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RESUMEN

Las leucemias agudas son un grupo de enfermedades que resultan de la
transformacion  neoplasica de progenitores hematopoyéticos, que se
caracterizan por la proliferacion incontrolada de células muy inmaduras
(blastos), que infiltran la médula ésea (desplazando la hematopoyesis
normal) y ocasionando una falla medular, que puede manifestarse como
sindrome anémico, infeccioso y hemorragico.

Las Leucemias agudas han sido divididas en dos grandes grupos de acuerdo
a la clasificacion Franco-Britanico-Americano(FAB) que son: Linfoides y
Mieloides, sin embargo hoy en dia resulta significativo el porcentaje de
casos de leucemias linfoides agudas que expresan marcadores tanto
mieloides como linfoides, este tipo de leucemias comunmente se denominan

"leucemias mixtas agudas" o "leucemias bifenotipicas".

Durante el periodo de Abril de 1999 a Junio del 2000, en el Instituto Nacional
de Cancerologia se encontraron 46 casos de Leucemias linfoides agudas
con expresion de marcadores mieloides y 2 casos de verdaderas Leucemias
bifenotipicas. La expresidon de marcadores mieloides se presenté en los

subtipos inmunolégicos: Pre-pre B, Comun, Pre B y T tardia; la morfologia
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gue predomindé en la poblacién pediatrica fue la L1 mientras que en la
poblacién adulta fue la L2.

De las tres categorias de expresion de marcadores mieloides, los casos
CD33+/CD13- presentaron recuentos elevados de leucocitos, los casos
CD13+/CD33+ presentaron recuentos leucocitarios normales y aquellos
casos CD13+/CD33- presentaron recuentos leucocitarios bajos.

La respuesta a la induccion en los nifios con leucemia linfoide aguda que
expresaron marcadores mieloides fue del 90%, en los adultos fue del 38%,
y en los dos casos de Leucemias bifenotipicas ninguno respondié al
tratamiento a los 28 dias, ademas de los 6 casos con expresion de CD33,
ninguno consiguié remision completa a los 28 dias de tratamiento, lo que

sugiere que la presencia de este marcador es de prondstico adverso.
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1. INTRODUCCION

Las leucemias agudas son un grupo de enfermedades que resultan de la
transformacion  neoplasica de progenitores hematopoyéticos, que se
caracterizan por la proliferacion incontrolada de células muy inmaduras
(blastos), que infiltran la Médula dsea (desplazando la hematopoyesis
normal) y ocasionando una falla medular, que puede manifestarse como
sindrome anémico, infeccioso y hemorragico.

Las Leucemias agudas han sido divididas en dos grandes grupos de
acuerdo con la clasificacion del grupo Franco-Britanico-Americano (FAB) que
son: Linfoides y Mieloides; a su vez el grupo de las linfoides se clasifica
morfolégicamente en L1, L2 y L3, mientras que las mieloides
morfolégicamente y citoquimicamente se dividen en
MO,M1,M2,M3,M4,M5,M6 y M7, de acuerdo a la clasificaciéon FAB.

Sin embargo, el desarrollo de los anticuerpos monoclonales y de la
citometria de flujo ha hecho posible al andlisis la deteccion de fenotipos
de células Leucémicas de acuerdo con la expresion de antigenos de
superficie y citoplasma y de enzimas nucleares. Mucho se ha aprendido
acerca de la diferenciacibn normal de células T y B de estudios
inmunoldgicos de Leucemia Linfoide Aguda; es por ello que ahora es posible

definir los estadios de maduracion de los linfocitos y los granulocitos usando
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anticuerpos monoclonales y pruebas moleculares que identifican la
expresion de marcadores de varios linajes celulares (Cabrera M 1990). La
determinacion del fenotipo indica que la Leucemia Linfoide Aguda presenta
subtipos inmunoldgicos de acuerdo con su origen y estadio de maduracion:
B (pre-pre B, pre B, B comun y B madura) y T (temprana, intermedia y
tardia), mientras que para las Leucemia Mieloide Aguda, el inmunofenotipo
es mas un apoyo que una clave diagnéstica, ya que la mayoria de ellas se
diagnostican con base a la morfologia y la citoquimica (Goetzman E 1993).
Es de especial interés, el porcentaje de casos de leucemias linfoblasticas
agudas que expresan marcadores tanto mieloides como linfoides; este tipo
de leucemias comunmente se denominan "leucemias mixtas agudas",
para las cuales se han recomendado diferentes nomenclaturas de acuerdo
con la literatura encontrada: (1) Leucemia mixta aguda con dos poblaciones
distintas de células blasticas (mieloide y linfoide), (2) Una sola poblacion de
células blasticas con marcadores de linaje mieloide y linfoide (expresion
bifenotipica) y (3) Transformacion blastica de un linaje celular a otro (Neame
P et al. 1985).

En el momento y segun el grupo de pediatria del St.Jude Children's
Research Hospital, se recomienda clasificar las Leucemias Agudas con
expresion de otros linajes de la siguiente manera: (1) Leucemia Linfoide
Aguda de precursores B con expresion de antigenos mieloides, (2) Leucemia

Linfoide Aguda de precursores T con expresion de antigenos mieloides,
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(3) Leucemia Mieloide Aguda con expresion de antigenos linfoides y (4)
Verdaderas Leucemias de linaje mixto.

En leucemias agudas en las cuales los blastos expresan ambas
caracteristicas linfoides y mieloides, reflejan que es una buena razén para
creer que las células leucémicas no son perfectamente réplicas de las
células normales de las cuales han sido derivadas (CabreraM 1990).

Esta heterogeneidad de linaje ha tratado de ser explicada con base en la
expresion de genes aberrantes ¢ transformacion maligna de células
progenitoras pluripotentes capaces de diferenciarse en ambos linajes
mieloide y linfoide (Cabrera M 1990).

Greaves propuso que las células leucémicas pueden mostrar asincronia en
la expresion fenotipica en comparacion con las células normales; él sugiere
gue en lugar de ello existe una infidelidad de linaje, o lo que se ha llamado
promiscuidad de linaje (Cabrera M 1990).

El significado clinico de la expresion de antigenos mieloides en Leucemia
Linfoide Aguda ha permanecido en controversia.Muchos estudios han
reportado respuesta pobre en nifios con Leucemia Linfoide Aguda con
expresion de marcadores mieloides o Leucemia Aguda de linaje mixto, sin
embargo otros han encontrado que la respuesta a tratamiento es similar en
Leucemia Linfoide Aguda con antigenos mieloides y Leucemia Linfoide
Aguda sin expresién de estos antigenos mieloides (Putti C et al 1998),
(Ching P et al.1993) Por el contrario en la poblacién adulta, muchos autores
describen que la existencia de antigenos mieloides en Leucemia Aguda es

17



de prondéstico adverso (Killick S et al 1999). Por ello es importante identificar
en el Instituto Nacional de Cancerologia estos casos, para que en el futuro

se pueda hacer un mejor diagnostico, tratamiento, seguimiento del paciente

y identificacion de

la enfermedad minima residual.
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2. MARCO TEORICO
EXPRESION DE DOSMARCADORESMIELOIDESCD13 Y/O CD33EN

LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

2.1. MEDULA OSEA Y FORMACION DE LAS CELULAS SANGUINEAS

Hematopoyesis (poiesis = formacién) es el término usado para describir la
formacion, diferenciacion y maduracion de todos los tipos celulares de la
sangre (eritrocitos, granulocitos, monocitos, linfocitos etc.) a partir de una
célula madre pluripotencial (Stem cell), que tiene lugar en el tejido
hematopoyético, principalmente en la médula 6sea (Fawcett D, 1995).
(Grafica No. 1).

La hematopoyesis comienza desde el decimonoveno dia después de la
fertilizacion en el saco vitelino del embrion humano. Cuando el higado fetal
se convierte en el sitio principal de produccion de células sanguineas, mas o
menos al tercer mes de la vida embrionaria, el saco vitelino abandona su
papel en la hematopoyesis. Para este momento, la hematopoyesis comienza
también en menor grado en bazo, rifidn, timo y ganglios linfaticos. Estos
ultimos contindan como sitio importante de linfopoyesis toda la vida; pero la
produccion de sangre en higado, bazo, riidn y timo se suspende o
disminuye conforme la médula 6sea se vuelve activa, y para el sexto mes de
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la gestacion ya es el sitio primario de la hematopoyesis. Continua como
origen primario de células sanguineas después del nacimiento y durante toda

la vida.

Grafica No. 1 Hematopoyesis Normal
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2.1.1. Marcadores de superficie de leucocitos

Los linfocitos y otros leucocitos, asi como sus precursores hematopoyéticos
presentan patrones caracteristicos de moléculas de superficie y citoplasma
gque pueden ser aprovechadas como marcadores para distinguir vy
caracterizar distintas poblaciones celulares, dependiendo de su estadio de

maduraciéon  (Jennings D et al, 1997).Esta caracterizacion se realiza
mediante anticuerpos monoclonales (AcMo); cada anticuerpo monoclonal
distingue un solo tipo de molécula, e incluso partes especificas y variantes de
cada tipo de molécula, por lo tanto el analisis de la expresion de antigenos
en el desarrollo y diferenciacion de células linfoides puede ser acompafiada

por la citometria de flujo o inmunohistoquimica (Behm G et al 1999).

