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RESUMEN

Introducciéon: La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) se encuentra dentro de las
neoplasias hematoldgicas y se caracteriza por el incremento de linfoblastos generadas por un
bloqueo madurativo y subsecuente proliferacion clonal en la médula 6sea. La citometria de
flujo (CF) es una técnica multiparamétrica que se utiliza para estudiar a mayor detalle las
poblaciones celulares patolégicas, permite cuantificar la carga tumoral, establecer el linaje
celular, determinar el estadio madurativo, describir las caracteristicas fenotipicas aberrantes
e investigar la enfermedad minima residual (EMR). El presente estudio tiene por objetivo
describir las caracteristicas inmunofenotipicas de las leucemias linfobldsticas agudas
diagnosticadas en un laboratorio de Lima-Pertd durante el periodo 2013-2015. Métodos:
Estudio observacional, descriptivo, transversal donde se revisé los reportes de citometria de
flujo de todos los pacientes con diagnéstico de novo de LLLA obtenidos a partir de médula
Osea y sangre periférica. Las muestras habian sido procesadas utilizando anticuerpos
monoclonales conjugados con los fluorocromos FITC, PE, PerCP y APC; adquiridas en el
citometro de flujo BD FACSCalibur con el programa CELLQuestPro y analizadas en el
programa PAINT-A-GATE. Resultados: Se registraron 129 pacientes con LLA, de los
cuales 91.5% (118 casos) correspondieron a LLA-B y 8.5% (11 casos) a LLA-T. El estadio
madurativo mds frecuente fue B-comun (75.4%) en LLA-B y T-cortical (54.5%) en LLA-T.
En relacién a las caracteristicas inmunofenotipicas el marcador de linea B mds importante
fue el CD19 y de linea T fue cyCD3. La pérdida parcial/total de CD45 (77.1%) y expresion
de CD66¢ (82.8%), CD123 (87.5%) y CD13 (78.6%) fueron las alteraciones mas frecuentes
en LLA-B; mientras que la pérdida parcial/ total de smCD3 (81.8%) y CD34 (72.7%) fueron
las mas frecuentes en LLA-T a diferencia del cyCD3, el cual siempre estuvo presente, a pesar
de mostrar pérdida parcial en 72.7% de los casos. El 100% de los casos de LLA-T fueron
hombres. Se observé asociacion significativa entre el linaje de LLA y el sexo (p=0.001%).
Conclusiones: La citometria de flujo es una técnica indispensable al momento de estudiar
las caracteristicas inmunofenotipicas de las leucemias; nos permite establecer el linaje celular
y estadio madurativo, asi mismo evidencia fenotipos aberrantes frecuentes; informacion util
en el seguimiento de la EMR. Palabras clave: Leucemia linfobldstica aguda, citometria de

flujo, inmunofenotipo, linaje, estadio madurativo, expresiones aberrantes.
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ABSTRACT

Introduction: Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is a hematological neoplasm
characterized by an increase in lymphoblasts generated by a maturational block and
subsequent clonal proliferation in the bone marrow. Flow cytometry (CF) is a multiparameter
technique that is used to study pathological cell populations in greater detail; since, it allows
quantifying the tumor burden, establishing the cell lineage, determining the maturation stage,
describing aberrant phenotypic characteristics and investigating minimal residual disease
(EMR) after treatment. The purpose of this study is to describe the immunophenotypic
characteristics of acute lymphoblastic leukemias diagnosed in a laboratory in Lima-Peru
during the 2013-2015 period. Methods: Observational, descriptive, cross-sectional study
where the flow cytometry reports of all patients with de novo diagnosis of ALL obtained
from bone marrow and peripheral blood were reviewed. Samples were processed using
monoclonal antibodies conjugated with the FITC, PE, PerCP and APC fluorochromes;
acquired in the BD FACSCalibur flow cytometer with the CELLQuestPro program and
analyzed in the PAINT-A-GATE program. Results: 129 patients with ALL were registered,
of which 91.5% (118 cases) corresponded to ALL-B and 8.5% (11 cases) to ALL-T. The
most frequent maturational stage was B-common (75.4%) in ALL-B and T-cortical (55%) in
ALL-T. Regarding immunophenotypic characteristics, the most important B-line marker was
CD19 and T-line was cyCD3. The partial / total loss of CD45 (77.1%) and expression of
CD66¢ (82.8%), CD123 (87.5%) and CD13 (78.6%) were the most frequent alterations in
ALL-B; while the partial / total loss of smCD3 (81.8%) and CD34 (72.7%) were the most
frequent in ALL-T in contrast to cyCD3, which was always present, despite showing partial
loss in 72.7% of cases. 100% of the T-ALL cases were men. There was a significant
association between the ALL lineage and sex (p = 0.001%). Conclusions: Flow cytometry
is a useful tool to study the immunophenotypic characteristics of leukemia; since it allows us
to establish the cell lineage and maturation stage; as well as describe frequent aberrant
phenotypes, which are very useful for the monitoring of EMR. Key words: Acute
lymphoblastic leukemia, flow cytometry, immunophenotype, lineage, maturation stage,

aberrant expressions.



CAPITULO 1
INTRODUCCION



1.1 DESCRIPCION DE LOS ANTECEDENTES

Las leucemias son un grupo diverso de enfermedades que afectan a las células del sistema
hematopoyético, se originan en médula 6sea y pueden infiltrar otros tejidos. Estas neoplasias
se clasifican segun su evolucion en agudas o crénicas, y segun la estirpe comprometida en
linfoide o mieloide. La LLA resulta de una lesién adquirida o congénita del ADN que da
lugar a una célula con alteraciones genéticas, otorgandole la capacidad de proliferar de
manera descontrolada, originando multiples células neoplasicas. La presencia y acumulacion
de estos blastos leucémicos altera la produccion células normales en médula dsea, es asi, que
al diagndstico los pacientes suelen presentar pancitopenia, lo que produce cuadros de anemia,
trombocitopenia y neutropenia que conllevan finalmente a la manifestacion clinica (astenia,

disnea, cansancio, sangrados, etc) (1).

Las causas por las que se desarrolla la LLA no han sido determinadas con claridad, sin
embargo, existen factores de riesgo. Las investigaciones apoyan la idea de que pueden estar
involucrados varios factores complejos; como, por ejemplo, la exposicion a dosis altas de
radiacion. Actualmente los cientificos siguen estudiando, pero atin no encuentran resultados
definitivos y hasta el momento la pregunta ;qué podriamos hacer para evitar esta
enfermedad? queda sin respuesta. No obstante, existen reportes bibliograficos que relacionan
la presentacion de una LLA con las alteraciones genéticas desarrolladas por el feto durante
el embarazo sumado a las mutaciones genéticas adquiridas posterior al nacimiento, lo cual
crearia el potencial necesario para producir una proliferacion clonal descontrolada

desencadenando, de esta forma, la enfermedad (2).

Durante el proceso madurativo de las células linfoides, se dan diversas interacciones (entre
células, con el microambiente, con la matriz extracelular y con factores de crecimiento). El
proceso madurativo de un linfoblasto se da a través de moléculas de adhesion celular y
receptores, las cuales le confieren la capacidad de transmitir sefiales. Es asi que, durante el
proceso ontogénico, los linfocitos van encendiendo y apagando de manera secuencial la
expresion de ciertas proteinas, las cuales permitirdn definir el estado de diferenciacion
celular. Para identificar estas proteinas, existen técnicas como la citometria de flujo, que
permite reconocer de manera especifica antigenos de membrana, citoplasmaticos e

intranucleares, empleando anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos,



permitiendo de esta forma la deteccion del linaje y estadio madurativo de las células

estudiadas.

Segun los datos epidemioldgicos mostrados por el MINSA, las leucemias se encuentran
ubicando el sexto lugar en el promedio anual de casos notificados de cancer segun
localizacion topografica durante el periodo 2006-2011; del mismo modo el INEI registra a
las leucemias en cuarto lugar con respecto al total de personas atendidas con diagndstico de
cancer, segun organo comprometido durante el periodo 2002-2012 (3,4). Asi mismo, El
MINSA vy el INEI, concuerdan que las leucemias afectan con mas frecuencia a los hombres
que a las mujeres; sin embargo, se observa que estas neoplasias cobran mayor importancia
en los nifios, debido a que representa el 44.2% del total de canceres encontrados durante el
mismo periodo, y se encuentran ubicados como el cancer mds frecuente en contraste con los
adultos, en los cuales representan el 5.1%, siendo mds frecuentes los cdnceres de cérvix,

estdbmago y mama (3,4).

Los canceres del sistema hematoldgico en el departamento de Lima; asi como en la regién
metropolitana del Callao, se encuentran ubicados en el sexto lugar (4.9% del total); del
mismo modo, las neoplasias hematoldgicas tienen un gran nimero de casos registrados en la
poblacién de la selva, llegando a superar el 7% del total registrado en esta zona del pafs.
Amazonas y Madre de Dios mostraron las mayores tasas de mortalidad por leucemias con
respecto a otros departamentos, durante el periodo 2000-2011. Finalmente, en este mismo
reporte las neoplasias hematoldgicas constituyeron la principal causa de hospitalizacion y

egreso hospitalario durante el 2011. (3)

La citometria de flujo cobra gran importancia en el diagndstico de las leucemias, permite
realizar el estudio de inmunofenotipo de células patoldgicas presentes en muestras biolégicas
como médula 6sea y sangre periférica. Un adecuado estudio del inmunofenotipo apoya al
diagndstico y permite clasificar, cuantificar y caracterizar para asignar el linaje y estadio
madurativo a las leucemias agudas, por tal motivo, es necesario que se haga un estudio
detallado del inmunofenotipo con el fin de brindar un diagnéstico certero con informacién
util que contribuya a la evaluacion y asignacién del esquema terapéutico mas adecuado (1,
5). Seleccionar y emplear la combinacion de conjugados mds adecuada en el estudio de
leucemias es indispensable para obtener la mayor cantidad de informacidn ttil, por todo ello,

es importante conocer las caracteristicas inmunofenotipicas més frecuentes de las LLA en



nuestra poblacion; esto permitird direccionar con mayor precision la formacién de paneles;
ademds se obtendria informacidén mds precisa sobre la elecciéon de marcadores segin su
utilidad para el seguimiento de las enfermedades minimas residuales que hayan sido
diagndsticas sélo por morfologia; para ello, es imprescindible conocer la frecuencia de

fenotipos aberrantes y expresion de marcadores asociados (6,7).

Wimalachandra y col. (2020)% en un estudio realizado en Sri. Lanka evidencié que la
frecuencia de casos de LLA-T (20%) fue menor respecto a otros paises de Asia, Africa y
Oriente Medio, esto posiblemente debido a que la poblacién de Sri Lanka obtiene beneficios
de un sistema de salud mdas organizado. Segin datos bibliograficos, en este estudio se
menciona que altas frecuencias de LLA-T y bajas de LLA-B respecto a valores reportados

en Europa y EEUU, estaria relacionado a niveles socioecondmicos bajos (8).

Sayed DM y col. (2017)°, en el estudio “Resultado e importancia clinica de los marcadores
inmunofenotipicos expresados en diferentes protocolos de tratamiento para pacientes
pedidtricos con LLA-T en paises en desarrollo”, menciona que el antigeno cyCD3 fue el
marcador que se encontrd expresado de manera constante en casi todos los casos, llegando a
representar 96.1% del total de leucemias evaluadas, seguido de los marcadores CD7, CD5 y
CD2, los cuales se encuentran expresados en el 95.7%, 93% y 87.2% respectivamente;
asimismo, se observo que el CD3 de superficie se encontré expresado en el 68.2% de los

casos (9).

Asi mismo, Adnan y col (2016)'°, estudiaron 56 pacientes pediatricos egipcios e informaron
que 34 (60.7%) mostraron fenotipo de LLA-B comun, 21 (35.7%) de LLA-preB y 1 (1.8%)
de LLA-proB. En este estudio se investigd la correlacién entre anomalias citogenéticas y
nuevos marcadores seleccionados (CD79a, CD123, CD200) para enfermedad minima
residual, encontrando una asociacidn significativa entre la expresion de CD123 y el grupo de
LLA-B con hiperdiploidia; otra asociacién observada ocurri6 entre la negatividad de CD79b
y el grupo t(12;21); es asi, que estos marcadores podrian tener algunos valores prondsticos
favorables. Del mismo modo, se informé que CD200 podria servir en la monitorizacion de
la EMR (Enfermedad Minima Residual) y como potencial blanco terapéutico; debido a que
al momento del diagndstico fue positivo en casi todos los casos (80.3%) y se mantuvo de
forma estable en blastos de EMR. Estos hallazgos novedosos deben seguir siendo evaluados

en estudios posteriores (10).



Soriano-Villalobos y col (2015)!" en un estudio realizado en un Hospital de nivel III de
Chiclayo-Pert, tuvo por objetivo, caracterizar inmunofenotipicamente las leucemias agudas
diagnosticadas durante el periodo 2010-2013. Se informé que el 58.62% correspondian a
LLA (54.31%, LLA-B/ 4.31%, LLA-T). Asi mismo, se estudi6 los principales fenotipos
aberrantes halldndose la mayor frecuencia en las LLA-B con infidelidad de linea (52.4%),
seguido por hiperexpresiones (47.6%) intensas para CD34 (38.1%) y CD10 (12.7%). Con
respecto, a las LLA-T no se estudid las infidelidades de linea, ni ausencia de expresion
antigénica dentro de los posibles inmunofenotipos aberrantes, cabe resaltar que las LLA-T

fueron pocas (5 casos) (11).

Novoa y col (2013)'?, en un estudio realizado en el Hospital de Agudos Dr. G. Carlos Durand
en Buenos Aires-Argentina, determiné que de 364 muestras estudiadas el 28.8% fueron LLA-
B, siendo caracterizadas como LLA-proB (9.5%), LLA-B comitn (83.4%) y LLA-B madura
(4.5%). Ademés, el 6.5% eran compatibles con LLA-T, de las cuales el 13% corresponden a
LLA-pro T, el 63% LLA-T cortical y LLA-T madura (25%). Asi mismo se observo de todos
los marcadores B utilizados, CD19 fue el més frecuente (100%), mientras que cyCD79a y
CD10 mostraron frecuencias de 94% y 83% respectivamente. Para LLA-T el marcador mas
frecuente fue el CD3 citoplasmatico (100%), no pas6 lo mismo con el CD3 superficial el cual
se expreso solo en 29% de los casos; este porcentaje es menor al observado por Sayed y col.

(2017)°, el cual report6 que el 68.2% de casos expreso este marcador (9,12).

Tasayco (2013)"? informé en un estudio desarrollado en infantes menores de un afio de Pert,
que el 52.4% de las 65 historias clinicas revisadas fueron reportadas con diagnéstico de LLA,
de las cuales, el 79.4% eran LLLA-B en sus diferentes estadios madurativos: pro-B (38%), B
comun (26%), pre-B (9%), B comun/pro-B (6%). Estos hallazgos se corresponden con la
informacién emitida por la OMS, la cual nos dice que la LLA-B mds comin en infantes
menores de un afio es la pro-B y agrega que, esta neoplasia se asocia a la t(4;11), informacién
con la que no se cuenta en este estudio (1,2,13). Ademds 20.58% (7 casos) de las LLA no
tuvieron un diagndstico especifico o sus inmunofenotipos no fueron reportados. No se

reportd ninguna LLA-T (13).

