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RESUMEN

Las leucemias agudas son trastornos neoplasicos del sistema hematopoyé-
tico y reticuloendotelial relativamente frecuentes y unas de las que mayor
mortalidad producen en este grupo de enfermedades en el Ecuador. El
analisis inmunofenotipico de esta patologia se viene realizando desde hace
varios anos en el Instituto Oncologico Nacional SOLCA “Dr. Juan Tanca
Marengo” pero no se contaba con un informe que indique las caracteristi-
cas inmunes de estas patologias. Con el proposito de solucionar tal situa-
cion se desarroll6 un estudio de tipo observacional, descriptivo, de disefio
no experimental - transversal. Los resultados mostraron que las leucemias
agudas representaron el 93,1% de los casos. La frecuencia por sexo fue si-
milar (53,9% y 46,1%). EL rango de edad mas frecuente fue de 1-4 anos
(34,8%). El diagnostico mas frecuente fue el de leucemia linfocitica aguda
B con el 73,0%. El 100%% expres6 marcadores citolégicos de inmadurez.
El 75,7% reporto positividad en los marcadores inmunofenotipicos para
linfoides B. Solo el 7,8% fue positivo con marcadores linfoides T. La posi-
tividad para marcadores mieloides fue del 17,4%.

Palabras claves: LEUCEMIA AGUDA. INMUNOFENOTIPO



ABSTRACT

Acute leukemias son neoplastic disorders of hematopoietic and reticuloen-
dothelial system and Frequently Relatively few of the product that Mayor
Mortality in this group of diseases in Ecuador. Immunophenotypic analy-
sis of this pathology itself has been doing for several years in the National
Cancer Institute "Dr. Juan Tanca Marengo" But there was no scammers
UN report indicating the characteristics vegas THESE immune patholo-
gies. In order to solve this situation on itself a Development a cross sec-
tional study with the aim of knowing these Characteristics in a sample of
patients with This story of pathologies seen in 2009-2010 . For Infor-
mation Retrieval employment if the OS Observation addressed by using
UN para Designed Form Effect subparagraph processing data calculated
frequencies, percentages and means and standard deviations. The results
showed acute leukemias represented 93,1% of cases. The frequency by sex
was similar (53,9% and 46,1%). The 34,8% of the cases were between 1-4
years. 73,9% had no diagnosis of acute lymphocytic leukemia B. 100% ex-
press cytological markers of immaturity. The reported 75,7% positivity in
paragraph B lymphoid immunophenotypic markers. Only 7,8% were posi-
tive with T lymphoid markers. The positivity paragraph myeloid markers
was 17,4%

Keywords: ACUTE LEUKEMIA. IMMUNOPHENOTYPE.
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INTRODUCCION
Las leucemias agudas son un grupo de neoplasias hematolbgicas que pro-
ducen en los pacientes que las padecen, sindrome anémico, infeccion, tras-
tornos metabolicos, neurologicos, obstructivos y hemorragicos, lo cual
puede resultar en una tasa elevada de mortalidad.
En el Instituto Oncologico Nacional SOLCA “Dr. Juan Tanca Marengo” de
Guayaquil, no existen datos sobre la clasificacion de las leucemias agu-
das, sin embargo, hay estudios de otras ciudades de Ecuador, como Quito
donde las leucemias linfoblasticas agudas tienen una presentacion del
64.4%, y las leucemias mieloides agudas del 33,6% (Lopez —Cortez et al,
2009).
Estos trastornos neoplasicos producen las mas altas tasas de mortalidad
entre pacientes con cancer en el Ecuador (INEC, 2008). Un tratamiento
oportuno es un requisito importante para aumentar la sobrevida. Sin em-
bargo la falta de una clara identificacion del tipo de leucemia hace que el
tratamiento no sea oportuno y en el caso de las leucemias hibridas, cam-
biar radicalmente el pronoéstico de la enfermedad y alterar el curso del tra-
tamiento (Sanchez, 2002).
En estas circunstancias la evaluacion morfolégica de las células leucémicas
esta considerada como la base principal para evitar este problema, pero no
siempre puede aportar con toda la informacién requerida. Actualmente
con el inmunofenotipaje celular, se puede obtener una mejor caracteriza-
cion de estas enfermedades, propiciando que los pacientes puedan benefi-
ciarse de diferentes avances terapéuticos. (Sanchez, et al. 2002)
En Nueva YorK, Sivendran (2010) reporta la necesidad del estudio inmu-
nofenotipico en pacientes con leucemia mielogénica aguda ya que las
anormalidades estructurales genéticas tienen caracteristicas inmunolo6gi-
cas se asocian a un pronéstico de sobrevida pobre.
En Bogot4, Medina (2010), en su estudio sobre los perfiles inmunofenoti-
picos de las LLA, indica que la citometria de flujo es una herramienta

diagnostica y de seguimiento altamente util en las LLA, mencionando
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ademas el uso del fenotipo diagnostico en la prediccion de aparicion de
blastos en estudios de seguimiento con niveles superiores o iguales a 5%.
En China un estudio efectuado por Cheng, y cols. (2012), sefial6 que la ci-
tométria de flujo es importante para la deteccion de pacientes cuyas célu-
las expresan F2304, pudiendo llegar a desencadenar resistencia a varias
drogas citostéaticas.
En Ecuador Ruiz (2007) present6 una serie investigativa con 103 casos en
una investigacion efectuado para evaluar la supervivencia de pacientes con
LLA tratadas con el esquema Terapéutico SOLCA97, donde no se informa
haber tomado en consideracion el inmunotipaje.
Era imperativo la realizacién de una caracterizacion de las leucemias agu-
das en el Instituto Oncol6gico Nacional SOLCA “Dr. Juan Tanca Marengo”.
Mediante un estudio de tipo observacional — descriptivo, de diseno no ex-
perimental transversal en el Periodo 2009-2010.
Como resultados se observo que el mayor porcentaje de casos con leuce-
mias agudas estuvo en el grupo etario de 1-4 anos, siendo la linfocitica
aguda B el fenotipo més frecuente. La expresion de marcadores citologicos
de inmadurez en todos los casos, importante para el diagnostico. La ex-
presion de marcadores B fue méas comun (75,7%), en cambio sélo un 7,8%
expres6 marcadores T. Un 17,4% expres6 marcadores mieloides.

Se espera que estos resultados permitan al equipo de salud mejorar
los estandares de tratamiento y establecer definicién de riesgo aplicable a
los pacientes, que sera de gran utilidad para la toma de decisiones terapéu-

ticas, favoreciendo a quienes padecen leucemia aguda.



1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Determinacion del problema

Las leucemias agudas son un grupo de neoplasias hematolégicas que pro-
ducen en los pacientes que las padecen, sindrome anémico, infeccion, tras-
tornos metabolicos, neurologicos, obstructivos y hemorragicos, lo cual
puede resultar en una tasa elevada de mortalidad.

En el Instituto Oncol6gico Nacional SOLCA “Dr. Juan Tanca Marengo” a
pesar de que el inmunofenotipaje es un procedimiento diagnostico que se
emplea por varios afos, pero diversos motivos han contribuido a que esta
casa de salud no cuente con un reporte estadistico sobre la frecuencia de
las caracteristicas inmunofenotipicas en este grupo de enfermedades.

La falta de este tipo de diagnostico puede retrasar el tratamiento al evitar
el inicio de una terapia especifica lo que tiene un alto impacto sobre la
mortalidad y sobre la inversion de recursos tanto humanos como econémi-
cos para los sistemas de salud ya que esta circunstancia promueve la apari-
cion de complicaciones entre los pacientes con estos padecimientos ade-

mas de retraso en el tratamiento, lo que tiene un alto costo en vidas.
1.2 Pregunta de investigacion

¢Cuales fueron las caracteristicas inmunofenotipicas de las leucemias agu-
das diagnosticadas en el Instituto Oncologico Nacional SOLCA “Dr. Juan

Tanca Marengo” en el 2009-20107?
1.3 Justificacion

La investigacion es conveniente ya que la informacion beneficia de forma
importante al paciente con leucemia aguda atendido en el Instituto Onco-

l6gico Nacional SOLCA “Dr. Juan Tanca Marengo”, para asi ofrecerle la



oportunidad de recibir un tratamiento terapéutico eficaz y eficiente que le
permita aumentar su posibilidad de sobrevida.

El estudio fue también relevante ya que el Instituto Oncologico Nacional
SOLCA “Dr. Juan Tanca Marengo” es una instituciéon que atiende aproxi-
madamente 160 casos nuevos de leucemias agudas al ano los cuéles se
beneficiaran de forma directa con los resultados del estudio.

Por otra parte toda actividad investigativa se traducira en un mejoramien-
to cientifico del equipo de salud que maneja pacientes con neoplasias ya
que les permitira establecer los fenotipos de mayor prevalencia y en este
sentido mejorar el analisis de tratamientos, diagndstico y sobrevida.

Si bien no se emplea un nuevo modelo metodologico, el estudio es pionero
ya que no existe evidencia de que se haya efectuado uno de caracteristicas
similares. Ademas se aporta con una base de datos que podra ser utilizada

en estudios de cohorte historica, de gran importancia.



2 FORMULACION DE OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivos

2.1.1 Generales

Determinar las caracteristicas inmunofenotipicas de las leucemias agudas
en pacientes tratados en el Instituto Oncologico Nacional SOLCA. “Dr.

Juan Tanca Marengo” 2009 — 2010

2.1.2 Especificos

e Identificar los casos de leucemias agudas que se evaluaron con inmu-
notipaje.

e Listar segin las caracteristicas inmunofenotipicas a las leucemias agu-
das y su frecuencia.

e Distribuir las particularidades inmunofenotipicas segun las caracteris-

ticas etarias, sexo, de los pacientes con leucemias agudas.

2.2 Hipotesis

2.2.1 Enunciado

“Aproximadamente un 80% de los pacientes con leucemias agudas expre-

san antigenos inmunofenotipicos de estirpe linfoidea”.



2.2.2 Definicion operacional de términos

Leucemia: enfermedad neoplasica del sistema hematopoyéticos carac-
terizada por un recuento aumentado de leucocitos

Leucemia Aguda: Proliferacién incontrolada de una clona de blastos
que infiltran la médula 6sea e invaden la sangre periférica y otros érga-
nos. Aunque su curso es habitualmente agudo, la inmadurez de la célu-
la que prolifera es lo que define a una leucemia como aguda y la distin-
gue de las leucemias cronicas, que afectan a células mas diferenciadas
de la hematopoyesis.

Leucemia Linfoblastica aguda: Tipo de leucemia aguda debida a la pro-
liferacion de precursores linfoides inmaduros, ya sean de linea B o de
T.

Leucemia mielobléstica aguda: Tipo de leucemia aguda debida a la pro-

liferacion de precursores mieloides inmaduros.

2.2.3 Variables

2.2.3.1 Listado de variables

Dependientes

Caracteristicas inmunofenotipicas

Independientes

e Tipo de leucemia aguda

Intervinientes

¢ Sexo
e FEdad



2.2.3.2 Operacionalizacién de variables

Variable Dimension Indicadores T1pp de
variable
Dependiente
*Celularidad
*Grado de infiltraciéon
Caracteristicas *Estirpe por blastos *cualitativa
Inmunofenotipicas | *Inmunogénica | *Grado de celularidad |nominal
hematopoyética
residual
Variable Dimension Indicadores Fuente
*Granularidad
Caracteristicas *Estirpe *Tamano celular *cualitativa
Inmunofenotipicas | *Inmunogénica | *Marcadores inmuno- | nominal
logicos celulares
Independiente
Tipo de leucemia *cualitativa
aguda *LLA *Tipo de precursores |nominal
*LMA linfoides.
Intervinientes
*0_9
*10-19
*20-29
*30-39 . -
Edad *40-49 *Edad de presentacion cuan titativa
* continua
50-59
*60-69
*70-79
*80-89
Sexo *masculino *Caracteristicas *cualitativa
*femenino fenotipicas nominal

Tabla 2-1: Cuadro de operacionalizacion de variables.




