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Resumen  Se estudiaron 22 pacientes con neoplasias hematoldgicas que incluian: 12 pacientes con diagnostico
de Leucemia Mieloide Aguda (LMA) de novo, segun criterio morfolégico y citoquimico establecido por
la FAB (Comité Francés, Americano, Britanico), una LMA secundaria a Sindrome mielodisplasico (SMD), y una leucemia
aguda bifenotipica, donde se correlacioné la reaccion citoquimica de peroxidasas con la metodologia de anti-
mieloperoxidasa (MPO) por fosfatasa alcalina anti-fosfatasa (AFAAF). Los estudios fueron completados con la reac-
cién citoquimica de esterasas inespecificas y el fenotipo inmunolégico se establecié por citometria de flujo para de-
finir la estirpe celular mieloide o linfoide. La misma técnica fue utilizada para el andlisis celular de restriccion de ca-
denas livianas k y A en 8 pacientes con desérdenes linfoproliferativos malignos de origen B que comprendian 3 ca-
sos de Leucemia a células vellosas (HCL), 1 caso de Linfoma leucemizado y 4 casos de neoplasias de células
plasmaticas vs una plasmocitosis reactiva. Se concluye que las reacciones inmunocitoquimicas aplicadas a las pato-
logias estudiadas y otras enfermedades hematopoyéticas son Utiles cuando la morfologia y la citoquimica no han
sido concluyentes para establecer un correcto diagnoéstico y para distinguir un linaje celular, por ej. linfoma tipo B y
T. Sin embargo, se debe enfatizar que su uso diagnoéstico es Gtil como técnica complementaria de los estudios
histopatol6gicos, morfolégicos, citoquimicos y fenotipicos celulares, siendo aun discutida su importancia prondstica.
Abstract Immunocytochemistry techniques for the diagnosis of hematological neoplasias. We studied 22
patients with hematological neoplasias which included: 12 patients with a diagnosis of Acute Myeloblastic
Leukemia (AML) following the morphology and cytochemistry criteria established by FAB (French, American and British
Committee), a Myeloblastic Leukemia secondary to MDS (Myelodysplastic Syndromes) and a biphenotypic acute
leukemia where we established the relationship between the traditional peroxidase reaction with the anti-MPO by
APAAP. We also carried out the nonspecific esterase reaction and determined the immunologic phenotype by FACS
technology. The same procedure was used for the cellular analysis of the light chains « (kappa) and A (lambda) in 3
cases of hairy cell leukemia, one lymphoma and 4 cases of plasma cell neoplasia and reactive plasma cell disease.
We conclude that immunocytochemical reactions must be used when morphology and traditional cytochemical reactions
need to be confirmed in order to establish a correct diagnosis and this is specially important for B and T lymphomas.
Their prognostic value is restricted and the results are useful as a complement to morphology, cytochemistry and
immunological determinations.
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Las leucemias y linfomas son procesos neoplasicos del
tejido hematopoyético cuyas células presentan general-
mente una expresion caracteristica de antigenos tanto
citoplasméaticos como de superficie. La identificacion de
un antigeno es importante para establecer un correcto diag-
néstico en muchas de estas enfermedades. El grupo de
estudio en Leucemias Agudas, Franco-Americano-Brita-
nico (FAB) basa la clasificaciéon de las mismas en las ca-
racteristicas morfol6gicas y reacciones citoquimicas tales
como mieloperoxidasa (MPQ), Sudan Black y esterasas
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citoplasmaticas® 2. El uso de anticuerpos monoclonales ha
hecho posible clasificar mas objetivamente a las células
indiferenciadas mediante las técnicas de citometria de flu-
jo, alas cuales se les suma actualmente estudios de otros
marcadores celulares con técnicas inmunocitoquimicas,
estudios de reordenamiento genético®# y citogenéticos® ®,
que han permitido una mayor identificacion de subtipos
de leucemias, algunas con importancia pronéstica. Las téc-
nicas inmunocitoquimicas permiten el andlisis de una po-
blacion homogénea obtenidas por aislamiento en gradiente
de Ficoll-Hipaque, donde es evaluado el antigeno especi-
fico que se desea investigar a fin de determinar el fenotipo
madurativo de la célulay su compromiso clonal. Se dispo-
ne de dos complejos inmunoenzimaticos como Peroxidasa-
anti-Peroxidasa (PAP) y Fosfatasa alcalina-anti-fosfatasa
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alcalina (FAAF) que pueden ser aplicados en células de
sangre periférica, médula 6sea (MO) y también en otros
tejidos como ganglio, bazo, piel, etc. La seleccién de una
de ellas depende de la versatilidad de la muestra y del
grado de infiltracion que presente el tejido a estudiar. La
técnica de FAAF es ampliamente usada en células de
sangre periférica en el diagndstico de Leucemias Agudas
y Linfomas leucemizados, permitiendo una rapida visuali-
zacion "in situ" por microscopia 6ptica, mientras que en
otros tejidos es similarmente Util la técnica de PAP.

