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RESUMEN

La citometria de flujo es una técnica avanzada, objetiva y altamente sensible que permite el
analisis y la cuantificacién simultanea de multiples parametros celulares, muy utilizada en
el estudio de la leucemia, el presente trabajo investigativo cumplié con el objetivo de
destacar la utilidad de la citometria de flujo en el diagndstico de leucemias mieloides y
linfoides, se realiz6 bajo un disefio documental bibliografico, de nivel descriptivo,
transversal y de corte retrospectivo, ya que sigue una linea temporal y cronoldgica. Se
trabajo con una poblacion de 57 referencias bibliograficas a las cuales se les aplico criterios
tanto de inclusion como de exclusién en donde fueron seleccionadas 25 publicaciones
tomadas de las diferentes fuentes bibliograficas cientificas, los datos fueron recolectados por
medio de una revision bibliografica de varias estadisticas con respecto a la utilidad que tiene
la citometria de flujo para el diagndstico de leucemias; a través del andlisis y discusion de
los resultados se destaco que es una técnica automatizada y altamente sensible. Se concluyé
que el diagnéstico mediante la citometria de flujo es primordial ya que se estableci6 los
inmunofenotipos mas frecuentes que se utiliza como es en el caso de la Leucemia Mieloide
Aguda es el CD33 y CD13 para la Leucemia Linfoblastica de precursores B son los CD19,
CD10, CD20 finalmente para la Leucemia Linfoblastica Aguda de células precursoras T se
utilizan los inmunofenotipos CD1, CD3, CD5, CD7.

Palabras claves: leucemia, mieloide, linfoide, citometria de flujo, inmunofenotipos.



ABSTRACT

Flow cytometry is an advanced, objective, and highly sensitive technique that allows the
simultaneous analysis and quantification of multiple cellular parameters; it is widely used
inthe study of leukemia. This research work fulfilled the objective of highlighting the
usefulness of flow cytometry in diagnosing myeloid and lymphoid leukemias; it was
carriedout under a bibliographic documentary design, descriptive, cross-sectional, and
retrospectivecut since it follows a temporal and chronological line. We worked with a
population of 55 bibliographic references to which inclusion and exclusion criteria were
applied, and 27 publications taken from different scientific bibliographic sources were
selected. The data was collected through a bibliographic review of several statistics
regarding the usefulness of flowcytometry for diagnosing leukemias; the analysis and
discussion of the results highlight thatit is an automated and susceptible technique. It was
concluded that the diagnosis by flow cytometry is essential since it was established that the
most frequent immunophenotypes usedin the case of acute myeloid leukemia are CD33
and CD13 for B precursor lymphoblastic leukemia are CD19, CD10, CD20, and finally
for T precursor cell acute lymphoblastic leukemia the immunophenotypes CD1, CD3,
CD5 and CD7 are used.

Keywords: leukemia, myeloid, lymphoid, flow cytometry, immunophenotypes.
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CAPITULOI.
INTRODUCCION

Las células madre que han desarrollado mutaciones leucémicas son precursoras que han
perdido su capacidad de continuar el proceso de maduracion normal. Estos precursores
pueden ser mieloides (leucemia mieloide aguda) o linfoides (leucemia linfoblastica aguda),
y su acumulacion progresiva suele ir acompafiada por una produccion baja de células
sanguineas normales y la alteracion en el contaje de leucocitos?.

Entre todas las enfermedades malignas de la sangre, las leucemias representan una lucha
importante en el estudio y tratamiento. En el afio 2015 se dio a conocer 8,8 millones de
muertes y dentro de los cuales cinco tipos de cancer provocan mayor tipo de defunciones
esta el pulmonar con 1,69 millones de fallecimientos, el hepatico con 788000, el colorrectal
con una cifra de 774000, el gastrico con 754000, el mamario con 571000 y las leucemias
ocupa la posicion nimero trece en muertes a nivel mundial?.

Existe cuatro tipos importantes de leucemias, que particularmente se les reconoce por las
caracteristicas que tienen los leucocitos donde estos se almacenan en la sangre y también
como actua la enfermedad en el paciente. El primer rasgo por la cual se diferencia es en la
célula por su aspecto que se observa en el microscopio donde se establece si es una leucemia
aguda o una leucemia cronica®.

La Leucemia Mieloide (LM) en la infancia representa la segunda causa méas frecuente;
aunqgue no afecta a una gran cantidad de pacientes, se considera elevada la letalidad de esta
entidad que la (LLA); en la ciudad de Guayaquil se ha incrementado la mortalidad en
hombres y mujeres en los dos Gltimos afios a causa de dicha enfermedad?.

La (LMA) es provocada por la presencia de células malignas se caracteriza por la aparicion
de cambios genéticos en la médula 6sea. Como resultado, las células progenitoras mieloides
inmaduras se acumulan en la (MO) con la capacidad de replicarse, pero no diferenciarse en
células hematopoyéticas maduras. Por lo tanto, se encuentran las células tumorales altera la
hematopoyesis normal, provocando insuficiencia medular y conllevando consecuencias
gravest.

En nifios la leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer mas frecuente, donde representa
entre un 75y el 80 % en una edad determinada. La incidencia de la (LLA) en nifios es de 3
a 4 casos por 100.000 en menores de 15 afios. Este tipo de patologia afecta a infantes de
todas las edades, pero la tasa de incidencia es entre 2 y 5 afios, con un ligero predominio en
los nifios. Los diferentes tipos difieren en rasgos bioldgicos, celulares y moleculares,
solucion al tratamiento, riesgo de recaida donde se asocian con diferentes resultados, lo que
la convierte en una enfermedad heterogénea®.