3 MARCO TEORICO

3.1 Leucemias Agudas

3.1.1 Generalidades

Las leucemias son un grupo heterogéneo de trastornos neoplasicos de las
células blancas de la sangre. Sobre la base de su origen, mieloide o linfoide,
se pueden dividir en 2 tipos. Las Leucemias tradicionalmente han sido de-

signadas como aguda o cronica, dependiendo de su curso sin tratamiento.

Las leucemias agudas generalmente se presentan con hemorragia, anemia,
infeccidn, o infiltracién de 6rganos (Lihteh, 2012). Otras leucemias se pre-
sentan con esplenomegalia, fiebre, pérdida de peso, malestar general, fre-
cuentes infecciones, hemorragias, trombosis, o linfadenopatia (Swerdlow,

2008).

Existe una implicacion primaria de la médula 6sea y la liberacion secunda-
ria a la sangre periférica. Los linfocitos recirculantes selectivamente infil-
tran los ganglios linfaticos, el bazo y el higado. La mayoria de los pacientes

son asintomaticos al momento del diagnéstico (Chillon, 2010).

A medida que la enfermedad progresa, linfadenopatia, esplenomegalia y
hepatomegalia se desarrollan. Existe una deficiencia inmunitaria secunda-

ria con hipogammaglobulinemia (Beitinjaneh, 2010).

La leucemia linfocitica aguda (LLA) es un trastorno maligno clonal de las
células de médula 6sea precursoras linfopoyéticos. En la LLA, hay acumu-
lacion progresiva medular y extramedulares de linfoblastos que no tienen

el potencial de diferenciacién y maduracion. Una inhibicion del desarrollo



normal de elementos de células hematopoyéticas se produce (Jacomo,

2007).

El cuadro clinico estd dominado por una debilidad progresiva y fatiga se-
cundaria a la anemia, infeccion secundaria a la leucopenia y la trombocito-
penia secundaria a sangrado. Cuando el 50% de la médula 6sea se sustitu-
ye, a continuacion, se observan citopenias de la sangre periférica (Lucena,

2010).

La leucemia miel6gena aguda (LMA) es un grupo de trastornos neoplasi-
cos de las células hematopoyéticas precursoras de la médula 6sea. LMA se
divide por el sistema franco-americano-britanica en 6 categorias en fun-
cion de la morfologia. LMA no es un trastorno de proliferacion rapida de
células neoplasicas. El tiempo para la division de una célula se prolonga
con respecto a la de las células normales blasticas en la médula (Ono,

2011).

Existe un fallo de la maduracion del clon de células neoplasicas. La médula
O0sea esreemplazada gradualmente por células blasticas. Por lo tanto, las
complicaciones mas importantes son la anemia progresiva, leucopenia y

trombocitopenia (Chauffaile, 2008).

La leucemia aguda bifenotipica o hibrida (LAB) constituye un tipo poco
frecuente de leucemia, probablemente con arresto de la maduracion en
una célula progenitora multipotencial con capacidad para diferenciarse a
ambos linajes, mieloide o linfoide, demostrado por la participacién de de-
terminados genes, sus productos o ambos eventos, tanto en células mieloi-

des como linfoides (Marsan et al. 1999).

En las leucemias agudas hibridas (LAB), los blastos expresan caracteristi-

cas de mas de un linaje, lo que representa la transformacién maligna de



una célula progenitora, su inmortalizacion y la expresion de genes abe-
rrantes por alteraciones genéticas especificas. (Terstappen et al. 1991; Ca-

brera et al. 1996; Reilly 1996; Orfao et al. 1995; Mirro et al. 1985)

3.1.2 Fisiopatologia

En las leucemias, un clon de células malignas pueden surgir en cualquier
etapa de maduracion, es decir, en la etapa linfoide, mieloide, o pluripoten-
cial. La causa de esta expansion clonal implica un reordenamiento del
ADN. Los factores externos, tales como las drogas alquilantes, radiaciones
ionizantes y productos quimicos, y los factores internos, tales como ano-

malias cromos6micas, dar lugar a cambios en el ADN (Lo-Coco, 2007).

Los reordenamientos cromos6micos pueden alterar la estructura o regula-
cion de los oncogenes celulares. Por ejemplo, en las leucemias linfociticas
de las células B, las translocaciones cromosémicas pueden poner los genes
que normalmente regulan la sintesis de la cadena pesada de la inmunoglo-
bulina y la luz al lado de los genes que regulan la activaciéon y la prolifera-
cion celular normal. Esto resulta en la proliferacion de linfoblastos

(Foulks, 2012).

A medida que la poblacién de células se expande, la médula 6sea comienza
a fallar. La pancitopenia es tipica y resulta en parte de la sustitucion fisica
anormal de elementos de médula por las células inmaduras. Ademas, las
células anormales pueden secretar factores que inhiben la hematopoyesis

normal (Melnich).

Como la médula 6sea se sustituye, el paso de células anormales en la circu-
lacion puede hacer que exista infiltracion en otros érganos, como el higa-
do, el bazo, y el ojo. Las manifestaciones oculares puede ser secundaria a la

infiltracion directa de las células leucémicas, asi como un resultado anor-



mal de parametros hematologicos sistémicos, infecciones oportunistas, o
complicaciones iatrogénicas que surgen de la quimioterapia (Alvarez,

2010).

3.1.3 Epidemiologia

Alrededor de 300.000 nuevos casos de leucemia (2,8% de todos los casos
nuevos de cancer) son diagnosticados cada ano en el mundo. La leucemia
representa cerca de la tercera parte de las neoplasias en nifios, correspon-
diendo hasta el 80% a leucemia linfoblastica B, 17% a leucemia mieloide
aguda, y el porcentaje restante a leucemias agudas y cronicas poco fre-

cuentes. (Ziegler 2005)

El pico de mayor incidencia de las LLA es entre los 2 y 5 afios de edad, con
ligero predominio en el sexo masculino. (Garcia et al. 2008, Cabrera et al.

1996; Paredes et al. 1999; Melnick 1999; Malta et al. 1997).

Puede presentarse a cualquier edad, pero representa la forma mas comtn
de leucemia aguda en adultos, particularmente en individuos mayores de
60 anos. Su incidencia es de 2.5 por cada 100.000 personas y en el aino
2002 fueron reportados a nivel mundial alrededor de 260 000 nuevos ca-

sos. (Redaelli et al. 2004; Cassanovas R et al. 2003)

Cuando todas las leucemias se agrupan, la supervivencia global a 5 afios es
del 20%. En los paises desarrollados, el 31% sobrevive 5 anos o mas, en
comparacion con el 15% en los paises en desarrollo. Esto pone de relieve la
falta de acceso a la alta tecnologia de tratamiento en el mundo en desarro-
llo.

En 2002, 222.506 muertes fueron reportadas a nivel mundial, secundaria
a todas las leucemias. Se ha informado que las muertes secundaria a todas

las LMA es de entre 1.400 y 6.900 (Chauffaile, 2008). La mortalidad en
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pacientes con LLA ha sido calculada en 0.5 por 100000 habitantes ajusta-
do por edad, con ligero increment6 en el género masculino con 0.6 por
100000. (Medina, 2010). Siendo la segunda causa de muerte en la ninez.
(Nathan et al. 1998)

En los nifios con LLA, el 90% de los pacientes logran una remision comple-
ta, y hasta un 80% puede permanecer libre de enfermedad a los 5 anos
después del tratamiento. En los adultos con LLA, remisiones ocurren en el
60-80%, 20-35%, mientras que mantendra una supervivencia libre de leu-
cemia (Ono, 2011). En la actualidad, el 65-70% de los pacientes con LMA
alcanzan la remision. La tasa de supervivencia a 5 anos durante el periodo

1989-1994 fue del 43% (Foulks, 2012).

En un estudio realizado en Italia, la presencia de determinadas lesiones
orbitarias u ocular en la LLA y la LMA se asoci6 con una mayor frecuencia
de las recaidas de médula 6sea y el sistema nervioso central, lo que llevo a

una menor supervivencia (Foulks, 2012).

Las leucemias agudas hibridas (LAH) aparecen inicialmente o raramente
durante una recaida de las LLA o de las LMA con posterioridad al trata-
miento inductor de remisiéon (Garand, 1996). Este tipo de leucemia es raro,
con una incidencia aproximada de 5%, y es méas frecuente en el sexo mas-

culino y en adultos (Vizcaino et al, 2010).

Se ha senalado que por lo general tienen un prondstico reservado, de ahi
que requieran de una terapia mas agresiva para inducir periodos mayores
de remisioén completa, asi como de alo o autoinjerto para erradicar perma-

nentemente la enfermedad. (Catovsky, 1991; Garand, 1996; Del Vecchio,

1991)
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3.1.4 Clasificacion de las Leucemias Agudas.

3.1.4.1 Clasificacion de las Leucemias Agudas segin FAB

En 1976 se propuso la clasificacion FAB (French-American British Co-

operative group), donde los hallazgos morfologicos son preponderantes.

Se basa en tamano celular, morfologia nuclear, nucléolos, basofilia cito-
plasmatica y vacuolas citoplasmaticas.

Asi las leucemias Linfoides Agudas se clasificaban:

e L1 células pequenas
o L2 células pequenas y grandes
e L3 Tipo Burkitt

Leucemias Mieloides Agudas

e Mo Minimamente diferenciada
e M1 Sin maduracién

e M2 Con maduracion

e M3 Promielocitica

e My Mielomonocitica

e M5 Monoblastica

e M6 Eritroleucemia

e My Megacarioblastica

Sin embargo ésta clasificacion ha tenido varios problemas como:
e No todas las Leucemias agudas presentan el 30% de blastos (trans-
locaciones).
e Excluye leucemias bifenotipicas.
e No incluye leucemias multilineas u otras poco frecuentes.

e Excluye informacion escencial para el tratamiento y pronéstico.
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3.1.4.2 Clasificacion de las Leucemias Agudas segan la OMS

En el 2001 se propone la clasificacion de la OMS (organizacién Mun-
dial de la Salud), que conjuga: Morfologia (20% de blastos), fenotipo y

genética. (Merino, 2007)

Leucemias Linfoidea Agudas
e De precursor T
e De precursor B
e De Burkit

Las leucemias Mieloides Agudas.
e Con Anomalias Genéticas recurrentes
e Con displasia multilinea
¢ Relacionadas a tratamientos previos
¢ LMA no categorizadas, que incluyen los subtipos de la clasificacion
FAB: incluye todos los tipos de la LMA segin FAB; leucemia aguda
basofilica, panmielosis aguda con mielofibrosis y sarcoma mieloide

(Merino, 2007)

3.1.4.3 Clasificacion EGIL

Es la clasificacion de las leucemias agudas que se basa en las caracteristi-

cas inmunofenotipicas, utilizada desde 1995 y las clasifica en

Leucemias Linfoblasticas Agudas
Origen B:
e LLAB1oproB(5%):CD79a+ y/oCD22+y/oCD19+, CD34+
e LLA B2 o comun (60%): CD79 a+ y/o CD22+ y/0 CD19+, CD34+-
CD1o+
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e LLA B3 opreB (15%): CD79 a+ y/o CD22+ y/o CD19+, Cad u intra-
citoplasmatica.

