CLASIFICACION

77

INMUNOLOGICA

Y ESTUDIOS INMUNOGENETICOS
EN LA LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

ME. PATARROYO, A. MARTINEZ, L. OSPINA, H. CASTRO
H. ROCHA, O. BRANDO, M. PATARROYO, A. CAMACHO,
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En el presente estudio realizado en Bo-
gota entre los meses de Enero y Noviembre
de 1976, se reunieron 69 nuevos casos de
Leucemia Linfoide Aguda (L.L.A), para ha-
cer estudios de clasificacion inmunolégica e
inmunogenética de los mismos.

Creemos que la frecuencia de la L.L.A.
es mayor de la informada en el presente tra-
bajo, por consiguiente consideramos impor-
tante realizar un estudio epidemioldgico coo-
perativo a nivel nacional para determinar
su frecuencia.

De estos 69 casos 20 fueron utilizados
para hacer inmunizaciones y obtener anti-
sueros especificos contra los distintos gru-
pos y subgrupos de L.L..A. En los 49 res-
tantes se encontraron 4 distintos grupos de
L.L.A. clasificados como Null, T y con alto
o bajo recuento de globulos blancos, tenien-
do en cuenta la edad (infantil o juvenil). Ca-
da subgrupo presenta caracteristicas antigé-
nicas distintas siendo reconocido por anti-

Estudio realizado en la Seccion de Inmunologia ,
Centro Hospitalario San Juan de Dios, Bogota.

Solicitud de separatas al Dr. M.E. Patarroyo.

Acta Médica Colombiana, Vol. 2 No. 2 (Abril - Mayo - Junio 1977)

sueros especificos preparados contra los di-
ferentes antigenos. En ninguno de los casos
pudimos detectar L.L.A. con caracteristicas
inmunolégicas que las clasifiquen como del
tipo B maduro, ya que ninguna de ellas mos-
tré inmunoglobulinas a nivel de membrana.

Se diseii6 un sistema de aislamiento de
cantidades suficientes de antigenos especi-
ficos de las distintas L.L.A., mediante el
cual aislamos el antigeno caracteristico de
un subgrupo de L.L.A. —T.

Por medio de analisis inmunogenético
no encontramos, con 800 sueros de multi-
paras, ninguna susceptibilidad genética de
la misma ligada a los aloantigenos B o genes
de la respuesta inmune; pero identificamos
los diferentes aloantigenos B de la poblacion
colombiana normal y también identificamos
dos sueros de multiparas que eran capaces
de reconocer la susceptibilidad genética ala
Artritis Reumatoidea y a la Lepra.

INTRODUCCION

La Leucemia Linfoide Aguda (L.L.A.)
es una enfermedad linfoproliferativa que,
por sus caracteristicas clinicas v por su evo-
lucion, se cataloga dentro de las enfermeda-
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des malignas. Ataca principalmente a los ni-
flos, atn cuando puede presentarse en per-
sonas de cualquier edad.

Las células de la linea linfoide produci-
das por la médula d6sea no tienen un grado
suficiente de maduracion y son todas o en
su gran mayoria de tipo blastico, con una
acelerada velocidad de proliferacion.

Asi la L.L.A. se constituye en una en-
fermedad no autocontrolable, con una gran
velocidad de reproduccion de las células blas-
ticas, las cuales llegan rdpidamente a consti-
tuir una forma neopldsica maligna, que en
un lapso relativamente corto causa la muer-
te del individuo, no obstante los notorios
avances logrados en las ultimas décadas para
su manejo y tratamiento.

Su frecuencia en la poblaciéon colom-
biana no ha sido establecida ya que las esta-
disticas disponibles en la actualidad, ademas
incompletas, no discriminan la incidencia
segun los diferentes tipos celulares de leuce-
mia; criterio que por lo demas dista mucho
de estar unificado. Sin embargo, creemos
que la incidencia de la L.L.A. en nuestra
poblacién no debe diferir ampliamente de
la observada en otros paises. Mencionemos
a este respecto la tasa de mortalidad de
la L.L.A. encontrada en Inglaterra y Ga-
les entre 1968 y 1969 que se estimd en
1.72/100.000, en tanto que para todos los
tipos de leucemia fue de 6.35/100.000 (1).
En los Estados Unidos el indice de morta-
lidad por leucemia de todos los tipos en
personas menores de 15 afios, entre 1960y
1964, se calculéo en 3.45/100.000 (2). Por
lo tanto, es uno de los propdsitos de este
trabajo llamar la atencion sobre esta enfer-
medad, no solo por el desconocimiento epi-
demioldgico que tenemos de ella en nuestro
pais, sino también por la repercusién fami-
liar, social y econdmica, por cuanto ataca
preferentemente a la poblacion infantil y
porque el costo de los medicamentos utili-
zados en su tratamiento es muy elevado;
con el agravante de que dichas drogas son
frecuentemente de dificil o imposible ob-
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tencién aun en organismos estatales encar-
gados de su manejo y distribucion.

A pesar de los avances logrados en los
ultimos afios, estamos atin muy distantes de
obtener un método de tratamiento curati-
vo de la L.L.A.; por otra parte, no existe
tampoco un método seguro para su detec-
ciéon temprana y por tanto es de primerisi-
ma importancia un estudio concienzudo de
la misma, caracterizandola, clasificdndola,
identificando las proteinas de membrana
que la distinguen, aislando las mismas y
produciendo reactivos capaces de detectar-
las en etapas tempranas cuando podria ser
mas controlable. Es también imperativo ha-
cer una determinacién de las poblaciones
genéticamente susceptibles, para tratar de
disefiar un sistema de control de las mismas.

Basados en estas consideraciones decidi-
mos estudiar inmunolégicamente las L.L.A
desde dos diferentes puntos de vista que a
nuestro parecer involucran los aspectos an-
tes mencionados, y para ello nos apoyamos
en algunos datos inmunologicos de impor-
tancia, que comenzaron a configurarse a me-
diados de la presente década a partir de las
publicaciones de Mohanakumar et al. y
Billing et al. (3, 4). Dichos investigadores
detectaron y aislaron un antigeno de la
membrana de las células leucémicas que, no
mostraba especificidad para ninguno de los
diferentes tipos de leucemia, a partir del
cual produjeron un antisuero capaz de reco-
nocer células leucémicas asi fueran mieloi-
des, monociticas, linfoides, agudas o croni-
cas.

Posteriormente el grupo de Melvyn
Greaves (5) logré producir un antisuero es-
pecifico contra las L.L.A. de tipo "Null", o
sea aquellas que no pueden ser caracteriza-
das como L.L.A. de tipo T o de tipo B (so-
bre estos aspectos se encontrardn detalles
mas adelante).

Para los estudios de inmunogenética y
susceptibilidad genética a la L.L.A. que es
uno de los motivos de este trabajo, nos apo-
yamos en los trabajos desarrollados por el
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grupo de Henry Kunkel de la Universidad
Rockefeller de Nueva York (6) los cuales
lograron identificar aloantigenos a nivel de
las membranas de las células linfoides B, y
comprobaron que las células de la L.L.A. de
tipo Null (no T, ni B, que constituyen el
80% de las L.L.A.) llevan tales aloantige-
nos y por lo tanto pertenecen realmente a
la linea B, muy probablemente en una fase
anterior de maduracion (7).

Se considerd entonces la utilidad prac-
tica de una clasificacion de las L.L.A. sobre
una base inmunolégica (8), logrando la pro-
ducciéon de antisueros especificos, para una
mejor definicion de las mismas (5) aislando
y caracterizando cada uno de los antigenos
especificos de los diferentes tipos de L.L.A.
(9), y se pensé también que se podria obte-
ner una utilidad tedrica, identificando aloan-
tigenos B a nivel de la membrana de las cé-
lulas leucémicas con lo cual se podria de-
tectar alguna susceptibilidad ligada a facto-
res genéticos determinados por estos aloan-
tigenos (10).

Ya que las L.L.A. de tipo Null perte-
necen a la linea B y constituyen el 80% de
todas las L.L.A. (cuya frecuencia es mucho
mayor que la de Leucemia Linfoide Croni-
ca, L.L.C.), consideramos que serian el ma-
terial ideal para estudiar la expresion de los
aloantigenos B y su relacion con los genes
que determinan la susceptibilidad de las en-
fermedades, incluyendo a la leucemia mis-
ma.

