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Resumen

Antecedentes. La citometria de flujo (CMF) es una técnica que permite el andlisis
multiparamétrico de poblaciones celulares, siendo esencial en la investigacién biomédica y
como herramienta diagnéstica. Esta técnica rdpida tiene una alta sensibilidad, evaluando
caracteristicas en la poblacién de interés como es el caso del tamano, granularidad,
complejidad del citoplasma celular y proteinas de que permiten la clasificacién fenotipica
y funcional de un gran nimero de células. Por estas razones, esta técnica ha adquirido
importancia en el diagndstico y seguimiento de enfermedades y anomalias hematoldgicas,
como leucemias, sindromes mielodispldsicos y sindromes mieloproliferativos, entre otras.
Objetivo. La presente revisiéon se enfoca en los avances en la implementacién de la CMF
en la Enfermedad Minima Residual (EMR) presente en la Leucemia Linfobldstica Aguda
(LLA), la cual es una poblacién minima leucémica que se detecta en un paciente después de
suministrar un tratamiento oncoldgico, donde se evalta su eficacia, el riesgo de una recaida
y el proceso de remisién completa. Metodologia. Se realiza una revisién no sistemdtica de
literatura en bases de datos, de los Gltimos 15 afios, donde evalden las implicaciones del uso
decitometriade flujo enla EMR, de esta revision se extraen aspectos relevantes al momento de
emplear la CMF para el diagnéstico y seguimiento de pacientes con leucemias. Resultados.
La CMF es una técnica muy versdtil e importante para el diagndstico y seguimiento de la

EMR por su alta sensibilidad para la deteccién de bajos nimeros de células resistentes a
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la terapia. Adicionalmente se muestra la importancia de la estandarizacién de protocolos
como EUROFLOW para un adecuado procesamiento y andlisis clinico de las muestras de

pacientes.

Palabras claves: citometria de flujo, neoplasia residual, diferenciacién fenotipica,

neoplasia hematolégica, leucemia.
Abstract

Background. Flow cytometry (FCM) is a technique that allows multiparametric analysis
of cell populations, and is essential in biomedical research and as a diagnostic tool. This
fast technique has a high sensitivity, evaluating characteristics in the population of interest
such as the size, granularity, and complexity of the cell cytoplasm and proteins that allow
the phenotypic and functional classification of a large number of cells. For these reasons,
this technique has gained importance in the diagnosis and monitoring of diseases and he-
matological abnormalities, such as leukemia, myelodysplastic syndromes, and myeloprolife-
rative syndromes, among others. Objective. This review focuses on advances in the imple-
mentation of CMF in Minimal Residual Disease (MRD) present in Acute Lymphoblastic
Leukemia (ALL), which is a minimal leukemic population that is detected in a patient after
supplying an oncological treatment, where its efficacy, the risk of relapse and the comple-
te remission process are evaluated. Methodology. A non-systematic literature review is
carried out in databases, from the last 15 years, where the implications of the use of flow
cytometry in EMR are evaluated, and relevant aspects are extracted from this review when
using the CMF for the diagnosis and monitoring of patients with leukemia. Results. CMF
is a very versatile and important technique for the diagnosis and monitoring of EMR due to
its high sensitivity for the detection of low numbers of cells resistant to therapy. Additiona-
lly, the importance of standardizing protocols such as EUROFLOW for proper processing

and clinical analysis of patient samples is shown.

Keywords: flow cytometry, neoplasm residual, phenotypic differentiation, hematological

neoplasms, leukemia.



