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INTRODUCCION

Elandlisis inmunofenotipico, junto con los estudios
morfoldgicos v citoquimicos, se aplica de rurina en la
caracrerizacion de las leucemias agudas. La fenotipifica-
cion inmunolagica no solo permirte asignar linaje a los
blastos leucémicos sino rambién definir subtipos inmu-
nologicos en leucemia linfobldstica aguda (LLA) (1-4),
caracterizar a blastos mieloides con diferenciacidn mi-
nima (5), v reconocer leucemias de fenotipo atipico v
bifenotipicas verdaderas (6-11).

El empleo de un gran nimero de anticuerpos
monoclonales y de la citomerria de flujo ha permitido
conocer la gran heterogencidad inmunofenotipica que
presenta la leucemia aguda.

En el presente trabajo reportamos los hallazgos
inmunofenotipicos de los blastos de 257 pacientes con
diagndstico de leucemia aguda v la incidencia de cadauno
de los subtipos inmunologicos identificados.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Entre mayo de 1992 v julio de 1997 se remirieron a
nuestro laboratorio las muestras de médula dsea o sangre
periférica heparinizadas de 257 pacientes con leucemia
aguda de novo para caracterizacion inmunofenotipica.

195 pacientes fueron adultos (=15 afos) v 62
pedidtricos. (Rango de edad: 3 meses a 84 afos).

Se utilizaron para la clasificacion los criterios diag-
ndsticos propuestos por el Grupo Francés-Americano-
Britanico (FAB) (12),
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INMUNOFENOTIPIFICACION

Se purificaron las células mononucleares en gra-
dientes de densidad de Ficoll-Hypaque.

Con una fraccion de las células lavadas se confec-
cionaron citocentrifugados utilizando una citocentrifu-
ga Cytospin Il (Shandon) para determinaciones cito-
quimicas, morfologicas, deteccion de antigenos cito-
plasmirticos (CD3¢, CD22¢, CD13c) v micloperoxidasa
(MPO) por método inmunologico.

Para la dereccion de anrigenos citoplasmaticos ¢n
citocentrifugados se utilizo la téenica de fosfatasa alca-
lina-antifosfatasa alcalina (FAAFA) (13). Esta técnica
también se empled para confirmar la positividad a
ghcoproteinas plaquetarias por citometria de flujo para
descartar falsos positivos por adhesion de plaquetas
(14,

Para la inmunomarcacion y analisis por citometria,
las c€lulas fueron resuspendidas en PBS v tratadas con
suero de cabra al 10%, inactivado por calor, para
prevenir la unidn inespecifica.

La inmunofenotipificacidn de membrana se realizé
en un equipo Profile I (Coulter) analizando 5000 a
10.000 eventos para cada anticuerpo monoclonal. Se
urilizd ¢l siguiente panel de anticuerpos monoclonales
empleando rinciones dobles: HLA-DR, CD2,CD3,
CDh4, CD5, CD7, CD8, CD10,CD13, CD14, CD19,
CD22, CD33, CD34 (QBend-10 Immunotech),
CD41, CD61, Glicoforina A.

Las leucemias fueron clasificadas como positivas
para ¢l antigeno si 20% o mds de las células eran
positivas en el andlisis.
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En los casos de fenotpo atipico, la coexpresion fue
confirmada por dable tincidon directa (isotiocianato de
fluoresceina/ficocritrina).

Método estadistico

Las asociaciones entre la expresion de antigenos de
superficie fue estudiada usando el test del chi cuadrado.
Fue considerado significativo ¢l valor de p <0.05,

RESULTADOS

De los 257 casos de leucemia aguda, 150 casos
(58.4%) corrcspondieron a leucemia mieloide
aguda, 95 casos (36.9%) a LLA, 10 casos (4.0%) a
leucemnia bifenotipica v 2 casos (0.7%) a leucemia
aguda indiferenciada.

Leucemia mieloide aguda (LMA)

137 casos (91.4%) correspondicron a pacientes
adultos v 13 casos (8.6%) a pacientes pediatricos.

La Tabla 1 muestra la clasificacion de las LMA
segin FAR.

Tabla 1- Distribucién de subtipos

FAB en LMA
FAB N" de pacientes Incidencia(%)
MO 16 10.7
M1 43 28.7
M2 28 18.7
M3 11 7.3
M4 28 18.7
M5 14 9.3
Mo 3 2.0
M7 i 4.0
L.a mas- 1 0.7
toblasto

La expresion de los antigenos micloides fue de
76.4% (113 de 148 casos) para CD13, 77.7% para
CD33 (115 de 148 casos), v 28.6% para CD 14 (42 de
147 casos) (Tabla 2).

