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RESUMEN

En 238 nifios con leucemia linfoide aguda (LLA) se estudio la posible asociacion
entre la expresién de antigenos mieloides con determinadas caracteristicas
bioldgicas y clinicas al debut de la enfermedad. El inmunofenotipaje celular se
realizé mediante un método ultrainmunocitoquimico. Del total de LLA
diagnosticadas, 21,8 % fueron LLA-Mi+. Se encontré un predominio de
linfadenopatias (71,2 %), esplenomegalia (65,4 %) y hepatomegalia (57,7 %) en
enfermos con LLA-Mi+, con diferencias altamente significativas p=0,003, p=0,0068
y p=0,000, respectivamente. Se observd ademas un ligero predominio de
adenopatias mediastinales, infiltracién del sistema nervioso central y
manifestaciones hemorragiparas en enfermos con LLA-Mi+, sin significacion
estadistica. Los resultados demostraron que en nuestros pacientes la expresion de
antigenos mieloides sobre los blastos linfoides influyd en la aparicién de
determinadas caracteristicas morfoldgicas y clinicas de presentacion de la LLA en el
nifo.

Palabras clave: leucemia linfoide aguda, inmunofenotipaje celular, antigenos
mieloides.

ABSTRACT

In 238 children presenting with acute lymphoid leukemia (ALL) authors studied the
possible association between the myeloid antigens expression with determined
biologic and clinic features at disease onset. The cellular immunophenotyping was
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performed by ultraimmunocytochemical method. From the total of diagnosed ALLs,
the 21,8% were LLA-Mi+. There was a lymphadenopathies predominance (71,2%),
splenomegaly (65,4%) and hepatomegaly (57,7%) in patients with LLA-Mi+ and
very significant differences (p =0,003, p = 0,0068, and p = 0,000, respectively.
There was also alight predominance of mediastinum adenopathies, CNS infiltration
and hemorrahagic manifestations in patients with LLA-Mi+, no statistically
significant. Results showed that in our patients the myeloid antigen expression on
the lymphoid blasts influenced on appearance of determined presentation of
morphologic and clinical features in children.

Key words: acute lymphoid leukemia, cellular immunophenotyping, myeloid
antigen.

INTRODUCCION

La leucemia linfoide aguda (LLA) se caracteriza por una expansion clonal de células
linfoides inmaduras transformadas que se originan en la médula 6sea (MO) y que
posteriormente se diseminan a sangre periférica (SP), bazo, ganglios linfaticos y al
resto de los tejidos.!

El inmunofenotipaje de los linfoblastos leucémicos muestra que estos no son
perfectas réplicas de sus contrapartes normales en los diferentes compartimientos y
tejidos corporales.?

En algunas LLA, los blastos coexpresan antigenos mieloides (LLA-Mi+); esta
aberracién fenotipica es conocida como infidelidad o promiscuidad de linaje.>*

El objetivo de nuestro trabajo fue analizar la frecuencia de la LLA-Mi+ pediatrica en

nuestro medio y su posible asociacidén con las caracteristicas bioldgicas y clinicas de
presentacién, en relaciéon con aquellas LLA que no expresan antigenos mieloides.

METODOS

Se estudiaron 238 pacientes pediatricos con LLA: 140 del sexo masculino y 98 del
femenino, con una edad promedio de 6,12 afios y un rango entre 4 meses - 17
anos, diagnosticados en el Instituto de Hematologia e Inmunologia en el periodo
comprendido desde enero de 1993 hasta abril del 2006.

El inmunofenotipaje celular (IFC) de muestras procedentes de MO se llevd a cabo
mediante un ultramicrométodo inmunocitoquimico (UMICIQ),” con la utilizacién del
siguiente panel de anticuerpos monoclonales:

I. Dirigidos contra antigenos expresados por células B.
anti-CD10 (OKB-CALLA)

anti-CD19
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anti-CD20 (B1)

anti-CD22 (Leu 14)

Hospital Clinico de Barcelona.

II. Dirigidos contra antigenos expresados por células T.
anti-CD1 (NA 134)

anti-CD7 (Leu 9)

Instituto de Investigacién del Cancer, Londres.
anti-CD2 (OKT 11)

anti-CD4 (OKT 4)

anti-CD8 (OKT 8)

anti-CD3 (OKT 3)

anti-CD5 (Cris-1)

Fundacion Tettamanti, Italia

III. Dirigidos contra antigenos expresados por células mieloides.
anti-CD13 (My 7)

anti-CD33 (My 9)

anti-CD14

anti-CD15

Hospital Clinico de Barcelona.

Fundacion Tettamanti, Italia.

