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RESUMEN

Introduccion: la leucemia mieloide crénica es una enfermedad maligna que afecta la
célula madre hematopoyética. Es causada por una mutacion genética que consiste en
la translocacion reciproca entre el cromosoma 9 y el 22, denominado cromosoma
Filadelfia. El curso clinico de la enfermedad se divide en tres fases: cronica, acelerada
y crisis blastica. Los pacientes en la fase de crisis blastica presentan poca respuesta a
los tratamientos y un prondstico desfavorable.

Objetivos: caracterizar inmunofenotipicamente los blastos y sobre ellos, evaluar la
expresion de los antigenos especificos de linaje linfoide y mieloide de pacientes con
leucemia mieloide cronica en crisis blastica.

Métodos: se tomaron muestras de médula dsea y sangre periférica para citometria
de flujo de siete pacientes con leucemia mieloide crénica en crisis blastica. El
inmunofenotipaje celular se realizdé en un citdémetro GALLIOS, Beckman Coulter. Los
datos obtenidos se analizaron con el empleo del programa informatico Kaluza.
Resultados: seis pacientes desarrollaron una crisis blastica mieloide, lo cual
represento el 85,72 % del total de las muestras y un solo paciente fue diagnosticado
con una crisis blastica linfoide T cortical. Los antigenos que se expresaron con mayor
frecuencia fueron los de linaje mieloide CD13 (85,7 %), CD15 (85,7 %), CD33 (71,4 %)
y el marcador antigénico CD38 (57,1 %).

Conclusiones: se demostré que las crisis blasticas son mayoritariamente de estirpe
mieloide y que, aunque muy poco frecuentes, pueden observarse crisis blasticas linfoides
de tipo T. El inmunofenotipaje celular por citometria de flujo permitié definir el linaje de los
blastos de los pacientes en la fase de crisis. Estos resultados fueron de gran importancia
para el establecimiento de un tratamiento adecuado y eficaz en los enfermos.

Palabras clave: leucemia mieloide cronica; crisis blastica; inmunofenotipo;
antigenos; anticuerpos monoclonales.
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ABSTRACT

Introduction: Chronic myeloid leukemia is a malignant clonal disease affecting the
hematopoietic stem cells. It is caused by a genetic mutation which consists in the
reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22, called Philadelphia
chromosome. The clinical course of the disease is divided into three phases: chronic
phase, accelerated phase and blast crisis. Patients in blast crisis respond poorly to the
treatments and have a weak prognosis.

Objectives: To characterize the immunophenotype of blast and to evaluate the
expression of the specific antigens of lymphoid and myeloid lineage of patients with
chronic myeloid leukemia in blast crisis.

Methods: Bone marrow and peripheral blood samples were taken for flow cytometry
of seven patients with chronic myeloid leukemia in blast crisis. Cell
immunophenotyping was performed on a GALLIOS cytometer, Beckman Coulter. The
data obtained were analyzed using the Kaluza software.

Results: The results showed that six patients developed a myeloid blast crisis, which
represented 85.72 % of the total samples and a single patient was diagnosed with a
cortical T lymphoid blast crisis. The most frequently expressed antigens were CD13
(85.7 %), CD15 (85.7 %), CD33 (71.4 %) and CD38 antigenic marker (57.1 %).
Conclusions: It was demonstrated that blast crisis are mostly of myeloid strain and
that, although very rare, blast-type T lymphoid crisis can be observed. Cellular
immunophenotyping by flow cytometry allowed to define the lineage of the blasts of
the patients in the phase of crisis. These results were of great importance for the
establishment of an adequate and effective treatment in the patients

Keywords: chronic myeloid leukemia; blast crisis; immunophenotype; antigens;
monoclonal antibody.

INTRODUCCION

La leucemia mieloide crénica (LMC) es un desorden neoplasico de la célula madre
hematopoyética, caracterizado por una acumulacién excesiva e incontrolada de
células mieloides en sangre periférica y médula ésea.! Esta mieloproliferacion es
causada por una mutacidn genética que consiste en la translocacion reciproca entre el
cromosoma 9 y el 22. El cromosoma truncado que se origina se conoce como
cromosoma Philadelphia (Ph) y se identificd por primera vez en 1960 en un paciente
con LMC.2 A nivel molecular, la fusién de los genes de estos cromosomas codifica una
tirosina quinasa constitutivamente activa: la proteina Bcr-Abll. La expresidon de dicho
gen es una condicién necesaria y suficiente para inducir la LMC.3 La activacion de
forma aberrante de las quinasas entorpece diferentes rutas de sefializacién, lo que
trae como consecuencias aumento en la proliferacidon celular, detencion de los
procesos de maduracién y diferenciacion celular y resistencia a la apoptosis.4>