Marsén y col (2009)'* informan sobre el valor bioldgico y clinico a los antigenos mieloides
asociados a las LLA; mencionan que estudios realizados “in vitro” de blastos de LLA-Mi+

(con expresion de antigenos mieloides) muestran gran capacidad de proliferacion y ademas



liberan de manera espontdnea factor de necrosis tumoral e IL-6 comportdndose de forma
similar a blastos de origen mieloide. De otro lado, en adultos con LLA-Mi+, adquiere un
valor prondstico desfavorable y probable falla al tratamiento. En este estudio realizado en
238 nifios con LLA se hall6 que 21.8% presentaron expresion de antigenos mieloides. Al
evaluar por linaje, se observo en 20.6% de LLA-B y 27.3% de LLA-T expresaron al menos

algiin antigeno mieloide.

Seegmiller y col (2009)!° en su estudio “Caracterizacion de anomalias inmunofenotipicas
en 200 casos de leucemia linfoblastica aguda B”, informaron que el 86.5% de los casos
examinados mostraron la expresion de al menos un antigeno mieloide, este dato contrasta
con Marsdn; el cual informé un porcentaje mucho menor; sin embargo, la explicacion segin
Seegmiller se deberia, al menos en parte, a la cantidad de antigenos mieloides analizados, al

clon de anticuerpo usado y a la estrategia de andlisis elegida (15).

El presente estudio se dirigi6é hacia la evaluacioén del inmunofenotipo de pacientes con LLA
diagnosticados en un laboratorio de Lima-Pert, para lo cual se plantea la pregunta: ;Cudles
son las caracteristicas inmunofenotipicas de las leucemias linfoblasticas agudas

diagnosticadas en un laboratorio de Lima-Pert durante el periodo 2013 -2015?

1.2 IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

La LLA es el tipo de neoplasia hematolégica predominante a nivel mundial. El diagndstico
de esta etiologia se hace en base a estudios morfoldgicos, inmunofenotipicos y citogenéticos
principalmente. La caracterizacion inmunofenotipica de las LLA otorga el linaje de las
células leucémicas, define el estadio madurativo y evidencia fenotipos aberrantes, ademas de

servir en la busqueda de EMR después del tratamiento (7,16,17, 18).

Con esta investigacion se pretende brindar informacién sobre las caracteristicas
inmunofenotipicas de las LLA en poblacion peruana, las cuales servirdn para determinar los
marcadores de mayor importancia en los paneles. Hasta la actualidad son muy pocos los
estudios de investigacion realizados en el pais relacionados a este campo, a pesar que los
datos epidemioldgicos en la poblacién indican una necesidad de ampliar los conocimientos
y difundir la informacién. Un adecuado estudio de inmunofenotipo apoya el diagndstico de

manera rapida, siendo mds sensible y especifica, lo que permite dar un tratamiento oportuno



y ajustado segun la informacion analizada e interpretada en el informe de citometria. Por otro
lado, si bien actualmente se maneja una amplia informacién sobre paneles dirigidos para el
diagndstico y seguimiento de diversas neoplasias hematoldgicas, también se entiende en el
contexto local sea por razones econdmicas, sociales o étnicas; que es necesario estudiar a la
propia poblacidn para obtener informacion detallada sobre las caracteristicas fenotipicas de

la enfermedad que permita ajustar la elaboracion de paneles de descarte y control.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBIJETIVO GENERAL

Describir las caracteristicas inmunofenotipicas de las leucemias linfobldsticas agudas

diagnosticadas en un laboratorio de Lima-Pert durante el periodo 2013-2015.

1.3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los marcadores més frecuentes de las LLA segun linaje, estadio madurativo y

marcadores asociados.

Determinar la asociacion entre linaje de LLA y sexo.
Determinar la asociacion entre linaje de LLA y edad.
1.4 BASES TEORICAS

1.4.1 BASE TEORICA

1.4.1.1 CAUSAS Y FACTORES DE RIESGO EN LEUCEMIAS AGUDAS
A) EXPOSICION A RADIACIONES

Los niveles altos de radiacién a los que se expone una persona pueden significar un factor de
riesgo para desarrollar leucemia aguda (LA); no obstante, depende de muchas variables,
como la fuente de exposicion, la dosis, la intensidad, el tiempo de exposicion, entre otras, es
por ello que no existe un consenso entre los distintos trabajos de investigacién que abarcan

este tema (19).



No se ha demostrado que el dafio gonadal por radiactividad en potenciales padres aumenta el
riesgo de desarrollo de cancer en los hijos que se puedan engendrar, afirmacién apoyada en
estudios realizados en descendientes de sobrevivientes de la segunda guerra mundial que

habian sido expuestas a irradiacion por la bomba atémica (20).

Se debe evitar la exposicion de una gestante a dosis bajas de radiacién como las emitidas en
un estudio radiografico. El riesgo de desarrollar leucemia se ve incrementado, sobre todo en
la fase inicial del embarazo (20,21). Asi mismo, algunos estudios también concluyen que
dosis terapéuticas de radiacién incrementan la posibilidad de desarrollar una LA secundaria

al tratamiento (22,23).

B) EXPOSICION A CIERTAS SUSTANCIAS QUIMICAS

El tratamiento quimioterapéutico y ciertas sustancias quimicas en ambitos ocupacionales
como el benceno y otros hidrocarburos, pesticidas, metales pesados y sustancias
agroquimicas pueden elevar el riesgo de desarrollar una LA; siendo el riesgo mayor para
desarrollar una LMA respecto a una LLA (5). La relacién entre el consumo de tabaco antes
de la concepcidn y durante el embarazo con el desarrollo de LA en los infantes, no ha podido

ser demostrada (24).

C) CIERTAS INFECCIONES VIRALES

Existen algunas neoplasias hematoldgicas que se encuentran relacionadas a infeccién por
ciertos virus, como es el caso de la Leucemia T del Adulto, la cual estd ligada al acoplamiento
del material genético del HTLV-1 en los linfocitos T reguladores CD4+CD25++, sin
embargo, no existen estudios concluyentes que relacionen la infeccién por este virus con el
desarrollo de LLA (1,5,25), no obstante, el EBV (Epstein Barr Virus) a parte de haber sido
relacionado al desarrollo del linfoma de células B centro germinal (Linfoma de Burkitt),

también ha tenido implicancia en la presentacion de LLA (25).

D) FACTORES FAMILIARES Y GENETICOS

Si bien es cierto que no existen estudios cientificos que concluyan que la LLA sea una
enfermedad que se hereda, se conoce que la presencia de alguna alteracion genética que

condiciona al desarrollo de algin sindrome hereditario como la Anemia de Fanconi,



Sindrome de Down, Sindrome de Klinefelter, Ataxia Telangiectasia, entre otros, si aumentan

el riesgo de desarrollar LA (21,26).

Asi mismo, la probabilidad de desarrollar leucemia es mayor en hermanos de un paciente con
dicha neoplasia, llegando a incrementar el riesgo hasta 4 veces mds, del mismo modo, si
estos son gemelos homocigotos el riesgo se eleva hasta un 25%, y si uno de ellos desarrolla
la enfermedad durante su primer afio esta probabilidad es cercana al 100% (posiblemente por
un proceso de metdstasis durante el embarazo); sin embargo, el riesgo se reduce pasado el
tiempo y llega a ser igual al de los demds hermanos posterior al séptimo afio de vida (5,26).
Finalmente se ha visto que la LLA es mds comin en hombres que en mujeres, aunque se

desconoce la razén (21).

1.4.1.2 CARACTERISTICAS CLINICAS

La LLA produce diversos sintomas y signos, resultado de una proliferacién descontrolada de
células bldsticas patoldgicas, lo que conlleva a un mal funcionamiento de la médula désea y
una merma en la produccion de elementos formes sanguineos; sin embargo, muchos de estos
sintomas se encuentran también en todas las LA independientemente sea el linaje afectado;
no obstante, algunos pueden estar presentes y ser mds comunes en ciertos linajes y/o estadios
madurativos, sin embargo, cabe resaltar que sélo un tercio de los pacientes puede presentar

sintomas (27).

De todos los sintomas, los problemas causados por los bajos recuentos sanguineos son los
mas comunes; las carencias que se dan producto de una hematopoyesis anormal se
manifiestan en las pruebas hematoldgicas comunes y se observan en el paciente a través de
sintomas como: agotamiento, sensacion de desvanecimiento, disnea, sangrados constantes,
petequias, hematomas, gingivorragia, epistaxis, ademds de infecciones recurrentes (1), sin
embargo, como ya se menciond, muchos de los sintomas también se presentan en otros
pacientes sin LLA; por lo que, se debe tener en cuenta al momento de hacer el estudio del
caso clinico, del mismo modo, se debe considerar que existen casos de pacientes que cursan
sin la sintomatologia correspondiente y en la mayoria la enfermedad se encuentra en estadio

limitado (1,27).



Es muy comun ver hepatoesplenomegalia y linfadenopatias, asi mismo, es importante
ponerles especial atencidon a los dolores 6seos y de las articulaciones; estos podrian ser
sintomas fundamentales al momento de orientar el diagndstico. Cabe resaltar, que la

hematopoyesis en casos de LLA T podria respetarse con cierta relatividad (1).

1.4.1.3 DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION

El diagndstico de las LLA se logra mediante un estudio integrado, por lo que es necesario
aunar los datos clinicos, morfolégicos, inmunofenotipicos y citogenéticos. En la actualidad
se cuenta con muchas herramientas y pruebas de laboratorio que proporcionan a la medicina
una informacién mds detallada sobre caracteristicas que se encuentran en las LLA,
permitiendo de esta manera clasificarlas segin el linaje y estadio madurativo, ademds de

otorgar un prondstico al paciente.

La citometria de flujo cumple un papel indispensable en el estudio del inmunofenotipo de las
células leucémicas, ademads de otorgar el linaje celular, detecta rasgos fenotipicos aberrantes,

por lo cual es primordial al momento de diferenciar blastos leucémicos de normales (16,18).

La FAB (Franco-Americano-Britdnico) toma como base criterios morfolégicos y celulares

para clasificar a las LLA en tres grupos: (fabla 1)

Tabla 1. Clasificacion FAB de las LLA

+
L1 L2 L3
Tamaiio celular Pequefo Moderado Moderado
Heterogéneo  Homogéneo
Cromatina nuclear Homogénea Heterogénea Homogénea
Contorno nuclear Regular Irregular Regular
Indentaciones Redondo oval
Nucléolos No es visible Visible Evidente
Citoplasma Escaso Variable Moderado
abundante Abundante
Basofilia Ligera a moderada Variable Intensa
citoplasmatica WVariable Variable Prominente

Vacuolas
citoplasmaticas

Fuente: Sociedad Argentina de Hematologia. Guia para el diagndstico y

tratamiento. Argentina. 2013.  http:/‘'www.sah.org.ar/guias_hematolo_anteriores.asp.
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No obstante, debido a que las formas morfologicas L1 y L2 no representan grupos de
significancia bioldgica, y brindar muy limitada informacion prondstica; la clasificacion tiene
valor netamente histérico. El estudio inmunofenotipico del subgrupo L3 demostré que es un

Linfoma de Burkitt en fase leucémica (2).

Posteriormente, para una mejor clasificacion de las leucemias, la OMS se valié de la
citometria de flujo multiparamétrica (CFM) siendo una disciplina indispensable en cuanto a
informacion brindada. Actualmente existen procesos estratégicos para el screening de estas
neoplasias hematolédgicas, asi determinar el linaje involucrado (linfoide B, linfoide T o
mieloide) y posteriormente a través de los marcadores necesarios identificar el clon
leucémico. Ademds, la OMS considerd el perfil citogenético-molecular para definir el
diagnostico y orientar el tratamiento; para lo se detectan alteraciones moleculares como la
fusion de genes: BCR/ABL1, MLL/AF4, ETV6/RUNX1 y TCF3-PBX1; con técnicas como
FISH y la PCR en tiempo real (1). (ver tablas 4y 5)

A. INMUNOFENOTIPO POR CITOMETRIA DE FLUJO

Esta técnica permite estudiar de manera indirecta expresiones antigénicas de importancia, asi
mismo, las combinaciones usadas en los paneles de anticuerpos permiten establecer vias
madurativas normales y, por lo tanto, ayuda a diferenciarlas de las anémalas encontradas en
alteraciones displdsicas (maduraciones asincronicas, distribuciones de los diversos estadios
madurativos no adecuadas, sobreexpresiones, infraexpresiones, ausencia parcial, pérdida
antigénica, etc.) y procesos leucémicos. (18). Ademds de todo ello la citometria de flujo,
para el descarte de LA, brinda valores relativos de la poblacién aberrante y de las demads
poblaciones, no obstante, cabe resaltar que durante el proceso se tiende a perder cierta
cantidad de poblacion por los lavados, en tal sentido, es necesario revisar la morfologia para
definir el porcentaje de blastos de manera mds exacta. Actualmente podemos clasificar
inmunofenotipicamente las leucemias gracias a la informacién brindada por el Grupo
Europeo para la clasificacion de las leucemias (EGIL European Group for immunological
classification for leukemias) y la OMS; asi mismo, existen grupos de investigaciéon como
EUROFLOW que han dado recomendaciones para el diagndstico y seguimiento de la

enfermedad (1,18,28).
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A.1 INMUNOFENOTIPO DE LA LLA-B

A.1.1 MADURACION NORMAL LINFOIDE B Y VIAS MADURATIVAS

La maduracién de las células B se da en dos localizaciones diferentes. La primera se lleva a
cabo en la médula 6sea (MO) y va desde las stem cell hasta los linfocitos B maduros naive;
y la segunda que continua la maduracion hasta linfocitos B de memoria/efectoras que se da
en los 6rganos secundarios. Para el siguiente estudio, solo se brindara informacién sobre la

primera etapa de la maduracién (MO) (29).

Las células pro-B expresan en primera instancia CD22 y CD45 débilmente, asi mismo, se
expresa marcadores de inmadurez como el CD34, nuTdT y expresion intensa de CD38; es
importante resaltar que el CD19 aun no se expresa en este estadio. Con la expresion de PAX-
5 (marcador estudiado por inmunohistoquimica), estas células comprometen su linaje a linea
B en estadio Pre B I (B comiin), estadio en el cual, se observa positividad para CD19, CD10,

cyCD79a 'y se conserva la expresion de CD38, CD34 y nuTdT (29).

Posteriormente, se expresard IgM citoplasmatica, antigeno que evidencia la llegada al estadio
madurativo Pre B-II (Pre-B), en el cual, también se observard aumento de intensidad de
CD45, expresion de CD20 y disminucién antigénica de CD34 y nuTdT. Luego, las células B
inmaduras/transicionales mostraran una expresion completa de IgM en la superficie celular
(smIgM), asi mismo, en estas etapas de la maduracion aun se expresa débilmente CD10 y
contindan expresando fuertemente CD38 y CD81, ademds la expresion de smIgM es mas
intensa con respecto a la smIgD. Posteriormente, luego de un proceso de seleccion negativa,
las células B sobrevivientes pasardn a formar parte de los linfocitos B naive maduros, los
cuales pierden CD38 y CD10, ademds muestran una expresion débil parcial de CDS; estos
abandonan la MO y salen hacia la SP para luego migrar a los 6rganos linfoides secundarios

y continuar con el proceso de diferenciacién y especializacion (29).

En la figura 1, se muestra las diferentes vias madurativas relacionadas a cada marcador, ya

sean de linaje o estadio.

