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RESUMEN

La leucemia aguda es una enfermedad que se produce debido a un bloqueo en la
diferenciacion de las células precursoras hematopoyéticas y tiene un ciclo de regeneracién
prolongado. La transformacién leucémica puede afectar a cualquier etapa de la
diferenciacién, la afectacion de la serie linfoide origina la leucemia linfoide aguda (LLA),
mientras que la transformacidon neoplésica de las células precursoras mieloides se expresa
en forma de leucemia mieloide aguda (LMA). Las leucemias agudas se clasifican de
acuerdo a las caracteristicas citomorfolégicas y citoquimicas de fos blastos de acuerdo con
los criterios del grupo colaborativo Franco-Americano-Britanico (FAB), con la cual se
obtiene entre el 58 - 64% de concordancia entre diferentes observadores. La determinacion
de marcadores celulares inmunologicos especificos, incrementan la concordancia de los
diversos observadores hasta el 97.5%. Ante la necesidad de awmentar la precisién en la
identificacion de la estirpe, asi como del estado de maduracion en que se presentan las
células leucémicas, se propone el uso de marcadores intracitopldsmicos debido a que éstos
se expresan desde los estados mas tempranos de diferenciacién, aumentando la correlacion
en la clasificacion a un 99%. La importancia de tener una clasificacion precisa radica en
que la aplicacion de los tratamientos con quimioterapia son estirpe-especificos. Cada uno
de los inmunofenotipos de leucemia presentan diferente respuesta al tratamiento con
quimioterapia, asi como diferente pronostico, por lo tanto se elaboran protocolos de
tratamiento diferentes para cada uno de los tipos, lo que permite observar desde un aumento

en la sobrevida de los pacientes hasta un aumento en la proporcion de pacientes curados.

El objetivo del presente trabajo fue la evaluacidn de la expresion de los antigenos
intracitoplasmicos en la clasificacion de leucemia aguda (LA), para establecer la utilidad

de los mismos en un grupo de nifios del Instituto Nacional de Pediatria.

La poblacién estudiada consistio en 20 pacientes captados ca el Servicio de



Hematologia en el periodo de jutio a diciembre de 1997. El método unlizado se basé en la
deteccion del antigeno intracitoplismico por medio de una fijacién-permeabilizacién previa
de la membrana citoplasmica de los blastos, identificando los antigenos conm los
com:spoudiemés anticuerpos monoclonales anti-CD3 para estirpe T, anti-CD79a para -
estirpe B, anti-mieloperoxidasa (MPO) para estirpe mieloide y anti-desoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT) como un marcader de maduracion. Ei porciento de células
positivas para cada uno de los antigenos se cuantifico por medio de un citdmetro de flujo
Profile XL (Coulter, Miami Flo., USA).

Por medio de los marcadores intracitoplasmicos se identificé la estirpe en los 20
casos (100%), mientras que con marcadores de membrana sélo fue posible la clasificacion
de 19 casos (95%). Los marcadores intracitoplasmicos resultaron muy sensibles y
completamente especificos ya que no mostraron reaccion cruzada con leucemias agudas de
otra estirpe que la involucrada y confirman estudios previos de otros autores: que dichos
marcadores citopldsmicos aparecen en estadios tempranos del proceso de diferenciacion
antes de su expresién en la membrana celular y que son altamente especificos. El presente
estudio debe extenderse con mayor namero de casos ya que de confirmarse estos resultados
preliminares, deberdn incluirse los marcadores intracitopldsmicos de linea frontaf en la

asignacion de la estirpe.



INTRODUCCION

Las leucemias son neoplasias malignas de células precursoras hematopoyéticas que
se caracterizan por la expansion maligna de una clona derivada de una célula perteneciente
a una estirpe, la cual va a infiltrar médula 6sea, st bien no se.connge la naturaleza intima de.
la lesion molecular en la célula leucémica, si se conoce que es un defecto genético

adquirido de las células hematopoyéticas.

Las células de la sangre se derivan de una célula pluripotencial que tiene fa
capacidad de limitar progresivamente su expresion de diferenciacién a una Unica estirpe
celular. En este proceso, las células pasan por diferentes etapas de maduracién,
caracterizadas por distintos estados asociados a signes functonales y morfoldgicos, por lo
tanto, las caracteristicas clinicas asociadas a la leucemia deben reflgjar el nivel en el que el
procese de diferenciacion de la célula tronco pluripotencial ha sufrido la transformacion

maligna ocasionando una expansion clonal a nivel de médula osea.

En los estudios morfoldgicos y de cinética celular se ha enconwado que en las
leucemnias agudas existe un bloqueo en la diferenciacion de las células precursoras
leucémicas y que los biastos leucémicos tienen un ciclo de regeneracion prolongado, por lo
tanto la acumulacién de los blastos leucémicos, es consecuencia de la falta de maduracién
hacia células definitivas funcionales, mas que de una rapida proliferacion de las células
transformadas. A medida que se acumulan {os blastos leucémicos en la médula dsea se
inhiben a las células precursoras hematopoyéticas normales, esta inhibicién se debe a la

sustitucion fisica de los precursores normales por el clon de células en expansion.

La transformacidn leucémica puede afectar a cualquier estadio de la diferenciacion
de las células hematopoyéticas multipotenciales. La afectacion de ia serie linfoide origina la

leucemia linfoide aguda, mientras que la transformacién neoplasica de las células



precursoras mieloides se expresa en-forma de leucemia mieloide aguda.

Las leucemias agudas se clasifican de manera tradicional en leucemias agudas
linfoides (LAL) y leucemias agudas mieloides (LAM) de acuerdo a las caracteristicas
citomorfoldgicas y citoguimicas de los blastos que permite identificarlas como. derivadas de
precursores de los linfocitos o de los granulocitos/monocitos. El fundamento de esta
clasificacion se basa en que la leucemia es la resultante de la transformacién maligna de
una célula progenitora capaz de comprometerse o ya comprometida con un Solo linaje ¢

estirpe, lo que le permite compartir caracteristicas con los progenitores normales afectados.

En 1976 el grupo colaborativo France-Americano-Bntdnico (FAB) propuso un
sistema de clasificacion y nomenclaturz de las leucemias agudas que distinguia tres
categorias en las LAL y seis en las LAM (1). Este sistema de clasificacion es el mds
aceptado en- la actualidad en el mundo occidental, y aunque este sistema contribuyé
enormemente para la unificacién de los criterios de clasificacion, muy pronto se¢ hizo
aparente que ¢l grado de concordancia entre diversos observadores era relativamente bajo
con porcentajes variando entre €l 58-64 % para los dos subtipos principales de leucemias
agudas {2). Este hallazgo propicié una revisién del sistema de clasificacién y el disefio de
un sistema de puntuacion basado en los rasgos distintivos mas comunes de los linfoblastos,
con el fin de facilitar el andlisis morfologico y mejorar la reproducibilidad de los resultados
(3). Mis tarde, se llevd a cabo una revision de los criterios de clasificacion en LAM (4) ¢

incluso se agregd posteriormente un nuevo subgrupo en esta variedad de leucemia.

Una clasificacion y subclasificacion exacta de las leucemias agudas es importante
para definir el pronostico y la terapia. Las propuestas originales para la clasificacion
morfoldgica por el grupo FAB fueron dependientes de signos y caracteristicas morfologicas
en sangre y médula Osea revelados por tinciones de Romanowsky y un grupo de tinciones
citoquimicas. La célula blastica de la leucemia aguda se encuentra representando entre el 30
y 90% de los leucocitos circulantes y no obstante, que los estudios morfologicos y
citoquimicos habian sido considerados como “‘estindar de oro” en el diagndstico de

leucemtia aguda, se han incorporado procedimientos de diagndstico mds sofisticados para



llegar a un diagndstico final, métodos que incrementan la concordancia de los diversos
observadores hasta 97.5%, gracias a la detenminacién de marcadores celulares especificos
en los blastos para definir estirpe linfoide y grado de maduracidn (5).

