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) para los
marcadores: CD13, CD33 (caracteristico de LMA-M2), CD41 (caracteristico de LMA-M7), CD4
(caracteristico de LMA-M4 y LMA-M5).

En los ultimos afios se ha visto que algunos patrones inmunofenotipicos aberrantes
podrian reflejar alteraciones citogenéticas de las células neopldsicas. Por lo tanto, la
identificacion de estos inmunofenotipos presentes en la célula leucémica no solo permite el
monitoreo de la respuesta al tratamiento quimioterapéutico y deteccion de EMR, sino también
puede utilizarse en algunos casos para la identificacion de alteraciones citogenéticas concretas
y sugerir los estudios moleculares que confirmen la presencia de dichas alteraciones (Novoa et

al., 2013).

Por el analisis de los fenotipos aberrantes se demostré que se presentaba en la mayoria
de los casos (100% en LLA-T, 84% en LLA-B y 100% en LMA). Esta alta frecuencia es concordante
con datos que exponen Novoa y col. 2013. La infidelidad de linaje se vio con mayor frecuencia
en las LMA, seguido por las LLA-B y en menor frecuencia por las LLA-T. En las LMA, el CD4 (50%)
fue el antigeno linfoide expresado mas frecuentemente y su presencia estd asociada con la
LMA-M4 y M5. El CD56 se presentd en 18% de casos con LMA, su presencia fue descrita como
de pronéstico desfavorable segiin Novoa y col. El CD19 (20%), es un hallazgo importante por su
asociacion con LMA con translocacion t(8;21) de mejor prondstico de acuerdo a Varma y col.
2011. En las LLA-B fueron expresados mayormente los antigenos mieloides CD15, CD117 y
CD11b, aunque en baja frecuencia. La presencia del CD15 se asocia con el rearreglo MLL que es
de pobre pronéstico. La t(9;22) y el gen BCR-ABL ambos de pobre prondstico, se asocian con

multiples antigenos mieloides (entre ellos CD117, CD33 y CD13). La presencia de antigenos de
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linaje linfoide T fue mucho menor, el Unico identificado fue CD2 (2%). En las LLA-T no se
observo ninguna expresion de antigenos mieloides. El asincronismo madurativo fue observado
en las LLA-B y en las LMA, siendo los mas frecuentes CD34 (+)/CD22 (+) para las LLA-B y CD117
(+)/CD15 (+) y HLA-DR (+)/CD15 (+) para las LMA.

Objetivo B. Analisis de la expresion citogenética, ciclo celular e indice de DNA de las células

leucémicas agudas.

En los casos de LLA de nuestros pacientes pediatricos, la suma de las frecuencias de los
cariotipos normales (diploide) y pseudodiploides (46 cromosomas y alteraciones estructurales)
fue de 50%, la cual fue un poco menor a lo reportado en otros estudios (56 a 90%); de este tipo
de cariotipos (Verduzco-Rodriguez et al., 2012). El cariotipo hipodiploide, al cual se le asigna un
riesgo alto, se expresd en mayor proporcion (21%) comparado con diversos estudios (7-9%)
(Forestier et al.,, 2003) asimismo es mucho mayor a lo que reporta Verduzco y col. 2012 en
Veracruz (0%). La hiperdiploidia en nuestros pacientes pediatricos, representé un 15.7%, en
decir, estos pacientes debieron de haber tenido mejor respuesta a la quimioterapia. La
distribucién encontrada en cariotipo hiperdiploide fue mayor que el estudio de Verduzco y col.
(8%), menor que en otro estudio en México (36%) y se encuentra entre los valores que demas
paises sefialan (15 al 46%)(Forestier et al., 2003). Las frecuencias mayores, para hiperdiploidia,
las sefialan paises desarrollados (paises ndrdicos, Reino Unido, EUA). y frecuencias inferiores
(Egipto, India, Corea) (Forestier et al., 2003). Verduzco y col. 2012, suponen que la menor
frecuencia de leucemias hiperdiploides en paises en vias de desarrollo y en zonas de alta
marginacién social es debido a la eliminacion de clonas leucémicas hiperdiploides que tienen
mayor tendencia a la apoptosis espontanea mediante un patrén de infecciones mayor en los
primeros afios de vida que modulan el sistema inmunolégico del nifio (Verduzco-Rodriguez et

al., 2012)
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Entre las alteraciones estructurales de los cromosomas en LLA la t(1;19) fue expresada
en 3%, lo cual es similar a lo ya reportado. Otros paises reportan distribuciones entre 5-6% y en
México, Verduzco y col. 2012 sefialan un 0%. La presencia de esta translocacion es de
prondstico adverso para el paciente. Bermudez Cortés y col., sefiala que la incidencia de LLA en
el sindrome de Down estd aumentada sobre 10 a 20%, nosotros tenemos un 3%, es decir, es
menor que la reportada. El paciente con sindrome de Down presentd un inmunofenotipo
caracteristico de LLA pre-B, concordando asi con lo descrito por Bermudez Cortés y col. 1998,
gue sefiala mayor frecuencia de inmunofenotipo pre-B no asociado a t(1;19) y por tanto sin

significacidon pronostica desfavorable.

Forestier y col. 2003, describieron distribuciones similares a las expresadas en nuestro
estudio, en alteraciones numéricas de LMA en pacientes pediatricos: diploide-pseudodiploide
52 a 83%, hipodiploide 8 a 3% y hiperdiploide 16 a 30%; nuestros resultados fueron 7/13 (54%)
con diploide-pseudodiploide, 1/13 (8%) expresaron hipodiploidia y 5/13 (38%) hiperdiploidia.
De las alteraciones citogenéticas, la t (8;21) mostrd distribucién mayor (16.6%) a lo que Varma'y
col. 2011 describieron (~5%). Pero si lo comparamos con los datos de Forestier y col. 2003
quienes senalan frecuencias de 9 al 24% es similar nuestro resultado. Este hallazgo es
importante, pues dicha alteracidon es de buen prondstico para el paciente que lo porta. La
t(15;17), caracteristica de la leucemia promielocitica aguda (LPA) de prondstico favorable, tuvo
una frecuencia de 8.3% de todos los casos con LMA pediatrica. Este resultado concuerda con lo
que describe Varma y col. 2011, senalan frecuencias de 5-8% en todas las leucemias. Pero
también, cabe sefialar la t(15;17) solo se expresd en 1/4 (25%) de los casos de LMA-M3, lo que
no coincide como la literatura que dice que el 95% de los casos presentan esta translocacion

caracteristica (Varma & Naseem, 2011).

El ciclo celular e indice de DNA como factores prondsticos favorables analizados en los casos de
LMA (2/13) se encontraron en el subtipo LMA-M3. El ciclo celular (fase S> 6.8), como factor
pronodstico favorable, se presentd en 13/41(31.7%) pacientes con LLA y en mayor proporcion

en pacientes con LLA Pre-B, seguido por los pacientes con LLA Pre B-temprana. Nuestra
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distribucién es menor a lo que reporto informo Look y col. 1985, para los pacientes con fase S>
6.8, los cuales tuvieron una buena respuesta al tratamiento (49.7%). El indice de DNA, ha sido
mas estudiado, los autores (Coustan-Smith et al., 2002, 2002; Look et al., 1985) reportaron
indice de DNA = 1.16 en frecuencias de 18.6% a 27.2%. Estos datos, nos indican que nuestra
expresion en indice de DNA > 1.16 (12.7%) fue menor a las referencias. Este indice de DNA, se
presentd mas frecuentemente en LLA pre-B temprana, seguido de LLA Pre-B, lo que podria

explicar el menor tiempo de supervivencia en nuestros pacientes.