e LLA B4 o maduros (3%): CD79 a+ y/o CD22+ y/o CD19+, Ig sup+

Origen T:
e LLAT1 o pro-T:CD7+y CD3 citoplasméatico+, CD34+
e LLAT2o0pre-T: Alo anterior afiadir CD2+ y/ CD5+ y/o CD8+
e LLATS3 o timocortical: CD1 a+
e LLA T4 o madura: Demostracion de la existencia de CD3 de sup en

ausenciade CD1a

Leucemias Mieloblasticas Agudas
De acuerdo a las expresiones inmunofenotipicas:
e Mo: MPO cit, CD13 0 CD33
e Mi: CD33,CD13, CD34
e Ma2: MPO, CD34, HLA-DR, CD13 y CD15, también CD117
e M3: MPO, CD13 y CD33+; HLA-DR- y CD34-
e My4: CD34+, CD13, CD15 y CD33 ademas de marcadores monociti-
cos como CD11b, CD11c, CD14, CD64 y CD4
e Msj5: HLA-DR+, CD14, CD68, CD4, CD11cy CD64
e M6: LMA6aCDi3, CD33, CD15,
LMA 6b Glicoforina A o Glicoforina C
e M7: CD1 (glicoproteina I1Ia), CD41 (glicoproteina IIb/IIla) y CD42
(glicoprotenina Ib)

Leucemias Bifenotipicas
Criterios para leucemia bifenotipica: Requiere 2 puntos mieloides y 1 lin-
foide. Si no cumple los puntos es expresion aberrante de otros marcadores

(Merino, 2007, Labardini et al; 2011).
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3.1.5 Estudios de Laboratorio

3.1.5.1 Contaje de Células Sanguineas (CCS) y diferencial

El CCS es la primera prueba de laboratorio mas ttil en pacientes con sos-
pecha de leucemia. La mayoria de los pacientes muestran alguna anorma-
lidad en el CCS y algunas explosiones se veran en el frotis de sangre perifé-
rica en pacientes con leucemias agudas. El diferencial muestra que los pre-
cursores de los neutrofilos estan presentes. Esto va acompanado de basofi-

lia y eosinofilia.

3.1.5.2 Aspiracion de médula 6sea

La aspiracion de médula 6sea establece el diagnodstico de la leucemia. La
morfologia de los blastos normalmente puede diferenciar entre LLA y
LMA.

En definitiva, un infiltrado homogéneo de linfoblastos reemplaza los ele-
mentos 6seos normales de la médula 6sea. Los linfoblastos generalmente
son pequeias y miden aproximadamente 14 micras de didmetro. Tienen
escaso citoplasma sin granulos. El nticleo no tiene nucleolos o un ser indis-

tinto pequefio.

Para el diagnostico de la LMA, 30% de las células nucleadas en el aspirado
debe ser blastos de origen mieloide. Los multiples nucléolos grandes, cro-
matina delicada, citoplasma gris-azul y bastones de Auer caracterizan a los
mieloblastos. La presencia de bastones de Auer es practicamente diagnos-
tico de la LMA, debido a que estos condensados azuroéfilos de lisosomas

citoplasmicos en forma de barra estructuras no aparecen en LLA.

3.1.5.3 Las tinciones histoquimicas
Las tinciones histoquimicas para mieloperoxidasa (Leder mancha) y este-
rasa no especifica tienen una fuerte afinidad para los precursores mieloi-

des pero no mancha precursores linfociticos.
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La demostracion de enzima nuclear de ADN que polimeriza una desoxinu-
cleotidil transferasa terminal (TdT) es indicativa de un origen linfoide. Sin
embargo, hasta 2-5% de los pacientes con LMA expresan esta enzima. Las
excepciones pueden ocurrir cuando un clon maligno surge de las células
multipotentes que pueden expresar tanto las caracteristicas mieldgenas y

caracteristicas linfociticas (Russo, 2008).

3.1.5.4 El analisis cromosémico

Métodos como PCR, PCR anidado, PCR en tiempo real, RT-PCR, qPCR,
FISH, southern blot, western blot, dot blot, han sido evaluadas y han de-
mostrado utilidad en la deteccion de aberraciones génicas y productos de
fusién génica presente en enfermedades hematolinfoides. Dichas estrate-
gias de analisis han sido también evaluadas para establecer la presencia de
Enfermedad Minima Residual alcanzando en condiciones 6ptimas niveles

de deteccion de 1 en 105. (Cazzaniga, 2005)

Actualmente la metodologia mas empleada y de mayor aceptaciéon por
gran namero de centros es la deteccion de rearreglos de IgH en las zonas
VDJ y del receptor de células T por técnicas de RqPCR, detectando rearre-
glos en el 95% de los casos de LLA. (Cazzaniga,2005).

El 60-80% de los casos de leucemias agudas presentan alteraciones cro-
mosoOmicas estructurales y/6 numéricas (Van Dongen, et al, 2010). Las
alteraciones cromosomicas mas importantes relacionadas a la leucemia

linfoide aguda son:

e Numéricas: Hiperploidias, hipoploidia y seudohipoploi-
dia/Translocacion.
e Translocaciones: t(9;22) (q34;q11) o Cr Ph+ mas comun en adulto

(mal pronostico), t(vi1q23) ninos menores de un ano y adulto (mal
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pronostico), t(12;21) (p12;q22) (buen pronostico) (Kaufman, 2009;
Van Dongen et al, 2010), t(8;14), t(8;2) propias de la LLA 3 la t
(11;14) (p13;q11) se asocia a la LLA T (Merino, 2007).

El analisis cromosomico de la célula leucémica en la actualidad proporcio-
na la informacion para el pre-tratamiento y el pronostico mas importante
en la LMA. Las alteraciones cromos6micas mas importantes relacionadas

a la leucemia mieloide aguda son:

t(8;21) (q22;q22) AML1/ETO
t(15;17) (q22;q11-12) y variantes
inv16(p13;q22) y variantes: t(16;16) (p13q11) (LMA 4) (Meri

no, 2007)

Segin Lopez-Cortez et al, la translocacion mas frecuentes en pacientes con
LLA de Quito, es la t(9;22) (q34;q11), mientras que existen diferencias sig-
nificativas en las translocaciones t(15;17)(q21;q11), t(8;21)(q22;q22) y la

inversion 16 (p13;q22), observadas en pacientes con LMA.

3.1.5.5 Estudios histologicos

El estudio citomorfologico de especimenes obtenidos por biopsia 6sea se
ha constituido en el estdndar diagnostico de neoplasias hematolinfoides.
Gran parte de los conocimientos actuales de maduraciéon normal de lineas
hematologicas ha surgido por el estudio de leucemias, y de igual manera
ha mejorado la comprension de las neoplasias facilitando, ademas, su se-

guimiento buscando enfermedad residual.

Los estudios histopatologicos han demostrado la infiltracién leucémica a
organos como la coroides (Radich 2009). Se ha observado que la malla

trabecular se obstruye con células leucémicas, lo que conduce a glaucoma.
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Un cloroma de la orbita estd compuesto de células inmaduras de granulo-
citos, que contienen grandes cantidades de la enzima mieloperoxidasa,
dando el tumor una tonalidad verdosa en el examen macroscopico (Jemal

2009).

El estudio histolégico también permite identificar con otras lesiones linfo-
proliferativas, como el linfoma, aunque poco frecuentes a nivel de 6rbita

(Wang, 2011).

3-1.5.6 Inmunofenotipaje por Citometria de Flujo

La hematopoyesis es un proceso continuo que finaliza con la generacién de
células altamente especializadas con periodos vitales que varian desde ho-
ras, incluso hasta afos. Este proceso se fundamenta sobre una base de cé-
lulas pluripotenciales que se autorrenuevan, y modifican su velocidad de
diferenciacién e incrementan ciertas lineas acorde a las necesidades pro-

pias del organismo. (Medina 2010)

La inmunofenotipificacion mediante citometria de flujo multiparamétrica
sigue siendo fundamental para identificar el origen de célula B o T de los
linfoblastos. Existe un sistema de denominacion de los principales antige-
nos y anticuerpos de importancia médica que se conoce como CD (cluster
of diferentiation) 6 grupo de diferenciacion. Cada grupo es identificado por
un numero que describe el anticuerpo dirigido a un antigeno celular. (Me-

dina, 2010).

La citometria de flujo es una técnica descrita hace mas de 30 anos que
permite realizar una evaluacion cuantitativa de las caracteristicas celula-
res basado en sus propiedades de dispersion de la luz y caracteristicas fe-
notipicas que pueden ser determinadas usando marcadores fluorescentes.

(Medina, 2010)
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La técnica permite realizar un analisis celular multiparamétrico de forma
rapida, sensible, especifica y capaz de proporcionar informaciéon cuantita-
tiva sobre cada célula en particular, permitiendo identificar en una mues-
tra diferentes subpoblaciones celulares (Juarez-Velasquez, Perez-Vera,
2012). Consiste en hacer pasar células en suspension alineadas y de una
frente a un haz luminoso, midiendo diferentes parametros celulares: nu-

cleares, citoplasmaticos, de superficie y extracelulares

Inicialmente, la técnica fue desarrollada con fines de investigacion, desde
finales de los setenta a principios de la década de los noventas se utilizaba
para la caracterizacion de células leucémicas de sangre periférica (SP) y
médula 6sea (MO) y la clasificacion de la enfermedad, una vez establecido
su diagnéstico por otro método, como fue de gran utilidad para la clasifica-
cion EGIL (European Group for the Inmunological classification of Leu-
kemias). (Orfao, 2008).

Posteriormente, algunos marcadores se asociaron con pronostico, asi como
por ejemplo el valor pronéstico adverso del CD38, CyZAP-70 y del CD49d,
en la LLC-B. (Orfao, 2008).

En el primer consenso colombiano de Citometria de Flujo al igual que en el
Segundo Consenso Latinoamericano, se considera que la determinacion
del inmunofenotipo por citometria de flujo en las hemopatias se puede
aplicar para el diagnéstico, clasificacion, pronostico y extension y segui-
miento en seis grupos de enfermedades hematologicas: LLA, LMA, Sin-
drome linfoproliferativo crénico, Sindrome mielodisplasico, Sindrome

mieloproliferativo y Gammapatia monoclonal. (Saavedra, 2010).
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3.2 Evaluacion inmunofenotipica

3.2.1 Evaluacién Inmunofenotipica de la Médula Osea

Normal

En general, se reconocen 3 niveles celulares o compartimentos de diferen-
ciacion: 1.-Células pluripotenciales autosostenibles. 2.-Células progenito-
ras con grados variados de restriccion de linaje y con minima capacidad de
autorenovacion; y 3.-Células maduras con actividad mito6tica o postmité-
tica que conforman las poblaciones de granulocitos, eritrocitos y plaquetas.
El equilibrio en la diferenciacién de las lineas depende de la homeostasis

corporal. (Medina 2010).

3.2.1.1 Expresion de marcadores antigénicos.

La identificacion de hematologica normal consistié durante mucho tiempo
en la observacion morfologica de las células no obstante los progenitores
hematopoyéticos normales y las células neoplasias presentan caracteristi-
cas morfologicas y biologicas similares, por lo que puede ser muy dificil su

diferenciacion inicamente por observaciones al microscopio.

Se reconoce la presencia en MO de precursores hematopoyéticos CD34+
dentro de los que se encuentran estadios madurativos bien definidos como
son los precursores linfoides y precursores mieloides (Orfao, 2004, 2008).
Los progenitores hematopoyéticos inmaduros se caracterizan por expresar

ademas antigenoigeno AC33, CD82y CD135 (Muiioz, 2005).

Los precursores linfoides B CD34+/CD19+ muestran positividad nuclear
para la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (Tdt), expresion débil
de CD45 y CD22, expresion citoplasmatica (cy) de CD79a y reactividad
fuerte para CD10 y HLA-DR entre otros marcadores (Orfao, 2004).
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Por otra parte, los precursores que daran origen al linaje mieloide mues-
tran expresion débil de CD45 pero en conjunto con los marcadores CD117,
CD123, HLA-DR, CD38, CD71, CD13 con expresion parcial de CD15 y mie-

loperoxidasa (MPO) a nivel citoplasmatico (Roa, 2009).