Las leucemias agudas linfoides fueron las primeras neoplasias en beneficiarse de los
estudios inmunoldgicos, siendo clasificadas inicialmente en B, T o nulas (no T y no B)
segln expresaran inmunogiobulina de superficie (SIg), formaran rosetas con hematies de
camero ¢ carecieran de ambos marcadores, respectivamente. Posteriormente, el
descubrimiento de un antisuero contra el antigeno presente en el 70 % de las LAL
infantiles, llamado antigeno comin de la leucemia aguda linfoblastica (cALLA o
posteriormente CD10) permitié definir un nuevo fenotipo comin al que pertenecian la

mayoria de las LAL nulas (6,7).

La capacidad para clasificar leucemia aguda linfoide, depende de la utilizacion de
reactivos para la definicion precisa de las caracteristicas de la estirpe celular, los cuales se

desarrollaron a partir tres conceptos claves:

-

# Los estudios de Kohler y Milstein, respecto a que los plasmocitos inmunes normales
pueden fusionarse con las células de mieloma, dando como resultado células hibridas
somdticas estables (hibridomas) que siguen produciendo los anticuerpos especificos
contra ¢l antigeno que sensibilizo a las células de origen. Esto hace posible la
produccion de cantidades ilimitadas de anticuerpos monoclonales altamente especificos

que reconocen distintos epitopes de antigenos celulares (8).

# El desarrollo de cromogenos altamente sensibles como ejemplo el isotiocianato de
fluoresceina (FITC), la rodamina (RD) y otros mas.

» Los anticuerpos en cuestién, o con mas frecuencia fracciones de gamma giobulina de
un antisuero, se unen quimicamente (conjugacion} a un colorante fluorescente. Este
colorante permite identificar el anticuerpo marcade empleando luz ultravioleta y con
los adelantos en lamparas de ldser mediante la citometria de flujo que confiere mayor
sensibilidad.



La reactividad de las células leucémicas y normales 2 una combinaciéon de
anticuerpos especificos establece un patron ontdgenico y filégenico de desarrollo, asi como

un modelo de expresién antigénica que se define como inmunofenotipo celular.

Dadas las tecnologias anteriores se ha podido establecer fenotipos inmunolégicos de
células leucémicas, lo que ha llevado a una comprensién més profunda del desarrollo de
células hematopoyéticas normales y neopldsicas, proporcionando mayor correlacion entre
diagnéstico y pronostico. Con el empleo de tales marcadores se identifican las leucemias

linfoides de precursores de estirpe T, de precursores de estirpe B y nulas ($).

A lo largo de la década de los 80 se obtuvieron mumerosos anticuerpos
monoclonales que detectan antigenos de linea linfoide B y T, demostrandose que la

mayoria de las LAL no T no B (comunes y nulas) son de origen B.

Con la unificacion de critertos en la definicion de diferentes antigenos
leucocitarios, la cual se establecié en base a los trabajos de un grupo internacional para
definir los antigenos de diferenciacion de los leucocitos humanos, se agruparon
"diferentes” anticuerpos tnonoclonales que rteconocian e {os mismos antigenos,
estableciendo la 1lamada designacion de grupo {Cluster Designation CD), con esto se
facilitd la interpretacion de los resultados de los grupos de trabajo de los diferentes paises.

La inmunotipificacién ha sido uno de los procedimientos mds aceptados dentro del
grupo de estudios a realizarse en un paciente con leucemia aguda, complementa a los
métodos morfologicos, citoquimicos y citogéneticos que juntos guian a una mejor

clasificacién de la leucemia, para decidir el prondstico y terapia de cada paciente (10).

En los analisis de muestras de leucemia aguda, muchos laboratorios estan usando
un primer panel de anticuerpos que definen la naturaleza de la estirpe celular en mieloide o
linfoide de tipo B o T, y una segunda linea de anticuerpos es aplicada para disecar la
hematopoyesis y establecer el grado de diferenciacion celular en dichas muestras (10). En
octubre de 1996, se llevd a cabo el primer Consenso latinoamericano para la

inmunotipificaciéon de la leucemia en la cuidad de Puebla, México, donde participé



activamente el Servicio de Hematologia del Instituto Nacional de Pediatria, definiéndose la
guia para establecer la metodologia a emplear, los paneles de anticuerpos monoclonales
tanto intracitopldsmicos, como de membrana a utilizar, asi como los fluorocromes, las
condiciones de la muestra e interpretacion de los resultados. Estos criterios fueron

utilizados en el presente trabajo (11).

En {a diferenciacion B, los primergs antigenos en aparecer son CD1I9 en la
membrana vy CD22 a nivel de citoplasma. [nmediatamente después o incluso a la vez
aparece CD10 y mds tarde CD20. Posteriormente el linfocito B adquiere cadena pesada p

de inmunoglobulina en el citoplasma para expresarla posteriormente en la membrana.

De acuerdo a estos marcadores, las LLA de origen B se clasifican actualmente en B
precoz (CD19 +, CD22c +) ; comiin {(CD10 +) ; pre B{clg +) y B (Slg +).

Las LLA de estirpe T se dividen en dos grandes grupos: PreT y timicas. Las pre T se
identifican por la expresion del antigeno CD7 en la membrana o CD3 en el citoplasma que
son los marcadores T mds precoces, las restantes LAL T son de origen timico. El fenotipo T
precoz se caracteriza por la adquisicion de receptor para hematies de camero (CD2), a nivel
de timocito cortical comin la célula coexpresa los antigenos CD4 y CDS8 junto a CD1 y el
timocito medular maduro expresa CD3 de superficie y CD4 o CDS8, pero no los dos a la vez
(12,13).

A partir de la introduccion de este panel de anticuerpos s¢ ha desarrollado una
variedad de nuevos reactivos y nuevas metodologias que ayudan a mejorar la exactitud de
la inmunotipificacién ya que se presentan limitaciones como por ejemplo las células B
normales como las B malignas se definen por su expresion de inmunoglobulina de
superficie, otros marcadores de superficie son menos utiles, puesto que sus expresiones no
estan restringidas a las células B, incluyendo receptores para la fraccion constante (Fc) de
inmunogiobulina G y receptores para los componentes de sistemas de complemente, se han
encontrado en monocitos y células no hematopoyéticas, igualmente el antigeno de
histocompatibilidad HLA DR no ©s especifico de estas células (14); por esta razén se ha



visto la necesidad de identificar nuevas entidades con relevancia clinica enfocadas
principalmente a la extension del andlisis de antigenos de superficie celular hacia
componentes intracelulares. Con esta tecnologia los estadios mis tempranos de
diferenciacion celular linfoide pueden ser identificados usando anticuerpos contra MPO,
CD79a, CD3 citoplasmico (MPOc, CD79a-c, CD3¢} y la enzima desoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT) nuclear, siendo propuestos como marcadores para la
identificacion de la estirpe mas fidedignos ya que son expresados desde los estadios mas
tempranos de diferenciacién y en efecto localizados dentro del citoplasma y aumentando la

correlacion en la clasificacion de las leucemias a un 99% (15).




MARCO TEORICO

El inmunofenotipo tiene un papel establecido en el diagnostico y subclasificacion de
leucemia linfoide aguda con el reconocimiento de la estirpe (B y T) y sus variantes
probando de esta manera su relevancia clinica. El analisis de células leucémicas por
citometria de flujo usando anticuerpos monoclonales, ofrece un estudio répido, sensible y
objetivo de la expresion de los antigenos de diferenciacion, permitiendo el diagnéstico para
el tratamiento clinico de !a leucemia aguda. Sin embargo, la citometria de flujo ha sido
limitada principalmente para Ia deteccién de antigenos de superficie. Algunos marcadores
intracitopldsmicos, particularmente la TdT y las cadenas p de inmunoglobulina se han
venido realizando por medio de tinciones y citocentrifugacion, sin embargo ahora es
posible su deteccion por medio dei citometro de flujo. Estos marcadores se han ganado un
sitio de aceptacion dentro de la clasificacion de LLA. La expresion citoplasmica del CD3 es
un evento temprano del desarrollo de células T en el timo y se ha reportado en todos los
casos de LLA con precursores de tipo T. Igualmente se ha reconocido la expresion del
CD22 citoplasmico para células B inmaduras normales y en la mayoria de los casos de
LLA con precursor de células B. Se ha demostrado que ambos marcadores son especificos
para su respectiva estirpe y para mejorar la exactitud en el diagnéstico del fenotipo en LLA
(16).

