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Resumen
Objetivos: Evaluar la utilidad diagnóstica del inmunofenotipo en el líquido cefalorraquídeo 
(LCR) en una cohorte de niños con leucemia linfoblástica aguda.
Material y métodos: Estudio de prueba diagnóstica (transversal comparativo) que se llevó a 
cabo entre marzo de 2010 y enero de 2012 en el Hospital Infantil de México Federico Gómez.
Resultados: Se incluyeron 111 muestras de LCR para evaluación. Por citomorfología, 85 LCR se 

-

-
-

Conclusiones: Es necesario incluir la evaluación del LCR en los pacientes con leucemia linfoblás-
tica aguda como una prueba paralela con el objeto de incrementarla sensibilidad y efectuar una 
correcta evaluación del paciente.
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leukemia

Abstract
Objective: 
(CSF) in a cohort of children with acute lymphoblastic leukemia (ALL).
Material and Methods: A Diagnostic Test Study (cross-comparative) was conducted from March 
2010 to January 2012 at the Hospital Infantil de México Federico Gómez (HIMFG).
Results: One-hundred and eleven CSF samples were included for assessment by cytomorphology. 

the negative predictive value was 92.50; the positive likelihood ratio was 5.94, and the nega-

Conclusions: Inclusion of CSF evaluation is necessary in patients with ALL as a parallel test, in 
order to increase sensitivity, as well as to assess the patients properly.
© 2015, Sociedad Mexicana de Oncología. Published by Masson Doyma México S.A. This is an Open-
Access article distributed under the terms of the CC BY-NC-ND License 4.0.
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Introducción

alteración citogenética que tiene como consecuencia la pro-
liferación monoclonal maligna de células precursoras de es-
tirpe linfoide. Es la neoplasia maligna más frecuente en la 
edad pediátrica, con una incidencia de entre 3 y 4 pacientes 
por cada 100,000 habitantes por año. La edad pico de pre-
sentación es entre los 2 y los 5 años1.

El diagnóstico de certeza se establece al encontrar más 
-

dula ósea1,2.
-

dos por características clínicas y de laboratorio. La intensi-
dad del tratamiento necesario para obtener desenlaces 
favorables varía entre los subconjuntos de niños con LLA .

La presencia de leucemia en el sistema nervioso central 
-

nóstico. Los pacientes con diagnóstico por punción lumbar 
no traumática se pueden ubicar en una de las siguientes 
3 categorías conforme a la cantidad de leucocitos/μl y la 
presencia o ausencia de blastos en la citocentrífuga:

Sistema nervioso central 1: líquido cefalorraquídeo nega-
tivo a la presencia de blastos.
Sistema nervioso central 2: líquido cefalorraquídeo con me-
nos de 5 leucocitos/μl y citocentrífuga positiva a blastos.
Sistema nervioso central 3: líquido cefalorraquídeo con 
5 o más leucocitos/μl y citocentrífuga positiva a blastos.

o SNC2, los niños con LLA que presentan enfermedad del 
SNC, es decir, SNC3 en el momento del diagnóstico, corren 
un mayor riesgo de recaída tanto en el ámbito del SNC como 
sistémicamente . La adversidad del pronóstico asociada al 

estadio SNC2, cuando tal es el caso, se puede superar me-
diante la aplicación de terapia intratecal más intensa, espe-
cialmente durante la fase de inducción . Una punción 

en el momento del diagnóstico parece relacionarse con un 
incremento en el riesgo de recaída en cuanto al SNC y predi-
ce un desenlace general más precario .

