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RESUMEN

Introduccion: En el algoritmo de diagnostico, la evalua-
cion morfoldgica de la médula 6sea representa el primer
paso en la via diagndstica y es la primera herramienta
para distinguir una leucemia. La inmunofenotipificacion
permite confirmar el linaje y subclasificar las leucemias
agudas de acuerdo con el grado de maduracién. Material
y métodos: Con el objetivo de comparar la caracterizacion
morfologica versus inmunofenotipificacion de aspirados
de médula 6sea de pacientes pediatricos con sospecha de
leucemia aguda mediante la evaluacién morfologicay el
analisis por citometria de flujo multiparamétrica (CFM)
para determinar el grado de concordancia que existe entre
ambos métodos para el diagnostico y clasificacion de las
leucemias agudas, se incluyeron un total de 59 pacientes
con sospecha de leucemia aguda, clinica y de laboratorio.
Resultados: El porcentaje de concordancia entre ambos
métodos fue de 79.6% y el indice kappa (k) de 0.352. El
coeficiente de correlacion fue obtenido mediante morfo-
logia y por CEM (52 muestras) al identificar una R? de
0.9406. Conclusiones: Es necesario realizar el analisis
morfolégico antes de realizar el inmunofenotipo para
clasificar el linaje especifico y la etapa de diferenciacion
de las células leucémicas. Ambos estudios son comple-
mentarios y no excluyentes. En los casos de recaida, se
debe realizar siempre un nuevo inmunofenotipo y consi-
derarse el mayor nimero de marcadores celulares en los
diferentes linajes hematopoyéticos.
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ABSTRACT

Introduction: On the diagnostic algorithm, the
morphological evaluation of the bone marrow represents
the first step in the diagnostic pathway and is the first tool
to distinguish a leukemia, immunophenotyping allows
confirming the lineage and subclassifying acute leukemias
according to the degree of maturation. Material and
methods: With the objective of comparing the morphological
characterization versus immunophenotyping of bone
marrow aspirates of pediatric patients, with suspected
acute leukemia, through morphological evaluation
and analysis cytometric flow multiparameter (CFM) to
determine the degree of concordance that exists between
both methods for the diagnosis and classification of acute
leukemia, a total of 59 patients with clinical and laboratory
suspicion of acute leukemia were included. Results: The
percentage of agreement between both methods was
79.6% and the kappa index (k) of 0.352. The correlation
coefficient obtained by morphology and by CFM (52
samples) is R? of 0.9406. Conclusions: It is necessary to
perform the morphological analysis, before performing the
immunophenotype to classify the specific lineage and the
stage of differentiation of the leukemic cells, both studies
are complementary and not exclusive. In cases of relapse,
a new immunophenotype should always be performed
considering the highest number of cell markers in the
different hematopoietic lineages.
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INTRODUCCION

as leucemias agudas (LA) son el producto

de cambios moleculares en una célula
precursora hematopoyética.! Estas leucemias
se asocian con una gran morbilidad y una
supervivencia estimada de 60 a 70% en pafses
en vias de desarrollo ademas de que constitu-
yen las neoplasias mas frecuentes en la edad
pedidtrica en nuestro pafs y, en América Lati-
na, tienen una mayor incidencia.? Se pueden
clasificar mediante el anlisis morfolégico y
citoquimico segin lo propuesto por el grupo
Franco-Americano-Britinico (FAB), también
mediante inmunofenotipificacién de acuerdo
con el Grupo Europeo para la Clasificacion
Inmunolégica de las Leucemias (EGIL) y, ba-
sandose en la presentacion clinica del paciente,
morfologfa, inmunofenotipo y estudios citoge-
néticos y moleculares, segiin la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS).3

Actualmente, la clasificacion FAB sigue
siendo un sistema para describir las LA.# En el
algoritmo de diagnéstico, la evaluaciéon morfo-
l6gica de la médula 6sea representa el primer
paso en la via diagndstica® y es la primera
herramienta para distinguir una leucemia linfo-
blastica aguda (LLA) de una leucemia mieloide
aguda (LMA).>7 La inmunofenotipificacion
permite confirmar el linaje y subclasificar la
LA de acuerdo con el grado de maduracion.
Estos andlisis se realizan de manera rapida,
pues realizar el diagnéstico oportuno permite
tratar inmediatamente al paciente, ya que las
LA son fatales si no se tratan a tiempo. El andlisis
morfoldgico revela los porcentajes de blastos,
bastones de Auer y presencia de mielodisplasia
en las células.® La citometria de flujo multi-
paramétrica (CMF) permite medir diferentes
pardmetros de una célula (tamafo, complejidad
y expresion de antigenos), y de esta manera es
posible caracterizar una célula por su fenotipo,?
lo que lleva a una mejor identificacién de las
poblaciones anormales.'®

El analisis morfoldgico y la inmunofenotipifi-
cacién por citometria de flujo multiparamétrica
son los métodos que se emplean de manera
inicial en el diagndstico de estas neoplasias.
Estos métodos se realizan de manera rapida y,
con la informacién que ambos proporcionan,
se realiza el diagnéstico oportuno, lo que

permite otorgar el tratamiento al paciente y
de esta manera lograr la remisién de la enfer-
medad. Por lo anterior, es importante describir
la concordancia entre ambos procedimientos
considerando los criterios analiticos que regulan
cada procedimiento o proceso en el diagnéstico
y clasificacion de las leucemias en nifos.

MATERIAL Y METODOS

Con el objetivo de comparar la caracterizacion
morfolégica versus inmunofenotipificacion
de aspirados de médula ésea de pacientes
pedidatricos con sospecha de leucemia aguda
mediante la evaluacién morfolégica y el andlisis
por citometria de flujo multiparamétrica para
determinar el grado de concordancia que existe
entre ambos métodos para el diagnéstico y
clasificacién de las leucemias agudas, se inclu-
yeron un total de 59 pacientes con sospecha
clinicay de laboratorio de leucemia aguda en el
Hospital Infantil de México «Federico G6mez».

Como parte de su abordaje diagnéstico, a
los pacientes se les realiz el aspirado de médu-
la 6sea (MO), el cual se colocé en un tubo con
EDTAK2 para realizar el andlisis morfol6gico e
inmunofenotipico.

El analisis morfolégico se realizd
de la siguiente forma

Se mezclé la muestra por inversion de ocho a
diez veces, se colocé una gota de aspirado en
el centro de un portaobjetos, otro portaobjetos
se colocd sobre la gota y se ejercié una presion
muy suave; los portaobjetos se separaron uno
del otro en direcciones opuestas, se dej6 que
el extendido se secara al aire libre y se visualizé
macroscopicamente para valorar la calidad del
extendido.

Una vez secos, los extendidos se tiferon
con el colorante de Wright; se colocaron en
una charola de tincién y sobre la preparacién
se coloco el colorante de Wright de manera
que cubriera todo el extendido. Se dej6 actuar
el colorante por cinco minutos, posteriormente
se agregd buffer de fosfatos (pH 6.4) en una
cantidad similar al del colorante agregado y
se mezclaron ambos reactivos utilizando una
pipeta Pasteur; se dejé actuar otros 10 minutos,
se eliminé la mezcla del colorante con buffer
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e inmediatamente se lavé el portaobjetos con agua
corriente cuidando que los grumos medulares (cuando
estaban presentes) no se despegaran del portaobjetos. Se
limpi6 la parte posterior del portaobjetos y se dej6 secar
la preparacién al aire libre inclinando el portaobjetos.

La evaluacién de un aspirado de MO se realizé con
el objetivo de mayor aumento (100x). A medida que se
realizaba el mielograma, se examinaron las caracteristicas
morfoldgicas de las células como tamano, relacién nicleo/
citoplasma (N:C), apariencia de la cromatina, presencia,
tamano y cantidad de nucléolos; forma y tamafo del
nlcleo y caracteristicas de su borde (regular o con hendi-
duras), color del citoplasma, presencia de granulos en el
citoplasma y sus caracteristicas (cantidad, tamafio, forma
y color). También se examind la presencia de vacuolas,
presencia de cuerpos o bastones de Auer (cantidad y
agrupacion) u otras inclusiones citoplasmaticas; caracte-
risticas del contorno de la membrana'’ y asincronia en
la maduracién.