La linfopoyesis resulta de la continea produccién de linfocitos B maduros y
linfocitos T, ambos forman cf sistema inmune antigeno especifico. Los dos tipos de
linfocitos expresan receptores unidos en su membrana celular, que permiten el
reconocimiento especifico de antigenos. Los receptores antigeno-especifico son diferentes
en cada linfocito, pero cada linfocito o clonas de linfocitos expresan miles de receptores

con la misma especificidad antigénica .



Las moléculas de inmunogiobulina unidas a la superficic de membrana representan el
receptor antigeno especifico de linfocitos B y las moléculas denominadas receptor de
células T muestran esta funcién en los linfocitos T. El reconocimiento de la unidn de la
molécula del receptor con el antigeno induce ala activacion y proliferaciéﬁ de los linfocitos
involucrados. Esto resulta en la maduracién de los linfocitos B a células B de memoria y
células pldsmaticas que secretan moléculas de inmunoglobulina antigeno especifico,

mientras los linfocitos T activados muestran su funcion citotoxica especifica.

La diversidad de los receptores antigeno especifico de los linfocitos es el resultado
de un proceso de reordenamiento en los genes que codifican para inmunoglobulina y
receptor de células T (17,18).

Por mas de una década se ha reconocido que enm los estadios tempranos del
desarrollo de los linfocitos, algunos antigenos de diferenciacion asociados a membrana se
expresan inicialmente en el citoplasma antes de su insercion en la membrana celular. Se ha
observado a la Ig M intracelular en precursores de células pre B de higado fetal de raton y
también se han observado otros antigenos asociados a células B como CD22, en el
citoplasma de los linfocitos B inmaduros de médula 6sea y aparece en la membrana de

células B maduras (17).

CELULAS B.

El receptor de células B es un complejo multimérico de proteinas que tiene un papel
importante en sefiales transduccionales después de la union del antigeno (19). La cadena de
inmunoglobulina a tiene un peso molecular de 34 kDa y es codificado por €l gen mb-1 y la
cadena de inmunoglobulina B es un producto del gen B29. Por medio de técnicas
inmunocitoquimicas en células B normales y neoplasicas se demostrd que la proteina
humana mb-1 aparece muy temprano en el proceso de diferenciacion de células B,

probablemente antes de la expresion de cadenas y citoplasmicas y persiste hasta el estado



de células plasmaticas, dénde es vistc como un componente intracitoplismico. De acuerdo
a los analisis histologicos de tejidos linfoides y tinfoma la proteina mb-1 es especifica para
las células B (19).

El complejo inmunoglobulina de superficie-CD79 es expresado en células B tan
pronto se completa el reacomodo del gen de Iz inmunoglobulina de cadena pesada y ligera.
Sin embargo, en el estado de diferenciacion de células Pre B, el resultado del
reordenamiento funcional de la inmunoglobulina de cadena pesada es la expresion
citoplasmica débil de inmunoglobulina de cadena pesada u o pre-citopldsmica. En algunas
células pre B se puede encontrar una expresién de membrana débil del Hlamado complejo
celular pre B (pre B SIgM-CD79). Este complejo celular pre B consiste en las cadenas de
proteinas CD79 e inmunoglobulina p. La maduracién al estado de células pldsmaticas se
caracteriza por la pérdida del complejo SIg-CD79 y la aparicién de altos niveles de

inmunoglobulina citoplasmica.

En conclusidn, la expresion del antigeno CD79a es detectable en precursores de
células pre B en médula dsea y su expresion precede la aparicidon de cadenas p
citoplasmicas. Este persiste hasta ¢l estado de células plasmaticas, después de que ha

cesado la expresion de la inmunoglobulina de superficie (19).

CELULAST.

Recientemente se ha sugerido que una secuencia similar de eventos puede ocurrir
con CD3 durante la ontogenia y diferenciacion de células T, la cual puede ser estudiada
por medio del analisis a subpoblaciones de timo y leucemias de células T, considerada
como la contraparte maligna en los estados de diferenciacién de células T (20). Dichos
estudios muestran que ¢l fenotipo inmunolégico de células T cambia durante las etapas de
diferenciacién, resultando en células T maduras que expresan el antigeno CD3 en la

superficie celular.



El antigeno humano CD3 consiste en tres cadenas de proteinas (CD3-a,, CD3-p y
CD3- ¥}, el cudl ests intimamente asociado con el receptor de células T, del que se han
descrito tres diferentes tipos de cadenas: TCR-a , TCR-p y TCR-y. Semejante al gen para
las inmunoglobulinas, el rearreglo del gen para el receptor de células T durante la
diferenciacién celular hace posible la diversidad de éste (21).

En 1985, Campana y cols. demosiraron 1a expresién de CD3c en células T inmaduras
detectada en secciones de tejidos congelados y preparaciones citocepirifugadas, mientras que
la expresion de CD3 no pudo detectarse en Ia superficie de estas células immaduras por
marcado inmunoflucrescents en suspension. En estudios recientes se indica que la expresién
del CD3 en la superficie celular es dependiente de la presencia del receptor de céluias T
{TCR) y que el ARN mensajero para la molécula de CD3 esta presente en células T
inmaduras. Sin embargo, el CD3c puede ser demostrade en células T inmaduras que todavia
no expresan el antigeno CD3 en Ia membrana celular. En precurscres timicos inmaduros las
moléculas CD3 estdn pnmeramenie expuestas en citoplasma presidiendo la sintesis de la
cadena TCR P citopldsmica y la insercién del complejo TCR o-f CD3 en la membrana
celular. Por lo tanto el CD3c puede ser detectado en células inmaduras que todavia no
expresan el antigeno CD3 en la membrana celular (22).

Con un grupo de marcadores de superficie para estirpe linfoide T y B incluyendo
CD7, CD2, CD10 y CD19, se obtiene una precision en ¢l diagndstico del 97%, vy con la
deteccidn del marcador CD3 citopldsmico se confirma esta clasificacion y se incrementa 1a
precision en el diagnédstico al 99%4, asignando la estirpe en leucemias agudas con problemas
de diagnostico (23,24).

El CD3c asi como otros marcadores intracitopldsmicos representan a los marcadores
mas especificos que ayudan a establecer el compromiso mas teraprano de los blastos
leucémicos, hacia estirpe B o T (25,26).

11



ENZIMA DESOXINUCLEQTIDIL TRANSFERASA TERMINAL (TdT).

La TdT es una ADN pelimerasa molde-independiente. La TdT inserta nucledtidos
extra entre las regiones variable y de ensamblaje de los genes de inmunoglobulina. Tienen

un papel importante en la generacién de inmunoglobulinas diversas.

La enzima TdT es una proteina de 58kDa, cuyo gen tiene una extensién de 35 kb en
el cromosoma 10q23-25, estd presente en altas concentraciones en los timocitos y esta
ausente en linfocitos normales T y B maduros, sin embargo el papel biolégico del TdT no
se entiende, probablemente juegue un papel importante en el rearreglo de genes de las
inmunoglobulinas y receptor de células T durante el desamrollo linfoide temprano
incrementando la diversidad de inmunoglobulinas y RCT (9). En las leucemias, ia actividad
de la enzima se encuentra aumentada debido a un defecto en los mecanismos que controlan

la actividad enzimatica (27,28).

La enzima TdT se detectd en célules de timo normal en 1960 y en médula Osea
humana en 1974. Desde la primera observacion de cétulas TdT positivas en nifios con
leucemia linfoblastica aguda, se ha investigado el papel de la enzima en el diagnéstico,
clasificacién y seguimiento de neoplasias hematopoyéticas. La actividad de TdT decrece
durante la diferenciacion temprana de células B (después del rearregio del gen de la
inmunoglobulina de cadena pesada), en cambio el TdT se expreso durante todo el proceso
de diferenciacion timica postnatal de células T. Esta enzima se expresa en mas del 90% de
las leucemias linfoblasticas, sin embargo la utilidad del TdT como marcador de leucemia
residual, ha sido limitado por la presencia de TdT en precursores linfoides normales en

médula osea y la relativa inestabilidad de la enzima (29).