en leucemias y linfomas11,12. En la evaluación inicial de los 
pacientes con LLA, el LCR debe ser examinado cuidadosa-
mente y, dependiendo del grado de observación y la expe-

un tercio de los pacientes en el momento del diagnóstico, de 
los cuales la mayoría carece de síntomas neurológicos. El 
análisis citológico convencional ha demostrado ser de utili-
dad; sin embargo, el análisis de las células en el LCR, espe-
cialmente cuando el recuento celular es bajo, es más difícil 
de lo que en general se admite, y no siempre es concluyente. 
Independientemente del nivel de riesgo que se asigne al pa-
ciente, todos reciben tratamiento contra enfermedad no 
mensurable en el SNC debido a que la capacidad de la prue-

modalidades terapéuticas varían en función del estado del 
SNC en el momento del diagnóstico. El compromiso del SNC 

13.
En todos los centros de tratamiento, el diagnóstico de in-

leucocitos por milímetro cúbico de LCR con blastos presen-
tes en una muestra citocentrifugada, o por la presencia de 
parálisis de pares craneales o de masa cerebral en estudios 
de imagen14,15.

diagnóstico puede variar considerablemente dependiendo 
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de los criterios diagnósticos empleados. Algunos de los fac-
tores que contribuyen a la dificultad para establecer el 
diagnóstico son las cuentas bajas de células presentes en las 

-
do de anomalías morfológicas con una escasa cantidad de 
células en el LCR en las preparaciones citocentrifugadas. El 
examen citomorfológico del LCR no demuestra las células 

-
níngea11.

-
cie celular y desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) 
puede enriquecer la información disponible de la morfología 
celular y determinar si las células son o no de origen leucé-
mico .

El examen citológico del LCR es la prueba diagnóstica que 

de microscopía óptica; desafortunadamente, esta técnica 

Tanto la escasez de células en el LCR de pacientes con 
enfermedad de bajo grado como el aspecto inocente de las 
células neoplásicas pueden producir resultados negativos 
falsos. Por su lado, los falsos positivos resultan de la confu-
sión de linfocitos atípicos por linfocitos reactivos; sin em-
bargo, estos son poco frecuentes y por lo general son 
referidos como atípicos y sospechosos12.

Algunas de las moléculas de los anticuerpos monoclonales 

otras son compartidas por varias células. En la actualidad, 
-

citos con base en su morfología macroscópica, pero se sabe 
que existen subpoblaciones de células que son distinguibles 
entre sí por los marcadores que expresan en la membrana 
nuclear, en el citoplasma y en la membrana celular. De ma-
nera global, existen 2 subpoblaciones de linfocitos, los lin-
focitos T y los linfocitos B, los cuales difieren en sus 
funciones y productos proteicos a pesar de que morfológica-
mente son similares .

-

con fenotipos conocidos. Metodológicamente, la citometría 

total de la población linfocitaria, lo cual supera al examen 
citológico del LCR, la prueba de referencia, el cual posee 
baja sensibilidad y presenta una tasa de falsos negativos de 

18,19. Esto debe tenerse en cuenta al 
examinar los leucocitos en el SNC, puesto que su cifra es 
baja en el LCR y en el parénquima cerebral incluso en con-
diciones normales, además de que son dependientes de la 

20-22.
En un estudio para evaluar el valor del inmunofenotipo en 

el LCR de pacientes con linfomas en comparación con la ci-
-

paz de detectar poblaciones anormales en 11 de 
-

logía. La diferencia en el porcentaje de casos positivos fue 
2

-
ción en el SNC, complementando a la citomorfología con-
vencional12.

Homans et al. estudiaron el inmunofenotipo del LCR en 
-

tras de LCR de pacientes con LLA (se excluyeron 18 por con-
taminación y 10 por cantidades insuficientes de células 

-
ron anomalías: tres diagnósticas y 3 sospechosas, así como 

de control estuvo constituido por 104 niños. El inmunofeno-

los linfocitos en el LCR resultó positiva a CD2. En las mues-
tras de niños con LLA, se registró una disminución ligera 

