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INTRODUCCION

Las leucemias agudas constituyen el grupo de neoplasias mas frecuente en el nifio, con 40
nuevos casos anuales por cada millon de nifios (hasta los 15 afios). De estos ¢l 80% aprox.
corresponde a leucemias agudas linfoblasticas (LAL) y el 20% a leucemias agudas
mieloblasticas (LAM). La incidencia de LAL es algo mayor en nifios entre los 3 y 5 afios de
edad. La proporcion de LAM es mayor en el primer afio de vida y en la pubertad. Ambas
enfermedades son proliferaciones clonales malignas de células precursoras linfoides o mieloides,
en distintos grados de diferenciacion, que dan lugar a una invasion de la medula ésea que abarca
mas del 25% de la celularidad total y e infiltracion de higado, bazo, ganglios linfaticos y otros
6rganos y tejidos. '

En otras publicaciones se ha descrito que la leucemia representa el 63% de los canceres
informados en menores de 15 afios. >

Para el diagnostico de las leucemias se requieren de tres tipos de evaluaciones: la
evaluacion citolégica, tanto en sangre periférica como en el aspirado de médula dsca, la
evaluacién citogenética y por supuesto, la determinacién del inmunofenotipo (IF) mediante la
citometria de flujo.

Los marcadores inmunolégicos, al identificar las células por medio de sus caracteristicas
antigénicas, han permitido el estudio de las células hematopoyéticas:

a) Reconocer estirpes o tipos celulares que dificilmente pueden clasificarse
mediante métodos morfologicos y citoquimicos convencionales.

b) Establecer subgrupos inmunolégicos en poblaciones celulares normales y en su
contraparte leucémica.

¢) Definir poblaciones celulares con propiedades bioldgicas especificas.

Por lo tanto, mediante los métodos inmunolégicos es posible reconecer anfigenos en la
membrana o en el citoplasma de las células, algunos de los cuales son especificos para las
diferentes lineas celulares.

El estudio del IF en las células tumorales actualmente se considera una herramicnta
fundamental para establecer la asignacion de linaje de la leucemia aguda y obtener una
identificacion precisa de los diferentes tipos celulares involucrados, especialmente cuando sc

trata de una leucemia aguda infantil.




La mayoria de las leucemias son curables, sobre todo, si el diagnostico y el tratamiento sc¢
inician tempranamente. Sin embargo, en los paises del tercer mundo donde son mas frecucntes
estas formas de cancer no existe el apoyo adecuado para llevar a cabo el analisis
inmunofenotipico en el mismo sitio de la toma de muestra. Esto es debido mayormente a que no
existe en cada estado de nuestro pais un citometro de flujo ni tampoco los anticuerpos
monoclonales que se utilizan para la determinacién de la presencia de los diferentes antigenos en
las células neoplasicas. *

Los antigenos presentes en los precursores de las células hematopoyéticas, asi como de
las células linfoides, primero aparecen en el citoplasma y posteriormente en la membrana celular.
El panel empleado inicialmente para la inmunofenotipificacién de las leucemias agudas por
citometria de flujo incluia anticuerpos monoclonales (AcMo) que reconocen antigenos de
diferenciacion de membrana. En afios recientes se han sumado AcMo que ademds reconocen
antigenos citoplasmicos o nucleares. ’

El acMo CD79a identifica a la proteina humana mb-1 de 47 Kd ®, la cual se demostré que
aparece en las etapas muy tempranas de la diferenciacion de las células B, precediendo a las
cadenas p citoplasmicas. ’

Bucheri y cols empleando inmunocitoquimica demostraron que el anticuerpo contra mb-|
citoplasmico era altamente sensible y especifico en la identificacion de blastos de linaje B. La
expresion del CD3 citoplasmico (CD3c) se restringe a células de linaje T y puede ser usado
como un marcador diagnostico para padecimientos malignos de células T inmaduras que no
expresan el CD3 en la membrana. 8

Nguyen y cols demostraron que la citometria de flujo es mas sensible que la citoquimica
enzimatica para identificar mieloperoxidasa citoplasmica (MPOc) en las leucemias de linaje
mieloide.’

En 1996 se llevo a cabo la primera conferencia latinoamericana de consenso para la
tipificaciéon inmunolégica de las leucemias, cuyo objetivo fue definir la metodologia, que al
menor costo posible, no sacrificara la utilidad clinica ni la calidad analitica de los resultados.

En esa conferencia se determino el empleo de un panel minimo de 7 anticuerpos para
definir a la leucemia aguda linfoblastica de linaje B (LAL b), la leucemia aguda linfoblastica T

(LAL T) y la leucemia aguda mieloblastica (LAM). 0



Objetivo LAL-B LAL-T LAM
Definir linea CD79ac/CD19 CD3c/CD7 MPOc/CDI3/CD33

Maduracion CD34/Tdt CD34/Tdt CD34/CD15/HLA-DR

Este es el panel minimo de AcMo que en ese primer consenso demostr6 mayor
concordancia y fue el recomendado para definir la linea y maduracion celular.

El diagnostico de LAL-B, LAL-T o LAM se establecio por la presencia de uno o mas de
los antigenos asociados a linaje linfoide B, linfoide T y mieloide, respectivamente.

El diagnostico de leucemia hibrida o de linaje mixto (LALM) se realiza cuando se
encuentra la expresion de dos o mas antigenos de cada una de las dos estirpes celulares o en la
que se demuestra coexpresion de un marcador linfoide y otro mieloide.

