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INTRODUCCIÓN 

Las leucemias agudas constituyen el grupo de neoplasias mas frecuente en el ni ño, con 40 

nuevos casos anuales por cada millón de ni ños (hasta los 15 años). De estos el 80% aprox . 

corresponde a leucemias agudas linfo blásti cas (LAL) y el 20% a leucem ia agudas 

mieloblásticas (LAM). La incidencia de LAL es algo mayor en niños entre los 3 y 5 año de 

edad. La proporción de LAM es mayor en el primer año de vida y en la pubertad. Ambas 

enfermedades son proliferaciones clonales malignas de células precursoras linfo ide o mielo ides, 

en distintos grados de dife renciación, que dan lugar a una invasión de la medula ósea que abarca 

mas del 25% de la celularidad to tal y e infi ltración de hígado, bazo, ganglio linfát icos y otro 

órganos y tej idos. I 

En otras publicaciones se ha descrito que la leucemia representa el 63% de los cánceres 

informados en menores de 15 años. 2 

Para el diagnóstico de las leucemias se reqUIeren de tres tipos de evaluac ione : La 

evaluación citológica, tanto en sangre periférica como en el aspirado de médula ósea, la 

evaluación citogenética y por supuesto, la determinación del inmunofenotipo (IF) mediante la 

citometría de flujo . 

Los marcadores inmunológicos, al identificar las células por medio de su característica 

antigénicas, han permitido el estudio de las células hematopoyéti cas : 

a) Reconocer estirpes o tipos celulares que difícilmente pueden clasificarse 

mediante métodos morfo lógicos y citoquímicos convencionales. 

b) Establecer subgrupos inmunológicos en poblaciones celulares normales y en u 

contraparte leucémica. 

c) Definir poblaciones celulares con propiedades biológicas específicas. 

Por lo tanto, mediante los métodos inmunológicos es posible reconocer anfígenos en la 

membrana o en el citoplasma de las células, algunos de los cuales on específicos para las 

diferentes líneas celulares. 3 

El estudio del IF en las células tumorales actualmente se considera una herramienta 

fundamental para establecer la asignación de linaj e de la leucemia aguda y obtener una 

identificación precisa de los dife rentes tipos celulares involucrados, especialmente cuando se 

trata de una leucemia aguda infantil. 
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La mayoría de las leucemias son curables, sobre todo, si el diagnóstico y el tratamiento se 

inician tempranamente. Sin embargo, en los países del tercer mundo donde son más frecuentes 

estas formas de cáncer no existe el apoyo adecuado para ll evar a cabo el análi is 

inmunofenotípico en el mi smo sitio de la toma de muestra. Esto es debido mayo rmente a que no 

existe en cada estado de nuestro país un citómetro de flujo ni tampoco los anticuerpo 

monoclonales que se utili zan para la determinación de la presencia de lo diferentes antígenos en 

las células neoplásicas. 4 

Los antígenos presentes en los precursores de las células hematopoyéticas, a í como de 

las células linfoides, primero aparecen en el citoplasma y posteriormente en la membrana celular. 

El panel empleado inicialmente para la inmunofenotipificación de las leucemia agudas por 

citometría de flujo incluía anticuerpos monoclonales (AcMo) que reconocen antígenos de 

diferenciación de membrana. En a110S recientes se han sumado AcMo que además reconocen 

antígenos citoplásmicos o nucleares. 5 

El acMo CD79a identifica a la proteína hwnana mb-l de 47 Kd 6, la cual se demostró qu 

aparece en las etapas muy tempranas de la diferenciación de las células B, preced iendo a la 

cadenas ¡..t citoplásmicas. 7 

Bucheri y cols empleando inmunocitoquímica demostraron que el anticuerpo contra mb-I 

citoplásmico era altamente sensible y especifico en la identificación de blastos de linaje B. La 

expresión del CD3 citoplásmico (CD3c) se restringe a células de linaj e T y puede er usado 

como un marcador diagnostico para padecimientos malignos de células T inmad ura que no 

expresan el CD3 en la membrana. 8 

Nguyen y cols demostraron que la citometría de flujo es mas ensible que la citoquímica 

enzimática para identificar mieloperoxidasa citoplásmica (MPOc) en las leucemias de linaje 

mieloide.9 

En 1996 se ll evo a cabo la primera conferencia latinoamericana de con enso para la 

tipificación inmunológica de las leucemias, cuyo objetivo fue definir la metodología, que al 

menor costo posible, no sacrificara la utilidad clínica ni la calidad analítica de los resultados. 

En esa conferencia se determino el empleo de un panel mínimo de 7 anticuerpos para 

definir a la leucemia aguda linfoblástica de linaje B (LAL b), la leucemia aguda linfoblástica T 

(LAL T) y la leucemia aguda mieloblástica (LAM). 10 
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Objetivo LAL-B LAL-T LAM 

Definir línea CD79ac/CD 19 CD3c/CD7 MPOc/CD13/CD33 

Maduración CD34/Tdt CD34/Tdt CD34/CD 15/HLA-OR 

Este es el panel mínimo de AcMo que en ese pnmer consenso demostró mayor 

concordancia y fue el recomendado para definir la línea y maduración celular. 

El diagnostico de LAL-B, LAL-T o LAM se estableció por la presencia de uno o más d 

los antígenos asociados a linaje linfoide B, linfoide T y mieloide, re pectivarnente. 