Objetivo C. Frecuencias de las variables: demograficas, clinicas y de laboratorio.

Las neoplasias en poblacidn pedidtrica son poco frecuentes paraddjicamente se encuentran
entre las primeras causas de mortalidad pediatrica en el mundo. Debido a esto se considera
fundamental conocer las medidas necesarias para disminuir la incidencia de las leucemias
agudas. Se han asociado diversos factores epidemioldgicos con la condicién de salud o
enfermedad, provocando controversias por los resultados obtenidos, que muchas veces son

inconsistentes y poco precisos.

Una de las variables demograficas estudiadas en pacientes pediatricos con leucemia
aguda fue el género, donde el género masculino (61.8%) y el género femenino (38.2%) tienen
frecuencias similares a la literatura. Diversos autores reportan para el género femenino desde
35% hasta 54% y para el masculino valores desde 45% hasta 65% (Coustan-Smith et al., 2002;
Iwamoto et al.,, 2011; Legrand et al.,, 2000; Look et al., 1985; Lépez Facundo et al., 2008;
Mushtaq et al., 2013; Pui et al., 2009). Lo que nos lleva a confirmar que el género masculino es
mas afectado por leucemia aguda (LA) entre la edad pediatrica, como ya lo habia sefialado

Quero-Herndndez y col. 2006 en estudios anterior en Oaxaca.
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La edad evaluada como buen prondstico fue 1 a 9 afios, pues el grupo cooperativo
Pediatric Oncology Group (POG) y el St. Judes Childrens Research Hospital asi lo establecieron
(Mushtaq et al., 2013; Ramos-Pefiafiel et al., 2010; Rivera-Luna, 2000). La edad mas frecuente
(58.8%) fue la edad de buen prondstico, lo que concuerda con lo publicado, pues en promedio
se tiene un 57% de pacientes pediatricos entre 1y 9 afios (Coustan-Smith et al., 2002; Dastugue

et al., 2013; Look et al., 1985; Nada et al., 2013; Pui et al., 2009).

Los lugares de procedencia, de los pacientes, dentro del estado de Michoacan fueron
agrupados por regiones, para facilitar el andlisis estadistico; la regién Cuiteo (19.4%) encabeza
este estudio, seguida por la regiéon Purépecha (16.4%) y la region oriente (14.9%). Uno de los
municipios de la regién Cuitzeo es Morelia, asi que creemos que por el factor poblacién, pueda
estar influyendo en este resultado. Por lo que se sugiere realizar un estudio mas amplio y que

se tome en cuenta este tipo de variables.

En México, la Asociacidon Mexicana de Agencias de Investigacién de Mercados y Opinién
Publica (AMAI) ha propuesto medir el indice de nivel socioecondmico mediante la regla AMAI
13x6, la cual clasifica a los hogares en seis niveles, considerando nueve caracteristicas o
posesiones del hogar y la escolaridad del jefe de familia o persona que mds aporta al gasto. En
base a esto, nosotros quisimos evaluar Unicamente la educacién de los padres (Lépez Romo,
2009). En nuestro estudio, la escolaridad bdasica (primaria o secundaria) en ambos padres,
representd mas del 80%, con una diferencia estadisticamente significativa. Cabe senalar, que la
escolaridad bdsica del jefe del hogar, segln lo descrito por Lépez-Romo, se presenta en grupos

de nivel socioeconémico pobre.

La ocupacién de los padres es una de las mayores fuentes de exposicién del nifo. La
exposicidon mas asociada al desarrollo de cancer en nifios es la paterna, como en los trabajos
donde se expongan a: pinturas, productos de petréleo, disolventes (especialmente

hidrocarburos clorados), insecticidas y metales. Se han propuesto diferentes mecanismos por
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los que la ocupacion de los padres puede conducir al desarrollo de cancer en edad pediatrica
(Mejia-Aranguré et al., 2000). Debido a lo anterior, nosotros quisimos evaluar la ocupacion del
padre, dando 39.7% de padres con ocupacion campesina. En respecto de los resultados

podemos decir que hay cierta asociacidén del paciente pediatrico con la ocupacion del padre.

Los signos y sintomas de la leucemia aguda se pueden explicar a través de dos
mecanismos fisiopatoldgicos: 1) insuficiencia medular por anemia, granulocitopenia que
condiciona la fiebre y/o las infecciones y trombocitopenia que produce hemorragias de
mucosa. La insuficiencia medular se debe a la invasién blastica de la médula dsea y a la accidn
inhibitoria que ejercen los blastos en el tejido hematopoyético normal. 2) proliferacion blastica
gue explica las adenomegalias, las hepatoesplenomegalias, los dolores dseos y las alteraciones
radioldgicas del esqueleto. Los diversos sintomas de la leucemia aguda se han agrupado en
cuatro sindromes: anémico (astenia, adinamia, palidez, disnea, hemoglobina baja) purpurico
(petequias, equimosis, gingivorragias, epistaxis y otras hemorragias), febril (fiebre, infecciones)
e infiltrativo (hepatomegalia, esplenomegalia, dolor éseo, adenopatias) (Vargas P., Pino R,
Barria C., Young A., & Garcia U., 1980). En este estudio, los sindromes de los pacientes
pediatricos de novo generalmente coexistieron y se combinaron entre si, en gran mayoria
presentaron la combinacion de 2 a 4 sindromes. Ortega y col. 2007 describieron que los
sintomas menos comunes son cefalea, vomito, alteraciones de las funciones mentales, oliguria

y anuria; este mismo comportamiento se observo entre nuestros pacientes.

Lépez Facundo y col. 2008 senalaron que el estado nutricio del paciente, condiciona a
mayor riesgo de enfermedades infecciosas y disminuyd la tolerancia a la quimioterapia. En
diversos estudios, donde han evaluado el estado nutricio por peso, edad y talla; concluyen que
no son indicativos como factores prondsticos de pacientes con leucemia (Davila-Rodriguez et
al., 2010). Debido a lo anterior, no podemos presentar alguna conclusién sobre el estado
nutricio de nuestros pacientes. Davila y col. 2010, mencionan que la albimina es un indicador
apropiado del estado nutricio de pacientes con leucemia. Se han obtenido diferentes estados

nutricios segun la concentracion de la albumina (Baltazar Luna, Omafia Guzmdn, Ortiz
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Hernandez, Namendis-Silva, & De Nicola Delfin, 2013). Asi pues, de acuerdo a la concentracion
sérica de la albumina el 40.7% de los pacientes tuvo una concentracion normal, el 57.4%
presentd una disminucion leve/moderada y el 1.9% tuvo un aumento sobre lo normal.
Sabiendo que, la frecuencia de desnutricion en el cancer fluctia entre un 40-80% (Lara-
Rodriguez & Fing-Soto, 2012) en la poblacion pediatrica y tomando en cuenta que esta
distribucién depende del grado de riesgo nutricional; decimos que nuestros resultados de
estado nutricio disminuido leve/moderado (57.4%) esta dentro de lo reportado. Cabe sefialar
gue las neoplasias de las células formadoras de sangre son de bajo riesgo nutricional, sin
embargo en nuestro estudio muestra ser un problema de importancia, pues mas de la mitad de
los pacientes con leucemia aguda presentaron algun grado de desnutricion, lo cual puede

afectar la evolucién y desenlace de la enfermedad.