Material y métodos

Se estudiaron 22 pacientes con neoplasias hematoldgicas
que se dividieron en 2 grupos:

Grupo 1: 14 pacientes con leucemias mieloides agudas
segun la clasificaciéon FAB.

Grupo 2: 8 pacientes con desoérdenes linfoproliferativos ma-
lignos de origen celular B, neoplasias con compromiso de cé-
lulas plasmaticas y un caso de plasmocitosis reactiva. Se tra-
baj6 con muestras de sangre periférica y médula ésea
anticoaguladas con EDTA y heparina. Las células fueron ob-
tenidas por separacion en un gradiente de densidad de Ficoll-
Hypaque o Percoll. A las células mononucleares asi aisladas,
se las lavd con RPMI 1640, luego se resuspendieron en 2 ml
de PBS, se realizé el recuento celular en camara de Neubauer
y se llevd a una concentracion final de células igual a 5.10°
cel/ml. Se prob6 la viabilidad celular usando como colorante
azul tripan debiendo ser la misma aproximadamente de un 80-
90%. Luego se sometieron a una citocentrifugacion de mane-
ra tal de obtener una monocapa celular usando una
citocentrifuga Shandon 3, se sembré 100 pl de una suspen-
sién celular en una concentracién aproximada de 5.10° cel/ml
y se centrifugd 10 minutos a 600 rpm. Los citopreparados fue-
ron secados al aire por 1 a 2 hs, se conservaron en papel
absorbente y papel de aluminio a -20°C. (Se debe tener en
cuenta que los preparados tienen que tomar temperatura am-
biente antes de su procesamiento).

Técnica de fosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina

Se realizé la técnica inmunoenzimatica de fosfatasa alcalina-
antifosfatasa alcalina, segun método de Cordell et al’, que
incluye las siguientes etapas:

Fijacion

Se escogio el fijador segun el antigeno a determinar. Se uso6
acetona durante 10 min para linea mieloide (deteccion de
mieloperoxidasa) y una mezcla de acetona-metanol-formol
(19:19:2) durante 30"-1 min para linea linfoide (deteccién de
K, L y CD23).

Se incub6 con el anticuerpo (Ac) primario, posteriormen-
te previo lavado se aplicé el Ac. secundario o puente y el
complejo APAAP (fosfatasa alcalina-anti fosfatasa alcalina).
La visualizacion de la reaccién se realizé usando como
sustrato fosfato de naftol AS-MX y se revel6 con fast red TR.

Preparacion de anticuerpos monoclonales primarios

Como anticuerpos monoclonales primarios se usé anticuerpos
de raton:

a) lg G,, kappa anti-mieloperoxidasa humana de raton =
DAKO-MPO-7 dilucion 6ptima: 1/100 en TBS.
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b) Ig G,, kappa anti-cadenas livianas lambda humana
DAKO-Kappa A8B5 dilucion 6ptima 1/50 en TBS.

c) Ig G,, kappa anti-cadenas livianas kappa humana =
DAKO-Kappa A8B5 dilucion 6ptima: 1/50 en TBS.

d) Ig G, kappa anti CD23 humana = DAKO-Clone MHM6
dilucion o6ptima: 1/50 en TBS.

Preparacion del anticuerpo secundario

Como anticuerpo secundario (anticuerpo puente) se usoé: an-
ticuerpo de conejo antiinmunoglobulinas de raton (DAKO), di-
lucién optima: 1/25 on TBS.

Preparacion del complejo APAAP (Fosfatasa alcalina-
antifosfatasa alcalina)

Consiste en un complejo soluble de fosfatasa alcalina de in-
testino delgado vacuno y anticuerpo monoclonal de ratén anti-
fosfatasa alcalina (DAKO), dilucién éptima 1/50 en TBS.

Controles celulares para anti-MPO

Se us6 una suspension celular de 1 por 10° cel/ml, de linea
monobléastica U-937 de un paciente portador de un linfoma
no Hodgkin histiocitico difuso® como modelo de diferencia-
cion monocitaria (control negativo) y una suspension celular
de linea promielocitica HL-60° como control positivo.