Sobre estas bases, el trabajo fué enca-
minado fundamentalmente hacia dos cam-
pos: el primero, la produccion de antisue-
ros especificos contra los distintos tipos de
L.L.A. para poder de esta manera identifi-
carlas y, colateralmente el aislamiento y ca-
racterizacion de las proteinas especificas de
cada uno de los distintos tipos de L.L.A.,
para producir antisueros altamente especi-
ficos que permitan una deteccién temprana
de las mismas.

El segundo aspecto fué el analisis de
las caracteristicas genéticas que pudieran ex-
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presarse a nivel de las membranas de las cé-
lulas de la L.L.A. y su relacion con los ge-
nes de la respuesta inmune.

Creemos conveniente definir la termi-
nologia que utilizamos y las razones por las
cuales consideramos que las L.L.A., al ex-
presar a nivel de membrana el sistema de
aloantigenos B, son de gran utilidad para el
estudio de la susceptibilidad genética a las
enfermedades.

Definimos la respuesta inmune como
el conjunto de mecanismos fisioldgicos que
el organismo utiliza para hacer la destruc-
cion de cualquier sustancia extrafia y esta-
blecemos como premisa que la capacidad de
responder inmunoldégicamente frente a al-
gunos o a todos los tipos de agresion inmu-
nologica, estd comandada por las células lin-
foides y codificada genéticamente en su
DNA.

En investigaciones realizadas en anima-
les se ha demostrado la existencia de dos
subpoblaciones de células linfoides: una T,
de origen Timico que es denominada Timo-
Dependiente y una B, que es originada en
la médula 6sea de los mamiferos o en la bol-
sa de Fabricio de los pollos, y que es Timo-
Independiente (11). Estos dos tipos de cé-
lulas linfoides pueden distinguirse por va-
rias caracteristicas morfologicas y funciona-
les: desde el punto de vista morfolédgico, la
mayoria de las células B llevan en su mem-
brana cantidades facilmente detectables de
inmunoglobulinas (12), mientras que las cé-
lulas T no las llevan; ademas, las células B
tienen receptores para el factor 3 del com-
plemento (C' 3) (13), para inmunoglobuli-
nas agregadas y para el fragmento Fc. de las
inmunoglobulinas G. (14), mientras que las
células T no tienen tales receptores, pero
pueden distinguirse por algunas otras carac-
teristicas importantes tales como su capaci-
dad para formar rosetas con eritrocitos de
carnero (15). La subpoblacion linfoide T
requiere para su desarrollo en las etapas
tempranas de la vida, de la presencia y fun-
cionalidad del Timo (16) y se encuentra in-
volucrada en la reacciéon de hipersensibili-



80

dad retardada, en el rechazo a los transplan-
tes, en la reaccion transplante contra hues-
ped y en la vigilancia inmunologica, entre
otras, mientras que la subpoblacion B es
completamente independiente de la presen-
cia y actividad del Timo y tiene como fun-
cion la produccién de los anticuerpos al ori-
ginar las células que posteriormente los sin-
tetizaran (17).

Cuando se investigaron las caracteris-
ticas que definen las células linfoides como
T o como B en las L.L.A., diferentes grupos
constataron que un 20% de estas leucemias
estaba constituido por células que pertene-
cian a la linea T, mientras que la mayoria
(80%) conformaba un grupo que no llena-
ba los requisitos para ser clasificadas ni co-
mo T ni como B (18 - 22). Dicha subpo-
blacion se ha denominado Null. Los estu-
dios hechos en mas de 600 Leucemias
Linfoides Cronicas (L.L.C.), por el contra-
rio han demostrado que la casi totalidad de
ellas pertenecen a la linea B, ya que expre-
san inmunoglobulinas, especialmente IgM e
IgD y presentan receptores, algunas para C'3
y otras para el Fc., en su membrana (23-26).
Solamente en dos casos excepcionales se
observd que sus células eran capaces de
formar rosetas con eritrocitos de carnero
(27, 28). En resumen puede decirse que la
L.L.C. es una enfermedad linfoproliferati-
va monoclonica de células B, mientras que
el 20% de las L.L.A. tiene caracteristica
de células T y el 80% no puede clasificar-
se ni como T ni como B, es decir pertene-
cen al subgrupo Null.

Estudiando las leucemias de tipo Null,
Greaves (5) logré producir un antisuero ca-
paz de reconocer la mayoria de las leuce-
mias de este tipo. Igualmente Kunkel y su
grupo (7) lograron identificar en células de
leucemias Null, aloantigenos que se encuen-
tran en células B normales y de L.L.C., y en
base a este hallazgo se considera que las cé-
lulas Null son realmente células de la linea
B, probablemente en un estadio previo de
maduracion (o pre - B).
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Desde el punto de vista inmunogenéti-
co, vale la pena recordar que los estudios
realizados desde 1938 (29), se han hecho
fundamentalmente con el proposito de com-
prender mejor los mecanismos genéticos de
los transplantes. Se ha definido una serie de
proteinas denominadas HLA (Human Lym-
phocytes Antigens) en la membrana de to-
das las células (linfoides, hepaticas, etc.),
que son las responsables de las caracteristi-
cas de histocompatibilidad de los individuos.
Se ha logrado establecer que su sintesis esta
determinada por un sistema de genes inti-
mamente relacionados que conforman el lla-
mado Complejo Mayor de Histocompatibili-
dad (CMH), los cuales controlan no solamen-
te la reaccion del transplante, sino también
caracteristicas de diversidad individual y ti-
sular, ademas de ciertos factores inmunolo-
gicos. En el humano, tres locus en este CMH,
que codifican para la sintesis de los aloanti-
genos, pueden detectarse seroldégicamente
(HLA—A,B,C) mientras que un cuarto con-
trola la reaccion del cultivo mixto de linfo -
citos o MLC (HLA-D) (30). Figura 1.

Un sistema genético similar se descri-
bié primero en el ratéon y en los cobayos,
en los cuales, trabajando con cepas comple-
tamente puras (31) se observd que algunas
de ellas eran incapaces de responder inmu-
nologicamente ante la agresion antigénica y
otras daban una respuesta apropiada ante la
misma agresién, mientras que los hibridos
presentaban una respuesta intermedia con-
tra dichos antigenos. Se pudo establecer en-
tonces que existia una genética de la res-
puesta inmunoldgica (32).

Figura 1- Complejo Mayor de Histocompatibilidad en el

humano.
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Posteriormente se ha precisado que los
genes involucrados en esta respuesta se ma-
nifiestan a través de las células B y que es
en ellas en donde se codifica y se expresa la
informacion que determina una respuesta
inmunoldégica apropiada contra los diferen-
tes agresores o antigenos (33).

Asi surgio la inmunogenética, uno de
los mas interesantes campos de la inmuno-
logia, que se relaciona intimamente con la
capacidad de responder inmunolégicamente
frente a los diferentes antigenos y con la
susceptibilidad a diversas enfermedades.

Los trabajos realizados principalmente
por los grupos de Mc Devitt y de Benacerraf
(34,35) permitieron aclarar que las células
que se encuentran involucradas en la genéti-
ca de la respuesta inmune, es decir las cé-
lulas B, expresan a nivel de la membrana
una serie de proteinas que estan intimamen-
te ligadas con las caracteristicas de la res-
puesta inmunologica. Estas proteinas, que
son la expresion de los genes que determi-
nan la capacidad de responder inmunoldgi-
camente de manera apropiada, se han deno-
minado Ia. ("Immune antigens").

En la actualidad se han identificado en
ratones y en humanos mediante antisueros,
una serie de estos la. (36) y se han logrado
aclarar algunas de sus funciones, lo mismo
que los cromosomas y las regiones de estos
que codifican la informacion necesaria para
ordenar su sintesis. Es ya conocido que tales
genes se encuentran localizados en el cromo-
soma seis del humano y en el diez y siete del
ratén en area muy proxima a la que codifi-
ca para la sintesis de las proteinas que de-
terminan los productos del CMH (37).