12



I I I v

1) Pro-B, ll) B-comun, lll) Pre-B, IV) B-madura

Figura 1: Vias madurativas inmunofenotipicas hacia linfocitos B

Es importante, ver la distribucién poblacional de los diferentes estadios madurativos, ello
permitird realizar una comparacion entre las curvas madurativas al momento del estudio y
las que se encuentra en muestras de personas sanas. Un ejemplo, resulta la curva
CD10/CD20, donde se observa que la expresion de CD10 va disminuyendo en intensidad a
medida que vayan madurando las células B, hasta perderse totalmente en linfocitos B

maduros, pasa lo todo lo contrario con la expresiéon de CD20 (Ver figura 2).

164

CD20 FIT -

153

CD10 PE -|

CD34 Per - G

152
ad

CD1S AP -

151

CD20 FITC

Azul: Linfoblasto B, Verde: Linfocitos B intermedios

1 = o = Fucsia: Linfocitos B madures, Celeste: Plasmocito
CD10 PE

Figura 2: Curva madurativa linfoide B CD10/CD20

A.1.2 FENOTIPO ABERRANTE DE LAS LLA-B

Los linfoblastos generalmente muestran expresion para marcadores como el CD19, cyCD79a
y cyCD22; cabe resaltar, que la expresion intensa o la positividad en combinacion de estos

marcadores es indicativo de linaje B. Los linfoblastos son positivos para CD10, smCD22,
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CD24, PAXS y frecuentemente expresan el marcador de inmadurez nuTdT, mientras las

expresiones de CD20 y CD34 son variables. No es raro que el CD45 esté ausente.

Ademas, se puede observar infidelidad de linea al observar la presencia de marcadores
mieloides como el CD13, CD33. La expresion de cyMPO en las células leucémicas excluye
el diagnostico e indicaria Leucemia Mieloide Aguda o Leucemia Aguda de Linaje Mixto
B/Mieloide (1). Por otra parte, en funcion a la expresion de diversos marcadores, se establecid
cuatro categorias segun el estadio de maduracion de la clona aberrante. Estas categorias son:

Pro-B, B-comun, Pre-B y B-madura (1,2, 28). Ver tabla 2

Tabla 2. Clasificacién inmunoldgica de las neoplasias de precursores

linfoides B
Linea B Estadio Definicion
(criterio OMS-2008) (Criterio EGIL-1995)
CD19 intenso con al menos Pro-B (B-I) No expresa otros antigenos de
uno de: CD79a, cyCD22, diferenciacion B. son CD10 (-).
CD10, expresado - - —
intensamente. B-comiin (B-II) CD10 (+), IgM citoplasmético (-)

6 Pre-B (B-III) IgM citoplasmatico (+).

CD19 débil con al menos B-madura (B-IV) * | Lambda o Kappa de citoplasma o

dos de: CD79a, CD22, CD10 superficie (+).
expresados intensamentes.

*Muchos casos son TdT (+), HLA-DR (+) excepto el B-IV que frecuentemente es TdT (-).

Fuentes: OMS-2008 y EGIL 1995

Finalmente, para un correcto andlisis, el analizar expresiones fenotipicas en conjunto ayudara
a diferenciar distribuciones poblacionales dentro de las graficas de puntos, ademds facilita
identificar, si la poblacion evaluada presenta una secuencia madurativa adecuada o no.
Considerar que no basta la presencia de marcadores y sus intensidades por separado, sino

mds bien, las combinaciones pertinentes.

A continuacion, la figura 3 muestra un ejemplo de los espacios de localizacién mas comunes

de linfoblastos B con fenotipo aberrante en comparacién a la distribucion de linfoblastos B
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normales, en la curva madurativa CD10/CD20 (izquierda) y un ejemplo de linfoblastos B

aberrantes dentro de esta curva (derecha) (30). Ver figura 3.

CD20 PE -
CD20 PE -

N CIT > “[\/'O‘:|T(: >

Figura 3: “X”: distribucién normal de linfoblastos B/ A, B, C, D, E
distribuciones aberrantes tipicas de linfoblastos B leucémicas.

A.2 INMUNOFENOTIPO DE LLA-T
A.2.1 MADURACION NORMAL LINFOIDE T Y VIAS MADURATIVAS

La maduracién se da mayoritariamente en el timo, a partir de precursores hematopoyéticos
de MO de fenotipo CD34*/nTdT*/CD7"*/CD117*/CD44*. Cuando estos precursores llegan
a la zona subcapsular del timo se pierde expresion de HLA-DR y CD44, pero se adquiere
expresion de otros antigenos pan-T de membrana (CD2 y CDS5), asi como, la positividad
citoplasmatica de CD3. Posteriormente, en estadios corticales de la maduracion, los timocitos
adquieren coexpresion de los antigenos CD4 y CD8, ademds de CD1a y pierden reactividad
de CD117, CD34 y nuTdT. Continuando con la maduracién, un timocito maduro (estadio
medular) perderd expresion de CD1, ademds tendra una pérdida selectiva de CD4 o CD8, asi
mismo, se observard una clara expresion de CD3 y de TCR a/b; de este modo, al volverse
linfocitos T naive (CD45RA+, CD45RO-, CD28+, CCR7+, CD27) abandonan el timo para
ir a sangre periférica; cabe resaltar, que los linfocitos T CD3+/TCR gd+, abandonan el timo
de manera precoz siendo negativos para CD4 y débilmente positivos para CD8 (29). Ver

figura 4.
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Figura 4: Ruta madurativa de células precursoras T.

A.2.2 FENOTIPO ABERRANTE DE LAS LLA-T

Los linfoblastos expresan usualmente nuTdT, sin embargo, existen otros marcadores para ver
inmadurez como el CD34, CD99 y el CD1a; no obstante, el primero es el mas frecuente. Las
expresiones de CD3, CD2, CDS5, CD4 y CD8 son variables, aunque el CD3 citoplasmético y
el CD7 estén casi siempre expresados (s6lo el CD3 es de linaje especifico). E1 CD10 muchas
veces es positivo, ademds se ha observado la expresion de CD79a en aproximadamente el

10% de los casos, asi mismo, la expresion de marcadores mieloides como CD13 y CD33 no

excluye el diagndstico.

La subclasificacion en las LLA-T, es en base a diversos grados de diferenciacion que ocurren
dentro del timo (1,2,28). (Ver tabla 3)

Tabla 3. Clasificacién inmunoldgica de las neoplasias de precursores
linfoides T

Linea T (criterio Estadio Definicion (OMS-2008)
OMS-2008)
CD3 citoplasmadtico Pro-T (T-I) CD7 +,CD2 -, CD4 -, CD8 -, CDla -, CD34-/+.
(cyCD3)

Pre-T (T-1I) CD7 +, CD2 +, CD4 -, CDS -, CD1a-, CD34-/+.

0
T-cortical (T- | CD7 +, CD2 +, CD4 +, CD8 +, CDla+, CD34-
CD3 superficial J110)
(smCD3)

T-medular (T- | CD7 +, CD2 +, CD4 +CDS8-, CD4-CD8+, CDl1a-,
V) CD34-.

Fuente: OMS-2008
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B. GENETICA DE LLA Y CORRELACION CON INMUNOFENOTIPO.

El estudio de las alteraciones genéticas es importante, se presentan en 75% de LLA y muchas
son marcadores prondsticos de la enfermedad, los cuales serdn utiles para la terapia. (2, 31).
A continuacidn, en las tablas 4 y 5 se muestran las principales alteraciones citogenéticas y/o
moleculares encontradas en ambos linajes (B y T). Del mismo modo, existen diversas
caracteristicas fenotipicas que en conjunto se correlacionan con una alteracién genética

especifica (1)

Tabla 4. Alteraciones citogenéticas y/o moleculares: correlato con inmunofenotipo, edad y

pronéstico.
Citogenética Gen/Rearreglo Linaje LLA Frecuencia Frecuencia Pronéstico
génico en adultos en nifios
Hiperdiploidia B T% 25% Favorable
Hipodiploidia/ B 2% 1% Desfavorable
Cariotipo
complejo
t(9;22)(q34;q11) BCR-ABLA1 B (muy raramente 25% 3% Desfavorable
T)
t(12;21)(p13;922) ETVE-RUNX1 B comun, pre-B y 2% 22% Favorable
(TEL-AMLT1) muy raramente pro-
B
t(v;11g23),.8j: MLL Pro-B 10% 8% Desfavorable

t(4;11)(q21;923)
t(11;19(q23;p13.3)

t(1;19)(g23;p13) TCF3-PBX1 Pre-B 3% % Favorable
(E2A-PBX1)

t(5;14)(g31;932) IL3-IGH B (con =1% <1% Desfavorable

hipereosinofilia)

t(8;14)(q24;q32) C-MYC T 4% 2% Desfavorable

t(2;8)(p12;q24)

t(8;22)(q24;q11)

t(1;14)(p32;q911) TAL1 T 12% % Desfavorable

t(10.14)(g24;q11) HOX11 T 8% 1% Desfavorable

t(5;14)(g35;932) HOX11L2 T 1% 3% Desfavorable

Fuente: Sociedad Argentina de Hematologia Guia para el diagndstico v

tratamiento. Argenting. 2013, http:www.salorg.ar/guias_hematolo_anterioves.asp.]
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Tabla 5. Correlacion inmunofenctipica de las LLA con la genética

LEUCEMIA/LINFOMA LINFIBLASTICO B

Leucemia/Linfoma Linfoblastico B, NOS (No especificado de otro modo)

CD19+,cCD22+, cCD79a+, sCD22-/+, CD10+, nuTdT+, CD24+, CD34 y
CDZ20variable, CD45-/+, CD33 y CD13 variable.

Leucemia/Linfoma Linfoblastico B con anomalias genéticas recurrentes

1(9:;22)(q34;911.2);BCR/ABL1: CD19+, cCD79a+, cCD22+, CD10+, nuTdT+,
CD34+, CD38-/+, CD25+, CD66¢c+, CD13 y CD33 variable.

Rearreglo MLL: CD19+, cCD79a+, cCD22+, CD10-, nuTdT+, CD34++, CD45+,
NG2+, CD15 y CD65 variable.

t(12;21)(p13;922); TEL/AML1: CD19+, cCD79a+, cCD22+, CD10+, nuTdT+,
CD34+, CD9-, CD20-, CD66¢c- y CD13 variable.

Hiperdiploidia: CD19+, cCD79a+, cCD22+, CD10+, nuTdT+, CD34+, CD123+,
CD45-

Hipodiploidia: CD19+, cCD79a+, cCD22+, CD10+, indice ADN <1.

t(5;14)(q31;q32); IL3-IGH: CD19+, cCD79a+, cCD22+, CD10+ con eosinofilia.

t(1;19)(q23;p13); TCF3-PBX1 (E2A-PBX1): CD19+, cCD79a+, cCD22+, CD10+,
clgM+, CD34-, CD9-

Fuente: Sociedad Argentina de Hematologia Guia para el diagndstico v

tratamiento. Argentina. 2013, hitp-/‘www.sah.org av/guias_hematolo_anteriores.asp y OMS 2008.

LEUCEMIA/LINFOMA LINFOBLASTICO T

No se encontré bibliografia que relacionen perfiles fenotipicos especificos con
alteraciones genéticas encontradas en las LLA-T.
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1.4.1.4 EPIDEMIOLOGIA

La LLA es una neoplasia que es mdas prevalente en nifios, no obstante, también puede
presentarse, aunque en menor frecuencia, en todas las edades, alcanzando un ndmero
considerable de casos en personas con mds de 70 afios de vida (32). La incidencia mundial
es de 1-4.75/100 000 casos por afio. En el 2000 el nimero de casos en los Estados Unidos
fue de aproximadamente 3200 (85% LLA-B, 15% LLA-T). La mayoria de casos de LLA-B
se presentd en nifios no mayores de 6 afios sin predileccién por ningin género, no obstante,
las LLA-T fueron més frecuente en pacientes varones, asi mismo, la frecuencia de las LLA

fue mayor en la poblacién blanca con respecto a la negra (razén = 10:6) (1,32,33).

En México en el afio 2002 las leucemias linfoides y el linfoma de Hodgkin conformaron el
8.2% del total de enfermedades oncoldgicas reportadas y alcanzaron a estar dentro de las 15
neoplasias mas prevalentes, del mismo modo, las LLA y las LMA representaron el 4.6% del

total de muertes registradas (34).

La Direccion General de Epidemiologia del Ministerio de Salud de Pert ha notificado que
los canceres del sistema hematopoyético ocuparon el 6to lugar de todas las neoplasias
reportadas en el periodo 2006-2011, siendo en nifios los cdnceres de mayor prevalencia junto

con los del sistema reticuloendotelial, llegando a representar el 44.25% del total de neoplasias

(3).

La Sociedad Americana del Céncer estim6 una tasa de incidencia por afio de 1.6 por cada
1000 000 habitantes (21), no obstante, en un estudio de vigilancia, epidemiologia y resultados
finales (Surveillance Epidemiology and End Results, SEER) se demostr6 que la incidencia
en la poblacién hispana es mayor (2.6 cada 100 000 habitantes) (35), del mismo modo, en un
estudio realizado en poblacién pediatrica hecho en México concluye que los polimorfismo
genéticos pueden originar diferencias raciales en la incidencia de las LLA cuando su
prevalencia de la predisposicion genética difiere por raza especifica, de este modo se trata de

explicar su alta incidencia en pacientes hispano-latinos (36).
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1.4.2 DEFINICION DE TERMINOS

Blastos: Célula inmadura precursora cuyo origen se da en la médula dsea. Si durante la

maduracién se compromete la linea linfoide este se llamar4 linfoblasto.
De novo: Literalmente “de nueva procedencia”, para referirse a algo no heredado.

Estadio Madurativo: Término aplicado para indicar el momento en el que se dio la
interrupcion madurativa en el proceso ontogénico de las células analizadas. En caso de las

LLA, la interrupcién madurativa se da en estadios bldsticos.

Inmunofenotipo: Caracterizacion de las células segin la expresion de marcadores

inmunoldgicos en la superficie, citoplasma o nicleo celular.

Infidelidad de linea: expresion aberrante de marcadores de otros linajes respecto al linaje
comprometido de la leucemia desarrollada, una vez que se halla descartado un posible linaje

mixto.

Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA): Neoplasia hematoldgica en la cual se ven afectados

los linfoblastos, ya sean de linaje B o T.

Linaje celular: Compromiso celular hacia un programa de diferenciacién especifico. Las
leucemias Agudas pueden comprometer el linaje mieloide o linfoide, si es el linfoide,

entonces la neoplasia hematoldgica serd llamada LLA.

Pérdida parcial: Expresion parcial de algin marcador, que por la naturaleza de blastos

deberia estar expresado en todos ellos.

Pérdida total o Ausencia: Ausencia de expresion de algiin marcador, que por la naturaleza

de los blastos deberia estar expresado de manera normal. Caracteristica fenotipica aberrante.

Sobreexpresion: Caracteristica fenotipica aberrante que indica una alta intensidad de algtin

marcador que por la naturaleza de los blastos deberia estar expresado en menor intensidad.

20



1.4.3 FORMULACION DE LA HIPOTESIS

Las caracteristicas inmunofenotipicas de las LLA diagnosticadas un laboratorio de Lima-
Pert durante el periodo 2013 -2015 son para el linaje B el marcador més frecuente CD19, el
estadio madurativo B comtin y el fenotipo aberrante corresponde a la ausencia de CD45, para
las LLA-T el marcador mds frecuente hallado es cyCD3, estadio T cortical y la ausencia de

CD34 como fenotipo aberrante.
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CAPITULO I1
METODOS
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2.1 DISENO METODOLOGICO

2.1.1 TIPO DE INVESTIGACION

El enfoque del estudio es cuantitativo, se basa en el andlisis estadistico de una serie de datos
de laboratorio (reportes de citometria de flujo). El alcance es descriptivo, caracteriza el

inmunofenotipo de las LLLA a través de tablas de frecuencias absolutas y porcentuales.
2.1.2 DISENO DE LA INVESTIGACION
Estudio no experimental, no se realiz6 ninguna intervencién o manipulacion de las variables

en estudio. Observacional de corte retrospectivo, se recogieron los datos de un grupo de

pacientes ingresados durante el periodo 2013-2015.

