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RESUMEN

Se estudiaron 118 leucemias agudas en un periodo de 4 afios. El fenotipaje celular
se realizé a través del ultramicrométodo inmunocitoquimico (UMICIQ), mediante

la utilizacion de un panel de anticuerpos monoclonales con el que se evalué la
expresion de antigenos linfoides y mieloides. La expresion de antigenos mieloides
en pacientes con leucemia linfoide aguda se encontr6 en el 28,4 % y de antigenos
linfoides en pacientes con leucemia mieloide aguda en el 56,7 %. Las leucemias
agudas hibridas representaron el 16,1 % del total de pacientes estudiados: 73,7 %
al inicio de la enfermedad y el 26,3 % restante en el estudio posterior al tratamiento
de induccion de la remision, lo que sugiere en estos ultimos la posibilidad de
cambio de linaje por la seleccién de variantes resistentes a drogas procedentes del
clon original, o la aparicion de neoplasias secundarias por el uso de drogas
genotoxicas.

Descriptores DeCSINMUNOFENOTIPICACION; INMUNOHISTOQUIMICA/
métodos; LEUCEMIA MIELOCISTICA AGUDA/diagndstico; LEUCEMIA
LINFOCITICA/diagnéstico.

En la leucemia aguda (LA), el evento Los cambios cromosémicos en la
leucemogeénico induce defectos en el estructura, el control 0 en ambos aspectos
crecimiento y diferenciacion de los blastos de determinados genes hacen que los
leucémicos, lo que da lugar a la expansién blastos leucémicos no muestren
clonal de precursores hematopoyéticos correspondencia total en cuanto a la
transformados. expresion fenotipica de antigenos de

En el estudio de las células leucémicas superficie celular, al compararlos con sus
se incluyen técnicas inmunoldgicas que equivalentes normales en los diferentes
utilizan anticuerpos monoclonales (AcMo) compartimentos y tejidos corporafes.
que han permitido conocer que los El inmunofenotipaje celular con el
fenotipos leucémicos no siempre son ultramicrométodo inmunocitoquimico
perfectas réplicas de sus contrapartes (UMICIQ) es Util para la caracterizacion y
normales. subdivision de las LA, complementando a



la evaluacién morfolégica por microsco- remision® Se ha sefialado que por logh

pio de luz, ya que permite la discriminacién tienen un prondstico reservado, de ahi que
entre las leucemias linfoides agudas (LLA) requieran de una terapia mas agresiva para
y las leucemias mieloides agudas (LMA), inducir periodos mayores de remision
y dentro de las primeras, aquéllas de completa, asi como de alo o autoinjerto para
células T y células B; asi como el erradicar permanentemente la enfermé&dad.
diagndstico de leucemias agudas hibridas El objetivo de nuestro trabajo fue
(LAH), donde los blastos expresan analizar la frecuencia de LAH en un grupo
caracteristicas de mas de un linaje, lo que de LA atendidas en nuestra institucion.
representa la transformacién maligna de

una célula progenitora, su inmortalizacién i

y la expresion de genes aberrantes por METODOS

alteraciones genéticas especifités.

Las LAH pueden afectar a adultos y Se estudiaron 118 pacientes con LA,
nifios, particularmente menores de 2 afios. 70 del sexo femenino y 48 del masculino,
Aparecen inicialmente o raramente durante con una edad prauedio de 19 afios y un
una recaida de las LLA o de las LMA con rango de 11 meses -80 afgiagnosticados
posterioridad al tratamiento inductor de en el IHI en el periodo comprendido desde

TABLA 1 Relacion de anticuerpos monoclonales utilizados para el inmunofenotipaje
celular

