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Resumen

ANTECEDENTES: la citometria de flujo es una herramienta diagnéstica
aplicada en casos de leucemia linfoblastica aguda para identificar los
marcadores de las clonas neoplasicas y clasificar la estirpe y grado
de maduracién.

OBJETIVOS: establecer la frecuencia de expresion de los marcadores
CD19 y CD22 e identificar si existe variacion de expresion entre los
diferentes grupos de edad.

MATERIAL Y METODO: estudio retrospectivo, transversal, observacio-
nal, basado en los registros de pacientes atendidos de julio de 2009
a junio de 2015 con diagndstico de leucemia linfobldstica aguda de
novo. Las muestras para inmunofenotipo por citometria de flujo fueron
médula ésea o sangre periférica en pacientes con hiperleucocitosis
o dificil toma de médula 6sea; las muestras debian contener mas de
20% de blastos.

RESULTADOS: se estudiaron 208 casos, con media de edad de 32
(2-88) afios. El 68% (n=141) fueron muestras de médula ésea y el resto
de sangre periférica (32%, n=67). Se identificé que 193 casos (93%)
mostraban inmunofenotipo de linea B, 12 de estirpe T (5.5%) y 3 fue-
ron no clasificables (1.5%). La variante B comin fue el fenotipo mas
frecuente en todos los grupos de edad. El 90% de los casos (n=176)
fueron CD22+, con media de expresién de 63%. El 91% (n=179) fue
CD19+, con media de expresion de 76%. La edad no influy6 en la
expresion de estos marcadores (p>0.05).

CONCLUSIONES: los marcadores celulares analizados se expre-
saron frecuentemente, sin afectarse por la edad del paciente. Es
indispensable la realizacion del inmunofenotipo en los pacientes
con leucemia linfobldstica aguda para ofrecerles tratamientos alta-
mente especificos.

PALABRAS CLAVE: antigenos de superficie, antigenos CD19, leuce-
mia-linfoma linfoblastico de células precursoras, citometria de flujo,
grupos de edad.
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CD19 and CD22 expression in patients
with acute lymphoblastic leukemia:
relationship with age and morphological
variants.

Calderén-Garcia J?, Ramos-Pefiafiel CO*?3, Palmeros-Morgado G* Rozen-
Fuller E°, Santoyo-Sanchez A'?, Mendoza-Garcia E* Olarte-Carrillo I3,

Martinez-Tovar A3, Collazo-Jaloma J°

Abstract

BACKGROUND: Flow cytometry is a diagnostic tool applied in cases
of acute lymphoblastic leukemia (ALL) to identify markers in neoplastic
clones and to classify the lineage and maturation degree.

OBJECTIVES: To establish the frequency of CD19 and CD22 expres-
sion and to identify if there is variation of expression between the
different age groups

MATERIAL AND METHOD: A retrospective, cross-sectional, obser-
vational study based on the records of patients attended from July
2009 to June 2015 with diagnosis of de novo ALL. The samples for
immunophenotype by flow cytometry were bone marrow or peripheral
blood in patients with hyperleukocytosis or difficult to obtain bone
marrow. Samples should contain >20% blasts.

RESULTS: A total of 208 cases were studied with a mean age of 32 (2-
88) years old. The 68% (n=141) were samples of bone marrow and the
rest of peripheral blood (32%, n=67). It was identified that 193 cases
(93%) showed B-type immunophenotype, 12 of T-lineage (5.5%) and
3 were non-classifiable (1.5%). The common B variant was the most
frequent phenotype in all age groups. The 90% (n=176) was CD22 +,
with a mean expression of 63%. The 91% (n=179) was CD19+, with
a mean expression of 76%. Age did not influence expression of these
markers (p>0.05).

CONCLUSIONS: The analyzed cell markers were frequently ex-
pressed, unaffected by the patient’s age. The immunophenotype in
ALL patients is indispensable to offer them highly specific treatments.