En 2012, en la region de las Américas, hubo 8.980 muertes por cancer entre nifios de 0 a 14
afios, de los cuales el 40,4 % fueron pacientes con leucemia y el 20,7 % pacientes con
nodulos del sistema nervioso central (SNC) y en menor cantidad pacientes con linfomas de
Hodgkin y no Hodgkin. En Colombia, entre el afio 2007 y 201, se estima que anualmente se
produjeron 764 nuevos casos de cancer en nifios y 558 nuevos casos en nifias, con un mayor
numero de casos de leucemia aguda de 582 casos. Se informa que el nimero anual de
muertes por esta causa es de 281 para nifios y 218 para nifias®.

En el 2012, hubo aproximadamente 350.000 casos de leucemia en todo el mundo, lo que
representa el 3% de los casos nuevos de cancer, con la mayor incidencia en Canada y Estados
Unidos. Mientras tanto, el niumero anual de muertes por leucemia se estima en 265.471, lo
que simboliza el 3% de las muertes®.

Durante el VI Congreso Nacional de Oncologia que corresponde a las “Prioridades
Oncoldgicas en el Ecuador” que se realizé en el afio 2015 del mes de junio, auspiciado por
la Sociedad de lucha contra el cancer (Solca), destacé el enfoque del pais en el control del
cancer infantil, con la leucemia a la cabeza donde fue el dltimo informe estadistico sobre la
situacion. En la lista de la (LLA), el 45 % de los casos tienen mayor incidencia, y esta
condicion es un 45 % mas comun’.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas de 27.000 nifios menores a 14 afios
en los Estados Unidos son diagnosticados con cancer cada afo, y aproximadamente 10.000
mueren a causa de esta patologia. La OMS dio a conocer que los tumores del SNC y la
leucemia son los dos tipos de cancer mas comunes en nifios, la leucemia representa un tercio
de todos los casos, siendo la (LLA) la mas comun, sin embargo, representa aproximadamente
el 30% de las neoplasias malignas pediatricas en todo el mundo, de las cuales mas del 75%
son leucemia linfoblastica aguda®.

Para los hombres, la mayor incidencia de leucemia se da en paises como Colombia, Brasil y
Argentina, mientras para las mujeres la mayor incidencia se da en paises como Argentina,
Brasil y Ecuador. Las tendencias en las tasas de mortalidad por leucemia muestran ligeras
disminuciones en algunos paises de la region, mientras que se han registrado aumentos en
Brasil y Ecuador®,

En comparacién con otros continentes, los nifios en América presentan un alto peligro de
tener leucemia en Ecuador y Colombia debido a que tuvo la tasa de incidencia mas alta en
Sudamérica, con seis casos nuevos en nifios menores de 15 afios y entre 5,6 casos por
100.000 en nifias*.

En el &mbito nacional, conforme a los informes del INEC de 2018, la leucemia y sus
derivados presentan 3426 mil casos de morbilidad en los egresos hospitalarios a lo largo de
todas las provincias del Ecuador, lo cual, y considerando que la LMA es mas frecuente en
adultos de 20 y 50 afios, es descubierto antes de los 60 afios, logrando asi alcanzar entre el



30y 45% de referencia, por lo tanto el prondstico empeora después que el diagndstico se ha
definido, alcanzandose una remision completa en solo el 15% de los pacientes®.

En el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos en Ecuador llevado a cabo en el afio 2016
se reportd 3.617 casos de leucemia, donde un total de 2.092 casos registrado pertenece a la
poblacion masculina mientras que 1.525 corresponde a la poblacion femenina, Guayas ocupo
el primer lugar con un total de 858 casos, Azuay con 570 casos ocupa el segundo lugar y
Pichincha entra en tercer lugar 537, estas provincias cuentan con SOLCA,

En la ciudad de Cuenca, estudios publicados en 2013 demostraron que la (LLA) es la forma
mas frecuente de cancer, representando el 35,1% de la poblacién. Por otra parte, en Quito en
el afio 2014 se analizaron un total de 137 pacientes con sospecha de leucemia aguda, de los
cuales 102 pacientes fueron diagnosticados con LA infantil, lo que abarca aproximadamente
el 74,45% de la poblacion analizada. En Guayaquil, como se describe en la literatura
mundial, la leucemia linfocitica aguda se presenta principalmente en hombres®.

Cada afio se registran en el mundo miles de fallecimientos por cancer, y pese a los avances
terapéuticos y en ocasiones la Gnica arma para la curacion es el diagndstico precoz. En el
estudio de las células malignas se han acumulado un gran nimero de marcadores tumorales
que van a ayudar a la deteccion de la enfermedad®?.

Si bien la Citomatria de Flujo (CMF) es una técnica automatizada y util, es extremadamente
sensible para estudiar el inmunofenotipo de células comunes y patoldgicas. Este proceso
logra el andlisis multiparamétrico de los componentes celulares individuales de la
suspension, utilizando sus propiedades fisicoquimicas y la identificacion de la manifestacion
de proteinas celulares, donde se utilizan procesos de disociacion de tejidos como 6rganos
linfoides o piel, se pueden identificar los componentes relevantes vigentes en la muestra.
Dichos casos, se sugiere utilizar métodos inmunohistoquimicos®2.

Este método utiliza anticuerpos monoclonales (AcMo) los cuales incorporados a
fluorocromos, los cuales son descubiertos y observados mediante un sistema adecuado y de
forma veloz, ayuda a obtener un gran namero de particulas en anulacién en corto periodo (5
000 particulas); ofrece variado reporte de distintos pardmetros celulares, identifica antigenos
iguales de la superficie y citoplasmaticos, cuantifica la antigénica fuerte mediante varios
canales de fluorescencia donde utiliza algunos marcadores para que de esta forma, pueda
localizar la expresion de antigenos anormales sobre el blasto??.

