Bioquimica y

Patologia Clinica

Bioquimica y Patologia Clinica
ISSN: 1515-6761

ISSN: 2684-0359
revista@aba-online.org.ar
Asociacion Bioquimica Argentina
Argentina

Ceres, Veronica Lujan; Vazquez, Maria Paula; Acosta, Daiana
Andrea; Gonzalez, Maria Isabel; Carrara, Carolina Alejandra;
Tamburella, Florencia Raquel; Corominas, Ana; Venegas, Maria Belén

Variacion en la expresion de CD20 en leucemias linfoblasticas
agudas B en pacientes pediatricos y su impacto en el tratamiento

Biogquimica y Patologia Clinica, vol. 88, nim. 3, 2024, Septiembre-Diciembre, pp. 34-38
Asociacion Bioquimica Argentina
Buenos Aires, Argentina

DOI: https://doi.org/10.62073/bypc.v88i3.292

Disponible en: https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=65182043005

Como citar el articulo
Numero completo
Mas informacién del articulo

Pagina de la revista en redalyc.org

regalyc. g
Sistema de Informacién Cientifica Redalyc

Red de revistas cientificas de Acceso Abierto diamante

Infraestructura abierta no comercial propiedad de la academia


https://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=65182043005
https://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=651&numero=82043
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=65182043005
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=651
https://www.redalyc.org
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=651
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=65182043005

m Ceres y col. Variacion en la expresicn de CD20 en leucemias linfobldsticas agudas B en pacientes pedidtricos y su impacto en el tratamiento.

ARTICULO ORIGINAL
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Resumen

Introduccién: El inmunofenotipo por citometria de flujo es util al momento del diagnéstico de las leuce-
mias linfoblasticas agudas, ya que permite definir la estirpe celular. La respuesta al tratamiento se mo-
nitorea al dia 15 (D15) basandose en la cuantificacion de blastos por citometria de flujo. Es importante
evaluar la expresién de antigenos celulares, como el CD20, ya que su presencia permite la utilizacién de
inmunoterapias en pacientes con leucemia linfoblastica aguda B (LLA-B). Objetivo: Evaluar el efecto de
la utilizacién de corticoides en la fase de induccién sobre la expresién del antigeno de superficie CD20 en
pacientes con LLA-B al momento del diagndstico y en el dia 15 de su tratamiento. Materiales y métodos:
Se reanalizaron los archivos al momento del diagnéstico y el dia 15 del inmunofenotipo por citometria
de flujo de 78 pacientes pediatricos. Se registraron los valores de expresién de CD20 en los blastos y
en los linfocitos B normales. Se emplearon como pruebas estadisticas t de Student para distribuciones
normales y test Mann-Whitney como método no paramétrico. Resultados: El 78 % de pacientes presenté
aumento significativo del porcentaje de expresién de CD20 en blastos presentes al dia 15 respecto del
diagnéstico. El 37 % cambid su estatus de negativo a positivo para CD20 al dia 15. Tanto la comparacién
de los pardmetros media y mediana de intensidad de fluorescencia al diagndstico y dia 15 como sus
valores normalizados demostraron diferencias estadisticamente significativas. Conclusion: Se observé
que la expresién del CD20 al dia 15 de tratamiento en los pacientes con LLA-B aumentd con respecto al
diagnéstico, por lo que podrian convertirse en candidatos a inmunoterapia.
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Introduction: Immunophenotyping by flow cytometry is useful to assign lineage to pathological cells in
B acute lymphoblastic leukemia [B-ALL). Monitoring of the therapeutic response on day 15 is based on
the quantification of blasts by flow cytometry. The expression of cellular antigens, such as CD20, allows
the possible use ofimmunotherapies in B-ALL patients. Objectives: To assess the effect of corticosteroids
on the expression of CD20 surface antigen in B-ALL patients at diagnosis and on day 15 of the induction
phase. Materials and methods: The immunophenotypic study by multiparametric flow cytometry was
reanalyzed in 78 pediatric patients at diagnosis and on day 15. The expression of CD20 values were re-
corded both in blasts and normal B lymphocytes. A descriptive statistical approach was used and the
comparisons were made using the Student’s t test for normal distributions and the Mann-Whitney test
as a non-parametric method. Results: In 78% of the patients, an increase in the percentage of expression
in CD20 was observed in the blast cells present on day 15 compared to diagnosis. Besides, 37% of the
patients changed their status from negative to positive for CD20 on day 15. Conclusions: The expression
of CD20 on day 15 of the treatment in patients with B-ALL was increased versus its value at the moment
of diagnosis and could thus become candidates for immunotherapy.