Se realiz6 el conteo diferencial de todas las células
nucleadas: blastos, promielocitos, mielocitos (neutréfilo
y eosinéfilo), metamielocitos (neutréfilo y eosindfilo),
bandas (neutréfilo y eosinéfilo), neutréfilos segmentados,
eosindfilos, baséfilos, promonocitos, monocitos, linfocitos,
células plasmaticas, proeritroblastos, eritroblastos (basé-
filos, policrométicos y ortocrométicos) y mastocitos. En
el conteo diferencial no se incluyeron las células rotas,
los megacariocitos ni los macr6fagos.'? Esto se realiz6 en
500 células y se contaron en dos extendidos (dos casos
se contaron en un solo extendido). Se determiné el pro-
medio de cada célula encontrada en ambos frotis y se
calcul6 el porcentaje de cada una.

Determinacion de la relacion mieloide:eritroide
(M:E). Se sumaron todas las células mieloides y por
separado se sumaron todos los precursores eritroides.
Finalmente se dividi6 el nimero de células mieloides
entre el nimero de precursores eritroides.

Asignacion del subtipo morfolégico. Se asigné el
subtipo de leucemia aguda de acuerdo con los criterios
establecidos por el grupo FAB. El porcentaje de blastos
para definirla como positiva fue > 20% sobre el total de
células nucleadas (TCN), cuando se realizaba por primera
vez el diagnéstico (de acuerdo con la clasificacién de la
OMS)y, > 5% sobre el TCN cuando se trataba de recaida
(ver criterios clasificacion en el caso de LMA enla Tabla 7).

Control de calidad de los extendidos. De acuerdo
con D’Onofrio y col.,"" una buena calidad de la prepa-
racion implica que la celularidad sea adecuada para que
la mayoria de las células se encuentren intactas y que la
tincién sea adecuada para que sea posible apreciar de-
talles celulares. Para asegurar esto, se realizé lo siguiente:

si habfa gran cantidad de precipitado del colorante en
la muestra, se realizaban otros extendidos y se tefian de
manera que el colorante no se evaporara. Cuando habifa
gran cantidad de células rotas o gran cantidad de células
no tenidas, se descartaban dichos extendidos para su
lectura y se evaluaban los demas. En caso de que también
se encontraran las mismas caracteristicas en los Gltimos,
se realizaban otros extendidos de manera cuidadosa para
descartar que los frotis anteriores se hubieran realizado
de manera incorrecta. En caso de que estos hallazgos
siguieran presentandose, se empleaban colorantes y buffer
de diferente lote del utilizado anteriormente (en caso de
células no tenidas) o bien, otro personal del laboratorio
realizaba el extendido (cuando habia abundantes células
destruidas). Si las células en estos Gltimos frotis no se
encontraban destruidas se realizaba la lectura en éstos,
pero si las células seguian destruidas y no se tefian, la
muestra se descartaba para su evaluacién morfoldgica.

Obtencién de informacion del inmunofenotipo
y de parametros hematoldgicos

De los 59 casos incluidos en este estudio, se revisaron los
marcadores celulares que expresaron los blastos, ademas
se determind el porcentaje de estas células empleando la
expresion de CD45 versus la gréafica de complejidad (SSC
por sus siglas en inglés) y su viabilidad en el citdmetro de
flujo BD FACSCanto II.

Para la subclasificacién inmunolégica se emplearon los
criterios y el sistema de puntuacién del Grupo Europeo
de Clasificacion Inmunolégica de Leucemias (EGIL).Se
consideré como positivo cuando la expresién de un anti-
geno en las células fue > 20%. Véase las Tablas 2'y 3 para
conocer la puntuacién de los criterios EGIL y la forma de
clasificar a las leucemias de linaje ambiguo (LALA).#6:13.14

El punto de corte para considerar un marcador como
positivo es de al menos 20%, excepto para los marcadores
MPOx, CD3, CD79a y TdT, los cuales con un minimo
de 10% de positividad ya se consideran como positivos.

Basados en este sistema de puntuacién, se han des-
crito cuatro subtipos principales de LALA: B/mieloide, T/
mieloide, B/T linfoide, y la leucemia de trilinaje (presencia
de marcadores mieloides, By T).

En el caso de una LALA, el valor del puntaje es de > 2
para el linaje mieloide y > 1 para el linaje linfoide. Si no
se cumplen estos criterios, se considera como expresién
aberrante del antigeno o infidelidad de linaje.

De la bitacora del laboratorio de citometria de flujo se
recolectaron los datos del conteo leucocitario, plaquetario
y concentracion de hemoglobina de todos los pacientes
en este estudio.
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Tabla 1: Caracteristicas morfoldgicas y morfométricas utilizadas en la clasificacién de las LMA

Denominacion

de acuerdo con el grupo cooperativo FAB.

Morfologia

MO

M1

M2

M3

M3v

M4

M4E

M5A

Mieloblastica aguda
minimamente
diferenciada

Mieloblastica aguda
sin maduracion

Mieloblastica aguda
con maduracion

Promielocitica hiper-
granular

Promielocitica va-
riante microgranular

Mielomonocitica
aguda

Mielomonocitica
aguda con eosinofilia
Monocitica aguda
mal diferenciada

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

MO: >30% de TCN y > 90% de las CNE son mieloblastos. < 10% de maduracion de las series granu-
lociticas mas alla del estadio de promielocito

El mieloblasto es poco diferenciado, de tamafio mediano, con elevada relacion N:C, contorno nuclear
redondeado, cromatina laxa con presencia de uno o varios nucléolos prominentes. Pueden presentar una
fina granulacion azurdfila, o algun baston de Auer en el citoplasma (bastones de Auer se encuentran en
50% de los blastos). Si no hay evidencia de granulos o bastones de Auer, los blastos pueden parecerse
al linfoblasto L2

MO: >30% de TCN y < 90% de CNE son mieloblastos; hay maduracion més alla del estadio de pro-
mielocito en > 10% de las CNE; < 20% de monocitos.

Los blastos son pequefios o medianos, con cantidad variable de citoplasma y un perfil nuclear redon-
deado, que a veces adopta una posicion cuadrangular respecto al citoplasma; la cromatina es laxa, con
uno o varios nucléolos. El citoplasma es basofilo y puede contener granulacion primaria azurofila, u
ocasionalmente algun baston de Auer. Pseudo Pelger-Hiiet y neutrofilos hipogranulares son las células
Mas comunes

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

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

SP: leucacitos disminuidos

MO: promielocitos con granulos tan pequefios que no se distinguen con el microscopio Optico, ndicleo
profundamente indentado con citoplasma claro abundante y granulos similares a polvo observados en
una localizacion excéntrica cerca del nticleo

A menudo se confunde con la M5

SP: suele cursar con leucocitosis

MO: > 30% de blastos de TCN y >20% de CNE son de componente monocitico (monoblastos,
promonocitos y monacitos). Hay diferenciacion granulocitica y monocitica. La proporcion de células
monociticas no excede 80% de las CNE. Los monoblastos son de gran tamafio, moderada relacion
N:C y basofilia variable con eventuales mamelones en el citoplasma. El niicleo puede ser redondeado,
arrifionado o de forma irregular. Los nucléolos son prominentes

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

MO: > 5% eosinofilos con niicleos monocitoides y pueden ser hibridos con granulos basofilos; compo-
nente monocitico > 20%, pero < 80%

MO: > 30% de blastos de TCN y > 80% monoblastos. Estas células presentan una cromatina laxa, nu-
cléolos prominentes y brotes o pseudopodos en la membrana citoplasmatica, que es de basofila oscura
a gris; puede contener granulos azurofilos finos. Los brotes pueden ser més translucidos que el resto
del citoplasma y esto da la apariencia de una doble membrana. Por el aspecto indiferenciado se puede
confundir con la M1. <20% granulocitos
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Continua la Tabla 1: Caracteristicas morfologicas y morfométricas utilizadas en la clasificacion de las LMA

de acuerdo con el grupo cooperativo FAB.