Las LAL-B y LAL-T con expresion aberrante son aquellos en donde existe positividad
para expresion de un solo antigeno de la linea opuesta o mieloide y LAM con expresion
aberrante de un antigeno linfoide.

Mediante la citometria de flujo también es posible determinar el grado de diferenciacion
de LAL B:

a) Pre B temprana: Ausencia de expresion de cadenas pesadas u en citoplasma y de

inmunoglobulinas de superficie (Igs)

b) Pre-B: Presencia de u citoplasmica pero ausencia de Igs.

c¢) Pre B Transicional: Presencia de cadenas pesadas p de superficie y citopldsmicas y

ausencias de cadenas ligeras k/A

d) Células B maduras: Ausencia de cadenas i citoplasmicas y presencia de lgs.

Esta subclasificacion no repercute en los esquemas terapéuticos empleados, sin embargo
dentro de los factores pronosticos de las LAL-B se anota al inmunofenotipo, considerandosc que
el peor prondstico se asocia con aquellas células B maduras en nifios y en adultos. en tanto que el
mejor prondstico se asocia con las de células pre B tempranas, particularmente cuando expresan
el CD10.

En el 2005 se realizé un estudio para determinar el valor pronodstico del inmunofenotipo
pre B con sus variantes en la respuesta temprana al tratamiento de la leucemia aguda

linfoblastica, y se observo una tendencia clinica a mejor respuesta cuando el antigeno CD10 esta
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presente, pero no se demostr6 significancia estadistica por lo que el inmunofenotipo pre-B con
sus variantes no influyé en la respuesta temprana a la quimioterapia. '’

En otros estudios se ha informado que los nifios con el subtipo pre B transicional tienen
un pronodstico muy favorable.

En diciembre del 2005, se publico la segunda conferencia latinoamericana cn la
tipificacion inmunoldgica de las leucemias. ! La diferencia principal entre la primera y la
segunda conferencia fue que en esta ultima se reorganizo la utilidad clinica del inmunofenotipo
para el diagnostico, clasificacidon y monitorizacién (cambios en la progresion de la enfermedad,
evaluacion de la respuesta al tratamiento y deteccion de enfermedad residual minima) de los
pacientes con sindromes mielodisplésicos.

En ese segundo consenso se acordd que los laboratorios que realizaran la
inmunotipificacion de las leucemias agudas deberian ser capaces de reconocer:

a) LLA delinaje T

b) LLA de linaje precursor de células B.

c) LMA

d) Leucemias agudas bifenotipicas.

En el caso de LLA de células T se requeria la expresion de CD3 citoplasmico y por

positividad para por lo menos uno de los siguientes antigenos: CD2 y/o CD7.

El grado de maduracion se definié como la presencia de CD34, TdT y la intensidad de la

expresion de CD45.

[L.os marcadores que se encontraron altamente especificos para cada linaje fueron: CD3

para células T, CD19 y CD79a para células B, y mieloperoxidasa para células mieloides.

Estudios previos efectuados en sangre periférica de voluntarios sanos, almacenada a 4°C,
muestran que los antigenos de los linfocitos B son estables por lo menos durante 14 dias. 1213
También se han estudiado muestras de leucemias linfociticas cronicas que se mantuvieron a
bajas temperaturas mostrando persistencia de CD19 y CD45 durante 3 dias. 4

Por otra parte, el almacenamiento de células madre a temperatura ambiente, altera la

deteccion de CD34, mientras que a 4°C. la presencia de CD34 no se modifica sustancialmente."



Si los antigenos de superficie en células sanguineas humanas sanas y de lecucemias
linfociticas cronicas persisten cuando menos 48-72 horas sin cambios importantes en los
antigenos de superficie, es crucial conocer el comportamiento de las leucemias agudas que sc¢
presentan con mas frecuencia. tienen una mayor posibilidad de cura y afectan a la poblacion
pediatrica. De esta manera si el analisis inmunofenotipico de la muestra se retrasa por algun
motivo (extravio temporal de la muestra, obtenciéon en un lugar alejado del centro dc¢ analisis,
etc.) podria ser posible encontrar antigenos especificos de lineas celulares que cvitarian
traumatizar al paciente para obtener una nueva muestra, ademas de permitir hacer ¢l diagnostico
y por ende, iniciar tan pronto sea posible el tratamiento del enfermo.

Por lo que el proposito del estudio que planteamos fue evaluar la persistencia de los
antigenos que determinan el linaje de la leucemia en muestras de médula désea y sangre
periférica almacenadas a temperatura ambiente por diferentes periodos de tiempo, tratando de
igualar las condiciones que sufre una muestra cuando es extraviada o mal transportada ya sea

por una compania de mensajeria o por una ambulancia.
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JUSTIFICACION

La clasificacion por fenotipos inmunol6gicos tiene especial relevancia en las LAL, y
actualmente el estudio de los marcadores celulares se considera un requisito indispensable para
corroborar el diagnostico de la enfermedad. El andlisis inmunofenotipico tiene como objetivo el
reconocer la estirpe celular y asignar el linaje a la proliferacion blastica establecida, asi como
clasificarla en distintos subtipos y tiene ademas valor pronostico. Este estudio permite analizar
simultaneamente antigenos citopldsmicos y de membrana, asi como tamafo y complejidad de
las células neoplasicas. En los paises del tercer mundo no existe el apoyo adecuado para llevar a
cabo el analisis inmunofenotipico en el mismo sitio de la toma de muestra, debido al alto costo
de mantenimiento de la infraestructura necesaria (un citometro de flujo, diversos anticuerpos
monoclonales) y la ausencia de personal entrenado en su manejo y analisis.