Segin Medina 2010, con el analisis de las células con Citometria de flujo

se demuestra lo siguiente:

2.2.1.1.1 Diferenciacion células B:

Las células CD19 poseen 4 estados de diferenciacién basado en anélisis
CD10/CD20 dado por la pérdida del primero y ganancia del segundo; las
células plasmaticas a este nivel son CD10-/CD20- y se emplean fluorocro-
mos tipo APC y PE. En la subpoblaciéon CD10 brillante el marcador TdT
ofrece mayor informaciéon de la maduracion al perderse; la demora que
presenta la tincion citoplasmatica del TdT se compensa con la mayor in-

formacion ofrecida.

La expresion CD10+ con TdT- marca los precursores B; la razon
CD10+TdT+/CD10+TdT- puede indicar regeneracion medular inducida

por drogas. (van Lochem 2004)

Dentro de las células CD19 se distingue toda la maduracion B, observan-
do las CD10+TdT+ correspondientes con las CD22+CD34+CD45débil, y se
incrementa con la maduracion la expresion de CD45 y CD22; las células
CD10-CD20+ maduras se corresponden con las CD45 fuertes CD22 fuer-
tes; se puede observar una diferenciacién adicional CD34+CD22+CD19- de

células proB.

En nifios menores de 4 afios predominan las células CD10+ y en los adul-
tos las células CD10-CD20+, y en los mayores de 75 afios una gran pobla-

cion de CD10-CD20- plasmaticas; luego de terapia de supresion se incre-
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mentan las CD10+TdT+ sobre las CD10+TdT- y es mayor a medida de la
mayor supresion. Las expresiones aberrantes se corresponden con altera-

ciones neoplasicas en su mayoria.

CD22 puede ser mas util que CD19 para reconocer toda la linea B, aunque
su expresion variable y la expresion en basoéfilos pueden dificultar su in-
terpretacion. Otros antigenos de maduracion B pueden resultar tutiles
(IgMcyt, IgMs, SIgM). (van Lochem 2004)

2.2.1.1.2 Diferenciacién monocitica:

Para su estudio se debe evitar anticuerpos monoclonales IgG2a porque se
une inespecificamente a FcRs (CD64). CD13 y CD33 son antigenos granu-
lociticos y monociticos. La discriminacion inicial se logra con CD45 y SSC;

mieloblastos, monoblastos, precursores B y eritroblastos son CD45 débiles.

CD34 se expresa en todos los precursores y CD13.33 y CD117 en los granu-
lociticos/monociticos. CD117 (CD13.33+CD34débil) se expresa en algunos
promielocitos, en poblaciones menores de células B y en altos niveles en
mastocitos. Las células CD34+CD117+CD13.33+CD45débil son mieloblas-
tos y monoblastos, mientras que las CD34+CD117-CD13.33-CD45débil son

precursores linfoides B.

El paso de monoblasto a promocito se evidencia por la pérdida de CD34 y
la ganancia de CD33. Los promonocitos CD34-CD33 fuerteCD45 interme-
dio tienen bajos niveles de CD15. CD45 se gana con la ganancia de CD14.

HLA-DR esta presente en todas las fases de maduracion de los monocitos.

El CD68 marca el estado final de diferenciacion monocitica (macroéfago)
que tienen alto FSC y SSC. CD15 puede indicar diferenciacion monocitica
temprana en células neoplasicas CD34+ y marca la maduracién de blastos

CD34+CD15- a promielocitos CD34-CD15fuerte. (van Lochem 2004)
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2.2.1.1.3 Diferenciacion granulocitica:

Los promielocitos son CD34 débil, CD117+CD13.33 fuerte con SSC alto.
CD45/CD13 sumado a la dispersion de luz es 1til para definir poblaciones
mieloides. CD13 se expresa en precursores mieloblastos y monocitos y de-
cae en expresion en mielocitos para volver a ganar expresion con la seg-
mentacion; sumarlo con CD16 y CD11b permite reconocer 4 estadios de

maduracion.

Los mielomonoblastos son CD16-CD13+CD11b-CD45 intermedio con SSC
intermedio y FSC bajo que corresponden a CD34+CD117+CD45 interme-
dioCD13.33+. El SSC se incrementa con el paso a promielocito y aparece
CD15. En la maduraciéon subsecuente se gana CD11b seguido por CD16. En
FSC/SSC los eosinéfilos tienen mas SSC con menor FSC que los granuloci-
tos. Expresion de CD16, CD11b y CD13 es menor que los neutroéfilos, siendo

CD45 mayor.

Los basofilos tienen SSC menor que los otros granulocitos, y es dificil de
diferenciar de los linfocitos y monocitos, aunque CD13 es menor que en los
monocitos y mayor que en los linfocitos con CD45 intermedio, también
expresan CD22. La variaciéon en la granulacion se puede observar en el
SSC.

CD65 es un marcador panmieloide. CD15 no es mieloide especifico y se
puede observar con baja expresion en promocitos; CD66b precede a CD11b
como el CD16 y se expresa en (pro) mielocitos. CD16 y CD11b son una bue-
na pareja para establecer maduracion granulocitica, asi como otros antige-
nos inespecificos como CD64 o CD35 son fttiles para definir maduracion

en combinacion con CD13 y/o CD33. (van Lochem 2004)
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2.2.1.1.4 Diferenciacion eritroide:

La lisis por cloruro de amonio mantiene solo las células eritroides nuclea-
das. Las células eritroides a medida que maduran pierden CD45; s6lo los
precursores CD117+CD71+ marcan CD45 débil; durante la maduracion se
intensifica CD71 y luego se expresa CD235a (glicoforina A); luego, con la
pérdida del ntucleo, se pierde CD71. El 50% de las células en MO luego de
lisis pueden corresponder a eritroides incluyendo reticulocitos y son

CD45-CD71+CD235a. (Medina, 2010, van Lochem 2004)

3.2.2 Anticuerpos monoclonales utilizados para el inmu-

nofenotipaje celular

El uso actual de anticuerpos monoclonales con el equipo de Citometria de
flujo, permite identificar y definir de forma objetiva, reproducible y rapida
las diferentes lineas celulares y su estado de madurez a lo que se lo deno-
mina inmunofeotipificacién. Por lo que esta técnica es considerada como
un método de eleccion en el estudio del estado hematopoyético (Muiioz,

2005).

Dirigidos contra antigenos expresados por células B:
e anti-CD10 (OKB CALLA)

¢ anti-CD19; anti CD20 (B1)

e Institute of Cancer Research, Londres

e anti CD22 (Leu 14)

e anti-cadena u

e anti-cadena K

e anti-cadenal

Dirigidos contra antigenos expresados por células T:
e anti-CD1 (NA 134)

e anti-CD7 (Leu 9)
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anti-CD2 (OKT 11)
anti-CD4 (OKT 4)
anti-CD8 (OKT 8)
anti-CD3(OKT3)
anti-CDj5 (Cris 1)

Dirigidos contra antigenos expresados por células mieloides:

anti-CD13 (My 7)
anti-muramidasa

anti-CD41 (943 D)

anti-CD33 (My 9)

anti-CD14 anti-CD15 (Leu M1)
Otros:

anti-HLA-DR

anti-deoxi-nucleotidil transferasa terminal (Tdt)

El anélisis inmunolégico de diferentes poblaciones hematolégicas malig-

nas se basa en la deteccién de marcadores que representan antigenos que

se asocian a la diferenciacion celular normal, pero cuya combinacion pue-

des ser especifica de un estadio de diferenciacion concreto bloqueado, abe-

rrante o poco frecuente.
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3.3 Estudio inmunofenotipico de las leucemias

3.3.1 Estudio inmunaofenotipico de la leucemia linfoide

agudas

La leucemia linfoide aguda (LLA) constituye una expansion clonal en una
etapa de la hematopoyesis linfoide, expresada por una detencion en la di-
ferenciacion celular, con proliferacion y crecimiento no controlados de cé-
lulas leucémicas, que se originan en la médula 6sea (MO) y luego se dise-
minan a sangre periférica (SP), bazo, ganglios y al resto de los tejidos.

(Maneghello J et al. 1997; Nathan et al. 1998)

El estudio de los antigenos de diferenciacién celular sobre las células blas-
ticas, ha permitido establecer el origen de los diferentes subtipos de LLA:
de estirpe B (pro-B, comun, pre-B y B) y de estirpe T (pro-T, pre-T, cortical
y T), asi como comprender su diversidad clinica. (Van Dongen et al. 1996;

Farhi et al. 2000; Orfao et al. 1995)

Basado en la expresion de linaje restringido antigenos B y reordenamien-
tos clonales de los genes de inmunoglobulina pesada y la cadena ligera, se
ha estimado que hasta el 80% de todos los casos surgen a partir de precur-

sores de células B.

La LLA-comun (LLA-c) es la variedad mas frecuente en la infancia, se
plantea que puede ser la consecuencia de una respuesta anomala a una
infeccion comun, probablemente viral, que ocurre relativamente tardia en

la infancia en los paises mas desarrollados (Marsan et al. 2004).

Mielcarek y colaboradores (Mielcarek et al. 1997) han encontrado una co-
rrelacion inversa entre la expresion del antigeno CD54, que constituye una
molécula de adhesion intercelular (ICAM-1), el namero de leucocitos, la

infiltracion del SNC y la presencia de esplenomegalia al inicio de la enfer-
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medad. El 76,1 % de los pacientes con LLA-c expresan el CD54. (Marsan et

al. 2004).

Las agregaciones homotipicas de los blastos mediadas por CD54/LFA-1,
pueden interferir con la liberacion de estos a la circulacion, y una vez alli,
pueden ser lisados por las células asesinas naturales que expresan en su

membrana las moléculas correceptoras LFA-1 y Mac-1.

La expresion del antigeno CD20, esta presente normalmente en estadios
de madurez de la célula B. La expresion de antigenos de linaje T en la
LLA-c no es frecuente. La expresion del CD20 en la LLA-c indica la pre-
sencia de un asincronismo de la maduracion al asociarse con antigenos de

inmadurez celular. (Orfao et al. 1994)

La LLA es una enfermedad fenotipicamente heterogénea con subtipos cli-
nicamente diversos, que representan expansiones clonales de linfoblastos
en diferentes estados de maduracion, por lo que el conocer las caracteristi-
cas inmunolégicas de las células leucémicas, es esencial para la generaciéon
de respuestas fenotipo-especificas en el contexto de la terapia moderna de

las LLA (Marsan et al. 2004).

El primer consenso colombiano de citometria de flujo, recomienda que el
estudio morfologico y citoquimico de los blastos debe complementarse
con un analisis fenotipico y citogenético de los mismos, que demuestre de
forma inequivoca que se trata de precursores linfoides (CD34+ o TdT+ o
CD45+débil) de linea B (CyCD79a y CD19+) o T (CD7+ y CyCD3+). (Saa-

vedra et al, 2010).

Asi como, que las leucemias linfoblasticas agudas de precursores B se han

de subclasificar fenotipicamente, segiin las recomendaciones del grupo
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EGIL, en: 1) pro-B (B-I), 2) comun (B-II), 3) pre-B (B-III) y 4) madura (B-
IV), y las leucemias linfoblasticas T, en T-I a T-IV. (Saavedra et al, 2010).

3.3.2 Estudio inmunofentipico de la leucemia mieloide
aguda

La leucemia mieloide aguda (LMA) constituye un grupo heterogéneo de
neoplasias caracterizadas por la expansion clonal de blastos mieloides que
se acumulan en la médula 6sea y en la sangre periférica (Yanelkys et al.

