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ABSTRACTO

El Servicio de Citometria de Flujo del Hospital Dr. Juan Tanca
Marengo de SOLCA, presenta la casuistica obtenina durante dos
afios y medio en sus diversas actividades técnicas para el desarrollo
de nuevas herramientas en el diagnostico, tratamiento y pronostico
en las enfermedades hemato-oncologicas.

Palabra Clave: Inmunofenotipo.

ABSTRACT

We presented the experience that have been acquired in the Service
of flow Citometry from Hospital Dr Juan Tanca Marengo of
SOLCA, showing casuistry during two years and means its several
technical activities for the development of new tools in diagnosis,
treatment and prognosis in the hemato-oncologic di-seases.

Word Key: Inmunofhenotype.

Introduccion

El final de 1a década de los noventa ha traido una eclosién de
nuevos métodos diagndsticos que han determinado un nuevo
enfoqueenlaclasificaciéndelasneoplasias hematoldgicas. !4
Asi, en pocos afios hemos pasado de las clasificaciones
basadas en la morfologia o en la respuesta clinica a un intento
de clasificacién basado en la etiopatogenia molecular. 24
Sin embargo, es evidente que todavia queda un largo camino
por recorrer para complementar este propdsito; es por ello
que en la reciente propuesta de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) atin conviven entidades clasificadas con
métodos muy sofisticados junto a otras perfiladas de manera
mas convencional.*¢7

Aunque la citometria se utiliza tanto para el andlisis de
leucemias agudas como para el de las leucemias linfoides
crénicas, los objetivos son distintos. En las enfermedades
linfoproliferativas crénicas (leucemias y linfomas el analisis
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inmunofenotipico se hace con el objetivo de distinguir
procesos neopldsicos (monoclonales).”®® A su vez, se
necesitan otras técnicas para separar los procesos que son
inmunofenotipicamente heterogéneos en grupos malignos
(Hodking, etc) y benignos (hiperplasias reactivas, mono-
cleosis, etc.)

En cambio el diagndéstico de las leucemias agudas
generalmente se hace utilizando criterios clinicos y de
laboratorio bdsico (palidez, fatiga, citopenias, presencia de
células blasticas, etc).®”!° El an4lisis inmunofenotipico tiene
como objetivo no el de detectar la leucemia aguda sino el
asignar el linaje a la proliferacion bldstica ya establecida.
Ciertas combinaciones de anticuerpos pueden definir
inmunofenotipos unicos que pueden ser de utilidad en la
deteccion de la enfermedad minima residual al distingir
poblaciones normales de precursores hematopoyéticos y
proliferacién leucémicas de baja frecuencia.'>

En la fase inicial (diagndstica) de una leucemia aguda
generalmente existen células bldsticas a frecuencias
relativamente altas (>30%) en la médula 6sea.'* Esto permite
definir la poblacién leucémica con facilidad utilizando
pardmetros citométricos combinados.
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Para poder realizar estos estudios es necesario la utilizacion
de anticuerpos monoclonales basados en el principio de
la relacién antigeno-anticuerpo. Las células del sistema
hematopoyético fueron de los primeros inmundgenos
utilizados en la produccion de anticuerpos monoclonales
(AcMo). Algunos de éstos (AcMo) reaccionan con antigenos
(Ags) bien definidos, especificos para una determinada linea
celular e incluso para un estadio madurativo concreto; otros,
sin embargo, detectan Ags mds ampliamente distribuidos,
pero pese a ello pueden ser de utilidad diagndstica dentro
del contexto de un papel apropiado de (AcMo).">'® De
esta forma, los (AcMo) permiten establecer el origen de
la mayorfa de las leucemias y linfomas, siendo de especial
valor en aquellos casos en que la morfologia y citoquimica
no son concluyentes o cuando no permiten identificar
grupos de pacientes con prondsticos diferentes. Los estudios
inmunofenotipicos no solo tienen utilidad diagndstica, sino
también en la investigacion de enfermedad minima residual
(ERM) y del comportamiento de las poblaciones linfocitarias,
tanto en las hematopatias como en el transplante medular.
22 Por otro lado los Ags definidos mediante (AcMo) son
muchas veces expresion de funciones celulares (adhesion,
proliferacion, activacién); de ahi que su identificacién nos
aporte informacién sobre aspectos funcionales de las células
hematopoyéticas. En los dltimos afios, en el arsenal de los
estudios inmunofenotipicos, se ha incluido la posibilidad de
detectar el producto proteico de algunos oncogenes, como
bcl-2, c-myec, o p53, mediante (AcMo) apropiados.

