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RESUMEN

Introduccion: la leucemia mieloide aguda incluye un grupo heterogéneo de
neoplasias caracterizadas por una expansién clonal de mieloblastos, cuya
clasificacion involucra varios criterios, incluidos los inmunoldgicos.

Objetivo: caracterizar el inmunofenotipo de los pacientes con leucemia mieloide
aguda evaluados en el Instituto de Hematologia e Inmunologia.

Métodos: se realizd un estudio descriptivo transversal de los pacientes
diagnosticados con este tipo de leucemia, cuyas muestras de sangre fueron
procesadas en el Departamento de Inmunologia en el periodo 2008-2012. Se uso
un ultramicrométodo inmunocitoquimico que utiliza un panel de anticuerpos
monoclonales especificos de antigenos mieloides y linfoides. Las variables
analizadas fueron: edad, sexo, subtipo de leucemia y expresion de marcadores
inmunoldgicos, cuyas asociaciones fueron analizadas con los estadigrafos Chi-cuadrado
y coeficiente de correlacidon de Spearman.

Resultados: se estudiaron 58 pacientes, 28 del sexo femenino y 30 del masculino.
El grupo de edad predominante fue de 0 a 9 afios con una mediana de 26 afios. El
subtipo M4 resultd el mas frecuente (30,4 %). Los subtipos M4 y M7 predominaron
en nifios, mientras que el M0, predomind en adultos, con diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05). La combinacion de los antigenos
panmieloides CD13 y CD33 se presentd en el 91 % de los enfermos. Las
combinaciones de CD13/CD33, CD14/CD15, CD33/CD14 y CD33/CD15 mostraron
correlacién significativa. En el 20,6 % de los pacientes evaluados, fueron
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detectados, ademas, antigenos linfoides. No se encontraron diferencias
significativas en cuanto al sexo y la edad. El antigeno CD7 fue el mas expresado,
seguido de los antigenos: CD3, CD20, CD22 y CD79, en igual proporcion.
Conclusiones: el inmunofenotipaje celular demostrd ser un procedimiento Util para
confirmar el diagndstico morfoldgico y clinico de la leucemia mieloide aguda.

Palabras clave: inmunofenotipaje, leucemia mieloide, anticuerpos monoclonales,
hemopatias malignas.

ABSTRACT

Introduction: Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous group of diseases
characterized by clonal expansion of myeloblasts; its classification involves several
criteria, including the immunological one.

Objective: To characterize the immunophenotype of patients with acute myeloid
leukemia who were evaluated at the Institute of Hematology and Immunology.
Methods: A descriptive study of patients diagnosed with this kind of leukemia,
whose blood samples were processed at the Department of Immunology during
2008-2012. An immunocytochemical ultramicromethod that uses a panel of
monoclonal antibodies specific for myeloid and lymphoid antigens was applied. The
variables analyzed were age, sex, subtype of leukemia and expression of
immunological markers; their association was analyzed with the Chi-square test
and Spearman's rank correlation coefficient.

Results: The study covered 58 patients; 28 were males and 30 females. The
predominant age group was 0-9 years with a median of 26 years. M4 subtype was
the most common (30,4 %). M4 and M7 subtypes predominated in children, while
MO predominated in adults with statistically significant differences (p< 0,05). The
combination of pan-myeloid antigens CD13 and CD33 was present in 91% of
patients. Combinations of CD13/CD33, CD14/CD15, CD33/CD14 and CD33/CD15
showed significant correlation. In 20,6 % of patients tested, lymphoid antigens
were also detected. In this group, no significant differences by gender and age.
CD7 antigen was the most expressed followed by antigens: CD3, CD20, CD22 and
CD79, in equal proportion.

Conclusions: Immunophenotyping of leukemia cells appeared as a useful tool to
confirm the morphological and clinical diagnosis of acute myeloid leukemia.

Keywords: immunophenotyping, myeloid leukemia, monoclonal antibodies,
malignant hemopathies.