Subtipo

FAB Denominacion Morfologia

M5B Monacitica aguda
diferenciada

MO: < 80% de las células son monoblastos, promonocitos (predominan) y monocitos. Los promonoci-
tos presentan nucleos redondos o cerebriformes y pueden tener nucléolos, el citoplasma color gris tras-
lucido (menos baséfilo que del monoblasto) con aspecto de vidrio esmerilado, con granulos azuréfilos
y con presencia de alguna vacuola

SP: % elevado de monocitos

MO: > 50% de células son precursores eritroides de TCN. > 30% de CNE son mieloblastos tipo I o
tipo II. Los precursores eritroides a menudo son morfolégicamente anormales. Es comdn la presen-
cia de precursores multinucleados. Pueden presentar cuerpos de Howell-Jolly, puede haber vacuolas
perinucleares en los proeritroblastos y en los eritroblastos basofilos. Los cambios megaloblésticos y la
diseritropoyesis son frecuentes

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

MO: >30% de megacarioblastos de TCN. El tamafio de éstos es heterogéneo, muestran un aspecto
morfologico muy inmaduro y son muy polimérficos, algunos tienen el tamafio del linfoblasto L1 con
citoplasma escaso, mientras que otros son tres veces mas grandes. El niicleo es excéntrico, de croma-
tina laxa y reticulada con 1 a 3 nucléolos prominentes. El citoplasma es basofilo y agranular y muestra
un aspecto muy similar a las plaguetas circulantes con presencia de mamelones o pseudépodos
Pueden observarse megacariocitos. La biopsia de MO muestra aumento de fibroblastos y/o aumento
de reticulina

M6 Eritroleucemia aguda

M7 Megacarioblastica

TCN = Todas las células nucleadas de la MO; CNE = Células no eritroides; MO = Médula dsea; SP = Sangre periférica; N:C = Nticleo citoplasma. 461314

Plan de andlisis estadistico de células destruidas. Adicionalmente, algunos casos

presentaban finos precipitados color violeta que se en-

Se compararon los resultados obtenidos por ambos mé-
todos y se calculé el grado de concordancia mediante la
tabla de contingencia 2 x 2 y mediante el indice kappa (x);
también se calculé la sensibilidad, especificidad y valor de
prediccion positivo y negativo. Para el analisis estadistico
de las diferentes determinaciones se emple6 el programa
GraphPad Prism® 6.01 para Mac OS X.

RESULTADOS
Evaluacion de la calidad de la muestra

Se recibieron un total de 59 muestras del mismo nimero
de pacientes. Para evaluar la calidad de las muestras se
efectud una inspeccién macroscépica antes de realizar
los extendidos de todas las muestras. Siete fueron las
muestras que macroscopicamente presentaban una
apariencia viscosa y en las que se observaron coagu-
los, microscépicamente se observé una gran cantidad

contraban en toda la extensién. Otras nueve muestras
que macroscépicamente presentaba alguna alteracién
(presencia de pequefios coagulos o viscosa), micros-
cépicamente, sin embargo, se observé una cantidad
adecuada de células intactas.

Las caracteristicas evaluadas de las muestras se resu-
men en las Tablas 4 a 6, y la valoracién de la calidad de
las muestras se agrup6 de la siguiente forma, basados en
el area de lectura:

* A:ausente; N/A: no aplica.

¢ B: buena distribucion de las células, no se encuentran tan
separadas ni se superponen. La mayorfa de las células se
encuentran integras (se logran observar sus caracteristicas).

* B*: buena distribucién celular, la mayoria de las cé-
lulas se encuentran integras. Se observan los bastones
de Auer en los blastos.

* C: la mayoria de las células se encuentran integras,
se observan los abundantes bastones de Auer y gra-
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nulos azuréfilos y naranjas que se encuentran en los
promielocitos.

* D:lamayorfade las células se encuentran integras y se
observan escasos granulos primarios en una cantidad
muy baja de blastos.

* E: abundantes células destruidas y presencia de finos
precipitados color violeta.

* F: abundantes células rotas, presencia de mallas de
fibrina y eritrocitos crenados.

Tabla 2: Sistema de puntuacion EGIL para definir una LA.

Linaje
Puntos Linfoide B Linfoide T Mieloide

2 CD79% CD3 (cy/s) MPOx

cylgM Anti-TCRo/B Anti-lizosima
cyCD22 Anti-TCRy/8

1 CD19 CD2 CD13

CD10 CD5 CD33

CD20 CD8 CD65

CD117

0.5 TdT TdT CD14

CD24 CD7 CD15

CDla CD64

CD11b

CD11c

Cy = Citoplasmico; s = superficial; MPOx = Mieloperoxidasa;
TdT = Desoxinucleotidil transferasa terminal. 61314

* G: presencia de finos precipitados color violeta.

* H: abundantes células rotas y presencia de coagulos
y fibrina.

* |: abundantes células rotas y presencia de mallas de
fibrina en toda la extension.

Concordancia obtenida entre el analisis
morfoldgico e inmunofenotipico

De las 59 muestras analizadas, 47 coincidieron al emplear am-
bos métodosy 12 fueron discordantes, tal como se detalla en
la Tabla 6. El andlisis en la tabla de cuatro entradas se describe
en la Tabla 7'y los resultados del desempefio en la Tabla 8.

El porcentaje de concordancia entre ambos métodos
fue de 79.6% vy el indice kappa (k) de 0.352 (aceptable
de acuerdo con la valoracién del indice kappa).

Se determiné la sensibilidad, la especificidad y los
valores predictivos de la morfologfa. Estos resultados se
muestran en la Tabla 8.

Los casos de LLA que concordaron en ambos méto-
dos fueron 38 (73.07%), de los cuales por morfologia 14
(36.8%) correspondieron al subtipo LLA-L1y 24 (63.2%)
al subtipo LLA-L2. Dos casos que por inmunofenotipo
fueron pro-B, presentaron una LLA-L2; los pre-B comin
presentaron una morfologia tanto de tipo L1 (13 casos)
como de L2 (19 casos) y dos casos pre-B morfolégicamen-
te fueron L2. En cuanto a las LLA-T, un caso presenté una
morfologia de tipo L1 y el otro una L2.

Cuatro casos de LMA fueron concordantes en ambos
métodos, por morfologfa se encontraron cinco casos: LMA-
MT (un caso), LMA-M2 (tres casos) y LMA-M3 (un caso). Por
inmunofenotipo se descarté una LMA-M2, la cual resulté
ser una LALA (con expresion de células T/mieloide).

Tabla 3: Clasificacién inmunoldgica de las LLA de acuerdo con el grupo EGIL.

Linaje Subtipo EGIL Marcador
B Pro-B HLA-DR+, TdT+, CD34+, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+, CD10-
Pre-B comin HLA-DR+, TdT+, CD34+, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+, CD10+
Pre-B HLA-DR+, TdT+, CD34-, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+, cylgy, CD20M!
Madura HLA-DR+, TdT-, CD34-, CD19+ y/o CD22+ y/o CD79a+, cylgy, slgu
T Pro-T CD7 +
Pre-T CD7+, cyCD3+, CD5+, CD2 +/-
T-Cortical CD7+, ¢yCD3+, CDlat, sCD3+/-, CD5+, CD2+, CD4+, CD8+
T-madura CD7+, ¢cCD3+, sCD3+, CD2+, CD4 o CD8+

LLA + My LLA con infidelidad de linaje

LLA con uno o dos marcadores mieloides

cylgu = cadena mu citoplasmica de la IgM; CD20 (antigeno de diferenciacidn restringido a los linfocitos B humanos); het: heterogéneo.>
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Tabla 4: Evaluacién macroscopica, microscopica y evaluacion mediante CFM del aspirado de médula 6sea

de pacientes pedidtricos con sospecha de leucemia aguda.

