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I. Resumen

La leucemia aguda linfocitica (LAL) es una enfermedad que se presenta
principalmente en la infancia, con un maximo de incidencia entre los 2 a 5 afios. Del 80
al 90% de casos corresponde a precursores de células B. En el Instituto Nacional de
Pediatria (INP) la leucemia diagnosticada con mayor frecuencia es la LAL de
precursores B (alrededor del 90%).

Afortunadamente, los avances en quimioterapia, radioterapia y en el trasplante de
precursores hematopoyéticos han mejorado de forma considerable las posibilidades
de supervivencia de los nifios afectados con una patologia oncolégica, sin embargo, el
riesgo de recaida continda siendo un obstaculo para la recuperacion del paciente. Por
lo tanto, la deteccion de enfermedad residual minima (ERM) constituye un
procedimiento de gran interés con el objeto de observar la respuesta temprana al
tratamiento, adecuar los requerimientos terapéuticos y predecir posibles recaidas al
término del tratamiento remisién-induccion.

En los ultimos afios, técnicas como la citometria de flujo (CMF) han emergido como
herramienta de deteccién de la ERM debido a que poseen una sensibilidad muy
superior a la morfologia, la cual se logra al analizar un mayor ndmero de células.

El objetivo principal de este trabajo fue la estandarizacion de la técnica de citometria
de flujo para la deteccion de la enfermedad residual minima en pacientes pediatricos
del Instituta Nacional de Pediatria (INP) diagnosticados con LAL de precursores de
células B.

Por tal motivo, se tom6 en consideraciéon la existencia de ciertos inmunofetipos
aberrantes presentes en células leucémicas pero ausentes en células de medula 6sea
normal, por lo que la eleccion de una combinacién adecuada de anticuerpos
monoclonales (AcMo) contribuy¢ a diferenciar células leucémicas de células normales
de medula dsea. Por otra parte, la sensibilidad del equipo se determiné con diluciones
de muestras de medula 6sea (MO) de nifios diagnosticados con LAL de precursores de
células B en sangre periférica.

Con la combinacidn elegida de AcMo (CD10FITC, CD38PE, CD45ECD, CD34PC5 y
CD19PC7), se encontraron diferencias entre células normales de MO y células
leucémicas, destacando en estas ultimas (50%), subexpresion de CD38 y
sobreexpresién de CD10, lo cual favorece la deteccion de la ERM. Por otra parte, se
concluyd que esta técnica tiene una sensibilidad de 1 en 104 adquiriendo alrededor de
300 a 500 mil eventos, y se determin6 que al leer una mayor cantidad de eventos
existe una probabilidad mayor de detectar células leucémicas, por lo tanto se valida a
la técnica como herramienta de deteccién de la ERM.



IL. Introduccion

Las leucemias agudas (LA) son un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizado
por la proliferacion progresiva no regulada, y acumulacién de precursores
hematopoyéticos, malignos, en medula 6sea.

En las dltimas décadas, los avances en quimioterapia, radioterapia y en el trasplante
de precursores hematopoyéticos han mejorado de forma considerable las
posibilidades de supervivencia de los nifios afectados con alguna patologia oncoldgica.
Sin embargo, el riesgo de recaida continta siendo, en muchos casos, un obstaculo
importante para su recuperacion.

La enfermedad residual minima (ERM) consiste en la persistencia de un clon anormal
de células, auin en niveles bajos durante o tras finalizar el tratamiento. En este sentido,
la deteccion ERM constituye un procedimiento de gran interés en el seguimiento de
pacientes con LA, la cual durante la etapa de mantenimiento tiene un alto valor para
predecir la recaida de la leucemia, por lo que hace posible clasificar grupos de alto y
bajo riesgo, y por lo tanto establecer terapias mas o menos agresivas con base en su
evolucion.

Se ha observado que pacientes con leucemia aguda en remision clinica, pueden atn
tener una gran carga de células malignas residuales las cuales son indetectables por
morfologia. No obstante, el uso de técnicas con mayor sensibilidad como la citometria
de flujo (CMF), puede permitir una mejor estimacion de la carga leucémica y por
consiguiente contribuir en la seleccion de estrategias terapéuticas adecuadas.

La deteccion de la ERM por medio de CMF se basa en la identificacion de
inmunofenotipos aberrantes presentes en células leucémicas pero ausentes en células
normales hematopoyéticas. Se ha reportado que este método permite la deteccidn de
una célula leucémica entre 10 mil células normales de meédula dsea, y puede ser
aplicado a por lo menos dos tercios de los pacientes con leucemia aguda.

Estudios previos en una larga serie de pacientes han demostrado una fuerte relacion
entre niveles de ERM durante la remision clinica y el resultado del tratamiento. Por lo
tanto, ensayos de la ERM pueden ser utilizados de manera confiable para evaluar la
respuesta temprana al tratamiento (dia 19), la cual esta relacionada con la
probabilidad de recaida.

Otra aplicacién de la deteccion de la ERM se encuentra en el trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas (TCPH) para la evaluacion de la eficacia del
procedimiento y por lo tanto, para el monitoreo de pacientes post-TCPH.



En el Instituto Nacional de Pediatria (INP), la leucemia aguda linfocitica de
precursores de células B es la leucemia diagnosticada con mayor frecuencia
(alrededor del 90%), por tal motivo se pretende realizar la deteccién de la ERM por la
técnica de CMF en tales pacientes. Por lo tanto, la implementaciéon de esta prueba
implica; la eleccion de una combinaciéon adecuada de anticuerpos monoclonales que
contribuya a diferenciar células leucémicas de células de MO, creaciéon de protocolos
de analisis, determinar la sensibilidad de la técnica y finalmente evaluar la técnica
como herramienta de deteccién de la ERM.

II1. Marco teorico
1. Generalidades de las leucemias

La leucemia es una enfermedad neoplasica progresiva del sistema hematopoyético
caracterizada por la proliferacion no regulada de las células progenitoras, no
diferenciadas o parcialmente diferenciadas e incluye a un grupo heterogéneo de
neoplasias que difieren respecto a su agresividad, célula de origen y respuestas al
tratamiento (1).

1.1. Clasificacion de las leucemias

La enfermedad se clasifica en dos amplios grupos con base en la agresividad de la
enfermedad: 1) aguda, la cual si no se trata provoca rapidamente la muerte, por lo
general en el transcurso de meses, 2) crénica, una variante menos agresiva que si no
se trata causa la muerte en meses o afios.

Estos dos grupos principales ademas se clasifican en mieloides o linfoides con base en
el origen de la clona de la célula leucémica.

En aquellas leucemias, donde predominan las células linfoides la enfermedad se llama
leucemia linfoide, a su vez estas se clasifican en, leucemia aguda linfocitica (LAL) y
leucemia linfocitica crénica (LLC) y siguiendo criterios morfoldgicos, cito-quimicos,
inmunolégicos y citogenéticos de las células malignas pueden identificarse subgrupos
de estas leucemias (1).

1.2. Epidemiologia

En México, el cancer es la segunda causa de muerte infantil (2 a 15 afios) y cada afio
se registran 4,000 nuevos casos de cancer de los cuales el 50% se diagnostican como
leucemias mientras que el 50% restante se refiere a distintos tipos de cancer (2).

Cerca del 98% de todas las leucemias infantiles se diagnostican como agudas y aun
cuando éstas se presentan en todas las edades, hay un punto maximo de incidencia en



el primer decenio, particularmente entre los 2 a 5 afios de edad. Este es seguido por
una disminucién en la incidencia en el segundo y tercer decenio, a partir de ese
momento la incidencia comienza a aumentar y lo hace después de los 50 afios,
destacando el hecho de que la mayoria de las leucemias agudas de la infancia son de
tipo linfoide (75%), mientras que las que se producen en adultos son clasicamente de
origen mieloide (1).

1.3. Factores de riesgo

Las factores que originan leucemias hasta el momento se desconocen, generalmente la
LAL se presenta en nifios previamente sanos. Sin embargo, existe una estrecha
relacion a padecer leucemia principalmente en relacién a factores genéticos,
ambientales, bioldgicos, inmunodeficiencias, entre otros, aunque en la mayoria de los
casos no es posible detectar este tipo de asociaciones que desencadenan dicho
padecimiento.

1.4. Diagndstico

El diagnoéstico de leucemia se efectua con el estudio de extendidos de aspirados de
medula d6sea, empleando tinciones pancromaticas del tipo MayGrunwald-Giemsa,
Wright o Romanowsky. Cuando la invasion blastica de la sangre periférica es muy
grave, no hay dificultad para establecer el diagndstico de la leucemia; esto ocurre
regularmente en LAL. Idealmente, el aspirado de médula 6sea se debe obtener de la
puncién de la cresta iliaca y se requiere que mas del 20% de las células de la médula
Osea sean blastos para establecer el diagnodstico certero en el caso de leucemia aguda.
Cuando la invasién por blastos de la sangre periférica es masiva, se infiere que hay
mas de 20% blastos en la médula dsea (1,3).

1.5. Tratamiento

El tratamiento esta encaminado no solo a mejorar la calidad y tiempo de vida del
paciente, también implica la curacion total de la enfermedad, por una parte la
quimioterapia tiene como objetivo eliminar el clon leucémico y mientras que la
terapia de soporte que incluye el control de las complicaciones al diagnodstico y
durante la quimioterapia, el tratamiento puede durar entre 24-36meses, sin embargo
puede que se alargue (4). Las etapas del tratamiento son:
» Etapal. Induccién a la remision.

Se utiliza una quimioterapia multiple combinada (4 a 8 medicamentos) con lo

que se pretende disminuir la carga leucémica y llegar a la “remisién completa”

definida por la presencia de menos del 0.01% de células leucémicas en medula

0sea. Entre los medicamentos mas utilizados estan: la prednisona, vincristina y



L-asparginasa. Alrededor del 97-99% de los pacientes logran la remision
completa en un lapso de 43 dias.

» Etapall. Tratamiento dirigido al SNC.

En esta etapa el objetivo es destruir las células que potencialmente se pueden o
pudieron introducir al SNC, la presencia de blastos se comprueba mediante la
tincion del centrifugado de LCR. La terapia es intracraneal mediante farmacos
compatibles con el SNC como dexametasona, hidrocortisona y metotrexato, y
solo se realiza cuando se ha comprobado infiltracién leucémica.

» Etapa III Intensificacién o consolidacién pos-induccion
En esta etapa se pretende erradicar completamente las células leucémicas
residuales que hayan sobrevivido, esto mediante medicamentos no utilizados
durante la induccién como altas dosis de metotrexato parenteral.

» Etapa IV. Mantenimiento o terapia continda de erradicacion. Se administra a
diario la 6-marcaptopurina por via oral, y una vez por semana el metotrexato
por la misma via, ademdas de terapia intracraneal, por dos o tres anos. De
manera periddica, se puede suspender este tratamiento para administrar de
nuevo los medicamentos iniciales: vincristina, prednisona, asparginasa o
antraciclinas.

Si todas las etapas anteriores se completaron o hubo recaida de la leucemia y ésta se
tratd con éxito, se pasa a una etapa de vigilancia por periodo minimo de dos afios. Lo
ideal es que la vigilancia sea de por vida (4,5).

Un porcentaje cercano al 20% de los pacientes va a sufrir una recaida, sobre todo el
primer afio de vigilancia después de suspendido el tratamiento. La recaida es el
principal obstaculo para la curacion, los sitios mas afectados son la medula 6sea, el
SNC y los testiculos. Si el paciente sobrevive sin recaidas durante siete a 10 afios
después del diagndstico se puede considerar técnicamente curado.

El trasplante de células hematopoyéticas, se utiliza cuando el paciente padece de una
leucemia dificil de tratar, ha sufrido ya una recaida o cuando el pronostico inicial es de
muy alto riesgo, como en el caso particular de la LA con un cromosoma Filadelfia
(Ph+) (4).