2005).

La mayoria de las LMA exhiben fenotipos heterogéneos en contraste con
las LLA, las cuales generalmente muestran expresiones homogéneas. Vir-
tualmente los antigenos pan-mieloides CD13 y CD33 son expresados jun-
tos por los blastos mieloides; sin embargo, en una minoria de los casos,
estos expresan solo uno de estos antigenos.(Ghosh et al. 2003; Khalidi et

al. 1998; Piedras et al. 2000)

Las técnicas de inmunofenotipificacion son esenciales para determinar la
linea especifica de origen de las células leucémicas y su nivel de madura-
cion, asi como para distinguir la leucemia linfoide aguda (LLA) de la LMA
minimamente diferenciada (LMA-Mo) y de la LMA megacarioblastica
(LMA-M7), ademas de contribuir a caracterizar a la LMA en los distintos

subtipos inmunolégicos. (Reilly, 1996)

La expresion de varias proteinas, considerados como relativamente especi-
ficos al linaje para la LMA comprenden CD33, CD13, CD14, CDw41 (0 an-
tiglicoproteina plaquetaria IIB/IITIA), CD15, CD11B, CD36 y antiglicoforina

A, se han utilizado para diagnosticar la LMA.
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La variedad Mo o indiferenciada puede representar hasta un 4% del total
de LMA. En esta variedad los blastos son positivos frente a uno o més an-
ticuerpos monoclonales dirigidos contra los antigenos mieloides CD13 y
CD33 y son negativos frente a los marcadores linfoides, sin embargo pue-
den expresar los antigenos CD2, CD7, y Tdt, lo que no excluye el diagnosti-
co de LMA-Mo debido a que en esta situacion no se consideran especificos

de linaje.(Casanovas et al. 2003; Van Dongen et al. 1996; Catovsky, 1992)

La variedad M3 constituye el Gnico subtipo inmunolbgico donde la morfo-
logia y el inmunofenotipaje habitualmente coinciden. Generalmente se
caracteriza por un tipo mas homogéneo, con expresion de los antigenos
CD13 y CD33 y con la ausencia o pérdida de la expresion del marcador
HLA-DR. En las leucemias mieloides promielociticas el antigeno CD15 ha
sido encontrado en un rango entre 10-15%. (Van dongen et al. 1996; Ca-

tovsky, 1992, Paletta et al. 2003)

El diagnéstico de las Leucemias promielociticas (LPM) no puede ser basa-
do solo en la morfologia y en la ausencia de la expresion de HLA-DR, sino
que se requiere también de la confirmacién citogenética y molecular. (Ri-

vero et al. 1995)

La variedad M4 muestra una alta heterogeneidad tanto morfologica como
fenotipica, lo que explica que en algunos casos esta exprese marcadores
antigénicos que también lo hacen en las variedades M2 y M5. (Van Don-

gen, 1996; Catovsky, 1992)

Existen algunos marcadores que muestran una alta correlaciéon con la cla-
sificacién FAB como es el CD14 en los subtipos M4 y M5. Algunos autores
han comunicado que este marcador se expresa frecuentemente en dichos

subtipos, pero raramente en las variedades Mo y M1. (Lauria. 1995).



29

En otros estudios el marcaje simultaneo para CD36 y CD64 ha demostrado
ser mas sensible que el uso aislado de CD14 para la identificaciéon de com-
promiso madurativo de los blastos leucémicos a linea monocitica. (Orfao et

al, 2008).

La prueba para la presencia de glicoproteina Ib, glicoproteina IIB/IIIa o
expresion del antigeno del Factor VIII es ttil para el diagndstico de la M7y
(leucemia megacariocitica). La expresion de glucoforina contribuye al

diagnostico de la M6 (eritroleucemia)

La coexpresion de un solo antigeno linfoide en LMA se observa con mu-
cho més frecuencia que la coexistencia de 2 0 mas de estos marcadores.
Las asociaciones de CD2/CD5, CD2/CD7, CD7/CD19 en los mieloblastos

ya han sido comunicadas previamente. (Marsan et al. 1999).

Los antigenos linfociticos relacionados al lineaje B CD10, CD19, CD20,
CD22 y CD24 estan presentes en 10% a 20% de los casos de LMA, pero
suelen faltar la inmunoglobulina monoclonal de superficie y las cadenas
pesadas de inmunoglobulina citoplasmatica; de manera parecida, los anti-
genos linfociticos especificos de lineaje T CD2, CD3, CD5 y CD7 estan pre-
sentes en 20% a 40% de los casos de LMA. (Hasle, 2003)

3.3.3 Estudio inmunofenotipico de la leucemia aguda bi-
Jonotipica

La leucemia bifenotipica aguda se define como una leucemia en la que la

poblacion de blastos expresa simultaneamente marcadores de linaje mie-

loide y linfoide (T o B). Son raras en nifios y representan menos del 5% de

todas las leucemias agudas (Vizcaino et al, 2010).

Esta entidad ha sido previamente clasificada como leucemia mixta o hi-

brida, y se representa como leucemia mieloide aguda con marcador linfoi-
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de (LMA-Ly+) y leucemia linfoide aguda con marcador mieloide (LLA-My)

(Vizcaino et al,2010).

Los subtipos de las leucemias bifenotipicas o hibridas se la realiza basados
en un sistema de puntuacion basado en la utilizacién de varios marcado-
res. (Garand et al. 1996, Catovsky et al. 1999). Actualmente se utiliza el
sistema basado en la clasificacion EGIL, la cual desribe cuatro subtipos
principales de leucemia bifenotipica aguda, basados en un sistema de pun-
tuacion que incluye: B-mieloide, T-mieloide, B y T-linfoide, y la leucemia

de tres linajes. (Vizcaino et al; 2010).

Este sistema de clasificacion tiene por objeto distinguir las leucemias bi-
fenotipicas agudas (LMA-Ly+ o LMA-My) de las leucemias agudas que
presentan expresion aberrante de marcadores de otros linajes (infidelidad

de linea). ( Matutes et al, 2000, Vizcaino et al, 2010)

La clasificacion EGIL se basa en un sistema de puntuacion con varios mar-
cadores a los que se les asigna una puntuacion de 2,1 o 0,5 en funcion de
su especificidad para el linaje mieloide o linfoide; de esta manera, una leu-
cemia que exprese marcadores mieloides con un valor total superior a 2 y
marcadores linfoides con valor superior a 1, podria considerarse bifenoti-

pica. (Matutes et al, 2000; Merino, 2007; Labardini et al, 2011)

PUNTOS SERIE LINFOI- | SERIE LINFOI- | SERIE MIE-
DEB DET LOIDE
2 CD79 a cit CD3 MPO
IgM cit TCR
CD22
1 CD19, 10,20 CD2,5,8 CD13,33,117,65
0.5 TdT, CD24 CD71a CD14;15,64

Tabla 3-1: Puntuacion de las Leucemias Bifenotipicas
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Entre los marcadores analizados en el sistema de puntuacién, se considera
la positividad a nivel del citoplasma de los marcadores especificos de linaje
mieloide, como mieloperoxidasa, marcadores especificos de linaje B
CD79a, CD22 e IgM y marcadores especificos de linaje T como CD3. Los
casos de leucemia bifenotipica aguda con marcadores de linea T y B o trili-
neales (presencia de marcadores mieloides, B y T) son muy raros (Matutes

et al, 2000, Merino, 2007; Labardini et al, 2011)

Los antigenos CD2 y CD7 no se expresan solamente en células T, se han
encontrado también en mieloblastos leucémicos. De igual forma, el anti-
geno CD5, que es un antigeno asociado a las células T, se expresa también
en una subpoblacién de células B representada anormalmente en la leu-
cemia linfoide cronica, y en algunos precursores mieloides (Mirro et al.
1985; Greaves et al. 1986; Terstappen et al 1991, del Vecchio et al. 1991;
Vidriales et al. 1993).

La frecuencia de la positividad de Tdt en pacientes con LMA varia del 5 al
40 %, en dependencia del método de deteccion (Vidriales et al. 1993;
homwar et al. 1994; Macedo et al. 1995). Se ha senalado que la expresion
del antigeno CD7 en LMA condiciona un peor pronostico, sin embargo, la

expresion de CD56 (asociado a célula NK) favorece el pronodstico de éstas.

Las LLA- Mi+ se observan con mayor frecuencia en adultos que en nifnos.
Las LLA-c Mi+ se han encontrado entre el 5y 40 % de los nifos. (Cabrera
et al. 1996; Garand et al. 1993; Orfao et al. 1994; Mielcarek et al. 1997;
Mizutani et al. 1997; Howard et al. 1994)

Se ha demostrado por estudios in vitro que los blastos de enfermos con
LLA-c Mi+ muestran una gran habilidad para proliferar y liberar esponta-
neamente interleucina-6 y factor de necrosis tumoral, comportandose de

forma similar a los blastos mieloides (Marsan et al. 2004).
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Estas semejanzas encontradas en el comportamiento proliferativo, en el
perfil de citocinas y en la expresion de receptores para citocinas entre los
blastos de la LLA-c Mi+ y de la LMA, sugiere que ambas variedades pue-
den originarse de una célula precursora hematopoyética que coexpresa
caracteristicas de ambos linajes linfoide y mieloide. (Howard et al. 1994;

Garcia et al., 2000; Wiersma et al. 1991)

Markrynikota y colaboradores (Makrynikota et al. 1995) encontraron que
el antigeno CD13, es selectivamente expresado en la LLA en respuesta a
estimulos proliferativos. Este antigeno, en cooperacion con el CD10 y qui-
zas con otras enzimas de superficie celular, puede actuar como regulador
de la concentracién de moléculas en la membrana celular e influir en el
crecimiento de las células B precursoras. El CD13/CD33 puede ser expre-

sado hasta en el 60% de los pacientes con LLA. (van Lochem 2004)
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4 MATERIALES Y METODO

4.1 Materiales

4.1.1 Lugar de la investigacion

Servicio de Citometria de Flujo . Instituto Oncolégico Nacional SOLCA “ Dr.

Juan Tanca Marengo”. Guayaquil - Ecuador

4.1.2 Periodo de investigacion

1 de enero de 2009 a 30 de diciembre de 2010
4.1.3 Presupuesto

4.1.3.1 Fuente de financiacién

El 90% ha sido financiado por la autora y el 10% por la institucion.

4.1.3.2 Descripcion de gastos

o =
3 g SE z_
3 Rubro g= 2 o ¥
Ne) o O = il
Qo S D 3
@)
01 Materiales y Suministros
01.1 Hojas A4 75 grs.(Xerox) 1000 | $§ 0,009 |$ 9,00
01.2 CD-R (Imation) 3 $ 0,500 |$ 1,50
01.3 Esferograficos (BIC) 4 $ 0,350 |$ 1,40
01.4 Cartucho Tinta negra 1 $ 32,000 |$ 32,00
01.5 Cartucho Tinta color 1 $ 38,000 |$ 38,00
01.6 Computador portatil 1 $ 1324,000|$ 1324,00
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] T of £
= 5 < H A~
s Rubro E=; L = o &
© @) - o}
O
subtotal | $ 1405,90
02 Operativos
02.1 Encuadernado 3 $ 5,000 |$ 15,00
02.2 Internet 10 $ 0,500 |$ 5,00
02.3 Anillado 5 $ 2,000 |$ 10,00
02.4 Gastos varios 1 $ 50,000 |[$ 50,00
Subtotal | $ 80,00
03 Personal
03.1 Estadigrafo 1 $ 400,000 $400,00
04 Imprevistos
03.1 Imprevistos 10% | $ 178.500 | $ 178.500
Subtotal $ 178.500

Tabla 4-1: Detalle de gastos

Codigo Rubro Costo Total ($)
01.0 Materiales y suministros $ 1405,90
02.0 Operativos $ 80,00
03.0 Personal $ 300,00
04.0 Imprevistos $ 178,50

Total $ 2064,40

Tabla 4-2: Gastos por conglomerados

4.1.3.3 Recurso humano

e Tutor de tesis
e Asesor de tesis

e DPostgradista
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4.1.4 Universo y muestra

4.1.4.1 Universo

Pacientes de cualquier edad y sexo con leucemia aguda en los cuales se solici-
to6 estudio de inmunofenotipaje que cumplan con los siguientes criterios de

seleccion:

Criterios de inclusion
e Estudio inmunofenotipico en el periodo de investigacion

e Informe completo del estudio inmunofenotipico.

