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RESUMEN  

Introducción: La leucemia linfoide aguda (LLA) constituye del 75 al 80 % del total 
de leucemias agudas (LA) en la edad pediátrica.  
Objetivo : Establecer la correspondencia entre los criterios morfológicos e 
inmunológicos por citometría de flujo (CMF), en un grupo de niños con diagnóstico de 
LA y pancitopenia grave.  
Métodos: se realizó un estudio en niños con LA procedentes de varios servicios 
oncohematológicos del país, entre enero de 2008 y mayo de 2015. El 
inmunofenotipaje celular de la médula ósea se realizó por CMF.  
Resultados: Del total de enfermos, 150 fueron LLA por CMF. En 111 (74 %) 
pacientes se diagnosticó LLA de fenotipo B y en 39 (26 %) LLA de fenotipo T. En 122 
enfermos (81,3 %) hubo correspondencia entre la morfología linfoide de los blastos y 
el diagnóstico de LLA por CMF. En 28 pacientes no se encontró correspondencia entre 
el diagnóstico morfológico e inmunológico. En 26 de estos niños, la morfología no 
identificó el linaje celular leucémico y el diagnóstico de LLA se realizó exclusivamente 
por la CMF. En un paciente, donde la morfología de los blastos mostró características 
de precursores mieloides, la CMF evidenció la expresión de antígenos inmaduros de la 
línea linfoide y se concluyó como una LLA pro-B. En un paciente con pancitopenia 
grave, diagnosticó una LLA pre-T por CMF.  



      Revista Cubana de Hematología, Inmunol y Hemoter. 2016;32(4) 
 

  
http://scielo.sld.cu 

484

Conclusiones: Estos resultados demuestran que la CMF es una técnica altamente 
sensible y específica, no solo para definir el linaje celular leucémico sino, además, 
para identificar aquellos subtipos de LLA de difícil diagnóstico morfológico, lo que 
permite la instauración del tratamiento antileucémico específico.  

Palabras clave: leucemia linfoide aguda; morfología; citometría de flujo. 

 

ABSTRACT  

Introduction: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is 75 to 80 % of all acute 
leukemias in childhood .  
Objective: To stablish correspondance between morphologic and immnunologic, by 
flow cytometry (FCM), criteria in a group of children with acute leukemia (AL) and 
severe pancytopenia.  
Methods: Between January 2008 and May 2015 a study with children with AL, from 
different Oncology and Hematological services of the country was carried out. The cell 
bone marrow immunophenotyping was performed FCM.  
Results: O f these, 150 were ALL for FCM. B cell -ALL was diagnosed in 111 (74 %) 
patients, and T- ALL in 39 (26 %) with phenotype T -ALL. In 122 patients (81.3 %) 
there was correspondence between the morphology of lymphoid blasts and diagnosis 
of ALL, by FCM. In 28 patients no correlation between morphological and immune 
diagnosis was found. In 26 of these children, morphology did not identify the 
leukemic cell line and the diagnosis of ALL was performed exclusively by FCM. In a 
patient where the morphology of blasts showed features of myeloid precursors, the 
FCM showed expression of immature antigens of lymphoid precursors and concluded 
as a pro-B ALL. In a patient with severe pancytopenia, pre-T ALL was diagnosed by 
FCM.  
Conclusions: These results demonstrate that CFM is a highly sensitive and specific 
technique, not only to define the leukemic cell line but also to identify those subtypes 
of difficult morphological diagnosis, allowing the introduction of specific anti-leukemic 
treatment.  

Keywords : acute lymphoblastic leukemia; morphology; flow cytometry.  

 

  

 
 

INTRODUCCIÓN  

La leucemia linfoide aguda (LLA) es la neoplasia más frecuente en la infancia, 
representa del 30 al 40 % de los tumores malignos en la edad pediátrica, tiene una 
incidencia global anual de 3 a 4 casos por cada 100 000 niños menores de 15 años, 
constituye de 75 a 80 % del total de leucemias agudas (LA) y es la segunda causa de 
muerte, en este periodo de la vida.1-3  

El Grupo Franco-Americano-Británico (FAB) para el estudio de las leucemias agudas 
(LA), basa su clasificación en las características morfológicas de los blastos4. A través 
de las técnicas de inmunofenotipaje celular (IFC), la LLA se clasifica en distintos 
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subtipos inmunológicos, que se basan en los modelos de diferenciación y maduración 
linfocitaria.5  

La citometría de flujo (CMF) constituye una técnica de avanzada, automatizada y 
altamente sensible, muy útil para el estudio del inmunofenotipo de las células 
normales y tumorales. Esta ofrece una información simultánea de varios parámetros 
celulares, tales como: tamaño, granulosidad interna, expresión de antígenos de 
superficie y citoplasmáticos y coexpresión de marcadores aberrantes sobre el mismo 
blasto.6,7 

El objetivo de esta investigación fue evaluar la correspondencia entre los criterios 
morfológicos e inmunológicos por CMF, en un grupo de niños con diagnóstico de LA y 
pancitopenia grave.  