Los HLA se expresan en todas las cé-
lulas del organismo y por consiguiente en el
100% de las células linfoides, mientras que
los Ia. se expresan en las células B (el 20%
de las células linfoides de la sangre periféri-
ca). Se ha observado que la expresion de los
la. se encuentra intimamente asociada a la
de los HLA y por tal razén se han reunido
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en un sistema genético muy proximo al
CMH (38).

En el humano, sin embargo, solo hace
afio y medio que el grupo de Kunkel comen-
z6 a identificar estos genes, al observar que
algunos sueros de multiparas eran capaces
de bloquear la reaccion del MLC, ya que re-
conocian y reaccionaban con una serie de
proteinas localizadas en la membrana de las
células B (39).

Posteriormente encontré que, algunos
de estos sueros de multiparas reconocian
proteinas de membrana que solo estaban
presentes en las células de individuos afec-
tos de ciertas enfermedades como la escle-
rosis multiple (40).

En el presente trabajo informamos so-
bre los estudios que nos permitieron deli-
near una serie de aloantigenos B y dentro
de ellos, dos que se expresan en un altisimo
porcentaje de individuos con Lepra y Artri-
tis Reumatoidea.

Igualmente informamos los datos ob-
tenidos por medio de antisueros preparados
en especies animales en relacion con la cla-
sificacion de la L.L.A., y sobre el aislamien-
to y caracterizacion de un antigeno hallado
en uno de los tipos de L.L.A.

MATERIAL Y METODOS

Clasificacion de la Leucemia Linfoide
Aguda. Fue hecha sobre bases fundamen-
talmente morfologicas, utilizando exten-
didos de sangre periférica y de médula 6sea
con las coloraciones convencionales; todos
los casos fueron revisados por lo menos por
dos examinadores. En la revision final se tu-
vieron en cuenta los criterios propuestos por
Lee et al. (41) y Huguley (42), segun los
cuales los citados investigadores han obteni-
do un acuerdo basico en por lo menos un
90% de los casos.

Dichos criterios para clasificar una
Leucemia Aguda como linfoide son: 1—
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Figuras 2y 3-  Extendido de sangre periférica de pacientes con L.L.A.. Nétese el escaso citoplasma, nucléolos aparentes y com-
parese con la morfologia de los linfocitos normales.

Que las células leucémicas no contengan
bastoncitos de Auer. 2.— Que los cambios
megaloblasticos en la eritropoyesis y los gra-
nulos azuro6filos contenidos en el citoplasma
de las células leucémicas sean minimos. 3—
Que las células leucémicas tengan solo una
moderada cantidad de citoplasma. 4— Que
el grado de infiltracion de la médula dsea y
de similitud morfolégica de las células leu-
cémicas sean claramente altos.

En un pequeilo numero de casos se
practicaron estudios citoquimicos; funda-
mentalmente la coloracion de PAS, consi-
derandola positiva cuando las células blasti-
cas presentaron granulos gruesos, aun cuan-
do la proporcion de estas células fuese baja
(hasta un 5%). Figuras 2 y 3.

Casuistica. En la primera fase de este
estudio se analizaron distintos aspectos in-
munoloégicos de 69 pacientes con Leucemia
Linfoide Aguda (L.L.A.) recibidos entre
Enero y Noviembre de 1976. En 20 de estas
muestras se hicieron estudios de clasifica-
cion, y se utilizaron en inmunizacién de co-
nejos para la produccion de antisueros espe-
cificos. Estos casos no seran informados ya
que los antisueros presentarian fuertes reac-
ciones por anticuerpos contra los antigenos
de histocompatibilidad.

Para la segunda fase de este estudio, o
sea la identificacion de los aloantigenos B,

se incluyeron 22 de los 29 casos de pacien-
tes clasificados como L.L.A. tipo Null; 27
pacientes con Artritis Reumatoidea segiin
los criterios diagnosticos fijados por el Co-
mité de la Asociacion Americana de Reuma-
tologia (43) provenientes de la consulta de
Reumatologia del Hospital San Juan de Dios
de Bogota y del Departamento Médico de
la Universidad Rockefeller de New York;
20 enfermos de Lepra-Criterios diagndsti-
cos segun clasificacion de Ridley - Joplin
(44), atendidos en la consulta del Instituto
Federico Lleras Acosta, y como controles,
30 individuos normales elegidos entre estu-
diantes de Medicina y personas que no tu-
vieran ningin defecto fisico o antecedentes
de enfermedades cronicas.

Aislamiento de Linfocitos. Se siguio el
método de Ficoll - Hypaque (45). Los crite-
rios de clasificacion para las células de la li-
nea B, fueron la presencia de Inmunoglobu-
linas de membrana (12), receptor Fc. (14)
y receptor C' 3(13).

Para la identificacion de células linfoi-
des del lineaje T, se utilizo6 la técnica de for-
macioén de rosetas con eritrocitos de carne-
ro (15). Figura 4.

Produccion de Antisueros. Originalmen-
te se uso la técnica de Greaves (5) en la cual
se hace primero la produccion de suero anti-
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Figura 4- Linfocito T, formando roseta con eritrocitos
de carnero.

linfocitico, inmunizando conejos con célu-
las linfoides normales, una vez por semana
durante 4 semanas.

Para la produccion de antisueros espe-
cificos contra los determinantes antigénicos
de L.L.A. tipo Null, se hicieron inoculacio-
nes en conejo con células blasticas de estos
pacientes, usando el antisuero antilinfociti-
co para cubrir los determinantes antigénicos
de células normales, que pueden expresarse
en la membrana de células leucémicas.

Una vez obtenido el antisuero, se inac-
tivo a 56°C., por 30 minutos y se colocod
frente a células linfoides normales para re-
mover cualquier reactividad hacia ellas, que-
dando en esta forma tUnicamente los anti-
cuerpos especificos contra la L.L.A. tipo
Null.

Para obtener antisueros contra L.L.A.
tipo T, se utilizé el método anterior, inocu-
lando células blasticas de este tipo de leu-
cemia.

Para la absorcion de los antisueros di-
rigidos contra L.L.A. tipo T, se colocaron
frente a lineas celulares B, o leucemias lin-
foides cronicas.

La especificidad de estos antisueros se
comprob6 enfrentdndolos a 30 muestras de
células linfoides de individuos normales, no
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Figura 5- Antigenos de LLA, detectados mediante la téc-
nica de fluorescencia indirecta en células leucémicas.

encontrandose ninguna reactividad por me-
dio de la técnica de Inmunofluorescencia in-
directa, utilizando un antisuero especifico
contra Gammaglobulina G. de conejo obte-
nido en cabro, F (ab) 2 siguiendo el método
de inmunizacién que se describe a continua-
cion. Figura 5.

Aislamiento de Gammaglobulina G. de
Conejo. Se hace el aislamiento a partir de
suero fresco de conejo, mediante la particion
de proteinas con el acido caprilico en Buffer
Acetato 0.06 M., pH 4.6; una vez filtrado el
sobrenadante, se dializa contra solucion sa-
lina al 0.9% durante 12 horas, se concentra
por pervaporacion, y se determina la canti-
dad de proteinas (46).

Inmunizacion del Cabro. Se inocula via
subdérmica inmunizando al cabro con 10
mgr. de Gammaglobulina G. de conejo ho-
mogenizada en adyuvante de Freund una vez
por semana durante 4 semanas; 8 dias des-
pués de la ultima inoculacion se sangra el
animal; con el suero obtenido, se hace nueva
precipitacion de proteinas con acido caprili-
co, para obtener Ig. G. de cabro especifica
contra Ig. G. de conejo.

Digestion con Pepsina. Teniendo el an-
ticuerpo reconocedor de las Ig. G. de cone-
jo en el cabro, se procede a hacer la diges-
tion de esta con Pepsina, partiendo de una
concentracion de proteinas de 25 mgrs./ml..
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en buffer acetato de sodio 0.1M. por 24 ho-
ras a 37°C. con el fin-de remover el frag-
mento Fc., con lo cual se pretende impedir
la unién del anticuerpo al receptor Fc. de
las células, evitando reacciones falsas positi-
vas a la lectura (47).