2.1.3 POBLACION

Pacientes con resultados de inmunofenotipo compatible con LLA obtenidos en el laboratorio
Cytometric Bioservices SAC durante el periodo octubre del 2013 a julio del 2015.

2.1.4 MUESTRA Y MUESTREO

El tamaiio de muestra estuvo comprendido por 129 pacientes.

El tipo de muestreo empleado fue censal, debido a que se trabajé con todos los resultados de

LLA ingresados durante el periodo de estudio.

2.1.4.1 CRITERIOS DE INCLUSION

e Resultados de pacientes con diagndstico de novo para Leucemia Linfobldstica Aguda.
2.1.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
e Resultados de pacientes con diagndstico de novo compatibles con Leucemia Aguda

de Fenotipo Mixto B/Mieloide.

e Estudios de inmunofenotipo para enfermedad minima residual (EMR).

2.1.5 VARIABLES: Tabla 6 (Ver anexo 1).
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2.1.6 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica de estudio es la observacion; la informacién fue obtenida a través de la revision

de los archivos (registros del laboratorio, solicitudes médicas, etc.).

Para recolectar la informacién se utilizé una ficha de recoleccion de datos de registros que
pertenecen a Cytometric Bioservices SAC (Ver anexo 2), la cual consta de tres partes. La
primera muestra el cddigo de ingreso y retine informacion de sexo, edad, tipo de muestra
(médula 6sea o sangre periférica) y porcentaje de blastos hallados. La segunda brinda
informacidn sobre el inmunofenotipo detectado (linaje, estadio madurativo y marcadores de
expresion aberrante-infidelidad de linea). Finalmente, en la tercera parte se da el reporte de

la conclusioén final del estudio por inmunofenotipo.

Para la realizacién de los estudios de citometria de flujo se habia utilizado, segun los
registros, los siguientes anticuerpos: (anti CD20, CD10, CD19, cyCD79a, cylgM), linfoides
T (anti CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CDS8), mieloides (anti CD13, CD33, CD11b, CDI5,
CD66¢c, CD123) y precursores hematopoyéticos (anti CD34, nuTdT), conjugados con
fluorocromos FITC, PE, PerCP y APC de las compaiiias Becton-Dickinson, Dako,
Invitrogen, Inmunostep y Cytognos. (Ver anexo 3-Tabla 7) y se empled las técnicas de

marcaje mostradas en los anexos 4 y 5.

Ademads, para la adquisicion de eventos se empled el citometro de flujo modelo BD
FACSCalibur a través del programa de adquisicion CELLQuest Pro version 5.2. Para el
andlisis del inmunofenotipo se empled el programa de andlisis PAINT-A-GATE version

3.0.2.

2.1.7 PROCEDIMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Para poder acceder a los registros de informacion de Cytometric Bioservices SAC se redactd
una solicitud de autorizacion para la recoleccion y/o uso de datos en procesos formales de
investigacidn, la cual, estuvo dirigida al gerente general, mismo que remitié su aprobacién

(Ver anexo 6).

Se revisé los archivos de todos los pacientes que ingresaron al laboratorio Cytometric
Bioservices SAC para el estudio de inmunofenotipo durante el periodo octubre del 2013 a

julio del 2015, posteriormente se llend el formato de ficha de recolecciéon de datos con la
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informacién de todos los casos que cumplian con el criterio de inclusion (casos que al

diagndstico mostraban resultados que reportaban LLLA de novo).

Se elaboré una base de datos en Microsoft Excel 2013, a la cual se transfirié toda la

informacidn obtenida para su almacenamiento y andlisis.

Se recolecto las caracteristicas inmunofenotipicas por intensidades de fluorescencias de los
marcadores inmunoldgicos segun criterios de la OMS-2008. Se tom¢6 también datos sobre el
linaje celular, estadio madurativo, fenotipos aberrantes, sexo y edad. Esta ultima fue
categorizada en grupos etarios segiin MINSA y se empleé medidas de tendencia central como
media + DS, mediana y rango; mientras que las demds fueron expresadas usando tablas de
frecuencias absolutas y relativas (1,37). Para determinar la asociacion entre variables se
emple6 el test de Chi-cuadrado (X?) y el test exacto de Fisher. Para el anlisis de datos se
utiliz6 los softwares estadisticos SPSS version 24 y Stata versidn 14. Se considerd un nivel

de significancia p< 0.05 para todas las pruebas estadisticas.

Referente a la validez y confiabilidad del instrumento, por las caracteristicas del estudio no
se requirid realizarlo, por lo cual, solo se aplicé una verificacion del instrumento por expertos,

con desempefio en la materia (citometria de flujo) no menor a 5 afios (Ver anexos del 7-12).

2.1.8 CONSIDERACIONES ETICAS

Para la realizacion de la investigacion se tuvo en cuenta las consideraciones éticas

mencionadas a continuacion:

e EIl estudio se puso a disposicion del comité de investigaciéon de la Escuela
Profesional de Tecnologia Médica (Facultad de Medicina-UNMSM), para que
pueda ser evaluado y obtener la aprobacion para su realizacion. (Ver anexo 13).

e Debido a que la realizacién del estudio no tiene participacion directa de seres
humanos, no fue necesario emitir un consentimiento informado, sélo se evalud la
viabilidad y factibilidad para su ejecucion.

e [a base de datos se manej6 en base a cddigos de ingreso, manteniendo de esta
forma en reserva los nombres y datos que al ser expuestos pueden vulnerar la
privacidad de los pacientes de los cuales se tomd sus resultados para la realizacién

del estudio.
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e Para la obtencion de los datos se emitié una solicitud de autorizacion para la
recoleccién y/o uso de datos en procesos formales de investigacion dirigida al

gerente general de Cytometric Bioservices SAC (Ver anexo 6).
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CAPITULO III
RESULTADOS
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Durante el periodo de octubre del 2013 a julio del 2015 fueron reportados un total de 129
pacientes con inmunofenotipos compatibles con LLA con una mediana de 11 afios (rango
0.5-78 anos), de ellos 65 fueron hombres (50.4%) y presentaron una mediana de 12 afios,
mientras que las mujeres fueron 64 (49.6%) con una mediana de 9.5 afios. Para el anélisis de
los datos se elabord grupos etarios segun la clasificacion dada por el MINSA (37). Todos los

reportes cumplieron con los criterios OMS 2008 para ser categorizados como LA (presencia

de blastos >20%) (1).

Tabla 8. Frecuencia de LLA, segin grupo etario

‘ Grupo etario H Media + DS Frecuencia % ‘
Nifio (0-11 afios) 5.9+3.03 69 53.5
Adolescente (12-17 afios) 14.1+1.91 16 12.4
Joven (18-29 afios) 21.7+3.29 14 10.8
Adulto (30-59 afios) 43 +8.37 25 19.4
Adulto mayor (60 a mas afios) 69.2 +5.67 5 3.9
Todos 129 100

Fuente: Propia

Se observé una frecuencia alta en nifios (69 casos, 53.5%) con una media de 5.9 + 3.03 afos;
y un segundo incremento, aunque con menos casos en adultos (25 casos, 19.4%) con una
media de 43 + 8.37. Las poblaciones de adolescentes y jovenes mostraron frecuencias

similares, mientras que en el grupo de adultos mayores se encontré solo 5 casos (3.9%).

3.1 DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS EN LLA - B

De los 129 casos de LLA, 118 casos correspondieron a linaje B (91.5%) y 11 casos fueron
de linaje T (8.5%); ambos presentaron una mediana de 11 afos.

En los 118 casos LLLA-B, se observé la mayor frecuencia en nifios con 63 casos (53.4%), 15
adolescentes (12.7%), 13 jovenes (11%), 22 adultos (18.7%) y 5 adultos mayores (4.2%).
Ver tabla 9. La media de edad en nifios fue 5.7+2.99, mientras en adultos la media fue 42.6
+ 8.606).

En relacion al sexo, 54 casos fueron hombres (45.8%) y 64 mujeres (54.2%), tanto en grupos
etarios nifios y adultos la frecuencia de casos fue mayor en mujeres respecto a hombres,
mientras que en adolescentes y adultos mayores el resultado fue inverso (mayor frecuencia

en hombres), asi mismo. Ver tabla 10.
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Tabla 9. Frecuencia de LLA-B, segtin grupo etario

Grupo etario H Media + DS H Frecuencia %
Nifio (0-11 afios) 5.7+2.99 63 53.4
Adolescente (12-17 afios) 14.2£1.90 15 12.7
Joven (18-29 afios) 21.8+3.41 13 11
Adulto (30-59 afios) 42.6 £8.66 22 18.7
Adulto mayor (60 a mas afios) | 69.2%5.67 5 4.2
Total 118 100

Fuente: Propia

Tabla 10. Frecuencia de LLA-B por sexo, segln grupo etario

‘ Etapa de vida H hombre ‘ % mujer %
Nifio (0-11 afios) 26 41.3 37 58.7
Adolescente (12-17 aios) 11 73.3 4 26.7
Joven (18-29 anos) 6 46.2 7 53.8
Adulto (30-59 afios) 7 31.8 15 68.2
Adulto mayor (60 a mas afios) 4 80 1 20
Total 54 45.8 64 54.2

Fuente: Propia

3.2 DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS EN LLA-T

De los 11 casos registrados como LLA-T, la mayor frecuencia de casos se presentd en el
grupo de nifios, seguida del de adultos. Vertabla 11. No hubo ningtin adulto mayor registrado

y todos correspondieron a varones.

Tabla 11. Frecuencia de LLA-T, segtin grupo etario

Grupo etario Numero de casos %

Nifio (0-11 afios) 6 54.5
Adolescente (12-17 anos) 1 9.1
Joven (18-29 afios) 1 9.1
Adulto (30-59 afios) 3 27.3
Adulto mayor (60 a mas afios) 0 0

Total 11 100

Fuente: Propia
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3.3 FRECUENCIA DE LLA POR ESTADIO MADURATIVO

Dentro del grupo de pacientes con fenotipos compatibles con LLA-B, se hallaron 89 casos
de estadio B-comin (mediana: 12 afios), 25 casos pre-B (mediana: 8 afios) y 4 pro-B
(mediana: 10 afios), representando el 75.4%, 21.2% y 3.4% respectivamente del total de
LLA-B registradas. Ver grdfico 6.

3.4%

M PROB
N B COMUN
M PRE-B

Grifico 1: Frecuencia de LLA-B por estadio madurativo

Fuente: Propia

En el estado madurativo pro-B se observé, que 50% (2/4) fueron nifios, todos menores de 3
afos, mientras en el estadio B-comun, se observaron mayores frecuencias en nifos (41/89;
46.1%) y adultos (21/89; 23.6%), seguido de los adolescentes y adultos mayores. Finalmente,
en pre-B, la mayor frecuencia se observé en nifos (20/25; 80%), seguida de los jovenes (3/25;

12%). Ver tabla 12.

Tabla 12. Frecuencia de LLA-B por estadio madurativo, segtin grupo etario

‘ Nifio Adolescente Joven Adulto Adulto mayor Total (%)
Pro-B 2 (50%) 1 (25%) 1(25%) - - 4 (100%)
B- comun | 41 (46.1%) | 13 (14.6%) | 9(10.1%) | 21 (23.6%) 5 (5.6%) 89 (100%)
Pre-B 20 (80%) 1 (4%) 3 (12%) 1 (4%) - 25 (100%)

Fuente: Propia
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En todos los estadios madurativos registrados para la LLA-B, se observé mayor frecuencia

en mujeres respecto a hombres. Ver grdfico 7.
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Grifico 2. Frecuencia de LLLA-B por estadio madurativo, segin sexo.

Fuente: Propia

No obstante, en el estadio madurativo B-comun, el cual tuvo mayor cantidad de datos, las

frecuencias encontradas fueron similares, encontrandose 43 casos en hombres (48.3%) y 46

en mujeres (51.7%). Ver tabla 13 y grdfica 7.

Tabla 13. Frecuencia de LLA-B por estadio madurativo, segin sexo

Pro-B 1 25 3 75 4 (100)
B-Comun 43 48.3 46 51.7 89 (100)
Pre-B 10 40 15 60 25 (100)

Fuente: Propia

Al evaluar las frecuencias de estadio madurativo de LLA-B por sexo, segtin grupos etarios;

se observd gran variacién entre un grupo etario y otro. No obstante, se observé, que los

grupos en donde hubo mayores registros de datos (nifios y adultos en estadios B-comun) la

frecuencia siempre fue mayor en mujeres.
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En el grupo de pacientes con fenotipos compatibles con LLA-T, se hall6 un predominio de

casos en el estadio T cortical, siendo la frecuencia del 54.5%. Ver tabla 14.

Tabla 14. Frecuencia de LLA-T por estadio madurativo

‘ Estadio madurativo ‘ Frecuencias %
Pro-T 1 9.1

Pre-T 1 9.1
T-cortical 6 54.5
T-medular 3 27.3
Total 11 100

Fuente: Propia

En el grupo de nifios hubo 4 casos en estadio T-cortical y 2 en estadio medular. Ver tabla 15.

Tabla 15. Frecuencia de LLA-T por estadio madurativo

0 Adole e e OoVe AC O AC O aVyo

Pro-T - - - 1 (100%) -
Pre-T - - - 1 (100%) -
T-cortical | 4 (66.6%) 1(16.7%) 1(16.7%) - -
T-medular | 2(66.7%) - - 1(33.3%) -

Fuente: Propia

3.4 CARACTERISTICAS INMUNOFENOTIPICAS

3.4.1 EXPRESION DE MARCADORES DE LINAJE Y ESTADIO MADURATIVO EN
LLA-B.
Con respecto a las caracteristicas inmunofenotipicas, se observé expresion del marcador

panleucocitario CD45 en 102 casos (86.4%). Los marcadores de inmadurez descritos fueron
CD34 y nuTdT, siendo este el mds frecuente, expresado en 116 casos (98.3%), mientras que

el CD34 se encontrd en 106 (89.8%).

Los marcadores para asignar linaje B fueron CD19, cyCD79a y CD10, los dos primeros se
encontraron en todos los casos (100%), mientras CD10 se hallé en 106 casos (89.8%), su
ausencia determiné el estadio madurativo pro-B (segtn criterios EGIL), asi mismo, su
expresion en ausencia de cylgM defini6 el estadio madurativo B-comiin, lo cual explica los
registros positivos para CD10 en 100% de casos correspondientes a este estadio y 0% de
cylgM. 25 casos registrados como estadio madurativo pre-B expresaron cylgM. (el estadiaje

se determiné segun criterios EGIL) (28) Ver tabla 16.
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Es importante resaltar que, si bien en muchos casos se observé expresiones de los marcadores
descritos, en algunos no estuvieron presentes al 100% de blastos patoldgicos, pues se
registraron con intensidades parciales y esto, dependiendo de los marcadores analizados,
pudo indicar expresiones aberrantes junto a la infidelidad de linea; que se abordan

posteriormente.