KEYWORDS: antigens; surface antigens; CD19; precursor cell lym-
phoblastic leukemia-lymphoma; flow cytometry; age groups
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diversos regimenes de quimioterapia, inmunote-

rapia y blancos moleculares. A pesar de esto, la

El tratamiento moderno de la leucemia linfoblas-
tica aguda del adulto incluye la combinacion de

supervivencia se mantiene por debajo de 40%
en la mayor parte de los protocolos, en especial
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en los adultos mayores.! Aunque la remision
completa (RC) se consigue en la mayoria de
los pacientes, es por breve tiempo debido a la
existencia de factores de mal pronéstico (edad,
cuenta de leucocitos, cariotipo).? La citometria
de flujo es una herramienta diagnéstica aplicada
en la mayor parte de las enfermedades hema-
tolégicas, se basa en el andlisis cuantitativo
de estructuras celulares, compartimientos y
funcionalidad celular.® En leucemias se utilizan
diversos anticuerpos monoclonales unidos a
fluorocromos que en un corto tiempo pueden
dar informacion de la coexpresién de diversos
antigenos en las membranas celulares.** Para el
diagnéstico de las leucemias se necesita un panel
que permita distinguir la estirpe mieloide y lin-
foide (MPO, CD3, CD79a) para posteriormente
adicionar marcadores que permitan conocer el
estadio de maduracién.®” En el caso de leucemia
linfoblastica aguda estirpe B (LLA-B) se requiere
la coexpresion de al menos dos de los antige-
nos mas tempranos de linea B (CD19, CD22 y
CD79a), clasificandose de acuerdo con el estadio
madurativo de las células neopldsicas en cuatro
subgrupos diferentes: a) leucemia linfoblastica
aguda pro B o Bl, b) leucemia linfoblastica aguda
comun o BII, ¢) leucemia linfoblastica aguda pre
B o Blll, d) leucemia linfoblastica aguda madura
o BIV (Cuadro 1).89 La variedad B comdun es el
fenotipo mds frecuente en nifos y en adultos
y representa cerca de 70% de los casos.''" La
variante B madura es el subtipo menos frecuente
en adultos (5-15%), se asocia principalmente
en adolescentes con la variedad de linfoma/
leucemia de Burkitt [t(8;14)(q24:q32)].'>" Otros
marcadores que se expresan con frecuencia alta
sobre la superficie de los blastos linfoides son el
CD22yel CD19, por ello en los Gltimos afos se
han vuelto una nueva diana terapéutica para el
tratamiento de las leucemias.''> Entre ellos, el
que ha adquirido mayor interés es blinatumomab
(antigeno bi-especifico anti-CD19 y anti-CD3)
debido a los resultados obtenidos en pacientes
resistentes a diversos ciclos de quimioterapia y
al trasplante de progenitores hematopoyéticos.'®

2017 abril;18(2)

En este contexto, el objetivo principal de este
estudio fue establecer la frecuencia de expre-
sién de los principales marcadores de superficie
(CD19 y CD22) implicados en el tratamiento
de leucemia linfoblastica aguda e identificar si
existe variacion de expresion entre los diferentes
grupos de edad.

MATERIAL Y METODO

Estudio retrospectivo, transversal, observacional
y explicativo, basado en los registros de pacien-
tes atendidos en el Hospital General de México
Dr. Eduardo Liceaga de julio de 2009 a junio de
2015. Se estudiaron muestras de pacientes con
diagndstico de leucemia linfoblastica aguda de
novo acorde con los criterios morfolégicos de la
Asociacion Franco-Américo-Britanica (FAB). El
diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda se
realizo a través del barrido de médula obtenida
por puncién o impronta de hueso.

Las muestras para realizar inmunofenotipo fue-
ron aspirado de médula 6sea, salvo los casos que
tuvieron dificultades para realizar el aspirado, o
que manifestaron hiperleucocitosis, en los que
se optd por usar sangre periférica para realizar
el inmunofenotipo. Las muestras se obtuvieron
previo al inicio de quimioterapia e indepen-
dientemente del tipo de muestra usada para
citometria de flujo, a todos los pacientes se les
realiz6 venopuncion para la obtencién de sangre
periférica a fin de realizar biometria hemética y
frotis para conteo de blastos.

