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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue comparar el ultramicrométodo inmunocitoquimico (UMICIQ) con la
citometria de flujo (CMF), para el diagnéstico inmunolégico de la leucemia linfoide aguda (LLA)
pediatrica. Se proces6 la médula 6sea de 30 pacientes con LLA y se utilizé un panel minimo de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra los antigenos expresados por las células B (CD10, CD19
y CD20), las células T (CD2, CD3 y CD7) y las mieloides (CD13). Los resultados de este estudio
demostraron que ambos métodos permiten identificar la linea de origen de las células leucémicas,
el nivel de maduracion y su clasificacién en diferentes subtipos inmunolégicos. Tanto el UMICIQ
como la CMF mostraron una alta sensibilidad y especificidad. Este estudio permitio validar el
diagndstico inmunolégico de la LLA pediatrica por el UMICIQ mediante la CMF, tecnologia de
avanzada, altamente automatizada y utilizada internacionalmente para el inmunofenotipaje (IFC)
celular de hemopatias malignas y de esta forma, demostré que las técnicas inmunocitoquimicas
continGan siendo muy utiles para el IFC de neoplasias hematoldgicas y en particular, de la LLA.

Palabras clave: leucemia linfoide aguda, inmunofenotipaje celular, inmunocitoquimica, citometria
de flujo.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the immunocytochemical ultramicromethod (UMICIQ) with
flow cytometry (CMF) for the immunological diagnosis of pediatric acute lymphocytic leukemia
(ALL). Bone marrow from 30 patients with ALL was processed and a minimal panel of monoclonal
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antibodies directed against antigens expressed on B cells (CD10, CD19 and CD20), T cells (CD2,
CD3 and CD7), and myeloid (CD13) was used. The results of this study showed that both methods
can identify the origin line of leukemia cells, the level of maturity and their classification in different
immunological subtypes. Both UMICIQ and CMF showed high sensitivity and specificity. This study
validated the immunological diagnosis of pediatric ALL by UMICIQ using CMF, which is an
advanced, highly automated technology internationally used for immunophenotyping (IFC) cell
hematological malignancies. Thus, it was demonstrated that immunocytochemical techniques
remain very useful for IFC hematological malignancies and particularly in ALL.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia, cell immunophenotyping, immunohistochemistry, flow
cytometry.

INTRODUCCION

La leucemia linfoide aguda (LLA) es la neoplasia mas frecuente en la nifiez con una incidencia anual
de 3-4 casos por cada 100 000 nifios menores de 15 afios.! Se caracteriza por una expansion
clonal de precursores linfoides transformados, en diferentes estadios de maduracion.?

La utilizaciéon de técnicas de inmunofenotipaje celular (IFC) en la LLA, permite diferenciar las
células blasticas de sus contrapartes normales, la linea especifica de origen, el nivel de maduracién
y en algunos casos, la clonalidad del proceso.*”’

El analisis de los marcadores antigénicos en la LLA, puede realizarse sobre células frescas o
permeabilizadas en suspension y fijadas en preparaciones previamente centrifugadas, extendidas o
sobre secciones de tejidos.>®

En las técnicas inmunocitoquimicas (ICQ), los anticuerpos monoclonales (AcMo) son conjugados a
enzimas, fundamentalmente fosfatasa alcalina y peroxidasa. Estas técnicas son muy Utiles cuando
se desea estudiar antigenos intranucleares y citoplasmaticos, mediante el uso de detergentes no
i6bnicos como el BRIJ 56, que facilita la penetracion de los AcMo, sin causar dafio a la estructura del
antigeno.®

Ademas, dado que las preparaciones celulares o citopreparados pueden conservarse en condiciones
apropiadas por largo tiempo, permiten realizar un andalisis retrospectivo sin que se pierdan las
caracteristicas que identifican a las células marcadas y de esta forma, reclasificar a las neoplasias
hematolégicas.>®

Pueden aplicarse en preparados de médula 6sea (MO) obtenidos por puncién o biopsia con un
ndamero escaso de células, como ocurre en ciertos aspirados medulares, por ejemplo, en la fibrosis
medular. Facilitan visualizar las células por microscopio 6ptico, observando simultaneamente la
morfologia celular y la expresion de determinados antigenos celulares y emplean AcMo en
diluciones altas, lo que contribuye al ahorro de este recurso altamente costoso.®

Por su parte, la citometria de flujo (CMF) emplea AcMo conjugados a fluorocromos que son
detectados y visualizados mediante un sistema informatico apropiado y de forma rapida.’