2.1.2. Granulopoyesis

Inmunolégicamente los mieloblastos tempranos expresan CD34 y HLA-DR,
pero se pierden en el estadio de promielocito, el CD13 es expresado en la
superficie e incrementa con la maduracién granulocitica, al contrario el CD33
disminuye su intensidad con la maduracion, el CD65 es el primer antigeno
detectado en precursores granulo-monociticos que han perdido el CD34, su
intensidad incrementa con la maduracion de neutréfilos y monocitos

(Fawcett D, 1995).
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El antigeno CD117 es fuertemente expresado en blastos en mas del 85%
de los casos de Leucemia Mieloide Aguda, y puede ser encontrada en todos
los subtipos inmunolégicos de LMA (Reuss B et al, 1994), (Di Noto et al,
1996), (Valverde L et al 1996), (Knankura Y et al, 1993).

Dos moléculas intracelulares, mieloperoxidasa y lactoferrina son
marcadores empleados para la asignacion de diferenciacion mieloide. La
mieloperoxidasa es un componente de los granulos primarios o azurdfilos; la
lactoferrina es una enzima contenida en los granulos secundarios o
especificos, los mieloblastos y promielocitos tardios contienen
Mieloperoxidasa pero no Lactoferrina, mientras que los mielocitos,
metamielocitos y neutrofilos producen mieloperoxidasa y lactoferrina. (Behm
G etal 1999). (Grafica No. 2)

Grafica No.2 DESARROLLO GRANULOCITICO
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2.1.3. Monopoyesis

Inmunolégicamente se detecta la expresiéon de CD13 en colonias granulo-
monociticas, su expresion desciende con el desarrollo monocitico; el CD14
es expresado fuertemente en monocitos y macrofagos pero débilmente en
células monociticas inmaduras.

El CD15 es detectado inicialmente en promonocitos y mielocitos tempranos
e incrementa su expresion con la maduraciéon monocitica, el CD33 y CD36
son claramente evidentes en todos los estadios de desarrollo monocitico ,
con raras excepciones, los blastos expresan CD65 (Behm G et al 1999).
(Grafica No.3)

Grafica No. 3 DESARROLLO MONOCITICO
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2.1.4. Linfopoyesis

Se sabe claramente ahora que las células madre linfopoyéticas se originan
en la médula 6sea. Las células madre unipotenciales destinadas a la
formacion de linfocitos T abandonan la médula y son transportadas por la
sangre hasta la corteza del timo, en donde proliferan y se diferencian a
medida que se desplazan desde la corteza hasta la médula de este 6rgano.

Durante su diferenciaciéon adquieren un marcador de superficie (CD5)
caracteristico de todas las células T, mientras que los diferentes subgrupos
de células T adquieren sus propios marcadores de superficie (Ching P et
al,1993).

Por razones todavia no bien conocidas, durante su transito desde la corteza
a la médula ti mica a través de los vasos sanguineos vy linfaticos,
algunos linfocitos posteriormente se alojan en el bazo durante un corto
periodo de tiempo antes de unirse a la reserva de linfocitos circulantes
(Fawcett D .1995)

La génesis de los linfocitos B tiene lugar en muchos sitios, entre los que se
ha incluido el tejido linfoide asociado con el intestino, el bazo y la médula
O0sea. Se ha aclarado, sin embargo, que la médula 6sea es probablemente el
principal lugar primario de la linfopoyesis B en los mamiferos (Fawcett D,

1995).
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2.1.4.1. Precursores de las células B

Células de linaje B estan presentes en multiples tejidos en el desarrollo
fetal. Sin embargo, del quinto al octavo mes de vida fetal, la médula 0sea
se convierte en el sitio exclusivo de linfopoyesis B. Las células Pre-B
estan presentes en la séptima a octava semana gestacional en el higado
(Tucker W, 2000), a  través de un andlisis en las semanas 18 y 20 ,el
tejido fetal revelé que el desarrollo de las células B es multifocal: CD19+/
mde superficie (-) de células precursores By CD19+/ mde superficie (+) de
células B inmaduras estan presentes en médula ésea, higado , pulmén,rifion
y bazo, (Tucker W, 2000). La frecuencia de precursores de células B en
médula Osea fetal es mucho mas alta que en médula ésea de adultos. La
médula ésea de adultos difiere de la médula 6sea fetal por la presencia de

CD19+/ m d de superficie (+) en células maduras B (Behm G et al 1999).

Desarrollo de estadios de células de linaje B

Las poblaciones mas tempranas de linaje restrictos a progenitores linfoides
estan pobremente caracterizadas (Tucker W, 2000).
El progenitor linfoide comun tiene la capacidad de desarrollarse en células T,

B y NK, pero no tiene la capacidad de desarrollo en otros linajes que no sean
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linfoides, tal como células eritroides y mieloides. Una bateria de ensayos in
vitro  fueron empleadas para demostrar que  progenitores CD34+/
CD10+/CD45 RA+ son capaces de desarrollarse en células B, T, NK y
células dentriticas, pero no en linajes mieloides ni eritroides. (Tucker W,
2000).

Un subsecuente estudio por (Tucker W,2000) muestra que progenitores
linfoides CD34+/CD19- expresan receptor de interleuquina 7 (IL-7r) . Los
progenitores linfoides CD34+/ IL-7r+ expresaron al mismo tiempo TdT+vy la
mayoria expresaron CD10, pero que los CD34+/IL-7r-/CD19- son
poblaciones que contienen frecuentemente la unidad formadora de colonias
granulo-monociticas.

Los progenitores linfoides comunes pueden diferenciarse en 1l a?
progenitores linfoides inmediatos: células tempranas B o T/NK/DC.
Células tempranas B son caracterizadas por la iniciacion de rearreglos DJ
y la expresion de proteinas especificas de linaje B tales como (CD79a)
(Tucker W, 2000). La existencia de una célula madre linfoide experimenta
una reordenacion del gen DJ y VDJ para formar un gen V funcional para la
cadena pesada m.

En sintesis estas células Pre B tempranas expresan en superficie CD10,
CD19, CD24, CD34, HLA-DR, y en citoplasma CD22, CD79a, CD79b y TdT

nuclear Behm G et al 1999). La expresion del antigeno comun leucocitario
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CD45 es inicialmente débil, pero incrementa con la maduracion de la célula
(Behm G et al 1999).

Las células humanas pre-B son bien caracterizadas por la expresion de
CD10, CD34 y CD19, TdT, IgM en el citoplasma o0 un bajo porcentaje en la
superficie (Tucker W, 2000). Las células Pre B jovenes son las primeras
células en expresar CD22 en superficie, y aparentemente es seguido por el
CD20 (Behm G et al 1999).

La diferenciacion de una célula Pre-pre B en una célula pre B es
caracterizada por la reduccion de CD34 y TdT, y la adquisicion de la
cadena pesada m citoplasmatica compuesta de regiones variables y
constantes en mas del 95% de las células.

En condiciones normales la célula pre B, se encuentra en médula 6sea e
higado fetal, no expresa IgM de membrana totalmente ensamblada vy
funcional porque la expresion en la superficie requiere la sintesis de cadenas
pesadas y ligeras; por lo tanto las células pre B no pueden reconocer o
responder al antigeno. Algunas de las cadenas pesadas mde las células
Pre-B, se asocian a proteinas llamadas "sustitutos de cadenas ligeras", que
estructuralmente son similares a las cadenas ligeras pero no varian, es decir,
no tienen regiones V yson idénticas en todas las células B. Los complejos
formados por m y los sustitutos de las cadenas ligeras pueden expresarse en
la superficie celular pero a bajo nivel y se piensa que actlan en la

estimulacion de la produccion posterior de cadenas ligeras ko | en la
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maduracién de las células B (Tucker W, 2000), al final de este estadio
desaparecen el TdT, el CD34 y el CD10 (Behm G et al 1999).

En el siguiente estadio identificable de célula B madura se producen ademas
cadenas ligeras ky | . Estas se asocian con las cadenas pesadas m y
después las moléculas de IgM ensambladas se expresan sobre la superficie
celular donde actian como receptores especificos para el antigeno. La
expresion de la IgM de superficie precisa su asociacion con diversas
proteinas (Tucker W, 2000).

Las células B maduras presentan el complejo receptor completo, el cual
comprende la IgM de membrana asociada no covalentemente con dos
heterodimeros de CD79a/CD79b. ElI CD79a y CD79b, via dominios
citoplasmaticos, sirve de sefial de transduccion de moléculas para construir
la familia de kinasas Lyn y Fyn, fosfatidil inositol kinasa 3 , y otras
fosfoproteinas (Behm G et al 1999).