A través de una explicacion bibliografica minuciosa en base a la busqueda, andlisis y
recoleccion de fuentes documentales se pretende aportar informacion relevante acerca del
diagnostico por citometria de flujo en leucemias mieloides y linfoides, ya que la leucemia es
una neoplasia que afecta a muchas personas alrededor del mundo, pues los tratamientos
actuales aun no han dado los resultados anhelados por la ciencia médica.



Considerando todas las enfermedades dafiinas de la sangre, las leucemias se muestran como
uno de los retos mas significativos en el estudio y tratamiento del cancer, pues el indice de
mortalidad es preocupante en el ambito de salud nacional y mundial, por eso se planted la
siguiente formulacion del problema.

¢Qué utilidad tiene la citometria de flujo para el diagnéstico de leucemias mieloides y
linfoides?

La presente investigacion se encamino al diagnéstico por citometria de flujo en leucemias
mieloides y linfoides, donde se demuestra mediante la informacion obtenida de articulos y
revistas cientificas que nos permitié ampliar los conocimientos sobre los inmunofenotipos
por citometria de flujo debido a que es un componente importante en el diagnostico de las
leucemias, ayuda en la valorizacion rapida e integral de los antigenos de membrana e
intracelulares notables manifestados por las células leucémicas dependiendo de su estado de
maduracion.

El objetivo de este trabajo se basa en investigar mediante una revision bibliografica la
utilidad de la citometria de flujo en el diagnéstico de leucemias mieloides y linfoides,
describiéndolo en 3 acépites:

1. Analizar la informacién de los diferentes inmunofenotipos mediante la técnica de
citometria de flujo para el diagndstico de leucemias mieloides y linfoides.

2. Categorizar la informacion mediante la elaboracion de un cuadro comparativo que
permita plasmar los diferentes inmunofenotipos para el diagndstico de las leucemias
mieloides y linfoides.

3. Interpretar los valores de la especificidad y sensibilidad de la citometria de flujo en
el diagnostico de las leucemias mieloides y linfoides.



CAPITULO II.
MARCO TEORICO

Citometria de flujo

La (CMF) es un método automatizado muy sensible debido a que nos ayuda en el estudio de
las células comunes y anormales, la inmunotipificacion a través de la (CMF) es de gran
utilidad en oncohematologia ya que ayudan en la identificacion de las células neoplasicas,
es por esto que constituye un objeto integrado a los parametros clinicos, biolégicos y
morfoldgicos; actualmente es la técnica esencial para la valoracion de las leucemias®®,

Para realizar el diagnostico mediante (CMF) se hace un aspirado de la medula 6sea, debido
a gue esta se encuentra impregnada por las células leucémicas; el espécimen se prepra en
algunos tubos que acoplan un amplio nimero de anticuerpos que examinan varios
marcadores propios de los linfocitos B o T, o de las células mieloides, de este modo se
reconoce el tipo de la leucemia y sus estadios madurativos**,

Otra informacion que se logra obtener justo en el instante del diagnostico es el
reconocimiento de marcadores propios de la leucemia, cuando los niveles superan el umbral
definido, el paciente debe adoptar un tratamiento méas fuerte o un trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos.

Antecedentes Leucemias Mieloides y Linfoides

La hematologia dio un cambio en 1845, cuando John Bennett, en Edimburgo, desarrollo una
autopsia a John Menteith, el cual fue una persona de 28 afios que fallecié por que presentaba
un nédulo esplénico; Bennett describio6 a esta persona a manera de “un caso de hipertrofia
del bazo e higado en el que la muerte tuvo lugar por supuracion de la sangre”. Finaliz6 con
que la sangre estaba petulante completamente por lo que esta persona sufrié alteraciones
adentro de su sistema sanguineo, por lo que se descartd hinchazon, en el documento plasmo
por primera vez las células malignas de una persona con leucemia donde este podria tener
una leucemia granulocitica cronica (LGC)™.

Bennett, publico su articulo en el Edinburgh Medical and Surgical Journal, donde menciona
por primera vez que se vio a la leucemia como una entidad libre. Debido a que, en este
numero de la revista, Craige menciona un estudio idéntico al de Bennett, pero esta poco
especifico en su explicacion patoldgica®®.

Virchow, publicé en Berlin, otro estudio de leucemia, donde se trat6 de una mujer de 50
afios que presentaba crecimiento en el bazo y una enfermedad cronica, la cual después de
cuatro meses fallecio. Durante la autopsia, Virchow descubrié una sustancia que detallo
como semejante al pus en todos los vasos sanguineos, con células que tenian peculiaridad



morfoldgica adecuado a una LLC. Dicho estudio de Virchow se dio a conocer en noviembre
de 1854, varias semanas después del de Bennett®®.

Tipo de Leucemias
Leucemia Mieloide Aguda

Es descrita como la LA mas usual en las personas adultas, ya que es un cancer que sefiala
proliferacion fuera de lo comun de las células mieloides la cual es de principio clonal que
inpregnan la médula dsea, otros tejidos y la sangre periférica. EI amontonamiento de dichas
celulas las cuales se localizan en diferentes estados de maduracion parcial debido a errores
en la diferenciacién por lo cual traslada a los elementos hematopoyéticos sanos, por lo que
produce una infiltracion extramedular e insuficiencia medular en el bazo, el higado, la piel,
las encias y el SNC?.

Clasificacion

La precisién del subtipo de la LMA se basa en la observacién a través del microscopio de la
morfologia celular. Los sistemas mas usados para diagnosticar el subtipo son la clasificacion
de la FAB y el establecido por la (OMS) el cual se observa en el anexo 1.

Leucemia Mieloide Croénica

Es considerada como una neoplasia mieloproliferativa cronica clonal, la cual es frecuente en
las tres series hematopoyéticas debido a que se origina en la célula madre pluripotencial.
Muestra usualmente el cromosoma Filadelfia (Ph) o la reorganizacion del gen BCR-ABL, el
cual refleja una traslocacion mutua entre los cromosomas 9y 22. El gen de union BCR-ABL
es el causante de la tarea de la tirosina quinasa y su patogenicidad en la enfermedad,
constitutivamente elevada, por lo que es importante en el volumen de la alteracion
hematopoyética leucémica®’.