IV. Otros:

anti-HLA-DR

anti-deoxi-nucleotidil transferasa terminal (Tdt)
Hospital Clinico de Barcelona

Para el diagndstico de los diferentes subtipos inmunoldgicos de la LLA se utilizd la
siguiente clasificacién inmunoldgica:

LLA de fenotipo B:
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pro-B: HLA-DR+, TdT+, CD19+, CD22cito+

comun: HLA-DR+, TdT+, CD19+, CD22+, CD10+, CD20+

pre-B: HLA-DR+, TdT+, CD19+, CD22+, CD10+, CD20+, u cito+
B: HLA-DR+, CD19+, CD20+, CD22+, IgS+

LLA de fenotipo T

temprana: CD7+, TdT+,CD2+,CD5+

cortical: CD7+, CD5+, CD2+, CD1+, CD4+/CD8+

tardia: CD7+, CD2+, CD5+, CD4+ 6 CD8+

Las LLA que expresaron hasta 2 antigenos mieloides fueron clasificadas como LLA-
Mi+. Las LLA que no expresaron antigenos mieloides fueron denominadas como
LLA-Mi-.

Al inicio de la enfermedad, fueron analizadas las caracteristicas bioldgicas: edad,
sexo, color de la piel y nimero de leucocitos, asi como las caracteristicas clinicas:
adenopatias, hepatomegalia, esplenomegalia, adenopatias mediastinicas,
manifestaciones hemorragiparas e infiltracién del sistema nervioso central (SNC),
por datos que se obtuvieron de las historias clinicas y que se almacenaron
posteriormente en una base de datos computadorizada en el sistema SPSS, version
8.0.

El procesamiento de los datos se realizé en computadoras IBM-compatibles.

Para determinar la posible asociacién entre el fenotipo leucémico con las diferentes
variables, se utiliz el estadigrafo Chi cuadrado (X?).°

RESULTADOS

Del total de LLA estudiadas 52 (21,8 %) fueron diagnosticadas como LLA-Mi+. De
estas, 40 (76,9 %) presentaron fenotipo By 12 (23,1 %) fenotipo T.

Del total de LLA-B, 20,6 % expresaron antigenos mieloides: 31 (77,5 %) con la
variedad comun; 7 (17,5 %) pro-By 2 (5 %) B madura. No se encontraron
antigenos mieloides en enfermos con la variedad pre-B.

Los antigenos CD13 y CD33 fueron expresados en el 37,5 % de los enfermos con
LLA-B. Los antigenos CD13/CD33 fueron coexpresados en el 50 % de los pacientes,
mientras que CD15, CD14 y Glicoforina A se expresaron en el 10, 7,5y 2,5 % de
los enfermos, respectivamente.

Del total de LLA con fenotipo T, 27,3 % fueron Mi+: 2 (16,7 %) con la variedad
temprana y 10 (83,3 %) con la madura. Los pacientes con variedad cortical no
expresaron antigenos mieloides.
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Los antigenos CD33, CD13 y CD15 se encontraron en el 41,7, 25y 8,3 %,
respectivamente. En 2 enfermos (16,7 %) fueron coexpresados los antigenos
CD13/CD33.

En la tabla 1 se muestra la distribucion de los pacientes estudiados de acuerdo con
la edad, sexo, color de la piel y expresidn de antigenos mieloides o carencia de
ellos. Se observd una mayor incidencia (44,1 %) en el grupo de edad entre 2-5
afnos, con un ligero predominio del sexo masculino (58,8 %), con diferencias
estadisticamente significativas: p=0,032 y p=0,002, respectivamente.

Tabla 1. Cistribucion de nifios con leucemia linfoide aguda {LLAY sequn edad, sexo, color de 1a piel

fenotipo leucémico

LL&-Mi-
n=136 LLA=i+ Total
Mo. de pacientes n=52 n==238
ey Mo. de pacientes Mo. de pacientes ]
(%) (%)
Edad
<2 16 (8,6) 5 {9,6) 21(8,8)
2-5 21 (43,5) 24 (46,1} 105 (44,2} 0,032%
6-10 48 (25,8) 12 (23,1} 60 (25,23
>10 41 (22,13 11 (21,2} 52 (21,8}
Sexo
Masculing 109 (58,61 31 (59,83 140 (58,8 0,002%
Fermenino 7T (41,4 21 (40,43 98 (41,23
Colar de
la pial
Blanca 104 (55,9 25 (48,13 129 (54,2}
Megra 23 (12,4} 5 {9,6) 28 (11,8} ns
Mestiza 59 (31,4) 22 (42,3) 21 (34)
*: p0,05,

f: total de pacientes; ns: no significativo,

Los nifios blancos fueron los mas afectados (54,2 %) en comparacion con los
mestizos (34 %) y negros (11,8 %), sin diferencias significativas.