-
p = 0.05 en los controles). El 

porcentaje de células CD10-positivas fue de entre el 50 y el 

-
chosos. Los pacientes con citología normal también mostra-
ron un incremento en el porcentaje de células CD10-positivas 

positividad a CD10 entre los pacientes con citología normal 
en el momento del diagnóstico y el grupo de control, existió 

p = 0.001).
-

nido de células CD10-positivas 2 desviaciones estándar por 

positivas por muestra). Empleando dicho criterio, 9 de 
-

co exhibieron inmunofenotipos anormales frente a 4 de 104 
pacientes en el grupo de control (p = 0.001 x2). Estos resul-
tados pueden verse alterados por células neurales que ex-
presan CD10 o por la absorción de CD10 por los linfocitos 
normales. Para evitar esto, se estudió la presencia de CD10 
y TdT nuclear. En 15 pacientes con LCR normal se encontró 

y que las proporciones de células que expresaban simultá-
versus

del grupo de control (p =.04)23.
Existen diversos estudios que han tratado de comparar el 

valor diagnóstico del inmunofenotipo por medio de citome-

en el SNC en neoplasias hematológicas de manera retros-
pectiva para observar también el desenlace. En uno de ellos 
se estudiaron 219 muestras de LCR evaluadas en el momen-
to del diagnóstico. Se encontró que 48 pacientes mostraron 
un LCR positivo mediante cualquiera de las técnicas: dieci-

-
-

gativa y 2 de ellos experimentaron progresión de la 
enfermedad y fallecieron. En el grupo de los 24 pacientes 

10 sujetos presentaron enfermedad recurrente o progresi-
va. Cuando se evaluó la presencia de células sospechosas, la 

cuales 4 murieron por progresión de la enfermedad: uno en 
el SNC y 3 con diseminación sistémica. Cuando se evaluaron 
las recurrencias en 12 pacientes con un promedio de segui-
miento de 144 días (30-322), todos ellos presentaron una 

4 dudosas y 4 negativas. La sensibilidad de la citometría de 

24.
El empleo del inmunofenotipo mediante anticuerpos mo-

noclonales diversos dirigidos contra antígenos de los linfo-
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citos T y B es capaz de detectar células neoplásicas que 

linfoide en el SNC. El inmunofenotipo posee una sensibili-

en el LCR es más de 2 veces el de la citomorfología .

0.58 de la reacción en cadena de la polimerasa de las inmu-
noglobulinas, en tanto que la especificidad es de 1 para 
la citomorfología y de 0.85 para la reacción en cadena de la 

empleo de las 3 pruebas en forma conjunta mejora la sensi-
.

Material y métodos

Objetivo general

Evaluar la utilidad diagnóstica del inmunofenotipo en el LCR 
en una cohorte de niños con LLA.

Hipótesis

La determinación del inmunofenotipo es una herramienta 

en pacientes con LLA.

Diseño del estudio y selección de pacientes

Estudio de prueba diagnóstica que se llevó a cabo de marzo 
de 2010 a enero de 2012 en el Hospital Infantil de México 
Federico Gómez. Se informó a los padres y/o tutores de los 
pacientes candidatos a la participación en el protocolo so-
bre las implicaciones del mismo y se incorporó a aquellos 
que aceptaron participar. El protocolo fue revisado y acep-
tado por el Comité de Investigación del Hospital Infantil de 
México Federico Gómez (clave de registro del protocolo: 
HIM 2010/034) y se obtuvo el consentimiento informado de 
cada uno de los responsables de los pacientes incluidos en el 
estudio, así como el consentimiento de los niños que requi-
rieron una explicación para participar en la investigación.

Criterios de inclusión: pacientes diagnosticados con LLA 
en el período de marzo de 2010 a enero de 2012. Pacien-
tes sin tratamiento previo con quimioterapia, radiotera-
pia o ambos. Pacientes menores de 18 años que aceptaran 
participar en el estudio.
Criterios de exclusión: muestra de LCR hemorrágico con 
un contenido de más de un eritrocito por 100 en campo de 
alto poder en el estudio citomorfológico mediante prepa-
ración con citocentrífuga.