Una vez obtenido el inmunofenotipo se aplica-
ron los criterios de clasificacion del grupo EGIL
(European Group for the Immunologial Classifi-
cation of Acute Leukemias). Cuadro 1

Para el andlisis de las muestras se utilizaron
3 mL de sangre periférica o de médula ésea,
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Cuadro 1. Clasificacién inmunofenotipica de las leucemias
linfoblasticas agudas segtn el grupo EGIL

m Caracteristicas fenotipicas

LLA- ProB (B 1) CD19+, CyCD79+ o
B CD22+, CD10-, Cylgp-, slgM-
(o todas)
Comdin (B II) CD10+, Cylgp-, slgM-
Pre B (B 1lI) Cylgu+, slgM-
B (IV) slgM-
LLA-T ProT (T 1) CD7+, CyCD3+
Pre T (T 1) CD7+, CyCD3+, CD2+

0 CD5+ o CD8+ (o todas)
T cortical (T Ill) CD7+, CyCD3+, CDl1a+
T medular (T 1) CD3+y CD1a; CD7+

manteniéndose a temperatura de 22°C y usando
EDTA como anticoagulante. La muestra 6ptima
para el andlisis era aquella con conteo inicial
de leucocitos de al menos 2,000 células y rango
minimo de 20% de blastos. Se prepararon tubos
Eppendorf con combinaciones especificas de
anticuerpos marcados con fluorocromo (Cuadro
2) en los que se depositaron 100 ulL de mues-
tra a cada uno. La muestra se homogeneizé y
conservo en oscuridad a temperatura ambiente
durante 15 minutos para posteriormente trasladar
al preparador de muestras TQ-Prep Worksta-
tion (Beckman Coulter Inc., California, Estados
Unidos). Las preparaciones se analizaron en el
citémetro de flujo (FC 500 Beckman Coulter Inc.,
California, Estados Unidos).

Para los antigenos intracelulares, se mezclaron
en tubo Eppendorf 100 uL de muestra 'y 100 uL
de reactivo IntraPrep (Beckman Coulter Inc.,
California, Estados Unidos), reposando durante
cinco minutos en cdmara oscura para poste-
riormente anadir los anticuerpos intracelulares
(Cuadro 2). Tras un reposo de 15 minutos en la
camara oscura las muestras se lavaron con 4
mL de PBS y resuspendieron en 500 ulL de PBS,
fijadas con formaldehido y pasadas a lectura al
citbmetro mencionado.

Panel de inmunofenotipo usado

B CD45, CD10, CD19, CD20, CD22, CD34
T CD45, CD3, CD5, CD7, CD34

Intracitoplasmaticos: MPO, CD79a, CD3, TdT.

Se utilizé el programa estadistico IBM SPSS
version 20.0 (IBM Corp., Armonk, Nueva York,
Estados Unidos). El andlisis inicial fue la descrip-
cion de medias de los diferentes marcadores,
la diferencia de medias se realiz6 mediante la
prueba t de Student, se considerd significativo un
valor de p menor de 0.05 (IC95%). Posteriormen-
te la diferencia de las medias de expresién inter
e intragrupos de edad se realiz6 con ANOVA
de una via.

RESULTADOS

Se estudiaron 208 casos, 51% (n= 107) co-
rrespondid al género masculino. La media de
edad fue de 32 anos (limites: 2 a 88 afos), fue
ligeramente mayor en el género femenino (36
afos [intervalo: 4-88]) en comparacion con el
género masculino (29 anos [intervalo: 2-70]).
Al realizar la diferencia de la media de edad
entre los géneros, se demostré una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.005, 1C95%).
Las caracteristicas generales de los pacientes se
describen en el Cuadro 3.

Alrededor de dos tercios de las muestras ana-
lizadas fueron de médula dsea (68%, n=141)
y el resto de sangre periférica (32, n=67). En
los frotis de muestras de médula ésea y sangre
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Cuadro 3. Caracteristicas generales de los pacientes y mues-
tras analizadas (continta en la siguiente columna)

Género
Masculino 107 (51)
Femenino 101 (49)
Edad (media y limites) 32 (2-88)
0-11 11.(5)
11-20 45 (22)
21-30 58 (28)
30-60 76 (36)
>60 18 (9)
Variedad morfolégica (FAB)
FAB L1 5(2.5)
FAB L2 169 (81)
FAB L3 11 (5.5)
No clasificable 23 (11)
Sitio de obtencion de la muestra
Sangre periférica 67 (32)
Médula 6sea 141 (68)
Inmunofenotipo
Fenotipo B 193 (93)
Fenotipo T 12 (5.5)
No clasificable 3 (1.5)
Clasificacion fenotipica
Pro B 10 (4.5)
Pre Pre-B (CALLA+) 168 (81)
Pre B 3(1.5)
B madura 12 (6)
Pre T 10 (4.5)
T madura 2 (1)
No clasificable 3 (1.5)
CD22
Positivo 176 (90)
Negativo 20 (10)
CD19
Positivo 179 91)
Negativo 17 (9)
CD20
Positivo 42(21)
Negativo 154 (79)