Marcacion de los Antisueros. El anti-
suero digerido con pepsina o anti - Ig. G. de
conejo F (ab)2 se llevd a una concentracion
de proteinas de 15 a 25 mgrs./ml., en buffer
bicarbonato 0.05 M., pH9.7; se marcd con
Isotiocianato de Fluoresceina en una rela-
cion de 13-mgrs. de Isotiocianato de Fluores-
ceina por 1.000 mgrs. de proteina, 35 mgrs.
de Isotiocianato de Rodamina por 1.000
mgrs. de proteinas. Se continud la reaccion
a 37° C. por una hora y se aisld la fraccion
oOptimamente marcada mediante cromato-
grafia en Sephadex G-50 (47).

Cultivo de Lineas Celulares Linfoblas-
toides. Las lineas negroides (18) obtenidas
en el Tumor Biology Department del Insti-
tuto Karolinska de Estocolmo fueron pro-
porcionadas por el Dr. George Klein, y las
caucasoides (16) en la Universidad Rocke-
feller de Nueva York gentilmente proporcio-
nadas por los Drs. Henry Kunkel y Robert
Winchester. Fueron mantenidas en medio de
cultivo RPMI 16-40 méas 10% de suero fe-
tal bovino, a 37°C. en atmoésfera htimeda
mas 5% CO,. Treinta de ellas eran de linea-
je B y 4 eran lineas T (48, 49).

Aislamiento de Antigenos especificos
de la Membrana de Células Leucémicas. Se
marcaron las proteinas de la membrana de
las células previamente tipificadas, mediante
la técnica de la Lactoperoxidasa con lodo
125 (50,51). A las proteinas de membrana
marcadas y solubilizadas con NP-40 se les hi-
zo el aislamiento y caracterizacion de su pun-
to Isoeléctrico (pl) mediante la técnica de
coprecipitacidon mas Isoelectroenfoque(52).

Sueros de Multiparas. Se recolectaron
sueros de 800 multiparas en el Instituto
Materno Infantil de Bogota, se inactivaron
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a 56°C. por 30 minutos y se mantuvieron
congelados a —20°C. hasta su uso. Dichos
sueros se obtuvieron de mujeres que hubie-
ran tenido mas de 3 hijos o mas de 2 abor-
tos. Se intentd hacer una encuesta epide-
miolédgica con respecto de los antecedentes
tanto de la paciente como del esposo, con
resultados negativos.

Produccion de Antigammaglobulina G.
Humana. La Ig. G. humana pura, aislada por
el método del Acido Caprilico, se inoculd
en cabro y posteriormente, cuando este pre-
sento titulos altos de anticuerpos contra
Ig.G. humana, se sangro, se aislo esta Ig. G.
de cabro especifica, se digirié6 con pepsina
para remover el receptor Fc. y se marco lue-
go con sustancias fluorescentes segln las téc-
nicas ya descritas.

Este antisuero marcado, especifico con-
tra Gamma G. humana se utiliz6é en la téc-
nica de Inmunofluorescencia indirecta para
la deteccion de los anticuerpos dirigidos con-
tra los HLA, o los marcadores genéticos
que se expresan a nivel de la membrana de
los linfocitos B.

Microscopia de Fluorescencia. Se utili-
z6 microscopio Leitz Orthoplan equipado
con un sistema Opak II, con filtros especi-
ficos para longitud de onda de la fluores-
ceina o de la rodamina.

Inmunoabsorbentes so6lidos. La Ig. G.
presenta reacciones cruzadas con la Ig. M.;
para remover esta reactividad en la antigam-
ma G. humana preparada en cabro, se utili-
z6 Gamma M.aislada a partir de una Macro-
globulinemia de Waldenstréom y se adhiri6 a
Sepharosa, con esta Gamma M. insolubili-
zada, los anticuerpos dirigidos contra ella
fueron removidos del antisuero (46).

Aislamiento de Linfocitos para detec-
cion de Marcadores Genéticos en la Pobla-
cion Normal. Para el andlisis de los aloanti-
genos B, en individuos normales o pacien-
tes con enfermedades tales como Artritis
Reumatoidea y Lepra, los linfocitos fueron
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Figuras 6 y 7- C®lulas B estimuladas con PWM en las cuales se identifican los la mediante fluorescencia indirecta. Comp8rese con
el contraste de fases y obs@rvese que solo la c@lula (grande) bl8stica, muestra fluorescencia positiva.

aislados bajo condiciones estériles, mediante
la técnica del Ficoll-Hypaque, cultivandose
a una concentracion de 1x10° por ml. en
RPMI 1640 mas 10% de suero fetal bovi-
no. Por cada 10 cc. de medio se agregd 0.1
cc. de PWM, y se incubo6 a 37°C por 5 dias;
durante este tiempo las células B, estimula-
das por el PWM, hacen blastogénesis facili-
tando su identificaciéon y por consiguiente
la deteccion de los aloantigenos B a nivel de
la membrana (36).Figuras 6 y 7.

Marcaci-n de las Celulas. Las células
linfoides obtenidas de las L.L.A., o células
normales cultivadas y estimuladas con PWM,
se lavaron tres veces con RPMI 1640, mas
10% de suero fetal bovino, mas NaN3 al
0.1% (6).

Frente a cada suero de multiparas (25
lambdas) se colocaron 1x10° células, y se
incubaron durante 30 minutos. Se lavaron
cuatro veces en el mismo medio de cultivo
y luego se agregaron 10 lambdas de anti
Gamma G. humana marcada con Rodamina,
para el reconocimiento de los anticuerpos di-
rigidos contra los aloantigenos de las células
B (20%), o contra el HLA (100%); se
incubaron durante 30 minutos y se lavaron
por tres veces para remover el exceso de
Rodamina.

Prueba de Citotoxicidad. Seguimos la
técnica de Terasaky con algunas modifica-

ciones. Utilizamos cajas Falcom No. 3012
colocando una lambda de cada suero frente
a 20.000 células linfoides de individuos nor-
males, en una solucion de buffer Barbital .
Se incuban a temperatura ambiente durante
30 minutos. Cada muestra se lava con 25
lambdas de buffer Barbital para remover el
exceso de suero. Luego se colocan 5 lamb-
das de suero fresco de conejo que contenga
buenos niveles de Complemento previamen-
te absorbidos con eritrocitos A y B huma-
nos, para evitar reacciones cruzadas con es-
tos aloantigenos. Se incuba a temperatura
ambiente durante 45 minutos. Se remueve
el exceso de suero de conejo y se colocan
luego 10 lambdas de Tripan Azul, un colo-
rante vital, al 1% en una soluciéon 3 a 1
de agua destilada y EDTA pH 7.2.

Fotograf2a. Se utiliz6 rollo Ecktachro-
me High Speed con tiempos de exposicion
de 3 y 4 minutos para la fluoresceinay 7 y
8 minutos para la rodamina.

RESULTADOS

Primera Fase. En comunicacion perso-
nal con los Hematologos de los Hospitales
Pediatricos y Generales de Bogota, nos lla-
mé poderosamente la atenciéon el que no
habia datos estadisticos comparativos sobre
la frecuencia de la L.L.A.. Calculamos un
promedio de 30 nuevos casos por afio, de
acuerdo a la frecuencia observada por cada
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Tabla 1— Distribucion de las L.L.A. de acuerdo al nitmero

de glébulos blancos por mm?3.

L.L A.NULL

LLA T

<< 30.000 blancos |=> 30.000 blancos
por mm?3 por mm3
7.750%5.000 119.000%90.000
(16) (13)
7.142%6.000 71.800%41.000
(14) (6)

uno de los Hematdlogos participantes, pero
nos sorprendié el hecho de que esta cifra
fuera superada en el primer semestre de 1976
y para Noviembre del mismo afio se habian
reunido 69 nuevos casos, de los cuales se in-
cluyen en este trabajo 49 ya que los 20 res-
tantes fueron usados para inmunizaciones.

En este grupo, 59% (29 casos) eran
clasificables mediante los distintos antisue-
ros preparados contra leucemias Null. El
41% que formaba roseta con eritrocitos de
carnero y reaccionaba con alguno de nues-
tros antisueros preparados contra leucemias
T, pertenecian al grupo de las L.L.A. del ti-
po Timo-dependiente. Este porcentaje de
leucemia T es mayor al descrito por otros
grupos, pero teniendo en cuenta que nues-
tra casuistica es mayor, probablemente re-
fleje una proporcion mas ajustada a la rea-
lidad (53).