-
dos como SNC3.

-
dos como SNC1 y SNC2.
Inmunofenotipo positivo en LCR: todos los LCR que en el 

CD10, TdT o ambos en la población celular.

Inmunofenotipo negativo en LCR: todos los LCR que en el 

CD10, TdT o ambos en la población celular.

Metodología

Procedimiento para la toma de muestras de líquido 
cefalorraquídeo
La muestra del LCR se obtuvo en el momento de realizar los 
estudios para integrar el diagnóstico. Se tomaron 3 muestras 
en el momento de realizar la punción lumbar diagnóstica, 
cada una de al menos 1 ml para estudios de citomorfología y 

-
dio del inmunofenotipo en LCR se mantuvo cegado al estudio 
por microscopía óptica (citomorfología).

-

(FL1, FL2, FL3, FL4). El sistema de electrónica y óptica con 
-

de discriminación de dobletes cuenta con la capacidad para 
medir altura, ancho y área de las células en cualquiera de los 

También se utilizó una caja de perlas para calibración del 

una caja de perlas para calibración del instrumento (DNA QC 
Particles); Estación de Trabajo para FACSCalibur (FACSta-

level 2 caché, disco duro de 4.0 GB y manejador interno de 
CD ROM 12�, Ethernet interconstruido y Thin-Coax Trancei-

de flujo se realizó de la siguiente manera: se rotularon 
-

pón con los nombres de los anticuerpos monoclonales y el 

-
cuerpo monoclonal correspondiente a cada tubo (CD45 
FITC/CD34 PE; CD3 FITC/CD34 PE; CD3 FITC/CD33 PE; 
CD19 FITC/CD10 PE, CD4 FITC/CD8 PE; anti-TdT FITC 
(BD Biosciencies, San José, CA 9531, EE. UU.), con excep-

-
litros de LCR a cada uno de los tubos, se colocó el tapón a 
cada uno de ellos y se mezclaron en el vórtex. Posterior-
mente, se centrifugaron a 1,500 revoluciones por minuto 
en el centrifugador, se decantaron los tubos y se agregaron 

permeabilizante y 100 microlitros de LCR, se incubó a tem-
peratura ambiente durante 10 minutos, se agregaron 2 ml 
de amortiguador de fosfatos y se centrifugó a 1,500 rpm. 
A continuación se agregaron 20 microlitros de anticuerpo 
monoclonal anti-TdT y se incubó durante 30 minutos en re-
frigeración y a oscuras. Posteriormente, se agregaron 20 ml 
de amortiguador de fosfatos y se mezcló en el vórtex y se 
centrifugó durante 5 minutos a 1,500 rpm. Después, se de-
cantó el tubo y se agregaron 500 microlitros de paraformal-



Análisis estadístico

Para las variables cuantitativas de tipo continuo se calculó la 
media del número de leucocitos en el LCR por citología y el 
porcentaje de células CD10 y TdT de la muestra. Se evaluó la 
validez, la reproducibilidad y la seguridad de las pruebas. 

pacientes en 4 grupos en una tabla de 2 � 2 (tabla 1). El aná-
lisis de la validez de la prueba se realizó calculando los valo-

de la misma se determinó mediante el cálculo de los valores 
predictivos positivo y negativo. Asimismo, se evaluaron los 
cocientes de probabilidad o razones de verosimilitud positiva 
y negativa. Finalmente, se calculó el índice de concordancia 

-
observador en el estudio citomorfológico del LCR.

