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RESUMEN

El inmunofenctipaje celular (IFC) permite identificar la linea especifica de origen
de las células leucémicas y su nivel de maduracion. Se determiné la frecuencia de
los distintos subtipos inmunolégicos de leucemias agudas (LA) y su posible
relacion con la supervivencia global de los pacientes. Se estudiaron 117 nifios
con LA entre 1983 y 1999. El IFC se realizé mediante el ultramicrométodo
inmunocitoquimico y el de fosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina. Del total de
LA, 77(65,8 %) fueron linfoides agudas (LLA), 26 (22,2 %) mieloides agudas, 9
(8 %) LA indiferenciadas y 5 (4 %) se clasificaron como LA hibridas. Del total
de LLA, 59 (76,6 %) fueron de fenotipo B y 18 (23,4 %) de fenotipo T. Se
observé una mayor sobrevida en los pacientes de linaje B en relacion con los de
linaje T y mieloide, con una diferencia muy significativa (p < 0,001). La
supervivencia también se analizd entre las diferentes variedades de LA de lingje
B y se observé una menor sobrevida de |os pacientes con fenotipos mas inmaduros.
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Las leucemias agudas (LA) consti-
tuyen un grupo heterogéneo de neoplasias
caracterizadas por unaexpansion clonal de
células precursoras hematopoyéticas
transformadas.’2

En laactualidad, es posibleidentificar
utilizando un panel de anticuerpos

monoclonales (AcMo), lalinea especifica
de origen de las células leucémicas y su
nivel de maduracion. Estos estudios de
inmunofenotipaje celular (IFC) son
esenciales para distinguir la leucemia
linfoideaguda(LLA) delaleucemiamieloide
aguda pobremente diferenciada (LMA.-



MO), y clasificar la primera en subtipos
inmunol 6gicos.®*

En nuestro estudio analizamos el
inmunofenotipo de las céulas leucémicas
en un grupo de nifios con diagnostico de
LA para conocer la frecuencia de los
distintos subtipos inmunoldgicos y su
posiblerelacion conlasupervivenciaglobal
de los pacientes, asi como comparar estos
resultados con los publicados por otros
autores.

METODOS

Se estudiaron 117 pacientes con LA,
68 del sexo masculino y 49 del femenino,
con una edad promedio de 7 afios y un
rango entre 5 meses y 15 afios, diagnos-
ticados en € Instituto de Hematologia e
Inmunologia en € periodo comprendido
desdejulio de 1983 hastadiciembre de 1999.

El IFC de muestras procedentes de
médula 6sea 0 sangre periféricase llevo a
cabo mediantelos métodos ultramicroinmu-
nocitoquimico (UMICIQ)>% y de fosfatasa
alcadina-antifosfatasaalcalina(APAAP).”

A continuacién se relacionan los
AcMo utilizados para el inmunofenctipaje
cdular:

1. Dirigidos contra antigenos expresados
por células B:
— Anti-CD10(OKB-CALLA).
— Anti-CD19; anti-CD20(B1).
« Institute of Cancer Research,
Londres.
+ Fundacién Tettamanti, Italia
— Anti-CD22(Leu 14).
— anti cadena .
— Anti cadenak.
— anti cadenaA.
» Hospital Clinico de Barcelona.
I1. Dirigidos contra antigenos expresados
por célulasT:

- Anti-CD1(NA 134).
- Anti-CD7(Leu9).
- Institute of Cancer Research,
Londres.
- Anti-CD2(OKT 11).
- Anti-CD4(OKT 4).
- Anti-CD8 (OKT 8).
« Filatov Ingtitute of Immunology.
- Anti-CD3(OKT 3).
— Anti-CD5(Cris-1).
« Hospital Clinico deBarcelona.
« Fundacién Tettamanti, Italia.
I11. Dirigidos contra antigenos expresados
por células mieloides:
- Anti-CD 13(My7).
— Anti-muramidasa.
— Anti-CD41(943D).
« Hospital Clinico de Barcelona.
« Fundacién Tettamanti, Italia.
- Anti-CD33 (My 9).
« Institute of Cancer Research.
- Anti-CD14.
- Anti-CD15 (LeuM1).
« Filatov Ingtitute of Immunol ogy.
« Fundacién Tettamanti, ltalia.
IV. Otros.
- Anti-HLA-DR.
— Anti-deoxi-nucleotidil transferasa
terminal (Tdt) .
« Hospital Clinico de Barcelona.