La edad promedio para el grupo fué
de 13.5 afios, con edades que oscilan entre
los 6 meses y los 29 afios.

Consideramos que el dato estadistico
mas importante, se observa cuando se corre-
lacionan la edad, el tipo de L.L.A. y el re-
cuento de globulos blancos/mm’ al ingreso.

Cuando analizamos los recuentos de
globulos blancos/mm’, y tomamos como
cifra divisoria la de 30.000, observamos que
los casos con bajo recuento de globulos blan-
cos se encontraban distribuidos uniforme-
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Tabla 2- Distribucion de las L.L.A. por edad y recuento
de glébulos blancos.

= 30.000 = 30.000
7.3%4.0 13.8%8.1

.L.A. NULL

Lo (16) (13)
5.213.0 14.5%6.0

LEA T. (14) 6)

mente en ambos grupos. En 16 casos de
L.L.A. Null, se encontré6 un promedio de
7.750 + 5.000 blancos/mm3 y en 14 casos
de L.L.A. T se hall6 un promedio de 7.142+
6.000 blancos/mm3. En el grupo con un al-
to recuento de células blancas se observd
un predominio de las L.L.A. Null sobre las
T, 13 casos de tipo Null mostraron una ci -
fra promedio de 119.000+£90.000 blancos/
mm-, mientras que los 6 casos de L.L.A-T
dieron un recuento promedio de 71.800 +
41.000 blancos/mm~ (Tabla 1).

Al relacionar estos datos con la edad,
observamos que los 16 casos de L.L.A. Null,
con recuento de blancos inferior a 30.000,
conformaban un grupo diferente en donde
la edad promedio era de 7.5 + 5.0 afios,
mientras que las L.L.A. del mismo tipo,
con cifras de globulos blancos superiores a
30.000, configuraban otro grupo con una
edad promedio de 13.8 £8.1 afios presen-
tandose dos casos polares con desviacion
hacia la edad adulta. Una distribucion simi-
lar se observo en las L.L.A. T. Los 14 casos
con cifras menores de 30.000 gldbulos blan-
cos, tenian una edad promedio de 5.2+3.0
aflos, mientras que en las L.L.A. con los
mismos marcadores, pero con un recuento
alto de globulos blancos/mm®, se encontrd
una edad promedio de 14.5+6.0 afios cons-
tituyendo asi un grupo independiente (Ta-
bla 2).

Basados en estos datos, podemos decir
que la presentacion de las L.L.A. en las dis-
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tintas etapas del desarrollo del ser humano,
es bimodal, independiente del tipo inmuno-
légico, con un grupo que aparece en edades
tempranas de la vida (grupo infantil), que
presenta casi siempre recuentos bajos de glo-
bulos blancos, y un segundo grupo que se
encuentra en etapas un poco mas tardias
(grupo juvenil), que cursa generalmente con
cifras altas de globulos blancos.

Por las dificultades para conseguir la
droga en cantidades apropiadas, segun los
diferentes protocolos seguidos por los He-
matologos, es dificil hacer una correlacion
de supervivencia en los distintos grupos. Pe-
ro ha sido demostrado por otros autores,
que las L.L.A. con recuentos de globulos
blancos superiores a 30.000, las clasificadas
como L.L.A. T,y aquellas que se presentan
en edades mayores de 15 afios, son las de
peor prondstico y menor supervivencia.

Producci-n de Antisueros. Trabajando
con antisueros que detectaban el grupo de
las L.L.A. Null, observamos diferencias en
los patrones de fluorescencia, lo que nos hi-
zo pensar en la existencia de subgrupos de
este tipo de leucemia, con caracteristicas
antigénicas diferentes. La misma observa-
cion, nos llevdo a obtener antisueros contra
los diferentes subgrupos de las L.L.A. T.

La reactividad de estos antisueros, fue
comprobada contra leucemias linfoides agu-
das del mismo tipo y contra células linfoides
de sangre periférica de individuos normales.

De los antisueros mas importantes, el
marcado como Anti H.O., reaccionaba fuer-
temente con algunas L.L.A. T, pero también
reaccionaba fuertemente con el 90% de los
linfocitos de sangre periférica de individuos
normales, sugiriendo una reactividad equi-
valente a la del antigeno TETA del raton;
este antisuero cuya especificidad se mues-
tra en la Tabla 3 que no reacciond con nin-
guna de las lineas linfoblastoides B, reaccio-
naba con algunas lineas linfoblastoides T.

Los antisueros marcados como anti 84
y anti 85, si presentaron reactividad frente
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a lineas celulares linfoblastoides T y con
L.L.A. T que no reaccionaron con anti H.O.
Quedod asi establecido, que el anti H.O. re-
conocia el equivalente al antigeno TETA
del ratéon, mientras que anti 84 y anti 85,
identificaban en L.L.A. T, el equivalente del
antigeno Timo-Leucemia del raton. Com-
probando mediante estos antisueros la hete-
rogeneidad antigénica de las L.L.A. T. Estos
antisueros anti T y anti Null, no presentaron
reactividad con 4 leucemias linfoides croni-
cas, dos leucemias mieloides cronicas y una
leucemia mielomonocitica aguda, siendo en-
tonces especificos para L.L.A.

El antisuero anti H.O., no reconoce
antigenos expresados en timocitos embrio-
narios y fetales, lo que significa que el anti-
geno que se expresa a nivel de membrana
en algunas L.L.A. T, es el mismo que se ex-
presa en la membrana de linfocitos T nor-
males de sangre periférica, y no un antigeno
embrional; esto se comprobd al observar que
el antisuero anti H.O., reacciona principal-
mente con las L.L.A. T de individuos mayo-
res de 15 afios y con recuentos de blancos
superiores a 30.000/mm’. Los antisueros
anti 84 y anti 85, reaccionan fuertemente
conun 10-20% de timocitos embrionariosy
fetales, mostrando especificidad contra una
subpoblacion de células embrionarias del ti-
mo; a su vez reconocen las L.L.A. T que apa-
recen en las etapas tempranas de la vida (1
mes a 6 afios) y con recuentos de globulos
blancos inferiores a 30.000. Actualmente,
se adelantan estudios en este Laboratorio,
para determinar la reactividad de los anti-
sueros anti Null con tejidos embrionarios.

No se encontraron L.L.A. que llevaran
inmunoglobulinas a nivel de la membrana
celular, con antisueros especificos contra in-
munoglobulinas.

Aislamiento del Ant2geno T. Combi-
nando las técnicas de marcacion por medio
de Lactoperoxidasa con 125 y coprecipita-
cion por Isoelectroenfoque, aislamos la pro-
teina de membrana de las L.L.A. T identi-
ficada por el antisuero anti H.O.. Esta pro-
teina presenta como caracteristicas fisico-
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Tabla 3—  Caracteristicas inmunologicas de algunas lineas celulares B y especificidad de nuestro antisuero Anti T.
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Anti Ig. M

Anti Ig.G (fob)y

Anti B (814)

Anti T (HO)

Receptor C’ 3

Receptor Fe.

LINEAS

Ve

LINFOBLASTOIDES B

LINEAS T

Muestra como NO todas las lineas linfoblastoides B {derivadas del linfoma de Burkitt) llevan Ig.a nivel de la membrana o Recep-
tor Fe. o Receptor C' 3. Por tal razén lg gran utilidad de antisueros preparados contra proteinas aisladas de la membrana de ¢é -
lulas B (0814) o células T (HO). Nétese como nuestro anti T (HO) no reacciona con las lineas B ni detecta todas las lineas celu-
lares T, indicando asi’ una heterogeneidad inmunoldgica de tal subpoblacion linfoide.

quimicas, punto isoeléctrico de 4.3+0.2 y
un contenido alto de carbohidrato, quedan-
do por establecer su peso molecular. Actual-
mente contamos con un sistema de aisla-
miento del antigeno,en cantidades suficien-
tes para inmunizaciéon y obtencidén de an-
tisueros (Figura 8).

Debido a problemas recientes en la ob-
tencion de muestras, no ha sido posible ob-
tener cantidades suficientes de células de los
diversos tipos de L.L.A. Null para el aisla-
miento de estos antigenos.