La biometria hematica es el estudio por excelencia para despertar la sospecha de
leucemia aguda, sin embargo se ha documentado que el 5% de pacientes con LLA cursan con
una biometria hematica totalmente normal al diagnéstico (Rivera-Luna, 2010). En promedio, la
hemoglobina presentada por los pacientes era de 7.55 g/dL, es decir, tenian anemia
normocitica-normocrémica, el volumen corpuscular medio (VCM) y hemoglobina corpuscular
media (HCM) estaban dentro de los valores normales. La anemia que se reconoce en los
pacientes con LLA es normocitica normocromica (Dorantes-Acosta et al., 2013; Rivera-Luna,
2010). La mayoria de los pacientes leucocitosis (exceso de leucocitos) y trombocitopenia (bajo
nimero de plaquetas), lo que concuerda con las referencias (Asgarian Omran et al., 2007;
Coustan-Smith et al., 2002; Pui et al., 2009; Ribera et al., 2002; Tong et al., 2010). La quimica
sanguinea mostrd que: la glucosa en varios pacientes se encontraba elevada aunque la media
de glucosa de los pacientes era casi normal (111.9). Cabe sefalar, que puede existir
hiperglucemia como efecto secundario, en pacientes con tratamiento de esteroides
(dexametasona y prednisona) es decir, en pacientes con leucemia aguda. La media de
concentracion sérica de urea, sobrepasa los valores normales, dicha elevacién puede deberse a
la infiltracion del rifidn. El valor promedio de deshidrogenasa lactica (DHL) fue mayor a lo

normal, por lo que se considera que los pacientes estan en riesgo de tener sindrome de lisis
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tumoral. La creatinina y el acido Urico se encontraron entre los valores normales. Los resultados
de pruebas de coagulacion, las medias de concentracién de cada parametro, estan dentro de lo
normal. La media de los valores de funcién hepatica, se encontraron dentro de lo normal, sin
embargo, se sabe que algunos pacientes presentaban infiltracién en el higado (hepatomegalia).
Los electrolitos séricos en los pacientes con leucemia aguda, fue normal; cabe mencionar, que

los electrolitos séricos se alteran debido al sindrome de lisis tumoral o dafio renal secundario.

Por las caracteristicas morfoldgicas de sangre periférica, tanto de LMA como LLA, se
puede decir que es dificil diferenciar entre los subtipos, pues muchas veces solo se puede
identificar a los blastos en general. Ahora bien, en médula 6sea, el uso de morfologia nos
permite hacer una mayor diferencia entre los subtipos. Es decir, en las LMA se muestran células
blasticas de estipe mieloide en frecuencias mayores que en la LLA. En cuanto a LLA, presentd

una mayor homogeneidad, pues mas del 90% se las células en médula ésea son linfoblastos.

Objetivo D. Evaluacidn los factores de riesgo a recaida (cuenta de leucocitos, infiltracion al
SNC, infiltracion extramedular, EMR, respuesta esteroidea).

Los factores prondstico, solo se evaluaron entre los paciente pediatricos. Realmente solo hubo
diferencia significativa (p> 0.05) entre los subtipos de leucemia para la coexpresion de

marcadores inmunofenotipicos.

La cuenta leucocitaria total de mal prondstico (50 x 10° /L) en los pacientes pediatricos
tuvo una frecuencia un poco mayor en LLA (19%) que en LMA (14%); estas cifras son menores al
ser comparadas con las referencias. La cuenta mayor de leucocitos, en LLA se ha reportado
desde un 21% hasta un 48%; en LMA otros estudios tuvieron 26.7% hasta 70% (Asgarian
Omran et al., 2007; Coustan-Smith et al., 2002; Hashii, 2011; Nada et al., 2013; Pui et al., 2009;
Ribera et al., 2002; Tong et al., 2010).
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La infiltracion del sistema nervioso (SNC), en pacientes pediatricos con LMA no se
presentd. Es decir, segun el estado del SNC, dichos pacientes presentan un prondstico
favorable. En la literatura, las frecuencias encontradas van desde 0% hasta 20%. Por lo que
podemos decir que tenemos un resultado acorde a la literatura. Para la LLA, la distribucién de
infiltracion fue de 17%, el cual es superior a lo que reportan Ribera (7%) y Lépez Facundo (6%).

Este porcentaje mayor puede deberse a la inclusién de algunos pacientes con recaida.

También, en pacientes pediatricos con LLA se evalud la distribucion de la infiltracidon
extramedular como fue hepatomegalia (47%), esplenomegalia (40%) e infiltracion testicular
(6%). De acuerdo con la literatura, estos resultados concuerdan. Pues, la literatura reporta para
hepatomegalia valores desde 38% hasta 74%; esplenomegalia en 32% hasta 67%,; e infiltracion
testicular 2%. En LMA de pacientes pediatricos, la infiltracion extramedular fue mayor en
hepatomegalia (47%) que en esplenomegalia (20%), en cuanto a la infiltracion testicular no
hubo. Nada y col. 2013, reportan el total de infiltraciones extramedulares en pacientes
pediatricos con LMA entre un 0% hasta un 18%. Obteniendo un promedio de las infiltraciones
gue manejamos, se tuvo un dato de infiltracion extramedular global de 22.3%, el cual es poco
mayor a lo que se sefiala en otros estudios (Asgarian Omran et al., 2007; Lopez Facundo et al.,

2008; Ribera et al., 2002).

La enfermedad minima residual (EMR), es un factor prondstico que mide la cantidad de
blastos presentes en médula 6sea, preferentemente al final de la induccion vy si el resultado es
>0.01 % blastos, existe EMR. La frecuencia de EMR en pacientes con LLA (9%) fue mayor que en
pacientes con LMA (0%). Para la LLA en pediatricos, diferentes autores senalan frecuencias

entre 2.8% hasta 27.1%, por lo que decimos que nuestro resultado es similar a lo reportado.

La respuesta esteroidea se evalud en los pacientes con LLA de pediatricos al dia 7,

después de haber administrado un tratamiento inicial de esteroides. De acuerdo a Ramos y col.,
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en un estudio Mexicano (58% supervivencia), decimos que nuestro resultado (65.8%
supervivencia) es diferente a lo indicado en dicho estudio. En cambio, en un estudio Italiano la
frecuencia es de 65%, comparandolo con nuestro resultado (65.8%) tenemos cierta similitud en

cuanto a pacientes con buena respuesta esteroidea.

La co-expresidon de un marcador no caracteristico de linaje, fue un factor prondstico con
diferencia significativa (p=0.001) entre los subtipos de leucemia aguda. Hubo mayor infidelidad
de linaje entre los subtipos de LMA (60%) que LLA (15%). Ribera y col. 2002, reportd
coexpresion para LLA de 43%, la cual es menor a lo que nosotros tenemos entre nuestros
pacientes. Sin embargo, Seegmiller y col., sefalan la expresién de antigenos mieloides (en su
mayoria 1 y 2 antigenos por paciente) en 88.5% de LLA-B en pediatricos y en 82% de LLA-B en
adultos. Orfao y col., describieron la expresion del fenotipo aberrante en LMA >80%. Es decir,
suponiendo que el valor que da Orfao sea Unicamente en su mayoria en casos de infidelidad de

linaje, solo entonces nuestro resultado serd menor a lo sefialado.