La LMC tiene una incidencia de 1-1,5 por cada 100 000 habitantes, lo que representa
aproximadamente el 15-20 % de todas las leucemias diagnosticadas en el adulto, con
una edad promedio de aparicién entre los 40 y 60 afios de edad.*®

El curso clinico de la LMC esta caracterizado por distintos estadios hematoldgicos y
temporales. En la etapa inicial, lamada fase crdnica, la enfermedad es asintomatica y las
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células leucémicas se diferencian de los granulocitos maduros. Después de varios afos en
la fase crdnica, la enfermedad se acelera de forma inevitable, esta etapa se conoce como
fase acelerada. Posteriormente la LMC progresa a un estadio terminal llamado crisis
blastica, la cual involucra una proliferacion agresiva de células hematopoyéticas
inmaduras detenidas en un estadio temprano de diferenciacion.” La presencia de una
inestabilidad en los cromosomas y la adquisicién de mutaciones adicionales son cruciales
en la progresion de la fase crénica a la crisis blastica en las LMC.8 En esta fase los
pacientes presentan poca respuesta a los tratamientos y son de mal prondstico.®°/10

Clinicamente, la crisis blastica puede presentarse con la aparicién de sudoraciones
nocturnas, pérdida de peso, fiebre, dolores dseo-articulares y esplenomegalia.
Ademas, se observa un incremento del riesgo de padecer infecciones. En el
hemograma de estos pacientes se encuentran conteos de leucocitos y blastos
elevados, disminucién de los valores de hemoglobina y del nimero de plaquetas.!!

El objetivo de este trabajo fue evaluar la expresidon de antigenos especificos en los
blastos de pacientes con LMC en crisis blastica y caracterizar inmunofenotipicamente
estas células malignas de acuerdo con dicha expresion.

METODOS

En un estudio de tipo retrospectivo, se analizaron muestras de médula 6sea y sangre
periférica provenientes de siete pacientes con diagndstico morfolégico de LMC en
crisis blastica, en el periodo comprendido entre enero de 2013 y diciembre de 2015.

El inmunofenotipaje celular (IFC) se desarrolld por la técnica de citometria de flujo,

con el empleo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra los antigenos de
diferenciacion linfoides By T y mieloides.

Anticuerpos monoclonales | Fluorocromos

Anti- CD2 FITC*
Anti- CD3 R-PE*
Anti- CD5 R-PE*
Anti- CD4/CD8 FITC/R-PE*
Anti- CD10/CD19 FITC/R-PE*
Anti- CD13 R-PE*
Anti- CD14 FITC*
Anti- CD15 FITC*
Anti- CD79a FITC*
Anti- CD33 R-PE*
Anti- CD34 R-PE*
Anti- CD38 FITC*
Anti- CD41 FITC*
Anti- CD45 APC*
Anti- CD57 R-PE*
Anti- CD117 R-PE*
Anti- HLA-DR R-PE*

FITC: isotiocianato de fluoresceina, R-PE: R-ficoeritrina, APC: aloficocianina,
HLA-DR: antigeno leucocitario humano de tipo II, *: DAKO.
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La determinacion de la cantidad en pL de MO o SP a utilizar para cada determinacion
antigénica se realizé mediante la férmula:

500 000 células
Cantidad en pL =
NuUmero total de leucocitos de la muestra

Las muestras se incubaron durante 20 a 30 min, protegidas de luz y a temperatura
ambiente. Para la deteccién de los antigenos intracitoplasmaticos CD3 y CD79a se
emplearon previamente 250 yL del reactivo permeabilizador-estabilizador BD
Cytofix/Cytoperm™, el cual se incubd por 30 min a temperatura ambiente. El lisado
de los hematies se llevd a cabo con cloruro de amonio durante 10 min, a temperatura
ambiente. Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces con cloruro de sodio a
0,9 % y centrifugadas durante 10 min a 1 500 rpm. Las células se fijaron con 300 pL
de formaldehido al 1 % para conservar su viabilidad y luego fueron guardadas a 4 °C
hasta ser leidas en un citdmetro GALLIOS, Beckman Coulter.

Los datos obtenidos se analizaron con el empleo del programa informatico Kaluza,
versién 1.2.

