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Introduccion. Del 60 al 80 % de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda de precursores B
presentan alteraciones genéticas que influyen en el prondstico de la enfermedad y en la biologia del
tumor.

Objetivo. Analizar distintas alteraciones genéticas en leucemia linfoblastica aguda de precursores
B en nifos, y su relaciéon con el inmunofenotipo y con la tasa de proliferacién, en comparacion con
precursores B normales.

Materiales y métodos. En 44 pacientes se evalud, por citometria de flujo, el inmunofenotipo, el
contenido de ADN y la proliferacion, y por RT-PCR, las traslocaciones t(9;22), t(12;21), t(4;11) y t(1;19).
Mediante un andlisis jerarquizado de conglomerados se identificaron los patrones inmunofenotipicos
de expresién asociados a las traslocaciones, tomando como referencia precursores B normales.
Resultados. La cuantificacion del ADN mostré que el 21 % de los casos de leucemia linfoblastica
aguda de precursores B eran hiperdiploides de indice alto y, el 47,7 %, hiperdiploides de indice bajo.
La presencia de hiperdiploidia se asocié con mayor proliferacion tumoral y con inmunofenotipos
aberrantes, que incluyeron expresion anormal de CD10, TdT, CD38 y CD45 y un mayor tamafo de los
linfoblastos. La presencia de 1(9;22) y t(12;21) discrimina células normales de células tumorales con
aberraciones en la expresion de CD19, CD20, CD13, CD33, CD38, CD34 y CD45.

Conclusiones. El perfil de aberraciones fenotipicas detectado en conjunto con anormalidades en
la proliferacion tumoral, se asocia de forma significativa con hiperdiploidiia de ADN y discrimina de
forma clara linfoblastos con 1(9;22) y t(12;21) de los precursores B normales. La identificacion de
estos parametros sera de gran utilidad como herramienta para la clasificacién y seguimiento de los
pacientes.
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Correlation of the t(9;22), t(12;21), and DNA hyperdiploid content with immunophenotype
and proliferative rate of leukemic B-cells of pediatric patients with B-cell acute lymphoblastic
leukemia

Introduction: Between 60 and 80% of patients with B-cell acute lymphoblastic leukemia show genetic
abnormalities which influence the prognosis of the disease and the biology of the tumor.

Objective: To analyze different genetic abnormalities in acute B lymphoblastic leukemia in children,
its relationship with the immunophenotype and the proliferative rate compared with normal B cell
precursors.

Materials and methods: We assessed immunophenotype, DNA content and proliferative rate in 44
samples by flow cytometry, and translocations 1(9;22), t(12;21), t(4;11), and t(1;19) by RT-PCR. Using
a hierarchical cluster analysis, we identified some immunophenotypic patterns associated to genetic
abnormalities when compared with normal B cell precursors.

Results: DNA quantification showed that 21% of the cases had high hyperdiploidy and 47.7% has low
hyperdiploidy. The presence of hyperdiploidy was associated with increased tumor proliferation and
aberrant immunophenotypes, including abnormal expression of CD10, TdT, CD38, and CD45 and an
increased size of the lymphoblasts. The presence of 1(9;22) and t(12;21) discriminates normal cells
from tumor cells with aberrant immunophenotype in the expression of CD19, CD22, CD13, CD33,
CD38, CD34, and CD45.

Conclusions: The aberrant immunophenotype profile detected in neoplastic cells along with
abnormalities in the proliferative rate were significantly associated with DNA hyperdiploidy and clearly
distinguished lymphoblasts with 1(9;22) and t(12;21) from normal B cell precursors. The identification of

Alteraciones genéticas, fenotipo y proliferacién de leucemia linfoblastica aguda

these parameters is useful as a tool for classification and monitoring of these patients.
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La leucemia linfoblastica aguda de precursores B
es una neoplasia de origen hematopoyético con
caracteristicas clinicas y biolégicas heterogéneas.
Esta leucemia representa el 25 % de todos los
tumores diagnosticados en menores de 15 afios
(1-4) y, en Colombia, la incidencia anual reportada
es de 5,6 a 6 casos por 100.000 nifios (5).

En el desarrollo, comportamiento clinico y progresién
de la enfermedad, se ha descrito que el 60 a 80 %
de los nifilos con leucemia linfoblastica aguda
presentan alteraciones genéticas en el nimero
de cromosomas o0 cambios estructurales con un
impacto significativo sobre el pronéstico. Se ha
reportado que estas alteraciones afectan los genes
reguladores de la diferenciaciéon celular, el ciclo
celular, las vias de sefalizacion y la apoptosis, tales
como las traslocaciones cromosomicas t(12;21)
(p13;0g22) con TEL-AML1, 1(9;22) (934;911) con
BCR-ABL, t(4;11) (g21;923) con MLL-4F4 y t(1;19)
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(g23;p13) con E2A-PBX1, entre otras (1,2,3,6).
Asimismo, se han descrito diferentes patrones
inmunofenotipicos aberrantes en la leucemia linfo-
blastica aguda como consecuencia de las anomalias
genéticas presentes en las células tumorales.

En el presente trabajo se analiz6 la correlacién
entre las traslocaciones cromosdmicas 1(9;22)
(g34;911) con BCR-ABL y t(12;21) (p13;922) con
TEL-AML1 y de la aneuploidia de ADN, con el
perfil inmunofenotipico y la tasa de proliferacion de
células B neoplasicas de la leucemia linfoblastica
aguda de precursores B de fenotipo comun y de
leucemia linfoblastica aguda pre-B. Ademas, se
describieron las aberraciones fenotipicas asociadas
al tumor en comparacion con el control normal de
cada tipo de leucemia, empleando un panel basico
de anticuerpos de facil aplicabilidad clinica y que
contrasta con las tendencias actuales de paneles
de anticuerpos méas amplios (7,8).

Se encontr6 que, en comparacion con los
precursores B normales de la médula 6sea, las
células tumorales de la leucemia linfoblastica
aguda tienen gran heterogeneidad en la expresion
antigénica con una frecuencia variable (28-
100 %) de aberraciones fenotipicas que incluyen
asincronismos en la maduracion (presencia de
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CD20 en células CD34+) e infidelidad de linea
(expresion de marcadores asociados al linaje T y
mieloide: CD7, CD15, CD13 y CD33), entre otras.