Objetivo E. Asociacion la evolucion de paciente con los factores de riesgo a recaida.

La supervivencia estudiada desde el inicio de la induccidn hasta agosto 2013, es decir de 2 afios
y medio, fue mas representativa de lo que sucede en un paciente pediatrico de novo con
leucemia aguda. Al analizar las supervivencias a 6 meses (85.4%) y 2.5 anos (74.5%), notamos
gue la ultima concuerda con lo reportado en otros estudios para la leucemia aguda (LA). Pues,
se sabe que la supervivencia de las leucemias pediatricas ha alcanzado curacién entre el 70 y el

85%. (Pifieiros et al., 2007; Verduzco-Rodriguez et al., 2012)

En los protocolos técnicos de cédncer en nifios de México, se menciona que la

supervivencia de pacientes con LLA a cinco afos es superior a 80%; con respecto a esto,
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decimos que la supervivencia a 2.5 afos (83.3%) es mas aceptable que la supervivencia a 6
meses (92.8%), puesto que concuerda mejor con lo descrito. Para la LMA, el Hospital Infantil de
México han reportado supervivencias de 47%, lo cual es semejante al resultado que hemos
tenido (46.1%). Y aunque parezca minima la supervivencia, podemos decir que esta dentro de
los mejores resultados de México, pues se sabe que en diferentes hospitales mexicanos se
manejan supervivencias de 18 a 30%. En cuanto, a eventos adversos, en la LMA (30.7%) hubo
mayor cantidad que en pacientes con LLA (26.1%). Esto mismo se puedo justificar con los
niveles de supervivencia que manejan ambos subtipos de Leucemia, es decir, quienes viven mas

tienen menos eventos adversos.

Al analizar las supervivencias de los pacientes con las alteraciones numéricas, tenemos
qgue nuestros resultados no son como se sefiala en la literatura. Es decir, el cariotipo
hiperdiploide (50%) que deberia de tener mejores niveles supervivencia, tuvo una desfavorable
supervivencia a comparacion del cariotipo diploide (57.1%) e hipodiploide (59.2%). Creemos
gue este resultado puede deberse a la cantidad de pacientes que se manejan en cada grupo:
diploide, hipodiploide e hiperdiploide o a factores prondsticos adicionales en cada subgrupo.
Ademas, cabe sefialar que mediante el test de Log- Rank no hubo diferencia estadisticamente
significativa entre los tipos de cariotipo, por lo que, no podemos sefialar a la alteracion

numeérica de cariotipo como un factor prondstico de importancia en nuestro estudio.

La supervivencia segun el ciclo celular, como sefiala Look y col. 1985, la fase S <6.8 es de
pronostico adverso. Pues, se tiene supervivencia del 41%, la cual es menor que la supervivencia
(82.4%) de los pacientes que presentaron fase S > 6.8. Look y col., informaron remisién
completa en menos del 60% para pacientes con fase S >6.8 y remisién completa menor del 40%
para pacientes con fase S <6.8. En base a esto, podemos decir, que el ciclo celular es un factor

prondstico de importancia en nuestro estudio.
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El indice de DNA, mostré niveles de supervivencia diferentes a lo reportado, pues el
indice de prondstico favorable (indice de DNA de 1.16 o mas) tiene supervivencia del 50%,
ademds de ser menor un poco menor al grupo con indice de DNA de prondstico adverso
(56.2%). Esta diferencia de supervivencias entre, los grupos de prondstico adverso y favorable,
es evidente en el estudio de Pui y col. 2004, pues el indice de DNA de buen prondstico presenta
91.2% de supervivencia y el grupo de prondstico adverso tiene 78.5% de supervivencia. Por lo
tanto, en nuestro estudio ésta cuantificacion no parecié ser un factor prondstico de interés
entre nuestros pacientes pediatricos, pues no hubo evidencia entre los niveles de

supervivencia.

Entre nuestros resultados, hubo una marcada diferencia entre las supervivencias del
tipo de género. Es decir, los pacientes masculinos (74.6%) les fue mejor que a los pacientes
femeninos (44.9%); lo que es contrario, a otros estudios. Pui y col. 2004, reportaron
supervivencias de 83.3% para pacientes femeninos y supervivencia de 79.1% para pacientes
masculinos. De acuerdo a la supervivencia de este factor prondstico, decimos que en nuestro

estudio fue relevante ser paciente pediatrico femenino o masculino.

La edad como factor pronostico, fue corroborada, pues el grupo de pacientes de 1 a 9
afios sefialaron supervivencias de 74.3% y el grupo de pronostico adverso (<1 afio y >9 afos)
tiene supervivencia menor (39.5%). Y aunque, el resultado al ser comparado con el test de Log-
Rank no fue significativo, a nuestra opinién seguln el comportamiento del grafico (Figura 11). La
edad fue un factor prondstico importante al momento del desenlace del paciente. Pui y col,
para las LLA en pacientes pediatricos sefiala supervivencias de 84.3% para pacientes de 1 a 10
afios y supervivencia de 72.4% para menores de 1 aflo y mayores de 10 afos. Creemos que al

aumentar el numero de pacientes, estos resultados podrian ser significativos.
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La cuenta de leucocitos mayor a 50x10°/L, se indica como un mal prondstico para el
paciente. En un estudio de LLA en el Hospital Pediadtrico de San Judas en Estados Unidos,
mencionan que la supervivencia de pacientes con leucocitos >50x10°/L solo sobreviven 70.8% y
para pacientes con cuenta de leucocitos <50x10°/L sobreviven 85.6%. Aqui tuvimos un
comportamiento contrario, pues la cifra total de leucocitos mayor a 50x10°/L tuvo
supervivencia mayor que los otros pacientes de prondstico favorable. El porqué de nuestros
resultados, tal vez sea, que por si sola la cuenta de leucocitos (en este estudio) no funciona
como factor prondstico o quizas sea porque algin otro factor prondstico tiene una mayor

influencia sobre los pacientes.

El liguido cefalorraquideo (LCR), que evalua la infiltracion al sistema nervioso central
(SNC), como factor pronéstico no mostré mayor diferencia entre los grupos con infiltracion o
sin infiltracion al momento de evaluar la supervivencia de ambos. Pues, quienes no tuvieron
infiltracién al SNC sobrevivieron en 56.3% y los que tuvieron infiltracion sobrevivieron 66.7%. La
literatura nos sefiala supervivencia mayores (80.9% y 76.9% respectivamente) para aquellos
qgue no tienen infiltracidn y por el contrario para lo que la tienen. La diferencia que hay entre
nuestros resultados con la literatura, podia ser por el tamafio de los grupo, es decir era mas
pequefio el grupo de pacientes con infiltracion (3 pacientes) que el de sin infiltracién (50

pacientes).