Cuta et al. Enfermedad minima residual por citometria de flujo en

Introduccion

Cualquier tipo de cdncer que afecte a la mé-
dula ésea (como la leucemia y el linfoma) se
considera como un problema de salud mun-
dial; la mds representativa es la leucemia,
con una tasa de incidencia en Colombia de
3,6% a 5,2% por cada 100.000 habitan-
tes de acuerdo con datos de GLOBOCAN
y Sivigila en 2020 (1); esta enfermedad se
caracteriza por la anormalidad en el proceso
de proliferacién y diferenciacién celular a
nivel del linaje linfoide o mieloide, siendo
aguda o crénica de acuerdo a la etapa en la
que se encuentra (2-5). La leucemia es una
enfermedad que se puede clasificar en leu-
cemia linfobldstica aguda (LLA), leucemia
mieloide aguda (LMA), leucemia linfocitica
crénica (LLC) y leucemia mieloide créni-
ca (LMC) (6). Sin embargo, la LLA tiene
una especial relevancia clinica y diagndstica
puesto que se trata de una neoplasia ma-
ligna con un reporte en el Boletin Epide-
miolégico Semanal del Instituto Nacional
de Salud del 75 % en poblacién pedidtrica
(2) y un 20 % en poblacién adulta (7), con
una recaida reportada entre el 40-55 % de

los pacientes en proceso de remisién (2, 3).

La LLA es una enfermedad heterogénea
de células neopldsicas del sistema hema-
topoyético (2,7) con ciertas propiedades
celulares que permiten su diferenciacién y
clasificacién, las cuales incluyen tamano,
granularidad, proteinas membranales y ci-

toplasmdticas y complejidad del citoplasma

pacientes con leucemia linfoblastica aguda

celular, entre otros. Dichas caracteristicas
favorecen su deteccién por métodos alta-
mente especificos, sensibles, reproducibles
y aplicables como es la citometria de flujo
(inmunofenotipos), inmunohistologia, hi-
bridacién fluorescente in-situ (FISH), ci-
togenética (expresién aberrante de FLT3,
NRAS/KRAS, DNMT3A, IDHI1, IDH2
y NOTCHI) y reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (8-14). Estas técnicas se
implementan de diferentes formas para el
diagnéstico y seguimiento terapéutico de
la leucemia aguda, la cual en el afio 2020
reporté 893 casos pedidtricos (54.3 % de
todos los casos) (1). En el proceso de tra-
tamiento y seguimiento de pacientes con
LLA, es importante definir la efectividad
de la terapia, la cual puede no ser efectiva
para destruir todas las células leucémicas.
La aparicién de células bldsticas con una
baja frecuencia es la causante de recaidas
de la enfermedad. Dada esta baja frecuen-
cia se denomina Enfermedad Minima Re-
sidual (EMR) a esta aparicién de células
bldsticas por debajo del 5 % en médula ésea
(MO) (8), haciéndolas dificiles de detectar
por técnicas tradicionales como frotis de
sangre periférica y médula 6sea, lo cual ha
llevado a considerar nuevos métodos mds

sensibles para su deteccién.

En tal sentido, se realiz6 una recopilacién
de informacién publicada con el fin de pro-
fundizar sobre el rol de los inmunofenotipos
detectables por el método de citometria de

flujo (CMF), teniendo en cuenta los dife-
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rentes pardmetros de calidad como el factor
de impacto (IF >3) y el quartil (Q1, Q2, Q3
o Q4), los cuales se calculan empleando la
pdgina Bioxbio y SCImago respectivamen-
te. Con estos datos se selecciond la literatu-
ra producida durante el periodo de enero de
2011 a mayo de 2022, utilizando las pala-
bras clave: “Enfermedad minima residual”
y “Leucemia linfobldstica aguda” o sélo
“enfermedad minima residual” o “Citome-
tria de flujo para deteccién de enfermedad
minima residual” y “Métodos de diagnds-
tico de enfermedad minima residual”. Fi-
nalmente se seleccionaron 70 referencias bi-
bliogréficas para su andlisis y se gestionaron
en formato PDF utilizando Mendeley como

software de gestién de referencias.
Generalidades

El término de enfermedad minima resi-
dual (EMR) (MRD, por sus siglas en in-
glés) surgié en la década de 1980, cuando
se usé por primera vez para su deteccidén la
microscopia de inmunofluorescencia, que
permitié el monitoreo de disminucién y
recrecimiento de células malignas en pa-
cientes diagnosticados con leucemia linfo-
bldstica aguda (LLA), este reconocimiento
de células emergentes hace referencia a la
existencia de blastos leucémicos menores al
5% de forma residual no detectables por
técnicas rutinarias en médula 4sea pero
con una recuperacién completa en sangre
periférica (9, 15, 16). El desarrollo de nue-