Con los actuales regimenes de quimioterapia se puede obtener la curaciéon en la
mayoria de los pacientes (80%), lo que se explica por dos posibles mecanismos: el
primero seria que, al utilizar multiples medicamentos con diferente mecanismo de
accion se puede conseguir la destruccion total de la clona maligna; el segundo
mecanismo es que estos farmacos reducen la enfermedad a tal grado que el
organismos es capaz, por mecanismos naturales de vigilancia inmune tumoral, de
completar la eliminacion de las células leucémicas residuales (4,5).



2. Leucemia aguda

Las leucemias agudas (LA) son un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizado
por la proliferacion progresiva no regulada, y acumulacién de precursores
hematopoyéticos, malignos, en la medula ésea. Se caracteriza por la presencia de
muchos blastos y formas inmaduras, pero pocas células en etapas de maduraciéon
intermedia.

Esta brecha en la maduracién se conoce como hiato leucémico y se distingue porque
las células son incapaces de diferenciarse a células sanguineas funcionales normales y
en los estudios inmunolégicos se observa que encuentran detenidas en una etapa de
maduracion especifica. Estas células leucémicas aparentemente escapan a la muerte
programada (apoptosis). El efecto neto es la expansion de la clona leucémica.

Los parametros mas confiables para definir a las neoplasias y clasificar las leucemias
agudas en categorias y subgrupos principales son combinaciones del criterio
morfoldgico del grupo Franco-Americano-Britanico (FAB), de reacciones citdquimicas,
de sondas inmunoldgicas, de marcadores celulares, de anormalidades citogenéticas y
de genética molecular (1).

3. Leucemia aguda linfocitica (LAL)

La leucemia aguda linfocitica (LAL) es una enfermedad frecuente en nifios del mundo
occidental, de la cual el 80 al 90% de casos corresponde a precursores de células B
(PCB). Se caracteriza por la proliferacién maligna de células progenitoras linfoides, las
cuales reemplazan al tejido hematopoyético normal en la medula 6sea e infiltran los
ganglios linfaticos, el bazo, el higado, y otros érganos. La célula predominante en la
medula 6sea y en la sangre periférica se puede identificar como un linfoblasto (1).

3.1. Fisiopatologia.

La anormalidad basica perece ser la mutacion de una sola célula progenitora linfoide
que da origen a una clona de linfocitos malignos. Estas células linfoides retienen la
capacidad de proliferar de manera no regulada, pero parecen estar detenidas en su
secuencia de maduracion. Es desconocido el factor desencadenante de la mutacion
genética leucémica original, pero puede ser una combinaciéon de factores
leucemégenos.

El inicio de la enfermedad suele ser abrupto y continua de manera progresiva, los
pacientes suelen cursar con anemia, trombocitopenia y neutropenia, frecuentemente
refieren fatiga, palidez, fiebre, pérdida de peso, irritabilidad y anorexia; la fiebre se
vincula generalmente con una infeccién concomitante. Hay petequias y equimosis en
mas de la mitad de los pacientes; la hemorragia franca es menos comun. Existe dolor
0seo en cerca de 80% de los pacientes que manifiestan hipersensibilidad,
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especialmente sobre los huesos largos. Con frecuencia el nifio rehtisa caminar o estar
de pie. Ocasionalmente los nifios tienen sintomas relacionados con afeccién del SNC,
los cuales incluyen cefalea y vomito. Son hallazgos comunes la esplenomegalia,
hepatomegalia y linfadenopatia (1).

3.2. Datos clinicos.

La cifra de leucocitos puede estar aumentada, disminuida o ser normal; cerca del 60%
de los pacientes presenta leucocitosis causada por abundancia de células linfoides
inmaduras. La neutropenia frecuentemente es muy notable aun cuando aumente la
cifra total de leucocitos. Habitualmente aparecen células blasticas en la sangre, las
cuales son pequefias con citoplasma escaso, cromatina indistinta y nucléolos ausentes
o mal definidos. Regularmente disminuye la cifra de plaquetas. Casi siempre se
presenta anemia normocitica-normocrémica, y puede ser intensa.

La médula 6sea hipercelular revela reemplazo de las células hematopoyéticas
noérmales por elementos linfoides. Hay 30% o mas linfoblastos, pero en realidad la
mayoria de los pacientes presenta mas de 65% (Cuadro 1).

Los linfoblastos son negativos para peroxidasa y sudan negro B. La reaccion PAS suele
demostrar una positividad granulosa o en grumos gruesos mientras que el naftol AS-D
acetato, alfa-naftil acetato, y alfa-naftil butirato son negativos o levemente positivos en
la célula nula de la LAL y la LAL-B. La fosfatasa dcida muestra una reaccion positiva
localizada intensa en la LAL-T. Sin embargo esta reaccion no es diagnostica de la LAL-
T ya que puede verse en la LMA M6 y en la LMA M7, asi como en los casos de la LAL-B.
En la LAL L3 las vacuolas se tifien con aceite rojo O, lo cual indica la presencia de
lipido (1).

3.3. Clasificacion FAB de la LAL.

El grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) ha definido tres subtipos de LAL (L1, L2,
L3), con base en la morfologia y heterogeneidad de los linfoblastos de la medula 6sea
(Cuadro 2). Las caracteristicas citoldgicas empleadas para evaluar de los blastos
incluyen:

Tamafo celular

Cromatina nuclear

Forma nuclear

Nucléolos

Cantidad de citoplasma

Cantidad de basofilia en el citoplasma
Vacuolacién citopldsmica
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Hasta 10 % de células pueden variar en cada caracteristica especifica dentro del
subgrupo.

Cuadro 1. Caracteristicas de los blastos en los subtipos de leucemia aguda linfocitica.

Caracteristicas Precursor B Comun Célula Célula B Precursor T CélulaT
B (CALLA) pre-B temprano
temprano
Rearreglo del
gen de:
Inmunoglobulina + + + + - -
Receptor de - - - - + +
célula T (RCT)
Caracteristicas
inmunitarias
Citoplasmica p - - + - - -
Ig de membrana - - - + - -
CD19 + + + + - -
CD24,CD10 - + + +(CD10 - -
ordinariamente
negativa)
CD20 - - + + - -
CD2,CD7 - - - - + (CD2 +
posiblemente
negativa)
Tinciones
citoquimicas
TdT + + + - +
Fosfatasa acida - - - - + +
Anormalidades t(4;11), 6Q-, t(1;19),  t(8;14),t(2;8), t(9p), 9p- t(11,14),
citogenéticas t(9,22) t(12p) t(9,22) t(8;22), 6q- 6p-
12p-,
t(9,22)
Subgrupo FAB L1, L2 L1,L.2 L1 L3 L1,L.2 L1, L2

(mas frecuente)

+ Generalmente presente; - generalmente ausente. (Adaptado de: Lee, G.R. et al.: Wintrobe’s Clinical
Hematology. Phildelphia: Lea & Febiger, 1993.)

» LALL1

Esta es la LAL mas comun en nifios. Asi también parece tener el mejor prondstico. La
clave de este subtipo es la homogeneidad de los linfoblastos. La mayor parte de las
células dentro de cualquier caso particular son homogéneas de tamafio, pero la
heterogeneidad es compatible con la L1 si todas demdas caracteristicas consideradas
sugieren L1.

Los linfoblastos son de tamafio reducido predominantemente, pueden llegar a tener el
tamafio de un linfocito pequefio; la cromatina suele estar finamente dispersa, pero
puede estar mas condensada en las células pequefias y el patréon de cromatina puede



variar de caso en caso, la forma nuclear es regular con hendiduras o muescas
ocasionales. Los nucléolos no son prominentes y pueden estar ausentes. El citoplasma
es escaso y sol6 ligeramente baséfilo (Figura 1).

Figura 1. Leucemia guda linfocitica L1.

Figura 3. Leucemia aguda linfocitica L3.

» LALL2

Esta es la LAL que se encuentra con mayor frecuencia en adultos. Ocasionalmente las
células tienen inclusiones granulares lo que hace dificil distinguir a la L2 de LMA M2,
si no se practican tinciones citoquimicas. En contraste con los granulos en las células
mieloides, los granulos en los linfoblastos son negativos a la peroxidasa y las células
son positivas a desoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT). Hay una variabilidad
considerable en el tamafo de las células dentro de cada caso, pero en general éstas
tienen un tamafio dos veces mayor que los linfocitos pequefios. El ntcleo es irregular
con hendiduras y muescas. El patréon de cromatina en cualquier caso particular es
heterogéneo y varia desde finamente reticular hasta condensado. Casi siempre hay
nucléolos, pero varian de tamafio y nimero; frecuentemente son muy grandes. El
citoplasma es abundante con basofilia variable.



» LALL3

Esta es la variable mas rara de LAL. Se presenta tanto en adultos como en nifos. Los
linfoblastos son de aspecto similar a los que se encuentran en el linfoma de Burkitt.
Las células son grandes con citoplasma abundante intensamente baséfilo.

Hay una vacuolizacion citoplasmica notable. También pueden presentarse vacuolas en
linfoblastos en la L1 y en la L2, pero con mucha menor intensidad que en la L3. El
nucleo es oval o redondo, con cromatina densa, pero finamente punteada y uno o mas
nucléolos prominentes.

Cuadro 2. Criterio FAB para subtipos de la LAL.

Caracteristicas
citolégicas

L1

L2

L3

Tamaiio celular

Cromatina nuclear

Forma nuclear

Nucléolos

Cantidad de citoplasma

Basofilia del citoplasma

Predominan las
células pequeiias
Homogénea en
cualquier caso
individual

Regular, hendiduras o
muescas ocasionales
No visibles, o
pequefios e
inconspicuos

Escaso

Ligera o moderada,
raramente intensa

Vacuolacidncitoplasmica ' Variable

De tamafio grande,
heterogéneo
Variable, heterogéneo
en cualquier caso

Irregular, hendiduras y
muescas comunes

Uno o mas presente, a
menudo grandes

Variable, a menudo
moderadamente
abundante
Variable; intenso en
algunos

Variable

Grande y homogéneo

Finamente punteada y
homogénea

Regular-oval a
redondo
Prominentes, uno o
mas vesiculosos

Moderadamente
abundante

Muy intensa

A menudo prominente

Tomado de: McKenzie SB.: Hematologia clinica.

4. Leucemia aguda linfocitica tipo B (LAL-B)

Como ya se habia mencionado anteriormente de todas las LAL un porcentaje mayor
(80-90%) corresponde a precursores de B, por lo tanto, es necesario estudiar las
caracteristicas de tal patologia.

4.1. Linfopoyesis.

Se ha establecido que la diferenciacion del linaje linfoide progresa gradualmente en la
médula 6sea, desde progenitores muy primitivos con potenciales multiples, hasta
precursores restringidos que pierden opciones de diferenciacion en paralelo con una
ganancia de funciones especializadas. A lo largo de este progreso la transcripcién del
locus de la enzima que recombina los segmentos genéticos VD] de la inmunoglobulina
y del TCR, la recombinasa RAG1, marca a los progenitores linfoides mas primitivos
denominados ELP (earlylymphoidprogenitors).
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En la médula 6sea y el cordén umbilical del ser humano residen una variedad de
progenitores multipotentes que no expresan en la superficie ningin marcador de
célula sanguinea madura, pero expresan moléculas CD34. La aparicién de CD10 y de la
enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal (TdT) en dichas células es
probablemente uno de los eventos iniciales que distinguen a los progenitores
linfoides, asi mismo, el receptor de quimiocina CXCR4 es sustancialmente expresado
en células con actividad precursora linfoide, de tal modo que se especula que podria
ser un marcador distintivo de la contraparte de los ELP.

Los posibles progenitores linfoides comunes (PLC) expresan ademas el receptor de
interleucina 7 (IL-7), CD38 y CD45RA, y aunque, tanto en cultivo como in vivo,
muestran un potencial residual hacia células T, NK y dendriticas, se diferencian
principalmente a linfocitos B.

Por otro lado, células que expresan CD34, CD45RA y CD7, pero no expresan CD10 ni el
receptor de IL-7, son altamente eficientes en la generacion de células T y NK (6).

4.2, Desarrollo de las células B.