60 % de los casos reaccionaron con CD13 v CD33
v 96.0% de los casos fueron positivos o bien para CD13
o para CD33. 4 de los 6 casos negativos a CD13 v
(N33 fueron micloperoxidasa positivos (2 M1 v 2
M2}, 1 caso correspondic a M5 (CD14 v alfanaftila-
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Tabla 2-Caracteristicas inmunofenotipicas
en LMA scgun FAB

FAR HLA-DR CD13 CDI4 CD33 CD34
MO@n=16) 1316 1416 016 1316 1214
(%>20%) (S1.3%) (87.5%) (0%)  (81.3%) (85.7%)
Mln=43) 36/43 3243 543 3343 27739
(83.7%)  (744%) (1L6%) (76.7%) (69.2%)
M2(n=28) 1828  IR28 228 2128 12/23
(64.3%) (64.3%) (7.1%) (75.0%) (52.2%)
M3(n=11) 011 1873 E I V18 S § 1) SR Y
(0%) (100%) (0.9%) (100%) (12.5%)
Md(n=28) 2828 2427 2027 2128 12726
(100%)  (88.9%) (74.1%) (75.0%) (46.2%)
MS(n=14) 1414 914 1314 1314 314
(100%)  (64.3%) (92.8%) (92.8%) (21.4%)
Mé(n=3) 173 23 073 23 0/3
(33.3%)  (66.7%) (0%)  (66.7%) (0%)
M7(n=6) 35 36 5 15 35
(60.0%)  (50.0%) (20.0%) (20.0%) (60.0%)
TOTAL
(m=149) 113/148 113/148 42147 115/148 73/132
%>20%  (76.4%) (76.4%) (28.6%) (77.7%) (55.3%)

ceroesterasa positvo) v el orro caso a una M6 (Gli-
coforina A +).

El anngeno HLA-DR se detectd en el 76.4% de los
La negauvidad a HLA-DR caracteristico de la
IMA-M3, se observd también en otros subtipos,
siendo mis frecuente en M2, La expresion de CD34 fue
del 55.3%. La positividad a CD34 sc observd no solo
en MO, M1 v M2 sino rambién en M4 y M5.

La expresion adpica de antigenos linfoides fue
detecrada en los blastos del 28.2% de los casos. El
anugeno CDY7 fue el mds frecuente v se observd en 20
de 93 casos estudiados (21.5%).

Los casos de LMA CD7 positivos correspondieron
frecuentemente a MO/M 1 (60%) ya M4 (20%) (Tabla 3).

Tabla 3-Distribucién en subtipos FAB
de las LMA-CD7 +

LMA-CD7+ (n=20)
MO Ml M2 M3 M4 M5 Mé M7
420 820 220 020 420 220 020 020

(20.0%) (40.09%) (10.0%) (0%) (20.0%) (10.0%) (0%) (0%)
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Las LMA-CD7+ mostraron una diferencia signi-
ficativa con respecto a las LMA-CD7- en los porcen-
tajes de positividad a HLA-DR (p<0.01) y una mayor
tendencia, si bien no significativa, a expresar el antigeno
CD34 (70.0% vs. 55.0%) (Tabla 4).

Tabla 4- Caracteristicas fenotipicas de
LMA-CD7+ y LMA-CD?7-

HIA-DR CDI3 CD33 CD34
LMA-CD7+ 95.0% 85.0% 90.0% 70.0%
LMA-CD7-  62.5% 82.1%  B5.0% 55.0%

p<.01 p=05 p>05 p=0.5-0.25

Los antigenos linfoides CD2, CDI19, v CD10 se
detectaron en ¢l 4.1%, 1.3% v 1.3% de los casos respec-
nvamente.

La leucemia a mastoblastos fue negativa para HLA-
DR, CD34 v CD14, positiva para CD13 Y CD33 y
mostro coexpresion de los antdgenos CD4 v CD25.

Leucemia linfoblistica aguda

Los fenotpos de LLA fueron clasificados en los
siguientes subtipos principales: LLA de célula B temprana
(HLA-DR +, CD19+) LLA-comuin (LLA-¢) (CD19+,
CD10+), LLA-B (Ig5+), vy LLA-T (Pre-T o T),

No se analizd el subtipo de LLA pre-B pura, dado
que la expresion de la inmunoglobulina citoplasmarica
investigada a partir de diciembre de 1994, fue realizada
en solo 46 de los 95 casos presentados.