Observacion macroscopica Observacion microscopica
Grumo medular Megacariocitos Area de lectura
Nam. % Viabilidad (CFM) Caracteristica (20x) (10x) (100x)
1 80 Normal 1/extendido 0.1/campo B
2 - Normal A A B
3 69.8 Ligeramente viscosa A E
4 84 Normal A A B
5 93.2 Normal A 2/extendido B
6 74.2 Normal A A B
7 88.9 Normal A A B
8 64.3 Normal A A B
9 87.4 Normal A A B
10 90.8 Normal A A B
11 83.1 Normal A A B
12 92.3 Frotis remitido por el 21/extendido 0.1/campo B
hospital
13 81.3 Normal A 3 niicleos desnudos/ B
extendido
14 86.6 Normal A 3 nucleos desnudos/ B
extendido
15 87.9 Normal A 0.1/campo B
16 91 Normal A A B
17 98.7 Viscosa A 0.1/campo B
18 93 Normal A A B
19 89 Normal A A B
20 46.1 Normal A A B
21 92 Normal A A B
22 87 Viscosa, presencia de A A B
coagulos pequefios
23 90 Viscosa A 2/extendido B
24 88.2 Normal A 1/extendido B
25 93.4 Normal 1/extendido 5/extendido B
26 89 Normal 7/extendido 0.1/extendido B
27 75 Normal A 4/extendido B
28 83.6 Normal A A B
29 93.6 Normal A A B
30 87.2 Normal A 1/extendido B
31 - Presencia de coagulo A 1/extendido B
pequefio
32 - Normal A A B
33 - Normal A A B
34 - Normal A A B
35 84 Viscosa A A B
36 735 Viscosa, presencia de A A I
fibrina
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Continta la Tabla 4: Evaluacién macroscépica, microscopica y evaluacion mediante CFM del aspirado de médula dsea

de pacientes pedidtricos con sospecha de leucemia aguda.

Observacion macroscopica Observacion microscopica

Grumo medular Megacariocitos Avrea de lectura
Nam. % Viabilidad (CFM) Caracterfstica (10x) (10x) (100x)
38 90.4 Normal A 2/extendido B
39 - Viscosa A A B
40 - Viscosa, presencia de - - |
fibrina
41 87 Ligeramente viscosa A A B
42 94 Presencia de coagulo 3/extendido 4.8/campo B
pequefio
43 90 Normal N/A (s.p.) N/A (s.p.) B
44 64 Viscosa, presencia de A A F
coagulos de diferentes
tamafios
45 95 Normal A A B*
46 92 Normal A A C
47 89 Normal A A D
48 - Normal 2/extendido 2/extendido B*
49 79 Normal A A B
50 - Normal A A G
51 - Viscosa, presencia de - ® H
coagulos
52 - Viscosa, presencia de - - H
coagulos
53 76.5 Normal 1/extendido 3/extendido B
54 88 Normal 1/extendido 0.1/campo B
55 938 Normal A 1/extendido B
56 80 Normal A A B
57 724 Normal A 1/extendido B
58 93 Viscosa, presencia de A A B
coagulos pequefios
59 50 Normal A A B

En las LALA identificadas en este estudio (cuatro casos)
se observaron las siguientes caracteristicas morfoldgicas: 1)
la LALA que expresaba marcadores de células B/mieloide
morfolégicamente se presentd como LLA-L2; 2) la LALA
expresaba marcadores de células T/mieloide y morfolé-
gicamente se caracteriz6 como una LMA-M2; 3) los dos
casos de LALA expresaba marcadores de células B/T.
Morfolégicamente no se logré identificar o caracterizar
un linaje celular (mala calidad de la muestra).

Dos de los casos estudiados, que fueron referen-
ciados con el diagnéstico de recaida por morfologia,
fueron positivos debido a que se encontr6 un porcentaje

de blastos > 5% (12 y 10.4%) en ambas muestras, sin
embargo, no se logré distinguir el linaje especifico al
que pertenecian; por CFM se determiné un porcentaje
de blastos mucho menor, el cual fue de 0.4% y 2% res-
pectivamente; ademads, las muestras presentaron una
expresion de sus antigenos de manera normal al iden-
tificar estadios normales de diferenciacién. Con estos
resultados, los casos se consideraron como normales y
se descarto la posible recaida que se sospeché mediante
el andlisis morfolégico (falsos positivos). Estos dos casos
mds otros cinco fueron determinados como normales
mediante CFM, lo que dio un total de siete muestras
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normales, mientras que por morfologia en seis casos se
determiné que no se trataba de una LA; uno de estos
seis fue descartado como normal debido a que por CFM
se diagnosticé una LLA de linaje B (Pre-B comun). De
manera que solamente cinco casos fueron concordantes
en ambos métodos para descartar una LA.

En siete casos por morfologia no se logré identificar
la presencia de células leucémicas (muestras con mala
calidad para el analisis morfolégico), sin embargo, en el
inmunofenotipo por CFM fueron positivas para LA.

Correlacion entre el valor de blastos
obtenidos por morfologiay por
citometria de flujo multiparamétrica

Se calculd el coeficiente de correlacion con el valor
de blastos obtenidos mediante morfologia y por CFM

(52 muestras) y se identificé una R? de 0.9406, lo cual
muestra una buena correlacion entre ambos métodos.
Como se puede apreciar en la Figura 7, en la mayoria de
los casos los puntos no se encuentran tan alejados de la
linea de regresion.

Subtipos de leucemia aguda obtenidos
mediante inmunofenotipificacion

De la poblacién estudiada y de acuerdo con los resultados
del andlisis inmunofenotipico (Figura 2).

De acuerdo con el perfil inmunofenotipico, de los
41 casos de LLA-B, tres (7.3%) correspondieron al sub-
tipo pro-B, 35 (85.4%) al pre-B comun vy tres (7.3%) al
subtipo pre-B.

En cuanto a las LALA, un caso (25%) las células expre-
saban marcadores de células B/mieloide, un caso (25%)

Tabla 5: Caracteristicas del perfil inmunofenotipico de las leucemias agudas de los pacientes incluidos en este estudio.

Clasificacion
Nam. Perfil inmunofenotipico EGIL FAB

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

CD15+, CD66¢c+
2 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD15+, CD66¢c+ Pro-B S/Dx
3 CD34+, CD79a+, CD19+, CD38+, CD9+, CD81+, CD58+, CD13+ Pro-B LLA-L2
4 CD34+, CD123+, HLA-DR+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, Pre-B com(in LLA-L2
CD21+, CD66¢+, CD11b+, CD16+, CD71+
5  CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD66¢+  Pre-B comin LLA-L2
6 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, Pre-B com(in LLA-L1
CD58+, CD13+, CD66¢c+, CD15+

7 CD34+, CD123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, A+, Pre-B comun LLA-L2
CD58+, CD66c+

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

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

10 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, Pre-B comun LLA-L1
CD58+, CD66c+

11 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, A+, CD58+, CD66¢+  Pre-B comdn LLA-L2

12 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, Pre-B comin LLA-L1
CD58, CD66¢c+

13 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, Pre-B comdn LLA-L2
CD58, CD66¢+

14 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comin LLA-L1

15 CD34+, CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comin LLA-L1

16 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L2

17 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9, CD24+, CD20+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L1

18 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD66¢+ Pre-B comun LLA-L2
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Continua la Tabla 5: Caracteristicas del perfil inmunofenotipico de las leucemias agudas de los pacientes incluidos en este estudio.

Clasificacion

Nam. Perfil inmunofenotipico EGIL FAB
19 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD20+, CD66¢c+ Pre-B comin LLA-L2
20 CD34+, CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, CD58+, CD66¢+  Pre-B comin LLA-L1
21 CD34+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD20+ Pre-B comun LLA-L1
22 CD34+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+ Pre-B comdn LLA-L2
23 CD34+, TdT+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L2
24 CD34+, TdT+, CD19+, CD10+, CD22+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD66¢c+ Pre-B comin LLA-L1
25 CD34+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD20+, CD58+ Pre-B comin LLA-L2
26 CD34+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comdn S/Dx
27 CD34+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+ Pre-B comin LLA-L2
28 CD34+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+ Pre-B comin LLA-L1
29 CD34+, CD38+, CD10+ (8%) /CD34-, CD38+, CD10+ (2%) Pre-B comin NO LA

30 CDI123+, TdT+, CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD66¢+  Pre-B comlin LLA-L2
31 CD123+, CD22+, CD79at, CD19+, CD10+, CD38+, CD9, CD24+, CD81+, CD20+, A+, CD58+, Pre-B comdn LLA-L2