Criterios de exclusion

¢ Informe no concluyente.

4.1.4.2 Muestra

Se escogieron por aleatorizacion sistematica 115 pacientes incluidos como

poblacion de estudio.

4.2 Métodos

4.2.1 Tipo de investigacion

Observacional, descriptiva,

4.2.1.1 Diseno del estudio

No experimental- transversal.
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4.2.2 Procedimientos para la recoleccion de informacion

4.2.2.1 Instrumentos y técnicas de recolecciéon de datos

e Citometro de flujo FACS Calibur BD (Programa Cell Quest para adquirir),
e Hoja de reporte del examen

e Formulario de recoleccidon de informacion.

4.2.2.2Método de recoleccion de informacion

e Observacion dirigida
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5 PLAN DE ANALISIS DE DATOS

5.1 Método y modelo para el Analisis de datos

Para el andlisis de las muestras se utiliz6 el programa Paint Gate.
Para la descripcion de las variables cualitativas se utilizo porcentajes y fre-
cuencias, para la descripcion de variables cuantitativas, promedio y des-

viacion estandar

5.2 Programas para el analisis estadistico de datos

e Excel 2010.
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6 RESULTADOS

Los pacientes fueron seleccionados a partir de una base de datos de la ins-
titucion donde se encuentran registrados todos los casos de leucemias. Se
identificaron los casos de tipo agudo y se incluyé aquellos que tuvieron
estudio inmunofenotipico. Se reviso el expediente electronico, informacién
que se incluy6 en un formulario, para su posterior tabulacién y procesa-
miento.
Cuadro 6-1: Incidencia de Leucemia aguda con Inmunofenoti-
paje en el Instituto Oncoloégico Nacional. SOLCA “Dr. Juan

Tanca Marengo”. 2009-2010

Tipo Frecuencia Porcentaje
Agudas 230 03,1
Croénicas 17 6,9
Total 247 100,0

Grafico 6-1: Incidencia de Leucemia aguda con Inmunofenoti-
paje en el Instituto Oncoloégico Nacional. SOLCA “Dr. Juan

Tanca Marengo”. 2009-2010

H Agudas

M Crdénicas

Analisis e interpretacion

Los estudios inmunofenotipicos revelan que hay predominio de las leuce-
mias agudas, las cuales se presentan en el 93,1% de todos los casos de leu-

cemias.
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Cuadro 6-2: Clasificacion por sexo en pacientes con Leucemia

aguda en los que se realiz6 estudio inmunofenotipico

Género Sexual Frecuencia Porcentaje
Femenino 53 46,1
Masculino 62 53,9
Total 115 100,0

Grafico 6-2: Clasificacion por sexo en pacientes con Leucemia

aguda en los que se realiz6 estudio inmunofenotipico.

M Femenino

M Masculino

Analisis e interpretacion

Los pacientes en quienes se realizé inmunofenotipaje por leucemia aguda
tuvieron frecuencias muy similares en hombres y mujeres, con predomi-

nio de los primeros (53,9%).
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Cuadro 6-3: Clasificacion por edad en pacientes con Leucemia

aguda en los que se realiz6 estudio inmunofenotipico.

Edad (aios)

Frecuencia Porcentaje

menor de 1
0o1a04

05 a 09

10 a 14
15a19

20 a 29
30a39

40 a 49

50 a 59

60 a 69

Total

2

1,7
34,8
20
14,8
9,6
5,2
3,5
3,5
4,3
2,6

100,0

Grafico 6-3: Clasificacion por edad en pacientes con Leucemia

aguda en los que se realiz6 estudio inmunofenotipico.

35,0%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%

5,0%

0,0%

menor 01la 04 05a09 10a 14 15a 19 20a 29 30a 39 40a 49 50a 59 60a 69

del

Analisis e interpretacion

El grupo etario con el mayor nimero de observaciones fue el de 1 a 4 afios

34,8%). El promedio de

edad fue

de

12,1

+

11,5

anos.
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Cuadro 6-4: Clasificacion de las leucemias agudas con inmuno-

fenotipaje.

Tipo Frecuencia Porcentaje
LLAB 85 73,9
LLAT 9 7.8
LLA NULA 1 0,9
OTROS 2 1,7
LMA 18 15,7
Total 115 100,0

Grafico 6-4: Clasificacion de las leucemias agudas con inmuno-

fenotipaje.

80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

LLAB LLAT LLANULA  OTROS LMA

Analisis e interpretacion

De todas las leucemias agudas las leucemias linfoides

82,6%, mientras que las leucemias mieloides el 15,7%.

representan el
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Cuadro 6-5: Clasificacion de las leucemias agudas con inmuno-

fenotipaje segun sub-tipo.

Tipo Frecuencia Porcentaje
LLAB 2 1,7
LLA B COMUN 60 52,2
LLA PRE B 22 19,1
LLA NULA 1 0,9
LLA B CON 1 MARCADOR MIE-
LOIDE 1 0,9
LLAT 8 7,0
LLAT CON 1 MARCADOR B 1 0,9
LA BIFENOTIPICA 1 0,9
LA INDIFERENCIADA 1 0,9
LMA 1 0,9
LMA 1 8 7,0
LMA 2 3 2,6
LMA 3 3 2,6
LMA 4 2 1,7
LMA 5 1 0,9

Total 115 100,0

Grafico 6-5: Clasificacion de las leucemias agudas con inmu-

nofenotipaje segan sub-tipo.

20,0%

10,0%
2,6% 1,7% 0,99

0,0%

Analisis e interpretacion

Las leucemias linfocitica aguda B comtn es el tipo que se presenta con
mayor frecuencia (52,2%), seguida de la Leucemia linfocitica aguda pre B
(19,1%).
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Cuadro 6-6: Clasificacion de las leucemias agudas con inmu-

nofenotipaje, segan tipo y grupo etario..

w B =)
g a 2 & 5 &5 8§ 8% 8 8 8
So *® o B 0w N N
- et
Tipo s= £ g £ & & 8 & 8 &8
LLAB 2 36 20 11 6 1 3 2 3
LLAT 2 2 4
LANULA 1
LA B CONN 1 MARCADOPR
MIELODE 1
LA BIFENOTIPICA 1
LLAT CON 1 MARCADOR B 1
LA INDIFERENCIADA 1
LMA 1 2 3 1 4 1 1 2 3
Total 2 40 23 17 11 6 4 4 5 3

Grafico 6-6: Clasificacion de las leucemias agudas con inmu-

nofenotipaje, segan tipo y grupo etario.

mmener de o1 mo13a04 mo5a 09 mi0aig mi5a19
20a29 30a39 40a4g9 5oasg 6oabg
40
8
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25
20
15
10
; T bl
o 2 - 2 s a
B [N ) 1N
WA i e e - vl 5 ADOR “bc\,ﬂ’ AN
O = L AT
18 A

Analisis e interpretacion

Las LLA B tiene un pico de presentacion entre 01-04 anos (36 casos),
mientras que las leucemias mieloides agudas se presentan de manera ho-

mogénea en todos los grupos etarios



44

Cuadro 6-7: Clasificacion de las leucemias agudas con marca-

dores inmunofenotipicos.

Tipo Frecuencia  Porcentaje
Marcadores linfoides B 87 T
Marcadores linfoides T 9 7,8
Marcadores Mieloides 20 17,4
Marcadores de Inmadurez 115 100,0

Grafico 6-7: Clasificacion de las leucemias agudas con marca-

dores inmunofenotipicos.

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

Marcadores Marcadores Marcadores Marcadores
linfoides B linfoides T Mieloides de
Inmadurez

Analisis e interpretacion

La presentacion de los marcadores inmunofenotipicos esta en relacion al
tipo de leucemia, asi siendo agudas el 100 % expresan marcadores de
inmadurez que responde a la presencia de células inmaduras, de las cuales

la mayor proporcion (75,7%) es de estirpe B
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Cuadro 6-8: Clasificacion de las leucemias agudas con marca-

dores inmunofenotipicos linfoides B.

Marcadores Linfoides B Frecuencia Porcentaje

Si 87 75,7
No 28 24,3
Total 115 100,0

Grafico 6-8: Clasificacion de las leucemias agudas con marca-

dores inmunofenotipicos linfoides B.

m S mNo

Analisis e interpretacion

El 75,7 % de los pacientes evaluados expresaron marcadores inmunofeno-

tipicos linfoides B, lo cual se relaciona con la mayor frecuencia de leuce-

mias tipo B comun y pre B observada.
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Cuadro 6-9: Clasificacion de las leucemias agudas con marca-

dores inmunofenotipicos linfoides T

Marcadores Linfoides T Frecuencia Porcentaje

Si 9 7,8
No 106 92,2
Total 115 100,0

Grafico 6-9: Clasificacion de las leucemias agudas con marca-

dores inmunofenotipicos linfoides T.

m S mNo

Analisis e interpretacion

La frecuencia de pacientes que expresaron marcadores linfoides T fue

baja (7,8%), en relacion a la presentacion de las leucemias linfoides T.
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Cuadro 6-10: Clasificacion de las leucemias agudas con mar-

cadores inmunofenotipicos para marcadores mieloides.

Marcadores Mielodes Frecuencia Porcentaje

Si 20 17,4
No 95 82,6
Total 115 100,0

Grafico 6-10: Clasificacion de las leucemias agudas con mar-

cadores inmunofenotipicos para marcadores mieloides.

m S mNo

Analisis e interpretacion

El 17,4 % de los pacientes estudiados expresaron marcadores mieloides,
relacionado con las leucemias mieloides agudas y la expresién aberrante

de un marcador mieloide en un caso de LLA B.
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-7 DISCUSION

Siendo las neoplasias hematolinfoides un grupo de enfermedades que cau-
san morbimortalidad en nifios y adultos, ha sido la preocupaciéon de mu-
chos cientificos a nivel nacional e internacional, realizando esfuerzos en
investigar y analizar principalmente las técnicas de diagnostico como
pruebas moleculares e inmunofenotipo que ayuden a escoger mejor la te-
rapética y den datos sobre el pronostico de la enfermedad.

Los ultimos consensos médicos ponen de manifiesto que es importante un
adecuado diagnostico y clasificacion de las leucemias, recomendando utili-
zar la clasificacion propuesta por la OMS desde el 2001, para lo cual es
muy necesario correlacionar datos morfologicos, fenotipicos y cromosémi-
cos. (Saavedra et al, 2010).

Para el analisis inmunofenotipico la técnica mas utilizada y recomendada
es la citometria de flujo (Kalina et al, 2012, Saavedra et al, 2010), en SOL-
CA Guayaquil, es una técnica utilizada para el diagnostico y clasificacion
de las leucemias agudas desde el 2004, por protocolo se realiza a todo pa-
ciente con diagnostico clinico de LA.

La citometria de flujo ya no sélo se utiliza para el diagnostico y la clasifica-
cion de las leucemias, pues es una herramienta que aporta datos sobre el
pronodstico, se la esta utilizando mucho para la evaluacion de la enferme-
dad minima residual (EMR) y la relacion del inmunofenotipo con las alte-
raciones cromosomicos.