I Dirigidos contra ant genos expresados por c@lulas B:
anti-CD10 (OKB CALLA)
anti-CD19; anti CD20 (B1)
Institute of Cancer Research, Londres
anti CD22 (Leu 14)
anti-cadena
anti-cadena K
anti-cadena A
Hospital Cl nico de Barcelona
Il. Dirigidos contra ant genos expresados por c@lulas T:
anti-CD1 (NA 134)
anti-CD7 (Leu 9)
Institute of Cancer Research, Londres
anti-CD2 (OKT 11)
anti-CD4 (OKT 4)
anti-CD8 (OKT 8)
Filatov Institute of Immunology
anti-CD3(OKT3)
anti-CD5 (Cris 1)
Hospital Cl nico de Barcelona
Ill. Dirigidos contra ant genos expresados por c@lulas mieloides:
anti-CD13 (My 7)
anti-muramidasa
anti-CD41 (943 D)
Hospital Cl nico de Barcelona
anti-CD33 (My 9)
Institute of Cancer Research
anti-CD14 anti-CD15 (Leu M1)
Filatov Institute of Immunology
IV. Otros:
anti-HLA-DR
anti-deoxi-nucleotidil transferasa terminal (Tdt)
Hospital Cl nico de Barcelona
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1992 hasta 1996. A todos los casos se |esTABLA2.Sistema de Catovsky para la clasificacion de las
leucemias agudas hibridas

realiz6é inmunofenotipaje para su
clasificacién inmunolégica, con un panel de Puntos Linaje Linaje Linaje
. B T mieloide

anticuerpos monoclonales (AcMo)
dirigidos contra antigenos linfoides y 2 CD22c  CD3(c/m) Reacci naPE

: . sz 2 1 CD10 CD2 CD13m
mieloides (tabla 1). La obtencion de cel.ulas oplo  oDs D33
mononucleares procedentes del aspiradoos Tdt Tdt CD11b/CD11c
de médula 6sea se realiz6 mediante la técnica cor gg ig

de Boyim modificad& Las células se
ajustaron a una concentracion de 3 § 10 ¢: citoplasméktico; m: r_nembra_na; PE: peroxidasa

, . .. end gena=> 5 %,; Tdt: deoxi-nucleotidil transferasa terminal.
células/mL. El inmunofenotipaje celular se
realiz6é mediante el UMICIQ para la
deteccion de antigenos de membrana, RESULTADOS
citoplasmaticos e intranucleares (estos
altimos previa permeabilizacién de la Del total de LA, 63 (53,4 %) fueron LLA
membrana, con el uso del detergente B8ij- y 27 (22,9 %) LMA. En 9 pacientes (7,6 %)
En este método las células no deshidratadasno se encontraron antigenos especificos de
se unen electrostaticamente a laminas linaje y fueron clasificados como LA
portaobjeto preparadas con 21 pocillos indiferenciadas.
recubiertos con poli L-lisin&. El 28,4 % de las LLA expresaron

Para el revelado de la reaccion se antigenos mieloides: el CD14 fue positivo

empled un sistema de doble anticuerpo en el 60 %, el CD15 en el 45 %, la
marcado con peroxidasa para incrementar mieloperoxidasa en el 25,4 %, el CD33 en el

la sensibilidad del sistema. En la tincion
y contratincion se emplearon cloronaftol,
aminoetilcarbazol y hemaloén, respec-
tivamente, lo que permite diferenciar entre
células con actividad enddgena de
peroxidasa (mieloide=cloronaftol posi-
tivas) y las que a su vez reaccionan con
los distintos AcMo y los conjugados con
peroxidasa exdgena (aminoetil-carbazol
positivas), mientras que el hemalén
favorece la visualizacion de la morfologia
celular.

Las LAH se clasificaron de acuerdo
con el numero y especificidad de antigenos

20 %y laglicoforinaAenel 10%. En7 LLA
se encontrd la expresion de un antigeno
mieloide, en 3 la coexpresion de 2 antigenos
mieloides y sélo 1 paciente mostré 3 de
estos antigenos.

La combinacion mas frecuente
encontrada fue la coexpresion de los
antigenos CD15/CD14 con los antigenos
CD10/CD22 citoplasmatico/Tdt.