Actualmente la citometria de flujo (CMF) ha adquirido gran
difusién debido fundamentalmente a su rapidez, objetividad
y facilidad para emplear dobles y triples marcajes directos,
incluida la deteccién de Ags citoplasmadticos. En este
sentido, no hay olvidar que, en las células hematopoyéticas
precursoras, los Ags primero aparecen en el citoplasma y
luego en la membrana (ej: CD22 en linfocitos B, CD3 en
linfocitos T y CD13 en células mieloides).’

La manera mds facil de establecer estas diferencias es
mediante el examen visual de los histogramas. El analisis
interactivo implica que el observador analiza histogramas
multiparamétricos y luego interviene para refinar el analisis
y/o para correlacionar la informacién citométrica con la
informaci6n clinicomorfolégica. '

Si la poblacién blastica es unimodal, aunque la fluorescencia
no sea muy intensa comparada con el control, el 100% de la
poblacidn bléstica es positiva.

Luego es superfluo designar la positividad numéricamente
si la poblacién blédstica es multimodal, es posible que el
delimitador contenga dos grupos de células cuya intensidad
de fluorescencia varie o considerar la presencia un proceso
multiclonal.

Si la poblacion blastica es unimodal y de muy baja
fluorescencia para un antigeno, es intitil asignar porcentajes
arbitrarios para asignar positividad.'®

Es mas racional utilizar el andlisis de Kolmogorov-Smirnov.
Este andlisis esta disefiado para establecer diferencias
estadisticamente definitivas entre dos poblaciones (control
y experimental) que exhiban pequefias variaciones en la
distribucion de fluorescencia. ( Fig 1.)
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Fig 1. La revision de la exhibicion de CD45/RALS
demuestra una poblacién importante de las células de
CD45-negativo (rojo) también expresa CD34 y HLADR.
El CD34 contra la exhibicién de HLADR parte las células
leucémicas de los linfocitos normales residuales de DR+
(b) (azules) y las células Dr-negativas, probablemente de
células T. Podemos mirar simultineamente la expresion de
un antigeno mieloide (CD13), que en este caso esta ausente
de las células leucémicas, y el presente en solamente algunas
células normales residuales (no coloreadas).

UTILIDAD DEL INMUNOFENOTIPO

El grupo EGIL recomienda estudiar las leucemias agudas
linfoblasticas (LAL) en dos pasos. El primero con el
objetivo de caracterizar la linea celular proliferante como
B, T o mieloide; este primer paso incluiria los marcadores
mas especificos y mas precoces de cada una de estas lineas,
asi como unos pocos marcadores asociados al nivel de
maduracién, pero no especificos de linea; un segundo panel
se harfa en funcién de los resultados del primero con el
objeto de precisar el subtipo de la célula neoplésica.!” En
este sentido, integrando las recomendaciones mds recientes
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para el estudio de las leucemias agudas, se propondria
estudiar CD10, CD19, CD13, CD33, CD34, CD45, CD7,
CD14, CitMPO, citCD3, y HLADR para la caracterizacién
inicial, estudiando posteriormente: A) la linea T : CDla,
CD2, CD5, CD4, CD8 y TdT; para linea B: CD20, CD79a,
CD22, CD45, CitlgM y TdT; C) para serie mieloide:
CD15, CD11b, CD16, CD10, CD33, CD13, CD56, CD64,
CD65 y CD117, ademds de CD19, TdT, CD2, CD7 y sCD3
para el estudio de infidelidad; D) para serie monocitica, se
analizarian complementariamente a los antigenos descritos
para la serie mieloide en general, CD4 y CD14; E) para la
serie megacariocitica: CD61, CD41 y CD42b y F) para la
serie eritroide, CD71, CD36, Glicoforina A y CD45.%7-22

Leucemias Linfoblasticas

Las leucemias agudas linfoblasticas (LAL) fueron las
primeras neopldsias en beneficiarse de los estudios
inmunoldgicos, siendo clasificadas inicialmente en B, T o
nulas (no T-no B) seglin expresan slg, formarban rosetas
con hematies de carnero o carecian de ambos marcadores,
respectivamente.'® Posteriormente, el descubrimiento de un
Ag presente en el 70% de las LLA infantiles (cALLA) o
CDI10 permitié definir un nuevo fenotipo, comun, al que
pertenecidn la mayoria de las LLA nulas. Ademas, todas las
LLA, excepto las sIg+, expresaban la enzima intranuclear
transferasa terminal deoxinucleotidilica (TdT).