Leucemia Linfoblastica Aguda:

Es la mas habitual en la manifestacion del cancer en edad infantil, compone el 75-80% de
leucemias en edad pediatrica y el 25% del cancer. Constituye entre los dos y cinco afios de
edad en su punto de incidencia®.

Destaca ligeramente en los hombres en la pubertad, las diferencias geograficas son
importantes en esta enfermedad; ya que, en los paises con menos desarrollado, como el Norte
de Africa y Medio Oriente, prevalecen los linfomas y las (LLA) de estirpe T, mientras que,
en los paises méas desarrollados, la (LLA) de estirpe B es mas comun de las hemopatias
malignas®®.



Leucemia Linfoblastica Croénica:

Es un cancer originado en los linfocitos, es un modelo especifico de linfocitos de linea B
maduros, estos emergen en la médula 6sea y pasan por el organismo, los conductos linfaticos
y la sangre. En su forma normal permanecen en la medula osea y tejidos linfaticos (bazo)
creando pilos de otros tejidos, los agentes externos muestran cambios como consecuencia de
estimulos (infeccién) maduras y finalmente defienden al organismo de agentes extrafios que
son perjudiciales®®.

Métodos de diagnostico para las leucemias

Se realiza una prueba de sangre que generalmente se toma de una vena del brazo; con esta
se realiza un hemograma completo el cual calcula el nimero de glébulos rojos, blancos y
plaquetas este ensayo se realiza unido con un distintivo la cual muestra los valores de los
distintos tipos de globulos blancos, esta prueba se la realiza a las personas que se sospecha
tiene un problema sanguineo®®. También se realiza el frotis de sangre periférica el cual radica
en colocar una pequefa cantidad de sangre en un portaobjeto, esta sirve para examinar
células con un microscopio y lograr visualizar como destacan, la mayor parte de los pacientes
con leucemia tienen abundantes globulos blancos inmaduros y bajos globulos rojos y
plaquetas?®.

El aspirado de medula 6sea y la biopsia sirve para determinar si una persona padece
leucemia; la biopsia se realiza extrayendo un pedazo de hueso y de médula la aguja jamshidi
la cual perfora el hueso; y el aspirado de medula 6sea se realiza insertando una aguja delgada
y hueca en el hueso con eso se extrae una pequefia cantidad de liquido de medula dsea®®.

Clasificacion de los Inmunofenotipos

Mieloides
Tabla 1. Inmunofenotipos en las Leucemias Mieloides?®.
TIPO INMUNOFENOTIPOS
Mieloblastica CD11, CD13, CD15, CD3s3,
CD117, HLA-DR
Promielocitica CD11, CD13, CD15, CD33
Monocitica CD11, CD13, CD14, CD33,
HLA-DR
Mielomonocitica CD11, CD13, CD14, CD15,
CD32, CD33, HLA-DR
Glicoforina, espectrina,
Eritroblastica antigenos ABH, anhidrasa
carbonica I, HLA-DR
Megacarioblastica CD34, CDA41, CD42, CD61

Fuente: Universidad Auténoma de Barcelona (2023)



Linfoides

Tabla 2. Inmunofenotipos en las Leucemias Linfoides?.

TIPO INMUNOFENOTIPOS
CD19
CD20
CD21
CD66¢

Linfoide CD200
CD5
CD23
CD79%
FMC7
CD7

Fuente: Alba Raya (2019)

Inmunofenotipos en las Leucemias Mieloides y Linfoides

Mieloides

CD13

El CD13 también conocido como aminopeptidasa N 0 membrana alanil aminopeptidasa es
una membrana tipo 11, modula el desarrollo y las actividades celulares relacionadas con el
sistema inmunitario que regula las funciones de los mediadores inflamatorios, se expresa
dentro del sistema hematopoyético, es predominante en el linaje mielomonocitico, se ha
utilizado durante mucho tiempo como marcador de linaje en la caracterizacion y tipificacion
de las leucemias o linfomas. Sin embargo, el CD13 no es solo un marcador celular, sino
también una molécula que ayuda a modular el desarrollo y funcion de las células
inmunorelacionadas?:.

CD14

El gen CD14 humano consta de dos exones y codifica una proteina de 356 aminoacidos con
repeticiones ricas en leucina, la proteina se expresa como una molécula de superficie celular
que se encuentra anclada a glicosil-fosfatidinositol (GPI), esta carece de un dominio
transmembrana. EI CD14 es indispensable en los trastornos inflamatorios?.

El CD14 puede ser expresado por células de origen tanto hematopoyético como no
hematopoyético; como una membrana celular o proteina secretada, en el primer descrito
sobre la CD14 en el reconocimiento de LPS fue la mejora de la sensibilidad de las células
inmunitarias innatas a este estimulo inflamatorio®,



CD33

El CD33 se expresa en blastos leucémicos y células inductoras de leucemia en la mayoria
(88%) de las personas que presentan LMA, que en condiciones normales las células madre
hematopoyéticas, ademas, los resultados preclinicos demostraron una mayor actividad anti-
LMA de las células CARTA especificas de CD33, las células CAR-T pueden ser un desafio
debido al potencial a largo plazo de la supresion de la hematopoyesis?*.

CD34

Las primeras células progenitoras hematopoyéticas expresaron CD34 Ag en sus superficies
celulares, también las poblaciones de células CD34 separadas por perlas inmunomagnéticas
que son obtenidas de la médula 6sea y de la sangre periférica, pueden formar todo tipo de
colonias derivadas de las células madre hematopoyéticas y asi lograr un multilinaje derivada
a largo plazo. Por lo que se establecio la importancia de CD34 Ag como marcador de
seleccion fiable de células madre hematopoyéticas humanas, sin embargo, la importancia
fundamental de CD34 Ag en la hematopoyesis temprana aun no esta aclarada por
completo?®.