Resultados

-

Criterios de Roma en el momento del diagnóstico (30 de alto 
riesgo y 95 de riesgo normal). De los 125 LCR de niños con 

evaluación en el tiempo establecido. Se analizaron en total 

De los 111 LCR incluidos para evaluación por citomorfolo-

Tabla 1 -
gico

Citomorfología

Positiva Negativa Total

Inmunofenotipo Positivo 20 11  31

Negativo  80

Total 85 111

Líquidos

cefalorráquideos

(n = 125)

4 hemorrágicos

11 no evaluados

(n = 14)

Estudio

citomorfológico

(n = 111)

Citomorfología

positiva

(n = 26)

Citomorfología

negativa

(n = 85)

Inmunofenotipo

positivo

(n = 11)

Inmunofenotipo

positivo

(n = 20)

Inmunofenotipo

negativo

(n = 6)

Inmunofenotipo

negativo

(n = 74)

Figura 1 
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-

El número de leucocitos en el LCR fue de 2 a 25/μl, con 
una media de 9.24 leucocitos/ μl. De los pacientes con LCR 

totalidad de la población estudiada (n = 125), el porcentaje 

El inmunofenotipo resultó positivo en 31 pacientes, en 
tanto que la expresión de CD10 fue considerada positiva 

CD10 como TdT se encontraban expresados (tablas 2 y 3).
Para validar los resultados de la citología, se realizó un 

análisis de concordancia interobservador, el cual arrojó 

1.0).

respectivamente. Por su lado, el valor predictivo positivo 
-

to que la razón de verosimilitud positiva fue de 5.94 y la 

Discusión

como un reto para el diagnóstico y el tratamiento de los 
pacientes, puesto que se sabe que es un sitio en el cual la 
población celular se encuentra expuesta a menores concen-
traciones de los fármacos empleados en el tratamiento y 
que a pesar de que la terapia dirigida al SNC ha logrado 
disminuir el número de recaídas en este sitio santuario, pre-
valece el problema de que no se cuenta con un método 
exacto que permita detectar células leucémicas cuando se 
realiza la evaluación diagnóstica inicial debido a diversos 
factores. Entre dichos factores, uno se relaciona con la 

a que, aunque se trata de un estudio histológico, se le inclu-
ye dentro de las pruebas diagnósticas consideradas imper-
fectas.

Tabla 2 -
tica aguda

Estadio Leucocitos/microlitro Síntomas

SNC3 10 5.93

SNC3 1.23 1.15

SNC3 25 28.39

SNC3 4.99

SNC3 12

SNC3 8

SNC3 8 1.15 0.09

SNC3 10

SNC3 20 59.58 1.92

SNC3 8 0.5 1

SNC3 8

SNC3 5 0 .25

SNC3 9.59

SNC3 18 80.95 *

SNC3 29.42

SNC3 14 1.14 4.58

SNC3 0.48

SNC3 24 0.23 1.34 *

SNC3 8 1.12 1.24 *

SNC3

SNC3 11.23 8.15

SNC3

SNC3 9 8.12

SNC3 20 14.35

SNC3 8

SNC3 8 2.05 1.12
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proporción de pacientes con enfermedad en el SNC en el 

estudios, dependiendo de los criterios de evaluación em-
pleados.

-
da al compromiso inicial de la LLA en el SNC, es de suma 

con precisión el escaso número de células en el LCR. A pesar 
de que existen estudios que han demostrado la utilidad de 
examinar muestras de LCR para determinar las característi-

-
tar en forma temprana recaídas en cuanto al SNC, no se 

-
tración en el SNC y todos los métodos convencionalmente 
aplicados presentan problemas asociados. La citología pue-

-
las, los artefactos y la consideración de la morfología atípica 
como evidencia no concluyente de actividad neoplásica, lo 
cual otros pueden interpretar como evidencia positiva.

