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ARTICULO ORIGINAL

Reporte del Primer Consenso Colombiano de Citometria de Flujo
para el estudio de trastornos hematoldgicos

Carlos Saavedra’, Sandra Milena Quijano?, Martha Romero', Roberto Jaramillo®, Rocio Orduz?,
Carolina Echeverri®, Ménica Londofo®, Alberto Orfao”
' Departamento de Patologia y Laboratorios, Hospital Universitario Fundacién Santa Fe de Bogot4, Bogota, D.C.,

Colombia

Fundacion Valle de Lili, Cali, Colombia
Clinica Colsanitas, S. A., Bogota, D.C., Colombia
Hospital Pablo Tobén Uribe, Medellin, Colombia
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Departamento de Microbiologia, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, D.C., Colombia

Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota, D.C., Colombia

Los dias 7 y 8 de julio de 2008 se celebrd una

Centro de Investigacion del Cancer (IBMCC-CSIC/USAL), Universidad de Salamanca, Salamanca, Espafia

Los dias 7 y 8 de julio de 2008 se celebr6 en Cali el Primer Consenso Colombiano de Citometria de
Flujo para el estudio de enfermedades hematoldgicas, en conjunto con miembros de la comunidad
cientifica de Colombia, Argentina, Chile, Pert y México, que incluyé médicos y profesionales del area
de la salud vinculados a diferentes instituciones en las que se emplea la citometria de flujo como
herramienta diagnéstica en hematologia y oncologia.

En este consenso colombiano, se discutieron las indicaciones médicas recomendadas para distintas
neoplasias y los aspectos técnicos del procesamiento de diferentes tipos de muestras, y se evaluaron
paneles inmunofenotipicos diagnosticos y aspectos instrumentales relacionados con la calibracién y
compensacion de equipos y adquisicion de datos, su analisis e interpretacion, junto al informe de
resultados.

Palabras clave: consenso colombiano, citometria de flujo, neoplasias hematolégicas, inmunofenotipo.

Report on the First Colombian Consensus Conference for Flow Cytometric Inmunophenotyping
of hematological disorders

During July 7" and 8™ of 2008, the First Colombian Consensus Conference for the Immunophenotyping
of Hematological Malignancies was carried out in Cali, Colombia, with representatives from Colombia,
Argentina, Chile, Pert and México. The consensus included professionals from the laboratory field and
clinicians from different institutions that routinely operate clinical flow cytometry with an emphasis on
lymphoma and leukemia immunophenotyping.

In this consensus medical indications for flow cytometry use in the detection of hematological
malignancies, technical considerations for staining and samples preparation protocols, evaluation of
diagnostic immunophenotyping panels, data acquisition and interpretation strategies were analyzed,
and, finally, how to report the results.

Key words: Colombian consensus, flow cytometry, hematological malignances, immunophenotype.

bacteridlogos que representaban

las distintas

reunién de los miembros de la comunidad cientifica
colombiana vinculados a diferentes instituciones a
nivel nacional en las que se emplea la citometria
de flujo como herramienta diagnéstica en hemato-
logia y oncologia. Participaron médicos patélogos,
médicos de laboratorio clinico, inmunélogos vy
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Carlos Saavedra, Departamento de Patologia y Laboratorios,
Hospital Universitario Fundacién Santa Fé de Bogota, Calle 119
N° 7-75, Bogota, D.C., Colombia

Teléfono: 603 0303, extensiones 5177 y 5176; fax: 619 6317
celamsaa54@yahoo.es

regiones del paisy los principales centros dedicados
a este tema. Ademas, asistieron profesionales de
iguales caracteristicas (médicos y profesionales del
area de la salud) de la comunidad latinoamericana,
relacionados con este campo. Este fue el segundo
encuentro de esta naturaleza realizado en
Colombia; el primero se llevo a cabo en 1999, con
el objetivo de disefnar una estrategia para el estudio
de las leucemias agudas y no tuvo caracteristicas
de consenso.