HLA-DR

La inmunidad de las células T depende de la presentacion de las células T CD4, son
responsables de la secrecion de citosinas y del estimulo de la apoptosis en las células
afectadas, las células T se activan en el reconocimiento del receptor y la uniéon de los
complejos principales de histocompatibilidad. Debido al alto polimorfismo, los HLA pueden
presentar una amplia gama de péptidos de proteinas extrafias como propias que son
reconocidas por las células T2°.

Linfoides
CD66¢c

Los antigenos CD66a, CD66b, CD66¢c y CD66d en la hematopoyesis normal son expuestos
en la superficie de células mieloides como mielocitos, meta mielocitos y se reduce
progresivamente mientras se da la maduracion, el antigeno CD66¢ en las enfermedades
hematologicas malignas se manifiesta en células mieloides que permanecen en distintas fases
de maduracion, tanto las leucemias agudas como crénicas paran el desarrollo de anoikis, la
cual es una forma de muerte celular sintetizada e inducida por la pérdida de la célula a la
matriz extracelular?’.,

CD7

El CD7 representa un fuerte objetivo para la inmunoterapia con leucemia/leucemia
linfoblastica T, los linfocitos T CD7-CAR resistentes a fratricidas derivados de nano cuerpos
demuestran que una respuesta antitumoral prometedora y duradera con toxicidad tolerable?®,



CD7 es una proteina transmembrana que se presenta altamente en la LA de células T y en
subconjunto en los linfomas de células T periféricos, se demostré que la interrupcion
gendémica dirigida del gen CD7 permitié la expansion de las células T CD7 CAR sin
comprometer su funcion citotoxica?®.

CD19

Tiene un papel destacado en la oncologia clinica, la CD19 se induce en el punto de
compromiso del linaje B durante la diferenciacion de la célula madre hematopoyética, su
expresion continua a través de la diferenciacion de células preB y B maduras hasta que al
final regula a la baja durante la diferenciacion terminal en células plasmaticas, el CD19 es
muy Util en el diagndstico de leucemias y linfomas mediante anticuerpos monoclonales y
cartometria de flujo®.

CD21

La ausencia de CD21 por parte de las células B va a dar como resultado una alterada
respuesta humoral de los antigenos dependientes de T que se caracteriza por una reduccién
en retencion folicular de las células B y la supervivencia del centro germinal, el CD21 es el
complemento de CD3 que se une al antigeno al activarse el sistema del complemento el cual
es de inmunidad innata al regular los linfocitos B3,

Utilidad de la citometria de flujo en las leucemias mieloides y linfoides

Su utilidad se basa en el vinculo con otros métodos ya que contribuye con una gran
sensibilidad, rapidez y versatilidad analitica del analisis de la célula donde aprueba que su
uso sea en distintas areas como el descubrimiento y cuantificacion de células anormales, la
monitorizacion de diferentes técnicas terapéuticas, cuantificacion y la deteccion de
antigenos®2.

Desde hace tiempo atrés se conoce la utilidad del inmunofenotipo en la categorizacion de
las leucemias, en las LMA resulta importante en el diagndstico de las leucemias
megacarioblasticas y de la variante microgranular; puede plantear problemas diagndsticos
en la clasificacion de estas leucemias a través de la expresion antigenos frente a las diferentes
lineas mieloides y sus estadios madurativos®.



CAPITULO IIlI.
METODOLOGIA

Tipo de investigacion

Este trabajo de indagacion abarcard el tema “Diagnostico por citometria de flujo en
leucemias mieloides y linfoides” fue una investigacion de revision bibliografica donde se
procedid a buscar e indagar articulos cientificos para la recopilacién, seleccion, analisis e
interpretacion de la informacion y con esto obtener conclusiones de ellos.

Segun el nivel

Es de caracter descriptivo debido a que se realiz6 una bdsqueda, analisis y descripcién de
bases de datos de grande importancia y con informacion reciente de sitios oficiales web y
articulos cientificos que van a tener relacion al tema basado en el diagnostico por citometria
de flujo en Leucemias mieloides y linfoides ya que en esta investigacion se menciono los
inmunofenotipos més tiles para cada leucemia.

Segun el enfoque

Cualitativo debido a que se enfoco en conseguir informacion de diversas fuentes
bibliograficas, como el analisis de hechos y resultados reportados en estudios a nivel
Mundial, Sudamericano y Nacional.

Segun el disefio

No experimental ya que no se utilizaron variables de investigacion, por tanto, se procedi6 a
recopilar la informacién mas importante para asi obtener datos basados en articulos
cientificos, sitios oficiales y estudios realizados recientemente.

Segun la secuencia temporal

De corte transversal porque se llevd a cabo en la etapa de tiempo de mayo a noviembre 2023
y en un unico bloque de resultados.

Segun la cronologia de los hechos

Es retrospectiva debido a que se analizé articulos ya publicados, debido a que se aplicé una
busqueda, analisis, seleccion y recoleccion de informacion determinada mediante
documentos, archivos y publicaciones relevantes.



Poblacion y muestra
Poblacion

La poblacion quedo establecida por un total de 55 articulos cientificos que incluyen los temas
referentes a la investigacion utilizando palabras claves para las variables de estudio puesto
que se encontraron publicadas en bases de datos cientificas como Scielo (10), Redalyc (5),
NCBI (3), PubMed (15), Dialnet (7), Medigraphic (7), Elsevier (8). En referencia a articulos
y estudios referentes al diagnostico por citometria de flujo en leucemias mieloides y
linfoides.