Segunda Fase. Identificaci-n de los
Aloant?genos B. De 800 sueros de multipa-
ras analizados con 22 L.L.A. Null, encontra-

mos que un 16% presentaba reactividad
con algunas o todas ellas. Por estudios de
citotoxicidad, trabajando con linfocitos de
individuos normales, con HLA previamen-
te conocido, determinamos que el 13% de
ellos presentaban anticuerpos especificos
contra los HLA. Solamente el 3.25% de
los 800 sueros presentaban especificidad
contra los aloantigenos B. De los 26 sueros
de multiparas que presentaban reactividad
contra los aloantigenos B, solamente 14 eran
monoespecificos o presentaban especifici-
dades restringidas y el resto, eran poliespe-
cificos.

Observamos también que la frecuencia
de los aloantigenos B, en las lineas celulares
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Figura 8— Aislamiento del Antigene T (HO). Isoelectroenfoque del Antigeno T (HO). Columna LKBI110. Se tomaron fracciones
de I ml. El antigeno T se hallé en los tubos 48 a 51, en un punto isoeléctrico comprendido entre 4.2 y 4.5.

Tabla4—  Frecuencia de algunos Aloantigenos B en la Leucemia Linfoide Aguda y su comparacién con la poblacién normal.

ml $ :; < 1':?1 - 3? 2 ﬁf q‘ & 3' % “:} N s pr 53 s 3? g| ©| LLA.  |Frecuencia en
<|a|<]|<|< <|< |« < <|<]|<|<]|=« <|<| <| <« Frecuenia Normales
MP 259 : : 25272 2666
368 ND 23809 2000
191 ND | ND .2000 .2000
121 ND '_‘ 3157 4666
283 »| 3809 3750
135 | : | wo|mofw| [o| 2222 3333
332 ND ND .2000 .2500

Nétese que no hay desviacion estadisticamente significativa entre la presencia de los unos en la L.L.A. y los mismos en las
células B de la poblacion normal.

linfoides de origen caucasico o negroide, era mal colombiana (Tablas 4a6). Lo que quie-
diferente a las frecuencias halladas para las re decir que estos sueros estan detectando
L.L.A.Null y las células B de la poblacion nor- realmente aloantigenos B. Teniendo en cuen-
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Tabla S— Frecuencia de marcadores genéticos entre Li-
neas Celulares Linfoblastoides B Caucdsicas y Negroides,
Leucemias Linfoides Agudas y Alonatigenos B en la po-
blacién colombiana.

LCL LCL LLA Linf. B.

Caucasico | Negroide | Colombiana| Normal
MP 259 | .1666 .1666 2727 .2666
368 | .3333 0833 .2380 -2000
191 .0900 .0900 .2000 .2000
121 .5000 .2500 3157 4666
283 .5000 .2500 .3809 3750
135 .2500 .2500 2222 3333
332 .2500 .0900 .2000 .2500
442 | .1538 .0900 .1000 1250
413 6923 .2500 ND 3751
609 | .5384 .2500 .4000 .5000

Notese la diferente frecuencia de reactividad entre las
LCL caucasicas, negroides con las LLA y los linfocitos B de
personas normales colombianas y como la frecuencia de
estos dos ultimos se aproximan mds entre si, que a los 2
primeros.

ta que los sueros que presentan reactividad
contra los aloantigenos B, pueden estar iden-
tificando aloantigenos que determinan la
reaccion del cultivo mixto de linfocitos
(MLC), o los Ia. expresados por los genes de
respuesta inmune, decidimos analizar cual
era la reactividad de estos sueros, y que
susceptibilidad genética a enfermedades se-
rian capaces de detectar (37).

Encontramos que el suero MP-259,
reaccionaba fuertemente con las células B
del 100% de los individuos con Artritis
Reumatoidea, mientras que en individuos
normales, solamente reaccionaba en una fre-
cuencia del 0.266 (Tabla 7). También al
estudiar los distintos tipos de Lepra encon-
tramos que el suero MP - 413 reaccionaba
fuertemente con las células B de estos pa-
cientes en una frecuencia del 0.935, mien-
tras que presentaba una reactividad igual,
pero con una frecuencia del 0.375, en la po-
blacion normal (Tabla 8).
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DISCUSION

Primera Fase. Por los datos obtenidos
en el presente trabajo, creemos que la fre-
cuencia de L.L.A. es mucho mayor de la que
se sospecha para la poblacion colombiana.
Calculamos que puede alcanzar cifras de 150
a 200 casos nuevos por afio en la ciudad de
Bogota, puesto que en este estudio no par-
ticiparon todos los centros hospitalarios y
asistenciales de la ciudad y ya que a partir
de Noviembre época hasta la cual incluimos
los analisis estadisticos en este trabajo, he-
mos observado la aparicién de un mayor nu-
mero de casos, en comparaciéon con los me-
ses anteriores.

Tabla 6- Aloantigenos B en individuos normales.

MP
25913681191|4421413|121|283|135]332|609

Tlustra la reactividad de algunos sueros de multiparas fren-
te q los linfocitos B de una muestra de poblacion normal.
Compdrese preferencialmente la frecuencia de reactividad
de los sueros MP. 259 y 413 con la de los pacientes de
Artritis Reumatoidea (Tabla 7} y Lepra (Tabla 8) La
frecuencia de tales aloantigenos en la poblacién normal se
encuentra expresada numéricamente en la (Tabla 5).
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Tabla 7- Aloantigenos B en pacientes con Artritis Reu-
matoidea.

MP
259|368(191|442]413] 121 |283|135|332|609

S.F.

M.R.

0.G.

E.C.

AL[E

Lp: E

HM.|

ic |

EO.|

LA |

Muestra la reactividad de algunos sueros de multiparas
frente a los linfocitos B de pacientes con Artritis Reuma-
toidea Clasica. Notese la positividad del suero MP 259 con
todas las AR y comparese con su frecuencia en la pobla-
cion normal (Tabla 5). Tal suero detecta ella. que se en-
cuentra presente en todos los individuos con AR y que
probablemente determine ja susceptibilidad genética a la
misma.

Se hace imperioso entonces, un estudio
cooperativo a escala nacional, para conocer
su prevalencia y disefiar protocolos que uni-
fiquen los distintos criterios diagndsticos y
terapéuticos, tratando ademas de que los or-
ganismos estatales encargados de distribuir
las drogas, mantengan cantidades suficien-
tes para que de esta manera los esquemas de
terapia y las cifras estadisticas de mortali-
dad tengan alguna validez cientifica.

Creemos que tal vez, los criterios de
clasificacion aqui delineados, pueden llegar
arepercutir sobre los, métodos de tratamien-
to, ya qué como ha sido observado por otros
grupos,.recuento de globulos blancos mayor
de 30.000 x mm’, edad superior a los 15
aflos (que en nuestra estadistica vendrian a
comprender practicamente un mismo gru-
po), y clasificacion de la L.L.A. como del
tipo T, son factores que empobrecen el pro-
nostico y que por tales razones los esque-
mas de tratamiento (al menos desde un pun-
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to de vista tedrico) deben ser diferentes a
los de las L.L.A. con cifras bajas de globu-
los blancos, edad inferior a los 15 afios y
tipo de leucemia clasificado comoNull (54).

La importancia de lograr una clasifica-
cion, se hace patente en el sinniimero de
trabajos recientemente publicados, tratando
de caracterizarlas inmunologicamente. En
nuestra estadistica observamos una propor-
cion de Null a T de 59:41, aproximadamen-
te igual a la descrita por otros autores.

En nuestro estudio se esbozan desde el
punto de vista antigénico, dos grandes gru-
pos de L.L.A.: el Null y el T, cada uno de
ellos con subgrupos con distintas caracteris-
ticas antigénicas y de presentacion. Tene-
mos asi, la L.L.A. Null de la edad infantil
(Tablas 1 y 2), con caracteristicas antigéni-
cas propias, bajo recuento de glébulos blan-
cos y una edad promedio de 7.3+4.0 afios a
su presentacion; la L.L.A. Null de la edad
juvenil, con caracteristicas antigénicas dife-
rentes, altas cifras de globulos blancos y una
edad promedio de 13.8+8.1 afios a su apari-
cién. Hay una ligera superposicion de eda-
des en este grupo, pero tales casos son ra-
ros. Cuando analizamos el grupo de las
L.L.A. T, observamos un comportamiento
similar al de las Null, con un subgrupo, (el
infantil), que posee caracteristicas antigéni-
cas propias, bajas cifras de glébulos blancos
y una edad promedio de 5.2+3.0 afios, a
diferencia del otro grupo, que presenta ca-
racteristicas antigénicas distintas, con cifras
altas de globulos blancos y una edad prome-
dio de 14.5+6.0 afios. En este grupo de las
T, es mucho mas clara la diferencia existen-
te entre los distintos subgrupos.