Tabla 16. Frecuencia de Expresion de marcadores de linaje y estado madurativo en LLA-B

Estadio )
Marcador adurativo LLA Pro-B LLA-B comun LLA pre-B Todos
Panleucoitario | CD45 3 (75%) | 79 (88.8%) | 20 (80%) 102 (86.4%)
Inmadurez | CD34 4 (100%) 79 (88.8%) 23 (92%) 106 (89.8%)
nuTdT 4 (100%) 88 (98.9%) 24 (96%) 116 (98.3%)
LinajeBy  CD19 4 (100%) 89 (100%) 25 (100%) 118 (100%)
estadio CyCD79a 4 (100%) 89 (100%) 25 (100%) 118 (100%)
madurativo* | CD10 - 89 (100%) 25 (100%) 114(96.6%)
CD20 - 67 (75.3%) 23 (92%) 90 (76.3%)
cyIgM - - 25 (100%) 25 (21.18%)

Fuente: Propia

3.4.2 FRECUENCIA DE FENOTIPOS ABERRANTES EN LLA-B

Los hallazgos mds comunes estuvieron dentro de las expresiones de infidelidad de linea,
siendo lo mas frecuente la expresion aberrante de CD123 (87.5%), CD66¢ (83.9%) y CD13
(78.6%); las expresiones de CD33 (49.7%) y CD15 (34.5%) mostraron una frecuencia menor
respecto a las anteriores; sin embargo, no en todos los casos se emplearon estos marcadores
o al menos no se contaba con la informacién de su uso en los registros. La expresion de
CD66¢ fue mas frecuente en los estadios madurativos B comun y pre-B, y en menor caso en
pro-B, asimismo el antigeno CD15 fue expresado mas comunmente en el estadio pro-B 3/4

(75%).

Otra caracteristica aberrante frecuentemente observada fue la pérdida total o parcial del
marcador panleucocitario CD45, descrita en 91 casos (77.1%); de estos 16 mostraron

ausencia total (13.6%) y 75 ausencia parcial (63.5%).

La sobreexpresion de CD20 se observé en mas de la mitad de los casos (55.9%), mientras
que la sobreexpresion de otros marcadores como el CD10 (16.9%), CD19 (3.4%) y CD34

(2.5%), mostraron frecuencias mds bajas.
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Con respecto a los marcadores de inmadurez, la pérdida total o parcial de estos mostraron
frecuencias moderadas y se evidenci6 para el CD34 en 57 casos (48.3%), de los cuales, 12
(10.2%) fueron pérdidas totales y para el nuTdT en 43 casos (36.4%), solo 2 (1.7%)

mostraron ausencia total.

Finalmente, los marcadores de linaje, CD19 y CD79a citoplasmatico, como se habia
mencionado estuvieron expresados en todos los casos, no obstante, también se registraron
pérdidas parciales, llegando a representar en el caso del CD79a citoplasmético el 48.3%,
mientras que este fenotipo aberrante en el CD19 mostré una frecuencia mucho menor (3.4%).
Cabe resaltar, que en ninguno de estos casos ambas pérdidas parciales coexistieron, ademds
todos ellos expresaron CD10 y en ningun caso se expres6 MPO citoplasmatico (se cumplio

criterios OMS 2008) (1). Ver tabla 17.

Tabla 17. Frecuencia de fenotipos aberrantes en LLLA-B

FENOTIPOS ABERRANTES LLA-B N %
n=118
Total: 16 (13.6%) 91 77.1
Pérdida de CDA5 Parcial: 75 (63.5%)
Total: 12 (10.2%) 57 48.3

Pérdida de CD34

Parcial: 45 (38.1%)
Total: 2 (1.7%) 43 36.4
Parcial: 41 (34.7%)

Pérdida de nuTdT

Pérdida parcial de CD19 7 5.9
Pérdida parcial de cyCD79a 57 48.3
Sobrexpresion de CD34 5 4.2
Sobreexpresién de CD20 66 55.9
Sobreexpresién de CD10 20 16.9
Sobreexpresién de CD 19 4 3.4
Infidelidad de linea

Expresién de CD13* n=117 92 78.6
Expresién de CD15* n=116 40 34.5
Expresion de CD33* n=117 56 47.9
Expresion de CD123* n=112 98 87.5
Expresion de CD66¢c* n=62 52 83.9

Fuente: Propia
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3.4.3 FRECUENCIA DE EXPRESION DE MARCADORES DE LINAJE Y ESTADIO
MADURATIVO EN LLA-T.

Con respecto a las caracteristicas fenotipicas, se observé expresion del marcador
panleucocitario CD45 en todos los casos (100%). Los marcadores de inmadurez registrados
fueron CD34 y nuTdT, este dltimo fue el més frecuente, encontrandose expresado en 9 casos

(81.8%), mientras que el CD34 se encontr6 en 6 (54.5%).

Los marcadores para otorgar linaje T fueron CD3 superficial y citoplasmético (criterio OMS
2008), de estos, el CD3 citoplasmatico se hallé en todos los casos (11/100%), mientras que
el CD3 superficial tuvo una frecuencia mucho menor (6/54.5%). Asi mismo, otros
marcadores pan-T como el CD7 y CDS5 se encontraron en 81.8% y 100% de casos
respectivamente. Del mismo modo, la expresion de CD2 se observé en 10 casos (90.9%),
hubo un solo caso en el que se reportd su ausencia y que conjuntamente con una expresion
doble negativa CD4(-)CD8(-) definieron el tnico caso en estadio madurativo pro-T, este
reporte cumple con los criterios EGIL para su clasificacién (1,28). El dnico caso pre-T
expresé de CD2, también con doble negatividad. El 54.5% de casos mostr6 doble positividad
CDA4(+)CD8(+) y corresponde a los casos clasificados como T corticales; el marcador CD1a
es considerado de inmadurez, sin embargo, es especifico para este estadio, no obstante, solo
3 casos registraron su uso y solo uno lo expresé y se encontro en estadio T-cortical. E1 27.3%
mostrd expresion CD4(+)CDS8(-) y corresponden al estadio T medular. No se encontraron

casos CD4(-)CD8(+). Ver tabla 18.

En algunos casos los marcadores de linaje y de inmadurez se expresaron de manera parcial,

esta informacion serd tratada en fenotipos aberrantes.

3.4.4 FRECUENCIA DE FENOTIPOS ABERRANTES EN LLA-T

La caracteristica fenotipica aberrante més frecuente fue la pérdida parcial o total del marcador
de linaje CD3 superficial, llegando a observarse en 9 casos (81.8%), de los cuales, 5 (45.5%)
fueron pérdidas totales. E1 CD3 citoplasmatico también registré pérdida parcial en 8 casos
(72.2%). El CD7, marcador pan-T, mostré pérdida de expresion total o parcial en 4 casos
(36.4%), no obstante, solo 2 de ellos (18.2%) no lo expresaron, los mismos, que se

encontraban en estadio madurativo T medular.
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Los pérdidas totales o parciales en marcadores de inmadurez también mostraron frecuencias
altas; en CD34 la caracteristica aberrante se observd en 8 casos (72.7%), de los cuales 5
(45.5%) fueron ausencia total; mientras que nuTdT se observé en 7 casos (63.6%), solo 2

(18.2%) no lo expresaron.

Las LLA-T también mostraron expresiones de marcadores de infidelidad de linea, dentro de
los cuales el de mayor frecuencia fue el CD10 llegando a expresarse en el 45.5% de los casos.
Ademads, se observo que el 45.5% expresé al menos un marcador mieloide. Las frecuencias
de CD13 y CD15 fueron 20% y 22.2% respectivamente. No se encontr6 expresion de CD33

en ninguno de los 9 casos de LLA-T donde se registr6 el panel con este marcador.

No se registr6 ningun caso con pérdida total del marcador panleucocitario CD45, no obstante,
3 casos (27.3%) mostraron pérdidas parciales. Finalmente, solo hubo un caso que mostr
sobreexpresion de CD34 (9.1%), y fue la caracteristica fenotipica aberrante menos frecuente

de todas las estudiadas. Ver tabla 19.

Tabla 18. Frecuencia de expresiones de marcadores de linaje y estadio madurativo en

LLA-T
Estadio
madurativo | || A-Pro T LLA-Pre T T-Cortical | LLA-T Medular Todos
Marcador
Panleucoitario | CD45 | 1 (100%) | 1 (100%) 6 (100%) 3 (100%) 11 (100%)
Inmadurez | CD34 | 1 (100%) | 1 (100%) 2(33.3%) 2 (66.6%) 6 (54.5%)
nuTdT - 1 (100%) 6 (100%) 2 (66.6%) 9 (81.8%)
smcD3 - - 5 (83.3%) 1 (33.3%) 6 (54.5%)
cyCD3 | 1 (100%) | 1 (100%) 6 (100%) 3 (100%) 11 (100%)
Linaje Ty | CD7 1(100%) | 1 (100%) 6 (100%) 1 (33.3%) 9 (81.8%)
estadio | CD5 1(100%) | 1 (100%) 6 (100%) 3 (100%) 11 (100%)
madurativo* | D2 - 1 (100%) 6 (100%) 3 (100%) 10 (90.9%)
cD4 - 1 (100%) 6 (100%) 3 (100%) 10 (90.9%)
cD8 - - 6 (100%) - 6 (54.5%)
CD1a - - 1 (100%)* - 1(9.1%)

Fuente: Propia
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Tabla 19. Frecuencia de fenotipos aberrantes en LLA-B

FENOTIPOS ABERRANTES LLA-T N %
n=11
Pérdida parcial de CD45 3 27.3
Total: 6 (54.5%) 8 72.7
Pérdida de CD34 | Parcial: 2 (18.2%)
Total: 2 (18.2%) 7 63.6
Pérdida de nuTdT | Parcial: 5 (45.4%)
Pérdida parcial de cyCD3** 8 72.7
Total: 2 (18.2%) 4 36.4
Pérdida de CD7 Parcial: 2 (18.2%)
Pérdida de Total: 5 (45.4%) 9 81.8
smCD3 Parcial: 4 (36.4%)
Sobrexpresion de CD34 1 9.1
Infidelidad de linea
Expresion parcial de CD13* n=10 20
Expresion parcial de CD15* n=9 2 22.2
Expresion de CD33* n=9 - -
Expresidn parcial de CD10 5 45.5

Fuente: Propia

3.5 ASOCIACION ENTRE LINAJE DE LLA CON SEXO Y EDAD

Como se menciond anteriormente, las frecuencias de LLLA-B en mujeres fue mayor respecto

a los hombres, mientras que todas las LLA-T registradas (11 casos) fueron hombres.

HLLA-B
ELLAT

Nro de casos

HOMBRE

MUJER

Grifico 3. Distribucion de las LLA por linaje, segtn el sexo.

Fuente: propia
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En este apartado, se buscé encontrar significancia estadistica para la asociacion entre linaje
de LLA y sexo, por tal motivo, se emple6 el test de Chi-cuadrado (X?), halldndose el siguiente

resultado:

Tabla 20. Prueba de asociacion chi cuadrado entre linaje de LLA y sexo.

Linaje B T TOTAL
Sexo
Mujer 64 0 64
Hombre 54 11 65
TOTAL 118 11 129

Chi-cuadrado (X?) = p-valor: 0.001
Fuente: propia

El sexo se encuentra asociado al tipo de linaje de LLA (p<0.05).

Para determinar la asociacién entre linaje de LLA y edad se, se formé grupos etarios segin
MINSA vy se utilizd, segiin las frecuencias esperadas encontradas, el test exacto de Fisher,

hallando el siguiente resultado:

Tabla 21. Prueba de asociacion test exacto de Fisher entre linaje de LLA y edad.

Linaje B T TOTAL

Edad

Nino 63 6 69
Adolescente 15 1 16
Joven 13 1 14
Adulto 22 3 25
A. Mayor 5 0 5
TOTAL 89 25 129

Test exacto de Fisher = p-valor: 0.973
Fuente: propia

La edad no se encuentra asociada al tipo de linaje de LLA (P>0.05).

Para determinar la asociacion entre los diferentes estadios madurativas de LLA-B registrados

y el sexo, se utiliz la prueba estadistica test exacto de Fisher, hallando el siguiente resultado:
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Tabla 22. Prueba de asociacion entre estadio madurativo de LLA-B y sexo.

E.M. Pro-B B-comun Pre-B TOTAL
Sexo
Mujer 3 46 15 64
Hombre 1 43 10 54
TOTAL 4 89 25 118
Fuente: propia Test exacto de Fisher = p-valor: 0.615

El sexo no se encuentra asociado al estadio madurativo de LLA-B (P>0.05).

Del mismo modo, luego de observar que los casos pro-B no se encontraron en los grupos de
adultos y adultos mayores y mas bien fue el estadio B-comun el que represent6 el 95% y
100% respectivamente de los casos de LLA-B se empled el test exacto de Fisher para
encontrar asociacion entre los diferentes estadios madurativos de LLA-B registrados y la

edad, tabla 23.

Tabla 23. Prueba de asociacién entre estadio madurativo de LLA-B y edad.

E.M. Pro-B B-comun Pre-B TOTAL
Edad
Nifo 2 41 20 63
Adolescente 1 13 1 15
Joven 1 9 3 13
Adulto 0 21 1 22
A. Mayor 0 5 0 5
TOTAL 4 89 25 118
Fuente: propia Test exacto de Fisher = p-valor: 0.046

La edad se encuentra asociada al estadio madurativo de LLA-B (p<0.05).

No se pudo realizar estos estudios de asociacion en las LLA-T debido al escaso nimero de
Ccasos.
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CAPITULO IV
DISCUSION
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Se recogieron los datos correspondientes a 129 casos de pacientes con diagndstico de LLA
ingresados a Cytometric Bioservices SAC durante el periodo 2013 al 2015, con un rango
etario de 0.5 a 78 afos, fueron categorizados en grupos etarios segin MINSA, se obtuvieron

frecuencias similares entre hombres y mujeres (37).

Algunas limitaciones del estudio fueron la variacion en el uso de marcadores asociados para
determinar expresiones de infidelidad de linea, debido a la adquisicién de nuevos reactivos
con mejor desempefio. Ademads, los resultados de frecuencias entre bibliografias fueron
diversos al no existir un nimero determinado de marcadores mieloides evaluados. Por otra
parte, debe considerarse también otras causas, como el uso de diferentes fluorocromos, clones
de anticuerpos monoclonales, las caracteristicas de la muestra, la técnica, la estrategia de
andlisis utilizada y el nimero de los pacientes estudiado. Dentro de estas diferencias pudimos
observar que en algunas referencias el punto de corte utilizado para considerar la expresion
positiva de un marcador fue > al 20% del total de los blastos patologicos, mientras que otros
autores como Sayed prefirieron no usar este criterio arbitrario (9). Para este estudio, por ser
retrospectivo, no se conto con la informacion porcentual de expresion del marcador evaluado
(los datos registrados estaban descritos por intensidades). Ante ello para lograr estandarizar
la citometria de flujo, actualmente existen grupos de investigacion que mediante protocolos
bien estructurados plantean la estandarizacion y disminuir la variabilidad interlaboratorios,
aunque, su aplicacion en el Peru es de cumplimiento parcial (18,38). Como los datos
obtenidos del presente estudio pertenecen a una sola institucién ubicada en Lima y siendo de
naturaleza privada, se debe considerar que la poblacién de estudio podria estar limitada a un
solo sector sociodemografico. Problemas similares han afectado otros estudios, como lo

discute Pereira (39).