En la ontogenia, el desarrollo de las células B ocurre el higado fetal, mientras que
después del nacimiento se confina primordialmente a la medula 6sea. Aun cuando la
informaciéon acerca de los eventos de transicion a partir de los progenitores
multipotentes a los precursores de células B es muy limitada, se han identificado
poblaciones funcionales que definen la via de diferenciacién rio abajo, iniciando con
las células B tempranas hasta la produccién de B maduras, que eventualmente seran
exportadas a los tejidos linfoides periféricos para cumplir su funciéon de
reconocimiento de antigeno, activacion y producciéon de anticuerpos especificos (Ver
Cuadro 3 y Figura 4) (6).

Cuadro 3. Desarrollo de células B.

Estadio CD34 CDh19 CDh10 clgM slgM
Progenitores linfoides tempranos + - = - -
Pro-B + + -/+ - -
Pre-B 1 + + + - _
Pre-B I - + + R -
B inmaduras - + + + _
B maduras - + - + +

El proceso completo en la médula 6sea requiere de la accién concertada de multiples
factores de transcripcidn, incluyendo Ikaros, PU.1, E2A, EBF y Pax-5. Los dos primeros
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actian paralelamente en el control de la transicion de las células troncales a
progenitores, mientras que E2A, EBF y Pax-5 regulan secuencialmente el desarrollo de
las células B tempranas.

| 1l 1] v
o ® o o ® o
\ )
Pro-B-cell Pre-B-I cell  Pre-B-ll cell Immature B-cell Mature B-cell Plasma cell
(Pre-pre-B-cell) (Pre-B-cell) (tr. Pre-B-cell)

CD34 CD34
TdT TdT (TdT)
CD10"* CD10 CcD10*
CD19 CD19 CD19 CD19 CcD19
CD20™ CD20 CD20
CD22 CD22 CD22 CD22 CcD22""
CD45™ CD45 CD45™* CD45™" CD45
Cylgp Cylgu Cylg
SmigM SmigM

Figura 4. Desarrollo normal de las células B en médula ésea. Tomado de: Van Lochen EG et al:
Differentiation Patterns of Normal Hematopoiesis in Human Bone Marrow.

5. Fenotipo inmunitario de la LAL.

La investigacién con marcadores de superficie e intracelulares ha mostrado que los
linfoblastos en la LAL varian considerablemente en maduraciéon inmunitaria. En las
células linfoides normales, algunos determinantes antigénicos (marcadores de
superficie) aparecen en una etapa muy temprana del desarrollo y desaparecen con la
madurez, mientras que otros aparecen en las células mas maduras. Los anticuerpos
monoclonales han demostrado que las células leucémicas pueden tener fenotipos de
células normales, pero parecen detenerse en cierta etapa de maduracidn, asi también,
un numero significativo de leucemias agudas expresa combinaciones inapropiadas de
antigenos y hace complicado el diagnéstico (1).

Las LAL fueron las primeras neoplasias en beneficiarse de los estudios inmunolégicos,
siendo clasificadas inicialmente en B, T o nulas (no T - no B) segun expresaran
inmunoglobulina de superficie (slg), formaran rosetas con eritrocitos de carnero (por
la presencia del marcador CD2) o carecieran de ambos marcadores, respectivamente
(Cuadro 4). Posteriormente, el descubrimiento de un Ag presente en el 70% de las
LAL infantiles (cALLA o CD10) permiti6é definir un nuevo fenotipo, “comun”, al que
pertenecian la mayoria de las LAL nulas. Ademas, todas las LAL, excepto las slg+,
expresaban la enzima intranuclear transferasa terminal deoxinucleotidilica (TdT). A lo
largo de la década de los 80’s se obtuvieron numerosos anticuerpos monoclonales
(AcMo) que detectan antigenos (Ag) de linea linfoide B y T, demostrandose que la
mayoria de las LAL no T - no B (comunes y nulas) son de origen B (7,8).
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Cuadro 4. Diferenciacion entre la LAL y la LAM mediante inmunofenotipificacion.

Leucemia HLA-DR CD33 (D13 CD65 CD19 CD10 CD24 CD7 (D2
LMA + + + + - - - - -
LAL-B + - - - + + +
LAL-T - - - - - - - + +

6. Inmunofenotipo de la LAL-B

En la diferenciaciéon de células B, los primeros antigenos en aparecer son CD19 en la
membrana, CD79a 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 p de inmunoglobulina (Ig) en el citoplasma para expresarla finalmente en la
membrana, los criterios de clasificacion de la LAL-B puede verse en el cuadro 5 (1,7).

Cuadro 5. Clasificacién inmunolégica de la LAL de linea B.

Fenotipo HLA- CD19 (D22 (D24 (CD10 CD20 «cIg-p Rearreglo slg TdT

DR de genes
Ig
Pro-B + + + - - - - + - +
B comun + + + + + + - +
Pre-B + + + + + + + + +
B - + + + - + - + + -/+

Tomado de: McKenzie SB.: Hematologia clinica.

Los subgrupos de la LAL-B incluyen a la LAL de precursor B temprano o pro B, a la
LAL comun (cALLA), la LAL-pre B y la LAL-B. La LAL de precursor B temprano se
incluia anteriormente en la LAL indiferenciada (LAL-I). Sin embargo, recientemente se
encontrd que la célula caracteristica en esta LAL tenia el marcador temprano de la
célula B, CD19, asi como rearreglo de los genes de la inmunoglobulina.

El ensamble de los genes de la inmunoglobulina D-] es el primer acontecimiento
genético que identifica a un progenitor de la célula B. La siguiente etapa de
maduracion de la célula B se identifica por la presencia del antigeno comun de la LAL
(cALLA) CD10, y el marcador temprano de la célula B CD24. Si la célula neoplasica
tiene estos marcadores, la LAL se conoce como la LAL comtn. Esta es la mas comun en
nifios en el mundo occidental. Parece tener mejor pronoéstico de los subtipos
inmunitarios. También es el tipo de LAL que se encuentra con mayor frecuencia
cuando la leucemia mielocitica crénica (LMC) se transforma en LAL. Cabe mencionar
que al referirse a la LAL de precursores de células B (LAL PCB) se incluye a los
subgrupos: pro B y B comun.

Los siguientes dos grupos de la LAL-B, la pre-B y B se identifican con los antigenos de
superficie del linfocito B mencionados antes ademads del antigeno CD20 que aparece
en la célula B mas diferenciada (Figura 5)(1).
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Precursor B CALLA LLA pre-B LLA-B LLC LPL LCP
temprano LLA

* * * +* * *
LOLOLOLOLOLO

Célula Precursor B Pre-pre B Pre B B temprana B intermedia B madura
progenitora temprano
pluripotente CcD24 CcD24 CcD24 cD24 CD24
CD18 cD19 cD19 cD19 CcD19 CD19
CD34 CD10 CD20 CD20 CD20 cD20
CcD10 Slg Sig Slg
Cp cbhn ch21

Figura 5. Esquema de maduraciéon normal del linfocito B con contrapartes leucémicas. LLA
leucemia linfocitica aguda; LLC = leucemia linfocitica crénica; LPL = Leucemia prolinfocitica; LCP
leucemia de células peludas; Cu=cadena p inmunoglobulina citoplasmatica; SIg = inmunoglobulina de
superficie.

6.1. Desoxinucleotidiltransferasa terminal.

Ciertas enzimas intranucleares han probado ser de utilidad para identificar subtipos
celulares. La mas importante de éstas es la desoxinucleotidiltransferasa terminal
(TdT), una DNA polimerasa que se encuentra en los nucleos celulares. Su presencia se
puede determinar por medio de andlisis enzimatico directo e inmunofluorescencia
indirecta o directa con el uso de anticuerpos monoclonales. Esta enzima no esta
presente en los linfocitos maduros normales, pero puede encontrarse en el 65% de la
poblaciéon timica normal de linfocitos. Las células positivas a TdT estan situadas en la
corteza. También se puede encontrar en las células B muy tempranas y en los blastos
de la linea celular mieloide inicial. Cerca del 1 a 3% de las células de la medula ésea
normal es positivo a TdT. Su valor en la LAL consiste en identificar linfoblastos
primitivos de entre células mas maduras (1).

7. Inmunofenotipoen el diagndstico y clasificacion de la LA.

El diagnostico de las leucemias agudas generalmente se hace utilizando criterios
clinicos y de laboratorio basico (palidez, fatiga, citopenias, presencia de células
blasticas, etc.). El andlisis inmunofenotipico tiene como objetivo no el detectar la
leucemia aguda, sino asignar el linaje y el estadio de maduracion a la proliferacion
blastica ya establecida. Como ya se habia mencionado anteriormente, ciertas
combinaciones de anticuerpos pueden definir inmunofenotipos “tnicos” que pueden
ser de utilidad en la clasificaciéon de la leucemia aguda, asi como en la deteccion de la
ERM al distinguir poblaciones normales de precursores hematopoyéticos de
proliferaciones leucémicas (7).
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Las células del sistema hematopoyético fueron los primeros inmundégenos utilizados
en la produccion de anticuerpos monoclonales (AcMo), algunos de estos, reaccionan
con antigenos (Ag) bien definidos, especificos para cada linea celular e incluso para un
estadio madurativo en concreto; otros, sin embargo, detectan antigenos (Ag’s) mas
ampliamente distribuidos, pero pese a ello pueden ser de utilidad diagnostica dentro
del contexto de un panel apropiado de AcMo.

Los estudios inmunofenotipicos también tienen utilidad en el comportamiento de
poblaciones linfocitarias, tanto en hemopatias como en el trasplante medular. Por otro
lado, los antigenos definidos mediante anticuerpos monoclonales (AcMo) son muchas
veces expresion de funciones celulares (adhesidn, proliferacidn, activacion, etc.); de
ahi que su identificacién nos aporte informacién sobre aspectos funcionales de las
células hematopoyéticas.

En los ultimos afos, varios estudios inmunofenotipicos, han incluido la posibilidad de
detectar el producto proteico de algunos oncogenes, como bcl-2, c-myc, o p53
mediante anticuerpos monoclonales apropiados (7).

8. Enfermedad residual minima.

Una multitud de factores clinicos y bioldgicos han sido asociados con una respuesta
variable al tratamiento en pacientes con leucemia aguda, pero su poder predictivo
esta lejos de ser absoluto, y su utilidad para guiar decisiones clinicas en pacientes
individuales es inherentemente limitada. Una forma de predecir la respuesta al
tratamiento, es la medicién in vivo de la citorreduccién leucémica que provee
directamente informacién sobre la efectividad del tratamiento en cada paciente. Esta
informacién deberia de tener gran utilidad clinica, pero estimaciones por técnica de
morfologia convencional tienen una relativamente baja sensibilidad y precision: en
muchos casos, las células leucémicas pueden ser detectadas en M.O. con certeza solo
cuando constituyen el 5% o mas del total de la poblacidn celular. Estas limitaciones
son superadas por métodos para deteccidon de la enfermedad residual minima (ERM),
los cuales pueden ser 100 veces mas sensibles que la morfologia y permiten una mejor
valoracidn de la respuesta al tratamiento (9,10).

La enfermedad residual minima (ERM) consiste en la persistencia de un clon anormal,
aun en niveles bajos, durante o tras finalizar el tratamiento. La ERM tiene significado
pronostico ya que puede predecir la recaida temprana de la enfermedad, por lo tanto,
conocer su presencia nos puede ayudar a plantear estrategias terapéuticas con el fin
de prevenir la recaida (3).

Por lo tanto se requiere de técnicas sensibles que permitan evaluar la masa residual y
poder asi adecuar el tratamiento de consolidacién en cada caso especifico. Hasta la
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fecha no se ha establecido cual es la mejor estrategia para detectar ERM ni el valor
clinico de estos hallazgos. Es probable que cada tipo de leucemia o linfoma requiera
una estrategia particular en funcidn de sus caracteristicas inmunofenotipicas y
moleculares. Por tanto, son necesarios analisis prospectivos para cada neoplasia,
utilizando esquemas terapéuticos uniformes y evaluando simultdneamente distintas
metodologias para la deteccion de las células leucémicas residuales (PCR,
inmunofenotipo, FISH).