El diagnóstico de leucemia híbrida o de linaje mixto (LALM) se rea li za cuando se 

encuentra la expresión de dos o más antígenos de cada una de las dos estirpes celulares o en la 

que se demuestra coexpresión de un marcador linfoide y otro mieloide. 

Las LAL-B y LAL-T con expresión aberrante son aquellos en donde ex iste positividad 

para expresión de un solo antígeno de la línea opuesta o mieloide y LAM con ex presión 

aberrante de un antígeno linfoide. 

Mediante la citometría de flujo también es posible determinar el grado de diferenciación 

de LAL B: 

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

inmunoglobulinas de superficie (Igs) 

b) Pre-B: Presencia de ~l citoplásmica pero ausencia de 19s. 

c) Pre B Transicional: Presencia de cadenas pesadas ~ de uperficie y citoplá mica y 

ausencias de cadenas ligeras KlA 

d) Células B maduras: Ausencia de cadenas ~ citoplásmicas y presencia de 19 . 

Esta subclasificación no repercute en los esquemas terapéuticos empleados, in embargo 

dentro de los factores pronósticos de las LAL-B se anota al inmunofenotipo, considerándose que 

el peor pronóstiéo se asocia con aquellas células B maduras en niño yen adulto , en tanto que el 

mejor pronóstico se asocia con las de células pre B tempranas, particularmente cuando expresan 

el CDIO. 

En el 2005 se realizó un estudio para determinar el valor pronóstico del inmullofenotipo 

pre B con sus variantes en la respuesta temprana al tratan1iento de la leucemia aguda 

linfoblástica, y se observó una tendencia clínica a mejor respuesta cuando el antígeno DIO esta 
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presente, pero no se demostró significancia estadística por lo que el inmunofenotipo pre-B con 

sus variantes no influyó en la respuesta temprana a la quimioterapia. II 

En otros estudios se ha informado que los niños con el subtipo pre B transicional tienen 

un pronóstico muy favorable. 

En diciembre del 2005, se publicó la segunda conferencia lat inoamericana en la 

tipificación inmunológica de las leucemias . 4 La diferencia principal entre la primera y la 

segunda conferencia fue que en esta última se reorganizó la utilidad clínica del inmunofenotipo 

para el diagnóstico, clasificación y monitorización (cambios en la progres ión de la enfermedad, 

evaluación de la respuesta al tratamiento y detección de enfermedad residual mínima) de lo 

pacientes con síndromes mielodisplásicos. 

En ese segundo consenso se acordó que los laboratorios que rea li zaran la 

inmunotipificación de las leucemias agudas deberían ser capaces de reconocer: 

a) LLA de linaje T 

b) LLA de linaje precursor de células B. 

c) LMA 

d) Leucemias agudas bifenotípicas. 

En el caso de LLA de células T se requería la expresión de C03 citoplásmico y por 

positividad para por lo menos uno de los siguientes antígenos: C02 y/o CD7. 

El grado de maduración se definió como la presencia de CD34, TdT y la intensidad de la 

expresión de CD45. 

Los marcadores que se encontraron altamente específicos para cada linaje fueron: 0 3 

para células T, CD19 y CD79a para células B, y mieloperoxidasa para célu las mieloide . 

Estudios previos efectuados en sangre periférica de voluntarios sanos, almacenada a 4°C, 

muestran que los antígenos de los linfocitos B son estables por lo menos durante 14 días. 12,IJ 

También se han estudiado muestras de leucemias linfocíticas crónicas que se mantuvieron a 

bajas temperaturas mostrando persistencia de CD 19 y CD45 durante 3 días . 14 

Por otra palte, el almacenamiento de células madre a temperatu ra ambiente, altera la 

detección de C034 mientras que a 4°C. la presencia de CD34 no se modifica ustancialmente. 14 
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Si los antígenos de superficie en células anguíneas humanas sana y de leucemia 

linfocíticas crónicas persisten cuando menos 48-72 horas sin cambios importante en lo 

antígenos de superficie, es crucial conocer el comportamiento de las leucemia aguda que e 

presentan con más frecuencia, tienen una mayor posibilidad de cura y afectan a la población 

pediátrica. De e ta manera i el análisis inmunofenotípico de la muestra se r tra a por algún 

motivo (extravío temporal de la muestra, obtención en un lugar alejado del centro de análi is, 

etc.) podría ser posible encontrar antígenos específicos de líneas celulare que evitarían 

traumatizar al paciente para obtener una nueva muestra, además de permitir hacer el diagnó tico 

y por ende iniciar tan pronto sea posible el tratamiento del enfermo. 

Por lo que el propósito del estudio que planteamos fue eva luar la persistencia de los 

antígenos que determinan el linaje de la leucemia en mu stras de médula ósea y angr 

periférica almacenadas a temperatura ambiente por diferentes períodos de tiempo, tratando d 

igualar las condiciones que sufre una muestra cuando es extraviada o mal tran portada ya a 

por una compañía de mensajería o por una an1bulancia. 
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JUSTIFICACIÓN 

La clasificación por fenotipos inmunológicos tiene especial relevancia en las LAL, y 

actualmente el estudio de los marcadores celulares se considera un requi sito indi pensab le para 

corroborar el diagnóstico de la enfe rmedad. El análisis inmunofenotípico tiene como objetivo I 

reconocer la estirpe celular y asignar el linaj e a la prolife ración blástica establecida, as í como 

clasificarla en distintos subtipos y tiene además valor pronóstico. Este estudio permite analizar 

simultáneamente antígenos citoplásmicos y de membrana, así como tamaño y complej idad d 

las células neoplás icas. En los países del tercer mundo no ex iste el apoyo adecuado para ll evar a 

cabo el análisis inmunofenotípico en el mismo sitio de la toma de muestra, debido al alto costo 

de mantenimiento de la infraestructura necesaria (un citómetro de flujo , di versos an ti cuerpos 

monoclonales) y la ausencia de personal entrenado en su manejo y análisis . 