Los linfocitos B maduros migran de la médula ésea para poblar foliculos
linfoides en bazo, ganglios linfaticos, placas de Peyer y amigdalas. En estos
tejidos linfoides secundarios, el gen de la cadena pesada de la
inmunoglobulina de las células B sufre rearreglos adicionales dando como
resultado la produccion de IgD o hay un completo cambio para la

produccion de IgG, IgA o IgE (Behm G et al 1999). (Gréfica No.4)
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Gréafica No. 4 DESARROLLO DE CELULAS B

STEM CELL BPRIMITIVA PRE B 1 B MADURA

LINFOIDE TRANSITIGUNAL 1
H LA—DR>

TDT, CD34 >

u
] GLULA
I  PLASMATICA
]
1
1
1

cy lg < Slg i | cylg
CD19 i
1
CD10 .
> cDs |} |FMC7|! | cD38
CD79%
< cyCcD22 CD22!

2.1.4.2. Precursores de las células T

El microambiente del timo es necesario para la diferenciacion de las células
T, los protimocitos migran desde la médula 6sea o el higado fetal hasta el
timo, donde son procesados a células T funcionalmente maduras para
circular en la sangre hasta los tejidos linfoides periféricos o0 secundarios
(Ching P, 1993).

Durante la diferenciacion las células linfoides T expresan dos diferentes

tipos de moléculas de TCR; ambas consisten en un heterodimero
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polimérfico de dos cadenas polipéptidas glicosiladas (@b o gd) y un complejo
monomorfico (CD3). Tradicionalmente, las células T han sido clasificadas de
acuerdo con los cambios en la expresion de diferentes antigenos de
superficie (Reinherz et al,1980), en los que se propone tres estadios de
maduracion timica, los cuales se han utilizado para la clasificacion de las LLA
de linaje T; sin embargo, hay excepciones en este modelo para ambos
timocitos normales y células leucémicas T, sugiriendo a continuacién, que
los casos que tienen fenotipo de timocitos tempranos expresan CD7, CD2 ,
CD5 y CD3 citoplasmatico aunque no expresan CD1, CD4,CD8 y CD3 de
superficie. Aquellos con fenotipo intermedio son caracterizados por la
expresion de CD7,CD5,CD1 y CD2 con una expresion variable de CD4 y
CDS8; el CD3 puede ser débilmente expresado en algunos casos (Ching P et

al 1993). (Gréfica No.5)



Gréafica No.5 DESARROLLO DE LAS CELULAS T
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2.2. METODOS USADOS EN LA INMUNOTIPIFICACION DE LEUCEMIAS

El estudio de la expresion de antigenos de superficie por las células

sanguineas es la aplicacion mas extendida de la citometria de flujo. Esta

técnica tiene particular interés en la determinacion de subpoblaciones

leucocitarias, cuya evaluacion es indispensable para el estudio de leucemia,

permitiendo su clasificacion y filiacion segun criterios inmunologicos.
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El analisis del fenotipo de células sanguineas se puede determinar mediante

la inmunohistoquimica y la inmunofluorescencia por citometria de flujo.

2.2.1. Inmunohistoquimica

Con la técnica inmunohistoquimica, la presencia de antigenos celulares es
revelada por una reaccion de un anticuerpo primario que es reconocido por
un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa o fosfatasa alcalina; la
mayor ventaja de la inmunohistoquimica es su excelente sensibilidad (Behm

G etal 1999).

2.2.2. Inmunofluorescenciay Citometria de flujo

El linaje celular y el estadio de diferenciacion son determinados por la
expresion antigénica detectada por medio del empleo de anticuerpos
monoclonales (AcMo).

Los métodos de inmunofluorescencia por microscopia son generalmente
exitosos, pero la Citometria de flujo ofrece muchas ventajas como la medida
cuantitativa de la expresion de antigenos y el analisis rapido de un gran
namero de células (Behm G et al 1999); Por otra parte, una desventaja de la
citometria de flujo, especialmente con muestras que contienen un pequefio
namero de células malignas, es la dificultad para discriminar entre las células
neoplasicas y las células normales, aunque el analisis basado en la
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granularidad celular (Side Scatter) y la expresion del antigeno CD45 puede

vencer esta limitacion (Borowitz et al.1993).

2.3. LEUCEMIA AGUDA

Las leucemias agudas constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias que
afectan a las células madres hematopoyéticas con compromiso parcial o
nulo. Difieren entre si con respecto al origen celular, presentacion clinica,
evolucién y respuesta al tratamiento. Cuando no se disponia de medidas
efectivas, la distincion era irrelevante; no obstante, a medida que se lograron
avances terapéuticos, la identificacion de los subtipos adquirié cada vez mas
importancia. Al principio se otorgaba mayor significado al reconocimiento de
la leucemia linfoblastica aguda (LLA) porque la medicacion solia tener éxito
en este caso y fracasar en las formas no linfoblasticas. Mas tarde fue factible
definir los estadios de la diferenciacion de las estirpes linfoides y mieloide vy
caracterizar las leucemias correspondientes a estas etapas en relaciéon con
las propiedades biolégicas y los requerimientos terapéuticos. El enfoque
actual se basa en la determinacion fenotipica de las células malignas en el
momento del diagndstico. Ademas de la categorizacion morfolégica, esta
evaluacion podria demandar estudios citoquimicos, inmunologicos,
inmunoquimicos, citogenéticos y de microscopia electrénica (Robbins et al

1995).



2.3.1. Fisiopatologia

En la leucemia aguda se produce un bloqueo en la diferenciacion de la célula
madre neoplasica, en donde los blastos neoplasicos tienen un tiempo de
generacion alargado; por lo tanto, hay acumulacion de blastos. La leucemia
aguda presenta acumulacibn de blastos neoplasicos debido a dos
situaciones: la primera por una expansion clonal de las células madre
transformadas, y la segunda por el fracaso de la maduracion hacia células
terminales maduras.

La proliferacion de blastos neoplasicos suprime a las células madre
hematopoyéticas normales, lo anterior repercute clinicamente en escasez de

eritrocitos, leucocitos y plaquetas normales (Robbins et al 1995).

2.3.2. Caracteristicas clinicas

Se presentan con un comienzo brusco, con una evolucién sintomatica
inicial de 3 meses.

Sintomas asociados a deplecion medular, fatiga producida por la anemia,
fiebre generada por un proceso infeccioso cuya causa de base es la
ausencia de leucocitos maduros y hemorragias(petequias, equimosis,

epistaxis, gingivorragia) secundaria a trombocitopenia.



Dolor y sensibilidad a la presion en los huesos por expansion medular
especialmente en el esterndn, tibia y fémur.

Infiltracion a otros o6rganos manifestandose con linfadenopatias
generalizada, esplenomegalia y hepatomegalia.

Compromiso del sistema nervioso central principalmente en LLA,
manifestdndose de forma sintomatica con cefalea, vomito y paralisis de
nervios.

Las patologias mas frecuentes producidas por la ineficiencia inmunitaria
son: la celulitis, neumonia e infecciones perirrectales y los agentes
infecciosos predominantes son bacterias gramnegativas(E. coli, Klebsiella
y Pseudomona) y hongos (Candida y Aspergillus)

En pacientes con hiperleucocitosis (>200.000) se presenta cefalea,

confusion y disnea.

2.3.3. Criterios diagnosticos

A. Corta duracion de los sintomas que incluye fatiga, fiebre y sangrado
B. Citopenia o pancitopenia

C. Mas de un 30% de blastos en médula 6sea y/o en sangre periférica.



2.3.4. Laboratorio basico

Cuadro Hematico

= Anemia normocitica normocrémica

*= Trombocitopenia: <100.000 plaquetas /ul

* Leucocitosis o
Leucopenia o

= Blastos circulantes>30%

= Leucemia aleucémica: pancitopenia con pocos blastos en sangre
periférica y abundantes blastos en médula dsea.

Médula Osea

= Hipercelular/normocelular/hipocelular

» Blastos se encuentran entre un 60-90% de las células de la médula 6sea

Quimica Sanguinea

= Hiperuricemia

= Aumento de Deshidrogenasa lactica ( LDH)

Otros

» CID(coagulacion intravascular diseminada) algunas veces se presenta,
encontrandose en el laboratorio:

v Fibrinégeno disminuido

v' PT(Tiempo de protrombina) prolongado

v" Dimero D presente.
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Liquido Cefalorraquideo
= Blastos presentes

* Hipoglucorraquia

Radiologia

= Qcasionalmente en la radiografia de torax se observa una masa en

mediastino (principalmente en las LLA de linaje T)

2.3.5. Clasificacién de las leucemias agudas

Aunque ciertas observaciones clinicas no son definitivas, podrian ser utiles
para distinguir las leucemias agudas linfoblasticas (LLA) y no linfoblasticas
(LNLA). La incidencia de las primeras es mayor en los primeros afos de la
vida, mientras que las Ultimas predominan en grupos etarios mas
avanzados. Sin embargo, la edad no es un criterio adecuado porque la
superposicion es considerable.

Las leucemias agudas se clasifican de acuerdo con el presunto origen
celular. En un caso dado la morfologia sola no siempre permite reconocer
las caracteristicas de una u otra linea celular. La valoracion precisa requiere
estudios adicionales. Cuando se suplementan los parametros morfol6gicos
con datos citoquimicos e inmunofenotipicos la concordancia entre los
profesionales experimentados es del 70% al 99%.
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2.4. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) resulta de la proliferacién neoplasica
de células linfoides inmaduras o (linfoblastos), los cuales se caracterizan por
estadios tempranos de diferenciacion de linajes de células By T. La LLA es
una de las enfermedades malignas mas comunes en nifios y constituye
80% de las leucemias en edades inferiores a los 15 afios. En adultos (con
edad superior a los 15 afios), la LLA es relativamente menos comun y

constituye 15-29% de todos los casos de leucemia aguda.