La presencia de infiltracion extramedular, como factor prondstico tuvo un
comportamiento distinto, dependiendo del tipo de infiltracién. La supervivencia sin
hepatomegalia (66.4%) fue mejor que con hepatomegalia (54.7%). Y la supervivencia con
esplenomegalia (75.3%) fue mayor que sin esplenomegalia (54.6%). Es dificil, definir que la
infiltracion extramedular no sea un factor prondstico util en nuestro estudio, ya que se ha
reportado por Lépez- Facundo y col. 2008, que el tener infiltracion extramedular provoca

mayor muerte entre los pacientes con leucemia.
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La enfermedad minima residual (EMR) como factor prondstico, mostrd ser util, pues los
pacientes con buen prondstico (<0.01% de blastos) tuvieron supervivencia del 68.8% vy los
pacientes con prondstico adverso (>0.01% blastos) la supervivencia fue de 50%. Lo que es
similar de cierta manera a lo que obtiene Pui y col. 2004, en el Hospital de San Judas. Pues se
alcanza 84.8% de supervivencia entre los pacientes sin EMR y 65.5% de supervivencia en

pacientes con EMR.

La respuesta esteroidea, sefialada de buen prondstico o como buena respuesta al
tratamiento (<1000 blastos) tiene una supervivencia de 65.8% y en comparacién con la
respuesta adversa (>1000 blastos) con supervivencia de 72.7%, no muestra haber una
diferencia significativa entre las supervivencias. Ramos- Pefiafiel y col. 2010, sefialaron que en
su estudio en México pero con pacientes adultos con respuesta favorable a esteroides la
supervivencia global fue de 58%. Entonces, de esta manera nuestro resultados en supervivencia
de respuesta favorable es mayor a lo que reportan, mas aun la respuesta adversa sigue siendo
mayor que esta. Nuevamente el tamano del grupo de estudio, puedo estar influyendo en este

resultado.

En los pacientes pediatricos con leucemia aguda, sin co-expresion de marcadores de estirpe
diferente tuvieron supervivencia mayor (63.7%) que la supervivencia (46.7%) de los pacientes
con co-expresion de marcadores. Puede que el contraste de estos resultados, sea porque
algunos patronos inmunofenotipicos aberrantes, entre ellos la co-expresion, podrian reflejar
alteraciones citogenéticas de las células neopldsicas (Novoa et al.,, 2013). La expresion de
marcadores mieloides en la LLA del adulto se ha asociado con un pobre prondstico; sin
embargo, en nifios esta correlacion no ha sido demostrada (Marsan Sudrez et al., 2002). Asi

pues, el prondstico de nuestros pacientes fue adverso.
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El tipo de estirpe celular (linfoide y mieloide) fue un importante factor prondstico, pues
los pacientes de estirpe linfoide (65.7%) sobrevivieron mas que los de estirpe mieloide (53.3%).
Como ya han mencionado varios autores (Lépez Facundo et al., 2008; Miranda-Lora et al.,
2012), la supervivencia que alcanzan los pacientes con leucemia de estirpe linfoide son mayores
gue lo que tienen leucemia de estirpe mieloide (Rivera-Luna, 2010). Por eso mismo es

importante realizar la diferencia entre ambas estirpes.

La supervivencia también se analizd entre los diferentes subtipos de LLA de linaje B. Los
pacientes con leucemia linfoide aguda (LLA), segun el subtipo, mostraron diferentes niveles de
supervivencia. La literatura, menciona que el subtipo de LLA de estirpe B no constituye un
factor prondstico desfavorable, son los factores adicionales que condicionan el prondstico
malo. Algunos autores mencionan que la supervivencia de pacientes LLA de linaje B tienen peor
supervivencia aquellos con inmunofenotipos inmaduros. (Marsan Sudrez et al., 2002; Rivera-
Luna, 2010) En el caso de los pacientes con LLA pre B temprana (55.9%) vivieron menos que
todos los demas subtipos; el subtipo LLA pro B tiene supervivencia de 75.8% y LLA pre B (100%).
EL subtipo LLA pro B, el subtipo de leucemia mas inmaduro, de riesgo estandar mostrd una
buena supervivencia, contrario a lo que Marsan y col. 2002, reportaron (<40%). El subtipo LLA
pre B temprana debid de tener una mejor supervivencia, pues la literatura le asigna un riesgo
bajo; Marsan y col. 2002, reportaron para este subtipo de leucemia aproximadamente un 50%
de supervivencia. Es decir nuestro resultado en LLA pre B temprana es mayor y mejor a la
literatura. Y el subtipo LLA pre B, clasificada en riesgo bajo presenté buena supervivencia
acorde a sefialado. De hecho es muy similar a lo que Marsan y col. 2002, reportaron
(aproximadamente 100%). Las LLA de estirpe T, constituyen per se un grupo de leucemias poco
frecuentes (10%) que tienen un mal prondstico vy, por tanto, su identificacion es esencial porque
se encuentran dentro de las LLA de alto riesgo o de muy mal pronéstico. (Rivera-Luna, 2010) En
nuestros casos de LLA- T hubo supervivencia del 100%, es decir, no concuerda con lo sefialado
en la literatura. El estudio hecho en Cuba por Marsan y col. 2002, se obtuvo supervivencias
menores al 70% a dos afios y medio desde el inicio del tratamiento. Cabe sefialar que el nimero
de pacientes con LLA- T es minimo (3 pacientes), asi pues, el nimero de pacientes puede haber

afectado el resultado que tenemos.
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CONCLUSIONES

La citometria de flujo fue util para caracterizar el linaje de las leucemias agudas, clasificarlas e

identificar fenotipos aberrantes presentes en la mayoria de los casos.

La relacién entre el inmunofenotipo, la citogenética y las caracteristicas clinicas en pacientes
con leucemia aguda lograron proporcionar elementos para comprender mejor la biologia la
enfermedad. Aquellos casos con fenotipos aberrantes expresaron cariotipos complejos o de

mal prondstico y tuvieron menor supervivencia.

Los diversos factores prondsticos aportaron informacién importante para conocer el estado del
paciente al momento del diagnoéstico y ayudaron a los médicos a definir el esquema
qguimioterapéutico. El tipo de estirpe celular, la edad, el ciclo celular, el género, la enfermedad
minima residual, la co-expresion de marcadores inmunofenotipicos influyeron en la

supervivencia del paciente con leucemia aguda.

PERSPECTIVAS

Nuestro estudio proporciond resultados semejantes a los descritos a nivel nacional e
internacional, sin embargo, es necesario continuar con el estudio de los pacientes hasta
completar los 5 afios para evaluar mejor los resultados. Pues, este tipo de estudio contribuiria
al mejor conocimiento de la leucemia aguda y por consiguiente a un mejor tratamiento para

alcanzar niveles de supervivencia mas prolongados y mejor calidad de vida.

Asimismo, es necesario incrementar el tamafio de la muestra de pacientes para evaluar
aquellas variables en las que sélo se observaron tendencias, pero que no fueron significativas.