Dudas iniciales respecto a la utilidad clinica de la detecciéon de la ERM se originaron
debido a la distribucién heterogénea de la leucemia durante la remisién clinica. Otro
problema fue que las sefiales de la ERM pueden no corresponder a células leucémicas
viables con la capacidad de renovacién (10).

La leucemia aguda generalmente es considerada en remision cuando las células
neoplasicas componen menos del 5% de la poblacion celular en medula ésea (limite
inferior de deteccién por morfologia) y la recuperaciéon hematolégica completa en
sangre periférica. Sin embargo, pacientes con leucemia aguda pueden tener
aproximadamente 1012 células malignas en el diagndstico, estos en remision bajo este
criterio pueden tener 1010 células neoplasicas indetectables (3,9). Ademdas de que
células residuales frecuentemente no pueden ser detectadas por simple morfologia, ya
que en pacientes con LAL la morfologia de los blastos malignos es indistinguible de los
linfocitos precursores.

Mediante el empleo de las actuales técnicas como la citometria de flujo y PCR para
determinar ERM, que tienen una sensibilidad 100 veces superior a la citomorfologia,
es posible identificarla en numerosos pacientes en remision. La introduccion de estas
técnicas ha conducido a una nueva definiciéon de remision en las leucemias segin la
cual podria considerarse remision hematolégica cuando no se detecta ERM con un
umbral de 1 en 104 (0,01% de células leucémicas del total de células normales de la
médula 6sea) (3).

8.1. Aplicaciones de la deteccion de la ERM.

El estudio de la enfermedad residual minima (ERM), en distintas neoplasias infantiles,
ha ido adquiriendo en los dltimos afios una importancia trascendental en la deteccion
y seguimiento de pacientes con mayor probabilidad de recaida y como consecuencia,
un mal pronostico a largo plazo.

En adicién, estudios de ERM proveen una poderosa herramienta para la valoracién de
medula dsea o sangre periférica que ha sido obtenida para un trasplante autologo de
células madre hematopoyéticas, y para determinar la eficacia del procedimiento.
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Finalmente, estudios de ERM pueden demostrar la presencia de células leucémicas en
SNC (Cuadro 6) (9).

Cuadro 6. Posibles aplicaciones del estudio de la ERM en el manejo clinico de la leucemia aguda.

Tiempo de estudio Objetivo

Durante la induccién de la remisién Medicion de la respuesta temprana al tratamiento

Al final de la induccién de la remision, Identificacion de pacientes con alto riesgo de recaida

continuacion temprana

Durante todo el tratamiento Deteccion de inminente de recaida

Durante todo el tratamiento Identificacion de células leucémicas en sitios
extramedulares (Ejem. SNC)

Antes de la implantaciéon de células madre Deteccion de células leucémicas contaminantes

autélogas

Antes de la implantacion de células madre Evaluacion de la eficacia del procedimiento

autélogas

Por otra parte, mediciones de ERM pueden ser usados como punto de comparacion
para la efectividad de diferentes regimenes quimioterapéuticos.

8.2. Métodos de estudio de la ERM.

Numerosos métodos de monitoreo de ERM en leucemia aguda han sido desarrollados,
tales métodos deben cumplir ciertos requisitos que incluyen una elevada sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad. Los procedimientos que actualmente cumplen estos
requisitos son la inmunofenotipificacién por citometria de flujo y la reacciéon de la
cadena polimerasa (PCR), ademas de que en algunos laboratorios consideran la
hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) (3).

Las células leucémicas pueden ser diferenciadas de las células hematopoyéticas
normales con base en varias caracteristicas genéticas y celulares. En primer lugar esta
el inmunofenotipo de las células anormales, las cuales pueden ser detectadas por
citometria de flujo. Con raras excepciones, los linfoblastos leucémicos poseen
inmunofenotipos suficientemente distintos para permitir la deteccion de 1 célula
leucémica entre 10 000 células normales (0.01%). Otra caracteristica asociada a
leucemia es el rearregloclonal de los genes de inmunoglobulina (Ig) y del receptor de
célula T (TCR). Estos rearreglos resultantes pueden ser detectados en muchos casos
por PCR con una sensibilidad de 0.01% a 0.001%. Una tercera caracteristica asociada
a leucemia estd representada por anormalidades cromosémicas y sus
correspondientes genes de fusidn, tales como BCR-ABL y TEL-AML1. Menos de una
tercera parte de pacientes con LAL tienen células leucémicas con anormalidades
genéticas que pueden ser estudiadas en los laboratorios de biologia molecular, esto
permite la deteccién de ERM con una sensibilidad que va de 0.1% a 0.001% (14).
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En resumen las técnicas mas utilizadas son:

» La citometria de flujo (CMF), es técnica utilizada para analizar y definir el perfil
inmunofenotipico de las células neoplasicas, asi como para establecer
presencia de inmunofenotipos aberrantes. Se basa en el empleo de anticuerpos
monoclonales especificos, dirigidos contra proteinas de membrana o
citoplasmaticas, que llevan apareado un fluorocromo para su detecciéon y
visualizacion mediante un sistema informatico apropiado.

» La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica molecular que
permite amplificar secuencias especificas de ADN o ARN expresadas en las
células tumorales. Con la RT-PCR se puede analizar el ARN de transcripcién
expresado en dichas células. Esto nos permite el estudio de los genes alterados
por translocaciones primarias.

» Hibridacién in situ con fluorescencia (FISH), esta técnica molecular utiliza
sondas de ADN acopladas a un fluorocromo, que ponen de manifiesto la
presencia o ausencia de un determinado fragmento genético, asi como su
localizaciéon cromosémica. Mediante un microscopio de fluorescencia se capta
la imagen de la sefial en la célula (3).

9. Deteccion de la ERM por citometria de flujo.

El descubrimiento de que las células leucémicas expresan inmunofenotipos no
expresados por células normales de medula dsea ni de sangre periférica, proporciono
una de las primeras oportunidades para el estudio de la ERM. A través de los afios,
ensayos de ERM basados en inmunofenotipo han sido consistentemente mejorados
por avances en la calidad y variedad de anticuerpos y fluorocromos, por el desarrollo
del citometro y por el enorme progreso en informatica que ha ocurrido en las ultimas
décadas (10).

La citometria de flujo permite el andlisis simultaneo de varios parametros celulares.
La informacién del tamafio y granularidad celular, en combinacién con la intensidad
de expresion de moléculas de superficie e intracelulares, permite identificar un
inmunofenotipo que distingue células leucémicas de sus contrapartes normales (10).

Con la actual disponibilidad de reactivos, es raro cuando un adecuado inmunofenotipo
no puede ser definido para monitorear ERM. Debido a la posibilidad de cambios
inmunofenotipicos, es aconsejable el uso de multiples paneles de anticuerpos para
identificar todas las anormalidades inmunofenotipicas presentes en las células
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leucémicas, y asi, poder prevenir resultados falsos-negativos de ERM. Incluso se ha
sugerido que los estudios de ERM podrian realizarse sin un conocimiento previo del
perfil inmunofenotipico de diagnostico, por lo que se buscan células con
inmunofenotipos que se desvien de los patrones normales establecidos y de la
linfopoyesis. Sin embargo, puede dificultarse la interpretacion de un resultado
negativo sin el conocimiento previo del inmunofenotipo de las células leucémicas, y
esta falta de conocimiento evita determinar la sensibilidad de los ensayos de la ERM
(10).

9.1. Inmunofenotipo en la deteccion de la ERM.

Aunque las células leucémicas no presentan antigenos especificos que permitan
diferenciarlas de las células normales, excepcion hecha de algunas proteinas
resultantes de la fusion de dos genes como BCR-ABL, estudios realizados empleando
amplios paneles de anticuerpos monoclonales (AcMo) en dobles y triples marcajes, en
leucemias agudas, han puesto de manifiesto la existencia de multiples aberraciones
antigénicas con respecto a los patrones fenotipicos detectados en células normales

(7).

El hecho de utilizar ciertos paneles de anticuerpos tiene como finalidad poder
determinar el linaje celular e identificar el estadio de maduracién en el cual se han
detenido las células leucémicas.

En este sentido se definen como fenotipos leucémicos:

a. Infidelidad de linea, se define por la coexpresiéon en la misma célula de
antigenos asociados a dos lineas celulares diferentes (Ej. LAL con antigenos
mieloides)

b. La presencia de asincronismos madurativos en la expresidon de antigenos de
diferenciacién (Ej. LAM cuyas células coexpresan CD34 y CD14, a diferencia de
la hematopoyesis normal en la que cuando aparece CD14 ya se ha perdido
CD34).

c. Sobreexpresion o subexpresion de un antigeno.

La deteccion de células positivas fuera de su localizacion normal “fenotipo
ectopico”(Ej. células TdT+ en LCR).

Con respecto a la frecuencia de fenotipos leucémicos y su aplicabilidad para investigar
en ERM, se ha encontrado que estan presentes en el 80% de LAM, 95% de LAL de
precursores By 100% de LAL-T. La estrategia para la detecciéon de ERM consiste en
investigar el fenotipo al diagndstico y buscar durante el tratamiento de la enfermedad
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la persistencia de células con este fenotipo. Por ello, un problema importante seria la
existencia de cambios fenotipicos en la recaida (7).

Esta técnica no presenta falsos positivos, sin embargo, durante el curso de la
enfermedad el inmunofenotipo de las células leucémicas puede cambiar, provocando
un falso negativo. Muchos de estos cambios se encuentran relacionados con
poblaciones minimas de células leucémicas que pueden ser positivas y negativas para
un mismo antigeno, por lo que es importante identificar estas subpoblaciones
leucémicas en el seguimiento de la ERM, ya que una recaida puede presentarse como
consecuencia de una pequefia cantidad de células leucémicas resistentes a la
quimioterapia.

Debido a que, las células leucémicas pueden expresar marcadores de diferenciacion
leucocitaria en combinacién y/o en niveles totalmente distintos al de las células de
medula dsea y sangre periférica normal. El reconocimiento de estas diferencias
forman las bases para los actuales estudios de inmunofenotipo en la ERM (10).

Para identificar inmunofenotipos para un efectivo estudio de la ERM, se deben de
considerar las variaciones en la composicion celular e inmunofenotipo de medula 6sea
normal que ocurren con la edad y la exposicion a ciertas drogas. Por ejemplo,
precursores linfoides de origen B (o hematogonias) son escasos en la MO de adultos
sanos y muy raras en pacientes que han recibido corticosteroides o quimioterapia. En
contraste estas células son abundantes en la MO de nifios pequefios o de pacientes con
alguna malignidad después del trasplante o cese de la quimioterapia. Estas
condiciones pueden exponer células normales expresando fenotipos que son
indetectables en muestras obtenidas de una persona sana, por tal motivo se requiere
un cuidadoso analisis de las células colectadas de medula 6sea bajo una variedad de
condiciones (10).

9.2. Marcadores para el estudio de la ERM en LAL-B.

Los primeros intentos de estudio de la ERM fueron se vieron obstaculizados por la
limitada disponibilidad de AcMo para marcadores de células leucémicas. Después se
demostré que estos marcadores eran también expresados por células linfo-
hematopoyéticas normales. Por ejemplo, la enzima TdT y CD10 son expresados en
hematogonias y en linfoblastos leucémicos. Las hematogonias son particularmente
abundantes en la MO de nifios pequefios y en MO regenerada después de la
quimioterapia o trasplantacién, donde estas pueden representar de 10 al 20% de las
células mononucleadas. Aunque los niveles de expresion de TdT y CD10 pueden ser
anormales en algunos casos de leucemia, estos marcadores no deben ser usados solos
para identificar células leucémicas en medula ésea. Las células TdT+, CD10+ son
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extremadamente raras en sangre periférica, por lo que estudios tempranos sugirieron
que un incremento arriba de 0.1% en la proporcion de sangre periférica de células
TdT+ podria ser considerado como una temprana sefial de recaida. Sin embargo,
estudios posteriores mostraron que la proporciéon de células de TdT+ en sangre
periférica con frecuencia se eleva en pacientes quienes permanecen en remision. Se ha
demostrado también que CD10 es inadecuado como Unico marcador para el confiable
monitoreo de ERM en sangre periférica (9).