vas técnicas como la CMF, hace posible la

identificacién de esta poblacién aberran-
te con una sensibilidad de 10-3 a 10-5 y
una aplicabilidad >90% tanto en el linaje
B (LLA-B) y linaje T (LLA-T), ayudando
a establecer la etapa de diferenciacién/ma-
durez celular y dando lugar la clasificacién
o estratificacién de riesgo de recaida como
bajo (0 %), riesgo normal (47 %) y riesgo
alto (94 %), donde la persistencia >10 de
linfoblastos neopldsicos hace referencia a

enfermedad minima residual (EMR) posi-

tivo (9, 16-19).

El método de CMF es fundamental en la
determinacién de la presencia o ausencia
de células neopldsicas, dando como re-
sultado una EMR positiva o negativa, el
principio que emplea es la identificacién
de caracteristicas épticas y de fluorescen-
cia de células marcadas con anticuerpos
acoplados a moléculas fluorescentes. Un
equipo convencional de CMF estd con-
formado por tres sistemas: (i) sistema de
fluidos (transporte de las células a través
de una solucién salina tamponada con fos-
fato); (ii) sistema dptico (Transmisién de la
dispersién de luz, luz emitida por los fluo-
rocromos y filtro de longitudes de onda); y
(iii) sistema electrénico/digital (detecciéon
y procesamiento de senales) (18,20,21).
Los sistemas altamente sensibles y la espe-
cificidad en el andlisis celular con el uso de
anticuerpos monoclonales fluoromarcados
asociados a una alta velocidad de recolec-
cién y andlisis de un gran nimero de cé-

lulas ayuda al andlisis clinico que permite
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predecir una recaida, y asi tomar decisio-
nes terapéuticas como intensificar el tra-
tamiento si el paciente asi lo requiere. En
ese marco, la introduccién de este método
propicié el empleo de diferentes principios
inmunoldgicos, bioldégicos y fisicos, favore-
ciendo la innovacién por medio del empleo
de paneles de anticuerpos monoclonales y
fluorocromos como marcadores inmunolé-
gicos esenciales en la identificacién preci-
sa de poblaciones de células hematopoyé-
ticas cancerigenas (18-22) y permitiendo
la aparicién de la inmunofenotipificacién
moderna, capaz de detectar multiples pa-
rametros en una sola célula, es asi como la

CMF se ha convertido en un paso crucial
en el diagndstico de la EMR en LLA (18).

La mayoria de los anticuerpos que son utili-
zados en CMF, estdn dirigidos contra anti-
genos especificos expresados en la superficie
celular, proteinas de membrana o intracito-
plasmdticas, adicionalmente, permite eva-
luar estados de fosforilacién, contenido de
DNA (para determinar fase del ciclo celu-
lar), entre otras muchas opciones (22-24).
La LLA exhibe tipicamente inmunofenoti-
pos de células precursoras, se clasifican prin-
cipalmente en dos subtipos LLA-T (CD3+)
y LLA-B (CD19/CD20+) (25), de esta for-
ma, la deteccién de la EMR por CMF en un
andlisis de 1 célula leucémica por 105 leuco-
citos (26,27) donde la expresién de antige-
nos como CD10, CD3, CD7, CD19, CD20,
CD34, CD38, CD45, cCD3+ y TdT en cé-

lulas leucémicas puede predecir la aparicién

pacientes con leucemia linfoblastica aguda

de la EMR (24,27-29). Esto difiere segin
el factor de riesgo como la edad avanzada,
el recuento de leucocitos, alteraciones genéti-
cas y la respuesta a la quimioterapia, lo cual,
aumenta la probabilidad de recaida duran-
te los 2 afos posteriores al diagnéstico, con
una tasa de supervivencia inferior del 25%
(9, 10, 25, 30). Por esta razén, el disefio de un
panel de anticuerpos monoclonales es fun-
damental para la identificacién de blastos y
sus caracteristicas fenotipicas relevantes, que
dan resultados significativos en la deteccién
de la EMR. Dichos paneles se seleccionan de
acuerdo con la historia clinica del cada pa-
ciente y la morfologia presentada en un fro-
tis de médula ésea (MO) (21), con el fin de
encontrar una linea fenotipica acertada; sin
embargo, hay paneles como CD34+, CD45
bajo y TdT+ que siempre se deben utilizar ya
que resaltan la presencia de una poblacién de