Esta técnica presenta mdultiples ventajas frente al uso del microscopio de fluorescencia y de las
técnicas ICQ, entre las que se encuentran: analizar un elevado nimero de particulas en suspension
en un corto periodo (5 000 particulas/s); ofrecer informacién simultanea de varios parametros,
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como el tamarfo y la complejidad celular, de una manera objetiva y precisa en un gran namero de
células.®

Permite identificar paralelamente antigenos de superficie y citoplasmaticos, cuantificar la intensidad
antigénica por medio de los canales medios de fluorescencia, emplear multiples marcajes y de esta
manera, detectar la coexpresion de antigenos aberrantes sobre el mismo blasto.®

La CMF posee una sensibilidad superior a 1 x 10, es decir, es capaz de detectar una célula
tumoral entre 10 000 células normales.”®

Entre las desventajas de la CMF se encuentran: su incapacidad para diferenciar en muestras que
contienen un numero reducido de células, las células normales de los blastos leucémicos y debido a
la necesidad de utilizar una suspension celular, hace que se pierda informacién sobre la
arquitectura de los tejidos celulares, asi como la interaccion entre estas y el medio que las rodea.®

El ultramicrométodo inmunocitoquimico (UMICIQ) fue desarrollado en Alemania por Kranz y
Thierfelder'* e introducido en Cuba por Rivero y otros,'? para la cuantificacion de subpoblaciones
linfocitarias. Este método combina el uso de células con carga eléctrica negativa unidas
electrostaticamente a laminas con multiples sitios de reaccion recubiertos por poli-L-lisina con
carga positiva, seguido de una reaccién inmunocitoquimica muy sensible, en que se emplean AcMo
y un antisuero conjugado con peroxidasa. Fue modificado posteriormente por Cruz y otros,® al
sustituir en la fijacion celular el glutaraldehido por el formaldehido, lo que incrementé la
sensibilidad para la deteccién de algunos antigenos celulares, como: CD2, CD4 y CD16.

El UMICIQ se ha empleado fundamentalmente para la clasificacion inmunoldgica y prondstico de los
sindromes linfoproliferativos y mieloproliferativos agudos y crénicos y en el diagnéstico de
inmunodeficiencias celulares primarias y secundarias, como el SIDA.***°

El objetivo de este trabajo fue comparar el UMICIQ con la CMF para el IFC de la LLA pediatrica.

METODOS

Se estudiaron 30 pacientes pediatricos con LLA diagnosticados en el Instituto de Hematologia e
Inmunologia, en el periodo comprendido desde marzo de 2007 hasta diciembre de 2009.

El IFC de muestras procedentes de la MO se llevé a cabo paralelamente por el UMICIQ y por la
CMF, con la utilizacion de un panel minimo de AcMo dirigidos contra antigenos expresados por las
células B (CD10, CD19 y CD20), las células T (CD2, CD3 y CD7) y las mieloides (CD13).

Para la CMF fue empleada similar bateria de AcMo conjugados con ficoeritrina. La lectura se realiz6
en un FaCScan (Becton Dickinson, Estados Unidos), mediante la adquisicién de 100 000 células por
cada tubo.

Se considerd positivo para ambos métodos (UMICIQ y CMF), si el porcentaje fue igual o mayor al
20 % de los blastos que expresaron el antigeno.