2.4.1. Clasificacion Morfolégica

El grupo Franco-Britanico-Americano (FAB) define los criterios morfologicos
para la clasificacion de LLA de acuerdo con el tamafio celular, configuracién
nuclear, cantidad y prominencia de los nucléolos, y monto relativo y aspecto
del citoplasma, se distinguen tres subtipos de LLA: L1, L2y L3.

Los linfoblastos L1 son pequefios, con proporcion  nucleo- citoplasmatica
elevada, nucleo regular o hendido y nucléolo poco llamativo o invisible. Los
L2 son mas grandes, con membranas nucleares irregulares, uno 0 mas
nucléolos notorios y citoplasma mas abundante. Los L3 son idénticos a los
del Linfoma de Burkitt, grandes, con nucleos redondeados a ovalados,
nucléolos destacados y citoplasma muy basofilico; las vacuolas también

pueden ser conspicuas.



Esta divisibn tiene valor para preveer la duracion de la remisién y la
sobrevida. (Miller D et al. 1985), (Miller et al 1981), (Viana MB et al, 1980) En
los pacientes con células L1 la evolucion es mas favorable que en aquellos
con blastos L2. En la LLA L3 las remisiones son breves y es dificil lograrlas.
Los datos del FAB deben interpretarse con cautela. El primer problema es la
facilidad con que se confunden los linfoblastos L2 con los mieloblastos MO y
M1; para distinguirlos, se requieren técnicas citoquimicas y en ocasiones
inmunoldgicas. El segundo inconveniente es que alrededor del 10% de los
pacientes con LLA exhibe blastos heterogéneos, algunos L1 y otros L2, si se
emplea el tipo celular predominante para la categorizacion, se omite esta
diversidad. Para cuantificar este hecho algunos autores aconsejan aplicar
criterios morfologicos secuenciales (Miller D et al. 1981) Este concepto posee
gran relevancia clinica porque en los nifios con LLA L1 y 10% o més de
células L2, el prondstico es mas reservado que en aquellos con menor
porcentaje de blastos L2 (Miller D et al. 1985).

La frecuencia relativa de los subtipos varia con la edad. En el caso de la LLA
pediatrica, el 70% es L1, el 18% L2 y el 3% L3 (McKenna R et al. 1979). En
los adultos, el 67% de las LLA es L2. Esta cifra concuerda con la naturaleza
mas agresiva de la enfermedad en el adulto. No existe correlacion entre los
subtipos L1y L2 y los fenotipos inmunoldgicos. Sin embargo, la mayoria de
los linfoblastos L3 revela inmunoglobulinas de superficie que los identifican

como células B. Ademas, en todas las células L3 se encuentra una
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translocacion cromosémica no al azar t(8;14) idéntica a la que advierte en el

Linfoma de Burkitt (Tabla No. 1).

Tabla No. 1 Clasificaciéon Morfolégica de las LLA

CLASE SUBTIPO MORFOLOGIA
L1 PRE-B TEMPRANA |= CELULAS PEQUENAS
PRE-B * FORMA NUCLEAR REGULAR
T INMADURA = CITOPLASMA ESCASO
L2 PRE-B TEMPRANA |= CELULAS GRANDES
PRE-B = 1 O MAS NUCLEOLOS GRANDES
T INMADURA = FORMA NUCLEAR IRREGULAR
L3 B MADURA * CELULAS GRANDES CON CITOPLASMA
ABUNDANTE
= 1 O MAS NUCLEOLOS GRANDES
= INTENSA BASOFILIA.

2.4.2. Nuevos esquemas de clasificacion paraleucemia linfoide aguda

El grupo de trabajo en Leucemias agudas de la organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha propuesto un esquema de clasificacion para LLAs, basado
principalmente en la valoracion morfologica, citogénetica, citoquimica e
inmunofenotipica segun el cual las LLASs son :
+ Leucemia linfoide aguda de precursores B
+ Leucemia linfoide aguda de precursores T

+ Leucemia linfoide aguda tipo Burkitt




« En caso de linaje no Unico y que involucre expresién mieloide se
recomienda la nomenclatura de leucemias bifenotipicas (Willman M et
al. 1999).
Actualmente se ha categorizado el diagndstico de Leucemia de linaje mixto o
bifenotipica a aquellas leucemias agudas que coexpresan antigenos
mieloide y linfoides asociados. Sin embargo, ya que la mayoria de estos
antigenos no son reconocidos en un linaje especifico, el diagnéstico es
Unicamente hecho en asociacién con una anormalidad genética tal como la
t(4; 11) o la t(9;22), la cual resulta de la transformacion de una célula
pluripotencial capaz de diferenciarse en ambos linajes linfoide y mieloide

(Willman M et al.1999).

2.4.3. Leucemia linfoide aguda de linaje B

2.4.3.1. Leucemia linfoide aguda Pre pre B

Constituyen un 70% de LLA en nifios, un 60% en adolescentes y un 50% en
adultos. (Jennings et al 1997).

Los blastos son tipicamente pequefios con minima dispersion de tamafio y
granularidad. Estas células son L1 o L2 segun el criterio FAB. (Jennings CD
et al 1997).

Los blastos mas primitivos carecen de inmunoglobulinas de superficie y
citoplasméticas y de cadenas pesadas (7). Se reconocen por uno o mas de
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los antigenos propios de los progenitores B primitivos, CD19 y HLA-DR
(Behm G et al 1999) En la mayoria de los casos hay expresion débil de
CD22 de superficie, y en este estadio todas las células presentan CD22 y
CD79a de citoplasma. (Behm G et al 1999). EI CD10y TdT son detectables
en un 90% de los casos, y mas del 75% de los casos expresa CD34 (Behm
G et al 1999). El CD20 que generalmente aparece con la produccion de la
cadena pesada m esta presente en una minima poblacion de blastos;
ademas el antigeno CD45 es detectable (Behm G et al 1999);las
traslocaciones mas importantes en este subtipo son t(4:11), t(11;19) y t(9;11)

(Behm G et al 1999)(Tabla No.2)

2.4.3.2. Leucemia linfoide aguda Pre B

Este fenotipo ocurre en alrededor de un 25% en nifios con LLA (Pui CH
1993) (Pui CH et al 1988) (Crist W et al 1984)

Los blastos pre-B poseen cadenas pesadas (m), pero no livianas ni
inmunoglobulinas de superficie. EI 90% o mas es CD10 (CALLA) + vy la
mayoria es FAB L1, este fenotipo ha sido el mas favorable en nifios (Pui CH
et al 1993) (Crist W et al 1992); sin embargo, en adultos los resultados son
menos favorables para este fenotipo en parte por el incremento de la t(9;22)
en este grupo (Ong S et al. 1995). Las células pre B, como las pre-pre B

son TdT+ y revelan HLA-DR, CD19, CD24, CD22, CD45 vy CD79a de
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citoplasma (Fred G et al 1999),el CD34 el 50% de los casos es positivo
(Fred G et al 1999); muchas células pre B expresan débilmente el CD20 en
superficie (Fred G et al 1999). Entre las traslocaciones mas conocidas de
este inmunofenotipo se encuentran la t(1;19)(g23;p13),t(12;21) (Behm G et al
1999).

Comparadas las LLA pre-pre B con las leucemias pre B se asocian mas
frecuentemente con un conteo de leucocitos alto, niveles de
deshidrogenasa lactica elevado, >51 cromosomas o0 un contenido de DNA

mayor de lo normal (hiperdiploidia) (Behm G et al 1999) (Tabla No.2)

2.4.3.3. Leucemia linfoide aguda Pre B transicional

Algunos autores (Behm G et al 1999) incluyen una categoria nueva de
leucemias que se caracteriza por blastos que expresan ambas cadenas
pesadas clg m y slg m aunque no presentan aun las cadenas ligerask o |,
hay expresién de CD79a y CD79b (Behm G et al 1999);similar a las células
pre B hay expresion de CD10, usualmente TdT vy algunas veces CD34.
Estudios iniciales encontraron este fenotipo en 1% de las LLA de nifios.
(Behm G et al 1999)

Los pacientes con LLA pre-B transicional tienen blastos caracteristicos de

morfologia L1 o L2 segun la clasificacion FAB; en este estadio los nifios no



presentan masas extramedulares ni compromiso de sistema nervioso central,
el recuento de leucocitos y el nivel de LDH es usualmente bajo.

Aunque algunas LLA pre B transicionales han sido asociadas con la
translocacion t(1;19) en la mayoria de los casos no se caracterizan

anormalidades cromosdmicas (Behm G et al 1999)

2.4.3.4. Leucemia linfoide aguda B madura

Representa de 2% a 5% de todas las LLA. Las células B tienen mas
dispersion por tamafio y granularidad que las otras células precursoras,
generalmente son L3 segun la clasificacion FAB (Jennings CD et al 1997).