blastos en la muestra estudiada (24).
Muestras optimas

La muestra de médula ésea (MO) es la
mds utilizada para el diagnéstico, clasifi-
cacién y deteccién de la EMR en la LLA
(10, 16, 17,25-27,31); sin embargo, estu-
dios realizados usando sangre periférica, lo
cual, demostraron que los niveles de EMR
en sangre en pacientes diagnosticados con
LLA-T eran compatibles o 1 log mds bajo
que en MO y en pacientes con LLA-B se
detectaron en sangre 1 a 3 log mds bajos que
en MO (16, 17,31-33). En consecuencia, lo

mds conveniente para monitorear la enfer-
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medad minima residual independiente del
origen T o B, es la muestra de médula 6sea
o aspirado medular, donde se recomienda
recolectar un volumen entre 2 a 5 mL para
examinar >5x10° células por citometria de
flujo y obtener un rango de sensibilidad
10* células bldsticas aberrantes (16,34).
La muestra de MO debe ser obtenida de
pacientes con proceso de remisién o en el
momento de remisién completa (aproxima-
damente el dia 21 del primer ciclo) y du-
rante el curso de la terapia de consolidacién
y mantenimiento (35), ésta se debe recolec-
tar en un tubo lila con EDTA (etilendia-
minotetraacético) que actda como quelante
de calcio y de esta manera como anticoa-
gulante (17,21, 34, 36) para posteriormente
ser conservadas a temperatura ambiente.
De acuerdo con el protocolo, estas mues-
tras se deben incubar con anticuerpos con
alicuotas de médula ésea seguido de lisis de
hematies (glébulos rojos) con una solucién
de cloruro de amonio, lavado con suero fi-
siolégico o solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) para después incubar con los

respectivos fluorocromos (34—40).

También se puede realizar una lisis osmé-
tica de los hematies y sus lavados pertinen-
tes para concentrar un numero minimo de
500.000 células nucleadas de la muestra en
la que se requieran recuentos celulares con
bajo nivel de deteccién por el citémetro, de
esta manera detallar la presencia y la canti-
dad de células neopldsicas en la muestra an-

tes de su marcaje inmunofluorescente (bulk

lysis del Grupo EuroFlow) logrado por la
eliminacién de interferencias provocadas
por los hematies facilitando una mejor ad-
herencia de los anticuerpos y sus respecti-
vos fluorocromos a las células de interés,
aumentando la sensibilidad en la técnica
de citometria de flujo para el prondstico y
seguimiento de la EMR (41-44). Tener en
cuenta, los casos en que la muestra sea di-
ficil realizar lisis o exista una contamina-
cién en la muestra por células necréticas,
estromales o de grasa pueda interferir con
la interpretacién de los resultados como
un liquido cefalorraquideo; la separacién
o enriquecimiento celular por gradiente de
densidad es una buena opcién (41, 42). Sin
embargo, existen muchas soluciones de lisis
como la FACS Lysis, QuickLysis, VersaLy-
se, entre otros que estdn siendo investigados

y evaluados para su utilizacién en el merca-

do (45).
Andlisis de citometria de flujo

El estudio de cada muestra se analiza me-
diante una combinacién de anticuerpos y
colorantes de viabilidad (intercalantes de
DNA o ligandos de proteinas asociadas a
apoptosis), la combinacién de la expresién
de diferentes marcadores en células viables
permite diferenciar las células normales de
las anormales y definir asi su frecuencia
(38). Dada la baja frecuencia de las célu-
las anormales en la EMR se requiere una
relacién senal-ruido (intensidad de marca-

cién de las poblaciones) alta para permitir
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la separacién completa de las poblaciones
anormales de baja frecuencia de las células

normales de inmunofenotipo similar (40).