Las muestras de los pacientes deben ser enviadas a un centro en donde se ll eve a cabo 

este análisis y esto se hace mediante bolsas refrigerantes, pero las compañías de mensajería 

entregan los paquetes con las bolsas refrigerantes a temperatura ambiente y días de pué de que 

se envió la muestra, y en la mayoría de las veces se requiere volver a puncionar al paci ente para 

la obtención de la misma. 

No existen estudios en la literatura que evalúen si una muestra de sangre periférica y 

medula ósea de un paciente en el que hace el diagnostico clínico de leucemia todavía es posible 

analizarla días después de haberse tomado para establecer el linaje de la leucemia. 

Es importante determinar si todavía es posible detectar los antígenos de la población 

leucémica días después de haberse tomado la muestra para evitar más gastos al paciente y hacer 

una clasificación, pronostico, tratanliento y seguimiento de los pacientes con leucem ia aguda de 

manera precoz. 

10 



• 

• 

l . 

OBJETIVOS: 

l . Determinar la presencIa de los di ferentes antígenos de membrana e intrace lulare 

presentes en las células neoplás icas de la muestra al momento de ser obtenida de l 

paciente. 

2. Determinar la persistencia de estos antígenos en la muestra mantenida a temperatura 

ambiente (18 a 25° C) 24, 48. 72, 96 horas dependiendo de la di sponibilidad y viabilidad 

de la muestra. 

3. Comparar los valores obtenidos en la pnmera determinación y en los ti empos 

subsecuentes. 

HIPÓTESIS 

• Los antígenos de las células neoplásicas, ya sea presentes en la membrana plasmática 

en su interi or, permanecen estables días después de haber sido obtenida la mue tra 

mantenida a temperatura an1biente. 

MATERIALES y MÉTODOS 
• Tipo de Estudio: Prospectivo, longitudinal, comparati vo. 

• Lugar de Realización 

l . Hospital Central "Dr. Ignacio Morones Prieto" 

2. Departamento de Inmunología de la Facultad de Medicina de la Uni ver idad 

Autónoma de San Luis Potosí. 

• U niverso de Estudio 

• Muestras de sangre periférica y médula ósea obtenidas de niños con di agnó tico d 

leucemia aguda, internados en las salas de pediatría del Hospital Central "Dr. Ignac io 

Morones Prieto". 
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Criterios de Selección de la Muestra 

Criterios de inclusión. 

• Paciente de sexo femenino y masculino hasta los 18a de edad . 

• Diagnóstico de leucemia aguda 

Criterios de exclusión. 

• Muestra de sangre o médula ósea con datos de coagulación. 

• Muestra de pacientes que fueron previamente tratados con esteroides u otro medicamento 

para tratamiento de leucemia. 

Criterios de eliminación. 

• Disponibi lidad de muestra (volumen de muestra disponible para efectuar la 

determi naciones) 

• Pacientes en que las determinaciones de laboratorio no se pudieron ll evar a cabo fa lla en 

la energía eléctrica o falta de disponibilidad de los anticuerpos. 

Cálculo del Tamaño de Muestra Estudiada: 

Se analizaron todas las muestras provenientes de pacientes pediátricos con leucemia aguda 

que lleguen durante un año al departamento de inmunología para estudio de inmunofenotipo . 

DEFINlCION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES. 

Variables Independientes: 

Temperatura: 

Escala de medición de intervalo. 

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

18 y 25gdos C. 

12 
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Tiempo: 

Escala de medición de intervalo. 

Factor intrasujetos que cuenta con 5 niveles, día ° o inicial, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 

horas. 

Variables Dependientes: 

1) Células positivas para marcadores de leucemias agudas: 

Escala de medición continua, de razón. 

Células tumorales leucémicas provenientes de precursores de linfocitos T, B o cé lulas 

mieloblásticas y que dependiendo de la línea ce lular a la cual pertenezcan, poseen en su 

superficie los receptores detectados por los anticuerpos monoclonales CD2, CD3, CD4, CD8, 

CDlO. CD13 , CD14, CD19, CD20, CD22, CD33 , CD34, CD45 , CD56, HLA-DR. e 19S (lgM e 

IgD), Y también se encuentran de manera intracelular los siguientes antígenos: CD79a, MPO, 

TdT. 

13 
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METODOLOGíA . 

Como antecedente importante podemos comentar que en el Departamento d 

Inmunología de la Facultad de Medicina, de la UASLP; sitio donde se ll evó a cabo el aná li si 

inmunofenotípico; se tienen más de 10 años de experiencia en la tipificación de leucemias. Lo 

datos de los tres años previos a la realización de este estudio lo demuestran : - En e l 2005 e 

analizaron 58 muestras, de las cuales 36 resultaron de pacientes pediátri cos: 27 fueron 

provenientes del hospital central, 7 del IMSS y 2 de hospitales particul ares. Durante e l 2006 e 

recibieron en total 47 muestras, 30 muestras de pacientes pediátrico : 22 proveni nte del 

hospital central, 7 del IMSS y 1 de otro hospital. En el aJlO 2007 se recibieron 43 muestras, 27 

muestras de pacientes pediátricos : 2 1 provenientes del hospital central, 4 del IMSS y 2 de otro 

hospitales. 