La presencia de esta enzima no es indicativa de ningin subtipo de leucemia aguda,
sin embargo hay marcos diagndsticos en los cuales la expresion de TdT por parte de las
células es de vital importancia pues las ¢élulas de sangre periférica no expresan este
marcador, entonces la demostracion de su expresion en sangre sugiere la expansion de la
enfermedad (30).



Inicialmente la enzima TdT se consideré un marcador de células inmaduras
linfoides, pero varios estudios han reportado la existencia de TdT positivo en varios casos
de leucemia mieloide aguda, siendo més comun en los de tipo celular inmaduro (MO, M1).
En estos estudios también se observd una alta correlacidn con el marcador CD34 o que
sugiere que el TdT positivo representa a una poblacidn inmadura, ademds el porcentaje de
positividad fue mds bajo para la leucemia mieloide aguda que para la leucemia linfoide
aguda, por lo que el marcador TdT positive puede ser visto como un marcador de

inmadurez hematopoyética.

Aproximadamente del 1 al 5% de células mononucleares expresan TdT en sangre
periférica y médula d¢sea normal, en combinacién con antigenos linfoides, pero un doble
marcaje de antigenos mieloides de superficie y TdT nuclear es indispensable para distinguir

entre las células TdT positivas normales y mieloblastos leucémicos (31, 32).

En ta LLA el inmunofenotipo ha demostrado tener una alta correlacion con los
marcadores de superficie, mientras en la LMA se ha observado que no hay marcadores
especificos. Los anticuerpos monoclonales que reaccionan con células de la serie mieloide
{inicamente lo hacen con una proporcion de pacientes con LMA vy no con las células de
todos los pacientes, por otra parte se ha visto la expresion de antigenos CD13 y CD33 en

células de pacientes con LLA.
MIELOPEROXIDASA (MPQ).

Un marcador inmunoldgico especifico para caracterizar a la leucemia mieloide
aguda es el anticuerpo monoclonal contra la MPO. La MPO esti localizada en los granulos
azurdfilos primarios de células mieloides, su sintesis se lleva a cabo en estadios tempranos
de diferenciacién y es una de las proteinas mas abundantes de los granulocitos maduros.

Esta enzima cataliza la produccion de acidos hipoclorosos, un potente agente microbicida.

La demostracion citoquimica de la actividad de la MPO constituye un marcador
clasico en el diagnéstico de leucemia, (ver Apéndice). En la clasificacion del grupo FAB, la

presencia de mas del 3% de blastos MPO positiva, se considera diagnéstico de leucemia



micloide aguda. Sin embargo, es dificil demostrar la actividad de MPO en blastos con un
microscopio de luz convencional. Se han propuesto técnicas mas sensibles a nivel
ultragstructural como la aplicacién de la microscopia electrénica, que implica un trabajo
intensivo, Se ha descrito recientemente una atractiva alternativa, y es la presencia de formas
y proformas de MPO en el citoplasma de biastos con leucemia mieloide aguda usando
anticuerpos monoclonales contra la MPO con microscopia de fluorescencia convencional

en preparaciones citocentrifugadas (33).

Este anticuerpo contra la MPO aparece como el marcador inmunologico mas
sensible y especifico para identificar células de estirpe mieloide, y se¢ produjo gracias a la
necesidad de un anticuerpo que pudiera distinguir leucemia mieloide aguda de leucemia
linfoide aguda. Usando el anticuerpo, la MPO inmunoldgicamente reactiva se demostré en
el 95% de 206 pacientes con leucemia mieloide aguda morfoldgica y citoquimicamente
definidos. Esta alta frecuencia de expresion sugiere que la activacion del gen de la MPO es
controlado por genes promotores especificos que son activados tempranamente en la

diferenciacién mieloide (33),

Cuando este anticuerpo se usé en combinacion con marcadores especificos de
membrana el diagnostico de LMA fue posible en el 89% de los pacientes, sin embargo en el
17% de los casos positivos, tas células leucémicas reaccionaron con solamente uno de los
anticuerpos de membrana especificos para diferenciacion mieloide porque la expresion de
antigenos de membrana de estirpe mieloide no se limita completamente a leucemia
mieloide aguda sino que puede ocurrir en leucemia linfoide aguda. El AcMo MPO fue
reactivo con células de un paciente, dentro de los 50 pacientes muestreados con LLA.
Entonces una prucba antimieloperoxidasa positivo aparece para mostrar no solamente una

alta sensibilidad en ¢t diagnostico sino también una alta especificidad (34).

No se encontro correlacion entre el porcentaje de células MPO positivas y la
clasificacion de la FAB porque el anticuerpo contra la MPO también reconoce el precursor
de la enzima, el cudl es enzimdticamente inactivo, el anticuerpo puede reaccionar con

células que son capaces de sintetizar MPO, péro que no tienen la capacidad para procesar la



a la forma madura o activa. La presencia de la MPO inmunoldgicamente reactiva, pero
enzimaticamente inactiva en estados tesapranos de diferenciacion mieloide, explica la falta
de correlacion con los estados de madurecién de 1a leucemia mieloide aguda. Ademas las
células feucémicas de pacientes con leucemia monocitica (LMA-MS5), expresan una baja
reactividad con el anticuerpo, pues lag células de estirpe momocitica contienen MPO en
cantidades mucho menores que las células de estirpe granulocitica.

En la mayoris de los pacientes se detectaron en forma mas especifica células MPO
positivas con el anticuerpe monoclonal que con ¢l marcador citoquimico. Esto puede deberse
al reconocimiento tanto de la enzima madura como de los precursores enzimaticamente
inactivos por parte del anticuerpo monoclonal, y efectivamentt se enconiraron grandes
cantidades del precursor de la MPO por inmunomancha en las células de un peciente con un
bajo porcentaje de MPO por el método citoquimico y alto porcentaje por el método
inmunolégico, por lo tanto, se puede concluir que el anticuerpo monoclonal contra la MPO
es el mejor reactivo para el diagnéstico inmuncldgico de la LMA,
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JUSTIFICACION

En el Servicio de Hematologia del Instituto Nacional de Pediatria se atienden
aproximadamente 60 nuevos casos de LA por afto, el personal clinico se ve ante la
necesidad de contar con nuevos métodos de laboratorio para la obtencidn de una
clasificacion inmunoldgica cada vez mas precisa ya que esto conlleva al uso de
tratamientos estirpe especificos con los que se obtendran mejores resultades en cuanto a la
supervivencia de los pacientes que sufren este tipo de enfermedad. El uso de la deteccion de
antigenos intracitopldsmicos se considera un adelanto en cuanto a la asignacién de la

clasificacidn de la LA,



OBJETIVOS

Evaluar la expresién de los antigenos intracitopldsmicos en nifios con LLA, para

establecer con mayor exactitud la estirpe celular a la que pertenecen.

Tener una herramienta extra para establecer una terapia individualizada estirpe-

especifica.




MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL

1.1 SELECCION DE PACIENTES

La poblacién estudiada se capi6 a través de la consulta externa det servicio de Hematologia
en el Instituto Nacional de Pediatria en un periodo que abarco desde julio de 1997 a

diciembre del mismo afio, y consistié en nifios con una edad entre 2 y 16 afios.
1.2 CRITERIOS DE INCLUSION

- Diagnéstico reciente de leucemia linfoide aguda.
- Diagnéstico basado en resultados morfolégicos correspondiente a LLA1, LLA2, LLA3.

1.3 CRITERIOS DE EXCLUSION

- Leucemias en recaida
- Leucemias cronicas
- Leucemias en remision

- Otros sindromes linfoproliferativos.
1.4 CRITERIOS DE ANALISIS

Se incluyd informacién obtenida de estudios citomorfologicos y de inmunofenotipo,
alternados con el uso de marcadores intraciteplasmicos, incluyendo la tincion citoquimica

para mieloperoxidasa.