El 56,7 % de las LMA expresaron
antigenos linfoides. La Tdt fue positiva en
el 62,9 %, el CD10en el 33,3 %, el CD5en el
29,6 %, elCD7enel 11,1 %, elCD20enel
7,4% vy el CD2, el CD3 citoplasmaticoy de

de linaje no esperado segun el sistema desuperficie, asi como el CD19, en el 3,7 %.

Catovsky (tabla 2), y definidas como tal

En 3 LMA se encontré la expresién de

cuando la suma de los puntos de 2 linajes un solo antigeno linfoide, y la coexpresion

por separado fue mayor que 2.

de 2, 3y 4 antigenos linfoides se encontrd
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en 7, 3 y 2 casos, respectivamente. Las El antigeno CD10 no es especifico de
combinaciones que con mayor frecuencia linaje, pero se expresa selectivamente por
se observaron fueron las de los antigenosciertos tipos celulares. Se ha descrito su
CD5/CD2/Tdty CD10/Tdt. expresion muy ligera en los granulocitos.
Las LAH representaron el 16,1 % del Su expresion en LMA ha sido encontrada
total de pacientes. De ellas, 73,7 % al inicio por otros autores, y debe destacarse que

de la enfermedad y 26,3 % con fyeron tratadas como LLA con buena
posterioridad al tratamiento de induccion respuesta?®

de la remisién; de éStaS 42,1 % fueron Los antigenos CD2 y CD7 no se

fueron positivas a qntigenos Ty mieloides, encontrado también en mieloblastos
10,1 % fueron positivas a ambos marcadores e cémicos, De igual forma, el antigeno CD5

I 1 0, i i e , . ,
linfoidesy 5,3 % presentaron diferenciacion que es un antigeno asociado a las células

trilineal. T, se expresa también en una subpoblacién
de células B representada anormalmente en
, la leucemia linfoide crénica, y en algunos
DISCUSION yenag

precursores mieloideg:1¢

La frecuencia de la positividad de Tdt
en pacientes con LMA varia del 5 al 40 %,
en dependencia del método de
detecciérnt®*® En nuestro estudio, encon-
tramos una frecuencia mayor (62,7 %), todo

de antigenos aberrantes mieloides. Todos © cqal %emlljlgstr.a Igufelgo es un marcador
los pacientes con expresion en sus blastos'®Strngido al linaje linfoide.
de CD7+, CD2+, CD4-, CD8-, CD1- (LLA-T Se ha demostrado por técnicas de

temprana), expresaron ademas CD34+, HLA- biologia molecular, que muchas de las LMA
DR+ y CDw65+, lo que sugeria una Tdt positivas presentan reordenamientos

expresion coordinada de antigenos de genes que codifican para cadenas de
mieloides con los expresados en células inmunoglobulinas o para el receptor de
progenitoras en la LLA-T, y que las fases células T Esta correlacion entre
tempranas de la ontogenia de células T inmunofenotipo y genotipo indica que la
estan relacionadas con la via de expresion de antigenos linfoides en las
diferenciacién mieloide. La influencia LMAno esun evento al azary forma parte
negativa de la expresiéon de antigenos de un programa de diferenciacion
mieloides en LLA ha sido observada so6lo coordinado.
en adultos y no en nifios. Las LMA con expresién de antigenos
En una serie de 328 casos de LLA, solo linfoides son clasificadas como LMA-L+,
2 fueron positivos para la glicoforina A. Sin  las que encontramos en el 56,7 % de
embargo, la revision de esa serie reveld que nuestros pacientes. La coexpresion de un
ambos pacientes, aunque tenian una solo antigeno linfoide en LMA es detectado
morfologia linfoide, no expresaban un con mucha mas frecuencia que la
inmunofenotipo de LLAy fueronrealmente coexistencia de 2 o mas de estos
eritroleucemias cripticas, lo cual evidencia marcadores. La expresién de CD2/CD5,
la no correlacion entre la morfologia y el CD2/CD7, CD7/CD19 por mieloblastos, ha
inmunofenotipo en ciertos casbos. sido encontrada por varios autote¥:'
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La prevalencia observada de antigenos
mieloides en LLA (28,4 %) (LLA-M+), fue
similar a la encontrada por otros
autores:®15\ecchid' en una serie de 54
pacientes con LLA-T, analiz6 la expresion