En su trabajo, Campana D. et al. utilizaron diferentes combinaciones de marcadores
para el monitoreo de la ERM en pacientes pediatricos con LAL tanto de linaje B como
T. Las combinaciones de marcadores utilizados y sus respectivas frecuencias con una
sensibilidad de 10-*se pueden observar en el Cuadro 7. El andlisis realizado por este
grupo de trabajo para la deteccién de la ERM se muestra en la figura 6.De esta manera,
en los graficos de andlisis se encuentran areas que son siempre blancas en muestras
de MO normal, no asi con muestras de pacientes con LAL-B en el momento del
diagnostico. Lecturas positivas en estas areas sugieren leucemia residual (9,10).

Cuadro 7. Combinacion de marcadores usados en el monitoreo de la ERM en nifios con LAL

Subtipo de leucemia Combinacién de marcadores Frecuencia (%)

LAL-T Anti-TdT/CD5/CD3 90 - 95
CD34/CD5/CD3 30-50

LAL linaje B CD19/CD34/CD10/CD58 40 -60
CD19/CD34/CD10/CD38 30-50
CD19/CD34/CD10/CD45 30-50
CD19/CD34/CD10/anti-TdT 30-50
CD19/CD34/CD10/CD22 20-30
CD19/CD34/CD10/CD13 10—20
CD19/CD34/anti-TdT/anti-IlgM 10—20
CD19/CD34/CD10/CD66¢ 10—20
CD19/CD34/CD10/CD33 5--10
CD19/CD34/CD10/CD65 5--10
CD19/CD34/CD10/CD15 5--10
CD19/CD34/CD10/CD21 5--10
CD19/CD10/CD10/anti-NG2 3-5

Como ya se ha mencionado, los equivalentes normales de células de LAL-B son
progenitores de células B que normalmente residen en la MO (pero generalmente son
ausentes durante las primeras 2-3 semanas de la induccién a remisién), y pueden
encontrase en bajas proporciones en SP. Las células de LAL-B pueden ser distinguidas
de sus contrapartes normales con base en varias moléculas expresadas anormalmente
en altos o bajos niveles. Por ejemplo, marcadores asociados a la linea mieloide CD13,
CD15, CD33 y CD65, y marcadores asociados a células B maduras como CD21 pueden
ser expresados por células de LAL-B CD19+ CD34+, donde los progenitores normales
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de células B CD19+ CD34+ no expresan estos marcadores o los expresan muy
débilmente. La expresion de CD19, CD10, TdT y CD34 en LAL-B puede ser
marcadamente alta o baja, que sus contrapartes normales, por otra parte CD38 y CD45
pueden ser subexpresados en células leucémicas (10).

Las diferencias en la expresion de antigenos entre células leucémicas y células
progenitoras normales pueden ser cualitativas, cuantitativas o ambas. Diferencias
cualitativas son observadas en la combinacion antigénica expresada por células
leucémicas pero extremadamente raras por células de medula 6sea normal. Un
ejemplo CD34/CD19/CD21, la cual es expresada en una proporcion de casos de LAL-B,
en células normales este fenotipo es encontrado en raras ocasiones, pero la expresion
antigénica es usualmente débil, y estd muy por debajo de los niveles vistos en células
leucémicas. Las diferencias cuantitativas en la expresion de antigenos pueden ser
usadas para distinguir blastos leucémicos de subconjuntos de células con fenotipos
similares. Por ejemplo, la expresion de CD19, CD10 y CD34 en algunos casos de LAL-B
puede ser mas de 10 veces mayor que en células progenitoras B (9).

Para la identificacion de células inmaduras B resulta util la simultanea expresién de
CD19, CD10 y CD34. Diferencias cuantitativas en la expresion antigénica entre células
leucémicas y normales de estos marcadores puede usarse en aproximadamente 30-
50% de los casos. (9).

Cuadro 8. Distribucion normal de marcadores utilizados en el monitoreo de la ERM de LAL-B.

Marcador Distribucion normal

CD34 Precursores hematopoyéticos, linfoblastos y mieloblastos.

CD45 Todos los leucocitos, ampliamente expresados por eritroblastos tempranos

CD10 Precursores de células B

CD19 Precursores de células B y B maduras

CD20 Precursores tardios de células B y B maduras

CD22 Precursores de células B y B maduras

CD2 Células de timo y células T maduras, células NK

CD7 Células T, células NK, células madre hematopoyéticas

CD13 Células mieloides y monocitos

CD33 Células mieloides y monocitos, eritroblastos tempranos y megacarioblastos

CD38 Precursores de células B y T, aumento de expresion en linfocitos activados, fuertemente
expresado en las diferenciacion terminal de células B

CD49f Células T, monocitos, plaquetas y centro germinal de células B

CD58 Precursores de células B, sobreexpresion en blastos leucémicos de LAL-B

7.1 (NG1) Reaccionan contra el NG1 en la alteracién cromosémica 11923

En los estudios de Wilson K. et al., sugieren que en un porcentaje (60%) de casos de
LAL-B puede monitorearse la ERM mediante la busqueda de células leucémicas
definidas por inmunofenotipo CD34+, CD38 débil y CD19+ (11).
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Figura 6. Diferencias en la expresion de antigenos entre células normales y leucémicas.
Los graficos muestran la tinciéon de células de MO normal y células de pacientes con LAL-T
(paneles superiores) y LAL-B (paneles del medio e inferiores) con CD3 y anti-TdT, CD19 y
CD34, y CD10 y CD38, respectivamente. En los casos de LAL-B unicamente se muestran las
células CD19+. Se muestran areas encerradas en rectangulos las cuales son siempre blancas
en muestras de MO normal. En los tres casos de LAL, muchas células caen en estas areas.
Células de leucemia residual aun fueron detectadas en los tres pacientes durante la remision
clinica, 6 meses después del diagnostico (paneles de la derecha). El nimero de eventos
adquiridos para las muestras de MO normal fue de 10 000, 156 000 y 143 000 para las
combinaciones CD3/TdT, CD19/CD34 y CD10/CD38, respectivamente. En de la ERM los
eventos fueron 10 000, 112 000 y 129 000 respectivamente (9). Tomado de Campana D. et al.
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Se ha sugerido que un simultdneo analisis de inmunofenotipo e indice de DNA (IDNA)
también pueden contribuir al estudio de la ERM.

Otro marcador que puede dar informacién adicional es el 7.1 (NG1) que reacciona con
el homologo humano de la rata proteoglicano condroitin sulfato (NG2), que aparece
especificamente en el reconocimiento de células leucémicas definidas por la
anormalidad 11923 y estd ausente en células hematopoyéticas normales, este
marcador es resultado de la desregulacion en la expresion de genes. Ciertos estudios
han demostrado que este marcador es lo suficientemente sensible para detectar una
célula leucémica entre 10 000 células hematopoyéticas normales por citometria de
flujo (9).

Es importante destacar que en el estudio de la ERM, es esencial realizar un analisis
detallado de las caracteristicas inmunofenotipicas de las células leucémicas del
paciente en el momento del diagnéstico.

9.3. Sensibilidad de técnica.

Bajo condiciones ideales (107 o mas células) la sensibilidad de la citometria de flujo es
similar al de la PCR. Sin embrago, durante el analisis de ERM en muestras clinicas, el
numero de células que pueden ser analizadas por cada grupo de marcadores es
usualmente menor de 1x106, por lo que la sensibilidad aproximada seria 1 célula
blanco entre 10* a 105 células (10). Ademads, un alto nivel de sensibilidad puede ser
logrado solo con el uso de marcadores que son fuertemente asociados con células
leucémicas (9).

La CMF tiene el potencial para una muy precisa cuantificacién de ERM (Figura 7). En
experimentos con una serie de diluciones de células de LAL-B sangre periférica, el
estimado del contenido de células en cada mezcla fue extremadamente preciso (r? =
0.999) (10,12).

9.4. Ventajas y desventajas de la técnica de CMF.

Debido a su amplia disponibilidad, la citometria de flujo es probablemente el método
mas accesible para la deteccion de la ERM. Una ventaja especifica de la CMF sobre los
ensayos basados en PCR es que permite la cuantificacion directa de la ERM, en vez de
una extrapolacién de cantidad de los productos de PCR. Esta caracteristica hace que la
cuantificacion sea mas facil y tipicamente mas precisa. Por otra parte, el analisis por
CMF permite establecer el estatus de células hematopoyéticas no leucémicas (10).

La citometria de flujo también tiene algunas limitaciones. La sensibilidad de deteccidn,
tal como la deteccion de 1 célula leucémica entre 105 o mas células, es dificilmente
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lograda constantemente por CMF comparada con la PCR. Otra limitacién es que el
inmunofenotipo de las células puede cambiar durante la evolucion de la enfermedad,
lo que puede afectar en el monitoreo de la ERM y dar un falso negativo como
resultado, en estos casos se recomienda el uso de una multiple combinaciéon de
marcadores (10).
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Figura 7. Sensibilidad de la deteccién de la ERM por citometria de flujo. Células de LAL fueron
diluidas con células de sangre periférica en los porcentajes indicados. Las células fueron marcadas con
CD10 PE y KOR-SA3544 FITC. Hasta 600 000 eventos fueron adquiridos para cada dilucién. El area
dentro de los circulos es blanca con muestras normales, pero incluye a las células leucémicas en este
caso.

10. Informacion clinica del nivel de ERM.

El 0.01% es el umbral cominmente utilizado para definir ERM positiva, simplemente
porque este representa el limite caracteristico de deteccién en la rutina para CMF.
Trabajos previos han demostrado que este umbral puede ser clinicamente
informativo. Por ejemplo, se ha encontrado que pacientes quienes tienen ERM 20.01%
en MO durante el tratamiento (en especial al dia 19 de la induccién a la remisién),
tienen un alto riesgo de recaida (13,14).
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Cada vez existe mayor consenso en que seria deseable realizar el estudio de ERM en la
LAL al final de la induccidn, al final de la consolidacién, a los 12 meses de tratamiento
y tras finalizarlo, pues la detecciéon de ERM nos aporta una valiosa informacién sobre
la prediccién del curso clinico de la enfermedad y nos permitiria adoptar estrategias
terapéuticas en consecuencia (3).

11. Citometria de flujo.

La CMF es un método automatizado, multiparamétrico y cuantitativo que analiza las
sefiales dispersion de luz y fluorescencia producidas por una célula al pasar por un
haz de luz, estas medidas son realizadas mientras las células (o particulas) pasan una
ala vez, a una velocidad de 500 a 4000 células por segundo.

La citometria de flujo fue introducida en el laboratorio clinico en la década los afios
80. La evolucion de la CMF se produjo como resultado del desarrollo de los
anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales conjugados con un
fluorocromo permiten el estudio de las propiedades fisicas y bioldgicas de una célula.
Con la ayuda de la citometria de flujo ha mejorado la capacidad para el diagndstico de
ciertos estados patoldgicos para el establecimiento de sus etapas, y para vigilar sus
intervenciones terapéuticas.

Otras aplicaciones clinicas son:

- Analisis de subpoblacién de linfocitos, fue la aplicacién clinica que condujo al
ingreso de la citometria de flujo en el laboratorio clinico.

- Inmunofenotipificacion de leucemias y linfomas.
- Analisis de ploidia del DNA.
- Estudios de apoptosis y produccion de citocinas.