  

MÉTODOS  

Se estudiaron todos los pacientes pediátricos con LA procedentes de los diferentes 
servicios oncohematológicos del país, entre enero de 2008 y mayo de 2015. El IFC se 
desarrolló por la técnica de CMF, en el departamento de Inmunología del Instituto de 
Hematología e Inmunología, con el empleo de anticuerpos monoclonales (AcMo) 
dirigidos contra los antígenos de diferenciación linfoides y mieloides:  

Anticuerpos monoclonales  Fluorocromos Clones  
Anti- CD2  Isotiocianato de flouresceína (FITC)*  MT910  
Anti- CD3  Ficoeritrina (PE)* UCHT1  
Anti- CD5  PE* DK23  
Anti- CD7  FITC* CBC.37  
Anti- CD4/CD8  FITC/PE* Multi MixTM 
Anti- CD10/CD19 FITC/PE* Multi MixTM 
Anti- CD20  PE* B- Ly1  
Anti- CD79a  FITC* SN8  
Anti- CD13  PE* WM- 47  
Anti- CD14  FITC* TÜK4  
Anti- CD15  FITC* C3D- 1  
Anti- CD33  FITC* WM- 54  
Anti- CD34  PE* BIRMA- K3 
Anti- CD38  FITC* AT13/5  
Anti- CD45  Aloficocianina (APC)* T29/33  
Anti- CD117  PE* 104D2  
Anti- HLA-DR  PE* AB3  
Anti- mieloperoxidasa (MPO)  FITC* - 7  

*: DAKO, **: Beckman Coulter.  

En todos los casos, los AcMo conjugados directamente a los fluorocromos: FITC, PE y 
APC, fueron previamente titulados. Se utilizó la dilución óptima de fluorescencia del 
reconocimiento de la reacción antígeno-anticuerpo, no solo con fines económicos sino, 
también, para evitar la sobresaturación del antígeno.  

Para determinar la cantidad en µL de médula ósea (MO) a utilizar para cada 
determinación antigénica, se utilizó la siguiente fórmula:  
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Las muestras se incubaron durante 20 a 30 min, protegidas de luz y a temperatura 
ambiente. Para la detección de los antígenos intracitoplasmáticos (CD3, CD79a y 
MPO), se empleó previamente 250 µL del reactivo permeabilizador-estabilizador BD 
Cytofix/Cytoperm TM, el cual se incubó por 30 min, a temperatura ambiente. El lisado 
de los hematíes se llevó a cabo con cloruro de amonio, durante 10 min, a 
temperatura ambiente. Posteriormente, las células fueron lavadas en dos ocasiones 
con cloruro de sodio al 0,9 % y centrifugadas durante 10 min a 1 500 rpm. Las 
células se fijaron con 300 μL de formaldehido a 1 % para conservar su viabilidad y 
luego, fueron guardadas a 4oC hasta ser leídas en un citómetro GALLIOS, Beckman 
Coulter.  

Los datos obtenidos se analizaron con el empleo del programa informático Kaluza, 
versión 1.2.  

Se consideró positivo, si el porcentaje fue igual o mayor que el 20 % de los blastos 
que expresaron el antígeno en la membrana celular e igual o mayor que el 10 %, para 
los antígenos intracitoplasmáticos.  

Las LLA se clasificaron inmunológicamente, según los criterios del Grupo EGIL 8 

basados en los diferentes marcadores antigénicos expresados sobre los blastos. Se 
excluyeron los enfermos con diagnóstico morfológico de LLA y que por CMF se 
concluyeron como leucemias agudas híbridas.  

Como medidas de resumen para las variables cualitativas se utilizaron las frecuencias 
absolutas y los porcentajes. Para validar los resultados en términos de significación 
estadística se utilizó un nivel de confianza de 95 % y se consideró significativo todo 
valor de p < 0,05.  

  

RESULTADOS  

Del total de pacientes estudiados, 89 (59,3 %) fueron del sexo masculino y 61 (40,7 %) 
del femenino, con un promedio de edad de 7,3 años y un rango de 2 meses a 18 años. 
Del total de LA, 150 fueron diagnosticadas como LLA por CMF. De estas, 111 (74 %) de 
fenotipo B y 39 (26 %) de fenotipo T. La variedad B común predominó (51,3 %) en 
relación con el resto de los subtipos inmunológicos. Los enfermos con LLA-T temprana 
(pro-T y pre-T) prevalecieron sobre aquellos con la variedad T madura.  

En la tabla se muestra la correspondencia entre los diagnósticos morfológico e 
inmunológico por CMF de los pacientes estudiados.  

 

 

 

 



      Revista Cubana de Hematología, Inmunol y Hemoter. 2016;32(4) 
 

  
http://scielo.sld.cu 

487

 

 

 

 

 

En 122 enfermos (81,3 %) hubo correspondencia entre la morfología linfoide de los 
blastos y el diagnóstico inmunológico de LLA por CMF. De estos, 63 (51,6 %) 
presentaron un fenotipo B común. En 28 pacientes no se encontró correspondencia 
entre el diagnóstico morfológico y el inmunológico. En 26 de estos niños, la 
morfología no identificó el linaje celular leucémico y el diagnóstico de LLA se realizó 
exclusivamente por la CMF. En este grupo de enfermos, también predominó la 
variedad B común (53,8 %). En el paciente donde la morfología de los blastos mostró 
características de precursores mieloides, la CMF evidenció la expresión de antígenos 
inmaduros de la línea linfoide y se concluyó como una LLA pro-B (figura 1).  