INTRODUCCION

Las leucemias agudas constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades
hematoldgicas con diferencias en la etiopatogenia, historia natural y prondstico,
qgue se caracterizan por la proliferacion clonal de las células progenitoras
hematopoyéticas. Con su clasificacion se ha intentado reducir dicha heterogeneidad
e identificar subgrupos biolégicamente diferentes y con distintas opciones
terapéuticas, lo que ha permitido mejorar el prondstico de los pacientes con este
grupo de enfermedades.!
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En la actualidad, la clasificacidon de las leucemias agudas involucra criterios de
citoquimica, inmunologia, citogenética y biologia molecular. En particular, el
inmunofenotipo representa una herramienta Gtil, al permitir la deteccién de los
diferentes antigenos que identifican las diferentes lineas y etapas de maduraciéon de
las células hematopoyéticas. De hecho, en las Ultimas décadas la caracterizacion
inmunofenotipica ha sido incorporada en distintas clasificaciones de leucemias
agudas, como la clasificacién inmunoldgica del European Group for the
Immunological Characterization of Leukemias (EGIL) y la Clasificacion de Tumores
de tejidlo3s hematopoyéticos y linfoides de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS).™

La leucemia mieloide aguda (LMA) representa, a su vez, un subgrupo heterogéneo
de leucemias agudas caracterizadas por una rapida expansion clonal de
mieloblastos que se acumulan en médula 6sea y sangre periférica. La LMA es el tipo
de leucemia aguda mas comun en adultos y su incidencia aumenta con la edad. A
pesar de ser una enfermedad relativamente rara a nivel global, es responsable de
aproximadamente el 1,2 % de las muertes por cancer en los Estados Unidos de
Norteamérica (EE. UU.) y se espera un aumento de su incidencia a medida que la
poblacion envejezca.*®

El inmunofenotipaje celular (IFC) mediante un panel de anticuerpos monoclonales
(AcMo) es de amplio uso y utilidad en nuestro medio. Por esta razon se realizé este
estudio, con el objetivo de caracterizar el inmunofenotipo de los pacientes con LMA
estudiados en el Departamento de Inmunologia del Instituto de Hematologia e
Inmunologia (IHI).

METODO

Se realizd un estudio descriptivo transversal para caracterizar el inmunofenotipo de
los pacientes con LMA en el periodo comprendido entre enero de 2008 y diciembre
de 2012. Para ello se empled un ultramicrométodo inmunocitoquimico (UMICIQ)’,
con un panel de anticuerpos monoclonales especificos para antigenos mieloides y
linfoides procedentes de las casas comerciales Dako (Dinamarca) y Serotec (Reino
Unido), que se relacionan a continuacion:

« Dirigidos contra antigenos expresados por células mieloides: Anti-CD
13(My7), anti-CD33 (My 9), anti-CD14, anti-CD15 (Leu M1), anti-CD41 (943D).

« Dirigidos contra antigenos expresados por células T: Anti-CD7 (Leu 9), anti-
CD2 (OKT 11), anti-CD3 (OKT 3), anti-CD5 (Cris-1).

» Dirigidos contra antigenos expresados por células B: Anti-CD10 (OKB-
CALLA), anti-CD19 (B4), anti-CD20 (B1), anti-CD22 (Leu 14), anti-CD79.

« Otros: Anti-HLA-DR.

Para la lectura de cada marcador se contaron 100 células y se consideré positivo
cuando su valor resultd ser igual o mayor que el 20 %.

Las variables analizadas fueron edad, sexo, subtipo de LMA y la expresiéon de
marcadores inmunoldgicos. Estas fueron expresadas en frecuencias absoluta y
relativa. Para determinar la posible asociacion entre las variables estudiadas se
utilizé el test de Chi cuadrado de independencia. Para establecer la intensidad de la
asociacion entre los marcadores inmunoldgicos detectados se utilizé el coeficiente
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de correlacion de Spearman. En todos los casos se utiliz6 como nivel de
significacion p< 0.05.

Para el procesamiento y analisis de la informacidn se utilizé el programa estadistico
SPSS version 11.5 para Windows.