Keywords: flow cytometry, leukemia, pediatric, oncohematology.
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Introduccién

Las leucemias linfoblasticas agudas (LLA) son un grupo
heterogéneo de enfermedades neoplasicas que resultan de
la proliferacién clonal de linfoblastos que pueden infiltrar
médula ésea (MO), diferentes 6rganos y/o sistemas!. El
diagndstico de LLA se basa en la examinacién citomorfol6-
gica de la MO, la sangre periférica (SP) y el liquido cefalorra-
quideo (LCR], complementada con las técnicas de citome-
tria de flujo y citogenética/biologia molecular?.

El inmunofenotipo realizado por citometria de flujo multipa-
ramétrica permite asignar linaje B o T a las células patoldgicas
mediante el estudio de la expresion de antigenos de superficie
e intracitosplasmaticos en el momento del diagndstico.

El monitoreo de la respuesta al tratamiento se realiza al
dia 15 del inicio de la induccién y se basa en la cuantifica-
cion de los blastos por citometria de flujo?. A pesar de la me-
jora en los regimenes terapéuticos de nifios y adolescentes
con LLA-B, que han permitido alcanzar una sobrevida libre
de eventos mayor del 90 %, aquellos pacientes que recaen
o resultan refractarios a la quimioterapia constituyen un
verdadero desafio®.

El avance en el conocimiento tanto de la biologia de las
neoplasias hematolégicas como del rol que cumple el siste-
ma inmune en el control de las mismas ha llevado al desa-
rrollo y aprobacién de terapias biolégicas®. Probablemente,
el ejemplo mas destacable de éxito en el uso de inmunote-
rapias es el monoclonal anti-CD20 (rituximab) para el trata-
miento de neoplasias linfoides B*.

El rituximab es un anticuerpo monoclonal humano/muri-
no quimérico anti-CD20 que se une con alta afinidad y espe-
cificidad a dicha proteina transmembrana de los linfocitos B
tanto normales como patolégicos®.

El rituximab se une al CD20 expresado en las células B
neoplasicas a través de la porcion Fc e induce la eliminacién
dedichas células mediante cuatro mecanismos: citotoxicidad
dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis dependiente

de anticuerpos, citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC) y efectos antitumorales directos mediante apoptosis
u otra via de muerte celular®. EI CD20 se expresa en casi el 45
% de los blastos en el momento del diagnéstico y aumenta su
expresion en aproximadamente el 74 % en el dia 15°.

Las inmunoterapias tienen la ventaja de ser altamente
especificas, ya que reducen la toxicidad producida a los
tejidos normales, comparadas con las drogas quimiotera-
picas tradicionales®. Desde su aprobacién hace 20 afios, la
administracién intravenosa de rituximab ha revolucionado
el tratamiento de las neoplasias linfoides B. Diversos ensa-
yos clinicos han demostrado que el uso de inmunoterapias
anti - CD20 no solo prolonga el tiempo de progresion de la
enfermedad, sino también extiende la sobrevida global®.

Segun el protocolo internacional de tratamiento ALLIC-
BFM 2022, todos los pacientes pediatricos con LLA-B, in-
dependientemente de la categoria de riesgo a la que perte-
nezcan, reciben corticoides (prednisona/prednisolona) en
la fase de induccién®. Marks y col. demostraron que la ex-
posicién in vitro de los blastos linfoides B a dexametasona
generaba un incremento en la expresién de CD20 en 6 de 8
pacientes estudiados’.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar cémo la uti-
lizacién de corticoides en la fase de induccién influye en la
expresion del antigeno de superficie CD20 en pacientes con
LLA-B al momento del diagndstico (Dx) y en el dia 15 (D15)
de su tratamiento.