A lo largo de la década de los 80 se obtuvieron numerosos
AcMo que detectan Ags de linea linfoide B y T, demostran-
dose que la mayoria de las LLA no T — no B (comunes y
nulas) son de origen B. En la diferenciacion B, los primeros
Ags en aparecer son CD19 en la membrana y CD22 a nivel
de citoplasma. Inmediatamente después o incluso a la vez
aparece CD10 y mas tarde CD20. Posteriormente el linfocito
B adquiere cadena pesada w de Igs en el citoplasma para
expresarla finalmente en la membrana. De acuerdo a estos
marcadores, las LLA de origen B se clasifican actualmente
en: B-precoz (CD19+CD22c+); comun (CD10+); pre B
(Cig+) y B (Igs) ( Tabla 1).!?

Tabla 1. Clasificacion Inmunoldgica de las leucemias linfoblasticas de linea B

Fenotipo CD19 | CD22c | CD10 | Clgu slg TdT
Bprecoz (ProB) + + - -
B comiin + + + - - +
PreB + + + + - +
B + + +- - + -+

El andlisis interactivo implica que el observador analiza
histogramas multiparamétricos y luego interviene para
refinar el andlisis y/o para correlacionar la informacion
citométrica con la informacién clinicomorfolégica. '

Debe resefiarse que aunque todas son de origen B, el término

LLA-B se reserva para las del fenotipo mas maduro Igs+.

Los hallazgos inmunofenotipicos se han intentado
correlacionar tanto con la clasificacién morfolégica (FAB)
como, mas recientemente, con el patrén de reordenamiento
de los genes de Ig y el receptor de célula T (Rct).

Con respecto a la morfologia, sélo existe correlacion entre el
subtipo FAB-L3 y LLA-B Igs+. El reordenamiento de Igs y
Rct se asocia, l6gicamente, a LLA-B y T, respectivamente; si
bien en un10-20% de los casos se detectan reordenamientos
cruzados, sobre todo en el caso de los genes T 'y . Ademas,
el reordenamiento de las Igs y Rtc es posterior a la aparicién
de los antigenos CD19, CD22c, CD7, CD3c, por lo que los
estudios inmunofenotipicos tienen mayor utilidad para la
clasificasién de las LLA. 2

Algunos subtipos inmumoldgicos se asocian con alteraciones
citogenéticas especificas, lo que ha motivado un intento de
clasificacion integradora-morfologia (M), inmunofenotipo
(D y citogenética (C ) (MIC): En la LLA Pre-B es frecuente
la t(1;19), en la LLA-B (Igs+) la t(8;14) y sus variantes
(Tabla 2), en la LLA-B precoz y leucemias mixtas, la t(4;11)
y en la LLA-T la deleccién del gen TAL y la translocacion
T(1;14). Con respecto al valor prondstico de la clasificacion
inmunoldgica, aunque su influencia parece haber variado en
funcién de la intensificacion de la terapéutica de las LLA, es
evidente que, con tratamientos convencionales, el fenotipo
comun se asocia con mejor prondstico que el Pre By Ty
que las LLA Igs+ les corresponde la peor evolucién en la
poblacién pedidtrica, aunque no en adultos, posiblemente
por la alta frecuencia de t (9;22), de mal prondstico, en las
LLA CALLA+ de los adultos. *° (Tabla 2)

Tabla 2. Subtipos de leucemias aguda y alteraciones cromosomicas/moleculares.