Muestra

La muestra quedd conformada aplicando criterios de investigacion por la revisién
bibliografica de 27 articulos vinculados al diagnostico por citometria de flujo en leucemias
mieloides y linfoides, con una validez de entre 5 a 10 afios de haber sido publicadas y que
se encuentren disponibles en las bases de datos seleccionadas como: Scielo, Redalyc,
Dialnet, Medigraphic, Elsevier, PubMed, Lilacs, Link Springer.

Criterios de inclusion

e Articulos publicados de los tltimos 5 a 10 afios.
e Articulos cientificos que posean informacion importante con respecto al tema
diagnostico por citometria de flujo en leucemias mieloides y linfoides

e Fuentes de bases cientificas que tengan validez e informacion garantizada
e Articulos cientificos que aborden sobre el estudio de la leucemia.

Criterios de exclusion

e Articulos mal documentados, duplicados o incompletos.

e Documentos de sitios web que no cuenten con informacion garantizada.

e Articulos que cuenten con mas de 10 afios de antigiiedad.

e Articulos que no cuenten con informacion acerca de los inmunofenotipos.

Consideraciones Eticas

La muestra que se manejé no fue de origen bioldgico por lo que no existieron conflictos
bioéticos, al contrario, se acataron las normas éticas en la investigacion cientifica y los
resultados no fueron empleados con fines maleficentes.

Método de estudio

La investigacion considerd el andlisis de revistas, documentos, sitios web con aporte
cientifico y libros facilitando informacion viable para el desarrollo del tema acerca de (CMF)
para el diagnostico de leucemias mieloides y linfoides.



e Métodos empiricos

Analisis documental

Consisti6 en el andlisis de articulos y la comprension de la distinta informacion relevante de
la (CMF) para el diagnostico de leucemias mieloides y linfoides.

e Métodos tedricos

Con la revision de articulos cientificos se conocieron los avances del tema en el lapso del
tiempo hasta hoy y la importancia de la (CMF) para el diagnéstico de leucemias. Con la
investigacion de revistas permiti6 realizar un andlisis y una correlacion de datos con respecto
al tema.

Métodos y procedimientos

Para seleccionar las fuentes bibliograficas se tomd en consideracion el titulo de la
investigacion, con esto se determind el nivel de relacion con el tema a tratar, después se
realiz6 una lectura analitica porque para finalizar se selecciond las fuentes que tuvieron
referencia con los criterios de inclusion y exclusion.



Estrateqgia de busqueda bibliografica

DIAGRAMA DE FLUJO
PARA BUSQUEDA

\4

¢Cual es la importancia de la
citometria de flujo para el
diagnéstico  de  leucemias
mieloides y linfoides?

'

Bulsqueda de fuentes

Investigar mediante revision
bibliografica y  cientifica la
importancia de la citometria de flujo
para el diagnostico de leucemias
mieloides y linfoides

Identificacion de conceptos: leucemia
mieloides, leucemia linfoide,
citometria de flujo

\ 4

de informacion

4

Base de datos cientificas:
Scielo, Redalyc, NCBI,

Publicados los ultimos 10 afios

\ 4

!

PubMed, Dialnet, medigraphic,
Elsevier.

Cumple con los criterios de
inclusion:

Debido a que muestra
informacion necesaria para el
desarrollo del proyecto de entre 5-
10 afios de publicacion, 5 afios
para articulos cientificos (80 %),
y hasta 10 afios articulos
cientificos (20 %) los cuales son

de bases de datos reconocidos.

v

Articulos seleccionados: se
seleccionaron 27 articulos cientificos.

A 4

Analisis, parafraseo de la
informacion, y citas con normas
Vancouver

Revisadas: Scielo (10), Redalyc (5),
NCBI (3), PubMed (15), Dialnet (7),
Medigraphic (7), Elsevier (8).

L

Aplicar los criterios de inclusion y
exclusion para la seleccion de fuentes
bibliograficas.

A\ 4

No cumple con los criterios de
inclusion:

20 articulos porque no contienen
informacion  necesaria para el
desarrollo del informe y 8 fuentes
bibliograficas no incluyen resultados
de pruebas y tienen mas de 10 afios de
publicacion.

Base de datos excluidos: 28 articulos
cientificos se descartaron ya que
cumplian con los criterios de
exclusion.

Descartar articulos

28



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo describe los resultados obtenidos de las diferentes revistas cientificas acerca
del diagndstico por citometria de flujo en leucemias mieloides y linfoides.

En esta tabla se menciona los inmunofenotipos que se encuentran en las leucemias mieloides
y linfoides, indicando los valores de referencia de cada uno de ellos.

Tabla 3. Diagnostico por citometria de flujo en leucemias mieloides y linfoides.

Inmunofenotipos
de la Leucemia

Lectura de la
expresion del

Inmunofenotipos
de la Leucemia

Lectura de la
expresion del

Mieloide |mun(z(1)"/e0r)10t|po Linfoide |munc(>(1:/e(:);1ot|po Autor y afio
------------ CD5 80,25 Triana ot
------------ CD19 99,94 al 2020%.
............ CD20 81,56 ’
............ CD20 84,86 Mancero et
____________ CD34 90 al,2020%.
------------ CD45 65,47
CD13 56,47 CD19 98,43
CD14 5,46 CD20 83,45
CD15 Positivo |  -eee- | e : 35
D33 Sositive | | o Piedras et al™.
CD41 Positivo | = - | -

............ CD19 98,56
— — gggg gij; Ruiz et al,2015%,
............ CD45 66,7

Bengio et
CD26 8323 | - e al 2022,

Lopez et
------------ CD45 66,34 al 2016%.
CD13 55,21 CD66¢ 4,54
CD15 Positivo | = - | e 39
D33 bositive | . Cruz et al, 2018,
CD65 Positivo | = -eeee- ] e
____________ CD20 Positivo Castafeda et
............ CD45 Positivo al,2022%.
____________ CD3 Positivo Espinoza et
............ CD19 27,71 al,2019%.