Las muestras de los pacientes deben ser enviadas a un centro en donde se lleve a cabo
este andlisis y esto se hace mediante bolsas refrigerantes, pero las compaiiias de mensajeria
entregan los paquetes con las bolsas refrigerantes a temperatura ambiente y dias después de que
se envio la muestra, y en la mayoria de las veces se requiere volver a puncionar al paciente para
la obtencién de la misma.

No existen estudios en la literatura que evalien si una muestra de sangre periférica y
medula 6sea de un paciente en el que hace el diagnostico clinico de leucemia todavia es posible
analizarla dias después de haberse tomado para establecer el linaje de la leucemia.

Es importante determinar si todavia es posible detectar los antigenos de la poblacion
leucémica dias después de haberse tomado la muestra para evitar mas gastos al paciente y hacer
una clasificacion, pronostico, tratamiento y seguimiento de los pacientes con leucemia aguda de

manera precoz.



OBJETIVOS:

1. Determinar la presencia de los diferentes antigenos de membrana ¢ intracclulares
presentes en las c€lulas neoplasicas de la muestra al momento de ser obtenida del
paciente.

2. Determinar la persistencia de estos antigenos en la muestra mantenida a temperatura
ambiente (18 a 25° C) 24, 48. 72. 96 horas dependiendo de la disponibilidad y viabilidad
de la muestra.

3. Comparar los valores obtenidos en la primera determinacién y en los tiempos

subsecuentes.

HIPOTESIS
o [os antigenos de las c€lulas neoplasicas, ya sea presentes en la membrana plasmatica o
en su interior, permanecen estables dias después de haber sido obtenida la muestra

mantenida a temperatura ambiente.

MATERIALES Y METODOS
e Tipo de Estudio: Prospectivo, longitudinal, comparativo.

e Lugar de Realizacion
1. Hospital Central “Dr. [gnacio Morones Prieto”
2. Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la Universidad

Auténoma de San Luis Potosi.

e Universo de Estudio
e Muestras de sangre periférica y médula 6sea obtenidas de nifios con diagnoéstico de
leucemia aguda, internados en las salas de pediatria del Hospital Central “Dr. Ignacio

Morones Prieto™.



Criterios de Seleccion de la Muestra
Criterios de inclusion.
e Paciente de sexo femenino y masculino hasta los 18a de edad.

e Diagnostico de leucemia aguda

Criterios de exclusion.
e Muestra de sangre o médula dsea con datos de coagulacion.

e Muestra de pacientes que fueron previamente tratados con esteroides u olro medicamento

para tratamiento de leucemia.

Criterios de eliminacion.

e Disponibilidad de muestra (volumen de muestra disponible para efectuar las
determinaciones)

e Pacientes en que las determinaciones de laboratorio no se pudieron llevar a cabo, lalla en

la energia eléctrica o falta de disponibilidad de los anticuerpos.

Calculo del Tamaiio de Muestra Estudiada:
Se analizaron todas las muestras provenientes de pacientes pediatricos con leucemia aguda

que lleguen durante un afio al departamento de inmunologia para estudio de inmunofenotipo.

DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES.

Variables Independientes:
Temperatura:
Escala de medicion de intervalo.

Factor intrasujetos que cuenta con 1 solo nivel, la muestra se mantiene a una temperatura entre

18 y 25gdos C.



Tiempo:
Escala de medicion de intervalo.

Factor intrasujetos que cuenta con S5 niveles, dia 0 o inicial, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96

horas.

Variables Dependientes:
1) Células positivas para marcadores de leucemias agudas:

Escala de medicion continua, de razon.

Células tumorales leucémicas provenientes de precursores de linfocitos T, B o células
mieloblasticas y que dependiendo de la linea celular a la cual pertenezcan, poseen en su
superficie los receptores detectados por los anticuerpos monoclonales CD2, CD3, CD4, CDS,
CD10. CD13,CD14, CD19, CD20, CD22, CD33, CD34, CD45, CD56, HLA-DR. e lgS (IgM ¢
IgD), y también se encuentran de manera intracelular los siguientes antigenos: CD79a, MPO,

TdT.



METODOLOGIA.

Como antecedente importante podemos comentar que en el Departamento de
Inmunologia de la Facultad de Medicina, de la UASLP; sitio donde se llevo a cabo el analisis
inmunofenotipico; se tienen mas de 10 afios de experiencia en la tipificacion de leucemias. Los
datos de los tres afos previos a la realizacion de este estudio lo demuestran: - En el 2005 se
analizaron 58 muestras, de las cuales 36 resultaron de pacientes pediatricos: 27 fueron
provenientes del hospital central, 7 del IMSS y 2 de hospitales particulares. Durante el 2006 se
recibieron en total 47 muestras, 30 muestras de pacientes pediatricos: 22 provenientes del
hospital central, 7 del IMSS y 1 de otro hospital. En el afio 2007 se recibieron 43 muestras, 27
muestras de pacientes pediatricos: 21 provenientes del hospital central, 4 del IMSS y 2 de otros

hospitales.