En el paciente con pancitopenia grave, el aspirado medular tan escaso no permitió a 
la morfología convencional dar una definición precisa del linaje de la LA. En este caso, 
la CMF diagnosticó una LLA pre-T (figura 2), diagnóstico que fue corroborado por 
inmunohistoquímica, a partir de la biopsia medular.  
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DISCUSIÓN  

El diagnóstico inmunológico por CMF de las LA es primordial para confirmar el 
diagnóstico morfológico, definir el estado de maduración celular leucémico y clasificar 
a la LLA, en distintos subtipos inmunológicos.9,10 
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En este estudio, los pacientes presentaron una distribución por edad y sexo similar a 
lo que muestran otros investigadores.11-13  

La LLA de fenotipo B fue más frecuente que la de fenotipo T, similar a lo que 
describen otros grupos de trabajo. La LLA-B común predominó sobre el resto de las 
variedades inmunológicas de la LLA en el niño, este subtipo inmunológico pudiera 
resultar de una respuesta anómala a una infección habitual, probablemente viral, que 
ocurre tardíamente en la infancia en los países más desarrollados.14 -16  

La LLA-T se comportó de forma similar a la de países desarrollados y menor que, en 
India, Egipto, África ecuatorial y niños mapuches chilenos, lo que se pudiera explicar 
por la precocidad y recurrencia de las infecciones en la infancia en los países menos 
desarrollados, debido al hacinamiento y a una menor protección por vacunas que 
estimulan la inmunidad7,18 

En la mayoría de los pacientes (81,3 %), se encontró una correspondencia entre la 
morfología linfoide de los blastos y el diagnóstico inmunológico por CMF de LLA, lo 
cual coincide con otros autores9-21 Sin embargo, en 26 niños con LA las técnicas 
morfológicas convencionales no permitieron definir el linaje celular leucémico, el cual 
solo pudo precisarse por la CMF.  

En el paciente con diagnóstico morfológico de LANL, se concluyó por CMF como una 
LLA de fenotipo pro-B. Esta variedad anteriormente denominada nula, predomina en 
menores de un año de edad y en ella la trasformación leucémica ocurre en el primer 
estadio de diferenciación linfoide B11,17. En el 5 al 40 % de los enfermos con este 
subtipo inmunológico, los blastos pueden expresar además, antígenos mieloides 
fundamentalmente, CD15 y CD65, lo cual pudiera explicar su apariencia mieloide.22,23  

Algunos investigadores reportan que entre 8 y el 12 % de las LLA se presentan con 
pancitopenia y alrededor de 2 % con una MO hipocelular, lo cual dificulta su 
diagnóstico por morfología y, en algunos enfermos, puede erróneamente 
diagnosticarse una anemia aplásica.24-27 En este estudio, se diagnosticó por CMF una 
LLA pre-T en un paciente que debutó con pancitopenia grave.  

Villareal y cols, reportan dos enfermos con pancitopenia que desarrollaron una LLA de 
fenotipo B, seis meses después.24 Ambos pacientes tuvieron en común infecciones 
virales y bacterianas previio a la pancitopenia, con recuperación espontánea o 
inducida por tranfusión y, posteriormente, una linfoproliferación monoclonal.  

Raja y cols demostraron en 22 pacientes pediátricos con pancitopenia, que la CMF 
tiene una sensibilidad y especificidad del 100 %, respectivamente en el diagnóstico de 
la LLA.27 La mayoría de estos pacientes presentaron fenotipos de LLA B común y pre-
B, asociados con un gran número de anormalidades citogenéticas, tales como: 
t(4;11), t(9;22) y amplificación intracromosomal del cromosoma 21. Estos autores, 
refieren que el proceso de leucemogénesis pudiera ser explicado por la asociación de 
varios factores implicados, tales como: una posible disrupción clonal con un estado 
preleucémico real, coexistencia de infección viral o bacteriana, incremento en las 
concentraciones de corticoesteroides endógenos, exposición a toxinas exógenas y 
finalmente, proliferación linfoblástica no controlada. En estos enfermos, la 
recuperación espontánea de la MO aplásica, pudiera ser parte de la historia natural de 
presentación de la LLA o un pródromo de esta.  
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Los resultados obtenidos en esta investigación demostraron que la CMF es una técnica 
altamente sensible y específica, no solo para definir el linaje celular leucémico, 
clasificar a la LLA en distintas variedades inmunológicas sino, además, para identificar 
aquellos subtipos de difícil diagnóstico morfológico, particularmente, en enfermos con 
pancitopenia grave, como una forma más de presentación de la enfermedad.  
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