2. MUESTRA

2.1 CELULAS




Se obtuvieron, por aspirado de médula dsea células leucémicas de todos los nifios
del Servicio de Hematologia del Instituto Nacional de Pediatria con diagnostico reciente de
leucemia linfoide aguda. Las muestras se anticoagularon con heparina y se procesaron

dentro de las 24 horas posteriores a la recoleccién.
2.2 ANTICUERPOS

Se utilizaron anticuerpos monoclonales contra antigenos de membrana y citopldsmicos
marcados con FITC, de la casa comercial Coulter (Miami, Flo. USA). En la Tabla 1 se
describe la designacién de grupo, nombre comercial (Coulter) y patron de reactividad de

cada uno de ellos.

Tabla 1
Anticuerpo monoclonales usados en la clasificacién de LLA
Designacién de grupo Anticuerpos Patrdn de reactividad
Estirpe B
CD19 B4 Precursor de células B
CD 20 B1 Precursor de células B
CD 21 B2 Subpoblacion de células B
CD 22 Leu-14 Células B
CD24 BA-1 Precursor de células B
Ig citoplasmica Clonab BS 7 Células pre-B
Ig de superficie Linfocitos B Células B
CD 79 citoplasmico Anti CD79 Precursor de células B
Estirpe T
CD2 TIl Células T
CDs T Timocitos, linfocitos T y células B
cD7 3A1 Casi la mayoria de células T
CD 3 {citoplasmico) Anti CD3 Células T
Estirpe mieloide
CD13 My7 Células mieloides
CD 14 My4 Monocitos y macrofagos
CD 33 My9 Células mieloides y monocitos
CD 41 Pht-1 Megacariocitos y plaquetas
MPO (citoplasmico) Anti MPO Células mieloides
a--- My$8 Monocito-granulocito
$in estirpe definida 12
J5
Anti TdT Estipe By T

mn




2.3 REACTIVOS
-SOLUCION LISANTE: para lisis de glébulos rojos.

Solucién cuaternaria de amonio 19 g/L

Isopropanol 1%

Cloruro de potasio 0.5 gL

-SOLUCIONES DE FIJACION Y PERMEABILIZACION

Propuestos para fijar células en suspensién y su respectiva permeabilizacion; este
procedimiento le da al anticuerpo el acceso a la membrana y al citoplasma v deja intactas

las caracteristicas de dispersion morfotogica de las células.

--Solucién permeabilizante:

Tritén al 1% en PBS.

--Solucion fijadora;

Formaldehido al 1% en PBS.

- REACTIVO AMORTIGUADCR DE FOSFATOQS SALINO (PBS).

Contiene albliimina bovina al 0.2% y azida de sodio al 0.2 % para el lavado de las células.
2.4 CITOMETRIA DE FLUJO

Las células marcadas con los anticuerpos conjugados con la fluoresceina se
analizaron en un citometro de flujo Epics Profile XL Coulter. La citometria de flujo se ha
adaptado para detectar la presencia de glicoproteinas por medio de un fluorocromo. Por este
método se cuantifica la fluorescencia de los blastos incubados con el anticuerpo
monoclonal conjugado con FITC. Los resultados se expresan como cantidad de

fluoresencia en porciento.
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2.4.1 FUNDAMENTO

El citometro de flujo consiste en una fuente de luz generalmente un rayo laser de
argdn 15 mW, el cual proporciona luz monocromatica a 488 nm. Las células las
cuales fluyen e interceptan el rayo del laser, refractan la luz y si estan presentes
fluorocromos son exitados y emiten luz fluorescente. La luz es refractada en dos
diferentes angulos: la direccidn frontal {FS = forward scatter) y la forma lateral a
90° (SS = side scatter) y ambas formas son detectadas. La sefial FS es dependiente
del volumen de las particulas mientras que SS da la medida de la organizacion
interna (granulos, citoplasma) o textura de las particulas. La luz fluorescente emitida
es recolectada por el sistema Optico (lentes). Dependiendo de la longitud de onda
emitida, la luz es separada por una serie de espejos y filtros en dos o tres nuevos
rayos de luz. Los citdmetros actuales detectan 4 o mas fluorocromos
simultineamente. La luz reflejada es detectada por fotodiodos y fotomultiplicadores,
los cuales convierten la luz en una sefial eléctrica. La magnitud de la sefial eléctrica
es proporcional a la cantidad de luz detectada, la cual en caso de ser luz fluorescente
es relacionada al nimero de moléculas fluorescentes. Cada sefial llega a la
computadora y ésta procesa la informacién de un gran nimero de particulas o
células, informacion que presenta en forma de graficas (histogramas), asi mismo los

valores en porciento de cada uno de los parametros (35).

En la figura 1 se observa la estructura interna del citdmetro de flujo.
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FIGURA L

CITOMETRO DE FLUJO
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2 METODOS

2,1 TINCIONES DE RUTINA

El frotis del aspirado de méduia dsea se tifid con el colorante de Wright, para realizd
el diagnéstico de leucemia y al observar los rasgos morfolégicos y se elaboré el diagnéstico
citomorfoldgico y con las tinciones citoquimicas de mielopreroxidasa, acido peryodico de
Schiff (PAS) y negro sudan, se apoyé el diagnostico, (estas técnicas se presentan en el

Apéndice).

k]



2.2 DETECCION DE LOS ANTIGENOS DE SUPERFICIE

- Colocar 50 ul de aspirado de médula dsea en un tubo eppendorf con el anticuerpo

correspondiente ya marcado con fluoresceina, dejar por 15 minutos a temperatura ambiente.

Adicionar 2 ml. de PBS para lavar las células, centrifugando a2 400 G.

Agregar 100 uL de solucién lisante.

- Lavar 2 veces

Resuspender en I mL. de PBS.

- Analizar en el citometro de flujo.
2.3 DETECCION DE LOS MARCADORES INTRACITOPLASMICO0S

Este proceso utiliza reactivos para fijar células en suspension y permeabilizar las
mismas, con el objeto de dar a los anticuerpos acceso a las estructuras intracelulares y

dejar intactas las caracteristicas de dispersion morfoldgica de la célula.

- Colecar 50 ul. de médula dsea, sangre total o suspension de células mononucleares en un
tubo de 5 mL.

- Agregar 100 uL del reactivo de fijacion a temperatura ambiente.
- Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.
- Adicionar 5 mL de PBS y centrifugar por 5 min a 200 G.

- Eliminar el sobrenadante y adicionar al boton celular 100 uL del reactivo

permeabilizante y 20 uL del respectivo anticuerpo monoclonat conjugado con FITC.

- Agitar en el vortex a baja velocidad por 1 o 2 segundos.
- Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.

- Lavar las células con 5 ml de PBS.
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- Eliminar ¢! sobrenadante y resuspender las células en PBS para el analisis inmediato o
resuspender las células en 0.5 mi de formaldehido al 1% y alimacenar a temperatura de 2 a 8

%C en 1a oscuridad para su andlisis dentro de las 24 horas siguientes.
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RESULTADOS

La clasificacidn correcta pudo ser estabiecida sin dificultad en 17 casos, con
microscopia de fuz y pruebas citoquimicas, sin embargo con el uso de estas variables no se
concretd una clasificacién definitiva en los casos 4, 8 y 20, por lo tanto el inthunofenotipo
vy los marcadores intracitoplasmicos fueron de gran importancia para definir la estirpe de la
leucemia. En la tabla 2 podemos observar los datos correspondientes a los examenes
morfolégicos, citoquimicos, marcadores de superficie e intracitoplasmicos. Se consideran
positivos aquellos datos analizados en el citdmetro de flujo con resultados mayores o
iguales al 30%.

En relacion al diagndstico citomorfologico, se puede observar que ef tipo LLA-L1
fue el mas frecuente, se encontraron 16 de 20 casos, las leucemias indiferenciadas fueron 3

y solo un caso de LLA-L2,

Referente a las pruebas citoquimicas, la tincion de mieloperoxidasa fué negativa en
el total de los casos. Con el uso de la tincion de negro sudan 19 casos fueron negativos y
solo un caso alcanzé ¢l 20 % de positividad. Con la tincion de PAS, ¢ fueron negativos, 6

de positividad intermedia, 4 de positividad alta y uno de positividad baja.