Para el analisis inmunofenotipico la técnica mas utilizada y recomendada
es la citometria de flujo (Kalina et al, 2012, Saavedra et al, 2010), en SOL-
CA Guayaquil, es una técnica utilizada para el diagnostico y clasificacion
de las leucemias agudas desde el 2004, por protocolo se realiza a todo pa-
ciente con diagnostico clinico de LA.

Los equipos siempre se estan actualizando, asi en este trabajo se estudia-
ron muestras analizadas con el citometro de flujo modelo Facscalibur que

utiliza dos laser hasta el 2012, en este aino se lo cambi6 por el modelo Facs
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Canto II que utiliza 4 laser y puede analizar 10 parametros a la vez, e inclu-
so actualmente se utiliza un programa nuevo para analizar, el Infinicyt,
que da mayor facilidad al anélisis.

Los hallazgos encontrados en ésta revision con respecto al sexo muestra un
ligero incremento en hombres (53,9%), similar al encontrado en otros es-
tudios (Medina, 2010).

Algunos estudios revelan que la Leucemia aguda tiene un pico de inciden-
cia en ninos de 5 anos de edad, éste estudio revela que el grupo etario mas
afectado fue el de 1-4 anos (34,8 %), con una alta incidencia entre 1-14

anos (69,6%), siendo menos frecuentes en mayores de 50 afnos (6,9%).

Los datos encontrados referente a la frecuencia de las LLA y LMA son si-
milares a los de otros paises de Latinoamérica (Medina, 2010). Este estu-
dio revela una incidencia del 82,6% para las LLA y 15,7% para las LMA, es
decir que el predominio es méas marcado para las LLA; en comparacion
con un estudio en pacientes de la Sierra ecuatoriana (Lopez-Cortez, 2009),
que muestra un incremento en la presentacion de las LMA (LLA 66.4%,
LMA 33.6%)

La distribucion de las leucemias agudas linfoblasticas muestra un predo-
minio para la LLA B comun (52,2%), similar a la encontrada en la literatu-
ra médica (Medina 2010).

Otros subtipos de LLA son menos frecuentes, sin embargo la LLA pre-B se
presenta en el 19,1% de casos, contrastando con los datos encontrados por
Garcia, donde inicamente representa el 2,2%.

A diferencia de otros estudios que manifiestan que la leucemia aguda bi-
fenotipica se presenta en el 5% de todas las leucemias agudas (Vizcaino et
al, 2010), este trabajo report6 un solo caso (0,9%), y inicamente se regis-
tr6 0,9% de LLA pre B con un marcador mieloide, probablemente debido
a que estos datos fueron obtenidos cuando el area de citometria de flujo
estaba pasando por un proceso de estandarizacién del método y que no se

contaba con todos los marcadores disponibles actualmente.
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La presentacion de las leucemias con linaje T (77,8%), es baja respecto a los
datos que revela la literatura médica internacional 15-19% (Medina et al,
2010).

Los resultados con respecto a la distribuciéon de la LMA en muy variable
segin datos consultados, asi en este estudio la M1 es la méas frecuente de
todas las leucemias agudas, sin embargo para Duque-Sierra et al, 2006,
es la LMA Mg, para Padron et al, 2005 son M1y M4, para Pérez y Santos-
coy, 2005 Mo/M2.
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8 CONCLUSIONES

Los resultados expuestos, permiten las siguientes conclusiones:

Las leucemias agudas en el periodo de estudio, predominan con un alto
porcentaje en relacion a las de tipo crénico (93,1%).

El inmunofenotipaje se realiz6 en todos los pacientes con diagndstico
clinico de leucemia aguda.

La leucemia linfoblastica aguda, es el inmunofenotipo mas frecuente
(82,6%).

La frecuencia por sexo en pacientes con leucemia aguda fue similar en
hombres y mujeres (53,9% y 46,1%) respectivamente.

El grupo etario con mas casos fue el de 1 a 4 anos (34,8%).

La leucemia linfocitica aguda B fue la méas frecuente (73,9%).

Todos los casos expresaron marcadores citologicos de inmadurez
(100%).

Con mayor frecuencia los pacientes expresaron marcadores inmuno-
fenotipicos de tipo linfoides B (75,7%).

La frecuencia de pacientes positivos a marcadores linfoides T fue baja
(7,8%).

El 17,4% de los pacientes estudiados expresaron marcadores mieloides.
El inmunofenotipaje es un importante aporte diagnostico para la preci-
sa clasificacion de las leucemias.

La correcta clasificacion de las leucemias agudas permite un tratamien-
to mas eficaz y por lo tanto incide en el pronostico y calidad de vida de

los pacientes que padecen esta neoplasia.
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9 RECOMENDACIONES

Las conclusiones presentadas, llevan a realizar las siguientes recomenda-

ciones:

Promover la utilizacion del inmunofenotipaje de las leucemias como
método de ayuda diagnostica indispensable en los casos de leucemias
agudas.

Destacar la buena relacién costo-beneficio del uso orientado del inmu-
nofenotipaje de las leucemias

Disefiar un protocolo terapéutico en base a las principales marcadores
inmunofenotipicos presentes en el estudio.

Promover el desarrollo de estudios multicéntricos para evaluar la in-
fluencia del tipo inmunofenotipico en la sobrevida de los pacientes con
leucemia aguda tratados en esta institucion.

Socializar los resultados del estudio con el equipo de salud de la insti-

tucion.
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ANEXOS

Anexo 1 Cuestionario para observacion dirigida

UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL - FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
ESCUELA DE GRADUADOS - POSTGRADO DE ANATOMIA PATOLOGICA

CARACTERISTICAS INMUNOFENOTIPICAS DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS. INSTITUTO
ONCOLOGICO NACIONAL. SOLCA. “DR. JUAN TANCA MARENGO. 2009-2010

FORMULARIO DE RECOLECCION DE DATOS

Historia clinica: Protocolo:

Nombre del paciente: Sexo:

Edad de diagnéstico:

1. Diagnéstico clinico:

2. Diagnéstico morfologico:

LILA1 LILA2 LILA3
LMA1 LMA2 LMA 3 LMA 4 IMA 5 ILMA 6 LMA 7
B.MICIOGIAMAL. ..

4. Diagnoéstico Inmunofenotipico

LLA proB  LLA B precursor LLA preB LLA B comin LLAT

LMA 0 LMA1 LMA2 LMA3 LMA4 LMA5 LMAG LMA7

Leucemia bifenotipica

Elaborado por: CTTC
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Anexo 2: Base de datos
CARACTERISTICAS INMUNOFENOTIPICAS DE LAS LEUCEMIAS AGU-
DAS. INSTITUTO ONCOLOGICO NACIONAL. SOLCA “DR. JUAN TANCA
MARENGO”. 2009-2010
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LMA PROMIELOCI-
1 07/01/2009 | MTB 20090026 | M 11 | TICALMAM3
2 MS 20090392 | F 12 | LLAB COMUN 1 1
3 02/02/2009 | CCJ 20090529 | M IM LLA B COMUN
4 LHA 20087158 | F 3 | LLAB COMUN 1 1
5 04/02/2009 | CPD 20090583 | M 13 | LLAT
6 11/02/2009 | OGA 20090681 | M 11 | LLAB COMUN 1 1
7 13/02/2009 | JOD 20080416 | M 12 | LMA M2
8 CPE 20090812 | F 7 | LLAPRE B 1 1
9 19/02/2009 | LBM 20084754 | F 54 | LLA B COMUN
10 MTE 20090909 | M 1| LLAT 1 1
11 27/02/2009 | CHAI 20090973 | M 57 | LLAB COMUN
12 VTL 20091066 | M 21 | LMAM1 1 1
13 09/03/2009 | LLGM 20091231 | F 58 | LLAB COMUN
14 ACS PARTICULAR M 4 | LLAB COMUN 1 1
15 LLG VI 20091399 | F 11 | LLAPREB
16 18/03/2009 | PP A 20091401 | M 11 | LLAT 1 1
17 ALA 20091465 | F 13 | LLAPRE B
18 25/03/2009 | EGJ C 20091573 | M 13 | LLAB COMUN 1 1
19 30/03/2009 | BCJ 20091665 | M 5 | LLAPRE B
20 PRM 20091663 | F 6 | LLAB COMUN 1 1
21 13/01/2009 | PPM 20086671 | F 11 | LMA
22 02/04/2009 | TLS 20091746 | F LLA NULA 1
23 PCHJ 20090259 | F 4 | LLA-B COMUN
24 06/04/2009 | ABC 20091805 | M 1| LLAT 1 1
25 RPD M 12 | LLAB COMUN
26 07/03/2009 | TFN 20091804 | M 8 | LMAM1 1 1
27 14/03/2009 | CAW 20091949 | F 13 | LMA MO
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28 | 16/03/2011 | FME 20083343 | M 2 | LLAB comun 1] 1
29 B MH 20092094 | M 2 | t(MAM1
30 | 23/04/2009 | cMT IESS M 34 | LLA B COMUN 1] 1
31| 28/04/2009 | TTD 20092133 8 | LLAB comMuN
32 | 04/05/2009 | BGA 20092307 2 | uapreB 1] 1
33 RCG 20092351 | M 44 | LLAB COMUN
34 | 08/05/2009 | BGF 20092201 52 | LLAB COMUN 1] 1
35 MM 20092400 63 | LLAB COMUN
36 HMT 20092549 18 | LAT 1 1
37 | 26/05/2009 | BSM 20092753 | M 5 | LLA B comun
38 CPR 20092729 | M 51 | LLAB COMUN 1] 1
39 VHL 20092809 11 | LLA B COMUN
40 | 05/06/2009 | MaMm 20092962 8 | LLAPREB 1] 1
4 BOE 20092982 5 | LLAPREB
) VCHD 20093117 1| LAaPRES 1] 1
43| 17/06/2009 | PPs 20093220 | M 7 | LAPRe B
44 | 25/06/2009 | sMA 20093146 46 | LMAML 1 1
45 EMJ 20096293 3| Las
LLA PRE B CON
EXPRESION DE 1
MARCADOR MIELOI-
46 | 26/06/2009 | cBV 20093391 13 | DE 1] 1 1
47 cs) 2009635 19 | LLA B COMUN
48 FAA 20093388 | M 4 | LLAB COMUN 1] 1
49 RBC 20093441 10 | LLA B COMUN
50 | 02/07/2009 | MAM 20093505 | M 29 | LLAB COMUN 1] 1
51| 03/07/2009 | ZMA 20093561 9 | LLAB comun
52 BCL PORTOVIEJO 1| LLAPREB 1] 1
53 | 09/07/2009 | sFD 20093682 1| LLAB COMUN
54 | 10/07/2009 | LcA 20093702 1| LAaPRES 1] 1
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55 GEP 19956586 44 | LMAM2
56 cPM 20093821 | M 14 | (MAM1 1 1
57 6LK 20093885 | M 59 | LLA B COMUN
58 MMA 20093809 | M 4 | LLAB cOMUN 1 1
59 | 24/07/2009 | EGG 20093889 62 | LMAM2
60 LG 20094023 | M 9 | LLAB comuN 1 1
61| 31/07/2009 | AOA 20094082 | M 5 | LLAPREB
62 RHJ 20094091 | M 2| LLAPREB 1 1
63 | 04/08/2009 | ABM 20094116 5 | LLAB COMUN
64 ARY 20094118 7 | LLAB cOMUN 1 1
65 vsc 20094112 | M 15 | LMAML
66 | 07/08/2009 | LRD 20094227 14 | LLAB COMUN 1 1
LMA M3 (PROMIELOCI-
67 VAE 20094319 | M 8 | Tica)
68 | 18/08/2009 | Al 20094364 2 | LLAB comMuN 1 1
HOSP-
69 | 24/08/2009 | arRA | UNIVERSITARIO 32 | LMAML
70 | 25/08/2009 | VIBR | SHC M 18 | LLAT 1
71| 27/08/2009 | LcHC 20094511 | M 8 | LLA B COMUN
LEUCEMIA PROMIELO-
72| 01/09/2009 | GBE 20094042 | M 9 | amicams 1 1
73 RRD 20094639 6| LA
74 LM 20094385 24 | LMA M3 1
75 VMV 20093648 | M 15 | LLAPREB
76 Laic 20094496 | M 28 | LMA M1 1 1
77 QoM 20063769 32 | LMAML
78 MO 20094970 | M 20 | LLA B COMUN 1 1
79 NV 20094564 | M 25 | LMAML
80 BUN 20095075 | M 1| LLAB cOMUN 1 1
81| 25/09/2009 | RRM 20095135 4| LLAB coMUN
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82 | 28/09/2009 | vCI 20095208 | M 2 | LLAB COMUN 1 1
83 RFA 20094614 | M 10 | LMAM1
84 MRC 20073845 | M 44 | LLAPRE B 1 1
85 VMC 20095212 | M 18 | LLA B COMUN
HOSP. DEL
86 ZRI NINO F 2 | LLAB COMUN 1 1
87 MSN 20095345 | M 5 | LLAPREB
88 RID 20095411 | F 6 | LLAB COMUN 1 1
89 PYM 20095006 | M 67 | LMA M1
90 ORJ 20095349 | M 16 | LLA B COMUN 1] 1
91 VEK 20095443 | F 15 | LLAPRE B
92 PMS 20095444 | F 2 | LMAMS 1 1
93 GUR 20095456 | M 12 | LLAB COMUN
94 JCK 20072337 | M 11 | LMAM2 1 1
95 MCD 20095655 | M 4 | LLAPREB
9% PBO 20095724 | M 6 | LLAPREB 1 1
97 NVJ 20094564 | M 25 | LMAM1
98 ver 20095767 | F 14 | LLAPRE B 1 1
99 | 28/10/2009 | MTJ 20095814 | F 1 | LLAB COMUN
100 FCHO 20087109 | F 39 | LLAB COMUN 1 1
101 cBM 20095205 | F 67 | LMA M4
102 QmMA 20095924 | M 4 | LLAB COMUN 1 1
103 ES) 20095954 | M 4 | LMAM4
HOSP. DEL
104 GMA NINO M 21 | LA BIFENOTIPICA 1 1 1
105 MAC 20096294 | F 38 | LMAM2
106 zpP 20096275 | M 64 | LMA-M1 1 1
107 MaD 20086530 | F 7 | LLAB COMUN
108 | 05/12/2009 | SMRV PARTICULAR | F 4 | LLAB COMUN 1 1
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109 | 08/12/2009 | sMv SOLCA-MANABI 21 | LLAPREB
110 | 11/12/2099 | BGL HOSP.NINO 2 | LLAB COMUN 1 1
111 | 15/12/2009 | VSCG 20096713 11 | LLA B COMUN
112 | 22/12/2009 | TDA 20096899 1 | LLAB COMUN 1 1
113 M 20096846 11 | LLAPREB
114 | 29/12/2009 | HBC 20096976 | M 10m | LLAPREB 1 1
115 CLN 197968163 60 | LMA- M2
116 GRD 20097053 | M 4 | LLA B COMUN 1 1
117 | 05/01/2010 | MRI 20100031 | M 2 | LLA B COMUN
118 GLLL 20100286 | M 19 | LLAB COMUN 1 1
119 | 21/01/2010 | MCF 20100357 | M 4 | LLAB COMUN
120 Ls) 20100382 | M 6 | LLABCOMUN 1 1
121 VD 20100510 | M 3 | LLAPREB
122 BLM 20100578 11 | LLA B COMUN 1 1
LMA MEGACARIOCITI-
123 CHBCH 20100406 | M 1| CALMAM-7
124 PLV 20100617 3 | LLAB COMUN 1 1
125 SFV 20100714 7 | L(MAM1L
126 | 09/02/2010 | RPL 20100712 17 | LAT 1 1
127 za) 20100754 2 | LLAPREB
LLA T CON EXPRESION
DE MARCADOR
128 e 20100784 | M 1 | LINFOCITOS B 1 1 1
129 | 10/02/2010 | MOG 20100387 17 | LIMAM1
130 | 11/02/2010 | GSM PARTICULAR M 6 | LLAPREB 1 1
131 FSD 20101185 | M 5 | LLAB COMUN
132 | 15/03/2010 | VSJ 20094257 | M 79 | LMA M4 1 1
133 oL 20101422 56 | LMA M4
134 oL 20101469 3 | LLAB COMUN 1 1
135 FCl IESS M 45 | LMA M3
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136 BLJ 20101713 14 | LLAT 1 1