En el proceso de andlisis se inicia con una
exclusion de células no viables y detritos ce-
lulares para disponer de una poblacién de
blastos encontrada en las regiones seleccio-
nados (gates) y pasar a la caracterizacién in-
munofenotipica de acuerdo con la presencia

de antigenos celulares determinados por la

Side scatter (SSC)

pacientes con leucemia linfoblastica aguda

unién de anticuerpos especificos a los anti-
genos presentes y la excitacién de los fluoro-
cromos utilizados como FITC (isotiociana-
to de fluoresceina), PE (ficoeritrina), APC
(aloficocianina), entre otros (40) acoplados
a dichos anticuerpos. Dando como partida
la comparacién entre el marcador CD45 y
granulosidad celular (SSC) para diferen-
ciar las células bldsticas maduras e inma-

duras que se encuentran en la médula ésea

(24, 28,38, 39), Figura 1.

LR RRL]

CD45

T Illl'llll T IIIII||I

Figura 1. Grifica de dispersién de puntos (Dotplot) entre los pardmetros de SSC y CD45 en la muestra de MO total.
Fuente. Autores.

Otros marcadores utiles para identificar po-
blaciones de linfoblastos son CD34, CD10,
CD20 y CD79a que se expresa en una gran
mayoria de casos de LLA-B comparado con
los casos de LLA-T (24, 46-49); el marca-
dor CD4 se puede usar en casos con expre-

sién débil o negativa de la expresién de TdT

(46). Dado que el TdT y CD19 se encuentra
positivo en al menos el 95% de los casos
de leucemia linfobldstica B y en una me-
nor proporcién de leucemia linfobldstica T
(24, 48,49). Estos inmunofenotipos carac-

teristicos son esenciales en la detecciéon de
LLA-B (Tabla 1), por ende, son primordia-

169



170

NOVA. 2022; 20 (39)

les en la identificacién de poblaciones mini-
mas de EMR ya que poseen una relacién de

expresién aumentada frente a la mayoria de

los precursores de células B normales inma-

duras, figura 2.

Tabla 1. Principales marcadores inmunoldgicos presentes en la leucemia linfobldstica.

Marcadores
inmunoldgicos

CD20

LLA-B

LIA-T

CD10

CD19

CD79a

CD45

CD34

CD58

CD22

CD20

HLA-DR

TdT

CD5

CD7

CD99

CD3

cCD3

cD10
TdT

CD20

CD79a

CD19

CD10

Figura 2. Grafica de dispersién de puntos que muestran la expresién de inmunofenotipos en linfoblastos leucémicos de linaje B
en MO total con CD10+, CD20+ (Panel A), CD79a+ y TdT+ (Panel B), CD19+ y CD10+ (Panel C) presentes en la EMR.

En cuanto a la determinacién de EMR en
pacientes con LLA-T, se caracterizan por
una expresiéon anormal de CD3 (ausente
en la superficie, presente en el citoplasma),
CD5 (presente o disminuido), CD7 (au-

mentado) y CD48 (ausente) en relacién con

las células T maduras (24,38,47,48), tabla
1. Sin embargo, la presencia de inmunofe-
notipos especificos para su deteccién no se
ha establecido debido al aumento de hetero-
geneidad de los marcadores, provocando un

obstdculo en su deteccién, figura 3.
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c¢CD3 FITC

CD3 APC

pacientes con leucemia linfoblastica aguda

CD7 FITC

1 Illllll

Figura 3. Grafica de dispersién de puntos que muestran la expresién de inmunofenotipos en linfoblastos leucémicos de linaje T
en MO total con expresion de cCD3+, CD3- (Panel A), CD7+ y CD5- (Panel B) presentes en la EMR.

Este enfoque de reconocimiento de mar-
cadores inmunoldgicos (tabla 1) en LLA
proporciona facilidad para el desarrollo de
estandarizacién en el método de citometria
de flujo que beneficien el diagnéstico y la
deteccién de EMR. De esta forma, se des-
tacan combinaciones de anticuerpos como
TdT/CD10/CD34/CD19, CD7/CD3/CD5/
CD45 y CD38/CD10/CD3/CD19 (49,50)
que son altamente efectivos en casos evalua-

dos para remisién.
Importancia clinica de EMR

La deteccién de EMR es un factor pronds-
tico que identifica y permite estratificar los
pacientes con alto, mediano o bajo riesgo
de fracaso y efectos del tratamiento, y de

esta forma dirigir una terapia adecuada
(47,51, 52). Adicionalmente, la deteccién de

EMR sirve como un indicador temprano de
respuesta util en conjunto con las medidas
de respuesta tradicionales para la monito-
rizacién durante y después de la terapia en
pacientes con EMR+ que son asociados a un

mal pronéstico (51).