32 CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+ Pre-B comun LLA-L2
33 CD123+, CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD58+, CD66¢c+ Pre-B comdn S/Dx
34 TdT+, CD10+, CD38+ Pre-B comun LLA-L1
35 CD22+, CD79at, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD81+, CD20+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L1
36 CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L2
37 CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, CD58+ Pre-B comdn LLA-L2
38 CD22+, CD19+, CD10+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD20+, CD58+, CD66¢+ Pre-B comun LLA-L1
39 CD34+, CD22+, CD79at, CD19+, cylgM+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD10+, CD58+, CD15+ Pre-B S/Dx
40 CD123+, CD22+, CD79a+, CD19+, cylgM+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, CD10+, CD20+, Pre-B LLA-L2
A+, CD66ct+
41 CD22+, CD79a+, CD19+, cylgM+, CD38+, CD9+, CD24+, CD81+, 2+, CD58+, CD15+ Pre-B LLA-L2
42 cyCD3+, CD2+, CD5+, CD7+ LLA-T LLA-L1
43 cyCD3+, sCD3+, CD7+ LLA-T LLA-L2
44 cyCD3+, sCD3+, CD8+, CD7+, CD10+ LLA-T S/Dx
45 CD34+, CD123+, CD117+, HLA-DR+, MPox-, CD33+, CD38+, CD7+, CD19+, CD105+ Mieloide LMA-M1
46 CD34+, CD117+, HLA-DR+, MPox+, CD13+, CD33+, CD15+, CD64+, CD16+, CD38+, CD71+ Mieloide LMA-M2
47 CD34+, CD117+, HLA-DR+, MPox+, CD13+, CD33+, CD38+, CD7+, CD71+ Mieloide LMA-M2
48 CD34+, CD117+, MPox+, CD13+, CD33+, CD64+ Mieloide LMA-M3
49 CD34+, CD58+, CD38+, CD9+, CD81+, [CD22+, CD19+, CD10+, CD24+ (4.5 puntos)] LA B/mieloide ~ LLA-L2
CD13+, CD33+ (2 puntos)
50 CD34+, CD123+, HLA-DR+, CD38+, cyCD3+, CD7+ (2.7 puntos) LA T/Mie- LMA-
CD11b+, CD16+, CD35+, [MPox+, CD13+, CD33+, CD117+, CD14+, CD15+, CD64+ (6.5 puntos)] loide M2
CD71+, CD36+
51 CD34+, CD123+, CD38+, CD58+, CD9+, CD81+, [CD22+, CD79a+, CD19+, CD10+, CD24+ B/T S/Dx
(6.5 puntos)]
suCD3+, CD7+ (2.5 puntos)
CD66c+
52 CD34+, CD38+, CD9+, [CD22+, CD79a+, cylgM+, CD19+, CD10+ (8 puntos)] B/T S/Dx
cyCD3+ (2 puntos)

S/Dx = Sin diagnostico, muestra de mala calidad; LA = Leucemia aguda; MPox = Mieloperoxidasa.
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la expresion de sus marcadores fue de células T/mieloide
y dos (50%) correspondieron marcadores de células B/T.

Resultados epidemioldgicos

De acuerdo con el género, se encontré una mayor pre-
valencia en pacientes masculinos (31 casos, 59.6%) que
en pacientes femeninos (21 casos, 40.4%).

De acuerdo con la edad, se encontraron pacientes
desde uno hasta 17 afios, con una edad promedio de 7.7;
el rango donde se encontraron més casos de leucemia fue
de cinco a nueve anos (38.5%) seguido de pacientes de
uno a cuatro anos (26.9%). No se encontraron pacientes
menores de un afo que cursaran con leucemia, sélo

se present6 un paciente con el dato de edad sin referir
(S/D) (Figura 3).

Resultados de parametros hematoldgicos

De acuerdo con el conteo leucocitario, la media fue de
88.7 x 103 leucocitos/ul (2-433.4 x 103 leucocitos/ul);
solamente se encontré un caso que cursaba con leucope-
nia (2 x 103 leucocitos/ul), nueve (17.3%) se encontraron
dentro del rango normal y el resto presenté leucocitosis
(19% cursé con hiperleucocitosis) (Tabla 9).

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

Tabla 6: Caracteristica de las muestras de médula 6sea de los pacientes pediatricos

con sospecha de LA diagnosticados por morfologia e inmunofenotipificacion.

Anélisis morfol6gico Andlisis inmunofenotipico

Edad % Clasificacion % Clasificacion
NOm. Género (afios)  Blastos FAB Blastos EGIL Concordancia
jEss F 13 23.5 LLA-L2 12.7 Pro-B Concordante
s F 17 89.8 LLA-L2 91.6 Pro-B Concordante
3 F 7 - S/Dx 63.9 Pro-B Discordante (A)
4 M 4 87.6 LLA-L1 63.0 Pre-B comin Concordante
5 M 2 94.8 LLA-L1 78.0 Pre-B comin Concordante
6 M 3 90.4 LLA-L1 74.2 Pre-B comin Concordante
7 M 4 84.4 LLA-L2 67.5 Pre-B comin Concordante
8 F 4 70.2 LLA-L1 58.3 Pre-B comdn Concordante
9 F 5 93.0 LLA-L2 77.6 Pre-B comin Concordante
10 F 6 70.4 LLA-L1 70.7 Pre-B comun Concordante
11 F 5 80.3 LLA-L2 64.0 Pre-B comin Concordante
12 F 7 86.2 LLA-L2 80.0 Pre-B comin Concordante
13 F 14 94.1 LLA-L2 74.5 Pre-B comun Concordante
14 F 5 86.9 LLA-L2 76.2 Pre-B comin Concordante
15 M 16 87.5 LLA-L2 82.6 Pre-B comdn Concordante
16 M 4 80.0 LLA-L2 80.5 Pre-B comun Concordante
17 F 11 58.6 LLA-L2 61.8 Pre-B comun Concordante
18 M 12 29.0 LLA-L2 25.5 Pre-B comdin Concordante
19 M 5 88.7 LLA-L1 72.6 Pre-B comun Concordante
20 M 14 35.2 LLA-L1 12.1 Pre-B comun Concordante
21 F 1 81.0 LLA-L1 74.4 Pre-B comin Concordante
22 F 5 84.7 LLA-L2 62.5 Pre-B comun Concordante
23** F 15 87.4 LLA-L1 82.3 Pre-B comun Concordante
24 M 3 71.4 LLA-L2 65.2 Pre-B comdn Concordante
25 F 5 86.0 LLA-L1 77.6 Pre-B comdn Concordante
26%* M 9 97.9 LLA-L2 88.1 Pre-B comin Concordante
27 F 9 85.6 LLA-L2 66.7 Pre-B comun Concordante
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Continua la Tabla 6: Caracteristica de las muestras de médula dsea de los pacientes pediatricos

con sospecha de LA diagnosticados por morfologia e inmunofenotipificacion.

Anédlisis morfol6gico Andlisis inmunofenotipico

Edad % Clasificacion % Clasificacion

NOm. Género (afios)  Blastos FAB Blastos EGIL Concordancia

28 F 2 96.0 LLA-L2 80.7 Pre-B comun Concordante

29 F 5 86.0 LLA-L2 82.3 Pre-B com(in Concordante

30 F 14 93.4 LLA-L2 78.5 Pre-B com(in Concordante

31 M 7 66.6 LLA-L2 52.0 Pre-B comun Concordante

32 M 5 95.1 LLA-L1 92.0 Pre-B comun Concordante

33 M 3 78.5 LLA-L1 79.4 Pre-B comuin Concordante

34 M 6 96.8 LLA-L2 90.0 Pre-B comun Concordante

35%* M 7 84.6 LLA-L1 88.4 Pre-B com(in Concordante

36 M 14 - S/Dx 48.5 Pre-B comun Discordante (A)

37* M 9 S/Dx 731 Pre-B comin Discordante (A)