Por ejemplo: tipo de cariotipo, cuenta leucocitaria, ciclo celular, EMR, entre otros.
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ANEXOS

ANEXO A.- Anticuerpos monoclonales

Anticuerpo
Tipo de célula Antigeno
monoclonal

CD2 Células T, la mayoria de las células NK Receptor de eritrocitos-roseta

CD3 Expresion en superficie de las células T Asociado con el receptor de células T, media
maduras, citoplasmatica en la expresién de la sefial en la transduccion

de las células T inmaduras

CDh4 Linfocitos T cooperadores, monocitos Receptor para moléculas CMH Il

CD5 Los timocitos, células T maduras, sub- En relaciéon con la proliferaciéon de células T
poblacidn de células B

CcD7 Células T, células NK, subpoblacion de Proteina de 40 kDa
células mieloides inmaduras

CD8 Células T Citotoxicas/supresores, Receptor para moléculas CMH |
subpoblacidn de células NK

CD10 c-LLA, células precursoras linfaticos, Antigeno de la leucemia aguda comun (CALA),
neutrofilos y subconjunto de células B endopeptidasa neutra
maduras

CD11b Monocitos, macréfagos, neutrdfilos, células Molécula de adhesidn, receptor de C3bi
NK

CD13 Células mieloides N- Aminopeptidasa

CD14 Monocitos y neutrofilos Receptor de LPS (lipopolisacaridos)

CD15 Neutréfilos y monocitos Hapteno-X, 3-fucosil-N-acetil-lactosamina

CD19 Células B precursoras, células B Puente para la sefial de inmunoglobulina de

superficie
CD20 Subpoblacién de células B precursoras, Canal de iones, sustrato de proteina quinasa C

células B
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CD22 Expresion en superficie de las células B, la Molécula de adhesidn relacionada las células
expresion citoplasmadtica en las células B neutrales, un puente para la sefial de
precursoras inmunoglobulina de superficie

CD33 Los  monocitos, células  precursoras glicoproteina de neutrdfilos de 67 kDa
mieloides, débil expresion en

CD34 Células precursoras linfoides y mieloides glicoproteina de 105-120 kDa

CD38 Linfocitos activados, subpoblacion de Glicoproteina de células de 45 kDa
células B, plasma

CD41b Plaguetas, megacariocitos Glucoproteina Ilb / llla, receptor de

fibrindgeno

CD42a Plaquetas, megacariocitos Glicoproteina Ib, parte del receptor del factor

de Willebrand

CD45 Todos los leucocitos Antigeno T200, proteina-tirosina-fosfatasa

CD64 Monocitos, macréfagos Receptor de alta afinidad para IgG

CDh71 Células eritroides, T- activados y los Macréfagos receptor de transferrina
linfocitos B

CD79a Linfocitos- B, incluyendo las células B Ig-a/mb1, parte del receptor de antigeno de
inmaduras células B

HLA-DR Linfocitos B, linfocitos T activados, Parte de las células precursoras de complejos
monocitos CMH Il

MPO Expresion lisosomal en neutréfilos vy Mieloperoxidasa incluyendo células mieloides
monocitos inmaduras

Tdt Expresion nuclear en las células precursoras Desoxinucleotidil transferasa terminal
linfoides

IgM Linfocitos pre-By B Cadena pesada M de inmunoglobulina

(Basso, Buldini, Zen, & Orfao, 2001)
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ANEXO B.- Inmunofenotipos aberrantes en leucemia aguda.

. LMA LLA
Fenotipos
aberrantes . .
Estirpe B Estirpe T
Total casos 86% 89% 100%
1.- Infidelidad de 54% 40% 29%

linaje

2.- Ausencia de
expresién de
antigeno

CD56 (22%), CD7 (17%),
CD2 (14%), CD4 (9%),
CD19 (5%) CD10 (4%)

CD20Y CD22 (1%).

21%
HLA- DR (8%), CD117 (6%),
CD33 (4%), CD13 (3%),
CD4 (5%), CD14 (5%).

CD13 (20%), CD33 (15%),
CD15 (6%), CD2 (6%), CD56
(3%), CD11b (1%).

35%
CD45 (28%), CD79a (5%)
CD38 (2%), HLA- DR (1%),
CD20 (1%), CD22 (1%),

CD10 (17%)
CD13 (12%)
HLA-DR (8%)
CD117 (4%)
CD33 (4%)

100%
CD3 (67%)
CD4 (37%)
CD8 (37%)

CD2 (8%)
CD5 (8%)
3.- Sobre-expresion 21% 35% 70%
0 menor expresion
del antigeno
4.- Asincronismo 26 % 37%
CD34 (+) CD15 (+): 6% CD34 (+) CD20 (+): 24 %
CD34 (+) CD117 (-): 5% CD34 (+) CD10 (+): 13%
CD13 (-) CD33 (+): 4.6%
CD13 (+) CD33 (-): 3%
CD117 (+) CD15 (+): 2.7%
HLA- DR (+) CD15 (+): 2%
CD34 (+) HLA-DR (-): 2%
5.- Fenotipo 96%
ectépico
(Novoa et al., 2013)
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ANEXO C.- Clasificacion inmunoldgica de las leucemias agudas de estirpe linfoide.

Subgrupo Frecuencia Perfil de caracteristicas Prondstico / Observaciones

inmunoldgico en nifios inmunofenotipicas

LLA linaje B

Pro B HLA-DR, Tdt, CD19 y CD79a Se presenta en un 5% de los pacientes con

positivos. CD20, Igy CD10

negativos.
Células  pre-B  60-70% CD10, CD19, CD79a, CD22, HLA-
tempranas DR, CD34 y Tdt positivo. CD20

positivo o negativo. CD24-
fuertemente positivo, CD45 e

IgM negativo.

Células pre-B 20% Cadena pesada IgM, CD10, CD19,
cyCD79ay CD22, HLA-DR
positivo. CD20 positivo o

negativo. Tdt negativo.

Células B 2-5% Inmunoglobulina de superficie,
maduras HLA-DR, CD79a, CD19, CD20,
CD22, CD24 positivo, CD34 y Tdt

negativo

LLA linaje B. Mds comun en los lactantes.

Bueno, excepto en CD10 negativos,
especialmente en infantes, donde se asocia
con desplazamiento que implica 11923 que
resulta en el reordenamiento del gen MLL,
de mal pronéstico. Esta misma
translocacién se asocia con la presencia de
CD15 y CD69 también. La t(9;22) asocia de

multiples antigenos mieloides.

Pobre en comparaciéon con pre-B temprana,
expresion de t (1; 19) (923; ql13) es el
principal determinante de prondstico
adverso en pre-B. Los nifios que no tienen
esta lesidn prondstico similar al prondstico

de pre-B temprana.

Pobre con los regimenes terapéuticos
estandar de LLA; Sin embargo, los
regimenes de dosis intensivas de breve
duracién utilizada para el linfoma de Burkitt
conducen a tasas de curacion de 75% o mas

alto.
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LLA linaje T

Células pro-T

Células pre-T

Células T 15-20%;

cortical poco
frecuente en
nifios

menores de

1 afo de

edad.

Células T

maduras

CD3 y/o CD7 positivas

CYCD3, CD7, CD2 y/o CD5

positivas.

CD3, CD7,CD2 y/o CD5y CD1a
positivas, la co-expresién de CD4

y CD8.

CD3, CD7, CD2 y/o CD5y CD3
positivo, segregada CD4 o CD8

positivos.
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Mal pronéstico  se informod con
anterioridad, pero con el uso reciente de
una terapia mas intensiva da niveles de
supervivencia similares a LLA no T. En el
analisis multivariante, el inmunofenotipo de
las células T per se no es una variable
pronostica independiente. El

inmunofenotipo menos maduros tienen

peor prondstico que aquellos con
inmunofenotipos mas  maduros. Los
pacientes con CD7 en ausencia de

cualquiera de CD4 o CD8 tienen una pobre
supervivencia. Ausencia de expresion CD2

también se asocia a una peor evolucion.