Alteracion cr omica Genes Incidencia
LLAB
1(9;22)(q34;q11) BCR-ABL (ARNm) Adultos 30-35%
Nifios 5-8%
(1519)(q23;p13) E2A-PBX1 (ARNm) 5-8%
t(4;11)(q21;¢23) MLL-F4 (ARNm) = 3%
(12;21)(p13;q22) TEL-AML1 (ARNm) Niiios 20%
LLA-T
TALI1 del SIL-TAL (ADN) 10-25%
t(11;14)(p13;q11) RHOM1-TCRD (ADN) 3-5%
t((1;14)(p34;q11) TAL1-TCRD (ADN) 1-3%
t(10;14)(q24;q11) HOX11-TCRD (ADN) 1-3%
LMA
1(8;21)(q22;q22) AMLI- ETO (ARNm) 5-8%
t(15;17)(q23;q21) PML-RARA (ARNm) 5-10%
inv (16)(p13;q22) CBFB-MYC11 (ARNm) 35%
aberraciones 1123 MARN de MLL aberrante =10%
1(9;22)(q34;q11) BCR-ABL (ARNm) 1-3%

Lapresenciade Igs que define ala LLA-B madura condiciona
un peor prondstico cuando se emplea quimioterapia
convencional, si bien, como hemos sefialado anteriormente,
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esta situacion parece estar cambiando con el empleo de
protocolos mds agresivos. La presencia de antigenos
asociados a diferenciacion mieloide (ej: CD13, CD33,
CD15, CD14...) no parece modificar el prondstico de las
LLA infantiles; en cambio, en adultos suele asociarse con
una reduccién substancial en el porcentaje de remisiones
completas y con una menor supervivencia.

Leucemias Linfoblasticas de Linea T

Las LLA de linea T tienen una marcada dispersion frontal
(FSC) y baja o intermedia dispersion lateral (SSC)/CD45
pueden apreciarse tanto en la region de monocitos como en
la de linfobastos y/o mieloblastos. Estas entidades se definen
por la expresion citoplasmdtica o en membrana de CD3;
en este sentido es importante recordar que la reactividad
para CD2 y/o CD7, no es suficiente para describir un
caso como linea T, aunque CD7 se exprese en la practica
totalidad de las LLA-T. Por otra parte es de resaltar que
una caracteristica de las neoplasias T en general, y de las
LLA-T en particular, es la pérdida de antigenos de linea y
la expresion aberrante de antigenos de otras lineas, lo que
puede dificultar su clasificacion. Asi mismo merece destacar
la baja frecuencia de positividad para los antigenos CD34 y
HLADR, particularmente en nifios donde se asocia a un peor
prondstico.

Las LLA de origen T se dividen en dos grandes grupos: Pre-
T y timicas. Las Pre-T se identifican por la expresion del Ag
CD7 en la membrana o CD3 en el citoplasma que son los
marcadores T mas precoces. Las restantes LLA-T son de
origen timico. 1) El fenotipo T-Precoz se caracteriza por la
adquisicion de receptor para hematies de carnero (CD2); 2)
a nivel del timocito cortical comin la célula coexpresa los
Ags CD4 y CD8 junto a CD1), mientras que 3) el timocito
medular maduro expresa CD3s y CD4 o CDS pero no los
dos a la vez. Este dltimo estadio es mds propio de linfoma
linfoblastico que de la LLA-T (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacién Inmunoldgica de las leucemias linfoblésticas de linea T

Fenotipo | TdT | CD7 | CD3¢ | CD2 | CD3s | CD1 | CD4 | CD8
PreT + - + - - - - -
Timocito

Precoz + + + + - - - -

Cortical + + + + + + +

Medular + + + + + - - | -4+

LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS

En las leucemias mieloblasticas (LMA) el estudio
inmunofenotipico tiene, aparentemente, menor utilidad que
laLLA. Los primeros Ags en detectarse en la diferenciacion
hematopoyética mieloide normal son CD33 y CD13. Aligual
que ocurriera en la linfopoyesis, CD13 se expresa primero