Muestras de pacientes

Se recolectaron para analisis 69 muestras anticoaguladas de pacientes pediatricos con
diagnoéstico de leucemia aguda de las cuales 27 (39%) fueron sangre periférica, obtenida
mediante venopuncién, y 42 (61%) médula 6sea obtenida de la cresta iliaca posterosuperior. Se
prefiri6 la muestra que presentara mas del 20% de células anormales de acuerdo a los

lineamientos del FAB vy el instituto Nacional de Cancer (National Cancer Institute) 6

Condiciones de almacenaje

Después de una primera determinacién se mantuvo la muestra a temperatura ambiente
(entre 18 y 25° C.) y se repitio el analisis a las 24, 48, 72, 96 horas para los antigenos presentes
dependiendo de la disponibilidad y viabilidad de la muestra ya que en ocasiones la cantidad

obtenida fue escasa, principalmente en muestras de médula dsea.



Deteccion de antigenos de superficie

El andlisis se realiz6 en las muestra obtenidas directamente no hubo necesidad de separar

poblaciones celulares mediante gradiente de centrifugacion debido a que no encontramos tejido

necrotico, células del estroma o grasa que pudiesen interferir con la interpretacion del estudio.

Las muestras se examinaron de la siguiente manera:

1.

Después de la evaluacion de la viabilidad de la muestra, se ajustara la concentracién
celular de la misma con buffer de fosfatos a 1 X 10° /ml.

De la suspension celular se tomaron 100 microlitros se colocaron en un tubo de ensaye,
un tubo para cada anticuerpo monoclonal marcado con diferentes fluorocromos
(fluoresceina, ficoeritrina o PerCP Becton Dickinson San Jose California). Se utilizaron
un control de isotipo (control negativo) y anticuerpos en contra de los siguientes
antigenos de superficie: CD2, CD3, CD4, CD8, CDI10. CD13, CD14, CD19, CD20,
CD22, CD33, CD34, CD45, CDS6, HLA-DR. e IgS (IgM e 1gD)

Se dejaron incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad para
evitar que los fluorocromos disminuyeran su intensidad.

Se les agregd 2 ml de solucion lisadora (Facs BD Lysing Solution de Becton Dickinson
San Jose California 8 ®), se incubaron durante 15 minutos.

Se lavaron con buffer de fosfatos (PBS).

Finalmente se resuspendieron en 0.5 ml de PBS.

Deteccion e antigenos intracelulares

Los puntos 1 y 2 del procedimiento anterior se llevaron a cabo de la misma manera.

La cantidad de muestra para detectar los antigenos intracelulares fue de 120 a 150 microlitros

Se lisaron y fijaron con 2 ml de solucidn lisadora, se permeabilizé la membrana celular
mediante el uso de una solucion de saponina al 0.1% en PBS, Se incubaron durante 20
minutos a 4°C.

Se retird el exceso de la solucidén permeabilizadora mediante centrifugacion a 1000 rpm
se decant6 el sobrenadante y resuspendieron las células, se agregd a cada tubo el
anticuerpo a detectar: CD79a, MPO, TdT, y control de isotipo. Se incubaran durante 30
minutos a 4°C en oscuridad.

Al finalizar el tiempo de incubacion se les agregd 0.5 ml de la solucién de saponina.

15



e Las muestras asi procesadas se mantuvieron en refrigeracion o con hielo hasta que se

analizaron en el citometro de flujo

Citometria de flujo

El analisis se realizd con un citometro FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA)
con el programa Cell Quest.

Se identificd la poblacidén neoplasica mediante la intensidad de la expresion de CD45, este
marcador es de utilidad para propositos de detectar en las diferentes poblaciones las células
inmaduras o blastos. Es importante sefalar que las células que expresan CD45 en baja
intensidad son células inmaduras ’

Las células marcadas fueron electronicamente seleccionadas por su baja fluorescencia a
CD45 para detectar en ellas los diferentes antigenos utilizados en el marcaje.

Se adquirieron cuando menos 30,000 eventos (células) para cada anticuerpo utilizado. El
estadio de maduracion de las células se defini6 en funcidn de la presencia de CD34, HLADR
y CD45 low.

Los resultados se expresaron como porcentaje de células positivas, se registro también la
intensidad media de fluorescencia que es un indicador indirecto de la cantidad de moléculas

del antigeno que se encuentran en la célula neoplasica.

ANALISIS ESTADISTICO.

e [El andlisis estadistico se realiz6 usando el programa GraphPad InStat 3 version3.06.

e Sc efectud un analisis descriptivo de los resultados, asi como andlisis comparativo de la
determinacidén inicial y la obtenida a las diferentes horas posteriores a la toma de la
muestra.

e Se utiliz6 para esto la prueba de ANOVA de medidas repetidas

e Se realizo el analisis descriptivo (media, desviacion estandar) para examinar todas las
variables de estudio.

e El andlisis de varianza de medidas repetidas se utilizo para los datos recolectados en 5
intervalos de tiempo (basal, 24, 48, 72 y 96 horas) para probar la variabilidad de los
antigenos presentes en las células leucémicas que aun resultaban positivas a través del

paso del tiempo.



El uso de ANOVA de medidas repetidas reduce el error e incrementa el poder de analisis
en muestras pequeiias. Existe ademds una correlacion entre las medidas a través del
tiempo para cada variable porque provienen de la misma muestra.

La significancia estadistica se establecio con valor de p <0.05.

ASPECTOS ETICOS:

Se traté de una investigacion en donde se utilizé la misma muestra de sangre que el
médico hematologo obtuvo del paciente para determinar el diagnostico morfologico e
inmunofenotipico de leucemia.