Creemos que esta clasificacion inmuno-
logica, de las L.L.A. permite una clara com-
prension de las caracteristicas clinicas y evo-
lutivas de las L.L.A. y por consiguiente la
aplicacion de una terapia mas racional.

Analizando nuestros subgrupos, por e-
dad y por frecuencia, observamos una clara
dicotomia entre el grupo de la edad infantil
y el grupo de la edad juvenil, independien-
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Tabla8— Aloantigenos B en pacientes con Lepra.
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236 | 368 191 413 121 283 135 332 | 609
261 LL
215 LL
273 TE oy 38 s
271 LL
276 LL e
274 LL
266 LL
268 TT
272 LL
267 LL
279 TT :
278 LL
277 LL
283 LY
282 i
280 LL

llustrando la reactividad de atgunbs sueros de multiparas frente a la poblacion de células B de una muestra de pacientes con
diferentes tipos de Lepra. La frecuencia de reactividad del suero MP 413 con los linfocitos B de los pacientes leprasos fue de

0.935 mientras que con la de los individuos normales fue de 0.375.

temente de su clasificacion como Null o T,
mostrando diferencias antigénicas y de pre-
sentacion. Se podria pensar que hay dos épo-
cas del desarrollo del sistema linfoide, que
son mas susceptibles a la leucemogénesis,
(para dar origen a las L.L.A.) y que la fre-
cuencia de cada una de ellas esté mas bien
reflejando la proporcion de células linfoides
del mismo tipo de la L.L.A. susceptibles a
la transformacidon neoplasica. Tal vez la
proporcion de L.L.A. de un tipo determina-
do, al igual que los mi¢lomas multiples esté
reflejando mas bien una proporcion de cé-
lulas linfoides en un estadio evolutivo sus-
ceptibles a ser transformadas (46). Otra po-
sibilidad seria que durante estos periodos
no existiera un apropiado control o vigilan-
cia inmunoldgica para hacer el rechazo a las
neoplasias linfoproliferativas. Basados en es-

tos datos pensamos que cualquiera de estas
alternativas puede ser factible.

Al analizar las L.L.A. T de la edad in-
fantil vemos que presentan neoantigenos o
antigenos de derepresién que se expresan
en un cierto porcentaje en las células T de
timos embrionarios y fetales y pensamos
que al expresarlos pueden estar siendo de-
tectados por el organismo para montar una
respuesta inmunolégica apropiada, ejercien-
do asi un cierto control sobre estas células
malignas (el bajo recuento de gloébulos blan-
cos de tipo blastico, podria estar significan-
do un mecanismo de control).

Al no reaccionar el anti HO con timos
embrionarios pero si con L.L.A. T del grupo
juvenil y linfocitos normales, pensamos que
las L.L.A. T del grupo juvenil no expresan
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neoantigenos o antigenos de derepresion en
la membrana pero en cambio si se observa en
ellas el mismo antigeno que se encuentra en
las células T normales de sangre periférica,
indicando que comparten caracteristicas an-
tigénicas de membrana con las células T nor-
males. Al no expresar neoantigenos o antige-
nos de derepresion el organismo tal vez no
puede reconocerlas como extrafias y en con-
secuencia montar una respuesta inmunolo-
gica contra ellas. Varios datos a favor de es-
ta hipdtesis han sido encontrados en este La-
boratorio, y también es ampliamente cono-
cido que son estas leucemias las de peor pro-
nostico.

Se sabe que las L.L.A. tipo Null expre-
san antigenos de derepresion que se detectan
en células hepaticas de embriones con eda-
des gestaeionales inferiores a las 12 sema-
nas (5).

Aun no hemos podido precisar si esta
hipotesis es aplicable también a las L.L.A.
tipo Null de la edad juvenil, ya que hasta
ahora comienza a delinearse e identificarse
una poblacion de células linfoides Null nor-
males en las distintas especies (incluyendo
la humana).

Aplicando métodos inmunoquimicos
muy recientes, se obtuvo, ademds, un mé-
todo que permite el aislamiento de los anti-
genos especificos de los distintos tipos de
leucemia linfoide aguda (52) en cantidades
suficientes para inmunizaciéon y obtencidn
de antisueros especificos contra cada una
de ellas, con los cuales se puede hacer una
deteccion temprana de los distintos tipos de
leucemia, habiendo logrado asi un conside-
rable avance en el diagnostico precoz de es-
tas neoplasias.

La importancia de la identificacion, ais-
lamiento y produccion de antisueros que
caracterizan las distintas subpoblaciones lin-
foides normales y neoplasicas se refleja en
el gran nimero de publicaciones recientes
sobre este mismo topico (55 - 59).

Segunda Fase. Habiendo analizado la
genética de las leucemias linfoides en los ra-
tones (principalmente el grupo de Edward
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Boyse y Lloyd Old de Nueva York) sorpren-
de el hecho de que no se hubieran extrapo-
lado tales analisis y estudios a la leucemia
linfoide del humano. Estos trabajos han
identificado una serie de aloantigenos que
se expresan a nivel de la membrana de las
leucemias linfoides de los ratones, teniendo
asi los antigenos Theta, los aloantigenos TL,
Ly, Gix y E, que han permitido un anali-
sis de la susceptibilidad genética a las leuce-
mias en el raton y el estudio de las caracte-
risticas funcionales de las distintas subpo-
blaciones linfoides en el mismo (60 - 64).

Estudios semejantes no se han realiza-
do atn en el humano, pero nuestro labora-
torio esta actualmente encaminado hacia la
caraeterizacion de estos antigenos. (Patarro-
yo M.E. y Col. Manuscrito en preparacion).

Los estudios de Old y Boyse con leu-
cemias linfoides murinas permitieron deli-
near una serie de subpoblaciones linfoides
normales de tipo T en el raton, con caracte-
risticas antigénicas y funcionales completa-
mente distintas. Algo semejante estamos
buscando en el humano.

Habiendo identificado los aloantigenos
B y sabiendo que las L.L.A. del tipo Null
pertenecian al lineaje de las células B (7) de-
cidimos analizar si habia un predominio o
ausencia de cualquiera de estos aloantigenos
en las leucemias linfoides agudas Null, que
nos permitiera esclarecer una susceptibilidad
genética a la misma.

Nos sorprendimos al no encontrar nin-
gin predominio, estadisticamente significa-
tivo, en la presencia o ausencia de los aloan-
tigenos que hasta el presente han sido iden-
tificados. Algo similar sucedié6 cuando se
analizaron los HLA en las leucemias linfoi-
des agudas (65). Por estar intimamente li-
gados los HLA los aloantigenos B y los
genes de respuesta inmune en el Complejo
Mayor de Histocompatibilidad, creemos que
estos aloantigenos no juegan un papel pre-
dominante en la susceptibilidad genética a
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la L.L.A. y que muy probablemente la sus-
ceptibilidad a la misma esté¢ determinada
por genes que se encuentran fuera del Com-
plejo Mayor de Histocompatibilidad.

A su vez los andlisis genéticos experi-
mentales realizados en el ratén no han po-
dido identificar un gen de respuesta inmu-
ne que determine la susceptibilidad a la leu-
cemia linfoide de los mismos.

Lo que se ha observado es que la in-
ducciéon de leucemia murina experimental
es un proceso en el cual se encuentran invo-
lucrados multiples sistemas genéticos, de los
cuales solo uno (el de la capacidad de res-
ponder inmunolégicamente frente a los cam-
bios inducidos en la membrana de las célu-
las linfoides por el virus de Gross) esté liga-
do al Complejo Mayor de Histocompatibili-
dad de los ratones (66 - 68).