De acuerdo con la expresion de
antigenos celulares sobre las células
blésticas, lasLLA fueron clasificadas como
de estirpe B (pro-B, comun, pre-By B) y de
estirpeT (pro-T, pre-T, cortica y T) (tabla 1).

Sedefinieron como LA indiferenciadas
(LAI), aguéllas que sblo expresaron los
antigenosHLA-DR y Tdt, o al menos uno
deellos?!

Seclasificaroncomo LLA-Mi*, aquellas
LLA que expresaron hasta 2 antigenos
mieloides’y como LMA-Li* aquellasLMA
que expresaron hasta 2 antigenoslinfoides.®
Las LA hibridas(LAH) se clasificaron
segln € criterio de Catovsky y otros. 1%



TABLA 1. Clasificacién inmunolégica de las leucemias
linfoides agudas

TABLA 2. Frecuencia de distribucion relativa de nifios con
leucemias agudas

Leucemias linfoblasticas
inmunofenotipaje

Estirpe B

pro-B HLA-DR+/TdT+/CD19+

comuin HLA-DR+/TdT+/CD19+/CD10+

pre-B HLA-DR+/CD19+/CD10+/CD20+/Igc+
B HLA-DR+/CD19+/CD10+/CD20+/IgS+
Estiroe T

pro-T CD7+

pre-T CD7+/CD5+

cortical CD7+/CD5+/CD1+/CD3+/CD4+CD8+

T CD7+/CD5+/CD3+/CD4+ 0 CD8 +

TdT: deoxinucleotidil transferasa terminal; Igc:
inmunoglobulina intracitoplasmatica; IgS: inmunoglobulina
de superficie.

El calculo de la supervivencia global
de las LA de estirpe B, T y mieloide se
realizo por € método de Kaplan-Meier,?y
lacomparacion entre ellas por el método de
long-rang.®®

RESULTADOS

Del total de pacientes estudiados, 77
(65,8%) fuerondelingelinfoide, 26 (22,2 %)
delinge mieloide, 9 (8 %) se clasificaron
como LAl y5(4%) comoLAH. Del totd de
LLA, 59 (76,6 %) fueron de estirpe B y 18
(23,4%) deestirpe T. DelasLLA deestirpe
B, 48 (81,3 %) fueron comdn, 7 (11,9 %) pro-
B, 3(5,1%) pre-By 1(1,7 %)B. DelasLLA
deestirpeT, 6 (33,4 %) presentaron fenotipo
de timocito comun y se clasificaron como
corticales.

En 4 pacientes (22,2 %) seencontraron
fenotipospro-T, pre-T y T, respectivamente
(tabla2).

Del total de pacientes con LLA,13
(16,9 %) fueron LLA-Mi*; deestas 9(69,2 %)
confenotipo B y 4 (30,8 %) confenotipo T.
Del total de LLA de linge B Mi*,1 fue
clasificada como pro-B y 8 de fenotipo
comun (tabla3).