2017 abril;18(2)

periférica se identificaron 79% (24-100%) y
79% (21-100%) de blastos, respectivamente
(p=0.986, 1C95%)).

De las muestras de sangre periférica obtenida
en todos los pacientes con fines de comple-
mento diagndstico, la media de leucocitos fue
de 47.8 (0.1-900) x10%/ulL, ligeramente mayor
(p=0.998, 1C95%) para el grupo en el que la
sangre periférica también fue el tipo de muestra
para citometria: 61 (0.1-900) x10%/uL vs 41.47
(0.1-423) x10%/uL en grupo de médula 6sea
como muestra de inmunofenotipo. Al realizar-
se los extendidos sanguineos tampoco existio
diferencia de relevancia (p=0.320, 1C95%) en
la media de blastos identificados en los grupos
por tipo de muestra usada para citometria:
14% (0-98%) sangre periférica vs 16% (0-98%)
médula ésea.

El subtipo FAB mas frecuente fue la variedad
L2 (81%, n=169), seguido de la variante L3 o
Burkitt-like (5%, n=11) y L1 (2%, n=5). En la
estratificacién por edad y contrario a lo espera-
do, la variedad L1 fue la menos frecuente en el
grupo de 0-10 afios (18%), en su lugar la varie-
dad L3 (27%) fue la mds reportada en poblacién
pediétrica.

De las 208 muestras viables, 193 (93%) casos
mostraban inmunofenotipo de linea B, 12 (5.5%)
de estirpe T y tres casos (1.5%) no pudieron ser
clasificables. Ademas, de todos los casos sélo 7
(3%) mostraron bifenotipo. La variedad B comtn
(CALLA+) fue la mas frecuente con 81% (n=168),
seguida de la variedad B-madura (CD20+/CD10-
IgMs+) con 6% (n=12).
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La variante morfolégica fue el subtipo L2 mas
frecuente en los inmunofenotipos de estirpe B
(82% de todos los B), T (75% de todos los T), e
incluso de los que mostraron bifenotipo (57%,
n=4). En los casos no clasificables por inmunofe-
notipo la gran mayoria correspondia al subtipo
L3 (67%, n=2).

La variante B comin se mantuvo como prin-
cipal fenotipo desde la edad pediatrica hasta
la del adulto mayor (0-10 afios: 73%, 11-20:
82%, 21-30: 81%, 30-60: 82%, >60 afos:
78%). La variante pre T fue més frecuente en
los grupos entre 11 y 30 afios, aunque debe
considerarse el nimero reducido de muestras
en comparacion con la estirpe B. La distribu-
cion de la leucemia bifenotipica mostré un
pico en el grupo de 21 a 30 afos (43%, n=3)
y posteriormente se mantuvo constante hasta
la etapa de adulto mayor.

La frecuencia de positividad de CD22 fue de
90% (n=176) con media de expresion de 63%
(0-99.8%). Fue mas frecuente en la variedad B
comin (93%). En las variantes T, s6lo 3 casos
(30%) mostraron expresién de CD22.

Edad. La frecuencia y media de expresion de
CD22 se mantuvo constante sin mostrar dife-
rencia significativa entre los grupos de edad
(p=0.859, F=0.032, IC95%). Cuadro 4

Tipo de muestra. No se encontré diferencia
significativa (p=0.858, F=0.344) en la media de
expresion entre muestras de sangre periférica
(62%) y médula 6sea (63%). Figura 1A

Media de expresion y positividad de acuerdo con
el intervalo de edad

Limites de edad en anos [n (%)]

11-20 | 21-30 | 30-60
CD22 (media 418 66.1 649 627 605
de expresion)

Marcador

Positivo 7 38 50 66 15
(70)  (90.5) (91) (90.4) (93.8)
Negativo 3(30) 495 509 709.6) 1(6.2)