Controles celulares para CD 23, x, A
Para el resto de los anticuerpos monoclonales testeados se
us6 una suspension de 1 por 10° cel/ml obtenidas de pacien-

tes bien clasificados con neoplasias de células malignas de
linea diferente no reactivas para k, A o CD 23.

Resultados

Se estudiaron 22 pacientes con neoplasias hema-
tologicas que se dividieron en 2 grupos: El primer grupo

TABLA 1.— Porcentaje de células positivas para
peroxidasas y anti- MPO en Leucemias agudas

Caso Clasificacién Peroxidasa anti-MPO
FAB mieloide %
%

1 M2 33 45
2 M2 63 85
3 M1 20 30
4 M4 26 50
5 M4 5 10
6 M2 16 30
7 4 16 28
8 M4 14 15
9 M1 50 80
10 MO 2 12
11 M1 4 22
12 M2 20 60
13 M1 4 25
14 L. Bifenotipica 18 60
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TABLA 2.— Porcentajes de células positivas por el método FAAF para x, A y CD 23, su
correlacion con fosfatasa dcida leucocitaria en desordenes linfoproliferativos malignos de
origen B, neoplasias con compromiso de células plasmadticas y plasmocitosis reactiva

Caso Diagndstico % CD23 % A % x Fosfatasa ~ TRAP*
acida
leucocitaria

1 Leucemia a células vellosas 5 70 (fuerte) 2 77 37
2 Leucemia a células vellosas 0 80 (fuerte) 0 80 65
3 Leucemia a células vellosas 0 0 55 55 20
4  Linfoma leucemizado

de bajo grado 0 60 10 - -
5  Macroglobulinemia de

Waldestron 0 37 67 - -
6 Plasmocitosis reactiva 0 15 20 - -
7  Mieloma micromolecular 0 0 70 (fuerte) - -

Mieloma muiltiple - 0 52 - -

* Fosfatasa dcida tartrato resistente

comprendia 14 pacientes con diagnéstico de leucemia
mieloide aguda (LMA) de novo y una LMA secundaria a
sindrome Mielodisplasico. Se clasificaron segin FAB en:
4 de tipo M1, 4 de tipo M2, 4 de tipo M4, 1 de tipo MO y
una Leucemia aguda Bifenotipica de acuerdo a los
antigenos celulares presentes.

En la Tabla 1 se muestra el % de células positivas
para la reacciéon de peroxidasas y el % de células anti-
MPO por APAAP en sangre periférica.

Para el diagnostico de leucemia mieloide aguda se
completo el estudio con la reaccién citoquimica de PAS
(periodic acid Shiff) que indica presencia de glucégeno
citoplasmatico como marcador linfoide y la reaccion de
esterasas inespecificas utilizando como sustrato el o-
naftil acetato/FNa inhibible, para células monobléastica-
monociticas como compromiso de linea pura o mixta.

El fenotipo inmunoldgico por citometria de flujo fue
CD 33+, CD 13+, para los casos analizados correspon-
dientes a M0, M1y M2; en los pacientes 4, 5, 7 y 8 clasi-
ficados como M4 el fenotipo fue CD 33+, CD 13+y CD
14+ en mas del 20% de las células (componente
monoblastico). El paciente 14 expresaba ademas de los
antigenos pan mieloides CD 33 y CD 13, los antigenos
linofides: CD 10+, CD 19+ y CD 22+, lo que permitio cla-
sificarlo como una leucemia bifenotipica por la expresion
de los antigenos mieloide y linfoide simultdneamente. La
reaccion citoquimica de PAS fue negativa en todos los
pacientes. Las reacciones de esterasas inespecificas
fueron positivas intensas en los casos 4, 5, 7y 8 con
mas del 80% de células inhibibles por FNa.

El caso 11 fue una leucemia mieloide aguda secun-
daria a un sindrome mielodisplasico, no difiriendo en sus
marcadores citoquimicos e inmunoldgicos de las
leucemias mieloides agudas de novo.

El patron de reaccion de peroxidasas (Tabla 1), mos-
tré un amplio rango de variacion en el porcentaje de cé-
lulas positivas (2 al 63%), lo cual fue corroborado con la
técnica de FAAF, si bien con esta técnica se obtuvo un
mayor porcentaje de células positivas que con la reac-
cién citoquimica.