Muestras de pacientes 

Se recolectaron para aJ1á li s is 69 muestras anticoagul adas de paciente pediátri cos con 

diagnóstico de leucemia aguda de las cuales 27 (39%) fueron sangre peri fé rica, obtenida 

mediante venopunción, y 42 (6 1 %) médula ósea obtenida de la cresta ilíaca posterosuperi or. Se 

prefirió la muestra que presentara más del 20% de células anormales de ac uerdo a lo 

linerunientos del FA B y el instituto Nacional de Cáncer (National Cancer In titute) 6 

Condiciones de almacenaje 

Después de una primera determinación se mantuvo la muestra a temperatura an1biente 

(entre 18 y 25° C.) Y se repitió el análi sis a las 24, 48, 72, 96 horas para lo antígenos pre ente 

dependiendo de la disponibilidad y v iabilidad de la muestra ya que en ocas iones la cantidad 

obtenida fue escasa, principalmente en muestras de médula ósea. 

14 
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Detección de antígenos de superficie 

El análisis se realizó en las muestra obtenidas directamente no hubo necesidad de separar 

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

necrótico, células del estroma o grasa que pudiesen interferir con la interpretación del estudio . 

Las muestras se examinaron de la siguiente manera: 

l. Después de la evaluación de la viabilidad de la muestra, se ajustará la concentración 

celular de la misma con buffer de fosfatos a 1 X 106 1m\. 

2. De la suspensión celular se tomaron 100 microlitros se colocaron en un tubo de ensaye, 

un tubo para cada anticuerpo monocJonal marcado con diferentes fluorocromos 

(fluoresceína, ficoeritrina o PerCP Becton Dickinson San Jose California). Se utili zaron 

un control de isotipo (contro l negativo) y anticuerpos en contra de los siguientes 

antígenos de superficie: CD2, CD3 , CD4, CD8, CDI0. CD13, CD14, C0 19, C020, 

CD22, CD33 , CD34, CD45 , CD56, HLA-DR. e IgS (IgM e IgD) 

3. Se dejaron incubar durante 30 minutos a temperatura an1biente y en oscuridad para 

evitar que los fluorocromos disminuyeran su intensidad. 

4. Se les agregó 2 mi de so lución lisadora (Facs BD Lysing Solution de Becton Dickinson 

San Jose California 8 ®), se incubaron durante 15 minutos. 

5. Se lavaron con buffer de fosfatos (PBS). 

6. Finalmente se resuspendieron en 0.5 mI de PBS. 

Detección e antígenos intracelulares 

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

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

• Se lisaron y fijaron con 2 mI de solución lisadora, se permeabilizó la membrana celular 

mediante el uso de una so lución de saponina al 0.1 % en PBS, Se incubaron durante 20 

minutos a 4°C. 

• Se retiró el exceso de la solución permeabilizadora mediante centrifugación a 1000 rpm 

se decantó el sobrenadante y resuspendieron las células, se agregó a cada tubo el 

anticuerpo a detectar: CD79a, MPO, TdT, y control de isotipo. Se incubarán durante 30 

minutos a 4°C en oscuridad. 

• Al finalizar el tiempo de incubación se les agregó 0.5 mI de la solución de saponina. 

• 15 
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• Las muestras así procesadas se mantuvieron en refrigeración o con hielo hasta que se 

analizaron en el citómetro de flujo 

Citometría de flujo 

• El análisis se realizó con un citómetro FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, A) 

con el programa Cell Quest. 

• Se identificó la población neoplásica mediante la intensidad de la expresión de CD45 , este 

marcador es de utilidad para propósitos de detectar en las diferentes poblaciones la célula 

inmaduras o blastos. Es importante señalar que las células que expresan CD45 en baja 

intensidad son células inmaduras 7 

• Las células marcadas fueron electrónicamente seleccionadas por su baja fluorescencia a 

CD45 para detectar en ellas los diferentes antígenos utilizados en el marcaje. 

• Se adquirieron cuando menos 30,000 eventos (células) para cada anticuerpo utilizado. 

estadio de maduración de las células se definió en función de la presencia de CD34, HLADR 

y CD451ow. 

• Los resultados se expresaron como porcentaje de células positivas, se regi stró también la 

intensidad media de fluorescencia que es un indicador indirecto de la cantidad de moléculas 

del antígeno que se encuentran en la célula neoplásica. 

ANALISIS ESTADÍSTICO. 

• El análisis estadístico se realizó usando el programa GraphPad InStat 3 version3.06. 

• Se efectuó un análisis descriptivo de los resultados, así como análi sis comparativo de la 

determinación inicial y la obtenida a las diferentes horas posteriores a la toma de la 

muestra. 

• Se utilizó para esto la prueba de ANOV A de medidas repetidas 

• Se realizo el análisis descriptivo (media, desviación estándar) para examinar toda la 

variables de estudio. 

• El análisis 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 variabi lidad de lo 

antígenos presentes en las células leucémicas que aun resultaban positivas a través del 

paso del tiempo. 
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• El uso de ANOV A de medidas repetidas reduce el error e incrementa el .poder de análi is 

en muestras pequeñas. Existe además una correlación entre las medidas a través del 

tiempo para cada variable porque provienen de la misma muestra. 

• La significancia estadística se estableció con valor de p < 0.05. 