Se encontr6 gran frecuencia de hiperdiploidia
de ADN (>60 %) en los linfoblastos leucémicos
detectada por citometria de flujo, que se asoci6 a un
incremento significativo en la tasa de proliferacién
tumoral (superior al 5 %), y en el inmunofenotipo
con sobreexpresion de los marcadores CD10y TdT
en conjunto con mayor tamafo de los linfoblastos y
menor expresién de CD38 y CDA45.

Por otro lado, la presencia de linfoblastos 1(9;22) y
t(12;21) discrimina de forma clara las células tumo-
rales con aberraciones fenotipicas (sobreexpresién
o infraexpresion) de los marcadores CD19, CD20,
CD38, CD34 y CD45 y expresion aberrante fuerte de
CD13y CD383.

La identificacidén de estas aberraciones fenotipicas
y genéticas en los linfoblastos leucémicos puede
ser de gran utilidad como herramienta para la
evaluacién y el seguimiento de la enfermedad
minima residual después de la quimioterapia.

Materiales y métodos
Definicion de sujetos y muestras de estudio

En el presente estudio se evaluaron 44 muestras
de médula 6sea, obtenidas en EDTA, de nifios
(23 nifias y 21 nifios) con diagnostico de leucemia
linfoblastica aguda de precursores B (75 anos;
rango, 1 a 17 afos) procedentes de la Fundacién
Hospital de La Misericordia de Bogota.

La distribucion de los casos segun el diagndstico fue:
leucemia linfoblastica aguda de precursores B pro-B
(n=2), leucemia linfoblastica aguda de precursores
B de fenotipo comun (n=35) y leucemia linfoblastica
aguda de precursores B pre-B (n=7).

El porcentaje de infiltracion tumoral en la médula
O0sea detectado por citometria de flujo fue de
82+20 % (rango, 12 a 98,7 %). Como controles se
emplearon siete muestras de médula 6sea de nifios
(3%4 afos; rango, 1 a 10 afos) con diagndstico de
purpura trombocitopénica inmunitaria (2 nifias y
5 nifios), sin anormalidades hematolégicas en la
médula 6sea.

Todas las muestras se recolectaron una vez los los
padres o representantes de los pacientes hubieran
firmado el consentimiento informado aprobado
por el Comité de Etica de la Fundacién Santa Fe
de Bogota, la Universidad de los Andes y de la
Fundacién Hospital de La Misericordia.
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Analisis inmunofenotipico mediante citometria
de flujo

Para hacer el analisis inmunofenotipico de las
diferentes fases de maduracion de células B de
méduladsea, normalesenloscontrolesy neoplasicas
en los 44 pacientes, se empled un panel basico de
anticuerposmonoclonalesy policlonales combinados
en tres a seis fluorescencias distintas, incluyendo
marcadores reportados en la literatura cientifica
que permiten la identificacion y caracterizacion
fenotipica de leucemias agudas de linaje B (9,10)
(fluorocromos:FITC/PE/PERCPCY5.5/PECy7/APC/
APCCy7): cyTdT/cyCD79a/CD19, CD20/CD10/
CD19/CD38/CD34/CD45, CD15/7.1/CD19/CD13,
cylgM/CD33/CD19, y HLA-DR/CD7/CD19.

Para la marcacion inmunofenotipica se siguidé un
protocolo estandarizado que permite la detec-
cién de antigenos celulares localizados en la
membrana, en el citoplasma o en ambos (9,11,12).
Para la marcacion de los antigenos de membrana,
se incubaron 50 pl de muestra de médula ésea
con los anticuerpos conjugados con fluorocromos
durante 15 minutos a temperatura ambiente y en
la oscuridad. Una vez transcurrido este tiempo,
se adicion6 1 ml de solucién de lisis (BD FACS™
Lysing Solution) durante 10 minutos y se hicieron
dos lavados con 2 ml de solucién salina tampén
(Phosphate Buffered Saline, PBS), seguidos de
centrifugacion durante cinco minutos a 2.000 rpm.

Paraladeteccién simultanea de antigenos celulares
localizados en membrana y en citoplasma, se
empled el kit de fijacion y permeabilizacion
(InstraStain-Dako™), en el cual se hizo en un
primer paso la marcacién de los antigenos de
membrana, seguida de incubaciéon con 100 pl de
solucion fijadora (reactivo A) y 100 pl de solucion
de permeabilizacién (reactivo B), en conjunto con
el anticuerpo dirigido contra el antigeno intracelular
(marcadores: TdT, CD79a e IgM).

Las incubaciones en cada paso se hicieron durante
15 minutos (para los marcadores de membrana)
y durante 30 minutos (para los marcadores
intracelulares) a temperatura ambiente y en la
oscuridad, seguidas de lavados con PBS. Como
control de autofluorescencia (control negativo), se
procesaron dos tubos adicionales sometidos a los
mismos tratamientos descritos para las diferentes
marcaciones, excepto que a estos no se les
adicion6 anticuerpo conjugado (12).

Una vez hecha la marcacién, las muestras
se ‘adquirieron’ en el citometro de flujo (BD
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FACSCAnto™ Il flow cytometer), empleando
el programa informatico FACSDiva™ (BDB) y
almacenando la informacion de, aproximadamente,
50.000 eventos totales. El andlisis de los datos se
hizo con el programa INFINICYT™ (Cytognos SL,
Salamanca, Espana), evaluando el porcentaje de
expresion e intensidad media de fluorescencia
para cada uno de los antigenos en estas células.

Las poblaciones celulares se clasificaron como
positivas para cada marcador si la expresion
del mismo (porcentaje e intensidad media de
fluorescencia) era superior a la observada en el
control negativo (autofluorescencia basal de las
células sin anticuerpos) y, para establecer si el
marcador analizado se encontraba negativo, con
infraexpresiébn o sobreexpresion, se compard
la intensidad media de fluorescencia de cada
marcador en las leucemias con la expresion del
mismo marcador en las poblaciones B de médula
6sea normal (no leucémica) (13-15).

Para llevar a cabo la compensacion del equipo,
se emplearon las esferas BD CompBeads™,
ajustando las sefales de fluorescencia y voltajes
de cada detector (FL-1-FL-6), con el fin de asegurar
la discriminacién adecuada entre las sefales
positivas y negativas. Para la calibracién diaria del
equipo se utilizaron microesferas fluorescentes (BD
Cytometer Setup & Tracking Beads), siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Analisis del contenido de ADN y del ciclo celular
mediante citometria de flujo

El andlisis del indice de ADN y de la distribucién
de las poblaciones de células B en médula ésea
normal y de los casos de leucemia linfoblastica
aguda de precursores B en las distintas fases
del ciclo celular, se hizo mediante la marcacion
combinada de antigenos de membrana para
identificar células B (CD10/CD19/CD20/CD22) y
el colorante de ADN yoduro de propidio, siguiendo
las instrucciones del estuche comercial Cycloscope
B-ALL™ (Cytognos SL, Salamanca, Espafa), y
siguiendo la metodologia técnica y de andlisis
descrita en estudios previos (13,14).