Desde una perspectiva clinica, es necesario
reconocer el nivel de sensibilidad que puede
ser detectada por citometria de flujo para la
estratificacion del riesgo y mantener una re-
lacién entre el protocolo de terapéutico con
la tasa de respuesta, de esta forma se debe
proporcionar una atencién eficiente para
evitar recaidas (16,35, 53). La sensibilidad
para la estratificacién del riesgo (tabla 2)
tiene diferentes niveles (102, 1073, 104, 10°)
los cuales estdn correlacionados con una
tasa de recaida donde incluso un nivel bajo

de ERM se asocié con un resultado des-
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favorable, esto se puede manifestar con la

presencia de > 5% de linfoblastos por mor-

fologia o evidencia de enfermedad extrame-

dular (54-56).

Tabla 2. Estratificacién del riesgo de enfermedad minima residual por citometria de flujo.

Sensibilidad de deteccién celular

Niveles de riesgo

Referencias

hematolégica bibliogrificas
> 10" 0 2107 Riesgo Alto

> 103 Riesgo Normal (46,51,52,55-60).
2104y >10° Riesgo Bajo

Asi mismo, el riesgo normal se va a estra-
tificar a los pacientes con una EMR <107
(<0,1%) en el dia 15 del tratamiento sumi-
nistrado; cualquier paciente que tenga ma-
yor de 10% de blastos leucémicos detectados
por citometria de flujo en el dia 15 de trata-
miento se clasifica en el grupo de alto riesgo
de recaida, de igual forma, la presencia de
EMR en 2107 (0,1 %) en el dia 33 y conti-
nde su deteccién en el dia 78 por lo que se
clasifican en el grupo de alto riesgo y serdn

monitoreados después de cada modificacién

en el tratamiento (47, 53, 54, 56-58, 60).

Por esto, conocer los inmunofenotipos y es-
tratificar cada caso de recaida por presencia
de concentraciones minimas de linfoblas-
tos neopldsicos hace que se establezca tra-
tamientos indicados para cada paciente y
llegar a una remisién completa. Dado a la
estandarizacién de algunos anticuerpos que
expresan estas células en la mayoria de los
pacientes, la inmunoterapia es una opcién
muy exitosa ya que se puede combinar con
la radioterapia y quimioterapia (9). Sin em-

bargo, la persistencia de la EMR después del

tratamiento por quimioterapia intensiva es
indicativa de la recaida al tratamiento y jus-
tifica enfoques terapéuticos alternativos que
incluyen el trasplante alogénico de células
madre, blinatumomab o terapias en inves-
tigacién como inotuzumab ozogamicina o
células T receptoras de antigenos quiméri-
cos (CAR-Ts); es probable que estos agentes
desempefien un papel cada vez mayor en la

erradicacién de la EMR (9, 53, 59).

Los pacientes con mayor riesgo de recaida
deben recibir una terapia adaptada a este
riesgo, como los anticuerpos de doble es-
pecificidad blinatumomab los cuales pro-
vocan la activacién directa de los linfocitos
T biespecificos contra los blastos leucémi-
cos que poseen CD19 y linfocitos CD3; los
CAR-Ts implican un mecanismo similar, en
el que las propias células T de un paciente
estin modificadas genéticamente para ex-
presar un receptor quimérico que les per-
mite reconocer las células leucémicas, lo
que induce una respuesta inmunitaria an-
tileucémica (9,53, 55, 59-64). También, el

conjugado anticuerpo anti-CD22-firmaco
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Inotuzumab Ozogamicina que se unen a las
células leucémicas, se internalizan y liberan

una citotoxina que destruye la célula leu-
cémica (53, 55,59, 60, 63), Figura 4. Por el

contrario, los pacientes con menor riesgo de
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pacientes con leucemia linfoblastica aguda

recaida pueden beneficiarse de la reduccién
del tratamiento, lo que potencialmente aho-

rra de tratamientos innecesarios y toxicida-

des relacionadas (9, 53, 61-64).
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Figura 4. Mecanismos de terapias en pacientes diagnosticados con leucemia linfobl4stica aguda. Blinatumomab se une al

anticuerpo monoclonal biespecificos (CD3 y CD19) que activa los linfocitos T provocando apoptosis al linfoblasto leucémico