Se determinaron los niveles de expresién de cada antigeno especifico para las lineas

celulares linfoide y mieloide. Los pacientes fueron diagnosticados inmunoldégicamente
de acuerdo a los diferentes antigenos expresados sobre los blastos (tabla 1). De esta
forma se clasificaron en crisis blastica mieloide o linfoide y dentro de esta ultima, en

linfoide de linaje B o T segun la expresion de antigenos especificos para cada estirpe
celular.

Se considerd positivo, si el porcentaje fue igual o mayor que 20 % de los blastos que
expresaron el antigeno en la membrana celular e igual o mayor que 10 %, para los
antigenos intracitoplasmaticos. Para validar el diagnéstico se siguieron los criterios del
Grupo Europeo para la Caracterizacion Inmunolégica de las LA (EGIL, por sus siglas en
inglés), los cuales clasifican inmunoldgicamente las leucemias agudas, basados en los
diferentes marcadores antigénicos expresados sobre los blastos.!? El gate o ventana
de las células blasticas fue realizado mediante un grafico de puntos con la utilizacién
del CD45, el cual permitid la separacion de estas células de otras poblaciones
celulares.!3

El procesamiento de los datos se realizé en computadoras IBM-compatibles, con el
empleo del programa estadistico SPSS version 15.0 para Windows. Como medida de
resumen para las variables cualitativas, se utilizaron las frecuencias absolutas y los
porcentajes. Para validar los resultados en términos de significacion estadistica,
se utilizéd un nivel de confianza de 95 % y se considerod significativo, todo valor
de p < 0,05 para el estadigrafo asociado a la prueba.

RESULTADOS

En el periodo comprendido entre enero de 2013 y diciembre de 2015 se analizaron
muestras de MO y SP por citometria de flujo de siete pacientes con diagndstico
morfoldgico de LMC en crisis blastica. Todos los pacientes fueron de género masculino
y una edad promedio de 34 afios.
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Los resultados obtenidos (tabla 1) mostraron que, de los siete pacientes estudiados,
seis desarrollaron una crisis blastica de tipo mieloide, que representé el 85,7 % del
total de las muestras analizadas. En el paciente 3 se observd que los antigenos
mieloides CD13, CD14 y CD15 fueron negativos por lo que se evaluaron antigenos del
linaje linfoide. Los blastos en este paciente expresaron CD3 intracitoplasmatico, CD2,
CD5 y se observd ademas una doble poblacién CD4+/CD8+ con un valor de 73,5 %
del total de blastos en la muestra, para un diagnostico inmunolégico final de LMC en
crisis blastica linfoide T cortical

En el analisis de la frecuencia antigénica realizado (tabla 2), se encontré que los
antigenos mas frecuentes que se expresaron de forma positiva en los blastos de estos
pacientes fueron el CD13, el CD15 y el CD33. Los dos primeros se encontraron
expresados en 6 pacientes, lo que representod el 85,7 % del total de las muestras
analizadas. El antigeno CD33 se expresdé en el 71,4 % de los casos analizados. De los
antigenos especificos de linaje mieloide, solo el CD14 y el CD41 se encontraron
negativos en la totalidad de los casos estudiados. Por otra parte, se observo la
expresion del CD38 en cuatro de las siete muestras analizadas y el antigeno HLA-DR
solo fue positivo en un solo caso de cinco en los que se evalud.

Adicionalmente, en el estudio realizado se observé un paciente que desarrollo la crisis
blastica de fenotipo linfoide T cortical, con expresiones aberrantes de los antigenos
CD33 y CD79a intracitoplasmatico.

Tabla 1. Inmunofenotipo de los blastos en la LMC

Paciente | Sexo | Edad Inmunofenotipo Linaje
(anos)

1 M 5 +: CD13, CD15, CD38, CD45 Mieloide
-: CD4, CD14, CD33, CD117, CD34

2 M 36 +: CD13, CD15, CD33, CD45 Mieloide
-: CD4, CD14, CD117, HLA-DR, CD38, CD34,
CD57

3 M 19 +: CD33, CD38, CD3(c), CD2, CD5, CD4/CDS8, Linfoide T
CD79a(c), CD45 cortical
-: CD13, CD14, CD15, CD117, CD34, CD57,CD3

4 M 67 +: CD13, CD15, CD33, CD45 Mieloide
-: CD4, CD14, CD117, HLA-DR, CD34, CD38,
CD57

5 M 63 +: CD13, CD15, CD33, CD38, CD45 Mieloide

‘ -: CD4, CD14, CD41, CD117, HLA-DR, CD34 ‘

6 | M 29 +: CD13, CD15, CD33, HLA-DR, CD38, CD45 Mieloide
-: CD4, CD14, CD117, CD34