ASPECTOS ÉTICOS: 

• Se trató de una investigación en donde se utilizó la misma muestra de sangre que el 

médico hematólogo obtuvo del paciente para determinar el diagnóstico morfológico e 

inmunofenotípico de leucemia. 

• Esta muestra es enviada de rutina al departamento de Inmunología para determinar el 

linaje de la leucemia y en base a los antígenos encontrados se decide el abordaje 

terapéutico a seguir por lo que prácticamente no implicó ningún riesgo extra para el 

paciente a la toma de sangre o médula ósea que de cualquier manera se debe tomar para 

el estudio habitual de la enfermedad y que de otra manera se desecharían como lo marca 

la Norma Oficial Mexicana NOM-87-ECOL-1995. Sin embargo, dado que la sangre y 

médula ósea son considerados "tejidos humanos", se so licitó a los familiare (padre del 

paciente) que firmaran un consentimiento informado de aceptación para que la muestra 

puediera ser utilizada para este estudio. 
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RESULTADOS. 

Se analizaron 69 muestras de sangre para realizar el inmunofenotipo según la reactividad 

a los anticuerpos del panel de cada estirpe celular para leucemias, de las cuales 27 (39%) fueron 

obtenidas de sangre peri fé ri ca y 42 (6 1 %) de medu la ósea. 51 (74%) de las muestras fueron de 

leucemia linfo blásti ca aguda y de estas 47 (92%) de estirpe B y so lo 4 (8%) de estirpe T. Las 18 

(26%) muestras restantes resultaron ser leucemias mieloblásticas agudas. 

Se recibieron cuatro muestras más que no fueron incluidas en el estudio ya que la 

determinación de viabilidad celular en el primer examen fue muy baja (de 35 a 15%). 

Estos pacientes recibieron tratamiento principalmente con esteroides sistémicos a dosi 

elevadas antes de obtener la muestra. 

Se determinaron los dife rentes antígenos presentes en las líneas celulares leucémicas de 

estirpe mieloide y linfoide, tanto de superfic ie celular (CD13 , CD33, CD34, CD1 9, CD 10, CD 

20, CD22, CD2, HLA-DR, CD1 4, 19s) como intracelulares (Tdt, MPO, cd79a) según el segundo 

Consenso para la Determinación del Inmunofenotipo de Malignidades Hemato lógicas. 

73 muestras de pacientes con LA I 

I ~ 
~ Se descartaron 4 

27 sangre perifé rica muestras 

42 médula ósea. 
I 

1 1 
51 Leucemia Linfo blástica Aguda I I 18 Leucemia Mieloblástica Aguda 

~ 
I 

47 LLA estirpe B 
I I 

4 LLA estirpe T 
I 

Cuadro 1. Diagrama de fluj o del proceso de recolección de datos para ésta revisión 
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• Los antígenos que resultaron positivos de cada muestra de sangre periférica y médul a 

ósea se detenninaron nuevamente a las 24, 48, 72 Y 96 horas manteniendo la mue tra a una 

temperatura entre 18 y 25° C. 

Variable Basal 24 horas 48 horas 72 horas 96 honls F/Fr Pos hoe 

Media(SD) Media(SD) Media(SD) Media(SD) Media( O) 

CD19 69.8 (18.3) 51 .8 (29.1) 32 (29.7) 23 .6 (25.5) 17.9 (19.4) /02. 6* 1-3 , 4, -

2-4, 2-

-5* 

CDlO 80.3 (13.2) 75 .2 (17.7) 71.2 (19.3) 67.6 (23.1) 62.6 (22.9) 59.33* 1-2, 3, 

.. L) 

2-5.3--* 

CD20 48.8 (29.5) 41.2 (33.2) 36.9 (34.1) 29.8 (33.3) 24.8 (33 .6) 22. -3* I -.. l, -

2-5 

CD2 55.4 (24.9) 51 .2 (23 .6) 41. 9 (27.6) 17.4 ( 10.8) 13.8 ( 10.9) / . 77* 1-4, 1-5* 

CDt3 77.9 (21.2) 73.4 (21) 63.4 (26) 60.1 (27.6) 56. 1 (29.7) 7. -6* 1- , 4, 

2--* 

CD22 40.4 (5. 1) 22. 1 (4.6) 10.3 (2.4) 7.8 (2 .3) 5 ( 1) 67.35* 1-3 , 4, 5 

-4 . 5 

:1-5* 

CD33 75.6 (20.2) 68.1 (23.6) 60 (3 1.1) 52.7 (36.2) 46.8 (36.9) 6.1* I--L 5 

2--* 

CD34 62.6 (22.3) 58.5 (25) 48.7 (28) 41.6 (25) 35.4 (25) 33 .2* 1-3 , -+.5 

2-3. 4. 5 

3-5* .. 
HLADR 77.4 (17.1) 69 .1 (22.4) 60.1 (25.2) 51.9 (27.8) 45 .8 (29.6) //5.05* 1- , 4, 5 

2-4.5 

-5* 

Tdt 75 .6 (13.9) 66.4 (18) 62.8 (23 .8) 46 (30.7) 39.4 (30.7) 14.8* 1--+ . 5 

2-4. 5 

3-4, 5* 

MPO 64.1 (20.4) 58.8 (24.8) 53 .9 (19.7) 53 .9 (27.4) 50.5 (25.7) 3.3* 1-5* 

CD79a 63 (16.6) 54.8 (23 .9) 49.2 (23.9) 37 (29.4) 33 .4 (30.6) 8.4* 1-4. 5 

2-4. 5* 

*p < 0.05. Tabla 1. Permanencia de positividad de los antígeno i/lLra y exLracellllares del 

panel de leucemias a diferente tiempo en mue Ira de médula ósea . 
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La tabla 1 muestra las medias y las desviaciones estándar de los antígenos intracelulares y 

extracelulares que se obtuvieron de las muestras de médula ósea. Todos los antígenos, como es 

esperado, van disminuyendo conforme el paso del tiempo, se observa que el número de célula 

que permanecen positivas para cada anticuerpo no es la misma en los 5 diferentes intervalos de 

tiempo. 