Esta muestra es enviada de rutina al departamento de Inmunologia para determinar el
linaje de la leucemia y en base a los antigenos encontrados se decide el abordaje
terapéutico a seguir, por lo que practicamente no implicéd ningln riesgo extra para el
paciente a la toma de sangre o médula 6sea que de cualquier manera se debe tomar para
el estudio habitual de la enfermedad y que de otra manera se desecharian como lo marca
la Norma Oficial Mexicana NOM-87-ECOL-1995. Sin embargo, dado que la sangre y
médula 6sea son considerados “tejidos humanos”, se solicitd a los familiares (padres del
paciente) que firmaran un consentimiento informado de aceptacidén para que la muestra

puediera ser utilizada para este estudio.



RESULTADOS.

Se analizaron 69 muestras de sangre para realizar el inmunofenotipo segin la reactividad
a los anticuerpos del panel de cada estirpe celular para leucemias, de las cuales 27 (39%) fueron
obtenidas de sangre periférica y 42 (61%) de medula o6sea. 51 (74%) de las muestras fueron de
leucemia linfoblastica aguda y de estas 47 (92%) de estirpe B y solo 4 (8%) de estirpe T. Las 18
(26%) muestras restantes resultaron ser leucemias mieloblasticas agudas.

Se recibieron cuatro muestras mas que no fueron incluidas en el estudio ya que la
determinacion de viabilidad celular en el primer examen fue muy baja (de 35 a 15%).

Estos pacientes recibieron tratamiento principalmente con esteroides sistémicos a dosis
elevadas antes de obtener la muestra.

Se determinaron los diferentes antigenos presentes en las lineas celulares leucémicas de
estirpe mieloide y linfoide, tanto de superficie celular (CD13, CD33, CD34, CD19,CD 10, CD
20, CD22, CD2, HLA-DR, CD14, Igs) como intracelulares (Tdt, MPO, ¢d79a) segtin el segundo

Consenso para la Determinacion del Inmunofenotipo de Malignidades Hematologicas.

73 muestras de pacientes con LA

A
l Se descartaron 4
27 sangre periférica muestras
42 médula 6sea.
[
A
51 Leucemia Linfoblastica Aguda 18 Leucemia Mieloblast:ca Aguda
47 LLA estirpe B \ 4 LLA estirpe T

Cuadro 1. Diagrama de flujo del proceso de recoleccion de datos para ésta revision
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Los antigenos que resultaron positivos de cada muestra de sangre periférica y médula
Osea se determinaron nuevamente a las 24, 48, 72 y 96 horas manteniendo la muestra a una

96 horas F/Fr Pos hoc

temperatura entre {8y 25° C.
72 horas

24 horas
Media(SD)
51.8(29.1)

48 horas
Media(SD)
32 (29.7)

Mcdia(SD)
17.9(19.4)

Basal
Media(SD) Media(SD)

69.8 (18.3)

1-3.4.5
2-4.2:5
3-5*

67.6 (23.1) 62.6 (22.9) 59.33* 1-2. 3,
45

Variable
102.86*

23.6 (25.5)

CDh19

Cb1io 80.3 (13.2) 752 (17.7) 71.2 (19.3)
2-5 3-5*

22.53* 1-4.5

CD20 48.8 (29.5) 41.2(33.2) 36.9 (34.1) 29.8 (33.3) 24.8 (33.0) 225
2-5
13.8 (10.9) 18.77%  1-4.1-5*

11.9(27.6)
60.1(27.6)  56.1(29.7)  7.56*
2-5%

63.4 (26)

51.2(23.6) 17.4 (10.8)

73.4(21)

33,4 (24.9)
77.9(21.2)

CD2

CD13
S(h 67.33%

22.1 (4.6) 10.3 (2.4) 7.8(2.3) _
245

CD22 40.4 (5.1)
1-5%

CDh33 75.6 (20.2) 68.1 (23.6) 60 (31.1) 52.7(36.2) 46.8 (36.9) 6.1%
2-5*

58.5(23) 48.7 (28) 41.6 (25) 3.

2-3. 4.5

CD34 62.6 (22.3) h
3-5%

HLADR 774 (17.1)  69.1(224)  60.1(25.2)  51.9(27.8)  458(29.6)  //5.05*
245

3-5%

66.4 (18) 62.8 (23.8) 46 (30.7) 394(30.7)  148*

2-4.5

Tdt 756 (13.9)
3-4.57

50.5(25.7) 3.3*

37 (29.4) 33.4(30.6) 8.4*
2-4. 5%

53.9(19.7)  53.927.4)

49.2(23.9)

58.8 (24.8)
54.8(23.9)

64.1(20.4)
63 (16.6)

MPO
CD79a

0.05. Tabla 1. Permanencia de positividad de los antigenos intra y extracelulares del

*

P

panel de leucemias a diferente tiempo en muestra de médula osea.
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La tabla 1 muestra las medias y las desviaciones estandar de los antigenos intracelulares y
extracelulares que se obtuvieron de las muestras de médula 6sea. Todos los antigenos, como es
esperado, van disminuyendo conforme el paso del tiempo, se observa que el numero de células
que permanecen positivas para cada anticuerpo no es la misma en los 5 diferentes intervalos de
tiempo.

Podemos observar que para los antigenos CD19, CDI13, CD22, CD34 y HLA DR existc
una diferencia significativa entre la medicion basal comparada con la medicidn realizada a las 48
horas.

Para los antigenos CD20, CD2, CD33, TDT y 79a. procedente de muestra de médula dsea
se observa una diferencia significativa entre la medicion basal con respecto a la medicion
realizada a las 72 horas.