El segundo grupo estudiado estaba formado por 8
pacientes con desoérdenes linfoproliferativos malignos de
origen celular B, neoplasias con compromiso de células
plasméticas y 1 caso de plasmocitosis reactiva (Tabla
2). En estos ultimos pacientes se determind el porcenta-
je de células positivas para cadenas livianas k y A,
intracitoplasmaticas por el método de FAAF. Ademas se
us6 el anticuerpo monoclonal CD 23 como marcador que
se expresa fuertemente en células B activas y débilmen-
te en células B maduras.

En 3 pacientes con HCL (leucemia a células vello-
sas) (Tabla 2), diagnosticadas por sus caracteristicas
clinicas y por la presencia en sangre periférica de mas
del 45% (45-73) de células de aspecto velloso, infiltra-
cion de MO por mas del 30% de esas mismas células
e intensa fibrosis medular. El estudio inmunolégico
mostro los antigenos: CD 25+, CD 11lc+ y CD5-%. La
reaccion de Fosfatasa acida leucocitaria (AS BI-
fosfato) fue positiva en méas del 40% de las células
(48-80), siendo el 37-65% de ellas tartrato resistentes
(TRAP).

El caso 4 correspondié a un linfoma de bajo grado
leucemizado con infiltracion linfoide en MO mayor al 30%,
siendo el fenotipo obtenido por citometria de flujo: CD
19+, CD 20+ y CD 23-. Por el método FAAF para el estu-
dio de cadenas livianas A se encontro positividad en 60%
de las células aisladas en médula 6sea y sélo en el 10%
para cadenas livianas k. (Tabla 2). Ademas en sue-ro
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Fig. 1.— Reaccion de anti-MPO por AFAAF en L. mieloide agu-
da. Se observa en 100 X una célula fuertemente positiva
y el resto negativas.

presentaba una banda monoclonal de tipo 1gG de
A

tipo

El estudio por inmunocitoquimica para cadenas livia-
nas k y A intracitoplasmaticas fue también efectuado en
las células plasmaticas presentes en estas patologias
(Tabla 2). El caso 5 correspondié a una macroglobu-
linemia de Waldestron, con infiltracion de elementos
linfoides en MO mayor del 40% y un 10% de células
plasmaticas, con banda monoclonal en suero de clase
IgM- k. Por el método FAAF los resultados fueron: A:
37% vy k: 67%. El caso 6 presentaba una infiltracion del
30% de células plasmaticas en MO sin atipias
morfolégicas y sin cuadro clinico de osteolisis, con abs-
ceso testicular cuya biopsia mostré infiltracion por célu-
las plasmaticas policlonales de acuerdo a las cadenas
livianas de superficie estudiadas por inmunohistoquimica
lo cual se correlacioné con similar hallazgo en las célu-
las plasmaticas de médula 6sea por el método
inmunocitoquimico de FAAF (A: 15% y k: 20%). El caso
7 correspondié a un mieloma de tipo micromolecular, con
infiltracién de células plasmaticas y plasmoblastos ma-

MEDICINA - Volumen 59 - N° 1, 1999

yor del 30% en MO, siendo los resultados por la técnica
de FAAF: A: 0%; «x: 70%. El caso 8 se trataba de un
Mieloma multiple con células plasmaticas en sangre
periférica mayor al 70% e infiltracion masiva de médula
6sea (Leucemia de células plasmaticas), cuyas células
mostraron un fenotipo CD 38+, fuerte reaccion a la
fosfatasa acida leucocitaria, tartrato sensible y estudio
inmunocitoquimico para cadenas livianas A: 0% y «:
52%. En todos estos pacientes®® la existencia o no de un
exceso clonal de cadenas livianas fue de una importante
ayuda diagnéstica.

Discusion

Las técnicas usadas para establecer el inmunofenotipo
celular sea por inmunocitoquimica, citometria de flujo e
inmunohistoquimica resultan Utiles como complemento
de los hallazgos morfoldgicos, citoquimicos e histoloégicos
para definir los diferentes subgrupos de neoplasias
hematolégicas asi como para establecer criterios pronés-
ticos en algunos de ellos.

La reaccién inmunoenzimatica de anti-mieloperoxi-
dasa, es una técnica sensible para detectar pequefias
cantidades de enzima por microscopia comun y permite
caracterizar leucemias mieloides agudas con blastos
indiferenciados (MO).