Eneste Primer Consenso Colombiano de Citometria
de Flujo se discutieron los principales temas
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relacionados con la utilizacion de dicha técnica
en el diagnostico y seguimiento de pacientes con
enfermedades onco-hematoldgicas. Se analizaron
diferentes aspectos, entre los que se incluyeron:

I. las indicaciones médicas;

II. los aspectos técnicos del procesamiento de las
muestras de sangre periférica, médula ésea y
otras muestras no sanguineas;

lll. la evaluacién general de los distintos paneles
diagndsticos relacionados con entidades especi-
ficas, como la leucemia linfoblastica aguda, la
leucemia mieloide aguda, las gammapatias
monoclonales, los sindromes linfoproliferativos
crénicos By T, los sindromes mielodisplasicos, la
hemoglobinuria paroxistica nocturna, la aplasia
medular y los sindromes mieloproliferativos
crénicos;

IV. los aspectos instrumentales relacionados con
la calibracion y la compensacion de equipos y
adquisicion de datos, su analisis e interpretacion,

y
V. el informe de resultados.

El consenso fue coordinado por Alberto Orfao, vy,
teniendo en cuenta el Segundo Consenso Latino-
americano, se evaluaron las recomendaciones
presentadas en dicho consenso y se modificaron
de acuerdo con el conocimiento y la experiencia
actuales (1). Se buscé una aproximacion sencilla
en el estudio de las muestras con relacién al
contexto en Colombia, en el que tenemos que
considerar cuidadosamente los costos de cada
estudio, tratando siempre de dar respuesta a la
demanda de los hematdlogos clinicos y planeando
de la mejor forma de cada panel para obtener el
maximo rendimiento y calidad.

Se enfatiz6 la utilizacién de la citometria de flujo
para diferenciar entre una condicion normal,
reactiva, regenerativa o neoplasica y, con relacion
a esta ultima, se destacé la posibilidad de detectar
distintos grupos de neoplasias hematoldgicas en
el mundo desarrollado y, también, en paises como
el nuestro, teniendo en cuenta que no existe un
registro nacional sobre la incidencia de neoplasias
hematopoyéticas en Colombia.

Indicaciones médicas

Entrelasindicaciones médicas paralos estudios de
citometria de flujo se consideraron cuatro areas
de aplicacion y seis grupos de enfermedades
hematoldgicas, de forma similar a lo evaluado
en el Segundo Consenso Latinoamericano (1)
(tabla 1).
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Respecto a este Ultimo consenso, se hicieron
modificaciones especificas en lo que se refiere al
diagndstico de la leucemia linfoblastica aguda y la
leucemia mieloide aguda, en el cual la citometria de
flujo tiene un papel definido para su confirmacion.
Ademads, se incluyé como nueva indicaciéon el
estudio de los sindromes mielodisplasicos con
fines de diagndstico y clasificacion fenotipica.

Enestesentido, se plantearonlossiguientescriterios
que permiten la identificacion de grupos de riesgo
en los sindromes mielodisplasicos: cuantificacion
del porcentaje de blastos, identificacion de fenotipos
aberrantes en los mieloblastos, caracteristicas
inmunofenotipicas de otras subpoblaciones celu-
lares (neutréfilos, monocitos, serie eritroide, etc.)
y la utilidad del inmunofenotipo para el rastreo
de alteraciones cromosémicas (translocaciones,
deleciones, etc.). Igualmente, en el seguimiento de
la efectividad del tratamiento, principalmente en la
evaluacion de enfermedad residual minima para
el seguimiento de la leucemia linfoblastica aguda,
la leucemia mieloide aguda y otras hemopatias
malignas (tabla 1).

Procesamiento de las muestras

Para el procesamiento de diversos tipos de
muestras es recomendable basarse en los
protocolos establecidos en diferentes consensos,
teniendo en cuenta el tipo de muestra y la
localizacion del marcador que se requiere
identificar con el fin de seleccionar protocolos de
marcacion en la membrana o en el citoplasma,
o de deteccion simultanea de marcadores de
membranay citoplasmicos (1,2). Paralas moléculas
intracelulares se deben realizar pasos consecutivos
de permeabilizacién y lisis, precedidos de procesos
de fijacion previos a la marcacién con anticuerpos,
aunque se obtenga una disminucion de la afinidad
entre el anticuerpo y la molécula intracelular. Por
otra parte, cuando se busca identificar moléculas
de superficie, habitualmente deben realizarse
pasos de lisis, lavado y marcacién de las muestras
bioldgicas.