RESULTADOS

En el periodo analizado, se estudiaron 58 pacientes con LMA. La mediana de la
edad fue de 26 afios y el grupo de edad predominante fue de 0-9 afios (23,9 %).
En relacion con el sexo, hubo un discreto predominio del masculino sobre el
femenino (tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de los pacientes con leucemia mieloide aguda, segln edad v sexo

Grupo de edad Femenino Masculino Total {(n=486)
(afins) n ] n 26 n 26
0-9 & 13,0 g 10,9 11 23,0
10-19 2 6,5 g 10,9 = 17,4
20-29 4 a,7 g 10,9 = 19,6
20-39 2 4,3 3 6,5 = 10,9
40-49 3 6,5 3 6,5 =] 13,0
50-59 3 6,5 1 2,2 4 a8,7
60 v mas 1 2,2 2 4,3 3 6,5
Total 22 47,8 * 24 gz, 2 * 46 100

* p=0,9052

El subtipo de LMA mas frecuente fue el M4 (30,4 %), seguido por el M7 (28,6 %).
En el 8,9 % de los enfermos no se pudo precisar el diagndstico por el IFC (figura).

La tabla 2 muestra la distribucién de los pacientes segln subtipo de LMA y sexo. Se
encontré en los subtipos MO y M5, una razoén 1:2 a favor del sexo masculino.

En la tabla 3 se aprecia la distribucion de los pacientes segun subtipo de LMA y
edad. Se hallé que las variantes M4 y M7 predominaron en los nifios, mientras que
la variante MO predomind entre los adultos, con una diferencia estadisticamente
significativa (p= 0,0191).

Los antigenos mieloides CD13 y CD33 estuvieron presentes en el 96,5 % y 94,6 %
de los pacientes, respectivamente. La combinacion de estos antigenos panmieloides
se presentd en el 91 % de la serie.
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Fig. Distribucion de pacientes segln subtipo de leucemia mieloide aguda.

Tabla 2. Distribucian de los pacientes con leucemia mieloide aguda LMA seglun subtipo

inmunolagico y sexo

Subtipo de LMA Femenino Masculino Total

n % . on | % | n | %

M0 2 3,6 4 7,1 B 10,7

M4 = 16,1 a 14,3 17 20,4

M5 4 7,1 g 14,3 12 21,4

M7 g 14,3 g 14,3 16 28,6

Mo precisado 2 2,6 2 54 g 2,9
Total 25 44,6 31 aa,4 ab 100

p = 0,8025

La tabla 4 muestra una correlacién estadisticamente significativa en la expresién de
los antigenos mieloides estudiados, asi como la intensidad de la asociacidn, segun
el coeficiente de Spearman.

El 20,6 % de los pacientes evaluados (n= 12) fueron diagnosticados como LMA-Li+,
y tuvieron una distribucion por sexo 1:1. No se encontraron diferencias
significativas en la distribucién por edades.

El antigeno CD7 fue el mas expresado en el 50 % de las LMA-Li+, seguido de los
marcadores: CD3, CD20, CD22 y CD79, en igual proporcion de expresion (33,3 %).
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Tabla 3. Distribucian de los pacientes con leucemia mieloide aguda segln edad v subtipo

inmunolagico
Edad MO M4 i b M7 Mo Total
{afios) precisado

n (%} n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
0-9 0 (0} 4 (8,7 2 (4,3) 4 (8,7 1(2,2) 11 (23,9}
10-19 0 (0} 3 (6,5} 4 (8,7 1(2,2) 0 (0} 8 (17,4)
20-29 1(2,2) 1(2,2) 2 (4,3) 4 (3,7 1(2,2) 9 {19,6)
30-29 0 (0} 0 {0y 1(2,2) 2 (4,3) 2 (4,3) & {10,9)
40-40 4{8,7) 2 (4,3 a oy a (o a{o} 6 (13,0}
E0-59 0 (o) 2 (4,3 0oy 2 (4,3) 0 (o) 408,73
60 v mas 1(2,23 0oy 1(2,2) 0 (o) 1(2,2) 3(6,5)
Total 6 (13,0) 12 10 13 5(10,9) 46 (100}

(26,1) (21,7) (28,3)
p=0,0191

Tabla 4. Correlacion de expresion de los antigenos mieloides en pacientes con leucemia

mieloide aguda

Antigenos Coeficiente de correlacion p

mieloides de Spearman

CD13/CD33 0,22 0,01

CD14/C015 0,59 0,00

CcD14/CD33 0,51 o,aa0

CD1&8/CD33 0,45 0,00
DISCUSION

En este estudio predominaron los pacientes menores de 10 afios de edad, mientras
que los mayores de 60 estuvieron menos representados, lo cual difiere de lo
reportado por otros autores.®® Este resultado probablemente se debié a que los
pacientes adultos con LMA se estudian también en otros centros especializados, a
diferencia de los pacientes en edad pediatrica, que en su mayoria son
diagnosticados en el IHI.