............ CD3 Positivo Orellana et

------------ CD45 Positivo | al,2013%,

CD13 57,74 CD19 28,34 Aldama et
CD14 5,02 CD34 Positivo | al,2023%.

CD13 56,76 CD20 24

CD33 15 CD34 71 '2\'81’;3 et al
CD117 4 CD45 28

En la tabla 3 se mencionan el diagndéstico por citometria de flujo en leucemias mieloides y
linfoides donde se muestra como fueron los resultados de cada uno de los autores, Triana et
al, menciona que, al identificar los antigenos mediante ensayo multiparamétrico de 4 colores,
la expresion del CD5 es de 80,25 %; el CD19, 99,94 % y el CD20 81,56 %; L6pez et al, en
su estudio indica que en nifios la expresion de los inmunofenotipos CD13, CD14 y CD34
son disminuidas o ausentes.

Mancero et al, en su estudio menciona que las células de (LLA) tienen marcadores
especificos en su superficie los cuales se denominan proteinas, estos marcadores tienen un
patron que se denomina inmunofenotipo estos se utiliza en la citometria de flujo para
identificarla de las células sanguineas sanas y otros tipos de leucemias que también incluyen
linfocitos, Ruiz et al,2015, realizd un estudio mediante la citometria de flujo donde utilizé
anticuerpos contra CD45 y CD10 ya que las células que marcaron estos inmunofenotipos
fueron seleccionados mediante una ventana electronica, obtuvo 100,000 células
seleccionadas, donde se queria que estas tegan una pureza de 99% o mayor.

En los articulos mencionados en esta tabla se puede ver que los valores representan a los
resultados obtenidos de cada uno de ellos para identificar si es una leucemia mieloide o
linfoide todos estos resultados se obtuvieron mediante la citometria de flujo.

Se menciona los inmunofenotipos mas utilizados para el diagnostico de leucemia mieloide
y linfoide donde se realiz6 el contaje del numero de autores que utilizaron diferentes
inmunofenotipos sacando con ello el porcentaje que corresponde a cada uno.

Tabla 4. Cuadro comparativo con los diferentes inmunofenotipos para el diagnostico de
las leucemias mieloides y linfoides.

Legcem|a N°de Total Le_ucerma N°de Total Autores
Mieloide autores (%) Linfoide Autores (%) (ver anexo 8)
Aguda Aguda
CD33 7 58% CD19 5 23% 1,4,6,8,14,16,17,20
CD13 5 42% CD7 4 19% 1,4,6,8,16,20
CD15 3 25% CD20 3 14% 1,4,8,18
CD14 2 17% CD5 3 14% 1,4,8,16




CD41 1 8% CD10 3 14% 1,8, 14
CD56 1 8% CD2 3 14% 1,4,9,8,16
CD117 1 8% CD3 3 14% 1,4,18
CD65 1 8% CD21 2 9% 1,4,8
CD7 1 8% CD22 2 9% 1,16
CD5 1 8% CD1 2 9% 4,16
CD36 1 8% CD15 1 4% 9,16
CD34 1 8% CD13 1 4% 9,18

Para Piedras et al menciona que el inmunofenotipo més sensible en la (LMA) es el CD33
con un 58% ya que es caracteristica de una célula que tiene una proteina en su superficie. En
las células normales, CD33 participa en la sefializacion, adhesion y multiplicacion celular.
Es posible que las células cancerosas que producen mucha cantidad hacen que el CD33 se
multipliquen mas rapido y asi saber si un cancer es positivo para CD33 quizas ayude a
planificar el tratamiento, Dorantes et al da a conocer acerca del CD13 con un porcentaje de
33% que también es sensible para el diagndstico de leucemia.

Piedras et al, recalca los inmunofenotipos para la (LLA) donde en el linaje B estan: CD19,
CD10, CD20 mientras que en el linaje T: CD2, CD5, CD10 esto va a ayudar a un diagnostico
rapido y preciso, lo cual posibilita un tratamiento individualizado, el seguimiento de la
enfermedad segln cada caso y una evaluacion  precisa de la  efectividad  del
tratamiento de los pacientes.

En la tabla 5 se hace referencia acerca de los anticuerpos para la inmunofenotipicacion de

leucemias agudas donde se recomienda usar la combinacion de anticuerpos anti CD19,
CD79a, CD3y mieloperoxidasa, para identificar células de linaje mieloide.

Tabla 5. Clasificacion de los inmunofenotipos de las leucemias agudas

Indicacion Linaje leerenC|ac_|,on/ Subclasificacion Opcional Autor y afio
Maduracion
(LLA) de | CD19, CD34, CD45, | CD10, Ig de | TdT, CD13y
precursores | CD79a CD20y CD38 superficie, CD33
B citoplasmati cadenas U
co citoplasmicas
(LLA) de | CD3 CD34, CD45, CD2, CD4,
células (citoplasmat | TdT, CD1a, CD99 CD5, CDs, | Pino et
precursoras | ico y de CD13 y | al,2014%,
T superficie) y CD33
CD7




Leucemia MPO HLA-DR,CD34y | CD64, CD15, | CD36, CD14,

Mieloide (citoplasmic | CD45 CD11b, CD300, | CD123 y

Aguda a), CD13 y CD105, CD56 y | CD61
CD117 CD71

Fuente: Pino (2014)

Para la LL de células T, se considerd necesaria la demostracion del antigeno CD3 y CD7
para determinar el linaje, y se aceptaron CD34, CD45, CD1d, TdT y CD99 como necesarios
para determinar la distribucion. Se ha demostrado que los anticuerpos anti-CD2, CD4, CD5
y CD8 son adyuvantes, asi como los anticuerpos anti-CD13 y CD33 para indicar
anomalias®.