Ademas, segun el tipo de muestra (por ejemplo,
liquidos corporales, biopsias de tejido linfatico y
no linfatico, entre otras), puede ser conveniente
emplear perlas o esferas fluorescentes como control
interno de calibracion del equipo, en términos de
intensidad media de fluorescencia, y para poder
cuantificar en términos absolutos el numero
de células presentes en la muestra por unidad
de volumen. En algunas muestras con escasa
viabilidad y concentracion celular (por ejemplo,
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liquido cefalorraquideo), se recomienda reducir
al maximo la manipulacion y hacer énfasis en los
tiempos maximos de procesamiento después de la
obtencion de la muestra, para preservar el mayor
nuamero de células posible y asi lograr una mayor
sensibilidad.

En la tabla 2 se presentan las recomendaciones
sobre el manejo de muestras en términos de
tiempos maximos de procesamiento, lavados, uso
de estabilizantes, centrifugacion, anticoagulantes y
el tipo de solucidn para su transporte.

Paneles inmunofenotipicos para el estudio de
leucemia linfoblastica aguda

Para la elaboracion de los paneles inmunofeno-
tipicos, se tuvo en consideracion:

i. laindicacién médica, es decir, cual es la pregunta
que plantea el médico para que sea resuelta,

Primer Consenso Colombiano de Citometria de Flujo

en parte o0 en su totalidad, con el estudio de
laboratorio, la eleccién del tipo de muestra mas
adecuado para el estudio (sangre periférica,
médula 6sea, ganglio linfatico, etc.);

ii. la evaluacién de los marcadores seleccionados
pararesolverdichademanda, asicomolosclones
de anticuerpos conjugados con los fluorocromos
adecuados y en qué combinaciones, y

iii. la localizacién del antigeno (superficie celular,
intracelular, soluble, etc.) para determinar la

técnica de marcacion mas adecuada.

En el caso de neoplasias linfaticas de precursores
de células B y T, se recomienda el estudio por
inmunofenotipo con el fin de confirmar el diagnéstico
de leucemia aguda y de diferenciar estas entidades
(leucemia linfoblastica aguda) de neoplasias de
origen mieloide o de otras enfermedades como las
enfermedades linfoproliferativas (3).

Tabla 1. Indicaciones médicas para la determinacion de inmunofenotipo mediante citometria de flujo.

Utilidad LLA LMA SLPC SMD SMP GM
Diagnéstico Si Si Si Si*a No® Si
Clasificacion Si Si Si Si* No° No
Pronéstico y extension Si Si Si No No Si
Seguimiento Si Si Si Si Si Si

LLA: leucemia linfoblastica aguda; LMA: leucemia mieloide aguda; SLPC: sindrome linfoproliferativo crénico; SMD: sindrome
mielodisplasico; SMP: sindrome mieloproliferativo: GM: gammapatia monoclonal

*Informacién adicional por otras técnicas (morfologia y citogenética)

2 El inmunofenotipo puede ser utilizado para el diagnéstico diferencial entre leucemias agudas y sindromes mielodisplasicos.

® Excepto en mastocitosis
¢ Para BCR-ABL en LMC

Tabla 2. Manejo de muestras para estudios inmunofenotipicos mediante citometria multiparamétrica.

Tipo de muestra Tiempo** Lavados Estabilizantes Centrifugacion Anticoagulantes SS/PBS
transporte*

Sangre periférica** * Hasta 24 horas Si No Si EDTA, heparina No

Médula 6sea Hasta 24 horas Si No Si EDTA, heparina No

Sangre de cord6n Hasta 24 horas No No No EDTA, heparina No

umbilical

Productos de leucoféresis Hasta 24 horas No No No EDTA, heparina No

Biopsias de tejidos solidos*™* 60 minutos Si No Si No Si

Punciones de tejidos sélidos 60 minutos Si No Si No Si

(PAAF)***

Liquido cefalorraquideo 30 minutos (sin Si Sire* Si (méximo dos pasos) EDTA No

(LCR) estabilizar)

Otros fluidos corporales*** 60 minutos Si Si Si EDTA Si

*

*k

SS (solucién salina) o PBS (phosphate buffered saline) para transporte.
Tiempo maximo comprendido entre la obtencion, transporte y procesamiento de la muestra. En el caso de muestras de liquido

cefalorraquideo, si no es posible procesarlas en un tiempo inferior a 30 minutos, se recomienda el uso de estabilizantes.
*** Las muestras pueden ser estabilizadas si se requiere confirmar estudios posteriores que no pueden ser practicados durante el tiempo

maximo de procesamiento.