Para el antigeno CD10 existe una diferencia significativa en la medicion basal con
respecto a la medicion de las 24, 48, 72 y 96 horas.

El antigeno MPO muestra una diferencia significativa con respecto a la determinacion
realizada a las 96 horas, pero no existe ninguna variacion en el nimero de células que resultan
positivas para este anticuerpo en la comparacidon de la medicidn basal con respecto a las 24, 48 y
72 horas.

Lo anterior también se puede observar de forma grafica en las figs 1,2 y 3.
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Antigenos Extracelulares

Media Estimada

Figl. Media estimada a diferente tiempo de los antigenos presentes en la membrana celular de

las células leucémicas procedentes de médula dsea.

En esta grafica podemos observar la media estimada para cada antigeno a través del
tiempo. Observamos que el antigeno CD10 es el que se expresa por mas tiempo, ya que a las 96
horas continda siendo positivo hasta en un 63%. Mientras que CD19, CD20 y CD2 continuan

siendo positivos en menor porcentaje, en un 17%, 25%, y 18% respectivamente.

Antigenos Extracelulares
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Basal 24horas 48 horas 72 horas 96 horas

Figl.1 Media estimada a diferente tiempo de los antigenos presentes en la membranu

celular de las células leucémicas procedentes de medula dsea.
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En esta grafica podemos observar que el antigeno CDI13 es el que se expresa por mas
tiempo, ya que a las 96 horas, el 56% de las células contintan siendo positivas. L.a expresion de
CD22 cae dramaticamente del tiempo basal a las 48 horas (de 40 a 10%) y para las 96 horas es
del 5%. lLa expresion de CD33, CD34, HLA DR disminuyen con el paso del tiempo, pero se

mantiene aun positivo a las 96 horas. (47, 35 y 46% respectivamente).

Antigenos Intracelulares
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Fig2. Media estimada a diferente intervalo de tiempo para antigenos intracelulares en

muestra de médula dsea.
En esta grafica observamos que la expresion de MPO se mantiene relativamente estable, a
las 96 horas se encuentra presente en el 51%. Los niveles de expresion del anticuerpo Tdt y

CD79a a las 96 horas caen a 39.5 y 33.4% respectivamente.



Variable Basal 24horas 48hrs T2hrs 96hrs F Fr Pos hoc

Media Media Media Media Media
(SD) (SD) (SD) (SD) (SD)
CD19  80.9(12.1) 54.7(264)  44.2(244) 31(22.6) 26.3(18.9) 67.4* 1-3,1-4, I-5,
2-4.2-5, 3-5*.
CD10 73.1 (23) 69.9 (24,7) 67.1 (23.8) 63.5 (24.6) 649 (22.1) 5.28* 1-4, 1-5*
CD20 61.2(22.5) 53.3(22.6) 49.5(22.4) 46.6 (19.9) 47.5(21.2) 10.2* 1-2, 1-3, 1-4, 1-5*
CD13 80.1 (24.5) 79.2 25.2) 77.2 (25.4) 76.7 (26) 74.7 (27.3) 20.4* 1-5, 2-5*
CD22 68.4 (15) 47 (31.2) 34.6(25.9)  233(20.6)  18.2(19.7) 33 1-4, 1-5, 2-5*
CD33 66.9 (26.1) 63 (28.1) 52 (29.8) 48.7 (29.4) 462 (27.7) 11.16* 1-3, 1-4, 1-5,
2-4,2-5.*
CDh34 66.5 (23) 61.4(21.4) 59.8 (21.4) 50.9 (19.7) 45.1 (18.5) 14.16* -4, 1-5,
2-4,2-5,3-5.*
HLA DR 82.3 (14) 79.8 (15.3) 74.6 (16.9) 68.5 (21.4) 60.6 (27) 58.8* 1-3, 1-4, 1-5,
2-4,2-5.*
Tdt 59 (19) 47.4 (24.5) 40.9 (21.9) 30.7 (18.9) 27.7(18.3) 23.13* 1-4, 1-5,
2-5*
MPO 69.5 (26.5) 60.8 (33.4) 66.4 (28.8) 63.3 (28) 59.5 (28.5) 0.81
CD79a  60.7(14.5)  55.8(20.8) 56 (19.5) 43.9(24.8)  35.9(28.5) 20.2* 1-4, 1-5,
2-5%

*» < 0.05.

Tabla 2. Permanencia de positividad de los antigenos intra y extracelulares del panel de

leucemias a diferente tiempo en muestra de sangre periférica.

En la tabla 2 observamos la expresion de los antigenos intra y extracelulares procedente
de muestra de sangre periférica y analizados a diferente tiempo. Podemos observar que en todos
los antigenos existe una diferencia significativa, es decir, la expresion o positividad de los
mismos se modifica con el paso del tiempo, excepto en MPO donde estadisticamente no se
observa diferencia alguna. Por lo que se puede asumir que la expresion de MPO se mantiene
practicamente sin cambios hasta las 96 horas.

Se observa que existe una diferencia significativa en la expresion de CD19, CD33 y HLA
DR en el tiempo basal comparado a las 48 horas. Lo que nos indica que la expresion de estos
antigenos es igual de manera inicial con respecto a las 24 horas pero no a las 48 horas. Sin
embargo la expresion de CDI19 no es igual a la de CD33 y HLA DR, estos ultimos contin(ian
siendo positivos de forma importante incluso hasta las 96 horas comparadas con la expresion de

CD19 a ese mismo tiempo.