Los blastos expresan slg m y ademas cadenas ligeras k o | en superficie,
en este estadio final hay expresion fuerte de CD20 y usualmente CD23; la
expresion de CD34 y TdT desaparece , aun hay presencia de CD19, CD10 y
CD22 ; las traslocaciones mas importantes son t(8;14) (g24;932), t(8;22)

(g24;911) (Behm G et al 1999) (Tabla No.2)

2.4.4. Leucemialinfoide aguda T

Los blastos en este tipo de leucemia expresan CD3 de citoplasma y CD7 de

superficie, alrededor de un 90% de los linfoblastos T expresan CD2, CD5 y



TdT. Individualmente expresan CDla de superficie;CD3, CD4 y CD8 son
detectados en menos del 45% de los casos (Behm G et al 1999).

Los blastos de las células T expresan CD45 usualmente con una intensidad
alta como en las LLA de linaje B; el 40%-45% de los casos son CD10+ y/o
CD21+ (Behm G et al 1999). La clasificacion mas comun divide las LLA de
linaje T en tres estadios: Temprano (CD7+, cyCD3+, sCD3-,CD4-, y CD8-),
Intermedio (cCD3+,sCD3- o CD3+/- CD4+, CD8+, y CD1+) y T ardio (sCD3+,

CD1- y también CD4+ o CD8+) (Ching P et al1993). (Tabla No.2)



Tabla No. 2 Leucemia Aguda : Subtipos inmunoldgicos y Genética

subtipos fenotipos Anormalidades genéticas asociadas
HLA-DR, Frecuentemente hiperdiploide;t(12;21)(p13;922), TEL/AML-
Pre pre B | CD34,TdT,CD19,CD24,CD20+/-, 1:25%;1(9;22)(q34;q11),BCR/ABL;11923/MLL,Particularmente
CD10 t(4;11)(g21;923)
HLA-DR,CD34+/-, TdT+/-
Pre B ,CD19,CD20+/- t(1;19)9923;p13), E2A/PBX-1
,CD24,CD9,CD10,clgM
HLA-DR,CD34-,TdT- t(8;14)(924,;932), IgH/MYC,;
B madura | ,CD19,CD20,CD22,CD24,CD10+/- t(2;8)(p12;924),Igk/MYC;1(8;22)(925;q11),Igl /MYC
Jlgs
HLA-DR+/-, TdT +/-
T ,CD1,CD2,cCD3,CD5,CD7,CD4/C ab(7935) o gd (14911); t(1;14)
D8,CD10+/-,CD34+/-,CD45 débil




2.5 LEUCEMIAS AGUDAS CON EXPRESION DE ANTIGENOS LINFOIDES

O MIELOIDES (LEUCEMIA BIFENOTIPICA O DE LINAJE MIXTO)

La mayoria de los modelos de proliferacion leucémica se basa en la premisa
gue sostiene que los fenotipos de las células normales coinciden con los de
los progenitores anormales de las leucemias (Behm G et al 1999). Estudios
morfolégicos y de cinética celular han indicado que en las leucemias agudas
existe un bloqueo en la diferenciacion de las células madre leucémica y que
los blastos leucémicos tienen un tiempo de generacion alargado (Robbins L
et al 1995).

Con el desarrollo de técnicas inmunolégicas y enzimaticas, muchos casos
de leucemia han podido ser diagnosticados sin ningan problema; sin
embargo con el tiempo han surgido muchos fenotipos inespesperados
(Jennings D et al 1997). Muchos autores describen la existencia de
infidelidad o promiscuidad de la estirpe que incluye distintas mezclas (una
linea linfoide y otra mieloide) (Behm G et al 1999). La Citometria de flujoy la
fluorescencia doble han permitido identificar por lo menos tres clases de
heterogeneidad de acuerdo con el St. Jude Children's Research Hospital: (1).
leucemia mixta, con dos poblaciones de blastos (mieloides y linfoides o
linfoides T y B); (2) una poblacion con marcadores mieloides y linfoides
(expresion bifenotipica) y (3) La transformacién de una linea celular en otra

después del tratamiento (Peter B et al 1985). La leucemia mixta y
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bifenotipica es excepcional, pero la presencia de unos pocos blastos
bifenotipicos en una poblacion homogénea es comun. Las leucemias agudas
en las cuales los blastos muestran simultdneamente caracteristicas de mas
de un linaje (g:linfoide y ademas mieloide), han sido determinadas por
morfologia, citoquimica e inmunologia como leucemias agudas de linaje
mixto, quiméricas, hibridas, biclonales, bilineales, sincronicas, sinérgicas o
bifenotipicas (Behm G et al 1999).

Para la asignacion de linaje de las células leucémicas se hace necesario la
deteccion de Mieloperoxidasa intracelular (MPO), CD79a y CD3,
herramientas muy utiles para el diagnostico (Orfao A 2000).

La deteccibn de MPO es de importancia clinica y experimental en la
distincion de leucemias mieloides de linfoides, y en la asignacion de linaje
de casos aparentemente bifenotipicos o inclasificables (Ma W et al 1994);
no obstante, la sensibilidad de los diferentes métodos para la deteccion de
Mieloperoxidasa (MPO) varia. En un estudio realizado para detectar esta
enzima, se compararon cinco técnicas diferentes para evaluar su
presencia: coloracion citoquimica, inmunofluorescencia, Northern blotting
,reaccion en cadena de polimerasa-trascriptasa reversa (RT-PCR) y RT-PCR
seguida por Southern blotting (Ma W et al 1994); los resultados demostraron
gue la maxima sensibilidad correspondia a la técnica Northern blotting sin
olvidar que las cinco técnicas tienen ventajas y desventajas y que la
sensibilidad de la inm unofluorescencia por citometria de flujo fue mayor que

la encontrada por coloraciones citoquimicas. (Ma W et al 1994).



Dos categorias de leucemia aguda se han determinado con base a los
parametros anteriores:
1.LLA con antigenos mieloides asociados (LLA My+)
2.LMA con antigenos linfoide asociados (LMA Ly+)
A pesar del reconocimiento de estas leucemias por los diferentes métodos
diagnosticos empleados tales como la inmunohistoquimica y la
inmunofluorescencencia  por citometria de flujo existe una confusion
relacionada con el criterio diagnéstico, nomenclatura, decision terapéutica y
significado prondstico porque los reportes de LLA My+ y LMA Ly+ difieren
significativamente de acuerdo con la poblacion estudiada (pediatrica o
adulta) y al criterio diagnéstico para definir linajes linfoblasticos vy
mieloblasticos (Behm G et al 1999).
De acuerdo con esta clasificacion las leucemias agudas de la siguiente
forma:
A. La LLA de linaje B es diagnosticada cuando los blastos leucémicos .
expresan:
1. CD22y/o CD79a de citoplasma.
2. Inmunoglobulina de citoplasma o CD19 de superficie, prescindiendo
de la expresion de CD13, CD15, CD33 o CD65, aunque si hay
presencia de éstos se denominara LLA de linaje B con expresion de

marcadores mieloides. (Tabla No. 3)
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B. La LLA de linaje T es diagnosticada cuando los blastos leucémicos
expresan CD7 y ademas CD3 de superficie o citoplasma. (Tabla No. 3)

C. La LMA es reportada cuando los blastos leucémicos expresan
Mieloperoxidasa o dos o mas antigenos mieloides asociados, incluyendo
CD13, CD15,CD33 o CD65, en ausencia de inmunoglobulina de
citoplasma, CD3 y CD79a. (Tabla No.3)

D. Un diagnostico de leucemia de linaje mixto "verdadero" es considerado
cuando los blastos leucémicos coexpresan MPO y CD3, MPO é

inmunoglobulina o MPO y CD79a (tabla No.3)

Tabla No.3 Criterios utilizados por el St.Jude Children's Research

Hospital para definir LLA My+,LMA Ly+ y verdaderas Leucemias mixtas

Clasificacion Marcadores

CD19+y CD79acy +

LLA de linaje B con expresion de|cCD3 -y MPO -

marcadores mieloides (My+) > de 1 antigeno mieloide asociado:
CD13,CD15,CD33,CD36 0 CD65
CD7 +y cCD3 +

LLA de linaje T con expresion de|CD79a - y MPO -

marcadores mieloides (My+) > de 1 antigeno mieloide asociado:
CD13, CD15,CD33,CD36 o0 CD65
LMA con expresidon de marcadores|MPO +

linfoides (Ly +) CD3 -y CD79acy -

> de un antigeno linfoide asociado:
CD2,CD5,CD7,CD19,CD22 o CD56
1.MPO +y CD79a cy + o clgm+
Leucemia de linaje mixto 2.MPO +y cCD3 +

3.cCD3+ y cCD79a+ o clgm+




En las leucemias mixtas se documentan varias alteraciones cariotipicas,
incluyendo t(9;22), t (4;11) y otras aberraciones 1123, t(9;11), t(11;19) y
14932.