11.1. Principio de la citometria de flujo.

Al pasar la célula a través del haz laser, dispersa la luz en angulos diferentes y los
fluorocromos (en caso de que el antigeno este presente) la absorben y la emiten
nuevamente a una longitud de onda distinta (fluorescencia). La luz se esparce en
angulos diferentes; la dispersion hacia delante también llamada Forward Scatter (FS)
define el tamafo de la célula y la dispersion lateral también llamada Side Scatter (SS)
define la granularidad o complejidad celular. La intensidad de fluorescencia es
proporcional a la cantidad de antigeno presente sobre la célula o dentro de ella
(Figura 8).
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= Figura 8. Histograma que representa
m la distribucion de los leucocitos en SP
(Tamafo vs Complejidad).
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La CMF proporciona informacién de manera rapida y sensible sobre diferentes
caracteristicas fisicas y quimicas de células en suspensidn, siendo esta informacién de
tipo cualitativo, cuantitativo e individual. Las propiedades fisicas celulares como
tamafio (FS) y complejidad interna (SS) permite el reconocimiento de poblaciones
celulares considerando caracteristicas morfolégicas que en conjunto con el uso de
AcMo conjugados a diferentes fluorocromos nos permiten observar subpoblaciones
celulares basados en fenotipos mediante el reconocimiento de proteinas dispuestas en
la membrana e intracelularmente (Figura 9)(15).
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Figura 9. (A) Histograma que representa la intensidad de fluorescencia que es directamente
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proporcional a la cantidad de antigeno presente. (B) Diagrama de puntos (DotPlot), representaciéon
simultanea de dos parametros.

11.2. Componentes del citometro de flujo.

Los componentes basicos de un citometro de flujo son el sistema hidraulico, el sistema
optico, sistema detector de sefiales, y el sistema informatico (Ver Figura 10).

Sistema hidraulico: Tiene la responsabilidad del movimiento de la muestra a
través de la camara de flujo desde su aspiracién hasta su descarte como
desecho. Mediante un enfoque hidrodinamico se crea una suspensién de
células simples dentro una vaina liquida. Las células pasan a través del haz
laser en fila Unica a una velocidad aproximada de 500 a 4000 células por
segundo.

Sistema Optico: Consiste de una fuente de excitacién y un sistema para generar
y coleccionar las sefnales luminosas. El sistema de excitaciéon consiste en un
laser (laser de ion de argén con luz monocromatica de 488 nm), lentes y
prismas para dirigir el rayo. Las caracteristicas importantes de la luz laser son
su alta radiacion, estabilidad y pureza espectral.

El sistema de coleccidn consiste en espejos dpticos y filtros para encaminar
determinadas longitudes de onda hacia detectores épticos determinados.
Sistema electro-informatico: Convierte las sefiales de dispersion de luz y
fluorescencia en sefales eléctricas y las procesa para su analisis.

Sistema informatico

Fluidica

Detectores

Figura 10. Componentes de citometro de flujo.
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11.3. Fluorocromos.

Son moléculas que absorben luz de determinada longitud de onda y la emiten a otra
de mayor longitud de onda. Se caracterizan por sus espectros de excitaciéon y de
emision, por lo que su uso esta condicionado por el tipo de laser del que disponga el
citébmetro y de la longitud de onda a la que se exciten, por ejemplo, en un laser con una
longitud de onda de 488 nm, los fluorocromos utilizados deberan ser capaces de ser
excitados a esta longitud de onda y ademdas emitir en longitudes lo mas lejanas
posibles entre ellas (Tabla 9).

Cuadro 9. Fluorocromos utilizados para laser de ion Argén con longitud de onda de 488 nm.

Nombre Abreviatura Excitaciéon (nm) Emision (nm) Fluorescencia
Isotiocianato de FITC 488 525 FL1
fluoresceina

Ficoeritrina PE 488 575 FL2
Ficoeritrina-Rojos ECD 488 615 FL3
Texas

Ficoeritrina- PC5 488 675 FL4
Cianina 5

Ficoeritrina- PC7 488 767 FL5
Cianina 7

Yoduro de PI 493 610 FL3
propidio

12. Condiciones de la muestra.

Para mayor confiabilidad en los resultados, la muestra en estudio debe de cumplir
ciertas caracteristicas para poder ser procesada.

- La muestra debe de ser preferentemente MO, aunque la SP con un conteo alto
de blastos (mayor al 80%) también puede ser usada, la sangre periférica puede
ser usada en casos donde no se pueda obtener una adecuada muestra de
medula 6sea (Ej. Fibrosis).

- El volumen también es importante, primero, se debe de evitar la dilucion de la
muestra con sangre periférica y el volumen ideal de medula 6sea para CMF es
de 2 a5 mL.

- El anticoagulante ideal es EDTA con una concentracion 1.0 mg/mL, aunque
también se puede usar heparina y ACD.

- Una vez extraida la muestra debe almacenarse a una temperatura de 18-25°c, y
debe de procesada dentro de las 6 horas siguientes.
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- El paciente debe de estar en remision completa, menos de 5% de células
blasticas (por morfologia)en médula 6sea.

- La muestra debe de ser remitida siempre y cuando la medula 6sea este
reconstituida, posterior a un ciclo terapéutico o al trasplante de aspirado de
medula 6sea.

13. Analisis estadistico.

13.1. Analisis de regresion y correlacion lineal.

El andlisis de regresion consiste en emplear métodos que permitan determinar la
mejor relacion funcional entre dos o mas variables relacionadas, todo esto con el
objeto de predecir una variable en funcion de la otra.

Una relaciéon funcional entre dos variables se expresa mediante una funciéon
matematica. Si X es la variable independiente e Y es la variable dependiente, una
relacidn tiene la forma:

Y = f(X)

Un diagrama de dispersion es un grafico que muestra la intensidad y el sentido de la
relacion entre dos variables de interés. Los diagramas de dispersion no sélo muestran
la relacion existente entre variables, sino también resaltan las observaciones
individuales que se desvian de la relacion general.

En un analisis de regresion simple interviene una sola variable independiente, a su vez
este andlisis puede ser de regresion lineal en donde la funcién es una combinacion
lineal de los parametros.

Una relacion estadistica entre dos variables a diferencia de la relaciéon funcional, no es
una relaciéon perfecta, las observaciones no caen exactamente sobre la curva de
relacion entre las variables. La dispersion de datos alrededor de la linea representa la
variacion aleatoria.

El andlisis de correlacién estudia el grado de asociacion de dos o mas variables. El
coeficiente de correlaciéon de Pearson es un indice que mide la relacion lineal entre
dos variables aleatorias cuantitativas, y es independiente de la escala de medida de las
variables.

El valor del indice de correlacion varia en el intervalo [-1,1]:

- Si r = 1, existe una correlacion positiva perfecta. El indice indica una
dependencia total entre las dos variables denominada relacion directa: cuando
una de ellas aumenta, la otra también lo hace en proporcién constante.
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- Si0<r<1, existe una correlacién positiva.

- Sir =0, no existe relacion lineal. Pero esto no necesariamente implica que las
variables son independientes: pueden existir todavia relaciones no lineales
entre las dos variables.

- Si-1<r<0, existe una correlacién negativa.

- Si r = -1, existe una correlacién negativa perfecta. El indice indica una
dependencia total entre las dos variables llamada relacién inversa: cuando una
de ellas aumenta, la otra disminuye en proporcion constante.

13.2. Prueba t de student.

La prueba t de student se utiliza para contrastar hipo6tesis sobre medias en
poblaciones con distribuciéon normal. Es una prueba en la que el estadistico utilizado
tiene una distribucion t de student si la hipotesis nula es cierta. Se aplica cuando la
poblacion estudiada sigue una distribucién normal pero el tamafio dela muestra es
demasiado pequefio como para que el estadistico en el que esta basada la inferencia
esté normalmente distribuido, utilizdndose una estimacién de la desviaciéon tipica en
lugar del valor real.

En una distribucién t cada curva t tiene forma de campana con centro en 0 y a
diferencia de la distribucién Z esta mas dispersa que la curva normal estandar.

En muchas ocasiones no se conoce o y el nimero de observaciones en la muestra n <
30. En estos casos se puede utilizar la desviacion estandar de la muestra s como una
estimacién de o, pero no es posible usar la distribucién Z como estadistico de prueba.
Al utilizar el estadistico de prueba t se puede estimar y probar una media y una
diferencia de medias (independiente y pareada).

Los intervalos de confianza y las pruebas de significacién para la media de una
poblacion normal se basan en la media muestral, la cual es un estimador insesgado de
la media desconocida.

IV. Planteamiento del problema

Alrededor del 98% de todas las leucemias infantiles se diagnostican como agudas, de
estas un mayor porcentaje (75%) son de tipo linfoide. La leucemia aguda linfocitica
(LAL) es una enfermedad que se presenta principalmente en la infancia, con un
maximo de incidencia entre 2 a 5 afos. De esta, un 80 al 90% de casos corresponde a
precursores de células B de mayor frecuencia en nifios del mundo occidental. En el
Instituto Nacional de Pediatria (INP) la leucemia diagnosticada con mayor frecuencia
es la LAL de precursores de células B (alrededor del 90 %).
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En los ultimos afios, las posibilidades de supervivencia de nifios con leucemia han
aumentado gracias a los avances en medicina, sin embargo, el riesgo de recaida
continda siendo un obstaculo para la recuperacion del paciente, por tal motivo, la
deteccién de la enfermedad residual minima(ERM) se ha vuelto un elemento
importante en la evaluacion de la respuesta temprana al tratamiento, seleccion de
estrategias terapéuticas adecuadas, y en el seguimiento de pacientes con LAL-B ya que
permite predecir la aparicion de posibles recaidas después de haber terminado el
tratamiento de remisidon-induccién y durante la etapa de mantenimiento.

V. Objetivos

Objetivo general.

1. Estandarizar la técnica de citometria de flujo para la deteccién de la
enfermedad residual minima en pacientes pediatricos con leucemia aguda
linfocitica de precursores de células B.

Objetivos particulares.

2. Seleccionar los marcadores adecuados para la deteccién de la enfermedad
residual minima en la leucemia aguda linfocitica de precursores de células B.

3. Con base en los marcadores elegidos, elaborar un protocolo para el andlisis de
poblaciones celulares.

4. Elaborar un protocolo de trabajo empleando a la citometria flujo (CMF) para la
detecciéon de la enfermedad residual minima en pacientes con diagnoéstico de
leucemia aguda linfocitica de precursores de células B.

5. Determinar la sensibilidad de la técnica para la deteccién de la enfermedad
residual minima por citometria de flujo.

6. Evaluar el procedimiento por citometria de flujo como método de deteccion de
la enfermedad residual minima en pacientes pediatricos con leucemia aguda
linfocitica de precursores de células B.

VL. Hipoétesis

La identificacién de ciertos inmunofenotipos presentes en células leucémicas pero
ausentes en células normales de medula dsea, puede ser de gran ayuda en la
deteccion de la enfermedad residual minima al diferenciar poblaciones de
precursores hematopoyéticos normales de proliferaciones leucémicas. Por lo
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tanto, la seleccion de marcadores para identificar con anticuerpos monoclonales,
puede ayudaren la deteccidn por citometria de flujo de células leucémicas, y por
consiguiente, en la deteccidn de la enfermedad residual minima.

VII. Diseiio experimental

Tipo de estudio
Descriptivo transversal.
Poblacion de estudio

Pacientes pediatricos de nuevo ingreso del servicio de Hematologia del Instituto
Nacional de Pediatria, diagnosticados con LAL mediante morfologia y confirmados
con LAL de precursores de células B.

Criterios de inclusion y exclusion.

Inclusion.

- Pacientes de nuevo ingreso con diagnostico de LAL de precursores B
confirmado por morfologia e inmunofenotipo.

- Edadde2a 17 afos

- Que no hayan recibido tratamiento previo a la toma del aspirado de medula
Osea para el estudio de inmunofenotipo.

Exclusion.

- Pacientes con LAL-T o LAM

- Pacientes mayores de 17 afios

- Con tratamiento previo al estudio de inmunofenotipo

Eliminacion

- Muestras coaguladas

- Muestras con mas de 24h de almacenamiento

- Muestras refrigeradas

Variables

- Anticoagulante utilizado

-  Temperatura de almacenamiento de la muestra
- Tiempo de procesamiento de la muestra

- Carga celular de la muestra

- Cantidad de anticuerpo a utilizar

- Condiciones de incubacion
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- Relacion blastos células normales

> Materiales.

Pipetas automaticas de 10, 50, 200 y 1000pL.
Puntas para pipeta automatica.