Las muestras de médula 6sea (50 pl) se incubaron
durante 15 minutos con la mezcla de anticuerpos
monoclonales primarios anti-CD10/CD19/CD20/
CD22 (40 ul) vy, posteriormente, se adiciond el
anticuerpo secundario anti-lgG de ratdén (obtenido
en cabra) conjugado con 20 pl de fluoresceina
(FITC). A continuacion, se anadieron 2 ml de
solucion de lisis de eritrocitos (solucion hipoténica
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de cloruro de amonio libre de fijador) durante 10
minutos y las muestras se centrifugaron durante
cinco minutos a2.000 rpm. El boton celular obtenido
fue resuspendido con 500 pl de la solucién de
marcacion de ADN que contenia yoduro de propidio
y ribonucleasa (RNasa), durante 10 minutos.
Todas las incubaciones se hicieron a temperatura
ambiente y en la oscuridad, seguidas de lavados
con PBS.

Unavez hechas las adquisiciones en el citbmetro de
flujo BD FACSCAnto II™y el andlisis de datos con el
programa INFINICYT™ (Cytognos SL, Salamanca,
Espanfa), se evaluo el indice de ADN de las células
tumorales (cociente entre el canal medio de
fluorescencia de los linfoblastos en la fase GO/G1
y de las células B normales residuales presentes
en la misma muestra del paciente en fase G0/G1
del ciclo celular), el porcentaje de células en la fase
GO0/G1, el coeficiente de variacién del pico GO/G1
y el porcentaje de células en fase S+G2/M (tasa de
proliferacion) (13,14). La poblacion de linfoblastos
se catalog6 como diploide, si el indice de ADN era
igual a 1, como hiperdiploide de indice alto, si era
de 1,16 0 mas, y como hiperdiploide de indice bajo
o intermedio, si erade 1,01 a 1,15 (13,14,16,17).

Deteccion de traslocaciones cromosomicas
mediante RT-PCR

Para la deteccion de las traslocaciones asociadas
al prondstico en leucemia linfoblastica aguda de
precursores B [t(9;22) (g34;q11) con BCR-ABL;
t(4;11) (g21;923) con MLL-4F4; t(1;19) (923;p13)
con E2A-PBX1, y t(12;21) (p13;022) con TEL-
AML1 (4)], se extrajo ARN total a partir de 300 pl de
muestra de médula 6sea remanente de los estudios
de inmunofenotipo, en las cuales el procesamiento
no excedid un periodo mayor de 12 horas desde el
momento de la toma de la muestra. Cada alicuota
se homogenizo con Trizol LS Reagent™ (Invitrogen)
en un volumen 1:3 y se almacené a -70 °C, por un
tiempo méaximo de 30 dias, para continuarse con
el proceso de extraccién del ARN total segun el
protocolo estandar.

El ARN se precipité con isopropanol, se lavd con
etanol en agua (70 %) y se almacené a -70 °C
hasta su uso. La integridad del ARN se determind
mediante electroforesis engelde agarosaal 1 %y su
concentracién se establecié por espectrofotometria
a una longitud de onda de 260 nm. La sintesis de
ADNCc se hizo a partir de 1pl de ARN total con 262
U de la enzima M-MLVRT (Invitrogen), hexameros
al azar (RandomPrimers de Invitrogen), dNTPs 25
mM, a 37 °C durante dos horas.
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Cuadro 1. Andlisis inmunofenotipico de la leucemia linfoblastica aguda de precursores B (LLA-B) segun el diagnéstico

Marcador fenotipico LLA-B comun (n=35) LLA-B pre-B (n=7) P
n % n %

CD7

Negativo 33 94 5 72 0,001

Positivo 2 6 2 28

CD10

Positivo 35 100 7 100 NS

CD13

Negativo 19 54 4 57 NS

Positivo 16 46 3 43

CD15

Negativo 31 89 6 86 NS

Positivo 4 11 1 14

CD19

Positivo débil 7 20 3 43 NS

Positivo 28 80 4 57

CD20

Negativo 11 31 0 0 0,0001

Positivo 24 69 7 100

CD33

Negativo 20 57 2 28 NS

Positivo 15 43 5 72

CD34

Negativo 3 1 14 NS

Positivo 32 91 6 86

CD38

Positivo 35 100 7 100 NS

CD45

Negativo 5 14 0 0 NS

Positivo débil 27 8 1 14

Positivo 3 78 6 86

HLA-DR

Positivo débil 5 14 5 71 NS

Positivo 30 86 2 29

IgM

Positivo débil 0 0 5 71 0,0001

Positivo 0 0 2 29

TdT

Positivo débil 15 43 0 0 0,0001

Positivo 20 57 7 100

Cada uno de los fragmentos de interés se amplificd
a partir de 1.000 ng del ADNc con iniciadores
especificos para el transcrito de cada traslocacion,
los cuales se seleccionaron segun el consenso
europeo de estudio de las leucemias agudas
BIOMED-1 (18). El proceso de amplificacion enzi-
matica se llevé a cabo mediante el kit comercial
AmpliTag Gold 360 Master Mix™ (Invitrogen), con
un perfil térmico de desnaturalizacion a 95 °C por
30 segundos, anillaje a 65°C por 30 segundos y
amplificacién a 72 °C por un minuto, por un total
de 35 ciclos. La identificacién de los fragmentos se
llevé a cabo por electroforesis en gel de agarosa al
1,8 % en 1X de solucion TBE (Tris-Borate-EDTA )
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con tinciéon de SYBR™ Safe, y se visualizaron con
una lampara de luz ultravioleta. Como control
interno del proceso, se amplific6 el gen de la
B-actina y se incluyeron controles positivos para
cada una de las traslocaciones.

Analisis de conglomerado

Con el fin de identificar patrones de expresion inmu-
nofenotipicos asociados alasalteracionesgenéticas
evaluadas, se hizo un andlisis jerarquizado de
conglomerado (cluster), utilizando los programas
informaticos Cluster y Treeview. En este andlisis
los valores de intensidad media de fluorescencia
calculados para cada antigeno en los linfoblastos,
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en cada paciente, se normalizaron utilizando como
control los resultados medios correspondientes a
las subpoblaciones B de médula 6sea normal. Los
datos se representaron en un dendrograma, en el
cual se pueden discriminar las variables analizadas
en grupos o conglomerados de acuerdo con el
grado de similitud de los casos (14).