**** Estudios recientes (22,39) demuestran que el empleo de una solucién estabilizante previene la pérdida celular debida a los efectos
citotéxicos in vitro del liquido cefalorraquideo sobre los leucocitos, manteniéndose la eficacia de la estabilizacién por periodos superiores

a las 24-48 horas de su obtencioén.
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El estudio morfoldgico y citoquimico de los blastos
debe complementarse con un analisis fenotipico
y citogenético de los mismos, que demuestre de
forma inequivoca que se trata de precursores
linfoides (CD34* o TdT* o CD45**) de linea B
(CyCD79ay CD19*) o T (CD7* y CyCD3"), segun
los criterios propuestos por el grupo europeo
EGIL (4).

Las leucemias linfoblasticas agudas de precursores
B se han de subclasificar fenotipicamente, segun
las recomendaciones del grupo EGIL, en i) pro-B
(B-1), ii) comun (B-I), iii) pre-B (B-IIl) y iv) madura
(B-1V), y las leucemias linfoblasticas T, en T-l a T-IV
(4,5).

Por otra parte, se han descrito distintos patrones
inmunofenotipicos asociados a determinadas
alteraciones genéticas presentes en los blastos
leucémicos de la leucemia linfoblastica aguda de
precursores B, esenciales para poder orientar los
estudios genéticos que se deben practicar. De
esta manera, los adultos con leucemia linfoblastica
aguda con t(9;22) muestran un fenotipo que se
puede superponer al de un precursor B (CD10*,
CD19*, CyCD79*) inmaduro (CD34* de elevada
intensidad), con expresién débil y anormalmente
heterogénea de CD38; ademads, estas células
expresan de forma aberrante CD13%" y CD33
(6-9). Por otra parte, los blastos de leucemia
linfoblastica aguda pro-B con anomalias a nivel de
11923, frecuentemente son CD19+, CD34+, CD10-,
CD20-, CD15+, CD65+ y 7.1+ (mixed-lineage
leukemia, MLL). Asimismo, los casos con t(12;21)
muestran expresion de CD19+, CD10++, CD34+dbil,
CD20+e*b! CD45-/+ y HLA-DR++. Ademas, las
células leucémicas de los pacientes con leucemia
linfoblastica aguda pre-B y t(1;19), se caracterizan
por negatividad para CD34 y CD20 (10,11).

En la actualidad, se cuenta con nuevos métodos
para la deteccién de traslocaciones cromos6émicas
asociadas a leucemia linfoblastica aguda de
precursores B mediante citometria de flujo,
empleando esferas acopladas con anticuerpos
conjugados especificos de distintas proteinas de
fusion (BCR-ABL, TEL-AML1, E2A-PBX y MLL-
AF4) con gran sensibilidad (12).

Para los estudios de seguimiento de los efectos
del tratamiento de la enfermedad en situaciones de
enfermedadresidualminima, ademas, debe tenerse
presente la identificacién de fenotipos aberrantes
en el momento del diagnéstico (asincronismos
madurativos, aumento o disminucion de la
expresion de antigenos, fenotipos en localizacion
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ectopica, etc.) que, en el caso de la leucemia
linfoblastica aguda de precursores B, estan
presentes en alrededor de 98% de los casos y en
las leucemias linfoblasticas agudas T, en el 100%
de los pacientes (3,13,14).

En relacién con la estructuracion de los paneles,
se recomend6 lo sugerido por el consenso
latinoamericano con algunas modificaciones
relacionadas conmarcadoresdelinajey maduracion
B, subclasificaciéon de las leucemias linfoblasticas
agudas de precursores B, alteraciones genéticas
caracteristicas y marcaciones opcionales (tabla 3).

Para neoplasias de precursores T se hicieron
recomendaciones de caracteristicas similares
a las originales del consenso latinoamericano,
aunque se incluye como opcional todo el panel de
caracterizacion de células T debido a que muchos
de los presentes lo utilizan en el trabajo diario de
rutina, y no se le reconoce en el momento actual
un valor indispensable para la clasificacién de las
leucemias linfoblasticas agudas T (1) contraduccién
en la toma de decisiones clinicas. Se recomendd
una combinacién de cuatro marcadores para el
seguimiento de la enfermedad residual minima,
segun lo sefnalado en la tabla 4.