Ambas traslocaciones la t(9;22) y (11923) estan asociadas con la expresion
de antigenos mieloides asociados en LLA sin olvidar que la presencia de
t(9;22) de hecho es un mal pronostico en cualquier leucemia (Pui CH et al
1990) (Pui CH et al 1991); sin embargo, la presencia de antigenos mieloides
asociados en LLA no esta claramente asociada con un prondstico adverso
en los infantes (Pui CH et al 1991) (Boucheix C et al 1994), contrario a ésto
algunos autores afirman que la respuesta al tratamiento es pobre contra la
leucemia linfoblastica aguda y recalcan el mal significado prondstico de la
coexpresion de fenotipos linfoides y mieloides en LA principalmente en
adultos (Das G et al 1987).

Varios factores influyen sobre el pronostico entre ellos la edad, el
inmunofenotipo 'y las alteraciones citogenéticas. En  resumen
Inmunologicamente la LLA de linaje B (con excepcién del fenotipo B maduro
en nifios) es de mejor prondstico que la LLA tipo Burkitt, mientras que la LLA
de linaje T es de peor prondstico que las anteriores.

El pronodstico de las leucemias mixtas y bifenotipicas es reservado, algunos
autores describen que esta entidad es de prondstico desfavorable y ademas
gue presenta una respuesta pobre al protocolo de quimioterapia

convencional (Schmitt G et al, 1988), (Laura E et al, 1989).
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Se ignora la base biolégica de la leucemia bifenotipica; tan solo se sabe que
las células contienen en su DNA la informacion necesaria para hacer
millones de moléculas de RNA y de proteinas diferentes. Pese a ésto una
célula expresa Unicamente una fraccion de sus genes y los diferentes tipos
de células en organismos multicelulares surgen de diferentes grupos de
genes que son expresados; sin embargo, las células pueden cambiar el
patron de genes en respuesta a cambios de su ambiente 0 en respuesta a
sefiales de otras células, (Bruce A et al 1994). En algunas instancias podria
originarse en una célula madre comun para las lineas mieloide y linfoide y en
otras podria representar la manifestacion anormal durante la transformacion
leucémica de los genes que codifican los marcadores de otra estirpe.
Algunos autores postulan que en los progenitores pluripotenciales normales
existe una fase transitoria de promiscuidad limitada en la expresion génica,

hecho que se mantiene en las células que no maduran. (Behm G et al 1999)
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3. JUSTIFICACION

El laboratorio de Hematologia Especial del Instituto Nacional de
Cancerologia, tiene a su cargo dia a dia la responsabilidad diagndstica de las
Leucemias agudas de nifios y adultos, para lo cual emplea valiosas
herramientas como: la morfologia, la citoquimica y la inmunologia

En el diagnéstico , tratamiento y seguimiento de pacientes con diagndstico
nuevo de Leucemias linfoblasticas Agudas atendidas en los servicios de
Hemato-oncologia pediatrica y de adultos del I.N.C. desde Abril de 1999 se
ha observado mediante el empleo de anticuerpos monoclonales y el analisis
por citometria de flujo, la presencia de marcadores mieloides CD13 y CD33
en un subgrupo de leucemias linfoblasticas agudas ; pero no se conoce la
relacion que existe entre este fenotipo particular con los datos obtenidos
para hallar la frecuencia de leucemias linfoides agudas con expresion de
marcadores mieloides y su relacion con el recuento total de leucocitos,
porcentaje de blastos al diagndstico y respuesta al tratamiento inicial.

Es por ello que conocer este aspecto de la leucemia linfoide aguda va ser
utilizado en el Instituto Nacional de Cancerologia para un mejor diagnostico,

prondstico y seguimiento del paciente.



4. OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar los casos de leucemias linfoblasticas agudas con expresion de
marcadores mieloides CD13 y/o CD33, presentes en nifios y adultos
atendidos en los servicios de hemato oncologia del Instituto Nacional de

cancerologia, durante el periodo de Abril de 1999 a Junio del 2000.

Objetivos especificos

Seleccionar entre los casos de Leucemia Linfoide Aguda aquellos que
presentaron expresion de marcadores mieloides CD13 y/o CD33.
Relacionar los casos encontrados de leucemias linfoblasticas agudas
con expresion de CD13 y/o CD33 con el recuento total de leucocitos y
porcentaje de blastos.

Analizar las caracteristicas morfoldgicas(clasificacion FAB) de las
leucemias linfoides agudas con expresion de marcadores mieloides
CD13y CD33.

Evaluar las coloraciones citoquimicas: mieloperoxidasa (MPQO), acido

peryédico de Schiff PAS, fosfatasa acida y Cloroacetato esterasa en los
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casos de leucemias linfoides agudas con expresion de marcadores
mieloides.

Relacionar la expresion de los marcadores mieloides CD13 y/o CD33
presentes en la poblacion de estudio con la presencia de MPO
determinada por citoquimica.

Relacionar la expresion de los marcadores mieloides CD13 y/o CD33 con
el linaje de la poblacion blastica y a su vez con el subtipo inmunolégico al
gue pertenecen las leucemias.

Detectar fenotipos aberrantes (coexpresion anormal) en la poblacion de
estudio.

Relacionar el porcentaje de blastos al momento del diagnéstico con el
porcentaje de blastos observados a los 28 dias de tratamiento en ambas

poblaciones (nifios y adultos).



5. MAT ERIALES Y METODOS

5.1. Poblacién de estudio

La poblacion de pacientes en este estudio comprende todos los nifios y
adultos con leucemia linfoide aguda remitidos para inmunotipificacion al
laboratorio de hematologia especial del Instituto Nacional de Cancerologia,
durante el periodo de Abril de 1999 a junio del 2000. Los datos clinicos

incluyen edad y sexo al momento del diagnéstico.

5.2. Inmunofenotipo

En el laboratorio de Hematologia especial, en todas las leucemias se
realizaron inmunofenotipos para la deteccidon de los antigenos de superficie
celular como: el CD45, CD34, HLA-DR, CD10,CD19,lgMs,CD13 y CD33 los
cuales fueron detectados por inmunofluorescencia directa mediante
anticuerpos monoclonales marcados con FITC, PE, PerCP, de igual forma
los antigenos de citoplasma IgMcy, CD79a, CD3 y en algunas ocasiones
MPO (antigenos de gran importancia porque determinan el linaje celular y

ademas detectan los verdaderos casos de leucemias mixtas).
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La intensidad de la fluorescencia fue analizada en un equipo de Citometria
(FASCalibur - Becton Dickinson), en todos y cada uno de los paneles de los
casos a estudio se realizaron sistematicamente controles de isotipo vy
controles sin marcar para cada una de las técnicas empleadas.

Los resultados se consideraron positivos cuando el antigeno se expresé en

> del 20% de los blastos.

5.3. Seleccién de casos de LLA con expresion de CD13 y/o CD33

La seleccion se realiz6 mediante la revision de datos de todos los
inmunofenotipos de los casos de LLA (Abril de 1999 a Junio del 2000)

presentes en nifios y adultos en los archivos del laboratorio de citometria de
flujo del I.LN.C, escogiendo todos aquellos casos por categorias de
clasificacion de la siguiente manera: LLA CD13+/CD33-, LLA CD13-/CD33+,

LLA CD13+/CD33+.

5.3.1. Relacion del subtipo inmunologico con la expresion de

marcadores mieloides CD13 y/o CD33

Se relaciond la expresion de los marcadores mieloides CD13 y/o CD33 con
el linaje de la poblacién blastica y a su vez con el subtipo inmunolégico al

gue pertenecen las leucemias (LLA Pre-pre B, B comun, Pre B, y LLA T).
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5.3.2. Estudio Morfoldgico

Se relaciond la clasificacion morfolégica segun el criterio Franco-Britanico-
Americano(FAB) con la expresibn de marcadores mieloides en las dos

poblaciones (nifios y adultos).

5.3.3 Andlisis Citoquimico

Todos los casos de leucemia linfoide aguda con expresion de marcadores
mieloide CD13 y/o CD33 se relacionaron con la presencia de glucégeno,
fosfatasa acida, cloroacetato esterasa y especialmente de MPO determinada

por citoquimica.

5.4. Recuento de leucocitos y blastos

Se relacionaron los casos encontrados de Leucemias Linfoblasticas agudas
con expresion de CD13 y/o CD33 con el recuento total de leucocitos vy el
porcentaje de linfoblastos reportados; se cuantificaron los blastos al

momento del diagndéstico y a los 28 dias del tratamiento.



5.5 Andlisis Estadistico

Se determiné la frecuencia de leucemia linfoide aguda con expresion de
marcadores mieloides(LLA My+) en la poblacién total de leucemia linfoide

aguda en nifios y adultos durante el periodo de Abril de 1999 a Junio del

2000.

Para cada una de las variables numéricas (recuento de leucocitos y
porcentaje de blastos), se hizo un diagrama de cajas y bigotes ; se determiné
la media y la desviacion estandar.