Del total de LLA, 128 casos evaluados 91.5% fueron de linaje linfoide B y 8.5% restante de
linaje linfoide T, mostrando claramente menor frecuencia para este linaje, en los estudios
realizados por Pereira y col. (B: 73.8%, T:26.2%) y Wimalachandra y col. (B: 80%; T: 20%),
la diferencia entre linajes es probable debido al origen étnico y al estado socioeconémico de
la poblacién, aunque se le da mayor implicancia a la dltima causa (8,38). Asi mismo, en
LLA-B se observé mayor registro de nifios (53.4%) con una media de 5.6 + 2.99 afios y
predominio ligero en mujeres, estos resultados son similares a los reportados por Seegmiller

y col. quien muestra que la mayor cantidad de casos se da entre las edades de 2 y 10 afios con
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una mediana de 4 afios; no obstante, Seegmiller en su estudio observa predominio en varones
(15). En LLA-T todos los casos fueron hombres; se encontré que el sexo estd asociado al
linaje con significancia estadistica (p=0.001); en referencia a esto, la OMS-2008 menciona

que las LLA-T se presentan con mayor frecuencia en hombres respecto a las mujeres (1).

En relacién a los marcadores de linaje, todas las LLA-B expresaron CD19 y cyCD79a,
ademas el 96.6% expreso CD10, estas frecuencias son parecidas a las reportadas por Novoa
y col., donde similarmente informa expresiéon de CD19 en todos los casos, ademds de una
frecuencia alta para cyCD79a (94%) y CD10 (83%) (12). Mientras en LLA-T, se observé
que CD3 citoplasmdtico estuvo presente en todos los casos, aunque en muchos hubo
expresion de manera parcial (72.7%), todo lo contrario, ocurrié con CD3 superficial ausente
en 45.5% de casos. El resultado hallado para CD3 citoplasmatico fue semejante a lo reportado
en los estudios de Novoa (100%) y Sayed (96.1%), sin embargo, la ausencia de CD3
superficial mostré un valor intermedio (67% y 31.8% respectivamente), esta diferencia se
explica principalmente a variaciones en los puntos de corte para considerar positivo un
marcador en las estrategias de andlisis (punto de corte positivo > 20%) (9,12). Otros
marcadores pan-T como el CD7 y CD5 estuvieron expresados en 81.8% y 100% de los casos
respectivamente. Es coincidente con la investigaciéon de Wimalachandra, que la evaluacion
conjunta de CD3 citoplasmético, CD7 y CDS aumentan la sensibilidad y permiten mejorar la

tipificacion de las LLA-T (8).

Establecer el estadio madurativo de la poblacién celular analizada empleando mas de un
marcador al diagndstico contribuye a confirmar la presencia de blastos y ademds incrementa
la sensibilidad del método (18,38). De los marcadores de inmadurez utilizados, nuTdT fue el
mas frecuente en LLA-B (98.3%), mientras CD34 se hall6 expresado en 89.8% de casos;
resultados similares fueron obtenidos por Seegmiller y col. (nuTdT: 96.3%; CD34: 85.5%),
mientras Novoa obtuvo porcentajes menores (nuTdT: 64%; CD34: 79%). La diferencia entre
frecuencias para CD34 pueda explicarse al anticuerpo conjugado empleado en este dltimo
estudio, siendo los fluorocromos mencionados para este marcador FITC y PE (el primero
fluorece con menor intensidad), no obstante, no se aclara cudl de ellos se utilizé en el
diagndstico de las LLA (12,15). Con respecto a LLA-T se observé que 81.8% expresé nuTdT
y 54.5% expresa CD34; la frecuencia de este dltimo marcador fue igual al reporte de Pereira

y col; sin embargo, fue mayor a la informada por Sayed y Wimalachandra (41.8% y 27.6%
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respectivamente); esto debido que en ambos estudios se registré un mayor nimero de casos,
mientras que Pereira tuvo un grupo de casos igual a esta investigacidn, lo cual podria estar

sujeto a sesgos de muestra (8,9,39).

Si bien en el presente estudio todos los casos de LLA expresaron nuTdT o CD34 o ambos;
se ha descrito en la literatura casos que no los expresan (40), por lo cual, es importante revisar
las expresiones de otros marcadores, como CD99, siendo asi que Dworzak y col. (2004)
hallaron que la expresion de este marcador se observé en todos los casos de LLA-T y ademads
los linfoblastos T tenian una mediana 7.7 veces més alta respecto a los linfocitos T normales

(41).

En la frecuencia segun los tres estadios madurativos registrados para LLA-B, hubo
predominio del estadio B-comin (75.42%), con picos por nimero de casos en nifios y adultos,
a continuacion, pre-B (21.19%) y pro-B (3.39%), con predominio leve del sexo femenino en
todos los estadios. Estas frecuencias se corresponden con las halladas por Adnan y col. en 56
pacientes pediatricos egipcios con LLA-B, informando que 60.7% fue B-comin, 35.7% pre-
B y 1.8% pro-B (10). No obstante, los resultados hallados por Tasayco (2013) fueron
diferentes al registrar los casos en menores de 1 afio, con un fenotipo pro-B (38%)
mayoritariamente, y se vincula con la OMS que indica a este estadio madurativo con mayor
frecuencia a ese grupo etario (1,13). No se encontrd asociacion del estadio madurativo de

LLA-B con el sexo (p=0.615), pero si con la edad (p=0.046).

Con respecto a las LLA-T, el estadio mds frecuente fue el T-cortical (54.5%), seguida del T-
medular (27.3%), mientras que los estadios mds inmaduros pro-T y pre-T mostraron
frecuencias iguales (9.1%). Debido a la poca disponibilidad de casos no se realizé el anélisis

con las pruebas de asociacion entre estadio madurativo de LLA-T y sexo, o edad.

Actualmente se ha demostrado que determinados inmunofenotipos aberrantes estarian
asociados a reordenamientos genéticos especificos que son importantes para la estratificacion
prondstica y decisiones de tratamiento (10,42,43,44,45,46), informacién que también es
compartida por OMS y otras guias (1,2). Los fenotipos aberrantes incluyen la ausencia o
pérdida, la sobreexpresion antigénica, la maduracién asincrénica, asi como la presencia
antigénica de un marcador de linaje distinto (infidelidad de linea) (6,16). Al igual que

Seegmiller y Soriano y col., en este estudio también se observé en LLA-B, las expresiones
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de infidelidad de linea (96.7%) siendo mayor a lo reportado por Seegmiller con 86.5% y
Soriano, 76.2%, posiblemente relacionado a que en estos estudios se dirigieron a ciertos
marcadores mieloides y ninguno evalud la expresion de CD123 ni CD66¢, cuyas frecuencias

fueron altas 87.5% y 83.9% respectivamente (11,15).

CD123 y CD66¢ han sido estudiados y asociados con alguna alteracion genética. Adnan y
col. encontr6 diferencia significativa (p=0.017) al comparar los casos positivos a CD123 en
trastornos hiperdiploides respecto a otros subgrupos con otros dafios genéticos (10),
indicando que la presencia de este marcador obligaria a comprobar la hiperdiploidia,
confiriendo un mejor prondstico al paciente (1,2). Del mismo modo, Guillaume y col.
observd que CD66¢ fue el antigeno mieloide mds comunmente expresado (40%) y la
presencia de este marcador se correlaciona al reordenamiento BCR/ABL-1 (P=0.0001), pero
no de manera especifica (S=82%, E=69%, VPP=37%, VPN=95%) y pareceria mejor
interpretar la ausencia de CD66¢ con la falta de esta alteracion genética (47). Otros
marcadores de expresion aberrante encontrados fueron el CD13 (78.6%), CD33 (47.9%) y
CD15 (34.5%), este ultimo mostré un valor intermedio entre las frecuencias reportadas por
Seegmiller (36%) y Soriano (33.3%) (11,15). La literatura menciona que fenotipos pro-B con
expresiéon de CD15 y NG2, ademds de ausencia de CD24 estd relacionada a alteracion
genética de prondstico desfavorable t(v;11g23)/rearreglo MLL (1,2,42,43); sin embargo, en
el presente estudio no hubo casos en los cuales se hayan utilizado NG2 y CD24 al momento

del diagnéstico, pero se observé expresion de CD15 en 75% de casos proB.

La pérdida total o parcial de CD45 también se observé en un alto nimero de casos (77.1%),
aunque su ausencia completa solo estuvo presente en el 13.6%, este valor es similar al
reportado por Seegmiller (14.5%), pero menor al reportado por Novoa (28%) y Soriano
(22.2%) (11,12,15). La sobreexpresion de CD20 se encontré en el 55.9% de LLA-B y fue
mads frecuente junto con la pérdida total o parcial de CD34 en estadios inmaduros mas
avanzados, esta ultima caracteristica se observo en 49.4% de casos B-comtin y 72% de pre-

B.

La sobreexpresion de CD10, CD34 y CD19 estuvieron dentro de los fenotipos aberrantes
menos frecuentes (16.9%, 4.2%, 3.4%); el valor encontrado para la sobreexpresiéon de CD10
fue menor en el estudio realizado por Soriano y col. (12.7%), mientras que la sobreexpresion

de CD34 fue mayor (38.1%) (11). La importancia de una descripcién correcta de las
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sobreexpresiones es fundamental, sobre todo en aquellos casos donde no se haya expresado

marcadores asociados, ello permitird un adecuado seguimiento de EMR (40,48).

Con respecto a fenotipos aberrantes en las LLA-T, como se menciond, las pérdidas totales o
parciales de CD3 superficial y CD34 fueron frecuentes (81.8% y 72.7% respectivamente);
asf mismo, también se observé expresion de marcadores asociados, dentro de los cuales el
mas frecuente fue CD10 representando 45.5% de casos, este resultado es mayor al reportado
por Novoa (17%) y semejante al informado por Sayed (45.9%) (9,12). El 40% de casos
(n=4/10) expres6 al menos un antigeno mieloide, resultado mayor a los informados por
Marsén y col. (27.3%) y Pereira (36.4%), esto posiblemente debido a que, aparte del CD13
y el CD33, en el presente estudio se evalud la expresion de CD15, marcador que mostrd
mayor frecuencia (22.2%) respecto a los otros mencionados (CD13: 20% y CD33: 0%)
(14,38), del mismo modo, las frecuencias de expresion de CD13 fueron mayores respecto a
los descritos por Novoa (12%) y Sayed (4.4%), pero menores a Marsan (25%) (8,9,14), Los
pacientes en estadios medulares no expresaron antigenos mieloides. A diferencia de las LLA-

B, la pérdida total de CD45 no se observd, pero 27.3% mostré pérdida parcial.

A pesar de estas limitaciones, la citometria de flujo es una herramienta util e indispensable
al momento de realizar el estudio de las leucemias agudas, por ello conocer las caracteristicas
fenotipicas de estas neoplasias en la poblacion es una tarea pendiente. El presente estudio
brinda un panorama respecto a las caracteristicas fenotipicas de las LLLA por ser de gran
relevancia, debido a la mayor frecuencia que tienen dentro de las neoplasias hematoldgicas
(1), logrando identificar marcadores de linaje y estadios madurativos més frecuentes, asi
como, marcadores de expresion aberrante; sin embargo, es necesario ampliar el estudio con
un ingreso mayor de casos y no limitado a un sector sociodemografico, ademas aprovechar
los protocolos estandarizados que son utilizados actualmente, lo cual permitird obtener

informacién mds representativa en poblacion peruana.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1 CONCLUSIONES

Luego de analizar los resultados se concluye:

1.

Que, 118 casos (91.5%) corresponden a LLLA-B, mientras 11 casos (8.5%) fueron
LLA- T. Los marcadores mds frecuentes para determinar el linaje B fueron CD19 y
CD79a, mientras el marcador cyCD3 lo fue en linaje T. Cumpliéndose la hipdtesis

planteada para linaje.

Que, el estadio mas frecuente en LLA-B fue B-comun (75.4%) en linaje T fue T

cortical (54.5%), caumpliéndose con la hipétesis planteada.

Que, los fenotipos aberrantes mds frecuentes en LLLA-B fueron las expresiones de
infidelidad de linea, CD123 (87.5%), CD66¢ (82.8%) y CD13 (78.61%), ademas de
ausencia de CD45 (77.1%). En LLA-T fueron la pérdida parcial o total de CD3
superficial (82%), pérdida de CD34 (73%).

Se encontrd asociacidn significativa entre el linaje de LLA y el sexo (p=0.001), pero

no con la edad (p=0.973).

5.2 RECOMENDACIONES

Luego de evaluar los resultados obtenidos en esta investigacion se recomienda lo siguiente:

5. Debido al bajo niimero registros de LLA-T (11 pacientes) en el presente estudio, las

inferencias extraidas a partir de este grupo pueden contener un sesgo elevado. Se
sugiere realizar nuevos estudios descriptivos con un mayor tamafio muestral de

pacientes con LLA- T

Debido a que actualmente existen paneles que siguen protocolos estandarizados que
incluyen mayor cantidad de anticuerpos especificos para el diagndstico y seguimiento
de LLA-B y LLA-T, se recomienda realizar nuevos estudios que evalien la frecuencia

de nuevos marcadores fenotipicos que son reportados en la rutina médica.
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7. Realizar estudios similares en centros médicos con mayor ingreso de muestras y no
limitado a un sector sociodemogréfico permitird obtener datos mds representativos en

poblacién peruana.

8. Se sugiere realizar estudios que correlacionen los hallazgos de fenotipos aberrantes y

la presencia de alteraciones genéticas recurrentes con valor prondstico.

9. Se sugiere realizar estudios que evalien la modulacion de la expresion antigénica
post-quimioterapia; con la finalidad de determinar qué marcadores y con qué
frecuencia varian de expresion, ello ayudaria a evitar falsos negativos en la evaluacién

de EMR.
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ANEXO 1
2.1.5. VARIABLES: Tabla 6: Operacionalizacién de variables

Definicio Di Tipo d Escala d
Variables € an .1mens |p.u ¢ 56 . ¢ Indicador V.E. Instrumento
operacional iones variable medicion
CD19, cyCD79a, cyCD22, CD10 +
+ Linaje B CyCD3, smCD3 -
Linaje o cyMPO - Ficha de
Cualitativ Nominal -
celular ualitativa CD19, cyCD79a - recoleccion
+ LinajeT CyCD3, smCD3 +
cyMPO -
CD10 -
3* B Pro-B
=i Expresion de cylgM -
K marcadores CD10 +
@ . . . LLA-B | B-comin
= inmunolégicos en la cylaM _
§ superficie, CD10 +
£ citoplasma y nicleo Pre-B cvIeM +
=] - =
E celular para D2 N
E determinar el linaje Pro-T D3 v
= celular y estadio CD4, CD8, CDla N
3| madurative, asi | Estadio - Ficha d
g como para detectar | madura| Cualitativa | Nominal €Dz, €D5 - i ,‘_%
= . . Pre-T recoleccion
£ fenotipos tivo CD4, CD8, CD1a -
£ aberrantes de las
£ células analizadas.
S LLA-T | Tcortical | CD2, CD5, CD4, CD8. CD1a +
CD2,CDs, CD8
0 +
T-medular CD2, CDs. CD4
CDla -
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ANEXO 1

Escala de
Variables | Definicion operacional | Dimensiones | Tipo de variable . .a. } Indicador V.E. Instrumento
medicion
Pérdida total 0 | CD45, CD34, nuTdT,
parcial CD19, cyCD79a -
-+
LLA-B
T4
- CD34, CDI19,CD20
- +
= Sobreexpresion
= Expresion de
< marcadores CD10 RS
E inmunolégicos en la
.% superficie, citoplasma v
g nicleo celular para Fenotipos Infidelidad de CD13, CD15, CD33, i+ Ficha de
g det i el linaj Nominal e a leccié
g eterminar _ﬂ]E aberrantes Cualitativa linea (D123 * recoleccion
2 celular y estadio
-E madurativo, asi como
fi . -
8 para detectar fenotipos s
g L CD45, CD34, muTdT,
58 aberrantes de las Pérdida total o D3 < JCt)r;uCD? -
& células analizadas. parcial cyCD3. smCD3, CD7 e
=
=
[&]
LLA-T
. ++
Sobreexpresion CD34
++
Infidelidad de CD13, CDI15, CD33, -+
linea CD10 +
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ANEXO 2

Tesis para optar el titulo de Licenciado en Tecnologia Médica en el drea de Laboratorio Clinico y Anatomia Patolégica “CARACTERISTICAS
INMUNOFENOTIPICAS DE LAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS DIAGNOSTICADAS EN UN LABORATORIO DE
LIMA-PERU DURANTE EL PERIODO 2013-2015

Autor: Bach. T.M. Carlos Jesiis Cortez Rodriguez / Asesor: Mg. Eduardo Verdstegui Lara / Co-asesor: Lic. TM. César Rivera Orcoapaza

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS CODIGODE | MOTIVO/ DIAGNGSTICO SEXO EDAD| TIPODE | PORCENTAJE
GENERALES INGRESO PRESUNTIVO MUESTRA (blastos
leucémicos)
M F MO | SP
INMUNOFENOTIPO LINAJE (Criterio WHO 2008)
. smCD3 oyCD3 D19 ¢yCD% CyCD22 CDI0 cyMPO
(Rellenar las cuadriculas
Zipt;leﬁgﬁ g:slf)"s‘b‘“d" la GRADO DE DIFERENCIACION Y ESTADIO MADURATIVO B EXPRESIONES ABERRANTES/ INFIDELIDAD
marcadores por . (B)
intensidad) mTdT | CD34 | CDI0 | CD20 | CD38 | cyIgM | smIgM | smLambda | smKappa | CD13 | CD33 | CD15 | CD117 | CD123 | CD66¢c
GRADO DE DIFERENCIACION Y ESTADIO MADURATIVO T EXPRESIONES ABERRANTES/ INFIDELIDAD
(1)
nTdT | CD34 | CD99 | CD7 | CD5 [ CD2 | CD4 | CD8 | CDIa | TCR | TCR | CD45RA | CDI3 | CD33 | CDI5 | CD117 | CDI23 | CDIO0
ab | g
CONCLUSION
FINAL
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Tabla 7.