Paneles inmunofenotipicos para el estudio de
leucemia mieloblastica aguda

En la leucemia mieloide aguda, se considerd que el
uso de la citometria de flujo confirma el diagnostico
de leucemia aguda y permite diferenciarla de otras
entidades como los sindromes mielodisplasicos y
los sindromes mieloproliferativos crénicos.

Respecto a los anticuerpos propuestos, se tiene
en cuenta que la deteccion de la mieloperoxidasa
en los mieloblastos es de gran utilidad para la
caracterizacién del linaje y que, en los casos
negativos paramieloperoxidasa, debenidentificarse
como positivos mas de dos antigenos mieloides
para confirmar el linaje (1). En el caso de algunas
leucemias mieloides agudas con anomalias
genéticas recurrentes, debe tenerse en cuenta que
el porcentaje de mieloblastos puede ser inferior a
20%; asimismo, se considera que en los estudios
por citometria de flujo la equivalencia a la definicién
morfolégica de mieloblasto corresponderia a
células precursoras que, generalmente, expresan
CD34, CD117 y HLA-DR o muestran compromiso
madurativo a monocito (CD34-, CD117-/+,
HLADR+, CD64+"ete y CD14-/+%0!)  que incluyen
marcadores aberrantes detectados en el momento
del diagndstico (15).
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Tabla 3. Combinaciones de anticuerpos para la inmunofenotipificacion de leucemia linfoblastica aguda de precursores B.

Linaje Maduracion Subclasificacion Alteraciones genéticas Opcional
CD19 CD34 CD10 71 CD20*
CD79a (citoplasmico) CD45** Cadenas pn CD13 CD38
(citoplasmicas)
CD3 (citoplasmico) lg
(superficie) nTdT

Mieloperoxidasa
(citoplasmica)

* Opcional para definir estadio madurativo

** Utilizar como marcador comun si el porcentaje de infiltracion es bajo.

Tabla 4. Combinaciones de anticuerpos para la inmunofenotipificacion de leucemia linfoblastica aguda de precursores T.

Linaje Maduracién Subclasificacion Opcional
CD3* (citoplasmico) CD34 CcD7* CDh4
CD19 CD45** CD3*
(superficie) CcD8
CD79a(citoplasmico) CD1a CD5
MPO (citoplasmica) nTdT
CD2

* Util para estudio de enfermedad minima residual

** Utilizar como marcador comun si el porcentaje de infiltracion es bajo.

MPO: mieloperoxidasa

Sin duda, la caracterizaciéon inmunolédgica de la
leucemia promielocitica aguda por citometria de
flujo permite demostrar un inmunofenotipo muy
caracteristico de la presencia de la anomalia
genética caracteristica de esta entidad —t(15;17)
(reordenamiento PML- RARa)— al establecer
la existencia de promielocitos aberrantes que
expresan, generalmente, CD34-/+ ¢l CD15-/+
dévil GD33++, CD2-/+ %! y CD13+ heterogéneo.

Otras anomalias genéticas, como la inv(16)/
t(16;16), se relacionan con expresion fuerte de
mieloperoxidasa, CD2-/+ b y presencia de
monocitos aberrantes. Por otra parte, los casos
con t(8;21) muestran frecuentemente expresion
de CD19 y CD56, mientras que los casos con
anomalias a nivel de 11923 se asocian a fenotipo
CD56+, 7.1-/+, CD2-/+ y CD19-/+ bl (16). Se
recomendaron anticuerpos bésicos para el
diagnostico y la clasificacion de las leucemias
mieloides agudas y el rastreo de alteraciones
genéticas caracteristicas de diferentes subtipos de
la enfermedad (tabla 5).

Para efectos del seguimiento de la enfermedad
residual minima, los estudios inmunofenotipicos
por citometria de flujo permiten identificar fenotipos
aberrantes hasta en 85% de las leucemias
mieloides agudas que en el 80% de los casos

incluyen asincronismos madurativos y en 27%
de casos de infidelidad de linaje y, en 20% de
las leucemias mieloides agudas, aumento de la
expresion antigénica (17).