Algo andlogo podria estar sucediendo
en el humano, pero dicha asociacién, tal
como lo muestran nuestros estudios no exis-
te o no ha sido hallada aun.

Al no encontrar una susceptibilidad ge-
nética asociada con el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad o a los genes de res-
puesta inmune, creemos, (Patarroyo M.E. y
Col. Observaciones no publicadas) que en
la L.L.A. puede estar sucediendo un feno-
meno similar al que se observa en el Mielo-
ma Multiple en el cual la frecuencia de un
tipo dado de Mieloma Multiple es igual a la
frecuencia del marcador genético de la pro-
teina del mieloma, multiplicado por la con-
centracion de la misma en la poblacion nor-
mal de donde proviene dicho mieloma (46).
Extrapolando estos datos a la L.L.A. ten-
driamos que la frecuencia de un tipo deter-
minado de L.L.A. con un marcador genéti-
co dado seria igual a la frecuencia de este
marcador genético en la poblacion normal,
multiplicado por la concentracién de célu-
las susceptibles de ser convertidas en leucé-
micas en la poblacién de donde proviene es-
ta leucemia. Varios hechos a favor de esta
hipotesis se encuentran en el presente traba-
jo al observarse: a) que la frecuencia de los
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aloantigenos B es diferente entre las L.L.A.
colombianas y las Lineas Linfoblastoides
Celulares B de origen caucésico y negroide
y b) que la frecuencia de un aloantigeno
dado en nuestras L.L.A. del tipo Null se
aproxima mucho a la frecuencia de este mis-
mo en la poblacién normal colombiana.

Si tales reglas son confirmadas para to-
das las enfermedades linfoproliferativas co-
mo ya lo ha sido para el Mieloma Multiple,
la macroglobulinemia de Waldenstrom, y
creemos haber presentado evidencia para las
L.L.A. (quedando solamente por confirmar
en los linfomas) (69) se puede entonces pos-
tular que la oncogénesis en el sistema lin-
foide es en alto grado independiente de los
genes de respuesta inmune o del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad, siendo pro-
bablemente un proceso al azar determinado
por factores distintos del inmunolégico,
mientras que en otras neoplasias se ha ob-
servado una susceptibilidad genética asocia-
da a los genes de respuesta inmune o al
Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(70, 71).

Cabria entonces suponer que la vigi-
lancia inmunoldgica ejercida por el sistema
linfoide (72 - 74) estaria determinada y en
cierto grado por los genes de respuesta in-
mune en aquellas neoplasias distintas a las
del sistema inmunologico.

Al no encontrarse una relaciéon entre
los aloantigenos B y la susceptibilidad ge-
nética a las L.L.A., no por ello pierden su
importancia pues hasta el presente son el u-
nico método accequible para hacer la iden-
tificaciéon de los aloantigenos B y la rela-
cion de estos con los genes de la respuesta
inmune; ya que al ser estas células de la
L.L.A. de tipo Null una proliferacion mo-
noclénica de células en un estado previo dé
maduracion, son de gran utilidad para hacer
la identificacion de sueros que sean capaces
de detectar los distintos aloantigenos B y
también los genes de respuesta inmune, que
como mencionabamos, se encuentran expre-
sados a nivel de la membrana de las células
linfoides B.
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Se ha ilustrado en detalle su utilidad
para hacer la identificacion de los aloanti-
genos B en la poblacion normal (Tablas 4,
5 y 6)y la utilidad para, una vez identifi-
cados los sueros que presentan reactividad
con las células B, buscar cuales son los que
detectan las proteinas Ia. que determinan
la susceptibilidad genética a las enfermeda-
des. En las Tablas 6, 7 y 8, observa-
mos como, con estos sueros que detectaban
los aloantigenos B, se pudo hacer un anali-
sis de la distribucion y frecuencia de estos
aloantigenos en la poblacion normal, y la i-
dentificacion de dos de estos sueros que pre-
sentaban reacciones altamente especificas
para los aloantigenos B en los individuos
con Artritis Reumatoidea y Lepra. Dentro
de esta serie de sueros buscamos caracteri-
zar algunos nuevos que identifiquen enfer-
medades diferentes.

Recientemente hemos identificado un
suero, el MP 989 que presenta reactividad
con un altisimo porcentaje de individuos
con esclerosis multiple, permitiendo de esta
manera confirmar los hallazgos de Kunkel
en Nueva York con una poblacion genética-
mente diferente.

Es sabido que las células B expresan
los antigenos que determinan la reactividad
del cultivo mixto de linfocitos (MLC) (o sea
aquellos mismos determinados por el sublo-
cus HLA—D) y que a su vez presentan
también en la membrana los la. o antigenos
de respuesta inmune.

Analizando la reactividad del suero que
habia detectado la susceptibilidad genética
a la Artritis Reumatoidea (el MP 259) (75)
observamos que los estudios realizados por
Stastny (76) habian encontrado que el
aloantigeno del MLC o del sublocus HLA—D
que se encuentra predominantemente en
la Artritis Reumatoidea es el aloantigeno
DW4 el cual se presenta en una frecuencia de
0.682 en estos pacientes y 0.186 en los in-
dividuos normales (76) y observamos tam-
bién que cuando utilizamos el suero MP 259
presentaba reactividad con el 100% de los
individuos con AR independientemente del
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tipo genético de MLC, indicando asi que es-
te suero esta detectando la proteina Ia. que
determina la susceptibilidad a la Artritis
Reumatoidea o que se encuentra presente
en el 100% de ellos, ya sean norteamerica-
nos o colombianos (77) independiente del
aloantigeno HLA—D presente.

Creemos entonces que lo que esta de-
tectando realmente el suero MP 259 es la
proteina asociada a, o que determina la sus-
ceptibilidad genética a la Artritis Reumatoi-
dea.

Algo similar hemos pretendido hacer
en los pacientes con Lepra, desafortunada-
mente por inconvenientes técnicos en nues-
tro medio para hacer la tipificacion de los
aloantigenos que determinan el MLC, nos
ha sido imposible realizar este estudio. Ac-
tualmente no sabemos si lo que estamos de-
tectando con el suero MP 413 sea un aloan-
tigeno o un grupo de aloantigenos del MLC
que se encuentra predominantemente en la
poblacion con Lepra o si estamos detectan-
do, al igual que con el suero MP 259, una pro-
teina la. que esté determinando la suscepti-
bilidad genética a esta enfermedad (77). Cual-
quier posibilidad es de importancia ya que
podriamos identificar un aloantigeno del
MLC ligado a la Lepra o alternativamente
un la. que la determine (78).

Creemos que es éste uno de los maés
importantes campos de la medicina en la
actualidad, ya que si logramos identificar
la susceptibilidad genética a las enfermeda-
des podria en el futuro establecerse una se-
rie de politicas para la prevencion, especial-
mente de aquellas en las cuales se conoce
el agente desencadenante.

Este campo es tal vez el futuro de la
Medicina.

SUMMARY

In order to study the immunologic and
immunogenetic characieristics of Acute
Lymphoid Leukemia (A.L.L.), 69 new cases
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were collected in Bogota between January
and November 1976.

According to our study, we think the
frecuency of A.L.L. is higher than the one
reported in this paper; thus we consider im-
portant an epidemiologic cooperative study
at national level in order to determine its
real frequency.

Of these 69 cases, 20 were used for
immunization and to obtain specific antisera
against the different A.L.L. groups and sub-
groups. In the other 49, four different
A.L.L. groups were found and classified as
Null or T with a high or low leucocyte
count, taking also in consideration the age
(infantile or juvenile). Each subgroup pre-
sents different antigenic characteristics re-
cognized by specific antisera elaborated
against the different antigens. In no case we
could detect A.L.L. that might be classified
as mature B, since none of them showed
immunoglobulins on the membrane.

Through a sytem of isolation of impor-
tant quantities of specific antigens of the
different A.L.L. we isolated the characte-
ristic antigen of an A.L.L.—T subgroup.

By immunogenetic analysis using 800
sera from multiparous women we could not
find genetic susceptibility linked to the B-
cell alloantigens or immune response genes;
nevertheless we were able to identify the
different B-cell alloantigens of the normal
Colombian population and also two multipa-
rous sera that were able to recognize the
genetic susceptibility to Rheumatoid Arthri-
tis and Leprosy.
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