Tubos de 12x75 para citometro de flujo.

CXP Software de Beckman Coulter (2006).

s W N e

Reactivos.
Isoton [IBeckman Coulter.
Fluoroesferas Flow-Check Beckman Coulter.
Fluoroesferas Flow-Set Beckman Coulter.
Kit reactive Immunoprep Beckman Coulter:
- Reactivo A, para lisar eritrocitos
- Reactivo B, estabilizar las células
- Reactivo C, para fijar la membrana celular
5. PBS 1x (AMRESCO)
6. Anticuerpos monoclonales acoplados a un fluorocromo, para el ajuste del

W e

equipo:
- Controles de isotipo IgG mouse FITC, PE, ECD, PC5 y PC7
- CDA45 FITC, PE, ECD, PC5 y PC7
- CD19FITC, CD4PE, CD3ECD y CD45PC5 (para verificar la compensacion)
7. Anticuerpos monoclonales: CD10 FITC; CD34, CD38, CD7 y CD2 conjugados
a PE; CD45 ECD; CD20, CD13 y CD33 conjugados a PC5y CD19 PC7.

Equipo.

- EquipoTQ-Prep Beckman Coulter.
- Citémetro de Flujo F500 BeckmanCoulter.

> Meétodo.

Calibracion del citometro de flujo F500.

1. Con las fluoroesferas Flow-Check se verifica diariamente el correcto
funcionamiento del equipo. del sistema 6ptico (alineacion del laser), ademas de
comprobar el flujo adecuado del sistema hidrodinamico.
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2. Con los controles de isotipo IgG (FITC, PE, ECD, PC5 y PC7), se establecieron los
valores de trabajo del voltaje de deteccion para cada uno de los detectores
utilizados para capturar las sefales fluorescentes emitidas por cada
fluorocromo empleado en el estudio y con ello establecer el valor basal de
fluorescencia, a la vez que se descartan las uniones inespecificas antigeno-
anticuerpo.

3. Con las fluoroesferas Flow-Set, se calibraron los detectores Forward Scatter
(FS) y Side Scatter (SS) los cuales miden el tamafio y la complejidad celular
respectivamente.

4. Finalmente el proceso de compensacion, se llevd a cabo mediante el ajuste de
voltajes de cada fotodetector. La verificacion se realizé6 con una muestra de
sangre tefida (positivas para el flourocromo que se quiere detectar) y sin tefiir
(negativas), con la finalidad de establecer los parametros de detecciéon que
garanticen el poder distinguir poblaciones positivas de negativas.

Estandarizacion de la metodologia CMF para la deteccion de la ERM.

1. Eleccion de una combinacion de anticuerpos.
Se eligi6 una combinacién de anticuerpos para determinar la sensibilidad del equipo
tomando en cuenta que la muestra de medula dsea se diluy6 en sangre periférica, por
lo tanto se considero lo siguiente:
- Inmunofenotipo de las células leucémicas: CD10 (+), CD34 (+), CD45 (débil),
CD20 (generalmente negativo) y CD19 (+)
- Inmunofenotipo de los linfocitos B maduros en SP: CD10 (-), CD34 (-), CD45
(fuerte), CD20 (+) y CD19 (+)

Ademas, también se eligi6 una combinacion de anticuerpos monoclonales que nos
permitiera discriminar células normales de medula 6sea de células leucémicas para la
deteccion de la ERM, destacando que en células leucémicas se puede hallar la
sobreexpresion de CD10 y subexpresion de CD38.

2. Creacion de protocolos de anadlisis con el CXP Software de
BeckmanCoulter (2006).

La creacion de protocolos se bas6 en la combinaciéon de anticuerpos monoclonales
elegida, y debido a que se eligieron dos combinaciones diferentes, fue necesaria la
creacion de un protocolo para determinar la sensibilidad de la técnica y otro para la
deteccion de la ERM.
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3. Determinacion la sensibilidad del equipo.

La sensibilidad se determiné con el uso de diluciones seriadas, partiendo de una
suspension de células de MO diluidas en sangre periférica, con una relacién de 1
blasto por cada 10 células normales. A partir de la dilucién inicial se preparan por
diluciones 1:10 hasta tener una dilucién que contenga un blasto por cada 100 000
células normales. La cantidad de células por muestra se determin6 al realizar una
biometria hematica y en el caso de las muestras de MO se tom6 en cuenta el
porcentaje de blastos del reporte del inmunofenotipo.

Cuadro 10. Marcaje de muestras.

Tubo

w

Volumen de anticuerpo

Vol.
Muestra muestra _ CD10 CD34 CD45 CD20 CD19
FITC PE ECD PC5 PC7
Control (negativo) SP 100 pL 20pL.  20pL 10puL  10pL 10pL
Control (LAL-B) MO 100l 20ul  20pL  10uL  10pL 10 ulL

Control (sano) MO individuo sano 100 pL 20pL.  20pL 10puL  10pL  10pL

Diluciones 100 pL 20pL  20pL 10pL  10puL 10 pL

4. Marcaje de las células.

Los marcadores elegidos para la determinacién de la sensibilidad asi como para la
detecciéon de la ERM estan presentes en la superficie celular, por lo que el marcaje de
las células se llevé a cabo de la siguiente manera:

En tubos para citémetro flujo previamente rotulados (dilucién, control positivo
y control negativo, segin fuese el caso) se incubaron las células con la
combinacion de anticuerpos seleccionada.

La cantidad de muestra y de los diferentes anticuerpos monoclonales que se
usaron se establecieron de acuerdo a las indicaciones provistas por el
fabricante.

Se emplearon 100 pL de muestra y se agregaron las combinaciones de
anticuerpos monoclonales para cada tubo, de acuerdo a la cuadro 10. Se
incubaron 30 min a temperatura ambiente protegidos de la luz, mientras que la
cantidad de AcMo depende del protocolo de tincién indicado por el fabricante.
En el caso de las muestras utilizadas para la deteccion de la ERM no se
realizaron diluciones puesto que el analisis fue cualitativo.

Posteriormente los tubos fueron introducidos al equipo TQ-Prep Beckman
Coulter para lisar los eritrocitos.
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- Los tubos estan listos para leerse en el citémetro.

5. Adquisicion de las muestras y analisis de datos.

Con los protocolos elaborados, se procedio a leer las muestras en el citometro de flujo.
Para la deteccion de la ERM se adquirieron hasta 15 000 eventos, por otra parte, para
la determinacién de la sensibilidad e adquirieron un minimo de 300 000 hasta 500
000 eventos para poder detectar células leucémicas en las diluciones mayores.

Los datos de adquisicion fueron analizados con el CXP Software de Beckman Coulter
(2006), posteriormente estos resultados fueron analizados con el programa
estadistico SPSS.

» Diagrama de flujo

eComprobacion del buen funcionamiento de los sitemas 6ptico e hidrodinamico. )
. eDeterminacidn del valor basal de fluorescencia.
A.]tus © gel eEstandarizacion de la luz de dispersion.
Chglﬁlﬁjgo eCompensacion y verificacion de la compensacion y
N\
sEleccion de combinaciones de AcMo's para determinar la sensibilidad de la tecnica y
o) [ee ity parala deteccion de la ERM.
AcMo's )
\
*Con base en las combinaciones de anticuerpos elegidas, elaborar porotocolos de
i) by analisis con el CXP Software de Beckman Coulter (2006).
de analisis J
\
eDiluciones de trabajo (si fuese el caso)
) [t *Marcaje de las muestras
muestras. y
\
eLectura de tubos para determinacién de la sensibilidad de la técnica
l=lqal) il *Lectura de tubos para la deteccion de la ERM
muestras y
\
*Analisis de datos con el CXP Software de Beckman Coulter (2006)
VeSS0 *Elaboracién de graficos y estadistica
datos J

37



> Diseiio estadistico

» Validacion del método mediante un andlisis de regresion lineal entre la
cantidad esperada de blastos a detectar (teorico) y la cantidad detectada en la
practica.

» Prueba t de student, para determinar si hay diferencias significativas en los
porcentajes de deteccion entre una poblacion y otra.

VIII. Resultados

> Determinacion de la sensibilidad de la técnica.

Apoyados en los reportes existentes en la literatura y con los ensayos montados en el
laboratorio, la combinacién de anticuerpos elegida para determinar la sensibilidad de
la técnica fue:

- CD10 FITC, CD34 PE, CD45 ECD, CD20 PC5y CD19 PC7

El protocolo de andlisis para determinar la sensibilidad de la técnica se basé en la
separacion de poblaciones celulares de acuerdo a la presencia o ausencia de los
marcadores elegidos en células malignas y células B maduras de SP (Figura 11). En el
grafico de tamafio contra granularidad (FS vs SS) las células leucémicas se superponen
a los linfocitos, por lo que al discriminar aquellas células cuyo inmunofenotipo no
corresponde al de una célula leucémica obtenemos una region (Fig.11 ventana E) en la
que solo se observan células leucémicas. El efecto de dilucion de MO en SP se puede
observar en la figura 12.
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Figura 11. Protocolo de anadlisis para la determinacion de la sensibilidad. En el grafico FS vs SS se
eligié la regiéon de los mononucleares (A), de A se eligen la células CD45 débil(B), de B se eligen las
células CD19 (+) (C), de C se eligen las células CD10 (+) y CD34 (+) (D), y por ultimo, de D se eligen las
células CD20 (-).
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Figura 12. Graficos de dispersion obtenido de las diluciones seriadas 1:10 de blastos de LAL de
precursores B, 1-6 diluciones de mayor a menor, 7 positivo (MO paciente) y 8 negativo (SP sano).
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Para la validacion del método se realizaron diluciones seriadas de 5 muestras de MO
de pacientes que cumplian con los criterios previamente mencionados. Se realizé un
analisis de regresiéon lineal y correlacién entre el numero esperado de células
(tedrico) y el nimero de células detectadas (experimental), obteniéndose valores de
r’muy préximos a 1 (Cuadro 11).

Cuadro 11. Estimado del contenido de células leucémicas.

Muestra No. de eventos r2
1 3.0x105 0.9828
2 3.0x105 0.9860
3 3.0x10% 0.9998
4 3.0x105 0.9895
5 5.0x105 0.9997

Se decidié evaluar el numero de eventos adquiridos y pasar de 300 000 a 500 000
eventos y evaluar una diluciéon de 1/5x104, para dicho ensayo se prepararon nuevas
diluciones y se evalu6 cada muestra por triplicado. (Cuadro 13, Figura 13).

Cuadro 13. Porcentaje de deteccion (5x105 eventos).
Dilucion CN/Blasto B/5.0x105e (tedérico) B/5.0x105e (practico) % deteccion

1:10 3 129228 129709 100.37%
1:102 31 15608 15673 100.41%
1:103 313 1594 1689 105.96%
1:104 3129 160 135 84.51%
1:5x10*¢ 15647 32 29 90.76%
1:105 31294 16 13 81.37%
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Figura 13. Grafico de validacion de la deteccion de células leucémicas
(blastos) diluidas en sangre periférica de pacientes clinicamente sanos.

Por otra parte, con 10 muestras de MO de pacientes sanos se realizaron las diluciones
1:104y 1:105, la dispersién de tales datos respecto al niumero de eventos adquiridos y
a la dilucidn se observa en el grafico de distribucién de poblaciones de la figura 14.
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Figura 14. Distribucion de porcentajes de deteccién de células
leucémicas, respecto a la dilucién y al nimero de eventos adquiridos.
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El resultado de la prueba t de student, con un nivel de significancia de 0.05 y un valor
resultante de a=0.002 (datos no mostrados), confirmé la existencia diferencias
significativas en porcentaje de deteccion de blastos entre las muestras en las cuales se
adquirieron 300 000 y 500 000.