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos, se hizo un
analisis descriptivo, determinando paralas variables
cuantitativas:media, medianaydesviacidonestandar,
y para las variables cualitativas, las frecuencias
relativas, mediante el paquete estadistico SPSS™,
version 17, y GraphPad Prism 5.0™., y se aplico el
test de Mann-Whitney. Se consideré una diferencia
significativa cuando p era menor de 0,005.

Resultados

Inmunofenotipo de poblaciones B normales de
médula 6sea

En el analisis inmunofenotipico de las subpoblaciones
B de médula 6sea normal, se encontr6 que la
maduracién del linaje B se caracteriza por cambios
secuencialesenlaexpresiondediferentesantigenos
desde las células mas inmaduras (pre-pre-B) hasta
las células mas diferenciadas (pre-B y B maduras).
Mediante la seleccién inicial de estas poblaciones,
empleando el marcador CD19 (marcador pan-B)
versus granularidad (Side-Scattered Light, SSC)
y analizando posteriormente cada uno de los
antigenos del panel, se observé que las células
pre-pre-B se caracterizan por la expresién fuerte
de los marcadores de inmadurez CD34, TdT y
CD10 (figura 1), en conjunto con expresién débil
de CD19, CD45, CD79a y HLA-DR (figura 1), en
comparacion con las células pre-B y los linfocitos B
maduros (p<0,05). En el estadio pre-B, de manera
caracteristica, los marcadores IgM (presente en el
citoplasma) y CD20 se van adquiriendo de forma
gradual hasta expresarse con mayor intensidad en
los linfocitos B maduros (p<0,05). En relacion con
el marcador CD38, las células en estadio pre-B
corresponden a la subpoblacién celular con mayor
expresion de esta molécula.

En general, las tres subpoblaciones de médula
O0sea analizadas fueron negativas para 7.1
(marcador asociado a alteraciones en el gen MLL)
(9,20), para los marcadores de linaje mieloide
CD15, CD13, y CD33, y para el marcador de
linaje linfoide T CD7. Los linfocitos B maduros
mostraron valores superiores en complejidad
(SSC) y tamano (Forward-Scattered Light, FSC),
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en comparacion con las células pre-pre-B y pre-B
(figura 1) (p<0,05).

Andlisis comparativo del inmunofenotipo de
células leucémicas y no leucémicas

La estrategia de andlisis de los linfoblastos de nifios
con leucemia linfoblastica aguda de precursores
B, fue la misma descrita para las poblaciones B
normales, mediante una seleccion dual por medio
de CD19 versus granularidad (SSC), seguida del
andlisis de los demas marcadores incluidos en
el panel B. A diferencia de lo encontrado en las
poblaciones B de los controles sanos, los linfoblastos
leucémicos mostraron un patrén heterogéneo
de expresién para los distintos marcadores,
encontrandose que dentro de la misma poblacion
tumoral habia células negativas, positivas débiles
y positivas para cada marcador analizado (9,15)
(figuras 2 y 3). En general, en esta leucemia se
observaron patrones de expresién aberrantes en
los 15 marcadores fenotipicos analizados y en los
parametros de dispersion de luz (SSC y FSC).

Respecto a las células normales pre-pre-B, las de
la leucemia linfoblastica aguda de precursores B
de fenotipo comun (figura 2) se caracterizan por la
infraexpresion (pérdida de expresiéon o expresion
débil) de CD34, TdT, CD10, CD38, y CD45 (p<0,05),
en conjunto con una expresion significativamente
mas elevada de CD19, y CD79a, y expresan de
forma aberrante los marcadores CD20, CD15, CD7,
CD13 y CD33, con mayor tamafo y complejidad
interna (p<0,05). Se observd heterogeneidad en
los niveles de expresion del marcador HLA-DR,
en algunos casos habia pérdida de expresion o
expresion débil y, en otros, sobreexpresion.

Por otra parte, las leucemias linfoblasticas agudas
pre-B (figura 3), al ser comparadas con los precur-
sores pre-B normales, mostraron infraexpresion de
CD19, CD20, CD38, CD45 e IgM y sobreexpresion
de CD10. Entre los marcadores aberrantes
presentes en estos linfoblastos se encontraron
CD34, TdT, CD13, CD33, CD15 y CD7, y mayor
tamafo y complejidad interna (p<0,05).

En las leucemias de precursores B comunes y
las pre-B, se observé una frecuencia superior al
40 % de expresion aberrante de los marcadores
mieloides CD13 y CD33 vy, de forma caracteristica
en las pre-B fueron CD20+ (100 %) (marcador
asociado con asincronismo en la maduracion),
CD34+ (86 %) (marcador presente normalmente
en células pre-pre-B) y CD7+ (28 %) (marcador
asociado a infidelidad de linea).

473



Quijano SM, Torres MM, Vasquez LE, et al.

Biomédica 2013;33:468-86

CD 34 TdT cD10
10000y —a  1000; F—=— 10000 —t— —
1000 E é 1000 ?

100
100 100
P
10
10
1 = = = =
0.1 1 1
CD 19 CD 38 CD 79a
* *
6007 —&—— 2500 f — ) 600 f —_—
—i— ,_|* '—*
2000
400
e 1500
& 2001 1000 j 200 é
_ =
173
5 0 0 0
=}
3 cD45 €D 20 IgM
2 L —te
§ 500 ——=— 10000 * 10000 .
3 4001 ' 1000 e 1000 — z
§ 00 00 100
1
200 ﬂ @ T
100 | 10 T = 10 é
" E==1 . -+ débil + .
HLA-DR FCS SSC
600 - 400, 22— 100
f : 80
=5
200 | 40
100 20
0 0 0
. Pre-pre B Pre-B D B maduros

Figura 1. Andlisis de los canales medios de fluorescencia de los marcadores asociados con diferenciacion B y de los parametros
de dispersion de la luz (SSC y FSC) en las subpoblaciones B normales de médula 6sea de individuos sanos. Las cajas agrupan
los diferentes marcadores y, en cada barra, la linea media y las lineas verticales representan la media y la desviacién estandar,

respectivamente.
*p<0,05 al comparar entre grupos

Deteccion de traslocaciones cromosoémicas en la
leucemia linfoblastica aguda de precursores B