Paneles inmunofenotipicos para el estudio de
los sindromes linfoproliferativos crénicos

En relacién con los sindromes linfoproliferativos
cronicos, el uso de la citometria de flujo para el
diagndstico es de gran utilidad para:

i. establecer la posible naturaleza clonal de los
linfocitos en casos de linfocitosis absoluta en
adultos mayores de 40 afnos y sujetos con
linfadenopatias superficiales;

ii. determinarelgrado de extensién de laenfermedad
en individuos con infiltracién linfatica de 6rganos
linfaticos secundarios o de otros tejidos, y

iii.la identificacion de poblaciones clonales minimas
circulantes en sangre periférica (18,19,20).

Recientemente, se ha evaluado la presencia de
poblaciones clonales de células B en individuos
sanos mayores de 40 afios y se han reportado
frecuencias de clones similares a los de la leucemia
linfatica crénica de hasta 12% de la poblacién (21);
esto confirma la gran sensibilidad y especificidad
de la citometria de flujo para el diagndstico
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Tabla 5. Combinaciones de anticuerpos para la inmunofenotipificacion de leucemia mieloblastica aguda.

Linajea Maduracién Subclasificacion Alteraciones genéticas Opcional
MPO (citoplasmica) HLA-DR CD15 CD56 CD36
CD3 (citoplasmico) CD34 CD13 CD64
CD19 CD45 CD33 CD123
CD79a (citoplasmico) CD117a CD11b CDé61
CD14

a Para definir el linaje de células mieloides, debe demostrarse la expresién de dos o mas marcadores asociados a linaje mieloide

en los blastos segun estos sean MPO+ o MPO -, respectivamente.

MPO: mieloperoxidasa

de capacidad de clonacién respecto a la de la
morfologia convencional (18).

Asimismo, se estimaron las ventajas de la
citometria de flujo en relacion con los estudios
histopatolégicos, en el caso de punciones con
aguja fina, especialmente en los linfomas T y en
el estudio de liquidos corporales como el liquido
cefalorraquideo, en el cual la citologia tiene menor
sensibilidad y especificidad respecto a la citometria
de flujo (22); ademas, se valoré el reconocimiento
en punciones con aguja fina de células patolégicas
de linfoma de Hodgkin (23).

En términos globales, se consideré que, sin duda,
la citometria de flujo permite asignar el linaje y
clasificar los sindromes linfoproliferativos crénicos
T, B y NK. Los algoritmos diagnésticos propuestos
se presentan de forma individualizada para los
sindromes linfoproliferativos crénicos B y los
sindromes linfoproliferativos cronicos T/NK en las
tablas 6y 7.

Finalmente, se mencion6 el uso de algunos
anticuerpos para la evaluacion del prondstico
y la importancia de la citometria de flujo en el
seguimiento de la enfermedad residual minima
después del tratamiento, para lo cual deben
emplearse marcaciones, al menos, de cuatro
fluorescencias, con el objeto de incrementar la
sensibilidad del andlisis para el reconocimiento de
pequenas poblaciones de clones. Recientemente
se ha demostrado, ademas, la gran utilidad del
antigeno CD200 en la distincién entre leucemia
linfatica cronica (CD200++) y linfoma de células
del manto (CD200-/+débil) (24).

En el caso de los sindromes linfoproliferativos
cronicos T, se recomienda realizar estudios de la
capacidad de clonacién por biologia molecular o
mediante citometria de flujo empleando anticuerpos
monoclonales dirigidos a las diferentes familias
TCRVB o TCRy® (1,25). De las neoplasias T, la
mayoria corresponde a neoplasias T maduras
postimicas, de las cuales, 80% son linfomas
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T periféricos y leucemias T periféricas que,
generalmente, expresan TCRaf+, mientras que
las neoplasias T TCRyd+ y las de células NK son
aun mas raras.

Entre los sindromes linfoproliferativos crénicos
T, el inmunofenotipo debe emplearse para la
identificacion de algunos subgrupos diagnosticos,
como la leucemia prolinfocitica T, la leucemia de
linfocitos grandes granulares T/NK, la leucemia
de células NK agresiva, el sindrome de Sézary
y la leucemia/linfoma T del adulto, para lo que
habitualmente se requiere la utilizacion de paneles
inmunofenotipicos adicionales, mas amplios.

Tabla 6. Combinaciones de anticuerpos para la inmunofeno-
tipificacion de sindromes linfoproliferativos crénicos B.