en citoplasma y después en la membrana. La expresion de
alta intensidad de los Ags CD15 y CD14 es especifica de
granulocitico y monocitos maduros, respectivamente; sin
embargo, ambos se coexpresan en los precursores mieloides,
lo que cuestiona su utilizacion para diferenciar leucemias
granulociticas (M1, M2 y M3) de monociticas (M5). La
glicoforina A es un marcador eritroide especifico, pero
aparece relativamente tarde en la eritropoyesis, por lo que
muchas M6 son negativas. En cambio la diferenciacion
megacariocitica dispone de excelentes marcadores desde los
primeros estadios de diferenciacion (CD61, CD41, y CD42
que reconocen a las glicoproteinas Illa, IIb, / lia y complejo
IX / Ib, respectivamente) lo que les convierte en el arma
clave para la deteccion de las leucemias megacariobldsticas
(MT7). De hecho, la utilidad de los AcMo en el diagndstico
de las MA se centra en las M7 y MO (indiferenciadas) y
quizds también en la variante microgranular de la leucemia
promielocitica (HLA-DR) que morfolégicamete, puede
plantear problemas diagndsticos con la M4 (HLA-DR+),
asi como para distinguir las M5 de algunos linfomas
leucemizados con los que pueden presentarse a confusion.
En las otras variantes de la LA realmente el tnico papel de
los AcMo, salvo los estudios de investigacion es confirmar
el diagndstico cito-morfo quimico. A diferencia de esto, en
las LLA no existe una clasificacién inmunolégica de las
LMA totalmente aceptada; una posible opcién incluirfa los
siguientes fenotipos: mielobldstico (positivo sélo para MPO,
CD33 y/o CD13); granulomonocitico (CD61+ y/o CD41).
(Tabla 4).

Tabla 4. Sistemas de puntuacion para la definicion de leucemias agudas
bifenotipicas.

Puntos Linea B Linea T Linea mieloid
CD79a CD3 MPO
2 clgM Ret-oH Lisozima
clgM Ret- @
CD19 CD2 CD13
1 CD10 CD5 CD33
CD20 CD8 Cdw65
CD10
TdT TdT CD14
0.5 CD24 CD7 CD15
CDla CDI1A CD64

El prondstico de esas variantes no parece ser diferente,
pues si bien inicialmente se consideré que el fenotipo
megacarioblastico y el minoritario conllevan mal prondstico,
estos datos no se han corroborado en estudios posteriores.
Respecto a los antigenos individuales en la tabla 2-3 se
resumen los datos correspondientes a 20 series revisadas de
la literatura, incluyendo nuestros propios datos. Como puede
observarse, los tnicos Ags de células precursoras o linea
mieloide que parecen influir en el prondstico de las LMA,
todos ellos de forma negativa, en al menos el 50% de las
series, son CD34 y CD11b. Con respecto a la coexpresion
de Ags asociados a la linea linfoide, s6lo CD7 parece
condicionar un prondstico adverso y existe controversia
respecto a la influencia de CD2, antigeno que tltimamente
se ha asociado con leucemia promielocitica.19’20’21 (Fig. 2).
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Fig 2. A primera vista la exhibicion de CD45/RALS parece
demostrar un caso directo de la leucemia mieloide con la
diferenciacion.

Sin embargo las células (rojas) son considerablemente mas
pequeflas, y demuestran menos expresion del antigeno
mieloide asociado CD33, que las células mds altas de
RALS. Hay una cierta expresion aberrante parcial de CD7
en la poblacién mieloide también.

Leucemias Bilineales y Bifenotipicas/Hibridas

La existencia de las leucemias linfobldsticas con coexpresion
de antigenos asociados a linea mieloide y viceversa, de
leucemias mielobldstcas con antigenos de linea linfoide, se
conoce desde hace mas de 10 afos. Al margen de los pro-
blemas conceptuales que entrafian, con frecuencia generan
serias dudas diagndsticas y, consecuentemente, terapéuticas.
En la literatura existe notable confusion a la hora de emplear
este diagnodstico. En primer lugar nos parece importante
precisar la distincién entre leucemia bilineales, en las que
coexisten dos poblaciones de blastos independientes - una
mieloide y otra linfoide — y leucemias bifenotipicas en las
que solo una poblacién de blastos coexpresa antigenos
asociados a la linea linfoide y mieloide. (Tabla 5).

Tabla 5. Sistemas de puntuacién para la definicion de 1 ias agud
bifenotipicas.
Puntos Linea B Linea T Linea mieloid
CD79a CD3 MPO
2 clgM Ret-oB Lisozima
clgM Ret-yd
CD19 CD2 CD13
1 CD10 CD5 CD33
CD20 CD8 Cdw65
CD10
TdT TdT CD14
0.5 CD24 CD7 CD15
CDla CDI1A CD64
Se define como leucemia aguda bifenotipica la que simultineamente puntia >1 para
linea linfoide y >2 para mieloide.

Las primeras son muy raras (<1%), mientras las segundas
son relativamente frecuentes.