Materiales y métodos
Se llevé a cabo un estudio de tipo retrospectivo, obser-
vacional.

El estudio inmunofenotipico se realizé mediante la técni-
ca de citometria de flujo multiparamétrica en médula dsea
anticoagulada con EDTA de 78 pacientes pediatricos de en-

Tabla I. Panel de 8 colores para la inmunofenotipificacién de leucemias linfoblasticas agudas B.

Leucemia linfoblastica aguda B

Fluorocromo Tubo 1 Tubo 2
FITC CD81 CD58
PE CD66c+CD123 CD73+CD304
PerCPCy5.5 CD34 CD34
PE-Cy? CD19 CD19
APC CD10 CD10
APC-H? CD38 Cbr1
Horizon V450 Cb2o Cb20
Horizon V500c CDb45 CD45

Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
cylgM nuTdT CD15+CD65
CD33 CD13 NG2
CD34 CD34 CD34
CD19 CD19 CD19
lgM/CD117 cD22 CD123
Lambda CD24 CD81
Kappa Cb21
CD45 CD45 CD45

» FITC, fluorescein isothiocyanate; PE, phycoerythrin; PerCPCy5.5, peridinin-chlorophyll-protein.cyanin5.5; PE-Cy?, phycoerythrin-cyanin?;

APC, Allophycocyanin; APC-H?, allophycocyanin H?.
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Figura 1. Variacién en la expresion de CD20 en células pa-
tolégicas al debut y D15.
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» A) Porcentaje de positividad para CD20; B) Media de intensidad de
fluorescencia de CD20; C) Mediana de intensidad de fluorescencia
CD20; D) Media normalizada de intensidad de fluorescencia CD20;
E) Mediana normalizada de intensidad de fluorescencia de CD20.

tre 0y 19 afos, (47 nifios y 31 nifias) recibidos desde ene-
ro de 2017 a noviembre de 2022, tratados segln pautas de
ALLIC BFM/GATLA 2010.

Se utilizaron protocolos internacionales estandarizados
con paneles de ocho fluorescencias (EuroFlow)®. En todos
los casos, el clon utilizado para evaluar el antigeno CD20 fue
L27 conjugado con fluorocromo V450 (Tabla 1). La adquisi-
cion y andlisis de los resultados se realizé en un citémetro
de flujo FACSCanto Il haciendo uso de los softwares FACSDi-
va ™ (Becton Dickinson) e Infinicyt™ (Cytognos).

Se reanalizaron los archivos del Dx y D15, se registraron
los valores de expresion de CD20 en porcentaje (%), media
de la intensidad de fluorescencia (xMIF) y mediana de la
intensidad de fluorescencia (MeMIF) tanto en los blastos
como en los linfocitos B normales (LB). Ademas, se calculé
la relacién entre MeMIF de blastos y LB y se establecid la
MeMIF normalizada.

Se realiz6 un abordaje estadistico- descriptivo. Las com-
paraciones fueron realizadas utilizando t de Student para
distribuciones normales y test de Mann-Whitney como mé-
todo no paramétrico, estableciendo significancia estadisti-
ca con p<0.05, utilizando el programa SPSS Statistics 7.

Resultados

Se compararon los resultados obtenidos al reanalizar
los archivos del inmunofenotipo por citometria de flujo de
78 pacientes pediatricos con diagndstico de LLA-B, en tra-
tamiento bajo las pautas de ALLIC BFM/GATLA 2010, tanto
al debut como al D15 de inicio del tratamiento. EI 83 % de los
casos correspondia a LLA-B comun, 6 %, a LLA-BproBy 9%,
alLLA-BpreB.

De los 78 pacientes evaluados, 11 fueron excluidos del
analisis debido a la ausencia de células patoldgicas al D15.
Por otra parte, 15 de los pacientes no tuvieron expresién de
CD20 al momento del Dx nial D15.

En el 75 % de los pacientes (39/52), se observé un au-
mento del porcentaje de expresion de CD20 en los blastos
presentes en el D15 respecto del Dx, con diferencias esta-
disticamente significativas (p<0,00001] (Figura 1A].