> Deteccion de la ERM

Para diferenciar células leucémicas de células normales de MO, apoyados en trabajos
previos de grupos de investigacidn, se eligio la siguiente combinacion anticuerpos:

- CD10 FITC, CD38 PE, CD45 ECD, CD34 PC5y CD19 PC7

El protocolo analisis para la deteccion de la ERM (Figura 15) se bas6 en la expresion
diferencial de los marcadores de superficie previamente mencionados, seleccionando
las poblaciones de interés y discriminando gradualmente células respecto asu
expresion antigénica (CD45, CD19, CD34, CD10 y CD38) hasta obtener solo las células
de interés, de tal manera que areas que son blancas en muestras de MO de individuos
sanos, en muestras de pacientes las células leucémicas se encuentran en tales areas.

Con la combinacién elegida se marcaron un total de 10 muestras de MO de pacientes
diagnosticados con LAL de precursores B, ademads, se marcaron 2 muestras de MO de
individuos sanos para hallar diferencias respecto a los pacientes, de esta manera se
lograron identificar diferencias en la expresion antigénica de ciertos marcadores, los
resultados se pueden observar en el cuadro 15.
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Figura 15. Deteccién de la ERM. Las poblaciones mostradas en los
graficos de la derecha muestran células CD45 (débil), CD19 (+) y
CD34 (+), 1 y 2 son muestras de MO de individuos sanos, 3 es un
paciente en recaida y 4 es un paciente de nuevo ingreso
(blastos>90%). En la ventana E se encuentran las células
leucémicas, las cuales son CD10 (fuerte) y CD38 (débil).
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Cuadro 15. Diferencias halladas en MO de pacientes respecto a MO de individuos sanos.

Diferencia encontrada Porcentaje de muestras
Sobreexpresion de CD10 y subexpresion de
50 %
CD38
No se hallaron diferencias en la expresion de 30
CD10y CD38 0
Expresion aberrante, CD10 (-) y CD33 (+) 20 %

IX. Analisis de resultados

Debido a que tanto blastos malignos como no malignos se superponen a la regién de
linfocitos en el grafico de tamafio contra granularidad, para discriminar células
leucémicas de células normales de MO se empleé la tincién con anti-CD45, ya que este
marcador de superficie se expresa diferencialmente entre los blastos y los linfocitos;
siendo las células inmaduras o blastos las que presentan una expresion débil de este
marcador.

Al emplear en conjunto la expresién de los marcadores CD19, CD34 y expresion
diferencial de CD45 (expresion débil en blastos) nos aseguramos de seleccionar la
poblacion de células de origen B inmaduras.

Finalmente buscamos la expresion de los marcadores CD10 y CD38, con lo que
podemos diferenciar a las células leucémicas de blastos normales de origen B.

Con este analisis elegimos solo células con fenotipo CD45 (débil), CD19 (+) y CD34 (+)
(Figura 16), ya sean blastos malignos o blastos normales de origen B. De esta manera,
se encontr6 que en el 50% de las muestras analizadas, las células leucémicas CD45
(débil), CD19 (+) y CD34 (+) presentan sobreexpresion de CD10 (fuerte) y
subexpresion de CD38 (débil), por lo que se pueden diferenciar de sus contrapartes
normales las cuales son CD10 (+) y CD38 (+), tal como se reporta en la literatura.

Adicionalmente se encontré en el 20% de las muestras analizadas un inmunofenotipo
aberrante CD10 (-) y CD33 (+),por lo que el uso de estos marcadores en las muestras
de pacientes con LAL-B de precursores B, puede ser un criterio mas para el
seguimiento de ERM.

Mediante el analisis de regresion lineal y correlacion, correspondiente al niimero
esperado y el nimero detectado de blastos leucémicos, se puede observar que el
estimado del contenido de células en cada dilucion fue muy preciso, obteniéndose asi
valores de r? muy proximos a 1 (figura 14), por lo que existe una relaciéon
directamente proporcional entre las dos variables. De esta manera se valida el método
como herramienta para la deteccion de células con algiin inmunofenotipo de interés,
en nuestro caso células leucémicas de LAL de precursores B.
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Sin embarg6é se observé que en diluciones mayores (1/10* y 1/10°) existian
variaciones en los porcentajes de deteccién en aquellas muestras en las que se
adquirieron 300 mil eventos totales (Figura 15). La dispersién de los datos se reduce
considerablemente en las mismas diluciones cuando se adquirieron 500 mil eventos
totales.

Esto se explica debido a que las diluciones en las que se observan la mayor
discordancia entre el valor tedrico de blastos a detectar contra los blastos detectados,
son las mas diluidas por lo tanto al leer pocos eventos tenemos menos probabilidades
capturar un evento positivo, lo cual se remedia cuando aumentamos el niimero de
eventos adquiridos totales.

Respecto a la sensibilidad lograda con el equipo, se encontré que en muestras en las
cuales tedricamente sabiamos que por cada 100 mil eventos habia aproximadamente
de 1 a4 células leucémicas, el equipo logrd, en la mayoria de los casos, una deteccion
por arriba de 80%, no obstante, para fines de diagnoéstico se requiere de la adquisicion
de un numero significativo de eventos (células), es decir, idealmente de 10 hasta 107
de células se deberian de analizar para poder dar un diagnéstico adecuado, sin
embargo, en muestras clinicas el nimero de células que pueden ser analizadas es
mucho menor a 109, principalmente al final del tratamiento de induccién a remision,
por lo tanto, en este trabajo, la sensibilidad lograda fue 1 célula leucémica en
10%células normales adquiriendo de 300 mil a 500 mil eventos.

X.Conclusiones

Primeramente, se establecié que para la obtencion de resultados mas confiables, es
necesario cuidar de la fase pre analitica, asi la muestra debe ser procesada bajo
condiciones adecuadas, destacando: tiempo de procesamiento no mayor a 24 horas,
no ser refrigerada y mantenerse a temperatura ambientes antes de ser procesada,
ademas, es recomendable ajustar el nimero de células entre 8 mil a 10 mil por uL,
para mantener el equilibrio antigeno-anticuerpo de acuerdo a la cantidad de
anticuerpo que indica el fabricante.

Con el panel de anticuerpos elegido (CD10FITC, CD38PE, CD45ECD, CD34PC5 y
CD19PC), en un 70% de las muestras se logré diferenciar células leucémicas de sus
contrapartes normales en MO (precursores de células B o hematogonias), por lo que la
deteccion de la ERM y por lo tanto el monitoreo pacientes es posible con la busqueda
de células que presenten los inmunofenotipos aberrantes hallados, por una parte
CD10 (fuerte) y CD38 (débil) presente en el 50% de las muestras, y CD10 (-) y
CD33(+) presente en el 20% de las muestras. En caso del 30% de las muestras en las
cuales no se pudo diferenciar con claridad células leucémicas de células normales,
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seria recomendable poner a prueba otros anticuerpos monoclonales que nos ayuden
para tal fin.

Se establecio que existen diferencias estadisticamente significativas al adquirir 300
mil o 500 mil eventos totales, por lo que se deben adquirir al menos 500 mil eventos
con esto se observa menor variabilidad en los porcentajes de deteccion los cuales en
su mayoria resultaron por arriba del 80% en nuestro ensayo tipo curva; por lo tanto al
adquirir una cantidad mayor de eventos existe una probabilidad mayor de detectar
células leucémicas.

También, se observé que mediante este método se puede lograr una sensibilidad de
hasta 1 en 105 células, sin embargo, para fines de diagndstico se requiere leer como
minimo 106 células para alcanzar esta sensibilidad, lo que resulta poco factible
considerando que las muestras clinicas de MO llegan a disminuir notablemente su
numero de células después de finalizar el tratamiento remisién a la induccién, ademas
de que involucra un mayor gasto de reactivos. Por lo tanto, la sensibilidad admitida
para esta técnica es de 1 célula leucémica en 104 células normales adquiriendo no
menos de 500 mil eventos totales dependiendo de la carga celular de la muestra.

XI. Perspectivas

Aplicar el protocolo para ERM para dar seguimiento de laboratorio en conjunto con la
clinica de hemato-oncologia para establecer la utilidad de la prueba.

Establecer los tiempos en los cuales el medico solicite el estudio la deteccién de la
ERM.

47



XII. Referencias bibliograficas

1. McKenzie SB. Hematologia clinica. 22 ed. México: Manual moderno; 2009.

2. CNN Meéxico (2012, febrero). Cémo reconocer las sefiales que advierten sobre
leucemia en nifios, [en linea]. México DF: Juarez A. Disponible en:
http://mexico.cnn.com/salud [2012, 4 de febrero]

3. Lépez AR, Raya S], Martinez PB, Cabrera RR, Rodriguez L Estudio de la
enfermedad minima residual en el cancer infantil. Oncologia. 2004; 27 (10):
569-578.

4. Jaime PJ, Gbmez AD. Hematologia: la sangre y sus enfermedades. 22 ed. Ed.
McGraw Hill-Interamericana; 2009. 77-82.

5. Ruiz AG. Fundamentos de hematologia. 42 ed. México: Ed. Médica
Panamericana; 2009. 143-156.

6. Mayani H. Flores F. E. Pelayo R., Montesinos ]., Flores G. P.,, Chavez G. A.
Hematopoyesis. Cancerologia. 2007; 2: 95 -70.

7. Ruiz AG, San Miguel. Actualizacidon en leucemias. 12 ed. México: Ed. Médica
Panamericana; 1996.65-70.

8. Orfao A, Ortuno F, De Santiago M, Lopez A, SanMiguel ]. Inmunophenotyping of
acute leukemias and myelodysplastic syndromes. Cytometry. 2004; 58A:62-71.

9. Campana D, Coustan SE. Detection of minimal residual disease in acute
leukemia by flow cytometry. Cytometry. 1999; 38: 139-152.

10.Campana D, Biondi A, Van Dongen ]. Minimal residual disease. En: Ching-
HonPui. Childhood leukemias. 22 ed. USA: Cambridge University Press; 2006.
679-702.

11. Wilson K, Case M, Minto L, Bailey S, Bown N, Jesson ], et al. Flow minimal
residual disease monitoring of candidate leukemic stem cells defined by the
immunophenotype, CD34* CD38lw (CD19* in B-lineage childhood acute
lymphoblastic leukemia. Haematologica 2010; 95(4): 679-683.

12.Irving ], Jesson ], Virgo P, Case M, Minto L, Eyre L, et al. Establishment and
validation of a standard protocol for the detection of minimal residual disease
in B lineage childhood acute lymphoblastic leukemia by flow cytometry in a
multi-center setting. Haematologica 2009; 94(6): 870-874.

13.Campana D. Minimal residual disease in acute lymphoblastic leukemia.
Hematology. 2010; 1: 7-12.

14.Campana D. Minimal residual disease in acute lymphoblastic leukemia.
SeminHematol. 2009; 46 (1): 100-106.

15. Gerardo C, Rodriguez C, Sastre D, Heller V. Utilizacion estratégica de CD45 en la
identificacion de células blasticas por citometria de flujo. Acta
BioquimClinLatonoam 2006; 40(2): 173-180.

48



16.Van Lochen EG. Van Der Velden VH], Wind HK. Marvelde JG. Westerdaal NAC.
Van Dongen JJM. Immunophenotypic Differentiation Patterns of Normal
Hematopoiesis in Human Bone Marrow: Reference Patterns for Age-Related
Changes and Disease-Induced Shifts. Cytometry 2004; 60B: 1-13.

17. Coustan-Smith E, Ribeiro R, Stow P, Zhou Y, Pui CH, Rivera G, et al. A simplifield
flow cytometric assay identifies children with acute lymphoblastic leukemia
who have a superior clinical outcome. Blood. 2006; 108(1): 97-102.

18.Pinan FM. El linfoblasto en la leucemia linfocitica aguda: morfologia y
citoquimica. Haematologica. 2002; 87(1): 259-262.

19.Chen JS, Coustan-Smith E, Suzuki T, Neale G, Mihara K, Pui CH, et
al.Identification of novel markers for monitoring minimal residual disease in
acute lymphoblastic leukemia. Blood. 2001; 97(7): 2115-2120.

20.Freund M. Hematologia; guia practica para el diagndstico microscépico. 112
ed.Ed. Medica Panamericana; 2011.95-100.

21.Welner RS, Kincade PW, Pelayo R. Linfopoyesis temprana en médula ésea
adulta. 2007; 26 (3): 135-144.

49