Se determinaron las pruebas diagndsticas simples de sensibilidad, especificidad, indice de validez,
valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y prevalencia, para cada uno de los diferentes
antigenos estudiados, tanto por el UMICIQ como por la CMF, con un intervalo de confianza de

95 %.16,17
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RESULTADOS

En los pacientes con LLA estudiados predominé el sexo masculino (70 %) sobre el femenino
(30 %); la edad promedio fue de 6,1 afos con un rango entre 4 meses - 17 afios.

El IFC realizado tanto por el UMICIQ como por la CMF, mostré que 26 enfermos (86,7 %)
presentaron LLA de fenotipo B comun, uno pro-B, uno T (3,3 respectivamente), y 2 (6,7 %)
expresaron antigenos de ambos linajes linfoides B y T y fueron clasificadas como leucemias agudas
hibridas (LAH). En 4 pacientes (15,4 %) con fenotipo B comun, se encontrd, ademas, la expresion
del antigeno mieloide CD13 y fueron diagnosticadas como LLA-comdn Mi+.

El UMICIQ mostré una sensibilidad y un valor predictivo negativo (VPN) de 100 % para todos los
antigenos estudiados; una especificidad, indice de validez (1V) y valor predictivo positivo (VPP) de
100 % para los antigenos CD2, CD3, CD10, CD13 y CD20, respectivamente. Para el antigeno CD7
mostré una especificidad de 95,24 % y VPP de 90 %. Para el CD19 una especificidad de solo 50 %
y VPP del 96,55 %. El IV fue similar para estos 2 antigenos (96,67 %). La prevalencia mayor se
encontré para el antigeno CD10 (96,67 %) y menor para el CD2 (6,90 %) (tabla).

Tabla. Evaluacion del ultramicromeétodo inmunocitoguimico {UMICIQ) para el
inmunofenctipaje celular de la leucemia linfoide aguda pedidtrica

Antigenos (%)
Pruebas diagnadsticas

simples CD2 CD3 cby CD10 CDi19 CD20 CD13
Sensibilidad 100 100 100 100 100 100 100
Especificidad 100 100 95,24 100 S0 100 100
indice de validez 100 100 Q6,67 100 96,67 100 100
Walor predictivo positivo 100 100 an 100 95,55 100 100
Valor predictivo negativo 100 100 100 100 100 100 100
Prevalencia 6,90 10 30 Q96,67 03,33 60 13,33
Mivel de confianza: 95 9%.

DISCUSION

Los resultados de la distribuciéon de los pacientes segun edad y sexo fueron similares a los
encontrados por otros autores.'®2°

La mayoria de los pacientes con LLA de estirpe B presentaron el fenotipo comun, lo que confirma la
conocida preponderancia de este subtipo inmunoldgico en la infancia.?*?°

Actualmente, el mejor criterio para establecer el diagndstico de LAH es el IFC de los elementos
blasticos, al demostrar la coexpresion de antigenos de mas de un linaje celular.* En los 2 enfermos
diagnosticados con esta variedad inmunoldgica se encontraron antigenos de ambas lineas linfoides
B y T, que morfolégicamente se observaron como una Unica poblacion de blastos linfoides.
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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
inmunoldgicos.

El UMICIQ mostré una alta sensibilidad para todos los antigenos estudiados, los que fueron
identificados de forma correcta. La especificidad fue también alta para la mayoria de los antigenos,
excepto para el antigeno CD19 (50 %), lo cual no impidié la clasificacion inmunoldgica de la LLA de
fenotipo B, al estar incluidos en la bateria otros 2 AcMo dirigidos contra antigenos linfoides B: CD20
y CD10.

Este estudio permitié validar el diagnéstico inmunoldgico de la LLA pediatrica por el UMICIQ
mediante la CMF, tecnologia de avanzada, altamente automatizada, utilizada internacionalmente
para el IFC de hemopatias malignas y de esta forma, demostré que las técnicas ICQ continGan
siendo muy utiles para el IFC de neoplasias hematolégicas, sobre todo en paises en desarrollo.
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