Podemos observar que para los antígenos CDI9, CD13 , CD22, CD34 y HLA OR existe 

una diferencia significativa entre la medición basal comparada con la medición realizada a las 48 

horas. 

Para los antígenos CD20, CD2, CD33 , TOT y 79a. procedente de muestra de médula ósea 

se observa una diferencia significativa entre la medición basal con respecto a la medición 

realizada a las 72 horas. 

Para el antígeno CD 1 O existe una diferencia significativa en la medición basal con 

respecto a la medición de las 24, 48, 72 y 96 horas. 

El antígeno MPO muestra una diferencia significativa con respecto a la determinación 

realizada a las 96 horas, pero no existe ninguna variación en el número de células que resultan 

positivas para este anticuerpo en la comparación de la medición 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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Figl. Media estimada a diferente tiempo de los antigenos presentes en la membrana celular de 

las células leucémicas procedentes de médula ósea. 

En esta gráfica podemos observar la media estimada para cada antígeno a través del 

tiempo. Observamos que el antígeno CD 1 O es el que se expresa por más tiempo, ya que a las 96 

horas continúa siendo positivo hasta en un 63%. Mientras que CD19, CD20 y CD2 continúan 

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

Figl.l Media estimada a diferente tiempo de los antígenos presentes en la membrana 

celular de las células leucémicas procedentes de medula ósea. 
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En esta gráfica podemos observar que el antígeno CD13 es el que se expresa por más 

tiempo, ya que a las 96 horas, el 56% de las células continúan siendo positivas. La expresión de 

CD22 cae dramáticamente del tiempo basal a las 48 horas (de 40 a 10%) y para las 96 horas es 

del 5%. La expresión de CD33, CD34, HLA DR disminuyen con el paso del tiempo, pero e 

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

Fig2. Media estimada a diferente intervalo de tiempo para antígenos intracelulares en 

muestra de médula ósea. 

En esta gráfica observamos que la expresión de MPO se mantiene relativamente estable, a 

las 96 horas se encuentra presente en el 51 %. Los niveles de expresión del anticuerpo Tdt y 

CD79a a las 96 horas caen a 39.5 y 33.4% respectivamente . 
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Variable Basal 24horas 48hrs 72hrs 96hrs F Fr Pos hoc 

Media Media Media Media Media 
(SO) (SO) (SO) (SO) (SO) 

CD19 80.9 ( \2. \) 54.7 (26.4) 44.2 (24.4) 3\ (22.6) 26.3 ( 18.9) 67.4* 1-3, 1-4, 1-5, 
2-4,2-5, 3-5*. 

COlO 73.1 (23) 69.9 (24,7) 67.1 (23.8) 63.5 (24.6) 64.9 (22.\) 5.28* \-4, I-S· 

CD20 6 1.2 (22.5) 53.3 (22.6) 49.5 (22.4) 46.6( \9 .9) 47.5 (21.2) 10.2* 1-2, 1-3 1-4, I-S* 

COl3 80.1 (24.S) 79.2 (2S.2) 77.2 (2S.4) 76.7 (26) 74.7 (27.3) 20.4· I -S 2-S* 

CD22 68.4 ( 15) 47 (3 1.2) 34.6 (25.9) 23.3 (20.6) \8 .2 ( \9 .7) 33· 1-4, 1-5,2-5· 

CD33 66.9 (26.1) 63 (28.1) S2 (29.8) 48.7 (29.4) 46.2 (27.7) 11.16* 1-3, 1-4, I-S, 
2-4, 2-S.· 

CD34 66.5 (23) 6\.4 (2 1.4) 59.8 (2 1.4) 50 .9(\9.7) 45.\( 18.5) 14. 16* 1-4 , 1-5, 
2-4, 2-5, 3-5. * 

HLAOR 82.3 (14) 79.8 (lS.3) 74.6 (16.9) 68.S (21.4) 60.6 (27) S8.8* 1-3, 1-4, I-S , 
2-4, 2-S.* 

Tdt 59 ( 19) 47.4 (24.5) 40.9 (2 1.9) 30.7( 18.9) 27.7 ( 18.3) 23. 13* 1-4, 1-5, 
2-5* 

.MPO 69.S (26.S) 60.8 (33.4) 66.4 (28.8) 63.3 (28) S9.S (28.S) 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* 

*p < 0.05. 

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

leucemias a diferente tiempo en muestra de sangre periférica. 

En la tabla 2 observamos la expresión de los antígenos intra y extracelulares procedente 

de muestra de sangre periférica y analizados a diferente tiempo. Podemos observar que en todo 

los antígenos existe una diferencia significativa, es decir, la expresión o positividad de lo 

mismos se modifica con el paso del tiempo, excepto en MPO donde estadí ticamente no e 

observa diferencia alguna. Por lo que se puede asumir que la expresión de MPO se mantiene 

prácticamente sin cambios hasta las 96 horas. 