En cuanto a los marcadores de superficie, el CD1% se presentd en un rango de 0 a
88% de positividad. Dado gue los casos positivos se consideraron a partir del 30% o mas de
células positivas, solo se obtuvieron 12 casos positivos. El CD10 se presento en un rango
de 0 a 98% de positividad con 15 casos positivos, el CD35 se gbtuvo en un rango de 0 a 74%
de positividad con 4 casos positivos, el CD2 en un rango de 3 a 58 % de positividad con 4
casos positivos, el CD14 en un rango de 0 a 34% de positividad con un caso positivo, el
CDI13 en un rango de | a 98% de positividad con un solo caso positive, ¢l My 8 (a este
marcador no se le ha designado un niimero de grupo de designacién CD), se presentd en un
rango de 0 a 41% de positividad con 2 casos positivos, el CD33 en un rango de 2 a 29%

siendo negativos todos los casos, el CD41 en un rango de 0 a 68 % de pesitividad con 2
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TABLA 2
RESULTADOS
DIAGNOSTICO CITOMORFOLOGICO, CITOQUIMICO E INMUNOFENOTIPO (MEMBRANA Y CITOPLASMA)

Pmxiree Diag [Mckpooadd] Negro PAS cD19 cD10 CD5 cD2 CD14 CD13 My8 cD33 CD41 CD34 TdT CD3a| CD78p] MPOo
Morfol. E =] Sudan
1. LLA-L1 Meg. Neg. Neg. 0 0 74 42 L] 1 [s] 2 3G 68 75 12 Q
2 LLA-L1 Neg. Neg. Neg. 18 57 48 58 34 98 39 68 34 98 80 85 82
3 LLA-L1 Neg. Neg. Neg. a8 55 20 2B 15 1 13 7 ] 94 0 a9 28
4 Indiferen | Neg. Neg. Neg, 22 96 26 28 27 2 37 12 28 99 o] 8
ciada.
5. LLAL1 Nsg. Neg. | Inter. 48 12 [] 1 [ 2 4 7 13 74 18 76 16
__Pptas.
6. LLA-L1 Neg. Neg, | Alto 182 680 30 4 5 2 1 2 76 80 15 81 11
ptos.
7. LLA-LY Neg, Neg. Inter. g 77 0 5 2 [} 56 62 98 18 86 41
114 ptos.
[} indiferen | Neg Neg. Neg. 67 80 10 4 ] 45 5 13 94 13
ciada
9. LEA-L2 | Meg Nep. | Alto 157 [T T4 8 [] 13 10 [} 84 18 a1 35
i e o8, . .
t0. LLA-L1 Neg. Neg. | Bao 20 68 95 10 k] 4 28 4 [ 97 42
08,
L. LLA-L1 Neg MNeg. Neg. 55 [::] 10 18 1t [ 86 8 7] 5
12. LLA-L1 Neg 20% Inter, 59 43 28 25 13 20 25 t4 14 [°] 64 24 75
117 plos.
13. LLA-L1 Neg. Inter. 26 28 35 kY] 20 19 13 1 1 28 47 T4 27
113 ptos.
14. LLA-L1 Neg. Neg. Neg. B 43 7 8 8 [] 5 [ 89 19 82
15 LLA-L1 Neg. Neg. | Alle 513 63 18 5 . 7 3 3 28 12 56 79 7 70
08.
16. LLA-LY Neg. Neg. intor. 45 48 16 16 1 9 1" 2 Q 26 73 3 81
137 ptos.
17. LLA-L1 Neg. Neg. Neg. B5 66 28 Fii 2 24 41 29 8 64 0 73 0
18. LLA-L1 Neg. Neg. | Alte 169 60 Bt 1 6 8 27 25 ] 2 41 3 45 8
plos.
19. LLA-L1 Neg. Neg. | Inter. 58 7 72 25 8 2 7 1 4 0 ) [} 69 2
plos.
20 Indifersn | Neg. Neg. Neg. 28 8 34 50 17 2 1 1 0 13 51 65 4 3]
ciaada.
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casos positivos, el CD34 en un rango de 9 a 98 % de positividad con 8 casos positivos , la
TdT se presenté en un rango de 4 a 98 % de positividad con 17 casos positivos, el CD3c en
un rango de 0 a 80 % de positividad con 4 casos positives y el CD79a-c en unrangode 4 a
99% de positividad con 16 casos positivos. La MPO manoclonal se present6 en un rango de
0 a 82% de positividad con 4 casos positivos.

En referencia a la tabla 3 los casos 1 y 13 corresponden morfolégicamente a una
LLA1 en la que ¢l resultado para las 3 tinciones citoquimicas es negativo para ¢l caso | y el
caso 13 presentd solo PAS + . Por inmunofenctipo se indentifica que pertenece a estirpe T

y se confirma con su marcador especifico: CD3c.

En los casos 2 y 7 se identifica primero que es una LLAL, con unas tinciones
citoquimicas que no correlacionan, pero al observar los resultados del inmunofenotipo
vemos un marcador CD41 positivo lo que cambia radicalmente el diagnéstico inicial,
ademds los marcadores intracitopldsmicos confirman la presencia de 2 lineas celulares,

concluyendo con la presencia de una LMA-M7.

En los casos 3, 11 y 14 se observa que el diagnostico morfolégico no se confirma
con el citoquimico, pero se establece con el inmunofenotipo y el CD7%a-c especifico para

estirpe celular B.

En los casos 4 y 8 ni los resultados morfoldgicos ni citoquimicos permitieron la
clasificacion de la leucemia por lo tanto el inmunofenotipo orienta a la presencia de blastos

tipo B confirmados con un CD79a-c positivos.

En el caso 20, la clasificacion morfologica de la leucemia es indiferenciada, pero
tanto los marcadores de membrana como los intracitopldsmicos orientan hacia una
clasificacion de estirpe T.
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TABLA 3

CORRELACION ENTRE CLASIFICACIONES: CITOMORFOLOGICA, CITOQUIMICA E INMUNOFENOTIPO

PACIENTE CLASIFICACION CLASIFICACION MARCADORES DE MARCADORES CLASIFICACION
CITOMORFOLOGICA | CITOQUIMICA MEMBRANA INTRACITOPLASMICOS INMUNOLOGICA
t LINFOIDE LLAIl -* PRECURSOR DE CELULAS T PRECURSOR DE CELULAS T LLAL ESTIRPE T
2 LINFOIDE LLAI - PRECURSOR DEB T, CD4] PRECURSOR DEB T LAM-M7, CON
MARCADORESBYT
3 LINFOIDE LLAl - PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLAI ESTIRPE B
4 INDETERMINADO - PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLAI ESTIRPE B
5 LINFOIDE LLAI PAS POSITIVO NULO PRECURSOR DE CELULAS B LLAI ESTIRPEB
6 LINFOIDE LLA1 PAS POSITIVO PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLA! ESTIRPE B
7 LINFOIDE LLA1 PAS POSITIVO PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LAM-M7, CON
CD41 POSITIVO MARCADOR B
8 INDETERMINADO - PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLAY ESTIRPEB
9 LINFOIDE LLA2 PAS POSITIVO PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLA2 ESTIRPE B
10 LINFOIDE LLAI PAS POSITIVO PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLA1 ESTIRPE B
11 LINFOIDE LLA1 - PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLA1I ESTIRPE B
12 LINFOIDE LLAI PAS POSITIVO PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLA-L1 ESTIRPE B
13 LINFOIDE LLAI PAS POSITIVO PRECURSOR DE CELULAS T PRECURSOR DE CELULAS T LLA-L1ESTIRPE T
14 LINFOIDE LLA1 - PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLA-t ESTIRPE B
15 LINFOIDE LLA1 PAS POSITIVO PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLA-1 ESTIRPE B
16 LINFOIDE LLAI PAS POSITIVO PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLA-1 ESTIRPE B
17 LINFOIDE LLAI . PRECURSGR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B CON MAKCADOR LLA-I ESTIRPE B
18 LINFOIDE LLAI PAS POSITIVO PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLA-1 ESTIRPE B
19 LINFOIDE LLAI PAS POSITIVO PRECURSOR DE CELULAS B PRECURSOR DE CELULAS B LLA-1 ESTIRPE B
20 INDETERMINADO - PRECURSOR DE CELULAS T PRECURSOR DE CELULAS T LLA2 ESTIRPE T

--* No se observo positividad para MPO, NS, PAS variable.
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En los casos 6, 9, 10, 12, 15 y 18, el inmunofenotipo y los marcadores

intracitopladsmicos correlacionaron perfectamente concluyendo en una LLA de estirpe B.