137 15/04/2010 | PCP 20101759 | M 57 | LLAB COMUN

138 EGM 20101836 54 | LMA M2 1 1

139 16/04/2010 | GJ 20101855 | M 40 | LLAB COMUN

140 ABN 20101934 9 | LLAB COMUN 1 1

141 MVF HOSP.GILBERT 4 | LMA M1

142 VALF 201002061 | M 2 | LLAB 1

143 30/04/2010 | PBA 20060931 4 | LLAB COMUN

144 MAR PARTICULAR 3 | LLAB COMUN 1 1

145 DMJ 20102250 | M 7 | LLAB COMUN

146 12/05/2010 | BMM 20102279 10 | LLAB COMUN 1 1

147 SAM 20102323 2 | LLAB COMUN

148 VBC 20102358 | M 14 | LLAB COMUN 1 1

149 19/05/2010 | YRY 20102411 2 | LLAB COMUN

150 LNH 20102228 | M 11 | LMAM1 1 1

151 MHE 20102514 15 | LLA B COMUN

152 01/06/2010 | AQl 20102610 2 | LLAB COMUN 1 1

153 ER 20102688 4 | LLA B COMUN

154 VPJ 20102740 | M 15 | LLAT 1 1

155 16/06/2010 | LA 20102673 | M 87 | LMA M4

156 EB 20102916 | M 15 | LMA M2 1 1

SOLCA PORTO-

157 AMM VIEJO 2 | LLAPREB

158 VLLZ 20102874 34 | LLAPREB 1 1

159 TBG 20102915 25 | LMAM1

SOLCA PORTO-

160 CcVW VIEJO M 9 | LLAB COMUN 1 1

161 PNK 20103075 | M 9 | LLAB COMUN

162 25/06/2010 | MFG 20102999 2 | LLAB COMUN 1 1
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163 28/06/2010 | MNJ IDYTES M 20 | LLAB COMUN
164 SCHK 20103039 8 | LLAPREB 1 1
165 NFM IDYTES 3 | LLAPREB
166 CBK 20103094 12 | LLAB COMUN 1 1
167 VOM 20103105 2 | LLAPREB
LEUCEMIA
SOLCA PORTO- AGUDA INDIFE-
168 BVV VIEJO 9 | RENCIADA 1
169 09/07/2010 | CCK 20103244 3 | LLAB COMUN
170 SBE 20103646 | M 8 | LLAB COMUN 1 1
171 TE 20091865 | M 20 | LLAPREB
172 16/07/2010 | RJ 20103339 | M 2 | LLA PREB 1 1
173 MAN 20103269 20 | LLAPREB
174 19/07/2010 | MCK 20103362 21 | LMAM3 1 1
175 PSN 20103443 8 | LLAB COMUN
176 22/07/2010 | GCD 20103444 | M 4 | LLAB COMUN 1 1
177 PLV 20093111 69 | LLAB COMUN
178 MCHJ 20103582 4 | LLAB COMUN 1 1
179 ZPA 20103625 | M 10 | LLAB COMUN
180 MPA 20103651 3 | LLAB COMUN 1 1
181 OHD 20103628 | M 6 | LLAB COMUN
182 DLCBH IDYTES M 48 | LLAPRE B 1 1
183 VSL 20103656 46 | LMAM1
184 12/08/2010 | VDF M 18 | LLAPRE B 1 1
185 CVCH 20103836 | M 16 | LLAPREB
186 GNB 20103889 | M 5 | LLAB COMUN 1 1
187 SVB 20103888 4 | LLAB COMUN
188 RNM 20102449 63 [ LMAM1 1 1
189 31/08/2010 | RER 20104045 | M 9 | LMA B COMUN
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190 01/09/2010 | MHA HOs. NINO M 2 | LLAB COMUN 1 1
191 02/09/2010 | ASL IDYTES M 31 | LMAM2
SOLCA PORTO-
192 07/09/2010 | LGD VIEJO F 9 [ LLAB COMUN 1 1
193 08/09/2010 | RVR 20104169 | F 4 | LLAB COMUN
SOLCA PORTO-
194 10/09/2010 | OES VIEJO F 14 | LLAB COMUN 1 1
SOLCA PORTO-
195 14/09/2010 | ZSC VIEJO M 4 | LLAB COMUN
196 16/09/2010 | AAJ 20104271 | M 3 | LLAPREB 1 1
197 22/09/2010 | DCB 20104403 | F 3 | LLAB COMUN
198 AVM 20104443 | M 5 | LLAB COMUN 1 1
199 MMO IDYTES M 9 | LLAB COMUN
200 BPJ 20104449 | M 2M LLA B COMUN 1 1
201 VM 20104516 | F 12 | LLAB COMUN
202 PGM 20104432 | F 52 | LMA M4 1 1
203 BHJ 20104545 | M 16 | LLAB COMUN
204 07/10/2010 | MZR 20104608 | M 12 | LLAB COMUN 1 1
205 12/10/2010 | RCS 20104679 | M 6 | LLAB COMUN
HOSP. R.
206 14/10/2010 | LZK GILBERT F 16 | LLAB COMUN 1 1
207 CHEG 20104836 | M 15 | LLAPREB
208 25/10/2010 | MMSH 20104871 | F 2 | LLAPREB 1 1
209 MZ) 20104902 | M 8 | LLAT
210 28/10/2010 | CCR 20104949 | M 8 | LLAPREB 1 1
SOLCA PORTO-
211 DMA VIEJO F 3 | LLAB COMUN
SOLCA PORTO-
212 CML VIEJO F 4 | LLAB COMUN 1 1
213 17/11/2010 | SML 20105191 | F 3 | LLAB COMUN
214 06/12/2010 | MCJ 20082766 | F 9 | LLAB 1
215 26/11/2010 | GMS 20105313 | F 5 | LLAPREB
216 01/12/2010 | NW 20100658 | M 31 | LMA 1 1
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217 DMJ 20105421 | M 13 | LLAB
218 03/12/2010 | GPC 20105451 | M 19 | LLAB COMUN 1 1
SOLCA PORTO-

219 07/12/2010 | BMA VIEJO M 3 | LLAB COMUN

220 15/12/2010 | CHRK 20105539 | M 5 | LLAPREB 1 1

221 20/12/2010 | AFE 20085353 | M 19 | LLAB COMUN

222 22/12/2010 | SER 20105654 | M 5 | LLAB COMUN 1 1

223 23/12/2010 | HBM SHC 61 | LMA M1

224 MF)J 20105682 | M 3 | LLAPREB 1 1

225 YMS 20105651 | M 3 | LLAPREB

226 24/12/2010 | SCHV 20105693 | M 2 | LLAB COMUN 1 1

227 28/12/2010 | TVA 20102359 | M 11 | LLAT

SOLCA PORTO-

228 29/12/2010 | RVJ VIEJO M 4 | LLAB COMUN 1 1

229 CSE 20105739 | M 8 | LLAB COMUN

230 30/12/2010 | EMA 20105719 50 | LLA B COMUN 1 1