Se observa que existe una diferencia significativa en la expresión de CD 19, D33 Y HLA 

DR en el tiempo basal comparado a las 48 horas. Lo que nos indica que la expresión de esto 

antígenos es igual de manera inicial con respecto a las 24 horas pero no a las 48 hora . Sin 

embargo la expresión de CD19 no es igual a la de CD33 y HLA OR, estos últimos continúan 

siendo positivos de forma importante incluso hasta las 96 horas comparadas con la expresión de 

CD 19 a ese mismo tiempo. 

Se observa que existe una diferencia significativa en la expresión de COlO, CD22, 034, 

Tdt y C079a entre la medición basal y la medición a las 72 horas 
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Existe una diferencia en la expresión del antígeno CD20 de manera inicial con respecto a 

las 24 horas. 

El antígeno CD 13 aun continúa su expresión de manera importante hasta las 96 horas, 

existe una diferencia significativa entre la medición inicial y la medición de las 96 horas, pero no 

existe variación en las determinaciones previas. 

Fig3. Media estimada a diferente intervalo de tiempo para antígenos extracelulares en 

sangre periférica. 

En esta figura podemos observar que la expresión de CDI0, CD13, HLA DR se 

conservan de forma importante hasta las 96 horas. El CD33, CD34 y CD20 también mantienen 

su expresión, sin embargo para los antígenos CD22 y CD 19 aunque a las 96 horas aun se siguen 

expresando, lo hacen de manera muy pobre (26 y 18%) . 
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Fig 4. Media estimada a diferente intervalo de tiempo para antígenos intracelulares en 

médula ósea. 

En la figura 4 podemos observar que existe una expresión importante de MPO incluso 

hasta las 96 horas, y la cual se mantiene prácticamente de manera constante. Para Tdt y D79a 

se observa, como es esperado, que la expresión no es igual para los diferentes intervalos de 

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

Durante la realización de este estudio se observó que, aun cuando de manera estadística 

existe variaciones con respecto a la expresión de los antígenos dependiendo del tiempo 

transcurrido y se reportaba que no es igual medir un antígeno a la hora O que a la hora 24,48, 72 

o 96, algunos anticuerpos continuaban persistentemente muy positivos. Por lo anterior, a 

continuación se expone una gráfica con los porcentajes de la expresión de los antígenos tanto en 

médula ósea como en sangre periférica según la evaluación de dos investigadores . 
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Fig 5. Porcentaje de antígenos extracelulares positivos presentes en células 

leucémicas en médula ósea a diferentes intervalos de tiempo. 

En esta gráfica se observa que el CDIO, CD13, HLA DR continúan expresándose de 

manera importante (hasta en un 80%) hasta las 96 horas. CD33 y CD34 también continúan 

siendo positivos hasta en un 60 y 70%. La expresión de CDI9, CD20, CD22 y CD2 es muy baja 

a las 96 horas, entre el 20% y 30%. CD22 inclusive no se observa positivo a las 96 horas. 

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

médula ósea a diferentes intervalos de tiempo . 
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En esta gráfica se observa la expresión de antígenos intracelulares presentes en célula 

leucémicas de muestra de médula ósea. Se observa que a las 96 horas la expresión de MPO 

continúa de fonna importante. La expresión de Tdt y CD79a a las 96 horas es de un 65 y 66% 

respecti vamente. 

Fig 7. Pareen/aje de antígenos intracelulares positivos presentes en células leucémica 

en sangre periférica a diferentes intervalos de tiempo. 

En esta gráfica se observa que en muestras de sangre periférica la expresión de CD I O, 

CD20, CD13, CD33, CD34 y HLA DR se mantienen de fonna importante hasta las 96 hora 

(90%, 90%, 89%, 86%,93% Y 95% respectivamente.) 
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Fig8. Porcentaje de antígenos intracelulares positivos presentes en células leucémicas de sangre 

periférica a diferentes intervalos de tiempo. 

Para los antígenos intracelulares presentes células de muestras de sangre periférica al 

igual que lo observado en medula ósea, la expresión 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%. La expresión de Tdt y 

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

Basal 
24 horas 
48 horas 
72 horas 
96 horas 

Fig 9. Células leucémicas positivas para CD10 a diferente intervalo de tiempo . 
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La figura 9 representa una gráfica de la expresión de CD lOa diferente intervalo de 

tiempo. Como podemos observar a las 96 horas la expresión se mantiene de forma importante, 

esto se puede observar mejor en la siguiente figura. 

90.5% 91.8% 91.9010 

ol~,,-----,~. ----~----~----4 10 ' 

A B C 

91.9010 91.1 % 

10 

D 

Fig 10. Positividad para el antígeno CD lOa diferente intervalo de tiempo. A tiempo basal, B 24 

horas, C 48 horas, D 72 horas, E 96 horas. 

La figura 10 representa una gráfica donde se observa hacia la izquierda la cantidad de 

células que presentan expresión para CD 10 Y podemos observar que esta se mantiene de forma 

importante y estable hasta las 96 horas . 
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Basal 
24 horas 
48 horas 
72 horas 
96 horas 

Fig 10. Expresión de CD19 a diferente intervalo de tiempo. 

La figura 10 representa un histograma de la expresión de CD 19 a di ferentes intervalos de 

tiempo. Como podemos observar a las 96 horas la expresión se mantiene las primeras 24 horas, y 

disminuye de forma importante para las 48, 72 y 96 horas. 