L osantigenos mi el oides expresadosen
lasLLA deestirpeB fueron CD 13, CD14,
CD15, CD33y glicoforinaA.
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Variedad de leucemia Frecuencia

aguda No. de casos (%)
LLA-B

pro-B 7(11,9)
comun 48(81,3)
pre-B 3(5,1)
B 1(1,7)
Total 59
LLA-T

pro-T 4(22,2)
pre-T 4(22,2)
cortical 6(33,4)
T 4(22,2)
Total 18
LMA

Mo 9(34,6)
M3 1(3,8)
M4 8(30,8)
M5 7(27)
M7 1(3,8)
Total 26
LA 9(8)
LAH 5(4)
Total 117

LLA: leucemia linfoide aguda; LMA: leucemia mieloide
aguda; LAI: leucemia aguda indiferenciada; LAH: leucemia
aguda hibrida.

Delas4 LLA deestirpe T mi*,2fueron
pro-T y 2 pre-T. Los antigenos mieloides
expresados fueron CD13, CD14, CD15y
CD33.

Del total de pacientes con LMA, 9
(34,6 %) fueron clasificadascomo MO, los
antigenos CD13, CD33y HLA-DR fueron
positivos en mas del 75 % de |os pacientes
ylaenzimaTdT+* en el 25 % de éstos.

S6lo en 1 pacientes (3,8 %) se diag-
nosticé la variedad M7, y se encontraron
positivoslosantigenos CD13,CD33,HLA-
DRy CD41.

Las células blasticas de los pacientes
diagnosticados con las variedades MO y
M7 no mostraron caracteristicas mor-
folégicas y citoquimicas tipicas de
diferenciacion mieloide; no se encontraron
células cloronaftol positivas, lo queindica
gue la actividad de la mieloperoxidasa fue
negativa.



TABLA 3. Fenotipos expresados en las leucemias linfoblésticas
Mi* y en las leucemias mieloides agudas Li*

No. de casos Inmunofenotipaje
LLA-Mi* 1 HLA-DR+/Tdt+/CD19+/
CD13+
2 HLA-DR+/Tdt+/CD19+/
CD10+/CD13+/CD33+
3 HLA-DR+/Tdt+/CD19+/
CD10+/CD33+
4y5 HLA-DR+/Tdt+/CD19+/
CD15+
6-8 HLA-DR+/Tdt+/CD19+/
CD10+/CD14+
9 HLA-DR+/Tdt+/CD19+/
D10+/glicoforina A+
10 CD7+/CD13+
11 CD7+/CD13+/CD33+
12 CD7+/CD5+/CD13+/
CD14+
13 CD7+/CD5+/CD15+
LMA-Li* 1 HLA-DR+/CD13+/
CD33+/Tdt+
2 HLA-DR+/CD13+/
CD33+/CD2+
3 HLA-DR+/CD13+CD33+/
CD7+
4 HLA-DR+/CD13+/
CD33+/CD10+
5 HLA-DR+/CD13+/
CD33+/CD15+/CD2+
6 HLA-DR+/CD13+/
CD33+/CD14+/CD5+
7 CD13+/CD33+/CD5+/
HLA-DR-
8 HLA-DR+/CD13+/
CD33+/CD15+/CD3+

LLA-Mi+: leucemia linfoide aguda con expresién de hasta 2
antigenos mieloides; LMA-Li*: leucemia mieloide aguda
con expresion de hasta 2 antigenos linfoides; Tdt:
deoxinucleotidil transferasa terminal.

Se diagnosticaron 8 pacientes (30,8 %)
con LMA-Li*. Los antigenos linfoides
encontrados en estos pacientesfueron CD2,
CD3, CD5,CD7,CD10y Tdit (tabla3).

El andlisis de la supervivencia global
delasLA deestirpeB, Ty mieloidemostrd
una mayor sobrevida en los pacientes de
lingje B en relacion con los de linge Ty
mieloide, con una diferencia altamente
significativa(p<0,001).