De los 95 casos de LLA, 46 (48.4%) ITCSPOnN-
dieron a pacienres adultos (=15 afos) v 49 casos
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Figura 1. Subgrupos inmunofenctipicos de LLA
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(51.6%) a pacientes pedidtricos.

El 90.5% (86 de 95 casos) fucron de linea B y el
9.5% (9 de 95 casos) de linea T.

Se analizaron las caracteristicas inmunofenotipicas
subdividiendo a los pacientes de acuerdo a la edad.

Ia Figura 1 ilustra la incidencia de subgrupos
mmunofenotipicos en ninos v adultos con LLA.

La inadencia de los subtipos inmunofenotipicos ¢n
adulros fue de 8.7% parala LLA-B temprana, 69.6% para
la LLA-c, 6.5% para la LLA-B y 15.2% para la LLA-T.

En nifios la incidencia fue de 10.2% para la LLA-B
temprana, 83.7% para la LLA-c, v 6.1% para la LLA-
T. No sc observo ningun caso de LLA-B en esta serie.

Estos datos muestran una mavor incidencia de
LLA-c en los mifios (83.7% vs. 69.6%). También sc
observd una mas alta incidencia de LLA-T en adultos
que en ninos (15.2 vs. 6.1%).

Todos los casos fueron positivos para HLA-DR y la
expresion del antigeno CD19 fue del 98. 8% (85/86).

La expresion de CD34 fue del 65.2% en LLA de
linea B, no observindose diferencias significativas entre
ninos y adultos (63.9% vs. 66.7%).

En LLA- T la expresion de CD34 fue de 22.2% (2
de 9 casos).

La Tabla 5 muestra las caracteristicas inmunofenco-
tipicas de las LLA-T.

Tabla 5-Hallazgos inmunofenotipicos

en LLA-T

Ninos  Adultos

(n=3) (n=6)
HLA-DR 0/3 0/6
CD2 3/3 5/6
CD3 0/2 0/6
CD7 3/3 5/6
CDI10 1/3 1/6
CD34 0/2 2/6
CD4 0/2 1/5
CD8 0/2 1/5
CD3c 3/3 6/6
CD22c 0/3 0/6

Todas las LLA-T fueron positivas para CD3c v
negativas para CD22¢. Una de las LLA-T en un adulto
fue positiva sdlo para CD3c.

La expresion atipica de antigenos asociados a linea
micloide se observo en el 4.2% de los casos (4/95). El
CD13 fue el antigeno micloide mds frecuente (3.1%)
seguido del CD33 (1.1%).

En los 4 casos el fenotipo inmunoldgico de los
blastos correspondit a LLA-¢ v fuecron CD34+.
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Tabla 6-Expresion de antigenos en L.A bifenotipicas

CD2 CD5 CD7 CD3c CD10 CDI19 CD22c CD13 CDl4 CD33 CD34 MPO
Casol + + # & - - - + + + + -
Caso2 - - - - - + + + - + + +
Caso3 + + + - + + * . - - + =
Caso¢ - - - - - 4 + + + o+ o+ -
Caso5S + + o + - - - + - = + +
Caso6 - - - - + + -+ + - - + +
Caso 7 - - - - - + + - - - + +
Caso 8 - - - - + + + + - - + +
Caso9 - - + - + + + + - - + +
Caso 10 + + + - - - - + - - + +

Leucemia aguda bifenotipica (LAB)

En 10 de los 257 casos de leucemia aguda encon-
tramos coexpresion de antigenos de mds de una linea
con criterio de LAB (15).

Se observo coexpresion de antigenos: mieloides v
linfoides B en 6 casos, mieloides y infoides T en 3 casos
v linfoides B v T en 1 caso. Todos los casos de LAD
tueron C34 positivos.

[a Tabla 6 muestra los hallazgos inmunofenotipi-
cos en las TAB.

Leucemia aguda mndiferenciada

En 2 de los casos (0.7%) ¢l andlisis inmunofenotipi-
co no permirtio identificar el linaje de los blastos,

Los blastos de 1 caso mostraron un fenotipo de
célula progenitora positiva solo a HLA-DR vy CD34. El
otro caso fue positive a los antigenos HLA-DR, CD34,
CD13 y CD10. En ninguno de los casos se detectaron
antigenos citoplasmdticos especificos de linea.

CONCLUSIONES

Reportamos la expresion antigénica ¢ incidencia de
subtipos inmunolégicos en 257 pacientes con diagnos-
tico de leucernia aguda.