(Panel A). Linfocitos T modificados genéticamente para expresar el receptor de antigeno quimérico (CAR) que reconoce células

leucémicas (Panel B). Conjugado anticuerpo anti-CD22-firmaco Inotuzumab Ozogamicina que conduce a la apoptosis del
linfoblasto leucemico (Panel C).

Después de proporcionar el tratamiento
adecuado, se debe lograr una remisién com-
pleta que requiere la presencia de hemato-
poyesis de las tres lineas celulares (eritro-
citos, leucocitos y plaquetas) con <5% de
blastos en la muestra de médula ésea y recu-
peracién celular en el hemograma periférico

con ausencia de blastos circulantes tanto en

pacientes pedidtricos como adultos, la recu-
peracién de estos factores se asocia con una

tasa de supervivencia alta (35, 55, 59).
Avances tecnologicos

La introduccién de diferentes tecnologias

en la citometria de flujo de color hace que
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se acerque a la estandarizacién de esta técni-
ca, ampliando la inmunofenotipificacién de
diferentes lineas celulares dando una mayor
especificidad en la deteccién y monitoreo
de anomalias hematoldgicas. Desde este ob-
jetivo, se crea el Consorcio EuroFlow en el
afio 2000, protocolo operativo estindar que
utiliza un minimo de paneles de 8 o mids
colores que permite el uso de marcadores
de columna dirigidos a una poblacién celu-
lar de interés y marcadores de anticuerpos
de dichas células (42, 45,65-69), tabla 3,
estos se fusionan a las herramientas de se-

fiales detectados por las diferentes dpticas

del sistema y cédlculos de expresién del in-
munofenotipo para caracterizar las células
en estudio (42,45,65). Los instrumentos
donde se usa este consorcio deben equiparse
con ldseres azul (488 nm), violeta (405 nm)
y rojo (633—-640 nm) y al menos dos a cua-
tro detectores para cada linea de excitacién
para lograr el ajuste estandarizado de valo-
res de cada fluorocromo a utilizar; esto es
importante ya que existen muchos citéme-
tros que cuentan con estas caracteristicas,
lo cual, hace que potencialmente pudiese

implementarse ficilmente en laboratorios

de diagnéstico (45, 65).

Tabla 3. Panel del grupo EuroFlow de 8 Anticuerpos estandarizados.

LLA-B CD45 CD10 CD20 CD34 CD19 CD38 CD123 CD79a
LLA-T CD45 TdT CD7 . D3 - €b3 . CD34 CD9%9 CD5
Citoplasmdtico superficie
Opcional CD58 CD66¢c CD15 CD13 CD33 CD73 CD304 CD81

Cytognos, empresa de biotecnologia en
Espana dedicada a disefiar, desarrollar
y comercializar reactivos, dispositivos y
software para laboratorios de citometria
de flujo para mejorar la eficiencia en el
diagnéstico y asi mejorar la atencién al
paciente, este cuenta con un catdlogo ex-
tenso que contiene desde soluciones de
lisis y anticuerpos individuales hasta pa-
neles estandarizados de EuroFlow para di-
versas enfermedades oncohematolédgicas y
también para investigaciones (67, 68, 70),
Tabla 4. También en colaboracién de Eu-

roFlow, ayuda a los laboratorios a cumplir

todas las necesidades del laboratorio des-
de la preparacién de la muestra hasta la
automatizacién del citémetro con el and-
lisis de los datos y evaluando la calidad
de cada reactivo e instrumento implemen-
tado en esta técnica, el cual, ayudo a la
creaciéon de una metodologia totalmente
estandarizada con una alta reproducibi-
lidad entre los laboratorios. A partir de
la alianza con EuroFlow, Cytognos im-
plemento un citémetro de flujo Omnicyt
CE-IVD que combina la precisién, rendi-
miento y reproducibilidad para el andlisis

celular que se complementa con el softwa-
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y fluorocromos de uso importante como

los paneles de EuroFlow (67, 68).