CD19 (media 48.6 79.8 75.4 771 82.1
de expresion)

Positivo 7 40 50 67 15
(70)  (95.2)  (91) (91.8) (93.8)
Negativo 3(300 2(4.8) 5(9 6(8.2) 1(6.2)

CD20 (media 4.8 15.7 10.9 14.5 14.07
de expresion)

Positivo 0 11 9 19 3
(26.2) (16.4) (26) (18.8)
Negativo 10 31 46 51 13

(100) (73.8) (83.6) (74) (81.2)

La frecuencia de positividad para CD19, exclu-
yendo a las leucemias T, fue de 91% (n=179),
con media de expresiéon de 76% (intervalo:
0-99.9%). La variedad en la que se observé con
mayor frecuencia fue la variedad B comun (96%).
En las variantes T, s6lo 3 casos (30%) mostraron
expresion de CD19.

Edad. CD19 se expresé en casi todos los grupos
de edad de manera importante, sin existir dife-
rencia significativamente relevante en sus medias
(p=0.689, F=0.169, IC95%). Cuadro 4

Tipo de muestra. Las muestras de sangre pe-
riférica y médula ésea mostraron medias de
expresion similares para el marcador, 75 vs 77%,
respectivamente (p=0.682, F=1.199). Figura 1B

El marcador CD20 se expresé débilmente en
todos los grupos de edad, fue negativo en 151
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Figura 1. Diferencia entre los niveles de expresion en los marcadores CD22 (A) y CD19 (B) en muestras de médula

Osea y sangre periférica.

casos en total (72.5%), la distribucion especifica
se describe en el Cuadro 4.

DISCUSION

La citometria de flujo se ha vuelto una herra-
mienta indispensable no sélo para el diagndstico,
sino para la vigilancia de los casos de leucemia
linfoblastica aguda. El conocimiento de estos
marcadores de superficie ha permitido incor-
porar nuevas estrategias terapéuticas, como la
inmunoterapia. Desde su autorizacién por la
Direccion de Alimentos y Farmacos de Estados
Unidos (FDA) el anti-CD20 (rituximab) se ha
incorporado al tratamiento de los linfomas y de
leucemia linfoblastica aguda,'” y desde enton-
ces el arsenal terapéutico se ha incrementado
notablemente: anticuerpos monoclonales no
conjugados (ofatumumab, alemtuzumab, epratu-
zumab), anticuerpos monoclonales combinados
con agentes citotoxicos (inotuzumab-ozogami-
cin y el SAR 3419) y anticuerpos biespecificos
(blinatumomab).’® Inicialmente Thomas y co-
laboradores en el MD Anderson adicionaron
rituximab al esquema Hyper-CVAD en pacientes

con leucemia linfobldstica aguda-B (CD20+, Ph-)
lo que increment6 la duracion de la remision
completa, en especial en poblacién joven (95%
a tres afos),' y recientemente Maury y su grupo
demostraron que su administracion repercute
positivamente en la supervivencia global.?°

Acerca de CD22, Kantarjian y colaboradores
evaluaron el efecto del anti-CD22 (inotuzumab-
ozogamicin) en pacientes resistentes o en recaida
identificando que la tasa de remisiones completas
fue mucho mayor en el grupo del anti-CD22 en
comparacién con el grupo control (81 vs 29%);
también mejoré la supervivencia global y la
supervivencia libre de enfermedad.?' El segundo
anti-CD22 disponible es epratuzumab, prescrito
en linfomas y en leucemias. Raetz y colabora-
dores evaluaron su eficacia en un estudio fase Il
en poblacién pediétrica con leucemia resistente
en la que su combinacién con la quimioterapia
a dosis de 360 mg/m* semanales no mostré
ventaja sobre la tasa de remisiones completas o
reduccion de la enfermedad minima residual en
comparacién con los registros histéricos.?? Otro
estudio lo incorpor6 a un régimen de tratamiento
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en pacientes ancianos resistentes o en recaida
sin mostrar tampoco resultados significativos.?
Pero tal vez el avance mas significativo en la
terapia biolégica es el anticuerpo biespecifico
blinatumomab (anti-CD19, anti-CD3), ensayos
clinicos fase Il evidencian incremento en la tasa
de remisiones completas y supervivencia libre de
enfermedad, aunque se han registrado eventos
adversos neurol6gicos.?*2¢