Para su correcto diagndstico resulta imprescindible el
empleo de dobles o triples marcajes. En segundo lugar,
debe recordarse que son muy pocos los antigenos realmente
especificos de linea: CD79, IgMcit, y CD22 citoplasmadtico
para la linea linfoide B; CD3, Rct-ab y Rct-gd para la linea
linfoide Ty mieloperoxidasay lisozima paralalinea mieloide.
En este sentido, por ejemplo, el Ag CD4 que inicialmente se
considerd caracteristico de una subpoblacién de linfocitos T,
hoy se sabe que esta también presente en la estirpe monocitica.
Por otro lado, la incidencia de leucemias bifenotipicas estd
en relacion directa con el nimero de marcadores utilizados y
por eso en la literatura se describen resultados muy dispares.
El grupo de St. Jude describe una incidencia del 22% en las
LLA y del 60% en LMA; sin embargo, esta incidencia baja
aun 6% y 17%, respectivamente, cuando se utiliza como
criterio la coexpresién de dos o mas Ags de linea opuesta.?*
Recientemente, el Grupo Europeo para la Caracterizacién
Inmunoldégica de las Leucemias (EGIL) ha establecido un
sistema de puntuacion para definir las leucemias bifenotipicas
tal y como se recoge en la tabla 2-4. Se han barajado varias
explicaciones parala aparicion de estas leucemias: regulacion
aberrante de la expresion gendmica, trasformacion maligna
de una célula stem pluripotente o una rara célula progenitora
que en condiciones normales coexpresa caracteristicas
de mas de una linea. No obstante, ninguna de ellas parece
definitiva y, en este sentido, sobre una serie de 170 LA,
hemos comprobado que la expresion de antigenos linfoides
no se correlaciona con el reordenamiento de los genes de Igs
y Ret. Por dltimo, respecto al prondstico de estas leucemias,
ya hemos sefialado la influencia de marcadores individuales
de infidelidad de linea en el contexto de LLA y LMA;
basta ahora afiadir que en el caso de LA con expresion
de Ag asociados a linea linfoidea, si falla la respuesta al
tratamiento convencional de LA, debe plantearse el empleo
de un esquema orientado a LLA. Por otro lado, en el caso de
leucemias con dos lineas celulares o bifenotipicas con dos
o mds marcadores de infidelidad quizd sea aconsejable el
empleo de regimenes terapéuticos que cubran ambas lineas
de diferenciacion, como por ejemplo DATOP.
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Material y Métodos

Recepcion de muestra

1. Recepcion de Historia Clinica

2. Analisis de marcadores a determinar. (Tabla 6)

3. Médula Osea o sangre periférica (solo si presenta
un nivel elevado de blastos)

4. Anticoabulante EDTA

Tabla 6. Paneles para la Determinacion de Inmunofenotipo

BASE: FLL [ FL2 [ FL3 [ FL4
Tubo 1: Control autoflorescencia

Tubo 2: CD45 CD34 CD20 CD19
Tubo 3: CyIgM CD22

Tubo 4: HLA-DR CD10

Tubo 5: CD5 CD13

Tubo 6: CD3 MPO CD79%a

MIELOID E: FLI FL2 FL3

Tubo 7: CDI15 CDI1b CD45 Maduracién

Tubo 8: CD14 CD33 CD34 Inmaduros

LINFOIDE T/NK

Tubo 7: CD8 CD4 CD3 Monoclonalidad

Tubo 8: CD7 CD34 T+NK+mieloide inmaduro
Tubo 9: CD5 CD34 Expresion subpoblaciones T
LINFOM A

Tubo 7: CD5 CD34

Tubo 8: Cy Kappa CD56

Tubo 9: Cy Lamda CD56

Tubo 10: FMC7 CD38

Paneles para la Determinacion de Inmunofenotipo con presuncion de leucemia

BASE: FLI [ FL2 [ FL3 [ FL4
Tubo 1: Control autoflorescencia

Tubo 2: CD45 CD10 CD34 CD19
Tubo 3: CyIgM CD22

Tubo 4: CD33 CD13 CD45

Tubo 5: TdT CD2

Tubo 6: CD3 MPO CD79a

Paneles para la Determinacién de Inmunofenotipo con presuncién de linfoma

BASE: FLI [ FL2 [ FL3 [ FL4
Tubo 1: Control autoflorescencia
Tubo 2: CD45 CD10 CD34 CD19
Tubo 3: CylIgM CD22
Tubo 5: TdT CD2
Tubo 8: CD8 CD4 CD3 Monoclonalidad
Tubo 9: CD7 CD34 T+NK+
Tubo 10: CD5 CD34 Expresion T
Tubo 6: Cy Kappa CD36
Tubo 7: Cy Lamda CD56
Tubo 7: FMC7 CD38 CD45
Rotulacion