Los anadlisis de RT-PCR revelaron la presencia
de alguno de los reordenamientos cromosémicos
de impacto prondstico en 9/44 casos (20,4 %).
Se detectaron los transcritos de fusion t(12;21)
(p13;922) con TEL/AML1 y 1(9;22)(gq34;911) con
BCR/ABL, en 6 casos (13,6 %) y 3 casos (6,8
%), respectivamente, de muestras de pacientes
con leucemia linfoblastica aguda de precursores
B de fenotipo comudn. Estos hallazgos estén
relacionados con estudios previos en los que se
ha descrito que la t(12;21) (p13;922) “asociada a
mejor prondstico”, es mas frecuente en nifios con
leucemia linfoblastica aguda de precursores B, en
comparacion con la t(9;22) (gq34;q11) “asociada a
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peor prondstico y de mayor frecuencia en adultos”
(2,19). En nuestra serie no se encontro t(4;11) en
casos de leucemia pro-B (n=2), ni t(1;19) en casos
de leucemia pre-B (n=7). La ausencia de estas dos
traslocaciones puede estar relacionada con el bajo
namero de casos incluidos con estos dos subtipos
de leucemia linfoblastica aguda (19).

Cuantificaciobn del contenido de ADN y
distribucién de linfoblastos leucémicos en el
ciclo celular

La cuantificacién del ADN de los linfoblastos
mediante citometria de flujo, mostré que 13/44
(80 %) casos tenian ADN diploide, 9/44 (21
%), hiperdiploide de indice alto, 21/44 (47,7%),
hiperdiploide de indice bajo, y 1 (1,3%),
hipodiploide.
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*p<0,05 respecto a las células normales pre-pre-B
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En la leucemia linfoblastica aguda de precursores
B comun, la frecuencia de ADN hiperdiploide de
indice alto fue de 20 % (7/35 casos) (indice de
ADN: 1,45; rango: 1,2-1,9) y, en las pre-B, de 28,6
% (2/7 casos) (indice de ADN: 1,25; rango: 1,2-1,3);
por otra parte, la frecuencia de ADN hiperdiploide
de indice bajo en la comun fue de 48,6 % (17/35
casos) (indice de ADN: 1,05; rango: 1,01-1,15)
y, en las pre-B, de 42,9 % (3/7 casos) (indice de
ADN: 1,06; rango: 1,04-1,1) (figura 4).

Ademas, se encontraron 2 (4,5 %) casos de
la leucemia de precursores B comin con dos
poblaciones de linfoblastos con diferente contenido
de ADN; el primero mostr6 una poblacion diploide
(61 % de los linfoblastos con indice de ADN=1)
y una hiperdiploide de indice alto (39 % de los
linfoblastos con indice de ADN=1,3), y el segundo,
dos poblaciones de linfoblastos hiperdiploides con
contenido de ADN cercano a la tetraplodia (90 % y
10 % de los linfoblastos con indice de ADN de1,9
y 1,7, respectivamente) (20). Este ultimo caso
fue, ademas, positivo para t(12;21) (p13;922). Las
células tumorales con dos poblaciones distintas de
linfoblastos con diferente contenido de ADN, pueden
considerarse como biclonales, lo que contribuye a la
heterogeneidad biolégica de estos tumores (21).

En relacién con el tipo de traslocacion detectada
en los linfoblastos, se observé que en 1/6 (17 %)
y 3/6 (50 %) casos con t(12;21) (p13;922) eran
hiperdiploidesde indice altoybajo, respectivamente,
y en 2/3 (67 %) casos con 1(9;22) (q34;q11) eran
hiperdiploides, uno con indice alto y dos con bajo.

Elanalisis de latasa de proliferacion de los linfoblastos
mostr6 que, de manera global, la leucemia de
precursores B tenia un mayor porcentaje de células
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en las fases S+G2/M del ciclo celular (mediana:
5,5 %; rango: 0,5 a 14 %), respecto a las células B
normales residuales de la médula ésea del paciente
(mediana: 0 %;rango: 0 a5 %) y respecto a las células
B de meédula 6sea de controles sanos (mediana:
0,6 %; rango: 0 a 1,1 %) (p<0,05) (figura 5 panel
A). De manera similar, con respecto a las células B
normales, los casos de leucemia linfoblastica aguda
de precursores B por subgrupos diagnésticos tenian
valores superiores en la tasa de proliferaciéon de los
linfoblastos: pro-B, 5,1 % con rango de 1,2 a 9 %; de
precursores B comun, 5,5 % con rango de 0,5 a 14
%, y pre-B, 2,8 % con rango de 0,9 a 9 % (p<0,05)
(figura 5 panel B).

Por otra parte, en el resultado global de las
leucemias de precursores B, al comparar los casos
con contenido de ADN diploide con aquellos de
ADN hiperdiploide (incluyendo los de indice alto y
los de bajo), se observo que los primeros mostraron
una menor tasa de proliferacion (3,3 % con rango
de 0,5 a 14 %) que los segundos (7 % con rango
de 0,9 a 13%) (p= 0,04) (figura 5 panel C). Sin
embargo, al analizar las leucemias de precursores
B por subgrupos diagndsticos, no se encontraron
diferencias significativas (figura 5 panel D).

Asociacion de las las alteraciones genéticas con
el inmunofenotipo de la leucemia linfoblastica
aguda de precursores B

Al investigar las posibles asociaciones existentes
entre el inmunofenotipo de los linfoblastos y las
distintas alteraciones genéticas evaluadas en los
casos diploides de leucemia de precursores B
de fenotipo comun, se observé que aquellos con
hiperdiploidia se caracterizaron por una mayor
expresién de CD10 (p=0,034), un mayor tamano
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Figura 4. Analisis del indice de ADN en nifios con leucemia linfoblastica aguda de precursores B. Panel A: indice de ADN observado
en el total de casos de leucemia linfoblastica aguda de precursores B (n=44). Panel B: indice de ADN calculado para los casos con
hiperdiploidia de indice bajo (indice de ADN entre 1,01 y 1,15) y con hiperdiploidia de indice alto (indice de ADN >1,16) segun el
subtipo diagnéstico. En cada variable la linea media representa la mediana.