TABLA 3. Sistema de Garand para la clasificacion de las leucemias agudas hibridas

Puntos Linaje B Linaje T Linaje mieloide Linaje megacarioc tico Linaje eritroide
2 CD22(c/m) CD3(c/m) Anti-MPO CD41 Glicoforina A
CD79%c TCRGB (c/m) CD13c CD42 HbF
c TCRYO (c/m) CD61 RhD
19S Vil
1 CD19 CD2 CD13c CD36 CD36
CD20 CD5 CD33 ABH ABH
CD8 CD36
CDw65
CD68c
0,5 CD10 CD7 CD11b/c
CD24 CDla CD14
Tdt CD4 CD15
CD64
CD117

m: membrana,; c: citoplasm£tico; Tdt: deoxi-nucleotidil transferasa terminal; TCR: receptor de c@lula T; Hb:
hemoglobina; ABH: grupo sangu neo ABH.

Nosotros observamos ademdas la La aplicacion de sistemas de
coexpresion de CD10/Tdt en 3 subpo- puntuacion para la caracterizacion de las
blaciones de blastos mieloides diferentes. LAH han sido de utilidad practica, ya que
Estas LMA-L+ muestran una alta incidencia han permitido estandarizar el diagnostico
de linfadenopatias e infiltracion meningea, de esta variedad de leucemias; entre estos
asi como una pobre respuesta a la terapiatn© de los que mas se ha usado es el sistema
inductora de la remision. Se ha sefialado 9 Catovsky empleado en nuestro estudio,

gue la expresion del antigeno CD7 en LMA que utiliza un pequenc numero de
condiciona un peor pronéstico, sin antigenos. Rementement}e s€ hé.l propuesto
embargo, la expresion de CD56 (asociado aotro sistema de puntuacion que incluye un

célula NK) favorece el prondstico de éstas numero mayor de determinantes
u v P : * antigénicos y amplia el estudio de los

En nuestro estudio, encontramos una |inajes celulare (tabla 3). La realizacién
frecuencia de 16,1 % de LAH similar ala e estudios futuros que comparen ambos
observada por otros autor®§?* Esta  sistemas, nos dara la posibilidad de definir
variedad constituye un tipo poco frecuente cy4l de ellos es el mas (til y practico, y asi
de leucemia, probablemente con arresto de se podria analizar el costo/beneficio de estas
la maduracion en una ceélula progenitora pruebas.
multipotencial con capacidad para
diferenciarse a ambos linajes, mieloide o
linfoide, demostrado por la participacion de  AGRADECIMIENTOS
determinados genes, sus productos o

ambos eventos, tanto en células mieloides Al Doctor Porfirio Hernandez Ramirezor la
como linfoides. revision minuciosa de nuestro trabajo.
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SUMMARY

118 acute leukemias were studied during 4 years. The cellular phenotyping was
carried out through the immunocytochemical ultramicromethod by using a panel
of monoclonal antibodies with which the expression of lymphoid and myeloid
antigens was evaluated. The expression of myeloid antigens in patients with
acute lymphoid leukemia was found in 28.4 %, whereas the expression of
lymphoid antigens in patients suffering from acute myeloid leukemia was observed
in 56.7 %. The acute hybrid leukemias accounted for 16.1 % of the total of
patients studied: 73.7 % at the onset of the disease and the other 26.3 % in the
study following the induction treatment of the referred patients, which suggests
in the latter the possibility of changing lineage by selecting variantes resistant to
drugs from the original clon, or the appearance of secondary neoplasias due to
the use of genotoxic drugs.

Subject headingdMMUNOPHENOTYPING; IMMUNOHISTOCHEMISTRY/
methods; LEUKEMIA, MYELOCYTIC, ACUTE/diagnosis; LEUKEMIA,
LYMPHOCYTIC/diagnosis.
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