38** M 10 45 No LA 10.0 Pre-B comln  Discordante. mediante el analisis morfoldgico se
encontrd un porcentaje menor de blastos que los

obtenidos mediante CFM

39* M 7 73.1 LLA-L2 73.0 Pre-B Concordante

40 M 2 - S/Dx 64.4 Pre-B Discordante (A)

41 M 15 92.3 LLA-L2 72.0 Pre-B Concordante

42 F 1 81.3 LLA-L2 74.0 LLA-T Concordante

43 M 13 88.4 LLA-L1 85.1 LLA-T Concordante

44 M 3 - S/Dx 52.0 LLA-T Discordante (A)

45 M 11 48.9 LMA-M2 50.5 Mieloide Concordante

46 M . 85.2 LMA-M3 72.0 Mieloide Concordante

47%* M 13 94.8 LMA-M1 83.4 Mieloide Concordante

48** 39.4 LMA-M2 37.8 Mieloide Concordante

49 48.6 LLA-L2 48.9 B/Mieloide Discordante. Mediante el analisis morfoldgico se

determind una LLA-L2 y por CFM una LAB

50** 53.4 LMA-M2 47.0 T/Mieloide Discordante. Por morfologia se determing una
LMA-M2 y mediante CFM se determind una LAB

51 - S/Dx 92.5 LALAB/T Discordante (A)

52 - S/Dx 73.0 LALAB/T Discordante (A)

53** 12.0 LA 0.4 MO normal Discordante. Numero de blastos identificados

54** 104 LA 2.0 MO normal Discordante. Numero de blastos identificados

55 0.4 No LA 2.0 MO normal Concordante

56 0.8 No LA 0.8 MO normal Concordante

57** 2.3 No LA 0.7 MO normal Concordante

58* 2.4 No LA 2.0 MO normal Concordante

59** 1.0 No LA 2.0 MO normal Concordante

MO = médula 6sea; S/Dx = sin diagndstico debido a que la muestra era de mala calidad desde el punto de vista morfologico; LA = leucemia aguda; LALA =
leucemia aguda de linaje ambiguo; CFM = citometria de flujo multiparamétrica; no LA = por morfologia no se identificd una leucemia aguda; * = pacientes
de recién diagnostico; ** = pacientes con sospecha recaida; discordante (A): el diagnostico morfoldgico no se logro realizar sin embrago, por CFM si se
realizo el diagnostico.
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En cuanto al conteo plaquetario, se encontré una
media de 84.2 x 10° plaquetas/uL (12-341 x 103/uL) y
90.4% present6 trombocitopenia (Tablas 9 y 10).

DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Las leucemias agudas (LA) comprenden un grupo hete-
rogéneo de enfermedades malignas caracterizadas por
la expansion clonal de células precursoras hematopo-
yéticas'>1® en la MO vy sangre periférica. Este tipo de
leucemias son el tipo de cancer mas comdn en los ninos,
pues representan 25-35% de los casos de cancer infantil
en la mayoria de las poblaciones en pafses en vias de
desarrollo."”

Se reconocen dos categorfas principales: LLA y LMA,
pero un pequefo niimero de casos no corresponden con
estos dos grupos, porque no muestran evidencia clara
de diferenciacion de un solo linaje o expresan antige-
nos de diferenciacién altamente especificos de mas de
un linaje’® y se denominan leucemias agudas de linaje
ambiguo (LALA).

El diagnéstico de las LA se realiza con base en las
manifestaciones clinicas y el estudio de las células leucé-
micas de SP y MO."® Estos estudios incluyen: evaluacion
morfolégica, inmunofenotipo y genética molecular y
citogenética.

Tabla 7: Resultados positivos y negativos para LA

obtenidos mediante morfologia e inmunofenotipificacion.

Inmunofenotipo Inmunofenotipo
positivo negativo
Morfologia 42 2
positiva
Morfologia 10 5
negativa

Tabla 8: Parametros determinados

para el analisis morfolégico.

Parametro %
Sensibilidad 80
Especificidad 71
Valor predictivo positivo 95
Valor predictivo negativo 33

[ ]
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Figura 1: Correlacion entre el porcentaje de blastos obtenidos por
morfologia y por citometria de flujo multiparamétrica.
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Figura 2: Distribucion de subtipos de LA determinados por inmu-
nofenotipo.

La evaluaciéon morfolégica de la MO, como primer
paso en el algoritmo de diagnéstico de las LA,> permite
distinguir una LLA de una LMA.* Junto con la morfologa,
la inmunofenotipificacién mediante CFM es crucial para
la deteccion y asignacion del linaje, asi como el estadio
de maduracién de las células blasticas en muestras sos-
pechosas de leucemia, pues es la que permite realizar el
diagnéstico y la clasificacién definitiva de las LA.>

Es este trabajo, inicialmente, se evalué la calidad de la
muestra. Siete casos (11.8%) no pudieron analizarse por
morfologia, ya que las muestra eran de mala calidad, esta-
ban coaguladas y presentaban una gran cantidad de células
destruidas; otras muestras contenian mallas de fibrina o
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coagulo. La presencia de codgulos pudo deberse a que
no se colocé inmediatamente el aspirado en el tubo con
EDTAK2 o que no se mezclé con el anticoagulante después
de haberla colocado en él, ya que la MO se coagula mas
rdpidamente que la SP® o incluso que la muestra se haya
coagulado debido a una mala puncién medular o una ex-
traccion dificil.'® La gran cantidad de células destruidas, las
hendiduras en los linfocitos y las células en apoptosis que
se observaron en estas muestras pudieron provocarse por
almacenamiento prolongado si se considera que no fueron
remitidas al laboratorio de manera inmediata, posterior-
mente de la toma de muestra. La calidad de estas muestras
concord6 con lo obtenido por CFM, ya que mostraron un
bajo porcentaje de viabilidad.

Ocho de las 58 muestras de MO contenfan grumos
medularesy 21 presentaban megacariocitos, lo cual indica
que el resto de las muestras se encontraban hemodilui-
das, de acuerdo con D’Onofrio y col.” la dilucién con
SP puede llegar a ser de 40 al 100% en las muestras de
MO de 0.25-0.5 mL."”

En este estudio, se encontré una correlacion de 79.6%
entre entre el andlisis morfoldgico y el inmunofenotipico;
asi este resultado es muy cercano al obtenido y publicado
por el Dr. Alejandro Ruiz-Argtielles en 2002, quien reporté
una correlacién de 73% entre ambos métodos de un total
de 648 casos de LA. Adicionalmente, en nuestro pars,
los doctores Guillermo y Alejandro Ruiz-Argtielles han
generado informacion de importancia en el diagnéstico
y clasificacion inmunolégica de las leucemias agudas.
Dicha informacion estd sustentada en la optimizacion
de recursos y sobre todo en la correcta combinacién
de anticuerpos monoclonales a utilizar.’23 Marsan y

10
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Figura 3: Intervalo de edades y niimero de pacientes masculinos y
femeninos con LA.

colaboradores?* reportaron en 2016 una correlacion
de 81.3%, sin embargo, en este estudio solamente se
analizaron casos de LLA.?* El indice kappa (k) de 0.352
obtenido en este estudio indica que la concordancia es
aceptable dado que se encuentra dentro del intervalo
de 0.21-0.40.%°

Los resultados discordantes se encontraron en los
siguientes casos:

A) Un caso en el que la morfologia fue LLA-L2 y por CFM
fue una LALA (células B/mieloide).

B) Un caso que por CFM fue una LALA con marcadores
de células T/mieloide y morfolégicamente se clasi-
fic6 como una LMA-M2, debido a que los blastos
presentaban una morfologia mieloide con presencia
de granulos azuréfilos en el citoplasma; sin embargo,
estos granulos presentaban un tamafio mas grande que
los observados en los otros casos de LMA-M2, ade-
mas se encontraron pseudo-Pelger-Huét y neutréfilos
hipogranulares y los precursores eritroides presenta-
ron caracteristicas megaloblastoides. Estos hallazgos
permitieron clasificar este caso como LMA-M2; los
granulos observados en los blastos se correlacionan
con el resultado del inmunofenotipo ya que presentd
positividad a la MPOx. Un caso similar como éste fue
reportado por Sharma y su equipo,?® en el que uno
de los pacientes con bifenotipia T/mieloide revel6 la
presencia de bastones de Auer en los blastos.2°
Como se ha encontrado en este estudio, las LALA
se pueden presentar morfolégicamente como LLA
o LMA, similar al estudio realizado por Matutes y
col., en el cual, de 90 casos de LALA, 39 mostraron
una morfologia de LLA, 38 se clasificaron como LMA
de subtipos M1y M5y, rara vez, M2 o M4 y ningln
caso fue M3, M6 0 M7.%7 Asimismo, Sharma vy su
grupo?* reportaron que de 15 casos con LAB, 11
presentaron una morfologia LMA-M1, M2 o M4/5
y ninguno present6 una LMA-M3, M6 o M7.26 De
acuerdo con los hallazgos anteriores, al estudiar
un caso con LALA mediante un andlisis morfolégi-
co inicial, no se podria sospechar de este tipo de
leucemia, y por lo tanto, el diagnéstico de LALA se
basa en la inmunofenotipificacion y la exclusién por
citogenética de los casos de LMA con anormalidades
genéticas recurrentes.?’