Para cada una de las variables categodricas se hicieron graficas de

columnas, lineas, circularesy de dispersion.
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6. RESULTADOS

6.1. Descripcion General

1. De abril de 1999 a junio del 2000, 141 casos de Leucemia Linfoide Aguda
fueron diagnosticados en el Instituto Nacional de Cancerologia: de los
cuales 102 se presentaron en niflos 102/141 (72.3%) y 39 casos en adultos
39/141 (28.7%).
2. De acuerdo con la inmunotipificacién estos 141 casos se clasificaron asi:

LLA Pre Pre B : 76/141 (54%)

LLA Comun : 42/141 (30%)

LLA Pre B: 13/141 (9%)

LLA T : 10/141 (7%)

En la tabla No. 4 se observa la clasificacion general en Nifios vs Adultos.

Tabla No.4 SUBTIPOS INMUNOLOGICOS DE LLA
(I.LN.C. Abril de 1999 - Junio de 2000) (n=141)

Adultos Nifios Poblacion total
DIAGNOSTICO # de casos |# de casos
LLA COMUN 10/39(25%)| 32/102 (31%) 42
LLA PRE B 1/39(2.5%)| 12/102 (11%) 13
LLA PRE PRE B 25/39(64%)| 51/102 (50%) 76
LLA T TARDIO 3/39(8 %) 7/102(7%) 10
Total de casos 39 102 141




6.2. Poblacién Seleccionada

El total de casos de Leucemia Linfoide Aguda que presentaron coexpresion
de marcadores mieloides fue de 48: 27 casos de LLA en nifios 27/48 (56%)
y 21 casos de LLA en adultos 21/48 (44%).

De estos 48 casos que coexpresaron marcadores mieloides el promedio de
recuento de leucocitos fue de 47754.37+/-110,046 y el promedio de

porcentaje de blastos fue de 84%-+/-15% al momento del diagndstico.

6.3. Coexpresion de marcadores mieloides en LLA

De los 102 casos en nifios 27 coexpresaron marcadores mieloides 27/102

(26%).(Gréfica No. 6)

Grafica No.6
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De los 39 casos en adultos 21 coexpresaron marcadores mieloides 21/39

(54%)(Grafica No.7)

Gréafica No.7
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La frecuencia de expresion de marcadores mieloides estratificados de

acuerdo con la clasificacion inmunolégica se presenta en la Tabla No. 5

Tabla No.5 Casos de Leucemia linfoide aguda con marcadores
mieloides de acuerdo con edad y subtipo inmunologico
(ILN.C. Abril de 1999 - Junio de 2000) (n=48)

Adultos Niflos
DIAGNOSTICO | # de casos % # de casos %
LLA My+ LLA My+

LLA COMUN 6/10 60 % 13/32 40%
LLA PREB 1/1 100.00% 3/12 25%
LLA PRE PRE B 13/25 52.00% 11/51 21%
LLAT 1/3 33.33% 0/7 0.00%
Total 21/39 54% 27/102 26%
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6.4. Clasificacion morfologica FAB

Segun la clasificacion FAB los 48 casos de estudio presentaban
caracteristicas de L1 y L2, con porcentajes diferentes en cada poblacion

(gréfica No. 8 y grafica No.9)

Gréafica No.8 Clasificacion FAB de las LLA My+ en Nifios
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6.5.Categorias de expresion de los Marcadores mieloides

En cuanto a los marcadores mieloides, se obtuvo:
27 casos expresaban eran CD13+/CD33- es decir 27/48 (55.37%)
6 casos expresaban s6lo CD33+/CD13- es decir 6/48 (16.23%)
15 casos coexpresaban CD13+/ CD33+,es decir 15/48 (28.40%)
(Grafica No.10)

Grafica No. 10 Expresién de CD13y CD33 en LLA

(ILN.C Abril de 1999 - Junio de 2000) (n=48)
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De acuerdo con las tres categorias de expresion de marcadores mieloides y
los subtipos inmunoldgicos se detecta 6 casos con expresion de CD33, 15

casos de CD13y CD33y 27 casos con expresion de CD13(Tabla No.6 )



Tabla No. 6 Categorias de expresiéon de marcadores mieloides y

subtipos inmunoldégicos

(I.LN.C Abril de 1999 - Junio de 2000)

NINORS ADULTOS
CD13| CD33 CD13yCD33 | CD13 | CD33 |CD13yCD33
Pre Pre B| 8 1 2 5 3 5
Comun | 6 [ O 7 4 2 0
Pre B 2 0 1 1 0 0
TTardio | Q 0 0 1 0 0
Total 16 | 1 10 11 5 5

En la grafica No. 11

se puede observar que 37/48

positividad para CD13 entre un 20% y un 98%

casos presentaron

Gréfica No.11 % de positividad para CD13
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En la Gréfica No.12 se puede observar el % de blastos que expresaron el

marcador CD33

Gréfico No. 12 % de positividad para CD33
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6.6 Citoquimica

En la grafica No.13 se observé que un alto porcentaje de casos de LLA fue

negativo (84,5) para mieloperoxidasa.

Con respecto a la coloracion citoquimica PAS es importante resaltar que un

porcentaje similar de LLA reacciond positiva y negativamente(grafica No.14)
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Gréfica No0.13 Expresion de MPO en LLA My+

(I.LN.C. Abril de 1999 - Junio de 2000)
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Grafica No. 14 Determinacion de PAS en LLA My+
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So6lo un 4.1% y 14.71% de los casos se encontraron positivos para CAE y FA

respectivamente y la gran mayoria no se realizo.

6.7. Expresion de CD79a

La mediana de CD79a es de 71.8(61 - 90), (Grafica No.15)

Gréafico No. 15 Expresion de CD79a en blastos de LLA My+
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6.7. Recuentos leucocitarios y porcentaje de blastos en leucemia

linfoide aguda con presencia de marcadores mieloides

Por otra parte se relaciono el recuento de leucocitos con las tres categorias

de expresion (Ver Grafica No 16 y tabla No.7).




Gréfica No.16 Recuento de Leucocitos al diagnostico en LLA My+
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Tabla No. 7 Promedio de Leucocitos en las tres categorias de expresion

de los marcadores mieloides

COEXPRESION n MEDIANA RANGO
CD13 27 4100 1100 - 110000
CD33 6 93050 1710 -324000

CD13Y CD33 | 15 7900 1420 - 526000

En la grafica No.17 y tabla No 8 se puede observar que el % de blastos a los

28 dias de tratamiento en las tres categorias; la poblacion con CD33+ no

respondio de igual forma con respecto a las otras dos categorias.
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Gréfica No. 17 % de blastos alos 28 dias de tratamiento vs coexpresion

de marcadores mieloides
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Tabla No. 8 % de blastos a los 28 dias

CD13 27 3 0-14
CD33 6 26.5 0-60
CD13Y CD33 | 15 3 0-30

Con referencia al

porcentaje de blastos a los 28 dias de tratamiento se

observé que en los adultos los recuentos no disminuyen tanto como en los

nifos (gréfica No.18 y 19).
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Gréfica No.18 Porcentaje de reduccién de blastos a los 28 dias de

tratamiento en adultos

(I.N.C. Abril de 1999 - Junio de 2000) (n=21)

% de Blastos

150

100

50

=

i [p) (®)]

Adultos con LLA My+

™
i

N~
—i

—i
(QV

—— % de

—B— % de

Blastos
iniciales

Blastos a
los 28 dias

GraficaNo. 19 Porcentaje de reduccion de blastos en LLA en nifios a

los 28 dias de tratamiento

(I.N.C. Abril de 1999- Junio de 2000) (n=27)
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6.9. Leucemias bifenotipicas

De los 48 casos de LLA con expresion de marcadores mieloides 2 son
verdaderas leucemias bifenotipicas (presentes en adultos), en la tabla No. 9
se presentan todas sus caracteristicas evaluadas, es importante resaltar que

no presentaron una buena respuesta al tratamiento.

Tabla No.9 Leucemias bifenotipicas

Paciente Coexpresion | Morfologia PAS | MPO  Leucocitos | % B.l | % B.P.T

1 CD13+/CD33- L1 + + 39400 98 82

2 CD13+/CD33+ L2 + + 1420 8l 30

%B.1: porcentaje de blastos iniciales
%B.P.T: porcentaje de blastos post tratamiento (a los 28dias)
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7.DISCUSION

En este trabajo se realiz6 un estudio retrospectivo de todos los casos de
leucemia linfoide aguda con expresion de marcadores mieloides en nifios y
adultos durante el periodo de Abril de 1999 a Junio del 2000 en el Instituto
Nacional de Cancerologia.

Durante este periodo, el 54% de las leucemias linfoide agudas en los adultos
presentaron marcadores mieloides y en los nifios se presentaron en un 26%,
cabe destacar que, la expresion de antigenos mieloides en leucemia linfoide
aguda aparece mas frecuente en la poblacién adulta que en la poblacién
pediatrica (Ching P et al.1991).

Segun (Ching P et al.1991) la frecuencia de leucemia linfoide aguda con
expresion de marcadores mieloides en nifios es de un 3.5% a 22%, sin
embargo recientes autores (Putti C et al.1998) mencionan que la tercera
parte de la poblacion total con leucemia linfoide aguda en nifios expresa
marcadores mieloides, acorde a ésto, en nuestra poblacion pediatrica
encontramos que un 26% de Leucemias Linfoides Agudas expresan
marcadores mieloides.