Adem3s, se realizé la comparacién de los pardmetros
xMIF y MeMIF en ambos momentos de la enfermedad, asi
1

Tabla Il. Promedio de XMIF, MeMIF, XMIF(n) y MeMIF(n) de ex-
presion de CD20 en las células patoldgicas al debut y dia 15.

XMIF MeMIF  XMIF (n)  MeMIF (n)
Debut 1733 1040 0,07 0,06
D15 4721 3747 0,26 0,24
p <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

» XMIF, media de intensidad de fluorescencia; MeMIF, mediana de
intensidad de fluorescencia; XMIF(n), media de intensidad de fluo-
rescencia normalizada; MeMIF(n], mediana de intensidad de fluo-
rescencia normalizada; D15, dia 15.
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Figura 2. Expresion de CD20 al Dx y D15 en LLA-B en blastos (rojo) y linfocitos B normales (celeste].
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» A) Expresion de CD20+ al Dx: 0,2 % (IMF blastos: 83, IMF linfocitos B: 26700); B) Expresion de CD20+ D15: 98 %, (IMF blastos: 9911, IMF

linfocitos B: 17071).

como también, la de sus valores normalizados, que de-
mostraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). (Tablall) (Figura 1 B-E).

Entre los pacientes que mostraron un incremento en el
porcentaje de expresion de CD20 al D15, el 40% (21/52)
cambi6 su estatus de negativo al momento del Dx (<10%) a
positivo para CD20 al D15. En la figura 2, se muestra como
ejemplo el cambio en el porcentaje de expresién de CD20 al
Dx yal D15 de tratamiento observado en uno de los pacien-
tes evaluados. (Figura 2 A-B).

Discusién

En este estudio, se observé que la expresién de CD20 al
D15 de tratamiento en los pacientes con LLA-B aumenté en
un 75 % de los casos con respecto al Dx. Esto se vio reflejado
tanto en los valores de porcentaje de expresién como en la
comparacion de medias y medianas de intensidad de fluo-
rescencia y en la relacién normalizada de fluorescencia del
CD20. No se observaron diferencias en la informacién obte-
nida al utilizar los distintos parametros.

Adem3s, se evidencid en la mencionada poblacién que
el 40 % de los pacientes cuya expresion de CD20 al D15 se
habia incrementado respecto del porcentaje hallado al mo-
mento del diagnéstico modificd su estatus de negativo a po-
sitivo para CD20. Dicho cambio les permite a los pacientes
convertirse en candidatos a inmunoterapia, como lo es el
tratamiento con rituximab®.

Los ensayos clinicos que se han llevado a cabo durante
los dltimos 20 afios han demostrado que el uso de rituximab
no solo prolonga el tiempo de progresién de la enfermedad,
sino también el de la supervivencia general del paciente

con neoplasias hematoldgicas de células B. Debido al éxito
y eficacia de su uso, se han estado desarrollando otros anti-
cuerpos monoclonales anti-CD20 (obinutuzumab, ofatumu-
mab, veltuzumab y ocrelizumab)®.

Dworzak y col. estudiaron 306 pacientes pediatricos con
diagndstico de LLA-B tratados segun el protocolo interna-
cional AIEOP-BFM-ALL 2000, los cuales recibieron durante
el periodo de induccién prednisolona oral durante los 7 dias
que dura dicha fase. Observaron un incremento en la expre-
sién de CD20 al D15 respecto del Dx del 25 % al 47 %, res-
pectivamente. Al evaluar la intensidad de fluorescencia de
CD20 en las células patolégicas, demostraron un aumento
de 14 a 45 MFI posterior a la induccién®.

Por lo anteriormente descripto, es de suma importancia
la evaluacién de la intensidad de expresion de CD20 en las
células patoldgicas y el reporte del porcentaje de expresién
de CD20 al D15, ya que se ha demostrado que la utilizacién
de corticoides durante el periodo de induccidn incrementa
la expresién de dicho antigeno en aproximadamente la mi-
tad de los pacientes convirtiéndolos en candidatos para la
utilizacién de inmunoterapia y mejorando su prongéstico.