Se observa que existe una diferencia significativa en la expresion de CD10, CD22, CD34,

Tdt y CD79a entre la medicién basal y la medicion a las 72 horas
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Existe una diferencia en la expresion del antigeno CD20 de manera inicial con respecto a

las 24 horas.

El antigeno CD13 aun continta su expresion de manera importante hasta las 96 horas,
existe una diferencia significativa entre la medicion inicial y la medicion de las 96 horas, pero no

existe variacion en las determinaciones previas.

Antigenos Extracelulares
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Fig3. Media estimada a diferente intervalo de tiempo para antigenos extracelulares en

sangre periférica.

En esta figura podemos observar que la expresion de CD10, CDI13, HLA DR se
conservan de forma importante hasta las 96 horas. El CD33, CD34 y CD20 también mantienen
su expresion, sin embargo para los antigenos CD22 y CD19 aunque a las 96 horas aun se siguen

expresando, lo hacen de manera muy pobre (26 y 18%).



Antigenos Intracelulares
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Fig 4. Media estimada a diferente intervalo de tiempo para antigenos intracelulares en

médula osea.

En la figura 4 podemos observar que existe una expresion importante de MPO incluso
hasta las 96 horas, y la cual se mantiene practicamente de manera constante. Para Tdt y CID79a
se observa, como es esperado, que la expresion no es igual para los diferentes intervalos de

tiempo y para las 96 horas cae a un 28 y 36% respectivamente.

Durante la realizaciéon de este estudio se observé que, aun cuando de manera estadistica
existe variaciones con respecto a la expresion de los antigenos dependiendo del tiempo
transcurrido y se reportaba que no es igual medir un antigeno a la hora 0 que a la hora 24, 48, 72
0 96, algunos anticuerpos continuaban persistentemente muy positivos. Por lo anterior, a
continuacion se expone una grafica con los porcentajes de la expresion de los antigenos tanto en

médula 0sea como en sangre periférica segun la evaluacion de dos investigadores.



Antigenos Extracelulares
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Fig 5. Porcentaje de antigenos extracelulares positivos presentes en células

leucémicas en médula osea a diferentes intervalos de tiempo.

En esta grafica se observa que el CD10, CD13, HLA DR contintlan expresandose de
manera importante (hasta en un 80%) hasta las 96 horas. CD33 y CD34 también contintan
siendo positivos hasta en un 60 y 70%. La expresion de CD19, CD20, CD22 y CD2 es muy baja

a las 96 horas, entre el 20% y 30%. CD?22 inclusive no se observa positivo a las 96 horas.

~ AntigenosIntracelulares =
120%
100%
80% | | * Basal
® 24 horas

® 48 horas

= 72 horas

* 96 haras

Fig 6. Porcentaje de antigenos intracelulares positivos presentes en células leucémicas en

médula dsea a diferentes intervalos de tiempo.
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En esta grafica se observa la expresién de antigenos intracelulares presentes en células

leucémicas de muestra de médula 6sea. Se observa que a las 96 horas la expresion de MPO

continta de forma importante. La expresion de Tdt y CD79a a las 96 horas es de un 65 y 66%

respectivamente.

Antigenos Extracelulares

cC10 CD20 CD22 CD13 CD33 CD34

HLA DR

® 24 horas
® 48 horas
* 72 horas

® 96 horas

Fig 7. Porcentaje de antigenos intracelulares positivos presentes en células leucémicas

en sangre periférica a diferentes intervalos de tiempo.

En esta grafica se observa que en muestras de sangre periférica la expresion de CD10,

CD20, CD13, CD33, CD34 y HLA DR se mantienen de forma importante hasta las 96 horas

(90%, 90%, 89%, 86%, 93% y 95% respectivamente.)
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Antigenos Intracelulares

Basa
® 24 horas
® 48 horas

® 72 horas

® 96 horas

CD79a

Fig8. Porcentaje de antigenos intracelulares positivos presentes en células leucémicas de sangre

periférica a diferentes intervalos de tiempo.

Para los antigenos intracelulares presentes células de muestras de sangre periférica al
igual que lo observado en medula dsea, la expresion de MPO disminuye del tiempo basal a las 24
horas, pero se mantiene estable a las 24, 48, 72 y 96 horas en un 86%. l.a expresion de Tdt y

CD79a cae aun 60 y 70% a las 96 horas.

@,

Py

Basal

24 horas ——
48 horas ——
72 horas —
96 horas

il

Fig 9. Células leucémicas positivas para CD10 a diferente intervalo de tiempo.
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La figura 9 representa una grafica de la expresion de CDI10 a diferentes intervalos de
tiempo. Como podemos observar a las 96 horas la expresion se mantiene de forma importante,

esto se puede observar mejor en la siguiente figura.

¥ 3 g
90.5% 91 8% 91.9%
]’?'M iy K e 3 & & B 24
e 0 W o T 19 (5 10! i 10’ LS e
. il o1 i 1
A B C
91.9% 91 1%
3 Q
z 7]
i . : g
T 10 0° 10 10 e -
t v t 1 ! - \ 3 4 Av ) T 1 Tnd
cD10 10 10 10
D E
Fig 10. Positividad para el antigeno CD10 a diferente intervalo de tiempo. A tiempo basal, B 24
horas, C 48 horas, D 72 horas, E 96 horas.