Lasobrevidaenlospacientesdelinge
B al ler., 2do., 4to., 5to. y 9no. afios, fuede
97 %, 88 %, 84 %,74 %'y 58 %, respectiva-
mente. Cuando se analizo la sobrevida en
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lospacientesdelingje T al ler., 2do., y 5to.
anos, esta fue de 82 %, 69 % y 46 %,
respectivamente. Por su parte, los pacientes
con LMA mostraron al ler. y 2do. afios de
laenfermedad unasobrevidadd 59 %Yy 49 %,
respectivamente (fig. 1). La supervivencia
también se analizo entre las diferentes
variedadesde LA delingje B, y seobservé
una peor sobrevida de los pacientes con
fenotipos masinmaduros (fig. 2).
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FIG.1. Supervivencia global en nifios con leucemias agudas.
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FIG. 2. Supervivencia global en nifios con leucemias
linfoides agudas B seguin estado de maduracion.



DISCUSION

Nuestros resultados demuestran que
la distribucion de los diferentes subtipos
deLLA del nifioen Cubaessimilar alaque
se observa en paises como Inglaterra,
Estados Unidos, Italia o Alemania. Esta
misma distribucién se ha descrito en otros
paises como Taiwan, Australia, en nifios
blancos de Sudéfrica, asi como en nifios
mexicanos y caucéasicos chilenos, 241415

Lamayoriade los pacientes con LLA
deestirpe B seidentificaron con el fenotipo
comun (81,3 %), lo que confirmalaconocida
preponderancia de este subtipo inmunol 6-
gicoenlainfancia. Estavariedad incide con
similar frecuencia en ambos sexos,
preferentemente entre los 2 y 5 afios de
edad; la mayoria de los pacientes poseen
bajamasatumoral reflgjadaen el recuento
leucocitario y raramente poseen masa
mediastinica.*?4% LaLLA comin pudiera
resultar de una respuesta anémala a una
infeccién comun, probablementeviral, que
ocurrerelativamentetardiaenlainfanciaen
los paises més desarrollados.*4

La frecuencia de LLA pro-B en este
estudio es similar a informes de otros
investigadores. Esta variedad, antes
denominada nula, predomina en nifios
menores de 1 afio, y probablemente
representa el estadio mas precoz de la
diferenciacién delos precursores de célula
B'2,4,16,17

La incidencia de LLA pre-B es
semejante a la informada por algunos
gruposiberoamericanos (del 4,54 11 %)y
menor que la sefialada por grupos
anglosajones (del 18 a 25 %).817 Si bien se
desconoce el motivo de estadiferencia, esto
podriaestar relacionado con factores gené-
ticos y ambientales, como se ha planteado
con otros subtipos de leucemias.'’

En nuestro estudio la frecuenciade la
LLA-T (15,3 %), se comportd de forma
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similar a la encontrada en paises
desarrollados, y menor a la observada en
investigaciones en India, Egipto, Africa
ecuatorial y en nifios mapuches chilenos,
en los cuales existe un incremento del
fenotipo T,**18%°|o que pudiera explicarse
por la alta frecuencia de infecciones
precocesen lainfanciaen los paises menos
desarrollados, debido al hacinamientoy al
menor hivel de proteccidn con vacunas, |o
gue estimula su inmunidad y aumenta la
incidenciarelativadeleucemiaT.*

La mayoria de las LMA presentan
fenotipos heterogéneos, en contraste con
las LLA, que generalmente muestran
expresion homogénea de sus marcadores
antigénicos. Virtualmente los antigenos
pan-mieloides CD13y CD33 se expresan
juntos por los blastos mieloides; sin
embargo, en unaminoriadelos casos, estos
expresan solo uno de estos antigenos.*

Existen algunos marcadores que
muestran una alta correlacién con la
clasificacién FAB,?° como es € antigeno
monocitico CD 14enlaM4y enlaM5, que
pueden ser confirmadas con CD11c, CD36
o ambos, y laexpresion deglicoforinaA en
laM®6. Lavariedad M 3 se caracterizapor un
inmunofenotipo mas homogéneo, con
expresion de los antigenos CD13, CD33y
negatividad del HLA-DR; por su parte, €l
CD15 puede encontrarse positivo entre el
10y €l 25 % delos casos.*#°