7 M 50 +: CD13, CD15, CD45 Mieloide
-: CD4, CD14, CD33, CD41, HLA-DR, CD38, CD34,
CD57
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Tabla 2. Frecuencia absoluta de I3 expresion de antigenos en el total de las muestras

Antigeno Frecuenciab (%)

| CD3 intracitoplasmatico? 1 (100)
CD79a intracitoplasmatico? , 1 (1700')
CD22 1 (100)
CD4+/CD8+2 1 (100)
CD52 ' 1 (100)
CD13 6 (85,7)
CD14 , 0
CD15 6 (85,7)
CD33 5 (71,4)
CD34 ' 0
CD38 4 (57,1)
CD41 0
CD57 0

| cD117 0
HLA-DR ‘ 1 (20)

2antigenos evaluados en un solo paciente; bse hace referencia a la frecuencia de los
antigenos evaluados que resultaron positivos en cada muestra.

DISCUSION

La progresion de la LMC a crisis blastica esta caracterizada por un incremento en la
proliferacién celular, una detencién en la diferenciacion de las células y disminucién
de la muerte celular programada. El principal factor en la patogénesis de esta
progresion es la expresion del oncogen BCR-ABL que codifica para una proteina con
actividad tirosina quinasa.®

La fase de crisis estd acompafiada por un incremento en el porcentaje de células
blasticas en sangre periférica y médula 6sea.!* Aunque la mayoria de los pacientes
presentan un fenotipo mieloblastico, aproximadamente el 25 % de los pacientes con
LMC en crisis blastica muestra un fenotipo linfoide pre-B y en casos muy raros se ha
identificado una transformacién T linfoblastica.!>

En el 70 % de los casos aproximadamente, el linaje de los blastos es mieloide. Los
fenotipos mas comunes corresponden a las poblaciones de granulocitos y monocitos.®
Estos datos son consistentes con los encontrados en esta investigacion, en la cual, el
85,7 % del total de las muestras analizadas correspondié con un diagndstico
mielobldstico con expresién de CD15, antigeno que identifica la poblacién
granulocitica. En el estudio que se realizo, el antigeno de linea monocitica CD14 fue
negativo en el 100 % de los casos. Este resultado pudiera ser consecuencia del
tamafio de la muestra analizada (n= 7).

Otro dato interesante que se observé fue que no hubo expresién en ninguno de los casos
de antigenos de inmadurez celular como el CD34 y el CD117, como se ha publicado en la
literatura cientifica.'%!” Sin embargo, Wang y cols, demostraron el caracter heterogéneo
en los fenotipos de las crisis mieloblasticas en cuanto a la expresion de estos
antigenos.'® Esta heterogeneidad pudiera estar asociada a la inestabilidad cromosémica y
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a la ocurrencia de nuevas mutaciones y aberraciones génicas, las cuales estan
directamente relacionadas con la progresion de las LMC a la fase de crisis blastica.®

Adicionalmente, Liu y otros, observaron que de 31 pacientes con LMC en crisis
blastica, 24 fueron diagnosticados con crisis mielobldstica y 7 con crisis linfoblastica
de linaje B. En este caso también el nimero de pacientes con LMC en crisis blastica
mieloide fue mayor, en concordancia con los obtenidos en el presente trabajo.!°
Ninguno de los pacientes estudiados para la realizacién de esta investigacion
desarrollé crisis blastica de linaje linfoide B; sin embargo, el paciente 3 fue
diagnosticado con crisis blastica T cortical (tabla 1), dicho fenotipo es muy raro en
este tipo de enfermedad y solo se han publicado unos pocos casos en la literatura.?°

Por otra parte, el andlisis que se realizé de las frecuencias absolutas en la expresion
antigénica dio como resultado que los antigenos mieloides que se expresaron con mayor
frecuencia sobre los blastos fueron el CD13, CD33 y el CD15, ademas del CD38. Estos
resultados estan en concordancia con los obtenidos por otros investigadores. 31819

El estudio y caracterizacion del inmunofenotipo de pacientes con LMC en crisis blastica
demostrd que las crisis blastica son mayoritariamente de estirpe mieloide y que,
aunque muy poco frecuentes, pueden observarse crisis linfoblastica de tipo T. Se
evidencié ademas el predominio de un componente granulocitico en las crisis
mieloides con la expresién del antigeno CD15. El inmunofenotipaje celular por
citometria de flujo permitié definir el linaje de los blastos de los pacientes en la fase
de crisis. Estos resultados fueron de gran importancia para el establecimiento de un
tratamiento adecuado y eficaz en los enfermos.
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