El mayor porcentaje de células positivas encontrado
con esta técnica con respecto a la reaccion citoquimica
convencional en los pacientes aqui estudiados, creemos
gue ocurre porque el anticuerpo reconoce la enzima en
su estado de proenzima ya expresada en estadios
tempranos de diferenciacion celular (M0O) y en mayor
cantidad en los blastos mas diferenciados* 2.

Actualmente el Gnico criterio firme para establecer el
diagnostico de leucemias bifenotipicas®® y mixtas es el
estudio del inmunofenotipo de los elementos blasticos,
al encontrar co-expresion en los blastos de antigenos de
diferentes estirpes celulares (bifenotipicas) o la co-
existencia de blastos de diferentes lineas celulares (mix-
tas).

La deteccion de mieloperoxidasa que establece
fehacientemente una diferenciacién celular mieloide es
una de las pruebas con mayor valor en el puntaje para la
clasificacion de leucemias bifenotipicas®*.

Los desordenes linfoproliferativos crénicos son un
grupo heterogéneo tanto de enfermedades de linfocitos
B como T siendo a veces dificil su clasificacion solamen-
te por los estudios morfolégicos, citoquimicos o
histoldgicos?®.

La expresion de ciertos marcadores inmunolégicos
(CD5,CD 23y FMC 7) y laintensidad de expresion de la
inmunoglobulina de superficie k y A han sido la base de
un sistema de puntaje para su clasificacién y/o distincién
entre algunos de ellos.
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En los pacientes aqui estudiados hemos podido ob-
servar la clara diferencia en la expresion antigénica en
casos de leucemia a células vellosas y linfoma de bajo
grado*® con la posibilidad de determinar los antigenos
cuando la cantidad o muestra celular es escasa (fibrosis
medular con preparados secos).

El estudio de la expresién de las cadenas livianas de
superficie y/o intracitoplasmaticas permitié establecer la
existencia de un exceso clonal de una de ellas y separar
claramente procesos de plasmocitosis reactiva de enfer-
medades clonales de células plasmaticas dificiles de dis-
tinguir por otros criterios. En estos casos es importante
la aplicacion de estas técnicas para diferenciar las mar-
cadas plasmocitosis en médula 6sea descriptas en di-
versas enfermedades inflamatorias, neoplasias y espe-
cialmente HIV de procesos monoclonales.

Las observaciones aqui presentadas y experiencias
en la literatura confirman que las técnicas inmu-
nocitoquimicas son Utiles: Para revelar la presencia de
precursores de peroxidasas en células blasticas cuando
la reaccion citoquimica de peroxidasas resulta negativa,
lo que permite identificarlas como de la linea mieloide
(LMA, subtipo M0)'" y cuando se quieren estudiar anti-
genos citoplasmaticos que anteceden en su aparicion a
los de superficie como por ej: CD13_ como marcador de
la linea mieloide'®, CD 3_ para linea linfoide T, CD22_
para linea linfoide B; o bien cuando la célula neoplasica
hematoldgica presenta aberracion en la expresiéon de
antigenos de superficie, hallandose éstos a nivel
citoplasmaético. Igualmente estas técnicas, si bien de
menor aplicacion que la citometria de flujo para el estu-
dio de diferentes antigenos, constituyen sin embargo un
método alternativo y complementario de esta Ultimas téc-
nica. Adquieren importancia porque:

1) permiten realizar un estudio retrospectivo, dado que
las preparaciones celulares o citopreparados pueden ser
conservados en condiciones apropiadas por largos pe-
riodos de tiempo, esto es una ventaja importante no solo
para reclasificar neoplasias hematoldgicas sino también
para estudiar un nuevo antigeno celular;

2) pueden ser aplicadas en preparados de MO obte-
nidos por puncion o biopsia con un nimero de células
escaso como ocurre en ciertos aspirados medulares, por
ejemplo en la fibrosis medular (aspirados secos);

3) evallGan el predominio celular en cortes histolégicos
mediante un andlisis in situ con conservacion de la ar-
quitectura del tejido, aplicable en la subclasificacion de
Linfomas®® 2° asi como también para el diagndstico de
diversos carcinomas;

4) permiten efectuar una efectiva correlacion entre la
morfologia celular y la expresion para determinados
antigenos;

5) sirven para diferenciar los desordenes linfopro-
liferativos T de los B2
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Se concluye que estas técnicas nos pueden ayudar a
definir el tipo de neoplasia hematoldgica, pero debe te-
nerse en cuenta que siempre deberan ser evaluadas en
conjuncién con la clinica y otros estudios (citogenéticos,
citometria de flujo, etc) y no en forma aislada.
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