En la (LMA), se acepta que los inmunofenotipos que definen el linaje son la
mieloperoxidasa citoplasmatica, el antigeno CD13 y el CD117. La maduracion de este linaje
se basa en el estudio de los antigenos HLA-DR, CD34 y CD45, mientras que los diferentes
tipos requiere el estudio de los anticuerpos CD11b, CD15, CD56, CD64, CD71 y CD300.
Se ha demostrado que los anticuerpos contra CD14, CD36, CD61 y CD123 complementan
la subclasificacion de estas afecciones™.

En esta tabla se menciona la sensibilidad y especificidad de dos métodos de diagndstico para
determinar los tipos de leucemia.

Tabla 6. Especificidad y sensibilidad de la citometria de flujo en el diagnostico de las

leucemias.
Citometria de Flujo Inmunohistoquimica
Especificidad | Sensibilidad | Especificidad | Sensibilidad Autor y afio
91.3% 92.1% 94.5% 87.5% Collante et al, 2015,
100% 83% 100% 100% Vasquez et al, 2013
100% 100% | - | - Paiva et al, 2019%,
91% QB¥% | - e Bottini et al, 2016°.




Collante et al, menciona que en sus estudios realizados encontré que la leucemia aguda
muestra una sensibilidad del 92.1% y una especificidad de 91.3%, Vasquez et al, dice que
la leucemia linfoide aguda presenta una sensibilidad de 100% y una especificidad de 100%
lo que esto demuestra que la (CMF) en el diagnostico de esta leucemia es el mas importante
para poder identificarla, mientras que la leucemia mieloide aguda presenta una sensibilidad
de 83% y una especificidad de 100%.

Vasquez et al, en su articulo indica que en el caso de la (LLA) los resultados mostraron que
el método es altamente sensible y especifico pese a que obtuvo una sensibilidad de 83% lo
cual es alto, con el andlisis de inmunotipificacion con el cual se lleg6 a obtener un 100% de
la especificidad del método, al final la (CMF) indico valores altos de validez sefiala que
algunos tipos de leucemias como (LMA)-M5, (LMA)-M6 y (LMA)-7 no se presentaron ya
gue su porcentaje fue muy bajo.

También Vasquez et al y Paiva et al, en sus articulos llegaran a la conclusion que mediante
la técnica de citometria de flujo lograron obtener el 100% de especificidad en sus estudios,
pero Véasquez et al y Collante et al, realizaron sus estudios con la técnica de
inmunohistoquimica donde a los dos le dio una sensibilidad y especificidad mas alta que en
la técnica anteriormente mencionada.



CAPITULO V
CONCLUSIONES

La (CMF) en el diagndstico de las leucemias mieloides analiza las propiedades de las células
cancerosas por lo cual el especialista puede determinar el tipo o subtipo de las diferentes
leucemias, ya que esta informacion es transcendente para el tratamiento segun el tipo de
leucemia, para realizar esta prueba se debe emplear diferentes paneles de anticuerpos
monoclonales que estén dirigidos contra los antigenos intracitoplasmaticos.

El diagnostico de la leucemia mieloide y linfoide a través de la (CMF) es primordial en el
cuadro comparativo se establecié los inmunofenotipos mas frecuentes que se utiliza como
es en el caso de la (LMA) es el CD33 y el CD13finalmente para la (LLA) son los CD19,
CD7, CD20.

La especificidad y sensibilidad de la (CMF) es alta en los diferentes tipos de leucemia es
muy importante, debido a que nos demuestra si esta prueba es confiable para diagnosticar
los tipos de leucemia, esto sirve para que el médico de un diagndstico y tratamiento segun
el tipo de leucemia, en esta técnica se deben emplear translocaciones cripticas para evitar un
falso negativo y un fallo en la técnica.
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ANEXOS

Anexo 1. Leucemia Mileloide Aguda que se suelen transformar en un tipo de glébulo blanco

inmaduro que se llama mieloblasto.
Aélula madh\

sanguinea

Célula madre mieloide Célula madre linfoide

“

Mieloblasto Linfoblasto
Y . ¢
Q -~ * @
5 | |
[
Gloébulos rojos Plaquetas Glébulos blancos

Fuente: NIH. Leucemia mieloide aguda.2022. [citado el 13 de julio de 2023]. Disponible
en: https://www.cancer.gov/espanol/tipos/leucemia/paciente/tratamiento-Ima-adultos-pdq

Anexo 2. ldentificacion de leucocitos

de sangre periférica seglin su tamafio y

. granularidad. Los linfocitos son células
ol pequerfias y poco granulares por lo que
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Observacion microscopica:
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Anexo 3-4: Se realiza una tincion de Wright posterior a ello se observa en el microscopio
con objetivo de 100x blastos los cuales son procedentes de una leucemia.

Mielograma:

Anexo 5-6: A: Células normales que se desarrollan en la médula 6sea normal, con diferentes
formas B: Células de leucemia linfocitica aguda en la médula Gsea, con formas muy
similares.

Fuente.: Pérez et al. Medigraphic.com. [citado el 9 de octubre de 2023]. Disponible en:
https://www.medigraphic.com/pdfs/veracruzana/muv-2018/muv182d.pdf
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Citometria de Flujo:

Anexo 7: Histogramas que muestran la intensidad de fluorescencia media (IFM) de la
expresion positiva de los antigenos CD49d. A) CD23. B) CD38. C y D) expresion negativa
del antigeno CD25, respectivamente. BF, BG: Poblacion de linfocitos sobre la cual se realizd
el analisis. Count: Sefial de fluorescencia. D) CD38. CD49dFICT, CD23RPE, CD25RPE,
CD38FICT: AcMo conjugados a los fluorocromos FICT, RPE, respectivamente.
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Fuente.: Marrero et al. Scielo. [citado el 24 de octubre de 2023]. Disponible en:
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0864-02892020000400007.
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