4.7% 

e 1+-0"'"c -'-';"""""1"""0 ',.....-.--1..,...0-::-·~ --""1""'0 ·,------l1 O' 
CD19 72 horas 

69.3% 

6.4% 

1 
C019 24 hOras 

10' 10' 
C019 48 noras 

3.9"10 

c ,l:cO°..-----,""O'----.,' o,.,-: ---,"'"'"0 .... ' ---l,o ' 
CO,9 96 hOras 

Fig 11. Positividad para el antígeno CD 19 a diferente intervalo de tiempo . 
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DISCUSION . 

Se encuentra descrito en la literatura que generalmente, la viabilidad celular y la 

expresión de antígenos se mantienen hasta por lo menos 24 horas en sangre periférica o medula 

ósea a temperatura ambiente en un tubo que contenga heparina, acido etilenediaminatetraacetico 

(EOTA) o acido citrato dextrosa. 18 Los requerimientos de la muestra para el análi sis en el 

citómetro de flujo dependen de la celularidad de la muestra, la viabilidad de las células en la 

muestra y el tipo de análisis realizado. Se requieren aproximadamente Ixl 06 cél ulas/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 lOa 20 ul de sangre periférica y 3 a 4 ul de 

medula ósea, sin embargo eso depende de la cantidad de estudios realizados . 

Algunos investigadores han estudiado los efectos de almacenamiento en di ferentes 

condiciones de los marcadores de superficie presentes en los linfocitos los cuales han sido 

detectados por anticuerpos monoc1onales. Kahan et al 19 encontraron que una muestra de sangre 

periférica mantenida a 4° C expresaba marcadores de células T a nive les comparables con los 

controles. Otros grupos20, 21 han encontrado una reducción del 40 al 60% de porcentaje de 

células T y células T cooperadoras en muestras de sangre periférica almacenada por un día a 

4° C. 

Prince et al 13 encontraron que los antígenos C03, CD4, C08 y HLA mostraban una 

reducción del 40 al 60% después de almacenar las muestras de sangre periférica durante 14 días 

a4° C. 

Gutensohn K et al 15 analizaron el antígeno C034 manteniendo la muestra a temperatura 

ambiente (20+- 2 ° C) y a 4° C. durante 24 horas encontrando una disminución del 25 al 27% de 

la expresión del antígeno que se encontraba a temperatura ambiente, mientras que no hubo 

cambios en aquel que se almaceno a 4° C. 

Schmidtke G et al 14 almacenaron muestras de sangre periférica por 3 días a 4° C para el 

análisis de los antígenos CD19 y C045 y encontraron que no existía cambios en la expresión de 

los mismos. 

Sin embargo no existen estudios previos que determinen que ocurre con la expre ión de 

los antígenos marcadores de leucemia aguda después de 4 días de almacenamiento a una 

temperatura ambiente, es por eso la razón de este estudio. 
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En nuestro estudio los antígenos que con mayo r frecuencia se detectaron a través de lo 

diferentes intervalos de tiempo fueron para leucemia linfo blástica: CDIO, CDl 9 0 2, C0 20, 

CD22, CD34, CD79a, HLA-DR y TdT, en leucemia mieloblásti ca: CD13 , CD33 , 0 34, HLA­

DR y MPO. 

Observan10s la permanencia de los antígenos intra y extracelulares de amba muestra se 

modifica con el paso del tiempo. Observamos que la ex pres ión de MPO se mantiene 

prácticamente sin cambios hasta las 96 horas tanto en muestra de sangre peri fé ri ca como de 

medula ósea. Esto mi smo es lo que se observó tanto de forma estadística como de manera 

clínica. 

Los antígenos que se mantienen positivos por más ti empo son CD 10, CD33, HLA OR, 

CD34, CD1 3 y MPO tanto en muestra de sangre peri féri ca como en muestra de médula ósea . 

Para el antígeno CD lO se observó que aunque estadí sti camente no es igual anal izar la 

muestra inicialmente que a las 24, 48, 72 o 96 horas, el antígeno continúa siendo pos iti vo de 

manera importante hasta las 96 horas, como se puede observar en las grafi cas de citometría de 

flujo Figs. 9 y 10. 

El antígeno CD 19 disminuye de forma importante a partir de las 48 horas, en algunas 

muestras aún persistía positivo hasta las 96 horas. 

Los antígenos CD20, Tdt y 79a persisten positivos a las 96 horas por lo que es pos ible 

realizar la determinación de inmunofenotipo a este intervalo de ti empo. 

Se observó que los antígenos CD2 y CD22 para las 96 horas di sminuían de man ra 

importante su expresión, de hecho para las 96 horas el CD2 ya no se expresaba en muestra de 

medula ósea. 

Se encontró que los antígenos de muestra de médula ósea mostraban una ex presión menor 

que aquellos tomados de muestra de sangre peri férica. Es posible que los nutri entes pre entes en 

el plasma en el que permanecen en suspensión las células permi tan la viabilidad persistente de 

los antígenos encontrados, sin embargo se requiere realizar estudios posteri ores para anali zar 

hecho. 
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CONCLUSIONES 

Aún cuando no es recomendable transportar o almacenar mue tras de pacient s con 

leucemia aguda a temperatura ambiente durante largos períodos de tiempo, en este e tudio e 

observó que la mayor parte de los antígenos detectados inicialmente permanecieron positi vos. 

Nuestros resultados sugieren que una muestra mantenida a temperatura ambiente durante 

48-96 horas no debe de ser desechada ya que podría proveer importante información acerca del 

tipo de leucemia a la que el médico se enfrenta . 
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