Ademis, en los casos 9 y 10 se observa la expresion citoplasmica de 1a MPO v se le
atribuye a una manipulacion incorrecta de la técnica debido a que las muestras presentaron
células mieloides residuales las cuales no s¢ eliminaron adecuadamente con el mapa

electrénico.

En el caso 19, se identificé ser una LLA1 morfolégicamente y se asigné estirpe B

con el inmunofenotipo.

En el caso 5 los resultados morfolégicos y citoquimicos, conducen a la presencia de
una LLA1, en el cual e} inmunofenotipo no ubica la presencia de ninguna estirpe celular,
pero al detectar un CD79a-c positivo confirma la presencia de céluias de estirpe celular B.

En el caso 17 el resultado morfolégito v citoequimico de LLA1 correlacionan
perfectamente, pero al examinar los resultados, este diagnostico no se ve claro, debido a la
presencia de un antigeno mieloide (My 8) positivo, pero los resultados del CD79a-c,

tdentifica la estirpe tipo “B”.

En cuanto a las graficas obtenidas con el citémetro de flujo, en la figura 2 se
observa la distribucion de la poblacion leucémica en un histograma de dos parametros:
tamario (FS) ¢l el eje de la X vs granularidad (SS) en el eje de la Y, el cuadro interior
representa la poblacién aislada electronicamente la cual sera estudiada. En la figura 3, se
puede observar el pico representante de la fluorescencia inespecifica, donde el cursor de la
derecha indica la region de los resultados positivos. La figura 4, representa un e¢jemplo del
histograma donde se mide CD79a-c-FITC. Al igual la figura 5 es la medicién de CD3c-
FITC y ia figura 6, la medicion de MPOc-FITC.
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Figura 2. Distribucion de la poblacién leucémica de acuerdo a tamafio y
granularidad.
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Figura 4. Expresion del antigeno CD79a en la poblacion leucémica
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Figura S, Expresion del antigeno CD3 en la poblacidn leucémica
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Figura 6. Expresion de la enzima MPQ en la poblacion leucémica.
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DISCUSION

En base a los cnterios del grupo FAB, los resultados del diagnéstico.
citomorfologico para la clasificacion de la leucemia correlacionaron con los del
inmunofenotipo en 17 pacientes {85%) , como se representa en la figura 7. El examen
citomorfologico se ve limitado ya que se ha demostrado en diversas publicaciones que

existe una gran similitud entre la LLA1 y LLA2, asi misme, con respecto a las LMA - M7.

Las pruebas citoquimicas en el presente estudio, fueron consideradas importantes en
11 casos (55%), sin embargo solo en 9 casos, los resultados encontrados correlacionan con
la clasificacién morfologica para establecer un diagnostico correcto. Esto lo asociamos a la
inespecificidad de la reaccidon de PAS, ya que es positiva en una serie morfologica y en otra

como sucede en las M7 donde es positivo al igual que en las linfoblasticas.

Desde que Kohler y Milstein produjeron grandes cantidades de anticuerpos
monoclonales, altamente especificos para el reconocimiento de diferentes epitopes de
antigenos de células B, T asi como mieloides y que estos anticuerpos se conjugaron con
diferentes fluorocromos, se conocio el patron de presentacién de diversas glicoproteinas de
membrana y mds tarde de citoplasma, dependientes del grado de maduracién de las células
hematopoyéticas normales. Estos estudios asociados a LA, facilitan el reconocimiento de la

estirpe asi como el grado de maduracion de las células lencémicas.

Con el surgimiento en la década pasada de la citometria de flujo para el
estudio de los antigenos de membrana celular, de inmediato se implementaron técnicas para
Ia deteccion de antigenos intracitoplasmicos, La citometria tiene las siguientes ventajas: 1)
proporciona analisis multiparamétricos, el citometro detecta glicoproteinas aisladas o vartos
tipos de ellas en la misma célula, 2) realiza cuentas de 10 000 a 100 000 céluias en pocos

minutos, 1o que aumenta la precisidn del estudio, 3) el procedimiento es rapido.

Por estudios de inmunofenotipo, con marcadores de superficie y utilizando la

citometria de flujo, se identificé la estirpe en 19 casos (95%), debido a fallas técnicas en la
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realizacion de la prueba, a la presencia de antigenos mieloides en células de estirpe linfoide,
y a que no todos los antigenos de membrana se encuentran en todas las leucemias

linfoblasticas agudas.

Debido a que actualmente se conoce que algunos antigenos pueden ser detectados
intracelularmente antes de su expresidn sobre la superficie de la célula durante los estados
de diferenciacién linfoide, en el presente trabajo se utilizo el procedimiento de fijacion y
permeabilizacién para facilitar la deteccidn de antigenos intracitoplasmicos como CD3,
CD79a y MPO. Por medio de marcadores intracitoplasmicos, se-identifico la estirpe en 20
casos (100%), un poco menos que lo encontrado por otros autores debido también fallas en
Ja ejecucion de la técnica, en este caso un aumento en ¢l tiempo para la permeabilizacién y

lisado destruye las céluias.

Diversos autores como Kung y cols. (36), Hirata y Okamoto (37), describieron un
analisis por citometria de flujo para la deteccidn de TdT, con diversos métodos de fijacién y
permeabilizacion, es de destacarse que el método empleado y descrito en la metodologia
del presente trabajo, resultd adecuado y rapido para la determinaciéon de TdT, CD3c,
CD7%a-c y MPOc, sin embargo ¢s necesario cumplir con las vanables de tiempo de
incubacidn v temperatura establecidos, va que con cualquier modificacion al respecto, las
pruebas resultan falsamente negativas. En el presente estudio, el TdT fue positivo en 17
casos (85%). Se ha reportado que el TdT es positive en 90% a 95% de las LLA y mas del
40% de las células son positivas, por lo tanto se concluye que el TdT es un marcador
ubicuo tanto para las leucémias mieloides como linfoides y asociado inicamente al grado

de madurez.
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CONCLUSIONES

El 85% de las leucemias agudas se pudieron clasificar de acuerdo a los criterios del

grupo FAB,

El inmunofenctipo, empleando marcadores de superficie permitio establecer la

estirpe celular en el 95% de las leucemias agudas,

Todos los marcadores de superficie empleados para identificar células se estirpe T,

B o mieloide fueron negativos en el 5% de las leucemias agudas.

Empleando los marcadores intracitopldsmicos la estirpe celular se pudo establecer

en el 100% de las leucemias agudas.

En el 95% de los casos analizados, la estirpe celular obtenida con el inmunofenetipo
con marcadores de superficie coincidio totalmente con i obtenido empleando solo

los tres marcadores intracitoplasmicos.
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APENDICE

CLASIFICACION CITOQUIMICA.

- ACIDO PERIODICO DE SCHIFF (PAS).

La oxidacién por dcido peryédico rompe la unién 1:2 glicol de la glucosa o de un derivado amino o
alquilo sustituto. Por mecanismo de ruptura de las uniones C-C, da origen a radicales aldehido
revelables por el Schiff.

MATERIAL BIOLOGICO:
Extensiones de sangre o de médula 6sea del problema.
REACTIVOS:

1.- Solucidn fijadora:
Formaldehido al 36% 10m!}
Etanol al 96% 90ml

2.- Acido peryddico:
Peryodato de potasio 0.69g
Agua destilada cbp.  100ml
Disolver por calentamiento y agregar:
Acido nitrico concentrado 0.3mt. Conservar a ternperatura ambiente.