1. Rotular dos tubos Falcom de 15ml
Lizado Celular

1. Adicionar de la sangre total (o muestra 106 cel/ul) a un
tubo madre.

2. Adicionar FACS Lysing solution diluido a 1X (Cat
349202)

3. Vortex

4. Lizar
5. Centrifugar
6. Retirar el sobrenandante.

Segundo Tubo

1. Colocar mitad de la muestra del tubo madre.
2. Adicionar Permeabilysing solution

3. Vortex

4. Lizar

5. Centrifugar

6. Retirar el sobrenandante.

Lavado

1. Lavar adicionando FACSFlow o PBS que contiene 0.5%
de suero albimina bovina (BSA)

2. Vortex

3. Centrifugar

4. Retirar sobrenandante

5. Repetir el proceso de lavado dos veces al tubo madre y al
segundo tubo.

Marcacién de Superficie e Intracelular

1. Colocar muestra del tubo madre a un set de tubos
previamente rotulados.

2. Adicionar marcadores monoclonales considerando panel
seleccionado.

3. Adicionar marcadores monoclonales en caso de considerar
necesario un segundo panel de subclasificacion (Tabla 6)

Resultados y Discusion

La poblacién estudiada obtenida en ION-SOLCA en el
periodo comprendido de Junio del 2004 a Octubre del 2006
fue realizada a un grupo etdreo nacional, de pacientes con
presuncion diagndstica de patoldgias hematopoyéticas las
hemos presentado en los siguientes estadigrafos:

ESTADIGRAFO DE DESORDENES HEMATOPOYETICOS 2004

10

9

8

BILLA pre pre B
WLLA B precursor
OLLA pre B

6 OLLA B comin
HUAT

ELMA

HLMA M3

=%

WLLA Linaje Mixto

H Linfoma

DlLibre de infiltracion
B Inespecifico

WLLA B madura2

CASOS
@

] —I | ]’

0

JUNTO JuLio AGOSTO  SEPTIEMBRE ~ OCTUBRE
MESES

1

NOVIEMBRE ~DICIEMBRE
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ESTADIGRAFO DE ENFERMEDADES HEMATOPOYETICAS 2005
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- La incidencia de la leucemia aguda linfoblastica (LLA)
fue la neoplasia maligna mas frecuente en nuestra poblacion
pedidtrica, que correspondié al 80% de los pacientes
estudiados, mientras que el 25% correspondieron a las
leucemias mieloides agudas (LMA) lo cual coincide con la
literatura mundial.

De las LMA observadas el 7% mostré coexpresion de Ags
asociados a la linea linfoide siendo estos los mas frecuentes
CD10y CDI19.

- La incidencia de la leucemia mieloide aguda (LMA) en
adultos fue del 60% mientras que el 35% correspondi6 a las
leucemias linfoides agudas (LLA).

En cambio en las LLA se observo coexpresion de Ags
asociados alalinea mieloide en un 4%, siendo los marcadores
mads frecuentemente encontrados: MPO, CD33 Y CD13.

En nuestra experiencia, utilizando sistematicamente dobles
marcajes creemos que la puntuacion asignada a algunos de
los marcadores puede ser discutible y, en general, cualquier
grupo experimentado es capaz de definir el origen de la
leucemia basdandose en la especificidad de marcadores como
CD3, CD79a, CD22 o MPO. Ademas basandonos con la
experiencia de otros grupos de citometristas coincidimos

en no ser partidarios del empleo de los cldsicos puntos de
corte para considerar la positividad de un Ag (ej:20%), ya
que los actuales sistemas de andlisis de citometria de flujo
pueden mostrar que esos bajos porcentajes corresponden
a subpoblaciones claramente identificables y quizds con
relevancia prondstica, como es el caso de la determinacion
de la presencia de blastos en EMR.

En conclusion del total de nuestra poblacién hospitalaria
estudiada durante este tiempo presentd una mayor incidencia
en la leucemia linfoide aguda (LLA) ( 60% ), mientras que la
leucemia mieloide aguda (LMA) sigue siendo la de menor
incidencia (35%).
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