En relacién con el sexo, el ligero predominio del masculino resulté mas evidente en
las variantes MO y M5. Otros estudios realizados en Cuba!®!! y en otros paises®?®
mostraron mayor frecuencia de la enfermedad en varones, en cifras incluso
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superiores a las reportadas en nuestro estudio. Esto pudiera deberse a factores
genéticos, hormonales y ambientales, como los niveles de exposicion a
determinados productos, entre otros.

En esta investigacidon se presentd un predominio de la variante M4. Estudios
efectuados con anterioridad en la institucion también reportaron alta frecuencia de
este subtipo de LMA.'%!? Estos resultados coincidieron con los encontrados por
Dores y col® en un estudio realizado en 8 estados de EE. UU. En el presente
estudio, la variante M7 siguid a la M4, contrario a lo encontrado en las
investigaciones anteriores.!%12

La presencia de los antigenos panmieloides CD13 y CD33 se reportd en el 96,5 % vy
94,6 %, respectivamente. Estos resultados son muy similares a los de Novoa y col,
en Argentina.? Solo en la minoria de los pacientes se expres6 uno de los dos
marcadores antigénicos, lo que pudiera estar justificado por la heterogeneidad
inmunofenotipica de las LMA.

El 20,6 % de los pacientes estudiados presentaron la variante LMA-Li+, cifra
inferior al 31,9 % reportado por Cos y col en un estudio similar efectuado en el
IHI.'° Otra investigacion en México exhibié resultados similares a los nuestros.'* El
antigeno CD7 resultd ser el mas representado en este grupo de enfermos, al
presentarse en la mitad de los casos.

Las combinaciones antigénicas CD14/CD15, CD33/CD14, CD33/CD15 y CD13/CD33
mostraron una correlacién estadisticamente significativa, en ese orden de
intensidad, lo cual estuvo en relacién con su especificidad de linaje mieloide.

Los resultados obtenidos demuestran la importancia del IFC en la confirmacion del
diagnostico morfoldgico de las variedades M4 y M5 de la LMA, y su caracter
indispensable en los subtipos M0 y M7.

Durante mucho tiempo, los criterios morfoldgicos y citoquimicos fueron la base para
establecer el diagndstico de leucemia aguda linfoblastica y la clasificacion Franco-
Americana-Britanica (FAB) fue ampliamente aceptada. Hoy en dia, la citometria de
flujo (CMF) es el método de eleccidén para la caracterizacién inmunofenotipica de las
células leucémicas. Este método de estudio se basa fundamentalmente en el
analisis del patron de expresién antigénica intracelular y de la superficie linfocitaria
mediante el empleo de anticuerpos monoclonales que reconocen moléculas de
membrana asociada a linaje. Permite la subtipificaciéon de leucemias que derivan de
precursores de células B o de células T; identificar la etapa de diferenciacion y
maduracién en que ocurrid la transformacion maligna y diferenciar entre los blastos
linfoides y mieloides indiferenciados (MO y M1), hasta en el 98 % de los casos.'*

Se han realizado trabajos con el objetivo de comparar el UMICIQ con la CMF para el
diagnostico inmunolégico de la leucemia linfoide aguda (LLA) pediatrica. Los
resultados de este estudio demostraron que ambos métodos permiten identificar la
linea de origen de las células leucémicas, el nivel de maduracién y su clasificacion
en diferentes subtipos inmunolégicos. Tanto el UMICIQ como la CMF mostraron una
alta sensibilidad y especificidad. Este estudio permitio validar el diagndstico
inmunoldgico de la LLA pediatrica por el UMICIQ mediante la CMF, tecnologia de
avanzada altamente automatizada y utilizada internacionalmente para el IFC de
hemopatias malignas. De esta forma, se demostré que las técnicas
inmunocitoquimicas contindan siendo muy Utiles para el IFC de neoplasias
hematoldgicas y en particular de la leucemia mieloide aguda. Estos datos sugieren
que el UMICIQ se puede extender a todos los centros hospitalarios del pais, donde
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no solo facilitara el diagnéstico de las hemopatias malignas sino también de las
inmunodeficiencias primarias.'®
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