C) Dos casos con presunta recaida fueron diagnosticados
como positivos mediante morfologfa. En cada caso
se encontré un porcentaje de blastos de 12y 10.4%,
sin embargo, la morfologfa no permitié determinar el
linaje, mientras que por CFM encontraron 0.4 y 2%
de células inmaduras y con un patrén de la expresion
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de sus antigenos de manera normal. De esta manera
se descarto la posible recaida.

D) Un caso que por morfologia se clasificé como nor-
mal, por CFM se diagnosticé LLA pre-B comin y
el porcentaje de blastos fue mayor al encontrado
por morfologia. En estas dos situaciones se destaca
la importancia de la CFM para hacer el diagndstico
definitivo, ademas, se puede notar una de las limi-
tantes que tiene la morfologia en la determinacién
del niimero de blastos cuando éstos se encuentran
en cantidades bajas y la sensibilidad analitica que
presenta la CFM es mucho mayor (una célula
neoplésica en 1,000,000 células analizadas) a la que
tiene la morfologia (una célula neoplasica en 1,000
células observadas), ademas de ser 100% operador
dependiente. Asi, la habilidad en la identificacién
de células y sus caracteristicas morfolégicas, mor-
fométricas y tintoriales es la que condiciona los
resultados.

E) Siete casos (11.8%) no pudieron diagnosticarse por
morfologia debido a que mostraban una celularidad
danada o presencia de células destruidas, no asi por
citometria de flujo.

Los resultados con concordancia se encuentran de la
siguiente forma:

A) De los 44 casos por CFM se diagnosticé una LLA, y
en 38 de éstos por morfologia también se diagnostico
una LLA. B). Todos los casos (cuatro casos) en los que
la CFM mostr6 un fenotipo mieloide por morfologia

Tabla 9: Resultados de los parametros hematoldgicos

de 52 pacientes con LA.

Parametro n (%)
Leucocitos (x10%/uL)

Media (intervalo) 88.7 (2-433.4)

<50 28 (53.8)

> 50 24 (46.2)
Hemoglobina (g/dL)

Media (intervalo) 8.9 (3.2-14.2)

<11 43 (82.7)

11-18 9(17.3)
Plaguetas (x10%/uL)

Media (intervalo) 84.2 (12-341)

<150 47 (90.4)

150-450 5(9.6)

Tabla 10: Resultados de los parametros hematoldgicos

de 52 pacientes de acuerdo con el tipo de LA.

LLA-B  LLA-T LALA LMA

Parametro n (%) n%) n®%) n(%)
Leucocitos (x10%/uL)

<50 23(56) 0 3(75)

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

<20

>20
Hemoglobina (g/dL) 4 (100)

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

11-18 6(14.6) 2 (66.6) 2 (50)
Plaquetas (x10%/uL) 2 (50)

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

150-450 5(12.2) 4 (100)

fueron LMA, y C) y de los siete casos que por CFM
mostraron un fenotipo normal, cinco de éstos por
morfologia también fueron normales.

Los valores de sensibilidad y especificidad indican
que 80% de pacientes presenta algtin tipo de LA cuando
el diagnéstico morfolégico resulta positivo y 71% de
pacientes no presenta LA cuando morfol6gicamente no
se identifican criterios morfolégicos que establezcan el
diagnoéstico de LA. De acuerdo con los valores predicti-
vos, hay 95% de probabilidad de que los individuos con
sospecha de LA padezcan la enfermedad cuando la mor-
fologia es positiva y, existe 33% de probabilidad de que,
si por morfologia no se detecta algin tipo de leucemia,
los pacientes realmente no la padezcan.

Los resultados obtenidos indican que el analisis mor-
folégico se oriente hacia una LLA o LMA, sin embargo,
no es suficiente para realizar el diagnéstico definitivo en
las LA, sobre todo cuando la muestra no es de calidad
adecuada o cuando se trata de una LALA. El resultado de
la morfologia debe confirmarse siempre con el estudio
inmunofenotipico y siempre se debe realizar este Gltimo,
ya que es el que finalmente determina el linaje especifico
afectado, asi como la etapa de maduracién o diferencia-
cion en la que las células leucémicas estdn detenidas y
por consiguiente permite, en algunos casos, estratificar
el nivel de riesgo, pronéstico y tratamiento del paciente.

Se calcul6 el coeficiente de correlacion entre el por-
centaje de blastos obtenidos mediante morfologia y por
CFMy se encontr6 una R? de 0.9406. Este resultado indi-
ca que hubo una buena correlacién entre ambos métodos,
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ya que en la mayorfa de los casos el porcentaje de blastos
fue muy similar. Sin embargo, se presentaron dos casos
en los que por morfologia se detecté un porcentaje muy
elevado de blastos (comparandolo con el obtenido por
CFM), de manera que se consideraron como LA, mien-
tras que por CFM esta enfermedad fue descartada por el
bajo porcentaje de células inmaduras encontradas y que
ademds mostraron una diferenciacién normal, aunque
en algunos casos ocurri6 lo contrario. Esta incongruen-
cia fue mas notoria en los casos en los que por CFM se
detectaron bajos porcentajes de células inmaduras, es
decir, de 0.4 a 12.7%. Estos resultados pueden atribuirse
a diversos factores, como la diferencia en la cantidad de
células que se cuentan en ambos métodos, ya que por
morfologia se contaron aproximadamente 1,000 células
mientras que por CFM se adquieren mas de 100,000
eventos. Otro factor a considerar es que, cuando se realiza
el extendido del aspirado medular, muchos blastos son
destruidos por la manipulacién al momento de la toma de
muestras,'#2829y sj el porcentaje de blastos es pequeo,
la disminucién es mas evidente. En los dos casos donde
se encontré mayor porcentaje de blastos por morfologia
(diagnosticados como LA por morfologia y por CFM des-
cartados) se pudieron haber confundido algunas células
normales por células leucémicas, debido a que morfo-
l6gicamente presentaban una apariencia de blastos, sin
embargo, estos pacientes ingresaron por diagnéstico de
recaida (estuvieron bajo tratamiento quimioterapéutico),
lo cual explicarfa la dificultad de distinguir claramente una
célula madura de una inmadura, ya que éstas presentaban
cambios en su morfologia.

Kerrigan y su grupo®° realizaron un estudio sobre los
cambios morfolégicos de las células sanguineas después
de la quimioterapia y encontraron, entre otros cambios,
que células monociticas presentaban ntcleos inmadu-
ros.?0 Esta situacién pudo presentarse en estos dos casos
debido a que agentes quimioterapéuticos pueden dar
origen a cambios displasicos en las células.® Es por ello que
en los casos de recaida, el inmunofenotipo debe volver a
realizarse y considerarse todos los marcadores celulares.

En cuanto al subtipo de LLA de la clasificacion FAB, se
encontré un mayor porcentaje de LLA-L2 (63.2%), mien-
tras que del subtipo L1 fue de 36.8% y no se encontré
ningln tipo con morfologia L3. Los resultados concuerdan
con los obtenidos por Morales y cols.3" donde encontra-
ron 62% en L2y 38% en L1, sin presencia de L3.3" Cabe
mencionar que la clasificacién FAB no es la tGinica forma
en la cual debe clasificarse una LA ya que no ayuda a
planificar el tratamiento.3?

Los subtipos de LMA méas comunes en los nifios son:
M1, M2, M3 y M4, sin embargo, en los nifios con sin-

drome de Down el subtipo M7 se ven con frecuencia.??
Los cuatro casos de LMA encontrados en este estudio
presentaron una morfologia de M1, M2 y M3. Estos re-
sultados concuerdan con los reportados por la literatura.