En la poblacién atendida en nuestra institucion
la variedad mas frecuente de inmunofenotipo fue
la B Il (CD10+), dato semejante al reportado en
otras series.?”>! Posteriormente se establecio la
frecuencia de expresion de los marcadores de
superficie para los que se han desarrollado nue-
vas estrategias terapéuticas: CD19 y CD22;'632
la expresion de estos marcadores también fue
similar a la reportada en otros estudios, descri-
tos a detalle en el Cuadro 5.283133-40 A pesar de

no existir diferencias significativas entre los dos
marcadores el grupo de CD19, mostr6 mayor
cantidad de pacientes fuera de rango, a diferen-
cia de CD22.

Al tratarse de un estudio retrospectivo, no fue
posible controlar el tipo de muestra usado
para el inmunofenotipo, el andlisis de esta
situacion demostré que la expresién de mar-
cadores es equiparable (Figura 1). Al respecto,
Weinkauff y colaboradores compararon el uso
de sangre periférica vs médula ésea con fines
diagnésticos en leucemia linfobldstica aguda y
concluyeron que ante la presencia de mas de
30% de blastos en sangre, ambas muestras son
de igual utilidad.*' Rezaei y su grupo también
afirman la utilidad de la sangre periférica en
sustitucion de médula ésea para la ejecucion
de inmunofenotipo (CD3, CD5, CD7, CD19,
CD22, CD20, CD10).*?

Cuadro 5. Diferencia de patrones de expresion de los diferentes marcadores de superficie en series de diversos paises

Pais Poblacion Tamaiio de la Frecuencia de expresion de marcadores de superficie
muestra (niim.)

China* Adultos

Brasil** Ninos 118

Turquia?® Adultos 142

Polonia?? Ninos 125

Argentina’® Adultos 364

Estados Unidos, Adolescentes/adultos 51
Dallas*®

Estados Unidos Adultos 259
(CALGB)*>”

Tailandia®® Adultos 324

India’*® Nifos/aAdultos 160

Alemania® Adultos 57

Cuba®! Ninos 238

Perd#° Nifos/adultos 116

CD19 (100%), CD22 (39%), CD20 (30%), CD34+/ CD10-
(90%)

CD10 (53%), CD33 (34%), CD13 (15%), CD15/CD65 (10%),
CD123 (7%)

CD19 (100%), CD22 (97.6%), cCD79a (97.5%), HLA-DR
(97.4%), CD10 (92.7%), CD20 (81.1%)

CD10 (100%), CD20+/CD10+ (42.1%), CD22+/CD10+
(98.2%)

CD19 (100%), CD79a (94%), CD22 (86%), CD20 (32%), CD10
(83%)

CD10 (86%), CD19 (57%), CD20 (53%), CD22 (68%), CD79a
(21%)

CD19 (98%), HLA-DR (96%), CD22 (87%), CD38 (84%), CD10
(72%), CD20 (33%)

CD10 (83%), CD34 (87%),

CD10 (67%), CD22 (60%), HLA-DR (34%), CD79 (30%), CD19
(42%),

CD19 (100%), CD24 (66%), CD20 (5%), HLA-DR (93%), CD34
(58%)

CD10 (83.5%), PRO-B (10.3%), PRE-B (4.1%), B madura (2.1%)

CD10 (12.7%), CD34 (38.1%), CD19+CD20-CD10- (14.3%),
CD19+CD22+CD20- (3.2%)

65



66

Revista de Hematologia

CONCLUSION

Identificar la expresion de los marcadores de su-
perficie de las células leucémicas no constituye
Gnicamente un complemento diagnéstico, se
ha tornado en un elemento de gran importancia
para poder ofrecer a los pacientes esquemas de
tratamiento altamente dirigido; CD19 y CD22
se expresaron frecuentemente en la poblacion
analizada sin que la edad altere su frecuencia
de expresion.

Este articulo fue realizado como parte de los
proyectos desarrollados dentro del Programa
Universitario de Especialidades Médicas (PUEM)
de la Universidad Nacional Auténoma de Méxi-
co, sede Hospital General de México.
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