ANEXO 3

Marcadores usados en el andlisis de citometria de flujo.

ANTICUERPO FLUOROCROMO CLONA MARCA
CD1la APC HI1149 INMUNOSTEP
CD2 PE S5.2 BD
CcD3 APC SK7 BD
CcD3 PERCP 33-2A3 INMUNOSTEP
CD3 APC S$4.1 INVITROGEN
CcD4 PE SK3 BD
CD4 PE HPE2-6 INMUNOSTEP
CD5 FITC L17F12 BD
CD5 FITC L17F12 INMONOSTEP
CcD7 FITC M-T701 BD
CcD7 FITC HIT7 INMUNOSTEP
CD8 FITC SK1 BD
CD10 PE HI10a BD
CD10 PE HI10a INMUNOSTEP
CD11b Alexa Fluor ICRF44 BD Farmagen
CD13 PE L138 BD
CD15 FITC MMA BD
CD19 APC A3B1 INMUNOSTEP
CD19 APC SJ25-C1 INVITROGEN
CD20 FITC L27 BD
CD66¢ PE B6.2-CD66 BD
CD123 PE 9F5 BD
CD79a PE HM57 DAKO
CD79a PE HM57 CYTOGNOS
CD34 APC 8G12 BD
CD34 PerCP 8G12 BD
nuTdT FITC HT-6 DAKO
CD1la APC H1149 INMUNOSTEP

APC: Aloficocianina; Per-CR: Peridinin-clorofila-complejo de proteinas; PE: Ficoeritrina; FITC:
isotiocianato de fluoresceina; nuTdT: terminal desoxinucleotidil transferasa.
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ANEXO 4

MARCAJE DE ANTIGENOS SUPERFICIALES

. Rotular los tubos de acuerdo al panel

. Agregar los anticuerpos monoclonales segin el panel establecido y usando el
volumen establecido por el fabricante: Las florescencias a usar son: APC, PerCP,
PE y FITC.

. Anadir la muestra bajo el siguiente criterio:

MOTIVO | REC.LEUCOCITOS | . fOL- =~ | AGRESARAL
>3 ml 100 ul
> 12 000 1-3ml 100 ul
<1ml 50 ul
>3 ml 100 ul
D/C 6 000 - 12 000 1-3ml 100 ul
<1ml 50 ul
>3 ml 200 ul
<6000 1-3ml 200 ul
< 1ml 100 ul
>3 ml 200 ul
> 12 000 1-3ml 200 ul
<1ml 100 ul
>3 ml 300 ul
CONTROL 6 000 - 12 000 1-3ml 300 ul
<1ml 200 ul
>3 ml 400 ul
<6000 1-3ml 300 ul
< 1ml 200 ul
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N R

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Vortex
Incubar por 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad.
Vortex
Agregar FACS Lysing:
e 2ml para tubos con 100 — 200 ul de muestra
e 3ml para tubos con >300 ul de muestra a més

Vortex

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

Centrifugar a 3500 rpm (velocidad high) por 3 minutos
Aspirar el sobrenadante cuidando de no arrastrar el pellet.
Vortex

Agregar 2ml de PBS

Vortex

Centrifugar a 3500 rpm (velocidad high) por 3 minutos
Aspirar el sobrenadante cuidando de no arrastrar el pellet.
Vortex

Resuspender con PBS hasta obtener una turbidez adecuada.
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ANEXO 5

MARCAJE DE ANTIGENOS CITOPLASMATICOS Y NUCLEARES

. Rotular los tubos de acuerdo al panel

Agregar los anticuerpos monoclonales segiin el panel establecido y usando el
volumen establecido por el fabricante: Las florescencias a usar son: APC, PerCP,
PE y FITC.

Afiadir la muestra segin el criterio antes descrito.

Vortex

Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente v en oscundad.

Vortex

Lavar con 2 ml de PBS|

Agregar 100ul de solucién fijadora (solucion A).

Vortex

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

. Virtex
12.
13.
14.
15.

Lavar con 2 ml de PBS

Agregar 100ul de solucién permeabilizante (solucién B)

Agregar los anticuerpos monoclonales para antigenos citoplasmaticos v/o nucleares:
Homogenizar e incubar por 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

Vortex

17. Lavar con 2ml de PBS.

18. Resuspender con PBS hasta obtener una turbidez adecuada.
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ANEXO 6

ANEXO 4
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
FACULTAD DE MEDICINA
E.A.P. TECNOLOGIA MEDIGA
SOLICITUD ORI LA RECO N Y/O USO DE DATOS EN
PROCESOS FORM VESTIGACION

DATOS DE IDENTIFICACION DEL SOLICITANTE

Nombre y apellidos: Carlos Jesus Cortez Rodriguez

Entidad / Institucién: Cytometric Bioservices SAC

Direccion: Av. Del Aire 1308, San Luis, Lima Teléfono: (511)346 2167
Correo elactrénico: contacto@cytometrichioservices.com

INFORMACION SOBRE LA SOLICITUD

Procedimiento a realizar:

1. El solicitanle esla interesado en recopilar los datos de los resultados de pacientes que
acudisron al laboratorio Cytometric Bioservices SAC durante el periodo 2013-2015 los
cuales fueron Ingresados con el apoyo de la miama a una base de dates general.

2. Debido a la naturaleza del trabajo, 8s necesario que se maneje la informacion de manera
confidencial; antes, durante y en la etapa posterior.

Servicio: Laboratorio de Citometria ds flujo

FINALIDAD Y JUSTIFICACION

Objetivo de la solicitud:

Solicltar la autorizacion de acceso a la base de datos, informacidn necesaria, asi como 2 los
resultados de Cilometria de flujo de los pacientes que fueron diagnoslicados con laucemia aguda
durante el periodo 2013-2015.

Justificacién

Realizar un trabajo de investigacion tomando la base de datos de Cytometric Bioservices SAC a fin
de presentarlo como tesis en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos para optar el tilulo de
Licenciado en Tecnologia Médica en el Area de Laboralorio Clinico y Anatomla Patolégica.

Eluso de los datos del lsburatorio Cylometric Bioservices SAC para el desarrolio de Ia tesis
brindara informacién sobre estadislicas que podrén ser tomados como referencia para futuros
trabajos de Investigacion, asi como podré ser usado como trabajos de Investigacién publicables

para fines que el Laboratorio en mencién considere necesario previa autorizacién del tesista.

El solicitante se compromete a:

1. Realizar unicamente la recoleccion de la informacién autorizada.
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2. Mantener la confidencialidad y la soguridad de la informacién de los

participantes, haciendo uso de esta Gnicamente para lo expuesto en esla
solicitud

3. Para presentacionas publicas de la infermacién recolactada se daran los créditos
currespundientes al Laboralorio qua incluyan 18 procedencla de los datos,

Firma del solicitante:

e (
.'. =, f.}_l, pAY
{ xg ‘_@‘&t&\&’]
Facha: 28/08/16
Nombre: Carlos Jesis Cortez Rodriguez
Vinculacldn con Cytometric Bioservices SAG:

RESPUESTA A LA SOLICITUD:
Tras la verificacion de lo expussto en ssla solicitud en relacion con el uso de la
infarmacion, sl procedimiento propuesta y la pertinencia del mismo, esla solilud es:

Autorizada: _K_ No autorizada:

ObEervaciones:............c.occrvmmmsimnmmssmssssnmss s

B R BB B R EE 08 BBkl 8 8 hERid b id 0408 andoaanannbsnsne nneamn.a—s aamma s e mm—n e e mmm e s e e ha m . e e

En constancia de lo anterior y en safial de aceptacién se firma el presente acuerdo:

CrT
WGUSTING ALACGAT, PAFRA EROAAR
GEREMNJE GEM '-FP;’\'L
CYTOMETRICBIOSERVICES SAL
R n5hone

e —

Fecha: Z8/0B/16-"
Nombre: Agustin Carlos Alberte Zafra Escobar
Gerenta-Ceneral de Cytometric Bloservices SAC

Elabarackin realizada por Carlos Cores R, Dalos [acililados por;
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ANEXO 7

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
FACULTAD DE MEDICINA
EP TECNOLOGIA MEDICA

Titulo de la tesis: “Caracteristicas inmunofenotipicas de las leucemias linfoblasticas agudas diagnosticadas en un laboratorio de
Lima-Pert durante el periodo 2013 -20157.

Autor: Bach. T M. Carlos Jesiis Cortez Rodriguez

LISTA DE EXPERTOS PARA LA VERIFICACION DEL INSTRUMENTO

No | Nombres y Apellidos Grado Académico- Cargo Institucion Teléfono
Especialidad
1 | Dr. Richard Dyer Médico con especialidad en | Jefe del area de Anatomia | Oncosalud/ 962335086
Velarde-Alvarez Anatomia Patolégica y mas de | Patologica en  Oncosalud. | Cytometric
20 afios de experiencia en | Director Médico y sub-gerente | piocarvices SAC]
citometria de flujo de Cytometric Bioservices
SAC.
2 | Dr. Bladimiro Sabino Médico con especialidad en |Jefe del servicio de | INSN-San Borja 916205854
Choque Calderon Patologia Clinica v 5 afios de | Hematologia especializada
experiencia en citometria de | del servicio de Patologia
flujo. Clinica del INSN SB.
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Mg. Jeniffer Azafa Licenciada en TM con una | Especailista de Producto del | Becton Dickinson 949519736
Yupanqui maestria en Biologia y Clinica | drea de  Biosciencias | (BD)

del Cancer realizada en el|(Citometria de Flujo) de

Centro de Investigacion del | Becton Dickinson (BD).

Cancer de la Universidad de

Salamanca (Espafia). Cuenta

con mas de & anfios de

experiencia en citometria de

flujo.
Mg. Julia Moya Licenciada en TM.. con Maestria | Analista en el servicio de | INEN/ Cytbio 095060311
Naranjo en Gestion de los Servicios de la | citometria de flujo en el

Salud y 12 afios de experiencia en | [NEN y Especialista de

diagndstico de Neoplasias aplicaciones en Cythio.

Hematologicas.
Msc (). César Rivera Licenciado en T .M. Maestria en | Analista en el servicio de INSN-SB 094334943

Orcoapaza

Ciencias en Investigacion
Epidemiologica y 7 afios de
experiercia en citometria de

flujo.

citometria de flujo en el

INSN-8B.
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ANEXO 8

VERIFICACION POR EXPERTOS DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Tesis para optar el titulo de Licenciado en Tecnologia Médica en el rea de Laboratorio Clinico y Anatomia Patologica “CARACTERISTICAS
INMUNOFENOTIPICAS DE LAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS DIAGNOSTICADAS EN UN LABORATORIO DE
LIMA-PERU DURANTE EL PERIODO 2013-2015”

Autor: Bach. T.M. Carlos Jesis Cortez Rodriguez / Asesor: Mg. Eduardo Verdstegui Lara / Co-asesor: Lic. TM. César Rivera Orcoapaza

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
1 | DATOS CODIGO DE MOTIVO/ CO SEXO EDAD| TIPODE PORCENTAIJE
GENERALES INGRESO MUESTRA (blastos
leucémicos) |
M I F MO | SP
| i [
Tl | INMUNOFENOTIPO LINAJE (Criterio WHO 2008)
DIAGNOSTICO smCD3 cyCD3 D19 cyCD79a Cycp22 cDI0 CyMPO
(Rellenar las cuadriculas 2
bimeesrtygspit GRADO DE DIFERENCIACION Y ESTADIO MADURATIVO B EXPRESIONES ABERRANTES INFIDELIDAD
: (B)
m’“ ouTdT | CD34 | CD38 | CDIO | CD20 | cylgM | smigM | smLambda | smKappa | CDI3 | CD33 ] CDIS | CDI17 | CDI23 | CDé6e
GRADO DE DIFEREN Y ESTADIO MADURATIVO T EXPRESIONES ABERRANTES/ INFIDELIDAD
T)
uTdT [ CD34 | CD99 [ CD7[ CD5 [ CD2 | CD4 | CD8 | CDla | TCR | TCR | CD4SRA | CDI3 | CD33 | CDIS | CDI17 | CDI123 | CDI0
ab | gd
T | CONCLUSION
FINAL
CONFORMIDAD DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS
Nombre del experto: /A2 3a&D Kob2Péo | | Aprobade Aprobado con observaciones No Aprobado
Dyee \z e — ALuage2
Firma del experto:
CHOM RCES S )< Observaciones:
 AVAREZ :
RCHARD Rgvct:i o\g% AOWM

OLe
CMP 17738 ANE 11500
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ANEXO 9

rmmmdmamurmhmmdmaummummmmamimw
INMUNOFENOTIPICAS DE LAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS DIAGNOSTICADAS EN UN LABORATORIO DE
LIMA-PERU DURANTE EL PERIODO 2013-2015”