La LMA-M3 ahora es altamente curable cuando se
administra &cido transretinoico (ATRA) y quimioterapia
(antraciclina),®* sin embargo, un conteo > 10 x 103 célu-
las/pL denota un riesgo alto, ya que tienen un mayor riesgo
de muerte temprana y recaida.? El conteo leucocitario
del caso con LMA-M3 en este estudio fue de 40 x 103/
UL, ademds de un conteo plaquetario de 19 x 103/uL, lo
que sugiere que se trataba de un paciente de alto riesgo.

La importancia de la morfologia en la LMA-M3 destaca
aln mas, ya que la morfologia de los promielocitos y las
caracteristicas clinicas del paciente indicaran un diag-
néstico presuntivo de esta entidad y en ésta, a diferencia
de casi todas las otras LA, el tratamiento de este tipo
de leucemias debe realizarse de manera inmediata por
considerarse una urgencia hematolégica. El tratamiento
final se establece cuando se confirme la presencia de la
translocacién t (15:17) mediante métodos citogenéticos
o moleculares.3®

La LLA de linaje B es el cancer mas frecuente en la
infancia;*¢ esta informacion se puede constatar con los
resultados obtenidos en este estudio, ya que se encontrd
78.8% de LLA-B, 5.8% de LLA-T y 7.7% de LMA. En el
estudio realizado por Bekker y colaboradores®” encontra-
ron 85.1% de pacientes con LLA-B, 10.8% con LLA-T, y
4.1% pacientes con LALA. Pérez y col. reportaron 85.1%
de casos con LLA'y 12.3% con LMA.38

En cuanto a la subclasificacién de la LLA-B, se encon-
tré un mayor porcentaje en la LLA pre-B comin (85.4%),
mientras que del subtipo LLA-B madura no se encontré
ningln caso. Las frecuencias de distribucion reportadas
por varios grupos de trabajo internacionales son: pro-B
3%, pre-B comiin 60-65%, pre-B 9%, B maduras 3%y cé-
lulas T 10%.39 Los resultados concuerdan también con el
obtenido por Morales y col. (85% de LLA pre-B comn).?

En este estudio se encontr6 7.6% de LAB, sin embargo
en la literatura frecuentemente se informa que la preva-
lencia es menos de 5% de las leucemias infantiles.* Los
resultados en este tipo de LA llegan a ser muy variados,
pues en este mismo hospital pero en otro estudio se
reporté 28.3% de LALA.*" En cuanto a la proporcién de
subtipos de LALA, el resultado concordé con el reportado
por Dorantes y cols.* ya que en ambos se encontré un
mayor porcentaje de B/T linfoide. La LALA es un grupo
biol6gicamente diferente de LA y es importante identi-
ficarla porque es de mal pronéstico, recaida temprana e
infiltracion extramedular?® y, por tanto, requiere de un
tratamiento mds intensivo.40
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Estudios epidemioldgicos informan que existe una
mayor prevalencia de LA en pacientes masculinos, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en este estudio,
ya que se encontré6 59.6% de pacientes masculinos y
40.4% de pacientes femeninos. Resultados cercanos se
obtuvieron en un estudio realizado en nuestro pais por
Riveray cols., en un periodo de 2007 a 2012, en el cual
los varones representaron 54.4% de los pacientes con
LA.2 Otro estudio realizado en 2016 por Mayer y col.
en este hospital, de 549 pacientes con LA, 55% fue de
pacientes masculinos.*2

Con respecto a la edad, se encontraron pacientes
desde uno hasta 17 afos, con una edad promedio de
7.7. El intervalo en el que se encontraron mds casos fue
de cinco a nueve anos (38.5%) seguido de pacientes de
uno a cuatro anos (26.9%). En el estudio realizado por
Rivera y cols.2 encontraron una mayor prevalencia en los
nifos con cero a cuatro afos (35%) y 29% en pacientes
de cinco a nueve anos. El estudio realizado por Moralesy
colegas?' en un periodo de 2008 a 2010, en 54 pacientes
con LLA, el mayor niimero de pacientes se ubicé entre
uno y 10 anos y la media fue de 8.3 afos (intervalo de
uno a 17 anos). Bekker y su equipo®” reportaron que en
638 pacientes pediatricos con diagndstico reciente de
LLA de la Ciudad de México, la edad media de toda la
poblacién fue de 6.2 anos.>” Como se puede observar,
la edad promedio obtenida es similar en estos estudios.

El valor normal del nimero de leucocitos durante la
infancia es variable, por la influencia de la edad, sexo y raza,
de acuerdo con Jaime y su grupo,**#* quienes consideran
de manera general que el valor de referencia para leucoci-
tos se encuentra en el intervalo de 4.0-14.5 X 103/uL. En
este estudio se encontraron nueve (17.3%) pacientes con
conteos normales de leucocitos. Un conteo > 50 x 103/uL
se considera de alto riesgo.*3 En este estudio se encontraron
23 (56%) con un conteo < 50 leucocitos X 10%/uL y el resto
(44%) present6 > 50 leucocitos X 103/uL (leucocitosis); estos
pacientes presentan un alto riesgo de muerte temprana, ya
que en la LLA con leucocitosis es mas comin que se desa-
rrolle el sindrome de lisis tumoral (SLT).44-46

La LLA-T es una enfermedad agresiva, y estos pa-
cientes a menudo tienen caracteristicas clinicas de alto
riesgo, como la edad*” e hiperleucocitosis con infiltracién
extramedular.*® Los resultados encontrados en este es-
tudio concuerdan con lo descrito anteriormente ya que
los tres casos de LLA-T presentaron leucocitosis (> 50 X
10%/uL), dos de ellos con hiperleucocitosis y un paciente
que ademas de presentar hiperleucocitosis contaba con
una edad de 13 afos. Estas caracteristicas desfavorables
muestran que estos pacientes presentan un mayor riesgo
de recaida o muerte temprana.*?

En las LMA, una cifra de leucocitos < 20 X 103/uL se
asocia con un mejor prondstico.? En el estudio los cuatro
pacientes con LMA presentaron un conteo leucocitario
> 20 x 10%/uL, dos de ellos con hiperleucocitosis. Estos
conteos altos sugieren una baja tasa de remisiéon completa
en estos pacientes*® y una muerte temprana. El diagnosti-
co temprano de la LMA es de gran importancia, ya que la
hiperviscosidad celular causada por la elevacién extrema
de leucocitos puede conducir répidamente a una falla
orgdnica mdltiple y la muerte.>®

En cuanto a los otros parametros hematoldgicos, en
43 (82.7%) pacientes se encontré una hemoglobina < 11
g/dLy 47 pacientes (90.4%) presentaron trombocitopenia
(< 150 x 103/ul). Estos hallazgos son causados por el
fracaso de la hemopoyesis normal y el reemplazo de las
células normales por las células leucémicas, lo que resulta
en anemia, sangrado y mayor riesgo de infecciones.?

CONCLUSIONES

Se encontré una correlacion de 0.9406 y una concon-
dancia de 79.6%, con un indice kappa de 0.325 entre el
método morfoldgico y el inmunofenotipico en el diag-
néstico de leucemias agudas. En la mayoria de los casos
la morfologfa orient6 hacia una LLA o una LMA.

Es necesario realizar el andlisis morfoldgico antes
de realizar el inmunofenotipo para clasificar el linaje
especifico y la etapa de diferenciacién de las células
leucémicas, pues ambos estudios son complementarios
y no excluyentes.

Las LALA morfolégicamente pueden mostrarse como
LLA o LMA, raz6n por la cual la morfologfa es limitada en
estos casos y la inmunofenotipificacién ideal para la ca-
racterizacion de las células leucémicas; éste es el método
de eleccién en la identificacion de este tipo de leucemias.

En los casos de recaida, se debe realizar siempre un
nuevo inmunofenotipo considerando el mayor nimero
de marcadores celulares en los diferentes linajes hema-
topoyéticos.

Para el analisis morfol6gico es importante que las
muestras sean de buena calidad ya que, si la muestra
estd coagulada o con abundantes células destruidas, se
limita su evaluacion.
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