*p<0,05 respecto a los casos con indice de ADN diploide

**p<0,05 respecto a los casos clasificados como hiperdiploidia de indice bajo
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de los linfoblastos (p=0,031) y tendencia a una
menor expresion de CD45 (figura 6 panel A). Por
otro lado, los casos con hiperdiploidia de indice
bajo mostraron menor expresion de CD38 con
incremento de CD10 (p<0,05) vy, los de indice
alto, tendencia a expresar mayor cantidad de TdT
dentro de la célula (p=0,07) (figura 6 paneles B y
C). Asimismo, las casos hiperdiploides altos fueron
de mayor tamafo que los hiperdiploides bajos
(p<0,05) (figura 6 panel D). Finalmente, los casos
de leucemia linfoblastica aguda de precursores B
de fenotipo comun con una tasa de proliferacion
mayor de 5 %, se caracterizaron por una expresion
mas baja de CD19 (p<0,05) y una mayor reaccioén
para TdT (p=0,07) (figura 7).

Entre las aberraciones fenotipicas encontradas en
los linfoblastos con (9;22) (q34;q11) con BCR-ABL
y 1(12;21) (p13;922) con TEL-AML1, en conjunto,
se encontrd6 sobreexpresién de los marcadores
mieloides CD13 y CD33, con mayor complejidad
y tamafo, e infraexpresion de CD38 (figuras 8 y
9). En comparacion con las células pre-pre-B

Biomédica 2013;33:468-86

normales, los casos con t(12;21) (p13;922) con
TEL-AML1 mostraron mayor expresion de CD20 y
menor expresion de CD34, TdT y CD45 (p<0,05)
(figura 8), mientras que los casos con 1(9;22)
(g34;911) con BCR-ABL se caracterizaron por
mayor expresién de CD19 y CD79a (figura 9). Por
otra parte, de los tres casos con 1(9;22), uno fue
CD7 positivo (33 %).

En el andlisis de conglomerados se encontré que
al considerar las caracteristicas inmunofenotipicas
de cada poblacion de linfoblastos (leucemia
linfoblastica aguda de precursores B comun) con
alteracion genética en comparacion con su control
normal (células pre-pre-B), se discriminan de forma
clara las células B normales de las tumorales,
encontrandose dos grupos inmunofenotipicos
distintos de los que se resalta que los linfoblastos
positivos para 1(9;22) (q34;911) con BCR-ABL
y t(12;21) (p13;g22) con TEL-AML1, muestran
sobreexpresion de los marcadores CD19, CD20,
CD13 y CD383, con infraexpresién de CD38, CD45
y TdT. Ademas, los parametros de complejidad
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Figura 5. Andlisis de la tasa de proliferacién de los linfoblastos leucémicos de nifios con leucemia linfoblastica aguda de precursores
B: comparacion del total de casos (n=44) y segun el tipo de leucemia (comin y pre-B) con la tasa de proliferacion de células B
de médula ésea normal (n=7) (paneles Ay B, respectivamente), y segun el contenido de ADN (tasa de proliferacién en casos de
diploidia frente a casos de hiperdiploidia) (paneles C y D). En cada variable la linea media representa la mediana.

*p<0,05 respecto a los controles
**p<0,05 respecto a los casos diploides
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*p<0,05 respecto a los casos de diploidia; **p<0,05 respecto a los casos con hiperdiploidia de indice bajo. Para CD45 el valor de p
calculado es de 0,06 y para TdT el valor de p calculado es de 0,07.
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*p<0,05 respecto a los casos con una tasa de proliferaciéon <5 %. Para el marcador TdT el valor de p calculado es de 0,07.
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*p<0,05 respecto a las células pre-pre-B

(SSC) y tamafio (FSC), también fueron anormales
en los linfoblastos de leucemia linfoblastica aguda
de precursores B (figura 10).

Discusion

Desde el punto de vista bioldgico, se ha avanzado en
laidentificaciony la caracterizacién de las alteraciones
genéticas mas frecuentes en la leucemia linfoblastica
aguda de precursores B (1,4), informandose en
la literatura cientifica una frecuencia entre 60 y 80
% de alteraciones numéricas o estructurales. La
deteccion de estas alteraciones genéticas es de
gran utilidad como factor pronéstico independiente
de otras variables clinicas y biolégicas descritas en
el desarrollo y evolucion de la enfermedad (1,4).
En la actualidad, los criterios establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (22,23)
para la clasificacién diagnéstica de los pacientes
con leucemia linfoblastica aguda de precursores B,
se fundamentan en la evaluacion morfologica, el
inmunofenotipo (linea y fase de maduracién) y las
alteraciones genéticas recurrentes presentes en las
células neoplasicas en la médula ésea y en otros
tejidos infiltrados por el tumor (4,9,22,23).
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Asi, segun las alteraciones genéticas, la clasificacion
de la OMS de este tipo de leucemia incluye
principalmente tres grupos de pacientes con distinto
pronostico (4,22,23). Se consideran alteraciones
genéticas asociadas a buen prondstico, la presencia
de cariotipos hiperdiploides entre 51y 65 cromosomas
ylat(12;21) (p13;g22) con TEL-AML1. Por el contrario,
la hipodiploidia de menos de 30 cromosomas y las
traslocaciones 1(9;22) (g34;q11) con BCR-ABL,
t(1;19) (g23;p13) con E2A-PBX y t(4;11) (921;923)
con (MLL-4F4), junto con otros reordenamientos en
11923, se asocian a leucemia linfoblastica aguda de
precursores B de alto riesgo (4,23).

En la leucemia de precursores B se reconoce
que dichas anomalias genéticas, ademas de
estar implicadas en el proceso de transformacion
maligna, tienen un efecto directo sobre la
activacion aberrante de vias mitégenas reguladas
por proteinas cinasas, proto-oncogenes y factores
de transcripcién que inducen desequilibrios entre
la tasa de proliferacion y la supervivencia de
las células tumorales, y como consecuencia, la
inhibicidon del proceso de apoptosis y de resistencia
a la quimioterapia (24,25).
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En el presente estudio se analizo la asociacion entre
las traslocaciones cromosdmicas t(9;22) (q34;q11)
conBCR-ABLyt(12;21) (p13;922)con TEL-AML1yde
la aneuploidia de ADN con el perfil inmunofenotipico
y la tasa de proliferacion de células B neoplasicas
de leucemia linfoblastica aguda de precursores
B. Ademas, como contribucion importante, se
describe por primera vez en nuestro pais el perfil
de las aberraciones fenotipicas asociadas al tumor,
en comparacién con el control normal de cada tipo
de leucemia, y las anormalidades del ciclo celular.
Es importante recordar que en Colombia estas
metodologias no se practican en la rutina diagnéstica
de todos los pacientes con leucemia linfoblastica
aguda, por lo que este tipo de estudios resalta la
necesidad de implementar estas estrategias, tal
como se llevan a cabo en paises desarrollados y
segun las recomendaciones de la OMS.