AuhnMT.M.CaﬂoaJm’uCumRodﬂm/AmM&MVMWIMU&MC&NV&W

R i ~ FICHA DE RECOLECCION DE DATOS }
T [DATOS |~ CODIGODE | MOTIVO/ DIAGNOSTICO SEXO EDAD| TIPODE | PORCENTAJE
GENERALES |  INGRESO PRESUNTIVO MUESTRA (blastos
Al M T o MO | SP
hd |
1 | INMUNOFENOTIPO ‘ , LINAJE (Crilerio WHO 2008) .
m smCD3 oyCD3 cD19 - CD79a Cycp2a CDI0 cyMPO
(Rellenar las cvadriculas
""""‘“ . GRADG DE DIFERENCIAGION Y ESTADIO MADURATIVO B | EXPRESIONES ABERRANTES/ INFIDELIDAD
| fromeronid WiTdT | CD3 | CD38 | CDI0 | CD20 | cylgM | smlgM | smLambda | saKappe CDI3 [ CD33 | CD1S | CD117 | CDI23 | CD66e
i | A emnonsm—n_‘mm:vmmom’—nvor EXPRESIONES ABERRANTES/ INFIDELIDAD
: sl T)
ouTdT [ CD34 | CD99 [ CD7 | CDS | CD2 | CD4 | CDS | CDla | TCR | TCR | CD4SRA | CDI3 | CD33 | CDIS | CD117 | CD123 | CDIo
ab | gid
T | CONCLUSION

, .CONFORMIDAD DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Nombr; del experto Aprobado Aprobado con observaciones No Aprobado
DAy TG, (Acaeu) : i ;

=L || X e

P
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ANEXO 10

VERIFICACION POR EXPERTOS DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Tesis para optar el titulo de Licenciado en Tecnologia Médica en el drea de Laboratorio Clinico y Anatomia Patologica “CARACTERISTICAS
INMUNOFENOTIPICAS DE LAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS DIAGNOSTICADAS EN UN LABORATORIO DE
LIMA-PER(F DURANTE EL PERIODO 2013-2015"

Autor: Bach. T.M. Carlos Jesus Cortez Rodriguez / Asesor: Mg. Eduardo Verastegui Lara / Co-asesor: Lic. TM. César Rivera Orcoapaza

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

1 | DATOS CODIGO DE MOTIVO/ DIAGNOSTICO SEXO EDAD |  TIPODE PORCENTAJE
GENERALES INGRESO PRESUNTIVO MUESTRA (blastos
leucémicos)
M } F MO % SP
11 | INNUNOFENOTIPO LINAJE (Criterio WHO 2008)
DIAGNOSTICO smCD3 oyCD3 cD19 yCD79a CyCD22 CDI10 yMPO
(Rcllenlrhscugd_rkulu
en blando describiendo la GRADO DE DIFERENCIACION Y ESTADIO MADURATIVO B EXPRESIONES ABERRANTES/ INFIDELIDAD
expresion de los (B)
ml’“ muTdT | CD34 | CD38 [ CD10| CD20 | cylgM | smigM | smLambda | smKappa | CDI3 | CD33 | CDIS | CD117 | CD123 | CD66c
GRADO DE DIFERENCIACION Y ESTADIO MADURATIVO T EXPRESIONES ABERRANTES/ INFIDELIDAD
T)
nuTdT | CD34 | CD99 | CD7 | CDS | CD2 | CD4 | CDS | CDla | TCR | TCR | CD45RA | CD13 | CD33 | CDI5 | CD117 | CDI23 | CD10
ab | gd
11 | CONCLUSION
FINAL
CONFORMIDAD DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS
Nombre del experto: Aprobado Aprobado con observaciones No Aprobado
AZANA YUPANGUL JUBITH JENIFEER
Firma del experto: !
; cTMP: 35
(/pél :P 26 >< Observaciones:

68




ANEXO 11

VERIFICACION POR EXPERTOS DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Tesis para optar el titulo de Licenciado en Tecnologia Médica en el drea de Laboratorio Clinico y Anatomia Patologica “CARACTERISTICAS
INMUNOFENOTIPICAS DE LAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS DIAGNOSTICADAS EN UN LABORATORIO DE

LIMA-PERU DURANTE EL PERIODO 2013-2015"
Autor: Bach. T.M. Carlos Jesis Cortez Rodriguez / Asesor: Mg. Eduardo Verastegui Lara / Co-asesor: Lic. TM. César Rivera Orcoapaza

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

1 | DATOS CODIGO DE MOTIVO/ EDAD|  TIPODE PORCENTAJE

GENERALES INGRESO PRESUNTIVO MUESTRA (blastos

leucémicos)
™M T F MO I 53

T | INMUNOFENOTIPO LINAJE (Criterio WHO 2008)

DIAGNOSTICO smCD3 cyCD3 cDI9 &CD79 Cycp22 cD10 yMPO

(Rellenar las cuadriculas :

"'"""‘“ e GRADO DE Y ESTADIO MADURATIVO B EXPRESIONES ABERRANTES/ INFIDELIDAD

m’-" nuTdT | CD34 | CD38 | CDIO | CD20 | cylgM | smigM | smiambda | smKappa | CDI3 | CD33 | CDIS | CDI17 | CDI23 | CD66c

momvmmmmvor EXPRESIONES ABERRANTES/ INFIDELIDAD
(T)
DUTdT | CD34 | CD99 | CD7 | CD5 | CD2 | CD4 | CD8 | CDIa | TCR | TCR | CD4SRA | CDI3 | CD33 | CDIS | CD117 | CDI23 | CDIO
ab | gd

'TII | CONCLUSION

FINAL

CONFORMIDAD DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre del experto: Aprobado Aprobado con observaciones No Aprobado
TiA Aed Moss #Maemsp
Firma del experto:

D, crrec|| X [

S i
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ANEXO 12

VERIFICACION POR EXPERTOS DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Tesis para optar el titulo de Licenciado en Tecnologia Médica en el 4rea de Laboratorio Clinico y Anatomia Patologica “CARACTERISTICAS
INMUNOFENOTIPICAS DE LAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS DIAGNOSTICADAS EN UN LABORATORIO DE
LIMA-PERU DURANTE EL PERIODO 2013-2015"

Autor: Bach. T.M. Carlos Jesus Cortez Rodriguez / Asesor: Mg. Eduardo Verastegui Lara / Co-asesor: Lic. TM. César Rivera Orcoapaza

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

I | DATOS CODIGO DE MOTIVO/ DIAGNOSTICO SEXO EDAD TIPO DE PORCENTAIE
GENERALES INGRESO PRESUNTIVO MUESTRA {blastos
leucémicos)
M [ F MO [ SP
|
Il | INMUNOFENOTIPO LINAJE (Criterio WHO 2008)
(TEXSEILES. smCD3 cyCD3 cD19 cyCD79a CyCD22 €D10 cyMPO
(Rellenar las cuadriculas
;‘:’g'::‘g; S:f‘l‘:;"‘fﬂd“ a GRADO DE DIFERENCIACION Y ESTADIO MADURATIVO B EXPRESIONES ABERRANTES/ INFIDELIDAD
1
(B}
e muTdT | CD34 | CD38 | CD10| CD20 | cylgM | smigM | smLambda | smKappa | CDI3 | CD33 | CDIS | CD117 | CD123 | CD66e
GRADO DE DIFERENCIACION ¥ ESTADIO MADURATIVO T EXPRESIONES ABERRANTES/ INFIDELIDAD
T)
muTdT | CD34 | CD99 | CD7 | CD5 | CD2 | CD4 | CD8 | CDla | TCR | TCR | CD45RA | CDI3 | CD33 | CDI5 | CD117 | CDI23 | CDIO
ab | gid
III | CONCLUSION
FINAL
CONFORMIDAD DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS
Nombre del experto: César Rivera Orcoapaza Aprobado Aprobado con observaciones No Aprobado

Firma del experto: X

Observaciones:

CTMP: 10651
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ANEXO 13

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ,'
FACULTAD DE MEDICINA

«Afio de la lucha contra la corrupcion y la impunidad

Lima, 12 de julio de 2019
RESOLUCION DE DECANATO N° 1522-D-FM-2019

Visto el Expediente N° 11677-FM-2019 de fecha 27 de junio de 2019 de la Unidad de Trémite Documentario
y Archivo de la Facultad de Medicina, sobre aprobacién de Proyectos de Tesis.

CONSIDERANDO:

Que, mediante Resolucién de Decanato N° 1569-D-FM-2013 ratificada con Resolucién Rectoral N°® 01717-
R-2016 de fecha 19 de abril de 2016, se aprueba el Reglamento para la Elaboracién de Tesis para optar el
Titulo Profesional en las Escuelas Académico Profesionales de la Facultad de Medicina, que en su
Capitulo I Introduccién, Art. 2: establece que: “La tesis debe ser un trabajo inédito de aporte original, por la
cual se espera que los estudiantes adquieran destrezas y conocimientos que los habiliten para utilizar la investigacién
como un instrumento de cambio, cualquiera sea el campo del desempefio” asi mismo, en su Capitulo VI: Del
Asesoramiento de la tesis: Art. 28 establece que: “La Direccin de la EAP con la opinidn favorable del Comité de
Investigacion, solicitard a la Direccién Académica la Resolucién Decanal respectiva para proceder a su ejecucion”;

Que, mediante Oficios N° 1273-1276/FM-EPTM/ 2019, el Director de la Escuela Profesional de Tecnologia
Médica, informa que los Proyectos de Tesis que figuran en la propuesta cuentan con opinién favorable de
la Comisi6én de Investigacion de la citada Escuela para su ejecucion; y,

Estando a lo blecido por el E de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y las
atribuciones conferidas por la Ley Universitaria N° 30220;

SE RESUELVE:

1° Aprobar los Proyectos de Tesis, segtn detalle:

Estudiante:

Soffa Kimberly Yapias Bartolo

Cédigo de matricula N° 14010447 Titulo del Proyecto de Tesis:

E.P. de Tecnologia Médica

Area: Laboratorio Clinico y Anatomfa | “INTERVALOS DE  REFERENCIA DE
Patologica COLESTEROL SERICO TOTAL EN JOVENES
Asesor: ADULTOS DE LIMA METROPOLITANA, 2019”
Dr. Miguel Hernan Sandoval Vegas

Codigo docente: 079839

Estudiante:

Carlos Jests Cortez Rodriguez Titulo del Proyecto de Tesis:

Cédigo de matricula N° 09010304

E.P. de Tecnologfa Médica “CARACTERISTICAS INMUNOFENOTIPICAS
Area: Laboratorio Clinico y Anatomia | DE LAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS
Patolggca AGUDAS DIAGNOSTICADAS EN UN
Asesor: LABORATORIO DE LIMA-PERU DURANTE EL
Mg. Eduardo Augusto Ver4stegui Lara PERIODO 2013-2015 ”

Cédigo docente: 073784

2° Encargar a la Escuela Profesional de Tecnologia Médica el cumplimiento de la presente resolucién.

Registrese, comuniquese, archivese.

Av. Grau 755 - Lima 1. Apartado Postal 529 — Lima 100 —Peri Telf. (511) 3283229 — (511) 3283238
Web: www.medicina.unmsm.edu.pe

(Universidad del Peri DECANA DE AMERICA) (g | \
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ANEXO 14

ANALISIS DE LA NORMALIDAD DE LA DISTRIBUCION DE PACIENTES CON
DIAGNOSTICO DE LLA, SEGUN LA EDAD

Percentiles Smallest
1% 1 1
5% 2 1
10% 3 2 Obs 129
25% 5 2 Sum of Wgt. 129
Mean 18.27907
Largest Std. Dev. 18.10256
75% 26 67
90% 49 67 Variance 327.7028
95% 56 71 Skewness 1.365643
99% 71 78 Kurtosis 3.94792
wn
o
<
3-
O
2°
2
[«}]
=
8
5 -
(=} T T T T T
0 20 40 60 80

Edad

En este caso la mejor forma de representar la edad seria en mediana (p25
- p75) Edad:
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ANEXO 15

EVALUACION DE LA NORMALIDAD DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE
LLA, SEGUN LA EDAD Y SEXO

SEXO | mean sd p50 p25 p75
_______ +__________________________________________________
Mujer | 17.78125 17.94566 4.5 30
Varén | 18.76923 18.38203 6 22
_______ e
Total | 18.27907 18.10256 5 26
Mujer Varén
[Le]
8
=T
S
=
7]
c
[
(]
N
S
L= T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Edad
Graphs by Sexo

En el grupo género la edad debe ser expresada en mediana (p25 - p75)
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ANEXO 16

EVALUACION DE LA NORMALIDAD DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE
LLA, SEGUN LA EDAD CATEGORIZADA

Edad | N mean sd p50 P25 p75
_____________ o
Nifo | 69 6 3 8
Adolescente | 16 14 12 15.5
Joven | 14 21.5 19 22
Adulto | 25 43 35 50
Adulto mayor | 5 67 67 71
_____________ +____________________________________________________________
Total | 129 11 5 26
Nifio Adolescente Joven
10
8
o- T T T T T
% 0 20 40 60 80
&
a Adulte Adulto mayor
0
&
o T T T T T T T T T T

0 20 40 60 80 O 20 40 60 80

Edad
Graphs by Edad categorizada

En este grupo usaria en todos los grupos
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ANEXO 16

EVALUACION DE LA NORMALIDAD DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE
LLA, SEGUN LA EDAD Y LINAJE

Linajes | N mean sd 50 P25 P75
_________ +________________________________________________________________
Linaje B | 118 18.11864 18.20922 5 26
Linaje T | 11 20 17.6522 8 42
_________ o

Total | 129 18.27907 18.10256 5 26
Linaje B Linaje T
(o]
S
==
S
=
7]
c
17
(]
o™
S
L= T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 O 20 40 60 80
Edad
Graphs by Linajes

En linajes vs edad utilizaria medianas (p25 - p75)
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ANEXO 17

EVALUACION DE LA NORMALIDAD DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE
LLA By T, SEGUN LA EDAD Y ESTADIO MADURATIVO

Estadio | N mean sd p50 p25 p75
_________ o
B comin | 89 20.69663 19.58049 5 34

Pre B | 25 10.24 9.976138 4 11
Pro B | 4 10 9.309493 2 18

| 1 42 . 42 42 42
| 1 44 . 44 44 44
| 6 11.66667 4.844241 10.5 8 12
| 3 21.33333 27.53785 8 3 53
_________ +________________________________________________________________
Total | 129 18.27907 18.10256 11 5 26

o B comun Pre B Pro B

‘8,

oJ

© Pre T Pro T Cortical
2 7
2] "o}
g 8
0

o- T T T T T T T T T T

0 20 40 60 80 O 20 40 60 80
Medular

0 |

‘8,

o T T T T T

0 20 40 60 80

Edad
Graphs by Estadio madurativo

En edad vs estadio madurativo solo trabajaria en el linaje B y en medianas (p25 -
p75)

B comin: 12 (5 -34)
Pre B: 8 (4 - 11)
Pro B: 10 (2 -18)

En el linaje T hay estadios que tienen un solo individuo, por lo cual no es
factible presentar los datos de edad con medidas de tendencia central.

76



ANEXO 18

EVALUACION DE LA NORMALIDAD DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE
LLA B, SEGUN EDAD CATEGORIZADA

> Linajes = Linaje B

Summary for variables: EDAD

by categories of: edad (Edad categorizada)

edad2 | mean sd P25 p50 p75 N
_____________ +____________________________________________________________
Nifio | 5.698413 2.992652 3 5 8 63
Adolescente | 14.2 1.897367 12 14 16 15
Joven | 21.76923 3.419402 19 22 22 13
Adulto | 42.59091 8.661129 35 42 50 22
Adulto mayor | 69.2 5.674504 67 67 71 5
_____________ +____________________________________________________________
Total | 18.11864 18.20922 5 11 26 118
Linaje B
=3
© [ 3
o_
[(e]
=}
T Q|
S =5
ww
1
L3
o =
) =
| ==
Nifio Adolescente Joven Adulto Adulto mayor

Graphs by Linajes

Grafica de cajas de la distribucién de los casos de LLA-B, segun la edad categorizada.
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