(Asgarian Omran et al., 2007; Basso et al., 2001; Dorantes-Acosta et al., 2013; Jennings & Foon, 1997;
Orfao et al., 2006; Seegmiller et al., 2009; Varma & Naseem, 2011)

Subgrupo inmunolégico

Frecuencia en ninos

Prondstico

Inmunofenotipo

LLA de linaje Bcon t (9, 22)
(934; q11.2); BCR-ABL1

LLA de linaje B con t (v;
11g23); rearreglo MLL

2-4% de ALL infancia

Leucemia mas comun en

Pobre

Pobres, de alta

CD10, CD19, Tdt positivo; CD13,
CD33 frecuentemente expresado;
CD117 tipicamente negativo

CD19, CD15 positivo; CD10, CD24

los bebés. Menos comunes frecuencia de negativo

en los niflos mayores y afectacion del

aumenta con la edad hasta SNC.

la edad adulta.

25% de los de linaje B. Bueno CD10  brillante, CD19 con

LLA de linaje B con t (12;
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21) (p13; g22); TEL-AML1
(ETV6-RUNX1)

LLA de linaje B con
hiperdiploidia
LLA de linaje B con
hipodiploidia

LLA de linaje B con t (5; 14)
(931; g32); IL3-IGH

LLA de linaje B con t (1; 19)

(q23; p13.3); E2A-PBX1

(TCF3-PBX1)

Caracterizado como un

subgrupo de células B
precursoras, se observa en
nifios entre 1-10 afios con
un prondstico muy

favorable

25% de los de linaje B, que
no se ve en los bebés vy
disminuye en frecuencia

con la edad

1% de los casos de LLA.
Cerca haploides ALL (23-29
cromosomas) parecen

limitarse a la infancia

<1% de los casos de LLA

6% de los casos de todo
linaje B y el 25% de los
casos de LLA pre-B

Bueno

Pobre

Esta
translocacién no
tiene impacto en
el prondstico,
gue no se
considera que es
diferente de
otros casos de

LLA

Pobre
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dim/ausente CD9, CD20

CD19, CD10, cyCD22, cyCD79a,
CD34 positivo; CD45 suele ser

negativa

Pre-B fenotipo, tipicamente CD19,
CD10 positivo

CD19, CD10 positivo (incluso un
pequefio nimero de explosiones
en un paciente con eosinofilia

debe sugerir este diagndstico)

CD10, CD19, CD9 brillante

positivo, CD34 negativo, CD20
menudo ausente o débilmente

positivo

(Varma & Naseem, 2011)
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ANEXO D.- Clasificacion inmunolégica de las leucemias agudas, estirpe mieloide.

Subgrupo

Frecuencia y caracteristicas  Prondstico

Inmunofenotipo

LMA t (8; 21)(q22; 922)
RUNX1-RUNX1T1;
(AML1-ETO)

LMA Inv(16)(p13; 1922)
o t(16; 16)(p13.1; 922;)
CBFB-MYH11

LPA t(15;17)(q22; q12);
PML-RARA

LMA t(9;11)(p22;923);
MLLT3-MLL

LMA t(6;9)(p223q34);
DEK-NUP214

LMA Inv(3)(gq21926.2) o
t(3;3)(a21;;926.2);
RPN1-EVI1

LMA t(1;22) (p13;913);

~5% de todas las LMA; 10% Bueno
de FAB-LMA-M2; pacientes
mas jovenes; grandes
explosiones.

5-8% de todos los LMA,; Bueno
pacientes mas jévenes;

corresponde a FAB-LMA-

M4 con eosindfilos

(cloroacetato positivo).

5-8% de todos los LMA; Bueno

poco comun en los nifios.

9-12% LMA pediatrica; Intermedio

corresponde a FAB-M5.

0.7-1.8%; edad mas joven; Pobre
niveles bajos de
hemoglobina y recuento de
plaquetas.

1-2% LMA; De novo o con Pobre
sindrome mielodisplasico;

aumento en el conteo de

plaquetas.

<1%; bebés sin sindrome Pobre

CD34, HLA-DR, MPO, CD13; CD33 débil;
CD15/65 en algunas células; CD19
aberrante, CD56.

Dos poblaciones con CD34, CD117 y
CD13, CD33, CD15, CD65, MPO
positividad; y otra con CD14, CD4, CD11b,
CD11c, CD64, CD36, lisozima positividad;
CD2 aberrante. Presencia de la poblacidn
de células con alta SSC y CD45 brillante
en la leucemia positiva CD2 con la
diferenciacién mielomonocitica es
altamente sugestiva de LMA con Inv (16).
Bajo / negativo HLA-DR, CD34, CD11a,
CD11b, CD18; CD33 y CD13 positivo;
frecuente coexpresion de CD2 / CD19 y
CD9. El reconocimiento del fenotipo
caracteristico LMA: negativo HLA-DR,
guia a la prueba de t(15; 17).

CD33, CD65, CD4, HLA-DR; CD13, CD34,
CD14.

Fenotipo mieloide no especifica con la
expresion coherente de la MPO, CD13,
CD33, CD38 y HLA-DR.

Mieloide inespecifica, con marcadores
megacariociticos CD13, CD33, CD38, HLA-

DR, CD41, CD61.

CD 41, CD42, CD61; CD 13 y 33 positivo /
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RBM15-MKL1

LMA con minima
diferenciacion/

LMA-MO mieloide

LMA sin maduracion/

LMA-M1

LMA con maduracidon/

LMA-M2

Leucemia promielocitica

aguda / LMA-M3

LMA con diferenciaciéon
monocitica

LMA-M4/LMA-M5

LMA con diferenciacion

eritroide /LMA-M6

LMA con diferenciacion

megacariocitica/LMA-M7

de Down.

5% de los casos de LMA,
mas frecuentes en

lactantes y nifios mayores.

5-10% de los casos de LMA,
observa con mayor
frecuencia en nifios
mayores.

10% de todos los casos de
LMA, se observa en ninos
de mayor edad

poco frecuentes, el 95% de

los casos tienen t (15; 17)

M4-comprende 5-10% y
M5 comprende <5% de los

casos de LMA

<5% de todas las LMA

<5% de LMA

Pobre

Pobre

Bueno

Bueno

Bueno

Pobre

Pobre
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negativo; CD34, CD45 y HLA-DR negativo.
CD36 es caracteristicamente positivo.
CD34, HLA-DR fuertemente positiva;
CD13 o CD33 positivo; CD38, CD117
generalmente positiva, MPO al menos el
3% de blastos; Aberrante de CD56 o CD7
se pueden observar.

MPO, CD13y /o CD33y /o0 CD117, CD45,
HLA-DR positivas.

CD45 positivo; CD33, CD13, CD15, CD11b
positivo; MPO positivo; HLA-DR
frecuentemente positivos.

CD13, CD33 positivo; CD9 positivo; MPO
fuertemente positiva; CD34, HLA-DR
negativo.

CD33, CD13, CD64, CD56, CD4, HLA-DR
positivo; CD117, CD34 negativo. CD33
con CD13 y CD34 negativo es altamente
predictivo de la LMA con monocitica
caracteristicas.