De los resultados obtenidos, el más importante es el ha-
llazgo de un mayor número de casos positivos por inmunofe-

notipo que con la prueba de referencia, es decir, la 
citología. Esto es un punto importante en cuanto a la prue-
ba diagnóstica, puesto que la sensibilidad de la citometría 
(con inmunofenotipo) es más alta que la referida en la lite-
ratura con respecto a la prueba de referencia. En nuestro 

resultados negativos conforme al inmunofenotipo por cito-

que el LCR fue negativo, pero que exhibieron positividad a 
CD10 o TdT, lo cual indica que la citología sola puede 

la LLA.
Algunos estudios han comprobado la superioridad del in-

para la detección de células anormales presentes en el SNC 
en comparación con la citomorfología; nuestros resultados 
coinciden con sus hallazgos, con una sensibilidad de la prue-

-
lidad alcanzada por la citometría de flujo se encuentra 

la literatura y los nuestros, consideramos que el estudio del 
inmunofenotipo en el LCR es una herramienta que debe con-
siderarse en la evaluación del SNC en los pacientes con LLA. 
Debido a su capacidad para explorar poblaciones celulares a 

-
co, puesto que permite combinar diferentes inmunofenoti-
pos. Además, es un método sencillo, rápido y seguro; se 
puede disponer de los resultados en un lapso inferior a las 

-
co, además de que puede, incluso, ser un factor que permi-
ta reducir costos.

El valor predictivo negativo en nuestro estudio fue de 

en aquellos pacientes en quienes el líquido muestra presen-
-

mente como positivas y dan lugar a estadificaciones 
erróneas. Finalmente, al evaluar los cocientes de probabili-
dad, los resultados de nuestro estudio exhibieron un cocien-
te de probabilidad positivo de 5.94, el cual es aceptable 
puesto que se estima que cuando los valores son altos la 

Tabla 4 Resultados de la prueba diagnóstica relacionada 
con el inmunofenotipo

Sensibilidad 58.81-95.04

Índice de validez

92.50

Prevalencia 23.42

Índice de Youden

Razón de verosimilitud positiva 5.94

Razón de verosimilitud negativa 0.13-0.54

Tabla 3 Líquidos cefalorraquídeos negativos por citomorfología y con inmunofenotipo positivo en el estudio

Estadio Leucocitos/microlitro Síntomas

SNC1 0

SNC1 2 8.05

SNC1 3 1.92

SNC1 3 2.31

SNC1 4 4.99

SNC1 3 2.18

SNC1 4 1.83 4.91

SNC1 3 0 3.81

SNC2 2 4.19

SNC2 3 4.04

SNC2 4 0.39 9.09
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prueba es de buena calidad. Por su lado, el cociente de pro-

prueba dado que el valor es cercano al 0.
Sin embargo, consideramos que una de las principales de-

bilidades que presenta el estudio estriba en que la pobla-
ción celular estudiada es muy amplia desde el punto de 
vista cuantitativo y en que los porcentajes de inmunofenoti-
pos también lo son. En este estudio no tratamos de evaluar 
puntos de corte, puesto que existen estudios previos que ya 

necesario incluir pacientes con niveles más bajos de celula-
ridad en el estudio citomorfológico ya que esto permitiría 
mejorar la evaluación de la prueba examinada. Cuando se 
evaluó el LCR por medio de la prueba de referencia se en-
contró mayoritariamente una población celular incrementa-
da que no implica problemas a la hora de la evaluación, 
puesto que la mayoría de los casos en los que puede existir 
el problema en cuanto al diagnóstico son aquellos con LCR 
en que las células son escasas.

Conclusiones

Es necesario incluir la evaluación del LCR de los pacientes 
con LLA como una prueba paralela con el objeto de incre-
mentar la sensibilidad y efectuar una evaluación correcta 
del paciente.

En nuestro hospital, el cual es un centro de referencia 
nacional en el que son tratados pacientes con estas caracte-
rísticas y que además cuenta con la infraestructura, debe 
efectuarse en forma rutinaria.

En aquellos centros de tratamiento que no cuentan con la 
infraestructura necesaria, es conveniente realizar esta prue-
ba en los casos en que se tengan LCR que susciten dudas.
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