re Infinicyt, herramienta para el andlisis
multidimensional confiable y eficiente

que se acopla a muchos de los anticuerpos

Tabla 4. Tubo de orientacién de Leucemia Aguda (ALOT) con los fluorocromos recomendado por Cytognos (A).
Panel de EMR en leucemia linfobldstica aguda de células B precursoras (BCP-ALL MRD) realizada en colabora-
cién de EuroFlow con Cytognos (B).

A
Anticuerpos CyCD3 CD45 CyMPO CyCD79a CD34 CD19 CD7 SmCD3
Fluorocromo Pacific Blue OCs515 FITC PE PerCP PE-Cyanine7 APC APC-C750
Ani CD66¢
b o CD20 CD45 CDS81 ¥ CD34 CD19 CD10 CD38
e CD123
Ant CD73
s CD20 CD45 CD81 " CD34 CD19 CD10 CD28
e CD304
Fluorocromo Pacific Blue OCs15 FITC PE PerCP PE-Cyanine7 APC APC-C750

Fuente: CYT-ALOT Acute Leukemia Orientation Tube. Cytognos (2022) y CYT-BCP-ALL-MRD, B-Cell Precursor Acute
Lymphoblastic Leukemia Minimal Residual Disease (2022).

Conclusion

Los principales obstdculos para la deteccién
de EMR es la deteccién baja de linfoblastos
leucémicos por métodos convencionales, y la
necesidad de una experiencia técnica, los cua-
les, disminuyen con el uso de la citometria de
flujo, que se basa en la identificacién de carac-
teristicas inmunofenotipicas de la leucemia y
su fdcil interpretacién para lograr un andlisis
exhaustivo de células individuales para forta-
lecer la capacidad de reconocer pequefias sub-

poblaciones normales y neopldsicas.

A medida que aumenta la sensibilidad y es-
pecificidad en la deteccién de EMR, se ha
favorecido la estratificacién de riesgo y pro-
nésticos de recaida durante y después del

tratamiento oncoldgico, esto es de suma im-

portancia clinica, especialmente para pacien-
tes con EMR en donde la poblacién adulta
presenta una tasa de supervivencia baja, al
direccionar los esfuerzos hacia un tratamien-
to adecuado y lograr una remisién completa.
Desde el pilar fundamental para el diagnés-
tico y seguimiento a través de la inmunofe-
notipificacién se ha avanzado en paneles de
anticuerpos estandarizados para lograr una
mejor deteccién de la enfermedad minima
residual que conduce a la creacién de pro-
tocolos con altos niveles de reproducibilidad
por medio de EuroFlow que sigue siendo un
desafio pero que cada vez se acerca a ser com-

pletamente estandarizado.

Existen mejoras en los diversos paneles
proporcionados por EuroFlow, OneFlow,

Cytognos, BD con resultados similares que
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brinda mds posibilidades al laboratorio a
acceder a cualquiera de estos sin afectar la
deteccién y orientacién en el diagnostico, el
cual, el paso clave y requisito previo fue la
seleccién de los anticuerpos y fluorocromos
apropiados para el desarrollo de los pane-
les de 8 o m4ds colores, teniendo en cuenta
que los marcadores primordiales tanto para
LLA-T y LLA-B son CD45, CD19, CD20,
CD34. Ademis, de una recopilaciéon de da-
tos experimentales, literatura enfocada en
los inmunofenotipos expresados y el reto
de implementarlo en cualquier citémetro de
flujo, es el pilar fundamental para el avan-
ce continuo en los paneles creados, el cual,
el pionero es el Consorcio EuroFlow que
estandarizé muchos de los paneles que se
usan actualmente y es aplicable en 98 % de

los pacientes con sensibilidad mayor de de-
teccién de la EMR.
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