En general, los estudios en que se evallan las
diferencias fenotipicas entre células tumorales y
células B normales, son escasos (11,13,14,26).
Sin embargo, de forma similar a lo reportado en
la literatura cientifica, el analisis comparativo
del inmunofenotipo de nuestros casos de
leucemia linfoblastica aguda de precursores B

Figura 9. Aberraciones fenotipicas de los linfoblastos con 1(9;22)
(g34;911) con BCR-ABL (P190), en comparacién con su control normal
(células pre-pre-B). Las cajas agrupan los diferentes parametros y, en
cada barra, la linea media y las lineas verticales representan la mediana
y los valores minimos y maximos de la variable, respectivamente.
*p<0,05 respecto a las células pre-pre-B

con sus controles normales, muestra una gran
heterogeneidad en la expresiéon de los diferentes
marcadores analizados, lo que sustenta la
existencia de fenotipos asociados a leucemia
(Leukaemia Associated Phenotypes, LAP) (8).
En la leucemia linfoblastica aguda de precursores
B de fenotipo comun, estos fenotipos incluyen la
infraexpresién de CD34, TdT, CD10, CD38 y CD45
con sobreexpresién de CD19 y CD79a; por otra
parte, en las pre-B tienen infraexpresion de CD19,
CD20, CD38, CD45 e IgM y sobreexpresion de
CD10. En general, estos subtipos de leucemia
linfoblastica aguda de precursores B expresan
de forma aberrante los marcadores CD20, CD15,
CD7,CD13y CD33.

Asimismo, el anadlisis del inmunofenotipo en
relacién con la alteracién genética, muestra que
la presencia de t(12,21) (p13;922) con TEL-AML1
y 1(9;22) (g34;911) con BCR-ABL en las células
tumorales de nifios con este tipo de leucemia,
se asocia de manera significativa con fenotipos
aberrantes que incluyen asincronismos en la
maduracién, infidelidad de linaje, y sobreexpresion
e infraexpresion antigénica (9,10,27) con alteracion
de los patrones de tamafio (FSC) y granularidad
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Figura 10. Andlisis jerarquico de conglomerados de marcadores fenotipicos expresados de forma diferencial en los linfoblastos
de leucemia linfoblastica aguda de precursores B comun, positivos para las traslocaciones cromosomicas t(9;22) (q34;q11) con
BCR-ABL y t(12;21) (p13;922) con TEL-AML1, en comparacion con las células pre-pre-B normales. Los valores de intensidad
media de fluorescencia de cada antigeno en la leucemia de precursores B fueron normalizados con la calculada en las células
inmaduras normales. Las filas representan el inmunofenotipo de cada caso y las columnas corresponden a la relacién normalizada
en log2 de la intensidad media de fluorescencia obtenida para cada marcador. El nivel de expresién relativo de cada molécula se
representa en codigos de colores: el rojo representa mayor expresién en comparacion con la media y, el verde, menor expresion; y
la intensidad del color representa la magnitud de la desviacién. La escala se extiende de -3 a +3 (unidades log2). En comparacion
con el inmunofenotipo del control normal, los linfoblastos de pacientes con 1(9;22) (gq34;q11) con BCR-ABL y t(12;21) (p13;922)
con TEL-AML1 muestra infraexpresion de CD38 y TdT y sobreexpresion de los marcadores CD19 y CD20, y expresan de forma
aberrante CD13 y CD33. En cuanto a tamafio (FSC) y granularidad (SSC), los linfoblastos de la leucemia de precursores B son

mas complejos.

(SSC). En este sentido, las células tumorales con
t(12;21) (p13;9022) muestran sobreexpresién de
CD20, CD13, y CD383, junto a infraexpresién de
CD34, CD38, CD45 y TdT. De forma similar, en los
casos con t(9;22) (q34;911) hay sobreexpresién de
CD19, cyCD79a, CD13 y CD383, con disminucion
significativa del marcador CD38.

Es importante resaltar que en este estudio se
encontré que el 100 % de las leucemias pre-B
fueron positivas para CD20+ (marcador asociado
a asincronismo en la maduracion), el 86 %, para
CD34+ (marcador presente en células pre-pre-B
normales), y el 28 %, para CD7+ (marcador T
asociado a infidelidad de linea); estas frecuencias
son superiores a la descritas en trabajos previos
reportados en la literatura cientifica (15,27).

Los casos con hiperdiploidiade ADN se caracterizan
porunaexpresion mas elevadade CD10y TdT, junto
con un mayor tamafno de los linfoblastos (FSC), y
por la tendencia a una menor expresién de CD45 y
CD38. La identificacion de los fenotipos asociados
a leucemia por citometria de flujo en el momento
del diagndstico de la enfermedad, representa una
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herramienta de gran sensibilidad y especificidad
para incluir la evaluacion de estos fenotipos en los
estudios de enfermedad minima residual posterior
a la quimioterapia (que deben aplicarse en el 100
% de los casos), ya que representa uno de los
factores prondsticos mas importantes en nifios
con leucemia linfoblastica aguda para predecir el
resultado del tratamiento y el riesgo de recaida,
y para las evaluaciones previas y posteriores al
trasplante para los pacientes con leucemia de alto
riesgo que lo requieran (28,29).

Otras variables de importancia para el prondstico
son la evaluacion del contenido de ADN y el analisis
de la distribucion a lo largo del ciclo celular de las
células tumorales (13,14) (21,30). En general, en
tumores hematopoyéticos se ha establecido que
la tasa de proliferacién tumoral (células en fase
S+G2/M) se asocia de manera significativa con
el grado histopatolégico del tumor, el resultado
del tratamiento, la evolucion y la supervivencia. El
papel pronostico de la presencia de aneuploidia
de ADN en estos tumores es controversial debido
a que, por ejemplo, en pacientes con mieloma
multiple se ha reportado que la hiperdiploidia de
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ADN detectada por citometria se asocia con mayor
supervivencia (21,30) y en la leucemia linfoblastica
aguda se asocia con mayor sensibilidad de las
células tumorales a distintos farmacos citotoxicos,
como metotrexato, mercaptopurina, tioguanina,
citarabina y L-asparaginasa (31,32), y con la
presencia de ganancias en los cromosomas
4,6, 10 y 21 (16,27,33-35). Se ha reportado un
pronéstico adverso en la leucemia linfoide crénica
B, debido a su asociacién con anormalidades
genéticas de mal prondstico (trisomia 12) y elevada
tasa de proliferacién tumoral (13,14), y con mayor
frecuencia de linfomas B agresivos (13).