Al comparar la distribucién de los enfermos segun la edad, fenotipo leucémico Bo T
y expresion de antigenos mieloides, se encontrd que los nifios con LLA-B
predominaron en el grupo de edad de 2-5 afios (48,5 %); y aquellos con LLA-T, en
mayores de 5 afios (5,9 %), independientemente de la expresidon de antigenos
mieloides o carencia de ellos.

Los varones blancos, en su mayoria, presentaron LLA de fenotipo B, mientras que
los mestizos y negros, el fenotipo T, independientemente de la expresion de
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antigenos mieloides. Las caracteristicas morfolégicas y clinicas de presentacién de
la enfermedad atendiendo al fenotipo celular leucémico, se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas morfolagicas v clinicas de nifios con leucemia linfoide aguda {LLAY v expre

Leucocitos
{=10%/L)
<20
20-50
=50
Linfadenopatias

Adenopatias
mediastinales

Esplenomegalia
Hepatomegalia
Hemorragias

Infiltracidn del
SMIC

de antigenos mieloides

LLA Mi-

n=186

Mo, de
pacientes

(%)

105 (56,5
59 (31,7}
22 (11,8)
86 (46,2)
11 (5,9}

58 (31,2}
66 (35,5)
14 (7,5}
15 (8, 1)

LLA Mi+
n==52
Mo, de

pacientes

(%)

19 {36,5)
15 (28,9}
18 (34,6)
37(71,2)
11,9

34 (65,4)
30 (57,70
11,9
11,9

*p<0,05,

Tatal

n=238

Mo, de
pacientes

(%)

124 (52,13
74 (31,1)
40 (16,8)
123 (51,73
12 (5,04)

92 (38,7)
96 (40,3)
15 (6, 3)
16 (6, 7)

0,04*

0,003
ns

0,000
0,005*
ns
ns

n: total de pacientes; SMC: sistema nervioso central; ns: no significativo,

El 52,1 % de los enfermos mostraron leucocitos <20 x 10° /L al inicio de la

enfermedad, con diferencias estadisticamente significativas (p=0,04).

Se encontrd un predominio de linfadenopatias (71,2 %), esplenomegalia (65,4 %)
y hepatomegalia (57,7 %) en los enfermos con LLA-Mi+, con diferencias altamente
significativas: p=0,003, p=0,0068 y p=0,000, respectivamente (tabla 2).

En pacientes con LLA-Mi+ se observo un ligero predominio de adenopatias

mediastinales, infiltracion del SNC y hemorragias, sin significacion estadistica (tabla

3).
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Tabla 3. Caracteristicas morfolagicas v clinicas de pacientes con leucemia linfoide aguda B segun

expresion de antigenos mieloides

LLA - B Mi- LL& -B Mi+ Total p
Mo, de Ma. de n=194
pacientes (%) pacientes (%) Mo, de

pacientes {9

Leucocitos
(%1070
<20 98 (63,6] 17(42,53 115( 59,3}
20-50 £2 (33,8) 14{35} BE(34) Ms
=50 4(2,6] 9(22, 5) 13(6, 73 0,02*
Linfadenopatias 67 {43,5) 26(65) 9348 ns
Adenopatias 201,23 - 201 ns
mediastinales
Esplenomegalia 39 (25,3 23(57,5) B2(32) o,000*
Hepatomegalia 47 {30,5) 19(47,5) B6{34) ns
Hemarragias E{3,2) - E(z2,6M ns
Infiltracion del SNC 6 (3,9 (2,5 (3,87 ns

*p<0,05,

n: total de pacientes; SNC: sistema nervioso central; ns: no significataivo,

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas p=0,02 y p=0,000 al
comparar la frecuencia de presentacién de linfadenopatias y esplenomegalia en
pacientes con LLA-B Mi+ en relacién con las LLA-B Mi-. Se observd predominio de
hepatomegalia (47,5 %) en las LLA-B Mi+, pero sin significacion estadistica (tabla
3).

De igual forma, los enfermos con LLA-T Mi+ presentaron una mayor frecuencia
(91,7 %) de linfadenopatias, hepatomegalia y esplenomegalia, respectivamente, en
relacion con las LLA-T Mi+, sin diferencias significativas.

El 91,7 % de los enfermos con LLA-T Mi+ presentaron linfadenopatias,
esplenomegalia y hepatomegalia, cuando se compararon con las LLA-B Mi+. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en aquellos enfermos con
hepatomegalia (p=0,01).