Con respecto a la poblacion adulta muchos autores (Sobol R et al.1987),
(Childs C et al,1989), (Guyotat D et al.1990), ( Drexler H et al.1991),

(Boucherix C et al.1994) y (Lauria F et al.1994) han reportado que el rango
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promedio de expresion de marcadores mieloides en adultos con leucemia
linfoide aguda oscila entre un 10% a un 54%, acorde a ésto en nuestra
poblacién adulta encontramos que el 54% de las leucemias linfoides agudas
en adultos expresan marcadores mieloides.

La frecuencia de la expresion de los marcadores mieloides se presento en
todos los subtipos inmunoldgicos de leucemia linfoide aguda de linaje B, en
particular en el subtipo Pre-pre B y exceptuando el subtipo de células B
madura, tal como lo mencionan (Putti C et al.1998); en nuestro estudio tan
solo encontramos un caso de leucemia linfoide aguda de linaje T, algunos
autores mencionan que la expresion de estos marcadores es menos
frecuente en las leucemias linfoides agudas de linaje T con respecto a las
leucemias linfoide agudas de linaje B (Matutes E et al 1997)

Con relacibn a la morfologia se dice (Ching P et al 1991) que
aproximadamente un 36% de los casos con expresion de marcadores
mieloides en leucemias linfoides agudas en nifios corresponde a una
morfologia L2, en nuestra poblacion pediatrica se encontré que el 41% de
los casos con Leucemia Linfoide Aguda con expresion de marcadores
mieloides tienen caracteristicas morfoldgicas de L2.

En adultos el 19% corresponden a morfologia L1y el 81% a morfologia L2,
este dato se relaciona con los reportes de algunos autores, los cuales
mencionan que la gran mayoria de los casos con expresion de marcadores

mieloides en LLA, presentan una morfologia L2 (Davey F et al. 1990).
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Por otra parte en la mayoria de estudios, la morfologia L1 ha sido
usualmente vinculada con un mejor pronéstico mientras que la morfologia L2
refleja un prondstico mas precario sin importar el grupo de riesgo al que se
asigne el paciente (Smith M et al. 1996).

En relacibn a las categorias de expresion de marcadores mieloides se
encontr6 que la mayoria de los casos de la poblacion seleccionada
expresaban solo el marcador CD13, seguido de aquellos casos que
expresaban ambos marcadores CD13 y CD33, por Uultimo una pequefia
poblacién, pero muy significativa expresoé el marcador CD33.

El porcentaje de positividad de los blastos esta igualmente disperso en
aquellos casos que expresaron CD13 y aquellos que expresaron CD33.

En relacién a la mieloperoxidasa, 2 casos reaccionaron positivamente, es
decir que un 1.4% de la poblacién corresponde a verdaderas leucemias
bifenotipicas, acorde a esto algunos autores (Schmitt G et al 1988) indican
gue la frecuencia de leucemias bifenotipicas es de un 2.9%.

De la poblacién a estudio, el 43% de los casos fueron positivos para PAS,
comparado con el marcador de linaje B(CD79a), todos los casos fueron
positivos exceptuando el caso de linaje T, es decir que este marcador es
altamente sensible comparado con el PAS, ya que este Ultimo se caracteriza
por ser una coloracion poco especifica.

Con respecto al recuento de leucocitos, se encontr6 que: los casos
CD33+/CD13- presentaban recuentos elevados, los casos que expresaban

los dos marcadores mieloides CD13+/CD33+ presentan recuentos normales
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y aquellos casos con expresion de CD13+/CD33- es decir la mayoria tenian
recuentos de leucocitos bajos. Segun la literatura se dice que
aproximadamente el 19% de los casos con expresion de marcadores
mieloides poseen recuentos >50.000 leucocitos/ul (Putti C et al.1998).

Por otra parte en los nifios, la respuesta a la induccion es del 90%, lo que
sugiere una buena respuesta al tratamiento, a pesar de la expresién de
marcadores mieloides. Esto se relaciona con la literatura actual, la cual
afirma que los marcadores mieloides no son de prondstico adverso en la
poblacion infantil (Putti C et al.1998),(Ching P et al.1991), (Ching P et
al.1993), por el contrario, en adultos la respuesta a la induccion fue de un
38%,l0 que sugiere una respuesta pobre al tratamiento, es decir que la
presencia de marcadores mieloides en esta poblacion es probablemente de
pronostico adverso, tal como lo indican algunos estudios(Cabrera M et
al.1990),(Michael J et al.1994).

En los dos casos de Leucemias bifenotipicas, ninguno llegé a remision
completa a los 28 dias de tratamiento. Segun la literatura las leucemias
bifenotipicas son de prondstico pobre ya que no presentan buena respuesta
al tratamiento (Matutes E et al.1997).

Es importante destacar que en los adultos, se presentaron la mayoria de los
casos con expresion de CD33; presentaron recuentos leucocitarios altos al
momento del diagnostico y no respondieron a la induccién , lo que indica

gue la presencia de este marcador es de prondstico adverso.
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Los resultados de este trabajo permiten conocer la frecuencia de los casos
de leucemia linfoide aguda con expresion de marcadores mieloides (LLA
My+) del Instituto Nacional de Cancerologia y algunas asociaciones
interesantes que existen entre las categorias de expresion de los
marcadores mieloides, la citoquimica , los recuentos leucocitario, el
porcentaje de blastos al momento del diagndstico y la respuesta al

tratamiento en nifios y adultos.
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8.CONCLUSIONES

La frecuencia de leucemias linfoides agudas con expresion de
marcadores mieloides (LLA My+) es mayor en adultos que en nifios, en el
Instituto Nacional de Cancerologia.

En las leucemias linfoides agudas con expresion de marcadores
mieloides en nifios predomina la morfologia L1 mientras que en los
adultos predomina la L2.

El 5% de las leucemias linfoides agudas de adultos presentaron
mieloperoxidasa y expresion de marcadores mieloides es decir que
pertenecen a verdaderas leucemias bifenotipicas.

La reaccion Fosfatasa Acida es negativa en el Unico caso LLA de linaje T
y resulto positiva en cuatro casos de LLA de linaje B, en el resto de los
casos no se evallo esta coloracidén por creerse innecesaria, estos datos
no se correlacionan, ya que la Fosfatasa acida es una coloracion
citoquimica que evalla la presencia de linajes T y no de linajes B.

El 43% de los casos fueron positivos para PAS, comparado con el
marcador de linaje B(CD79a), todos los casos fueron positivos
exceptuando el caso de linaje T, con una mediana de 71.8 +/- 24.5, es
decir que este marcador es altamente sensible comparado con el PAS, ya

que este ultimo se caracteriza por ser una coloracion poco especifica.
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6.

10.

11.

La expresion de marcadores mieloides se presento en los subtipos
inmunoldgicos principalmente en el grupo de los precursores B(Pre-Pre B,
comun, Pre B) y tan solo un caso pertenecia a el grupo de precursores T

Los casos con expresion de CD33 presentan recuentos altos de
leucocitos, los casos con expresion de CD13 y CD33 presenta recuentos
leucocitarios normales y la expresion de CD13 se encuentra
acompafada de recuentos leucocitarios bajos.

La respuesta a la induccién en los nifios con leucemia linfoide aguda que
expresaron marcadores mieloides fue buena, lo que sugiere que la
presencia de estos marcadores en leucemia linfoide aguda no es de
pronostico adverso en los nifios.

La respuesta a la induccién en los adultos con LLA que expresaron
marcadores mieloides fue mala, (lo que sugiere que la presencia de
estos marcadores en LLA es de pronostico adverso en los adultos).

Las Leucemias bifenotipicas no respondieron al tratamiento alos 28 dias
lo que indica pronostico adverso.

De acuerdo con la categoria CD33+/CD13-, 5 casos se presentaron en

adultos y 1 en nifios, esta pequefia subpoblacion del estudio muestra
recuentos >50000 leucocitos, de estos casos ninguno consiguié remision
completa a los 28 dias de tratamiento, es decir que probablemente este

marcador es de pronostico adverso.
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9.RECOMENDACIONES

1. Continuar realizando sistematicamente el estudio de marcadores
mieloides en leucemias linfoides agudas de nifios y adultos; ampliar el
namero de casos para hacer la asociacion de las categorias de
marcadores mieloides (CD13+/CD33-, CD13+/CD33+ y CD13-/CD33+)
con los recuentos de leucocitos, incluyendo en el informe de citometria
el conteo de leucocitos correspondiente.

2. Evaluar la sobrevida a los 5 aflos de estos casos para determinar el
verdadero prondstico (bueno o adverso) que no puede ser conclusivo con
la sola respuesta a la induccién.

3. Implementar sistematicamente la MPO por citometria en los casos con
expresion de marcadores mieloides, debido a que esta es mas especifica
gue la realizada por citoquimica y de este modo se pueden detectar los
casos de leucemias bifenotipicas verdaderas y hacer su seguimiento a los
5 afios.

la expresion del antigeno CD33 en leucemias linfoides agudas

hiperleucocitarias , se encuentran relacionadas con el cromosoma vy la

t(4;11) es necesario hacer estudios que relacionen en nifios y adultos estas

anomalias geneticas
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