La figura 10 representa una gréfica donde se observa hacia la izquierda la cantidad de
células que presentan expresion para CD10 y podemos observar que esta se mantiene de forma

importante y estable hasta las 96 horas.
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Fig 10. Expresion de CD19 a diferente intervalo de tiempo.

La figura 10 representa un histograma de la expresion de CD19 a diferentes intervalos de
tiempo. Como podemos observar a las 96 horas la expresion se mantiene las primeras 24 horas, y
disminuye de forma importante para las 48, 72 y 96 horas.
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Fig 11. Positividad para el antigeno CD19 a diferente intervalo de tiempo.



DISCUSION.

Se encuentra descrito en la literatura que generalmente, la viabilidad celular y la
expresion de antigenos se mantienen hasta por lo menos 24 horas en sangre periférica o medula
Osea a temperatura ambiente en un tubo que contenga heparina, acido etilenediaminatetraacetico
(EDTA) o acido citrato dextrosa. '* Los requerimientos de la muestra para el analisis en el
citometro de flujo dependen de la celularidad de la muestra, la viabilidad de las células en la
muestra y el tipo de analisis realizado. Se requieren aproximadamente 1x10° células/ul (100 000
total) para cada anticuerpo monoclonal que se utiliza. Bajo condiciones de celularidad normal, se
requieren para realizar el panel de leucemias de 10 a 20 ul de sangre periférica y 3 a 4 ul de
medula 6sea, sin embargo eso depende de la cantidad de estudios realizados.

Algunos investigadores han estudiado los efectos de almacenamiento en diferentes
condiciones de los marcadores de superficie presentes en los linfocitos los cuales han sido
detectados por anticuerpos monoclonales. Kahan et al "% encontraron que una muestra de sangre
periférica mantenida a 4° C expresaba marcadores de células T a niveles comparables con los

20, 21

controles. Otros grupos han encontrado una reducciéon del 40 al 60% de porcentaje de

células T y células T cooperadoras en muestras de sangre periférica almacenada por un dia a
4°C.

Prince et al"® encontraron que los antigenos CD3, CD4, CD8 y HLA mostraban una
reduccion del 40 al 60% después de almacenar las muestras de sangre periférica durante 14 dias
a4°C.

Gutensohn K et al'” analizaron el antigeno CD34 manteniendo la muestra a temperatura
ambiente (20+- 2 ° C) y a 4° C. durante 24 horas encontrando una disminucion del 25 al 27% de
la expresion del antigeno que se encontraba a temperatura ambiente, mientras que no hubo
cambios en aquel que se almaceno a 4° C.

Schmidtke G et al'® almacenaron muestras de sangre periférica por 3 dias a 4° C  para el
analisis de los antigenos CD19 y CD45 y encontraron que no existia cambios en la expresion de
Jos mismos.

Sin embargo no existen estudios previos que determinen que ocurre con la expresion de
los antigenos marcadores de leucemia aguda después de 4 dias de almacenamiento a una

temperatura ambiente, es por eso la razon de este estudio.
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En nuestro estudio los antigenos que con mayor frecuencia se detectaron a través de los
diferentes intervalos de tiempo fueron para leucemia linfoblastica: CD10, CD19, CD2, CD20,
CD22, CD34, CD79a, HLA-DR y TdT, en leucemia mieloblastica: CDI13, CD33, CD34, HLA-
DR y MPO.

Observamos la permanencia de los antigenos intra y extracelulares de ambas muestras se
modifica con el paso del tiempo. Observamos que la expresion de MPO se mantiene
practicamente sin cambios hasta las 96 horas tanto en muestra de sangre periférica como de
medula 6sea. Esto mismo es lo que se observo tanto de forma estadistica como de manera
clinica.

Los antigenos que se mantienen positivos por mas tiempo son CD10, CD33, 11LA DR,
CD34, CD13 y MPO tanto en muestra de sangre periférica como en muestra de médula dsea.

Para el antigeno CD10 se observo que aunque estadisticamente no es igual analizar la
muestra inicialmente que a las 24, 48, 72 o 96 horas, el antigeno continua siendo positivo de
manera importante hasta las 96 horas, como se puede observar en las graficas de citometria de
flujo Figs. 9y 10.

El antigeno CD19 disminuye de forma importante a partir de las 48 horas, en algunas
muestras aun persistia positivo hasta las 96 horas.

Los antigenos CD20, Tdt y 79a persisten positivos a las 96 horas por lo que es posible
realizar la determinaciéon de inmunofenotipo a este intervalo de tiempo.

Se observo que los antigenos CD2 y CD22 para las 96 horas disminuian de manera
importante su expresion, de hecho para las 96 horas el CD2 ya no se expresaba en muestra de
medula dsea.

Se encontré que los antigenos de muestra de médula 6sea mostraban una expresion menor
que aquellos tomados de muestra de sangre periférica. Es posible que los nutrientes presentes en
el plasma en el que permanecen en suspension las células permitan la viabilidad persistente de
los antigenos encontrados, sin embargo se requiere realizar estudios posteriores para analizar este

hecho.
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CONCLUSIONES
Aun cuando no es recomendable transportar o almacenar muestras de pacientes con
leucemia aguda a temperatura ambiente durante largos periodos de tiempo, en este estudio sc
observo que la mayor parte de los antigenos detectados inicialmente permanecieron posilivos.
Nuestros resultados sugieren que una muestra mantenida a temperatura ambiente durante
48-96 horas no debe de ser desechada ya que podria proveer importante informacion acerca del

tipo de leucemia a la que el médico se enfrenta.
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