Segun el protocolo internacional de tratamiento ALLIC-
BFM 2022, se considera positivo un valor de expresién de
CD20 210 % en los blastos residuales en una muestra de MO
al D15 con 300000 células nucleadas/eventos adquiridos.
Aquellos pacientes que presenten un valor positivo de ex-
presion para CD20 al D15 podrian convertirse en candidatos
para el uso de rituximab®.

Conflictos de interés
Los autores declaran no poseer conflictos de interés.

ByPC sep-dic 2024; 88(3):34-38 // ISSN-e 2684-0359



m Ceres y col. Variacion en la expresicn de CD20 en leucemias linfobldsticas agudas B en pacientes pedidtricos y su impacto en el tratamiento.

Referencias bibliograficas

1. Sociedad Argentina de Hematologfa. Guias de diagnéstico y tratamien-
to. Buenos Aires: SAH; 2021.

2. Grupo Argentino de Tratamiento de la Leucemia Aguda (G.A.T.L.A.). Es-
tudio del I-BFM-SG para el tratamiento de nifios con leucemia linfoblas-
tica aguda sin tratamiento previo. Buenos Aires. 2010.

3. Bonifant CL, Tasian SK. The future of cellular immunotherapy for chil-
dhood leukemia. Curr Opin Pediatr 2020;32(1):13-25. DOI: 10.1097/
MOP.0000000000000866

4. Boyiadzis M, Bishop MR, Abonour R, Anderson KC, Ansell SM, Avigan D, et
al. The Society for Immunotherapy of Cancer consensus statement on
immunotherapy for the treatment of hematologic malignancies: mul-
tiple myeloma, lymphoma, and acute leukemia. J Immunother Cancer.
2016;4:90.D0I: 10.1186/s40425-016-0188-z

5. Salles G, Barrett M, Foa R, Maurer J, 0’Brien S, Valente N, et al. Rituximab
in B-Cell Hematologic Malignancies: A Review of 20 Years of Clinical Ex-
perience. Adv. Ther. 2017; 34(10): 2232-73. DOI: 10.1007/s12325-
017-0612-x

6. ALLIC-BFM 2022. Estudio Aleatorizado del I-BFM-SG para el Manejo y
Tratamiento de Nifios con Leucemia Linfobldstica Aguda no B-madura.

7. Marks DI, Kirkwood AA, Rowntree CJ, Aguiar M, Bailey KE, Beaton B,
et al. Addition of four doses of rituximab to standard induction che-
motherapy in adult patients with precursor B-cell acute lymphoblastic
leukaemia (UKALL14): a phase 3, multicentre, randomised controlled
trial. Lancet Haematol. 2022;9(4):e-262.75. DOI: 10.1016/52352-
3026(22)00038-2

8. Theunissen P, Mejstrikova E, Sedek L, van der Sluijs-Gelling AJ, Gaipa
G, Bartels M, et al. Standardized flow cytometry for highly sensitive
MRD measurements in B-cell acute lymphoblastic leukemia. Blood
2017;129(3):347-57.D0I: 10.1182/blood-2016-07-726307

9. Dworzak MN, Schumich A, Printz D, Pétschger U, Husak Z, Attarbaschi
A, et al. CD20 up-regulation in pediatric B-cell precursor acute lympho-
blastic leukemia during induction treatment: setting the stage for anti-
CD20 directed immunotherapy. Blood 2008;112(10):3982-8. DOI:
10.1182/blood-2008-06-164129

Esta obra estd bajo la licencia Creative Commons Atribucién -No Co-
mercia- Compartir lgual 4.0 Internacional - Permite compartir (co-
piar y redistribuir el material en cualquier medio o formato) y adap-
tar (remezclar, transformar y crear, a partir del material, otra obra)

siempre que: se cite la autoria y la fuente original de su publicacién

(revista, editorial y URL de la obra), no sean utilizados para fines
comerciales y que se respeten los mismos términos de la licencia.

ByPC sep-dic 2024; 88(3):34-38 // ISSN-e 2684-0359