3.- Reactivo de Schiff:
Agua destilada 100 ml
Fucsina basica lg
(Dura 2 meses)
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Poner a ebullicidn el agua, en este momento poner lentamente el colorante agitando fuera del calor.
Enfriar 2 60°c, filtrar y agregar:
Bisulfito 0 metabisulfito de sodio 2g

Acido clorhidrico IN 20 mL
Incubar a temperatura ambiente por 18 a 26 horas, en un frasco tapado.
Agregar carbon activado 300mg

Agitar por 1 minuto. Filtrar. Conservar en frasco obscuro a 4%¢.

Desechar cuando toma un ¢olor ligeramente rosa.

4,- Metabisulfito de sodio:
Metabisulfito de sodio: 05g
Agua destilada  cbp. 100 mL

Preparar en el momento de usar.

5.- Hematoxilina:

Hematoxilina de Mayer ig
Agua destilada 500 mL
Calentar a ebullicién y agregar en el siguiente orden:
Agua destilada 500 ml
Yodato de sodio 02¢g
Sulfato de potasio y aluminio 50g

Agitar bien hasta disolucion completa. Filtrar y guardar en frasco obscuro a temperatura ambiente.

Filtrar nuevamente antes de usar.

TECNICA:

1.- Fijar las extensiones de sangre o médula dsea con la solucidn fijadora por 5 minutos.
2.- Lavar los frotis con agua corriente por 15 minutos. Secar al aire.
3.- Colocar los frotis ¢n un vaso de Coplin con dcido peryédico durante 10 minutos.
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4.- Lavar con agua corriente por 5 minutos. Secar al aire. NOTA: Frotis teflidos con Wright o
Giemsa pueden tefiirse a partir de este punto.
5.- Colocar los frotis en un vaso de Coplin con reactivo de Schiff durante 10 minutos.
6.- Pasar de ionmediato los frotis a tres bafios sucesivos con metabisulfito de sodio 3 minutos cada
uno.
7.- Lavar con agua corriente por 5 minutos. Secar al aire.
8.- Contratefiir con hematoxilina por 15 minutos.
9.- Lavar con agua corriente. Secar al aire

10.- Observar al microscopio.
INTERPRETACION:
El material positivo (glucogeno) dentro de las células toma un color rosa en forma de granulos o

acimulos gruesos.

INFORME DE RESULTADOS:

Bajo, intermedio, alto.



- PEROXIDASA

Las células hemiticas se inpregnan en una solucidn de bencidina. Ante el agregado de agua
oxigenada (perhidrol) aquellas organelas que poseen la enzima desprenden oxigeno naciente del

agua oxigenada y éste oxida la bencidina a un dxido intermedio color azul oscuro al principio gue

luego vira a negro.

MATERIAL BIOLOGICO:

Extensiones de sangre periférica ¢ de médula dsea del problema. Las extensiones deben ser frescas

{menos de 24 hoiras). Conservadas en Ia obscuridad duran hasta 3 semanas.

REACTIVOS:
1.- Fijador :
Formaldehido al 36% 10 mL
Etanol 96% 90 mL

2.- Solucion de tincion:
Apgregar en el siguiente orden:
Etanol al 30% (v/v) en agua
Sulfato de Zinc 0.132M (3.8%)
(Zn504-TH;0)

La bencidina no llega a disolverse totalmente. Se forma un precipitado con el sulfato de

zing que desaparece al agregar:
Acetato de sodio tritudratado
(NaC; H;0; - ; H:0)
Perdxido de hidrdgeno al 3%
Hidréxido de sodio IN
Safranina O

100 mL
03 g
1 mL

lg
0.7mL

1.5mL
02g
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Ajustar el pH 6.0. Filtrar y conservar en frasco obscuro a temperatura ambiente. Dura 6 meses.

3. Safranina al 0.5%

Safranina O ’ 05g
Agua destilada filtrada 100 mi
TECNICA:

1. Fijar las extensiones de sangre periférica o de médula dsea secas con solucion fijadora (1) por |
minuto.

2. Lavar los frotis en agua corriente, Secar al aire.

3. Teflir con la solucion de tincién (2) por 30 segundos.

4. Lavar los frotis con agua corriente. Secar al aire.

5. Tefiir nuevamente con safranina (3) por | minuto, si la contratincién es muy palida.

6. Lavar los frotis con agua corriente, secar al aire. Observar al microscopio.

INTERPRETACION:
Los granulocitos en las ctapas de maduracion de promiclocitos a neutréfilos segmetados, los
eosindfilos y los monocitos son peroxidasa positivos. en tanto que, los micloblastos, linfoblastos,

linfocitos, células plasmaticas y basofilos son negativos,

INFORME DE RESULTADOS:

Tincién de peroxidasa positiva o negativa.
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- SUDANNEGROB.

Tifie una gran variedad de lipidos, incluyendo grasas neutras fosfolipidos vy esteroides, es atil para
distinguir células micloides de otras células, puesto que los grinulos de las células mieloides son
sudanofilicos.

. Presencia de granulos de
Lipido + Sudan negro -» color café obscuro a negro

METODO:
Sheehan H. L., Storey G.W.

REACTIVOS:

1.- Fijador:

2. Solucion Stock de Sudan negro B:

Sudan negro B 03g
Etanol absoluto 100 mL

Requiere hasta dos dias a temperatura ambiente para disolverse,

3. Solucidon buffer:

Fenol l6g
Etanol absoluto 30 mL
Mezclar y agregar a una solucion de:

NaHPO; - ; H:C 03g
Agua destilada 100 mL
4. Solucidn de tincidn:

Solucion stock (2) 60 mL
Solucidn buffer (3) 40 mL

Filtrar por succion. Esta solucion es estable por varias semanas conservandola a temperatura

ambiente,
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5. Hematoxilina ~

Hematoxilina de Meyer lg

Agua destilada 500 mL
Calentar a ebullicién y agregar en el siguiente orden:
Agua destilada 500 mL
Yodato de sodio 500 mL

Sulfato doble de aluminio y potasio 50g

Agitar enérgicamente. Conservar en frasco obscuro a temperatura ambiente. Filtrar antes de usar.
TECNICA:

1. Fijar las extensiones de sangre o médula osea secas en vapores de formol por 10 minutos en una
caja Petri con un poco de formol. Se colocan los frotis sobre puentes de vidrio, la caja s¢ mantiene
tapada.

2. Colocar los frotis en un vaso de Coplin con la solucién de tincién (4) por 60 minutos para su
tincidn.

3. Lavar con etznol al 70% por 3 minutos, para eliminar el exceso de colorante,

4. Lavar con agua corrente y secar al aire.

5. Contratedir con la hematoxilina (5) por 15 minutos.

6. Lavar con agua corriente. secar al aire. observar al microscopio.
INTERPRETACION:

El patrén de tincion es similar al de la mieloperoxidasa Los lipidos se tiflen de color negro.

INFORME DE RESULTADOS:
Tincién de Sudan Negro B: positiva o negativa.




BUFFER DE FOSFATOQS SALINO

A.-  Solucién de KH;PQ, 0.067M

B.-  Solucién de Na;HPQ, 0.067 M

C.-  Mezclar 13 ml de la solucion A a 87 ml de la solucidn B.
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CLASIFICACION CITOMORFOLOGICA

GRUPO COLABORATIVQ FRANCO-AMERICANO BRITANICO

LEUCEMIAS AGUDAS LINFOBLASTICAS.

RASGOS CITOMORFOLOGICOS

L1 L2 L3

TAMANO CELULAR pequeiio grande grande
heterogénco  heterogéneo
CROMATINA NUCLEAR homogénea variable fina
homogénea homogénea

FORMA NUCLEAR regular irregular regular
NUCLEOLOS pequetios visibles visibles
CANTIDAD DE CITOPLASMA escasa variable moederada
BASOFILIA DEL CITOPLASMA claro, poco intenso muy intenso
VACUOLIZACION variable variable prominentes

DEL CITOPLASMA.
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