Los resultados del presente trabajo muestran una
frecuencia de 21 % de casos con hiperdiploidia de
indice alto y de 47,7% con hiperdiploidia de indice
bajo. En relacién con reportes previos (16,31,32,36),
la frecuencia de casos con hiperdiploidia de indice
alto es similar a la descrita en otros trabajos (22-35
%), pero la frecuencia de hiperdiploidia de indice
bajo es superior. Las diferencias en la frecuencia
pueden deberse al tipo de poblacién estudiada, los
subtipos incluidos de leucemia linfoblastica aguda,
el procesamiento técnico de la muestra; en el caso
de los estudios de citometria de flujo, también
puede variar segin el tipo de colorante de ADN
empleado, como bromuro de etidio, DRAQ5, yoduro
de propidio, o la deteccién con yoduro de propidio en
combinacién con anticuerpos monoclonales, el uso
de software multiparamétricos para andlisis (Paint
A gate BDB, Infinicyt Cytognos) o el porcentaje de
células tumorales; incluso, para calcular la frecuencia,
en algunos reportes excluyen los casos con indices
de ADN superiores a 1,3 (32) o excluyen los casos
con indices inferiores a 1,14 (37). En esta serie no se
excluye ningun caso con contenido de ADN diferente
a 1,0. Los casos de hiperdiploidia de indice bajo
se han asociado con menor supervivencia y menor
probabilidad de lograr una remisién completa (16).

Merece la pena resaltar que la mayoria de los
reportes sobre la frecuencia de hiperdiploidia de ADN
en la leucemia linfoblastica aguda, se fundamentan
en resultados de cariotipo convencional, con las
desventajas de tener una sensibilidad que oscila entre
5y 10 % segun la cantidad de metafases obtenidas,
de analizar pocas células y de requerir células en
division (2,38,39). La baja sensibilidad descrita en
estudios de cariotipo, contrasta con lo reportado
previamente mediante citometria de flujo (37).

Ademads, encontramos 4/6 casos (67 %) con
t(12;21), tres con hiperdiploidia de indice bajo y
uno con hiperdiploidia de indice alto. Clinicamente,
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en la leucemia linfoblastica aguda de precursores
B se ha descrito una asociacion entre t(12;21)
(p13;922) con TEL-AML1 con hiperdiploidia
alta (cercana a la tetraploidia) y un prondstico
favorable reflejado en remisiébn completa con el
tratamiento y mayor supervivencia (20). Por otra
parte, 2/3 (67 %) casos con 1(9;22) (q34;q11) con
BCR-ABL mostraron hiperdiploidia, uno de indice
bajo y otro de indice alto. En los estudios en los
que se ha asociado la hiperdiploidia con un buen
prondstico, no se reportan casos BCR/ABL+ (20).
En la leucemia linfoblastica aguda de precursores
B de adultos se han descrito aberraciones
cromosémicas secundarias asociadas a BCR-
ABL como parte de la evolucién clonal de la
enfermedad, en 41 a 86 % de los casos. Entre
estas aberraciones cromosdmicas se encuentran
+der(22) 1(9;22), reordenamientos en 9p, +21, +8,
HIA (>50 cromosomas) y -7. En la evolucién clinica
de estos pacientes se describe mayor probabilidad
de recaida y un resultado variable con el imatinib
(40). En este sentido, se puede deducir que el
impacto de la hiperdiploidia en el prondstico de
las leucemias linfoblasticas agudas puede ser
variable segun el tipo de traslocacién cromosémica
presente en las células tumorales.

En relacién con la tasa de proliferacion, la leucemia
de precursores B muestra un mayor porcentaje de
células en las fases S+G2/M del ciclo celular, en
comparacion con las células B normales residuales
presentes en la médula ésea del mismo individuo
y con respecto a las células B de médula 6sea
de controles sanos. En las células B normales
residuales presentes en el microambiente tumoral,
la tasa de proliferacidon es mayor que en las de
médula ésea de controles sanos; esto podria estar
asociado con la presencia de factores solubles o
moléculas expresadas en las células tumorales
o por el nicho medular, que podrian contribuir a
la activacién de estas células y reflejarse en un
incremento de la proliferacion(13,41-43).

Al comparar la tasa de proliferacién celular de los
casos con hiperdiploidia de indice bajo o alto, con
la de los casos con contenido de ADN diploide, se
encontraron valores significativamente superiores.
Estos hallazgos sugieren que la elevacion anormal
de dicha tasa en las células B neoplasicas, podria
estar asociada con el bloqueo en la diferenciacién
celular, con las alteraciones genéticas presentes
en estas células, tal como lo observamos en
los casos de hiperdiploidia, y con el efecto de la
interaccién tumoral con el microambiente en la
médula ésea (13,14). El incremento de células en
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fase S del ciclo celular, podria relacionarse con una
mayor sensibilidad a los farmacos antineoplasicos
descrita para casos con hiperdiploidia de ADN en
estudios previos (1,31,32).

En resumen, los resultados de este estudio
muestran una gran heterogeneidad en los perfiles
inmunofenotipicos de las células neoplasicas de
nifios con leucemia linfoblastica aguda de precursores
B, con una frecuencia importante de perfiles
aberrantes asociados a leucemia, en comparacién
con subpoblaciones B normales de médula ésea, y
relacionados con el tipo de alteracién genética en el
tumor. De manera importante, se encontr6 que los
casos con hiperdiploidia de indice alto o bajo muestran
un incremento significativo en la tasa de proliferacion
tumoral y anormalidades inmunofenotipicas. La
identificacion de estas aberraciones fenotipicas y
genéticas en los linfoblastos leucémicos serd de
gran utilidad como herramienta para la evaluacién
y el seguimiento de la enfermedad minima residual
posterior a la quimioterapia en nuestros pacientes.

Estos resultados requieren ser analizados en un
estudio de seguimiento a cinco afos, con el fin
de buscar correlacién con las variables clinicas
y biolégicas asociadas con el prondstico y la
evolucién de nuestros pacientes pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda de precursores B.
La gran frecuencia de hiperdiploidia de indice
bajo observada en nuestros pacientes, amerita la
evaluacién de su significado clinico, encomparacion
con la hiperdiploidia de indice alto y la diploidia.
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