El IFC esmuy Util parael diagnéstico
de las variedades MO y M7, ya que estos
blastos no muestran caracteristicas tipicas
de diferenciacion mieloide, tanto
morfol Ggicas como citoquimicas, entreellas
la actividad de la mieloperoxidasa, por o
gue no es posible sobre estos datos
descartar €l diagnéstico deunaLLA.8°

Parael diagnéstico delavariedad MO,
las células leucémicas deben ser positivas
para uno de los antigenos pan-mieloides
CD130CD33Yy ser negativas paraantigenos



linfoides. La mieloperoxidasa es positiva
frecuentemente por microscopiaultraestruc-
tural .8

El diagnostico delavariedad M7 debe
ser confirmado por la demostracion
ultraestructural de peroxidasa plaquetaria
0 por la deteccion de los antigenos
plaquetarios CD41, CD42, CD61 y el
relacionado con el factor V111,18

El IFC estil ademésen laidentificacidn
de subgrupos de LA con pobre
pronostico.? En nuestro estudio se
encontré una mayor sobrevida en los
pacientescon LLA deestirpe B enrelacion
con losde estirpe T y mieloide, lo cual es
similar alo encontrado por otros autores*416

La variedades de LLA pro-B, LLA-
T(CD1/CD3) y LMA CD7* se han iden-
tificado como las de peor prondstico.°
En nuestro estudio se comprobé que dentro

SUMMARY

delasLLA deestirpeB, laspro-B mostraron
una menor sobrevida. La expresion de
marcadoresmieloidesenlaLLA del adulto
se ha asociado con un pobre pronéstico;
sin embargo, en nifios esta correlacion no
ha sido demostrada,**'4%*2! hecho que se
pudiera explicar por la utilizacién de
diferentes protocolos de tratamiento en
estos 2 grupos etéreos.

En nuestro estudio, el IFC demostré
ser Util parael diagnosticoy laclasificacion
delaLLA, delasvariedadesMOy M7 dela
LMA, de la LAH, asi como para la
identificaci6n de grupos de peor prondstico.
Nuestros resultados demostraron que la
incidencia de los distintos subtipos
inmunolégicos de LA y su relacion con la
sobrevida de los pacientes, es similar ala
encontrada en la poblacion caucésica en
otras partes del mundo.

Cell immunophenotyping (CIP) identifies the specific line of origin of leukemic
cells and their maturing level. The frequency of the various immunological
subtypes of acute leukemias (AL) and their possible relationship with global
survival rate of patients were determined. One hundred and seventeen children
with AL were studied from 1983 to 1999. The CIP was conducted through the
immunocytochemical ultramicromethod and the alkaline phosphatase - anti-
alkaline phosphatase method. Seventy seven (65,8%) of all AL were acute
lymphoid leukemias (ALL), 26(22,2%) acute myeloid (AML), 9 (8%)
undifferentiated AL, and 5 (4%) were hybrid AL. Fifty-nine (76,6%) ALL
belonged to phenotype B and 18 (23,4%) to phenotype T. A higher survival rate
was observed in phenotype B ALL patients than in phenotype T ALL and
myeloid anemia patients, with a very significant difference (p< 0,001). Survival
was also analyzed among the various types of phenotype B acute leukemias; a
lower survival rate was observed in patients with more immature phenotypes.

Subject headings: IMMUNOPHENOTYPING; LEUKEMIA, MYELOID/
diagnosis; LEUKEMIA, MYELOID/classification; LEUKEMIA MYELOID/

immunology; LEUKEMIA,

LYMPHOCYTIC/diagnosis;

LEUKEMIA,

LYMPHOCY TIC/classification; LEUKEMIA, LYMPHOCY TIC/immunol ogy;
MONOCLONAL ANTIBODIES/diagnostic use; SURVIVAL RATE; CHILD.
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