El panel de anticuerpos monoclonales unlizado vel
andlisis de antigenos de superficie por citometria de
flujo, junto con los estudios morfologicos. citoquimi-
cos ¢ inmunocnzimadticos para la deteccion de annige-
nos citoplasmaticos, permitio conocer el linaje de los
blastos en el 99.2% de los casos (255 de 257 casos).

En este estudio los resultados de reactividad de los
anticucrpos monoclonales en LMA - fue similar al
descripto en otros trabajos (16-18).

MNuestros datos, mostraron una mas alta incidencia
de LLA comtin en ninos y de LLA-T en adultos, como
ha sido previamente reportado (2, 3, 19-23).

La expresion atipica de antigenos asociados a otras

lineas fue mas frecuente en LMA que en LLA (28.2%
vs. 8.2%). Si bien los porcentajes de incidencia de
leucemnias agudas con antigenos asociados a otras lineas
son muy disparcs, nuestros resultados son semejantes a
los reportados por algunes autores (17, 25). Estas
discrepancias pueden ser arribuidas a diferencias en los
criterios de positividad, al empleo de un mimero
diferente de marcadores, v a la metodologia empleada.
Creemos que la doble marcacion debe ser utilizada de
rutina para la confirmacion de la coexpresion.

En LMA el annigeno linfoide mds frocuente fue ¢l CD7.

Nuestro estudio confirma la expresion frecuente de
HLA-DR y CD34 en LMA-CD7+ encontrada por
otros autores (26-28).

En LLA ¢l antigeno micloide mas frecuente fue ¢l
CD13.

En conclusion, la inmunofenotpificacion en leu-
cemia aguda provee una base solida para la clasificacion
de esta enfermedad heterogénea, Observamos que los
resultados aqui presentados son coincidentes con los
reportados por la literatura.

Asimismo resulta evidenre la necesidad de realizar
otros estudios orientados a estudiar la correlacion entre
los subgrupos inmunofenotipicos v las caracteristicas
biologicas que pudieran aportar informacion de signifi-
cacion clinica.

RESUMEN

Se fenotipificavon los blastos de 257 pacientes con
lencemia aguda (LA) mediante citometria de flujo
utilizando un panel de 17 anticuerpos monoclonales (HLA-
DR, CD2,CD3,CD4, CD5, CD7, CD8, CDI10, CDI3,
CDI4, CDIY, CD22, D33, CD34, CD4, CDel,
anti Glicoftiving A). 195 pacientes fieeron adultos(=15
asios) y 6.2 pedidtricos.

149 casos (58.4%) corvespondicron o LMA, 95 casos
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(36.9%) a LLA, 10 casos (4%) o LA bifenotipica, y 2 casos
(0.7%) n LA indiferenciada.

La clasificacion de LMA seivin FAB fie: MO: 16/150
(10.7%), M1: 43/150 (28.7%), M2: 24/150 (18.7%),
Ma3: 117150 (7.3%), M4: 28/150 (18.7%), M5: 14/150
(9.3%), M6: 3/150 (2.0%), y M7: 6/150(4.0%) v I LA a
mastoblastos (0.7). En LMA la expresion de CD13 fiue del
76.4%, de CD33 77.7%, de CD14 28.6%, de HLA-DR
70.4% vy de CD34 55.3%. La expresion aripica de
antigenos linfoides vepresentd el 18.7%: CD7: 21.5%,
CD2: 4.1% CDI10: 1.3% y CD19: 1.3%. Fenatipica-
mente las LMA-CD7+ resultaron con mas frecuencia
HILA-DR+ y CD34+ que las LMA-CD7-, De los 95
pacientes con LLA, 46 (48.4%) resultaron adultos y 49
(51.6%) resultavon pediatricos. El 90.5% fuevon de
Iinea By 9.5% de linea T. Los subtipos de LLA de linea
B se manifestaron: LLA de célula B remprana: 10.6%,
LLA comun (LLA-c): 85.9% v LLA-B: 3.5%. Fue mis
Jrecuente la LLA-c en nisios y la LLA-T en adultos. La
expresion en LLA en general vesultd del 60% (65.2% en
LLA de linea By de 22.2% en linea T).

La expresion atipica de antigenos en LLA se
constato menor que en LMA (4.2%) siendo el CD13 el
mes  frecuente. Las lewcemias bifenotipicas fueron:
micloide/ linfoide 1 3 de 10 casos, Mieloide/linfoide B:
6 de 10 y linfoide B/T 1 de 10. Los hallazgos aqui
presentados son coincidentes con los descriptos en la
literatura.
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