DISCUSION

Los estudios de IFC son importantes para definir el linaje celular y el estado de
maduracion de las células leucémicas y demostrar que la LLA es una enfermedad
fenotipicamente heterogénea con subtipos clinicos diferentes.’

La LLA-Mi+ constituye una variedad inmunoldgica de la LLA que muestra una
verdadera correspondencia entre la expresion de genes y proteinas que estos
codifican.?
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La incidencia de LLA-Mi+ es variable cuando se comparan los resultados de la
literatura; esta oscila entre 5-48 % y se observa con mayor frecuencia en adultos
que en nifios.”!” Este subtipo inmunoldgico fue encontrado en 21,8 % de nuestros
pacientes.

La expresion de antigenos mieloides en la LLA de fenotipo B se reporta entre 20-40
%, lo cual coincide con lo expresado por nuestros enfermos (20,6 %), con un
predominio en el fenotipo comun (77,5 %). Resultados similares a los nuestros
fueron reportados por Cabrera y otros;° sin embargo, Pituch® encontrd una
incidencia menor (34, 5 %) en la variedad comun.

Se ha demostrado por estudios in vitro, que los blastos procedentes de enfermos
con LLA-comun Mi+ muestran una gran habilidad para proliferar y liberar
espontaneamente interleucina-6 y factor de necrosis tumoral, y se comportan de
forma similar a los blastos mieloides.'®

El 27,3 % de los enfermos con LLA de fenotipo T expresaron antigenos mieloides,
similar a lo encontrado por otros investigadores (19-50 %).!>18-20

Los antigenos mieloides CD13 y CD33 fueron los mas expresados por los blastos
linfoides, lo que coincide con lo encontrado por otros grupos de trabajo.%*%20-3

El antigeno CD13 es selectivamente expresado en la LLA en respuesta a estimulos
proliferativos. Este antigeno, en cooperacién con el CD10 y quizas con otras
enzimas de superficie celular, puede actuar como regulador de la concentracién de
moléculas en la membrana celular, e influir en el crecimiento de las células
precursoras linfoides.?°

La distribucion de los enfermos segun edad, sexo, color de la piel y fenotipo
leucémico, no mostrd asociacion con la expresién de antigenos mieloides.

Resultados similares a los nuestros fueron encontrados por Kurec * y Ng ** en sus
pacientes. Por su parte, Cabrera y su grupo de trabajo ° encontraron una mayor
incidencia de LLA-Mi+ en nifios menores de 2 afios.

El 63,5 % de nuestros enfermos con LLA-Mi+ presentaron una cifra de leucocitos
>20x10%/L. Estos resultados coinciden con la mayoria de los autores,!>'182% quienes
han reportado la asociacién de la expresion de antigenos mieloides en la LLA con
hiperleucocitosis y un elevado porcentaje de blastos en SP. Sin embargo, un menor
ndmero de investigadores'®!’ no encontraron esta asociacién en sus enfermos.

En nuestro estudio se encontré un predominio de linfadenopatias, espleno y
hepatomegalia en enfermos con LLA-Mi+, de forma similar a lo reportado por otros
investigadores.®!3 Esta asociacion se observé con mayor incidencia en la LLA de
fenotipo T.

Actualmente, se observan diferencias en los resultados mostrados en la literatura
en cuanto a la importancia de la expresion de antigenos mieloides en la evolucion
clinica de la LLA.

La mayoria de los investigadores no han encontraron asociacion entre el prondstico
y la supervivencia de los nifios con LLA, cuyos blastos expresaron antigenos
mieloides, pero si en adultos donde esta variedad adquiere un grupo de alto riesgo
con una pobre respuesta al tratamiento. 8111321
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Sin embargo, Kurec'* y Wiersma,*®> en 2 grandes series de pacientes pediatricos
estudiados, encontraron que la expresion de antigenos mieloides fue un importante
factor predictivo de recaida en estos enfermos.

Estos resultados contradictorios pueden ser debido a la no existencia de un
consenso en los criterios a estudiar, entre los que se encuentran: el tipo de
poblacion (nifio o adulto), tipo y condiciones de la muestra procesada (MO o SP,
fresca o congelada), técnica empleada (inmunocitoquimica, inmunofluorescencia o
inmunohistoquimica) y la inclusién de antigenos de linaje no restringido.

Los resultados de este estudio demostraron que en nuestro medio, la expresion de
antigenos mieloides sobre los blastos linfoides pudiera influir en determinadas
caracteristicas morfoldgicas y clinicas de presentacién de la LLA en el nino.
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