CD45 negativo, poblacién celular positiva
a CD71y glicoforina. Otra poblacion de
células con CD34, CD33, CD13 y MPO
positivos.

CD41, CD61, CD13, CD33 positivo; CD34,
CDA45, HLA-DR negativo.

MPO, mieloperoxidasa; SSC, dispersién lateral. Tomado de Varma & Naseem, 2011
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ANEXO E.- Carta de consentimiento informado.

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS ¥ BIOLOGICAS lopeologia Dlolecilar
“DR. IGNACIO CHAVEZ” { (DU
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADOS QRGeS

LABORATORIO DE CITOPATOLOGIA MOLECULAR Y CITOMETRIA DE FLUJO

HOSPITAL MORELIA, MICH.
Servicios de Medicina Interna — Hematologia - Oncologia
U.M.S.N.H. — IMSS — SSA - ISSSTE

Carta de consentimiento para la participacion de proyectos de investigacion cientifica

Morelia, Mich., a de del20

La presencia alteraciones moleculares y la clasificacion inmunofenotipica, se pueden asociar a
un buen o mal prondstico, su deteccion oportuna es de suma importancia para aplicar los
esquemas de tratamiento mas adecuados dependiendo del tipo de alteracion y con ello se
alcanza la remision completa.

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion “Caracterizacion
inmunofenotipica, citogenética y celular de pacientes con leucemia aguda” registrado ante el
comité local de investigacion con el numero: El objetivo de este trabajo es
determinar al diagndstico el inmunofenotipo, fenotipos aberrantes y alteracién molecular en
pacientes con leucemia aguda y asociarlos al progreso de la enfermedad. Se me ha explicado
que se utilizaran aproximadamente 10 mL de médula ésea los cuales serdn tomados por
puncion de la cresta iliaca, esta se me realizard en la toma para definir mi diagndstico. Declaro
gue se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos: dolor, moretéon y / o
hinchamiento en el sitio de la toma de meédula dsea. El investigador principal se ha
comprometido a responder las preguntas o cualquier duda que yo le planteé acerca de los
procedimientos que se llevardn a cabo. Entiendo que conservo el derecho de retirarme del
estudio en cualquier momento sin que esto influya sobre la atencién que recibo por esta
institucion, asi como que dicha participacion no tendrda ningin costo (no pagaré por
participacién del estudio).

El investigador principal me ha dado la seguridad de que los datos obtenidos seran en
forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionar la informacién actualizada
gue se obtenga durante el estudio.

Dr. en C Sergio Gutiérrez Castellano Nombre y firma del participante
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Nombre del Padre o tutor Nombre y firma de testigo
Datos que debe leer el paciente antes de firmar la carta de consentimiento

e Finalidad de la investigacion: evaluar los predictores moleculares de buen prondstico
para la remisién y supervivencia en pacientes con Leucemia Mieloide Aguda (LMA)
atendidos en el Hospital Infantil de Morelia.

e Naturaleza de la investigacion: consiste en tomar una muestra de 5 a 10mL ya sea
sangre periférica o médula 6sea, posteriormente analizar la muestra para aportar un
diagnéstico.

e Razones para el diagndstico molecular: el médico puede ordenar este examen si uno
tiene tipos o cantidades anormales de glébulos rojos, gldbulos blancos o plaquetas. El
examen se utiliza para diagnosticar leucemia, determinar el estado y respuesta al
tratamiento de la enfermedad.

e Consecuencias y beneficios de la investigacion: al momento de la toma de muestra
puede haber dolor. Posterior a la toma de muestra, la aparicién de un hematoma. El
beneficio serd conocer el resultado del diagndstico de la muestra aportada a la
investigacion.

e Al presentarse una consecuencia o efecto secundario al paciente, se dara atencion
médica adecuada.

e De poder tomar decisiones el menor de edad, se tomara en para la autorizacion del
consentimiento informado.

e En caso de ser menor de edad, el padre familia o tutor tiene la obligacion de firmar la
carta de consentimiento informado.

e De no estar de acuerdo con los datos provistos en esta carta, evitar firmar la
autorizacion de consentimiento informado.

NOTA: En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a: Investigador Responsable: D.C. Sergio
Gutiérrez Castellanos, Tel. 4431802719. Correo electrénico: sergutica@yahoo.com.mx. Colaboradores: Meédico
Hematopatdlogo Alicia Rivera Trujillo, Tel 4431397747. D.C. Martha Eva Viveros Sandoval, Tel. 4432278553. Q.F.B. Yazmin
Deyanira Hernandez Manzano, Tel. 7531111691. Comisién de Etica de Investigacién de la divisién de estudios de posgrado de
Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Direccion:
Dr. Rafael Carrillo Esq. Dr. Salvador Gonzalez Herrejon, Bosque Cuauhtémoc, Col. Centro, Morelia, Mich., C.P. 58000. Tel. 443) 3
12 00 14.
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ANEXO F.- Formato de recoleccion de datos del paciente.

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “DR. IGNACIO CHAVEZ” 9 72

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADOS A GI:MJ,Q;?
LABORATORIO DE CITOPATOLOGIA MOLECULAR Y CITOMETRIA DE FLUJO

|

DATOS DE ENVIO DE MUESTRA

Nombre completo Fecha de toma de muestra

No. de registro (Hospital)

Edad
Sexo Tipo de muestra
Diagndstico probable

A) De novo Hospital

B) En tratamiento, dias post-diagndstico
En caso de B), definir estadio de tratamiento (dias, semanas o meses)
a) Induccion a la remisidn
b) Consolidacién
c) Mantenimiento
d) Vigilancia

Observaciones

Recoleccién de datos en pacientes con Leucemia AL DIAGNOSTICO

Fecha de ingreso No. de registro hospitalario:

Nombre

No. de afiliacion:

Sexo Edad Hospital

Observaciones

Antecedentes:

AHF.- Neoplasias hematoldgicas

No hematoldégicas

APNP.- Originario Residente

Ocupacion | Nivel socioeconémico
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Urbano/rural | Escolaridad

Mielotdxicos Benceno | Solventes Pesticidas

Electromagnéticos | Radiaciones | Quimioterapia

Otros

APP.- Crdnicos degenerativos: | DM | HAS | Cardioldgicos

Nefropatias | Hepatopatias | Hepatopatia

Neuropatia

Sintomas al diagnéstico:

Tiempo de evolucion del padecimiento

Astenia Adinamia Pérdida de peso Hiporexia
Cefalea Mialgias Artralgias Dolor 6seo
Disnea Infecciones Sangrados

Otros

Examen fisico al diagnéstico:

Adenopatias | Palidez Sangrados Plrpura
Hepatomegalia Cm | Esplenomegalia cm | Dolor éseo
Fiebre | Infecciones
Infiltracién extramedular
Peso Karnofsky (KPS)
Otros:
BH Qs Serologia Médula ésea
Hb Gluc. VHB Morfologia %
Hto Urea VHC Eritro
VCM Creat. VIH Prom
HCM Colest Chag. Mielo
Leuc. HDL Metam
Neutr. LDL Bandas
Linf. Alb: PT Seg
Basof. BT Eos
Eos. BD Bas
Mono. BI Linf
Blastos DHL Mono
Coagulaci. AST Plasm
Plag. ALT Blastos
TP GGT Megas
TTP AU Celular
T Dep.Crea Infil
DD Clasif. FAB
PDF
Lisis
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