Tamizacion Clasificacion Opcional
Cadenas ligeras kappa CD5* FMC7
Cadenas ligeras lambda CD23 CD43
CD19** CD10 Zap70
(citoplasmico)
CD3 CD20 CDh24
CDh4 CD38 CDh22*
CcD8 Bcl2 CcD81*
Si se sospecha TL/LZME:

CD11c

CD103

CD25

* Se recomienda para estudio de enfermedad residual minima
en leucemia linfoide crénica B (1). TL: tricoleucemia;
LZME: linfoma de la zona marginal esplénica

** Utilizar como marcador comin

Tabla 7. Combinaciones de anticuerpos para la inmunofeno-
tipificacion de sindromes linfoproliferativos cronicos T/NK.

Tamizacién Clasificacion Opcional
CD3 CD7 CcD2
CD4 CD5 Perforina (citoplasmica)
CD8 CD26 CD25
CD3 TCRaf CD30
CD4 TCRAS CD56
CD8 Granzima (citoplasmica) CD16
CD52
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Ademas, el estudio inmunoldgico de estas neoplasias
nos permite establecer correlaciones fenotipico-
funcionales con la subclasificacién de las células
neoplédsicas en células T virgenes, células T
de memoria o células T efectoras (por ejemplo,
citotéxicas) (tabla 7).

Ademas, se revisaron estudios recientes que
demuestran la utilidad de la citometria de flujo
para el estudio inmunofenotipico del linfoma de
Hodgkin, en el que se recomienda la evaluacion
de antigenos de linea B (CD19-, CD20-/+, PAX
5+, CD79a-), antigenos relacionados con células
presentadoras de antigeno (CD4+, CD36++,
CD40++, CD72+, CD86++) y otros (HLA-DR++,
CD30++, CD58+, CD71++, CD95++), antigenos de
linaje T (CD2-, CD3-, CD5-) y antigenos de linaje
mieloide (CD13-, CD15-/+, CD33-)(23).

Paneles inmunofenotipicos para el estudio de
gammapatias monoclonales

En el caso de las gammapatias monoclonales, la
citometria de flujo se considera util para su diagnos-
tico, incluido el mieloma multiple y su distincion de
plasmocitosis reactivas. En la subclasificacién de
las gammapatias monoclonales, resulta util para
diferenciar entre mieloma mdultiple y gammapatia
monoclonal de significado indeterminado y para
el seguimiento de la enfermedad residual minima
(26).

Con estos objetivos se recomendaron los siguientes
anticuerpos: CD38, CD138, CD45, CD19 y el
CD56 (26). Otros antigenos de utilidad reconocida
incluyen CD117, CD20, CD28, CD81 y CD27,
marcadores que con relativa frecuencia pueden
expresarse de forma aberrante en las células
plasmaticas clonales de estos pacientes. Para el
estudio del mieloma mudltiple es recomendable
evaluar de forma simultanea la expresion de CD56,
CD19, CD45y CD38, y se ha reportado pérdida de
CD19 hasta en 95% de los casos, en conjunto con
disminucién de la expresién de CD45 y CD38 (80%
de los casos, respectivamente) y ganancia de CD56
(50% a 75% de los casos) (27,28) (tabla 8).

El diagnéstico diferencial entre mieloma multiple
y gammapatia monoclonal de significado
indeterminado se realiza mediante la identificacién
de las células plasméticas de médula y la
evaluacion, dentro de las mismas, del porcentaje de
células plasmaticas patolégicas/clonales, respecto
al total de células plasmaticas en la muestra (26).
De esta forma, si las células plasmaticas normales
representan 5% o mas de la poblacién total de
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Tabla 8. Combinaciones de anticuerpos para la inmunofeno-
tipificacion de gammapatias monoclonales.

Subclasificacion diagnéstica/
enfermedad residual minima

Opcional

CD19 Cadenas ligeras kappa
(citoplasma)

CD56 Cadenas ligeras lambda
(citoplasma)

CD38

CD45

células plasmaticas de la médula al diagnéstico,
se considera que es un rasgo caracteristico
de gammapatia monoclonal de significado
indeterminado (29); por el contrario, cuando menos
de 5% de las células plasmaticas muestran un
fenotipo normal/policlonal, se considera que existe
una elevada probabilidad de que pueda tratarse de
un mieloma multiple (29).

Paneles inmunofenotipicos para el estudio de
los sindromes mielodisplasicos

El estudio de los sindromes mielodisplasicos por
citometria de flujo ha demostrado ser util para el
diagnéstico de la enfermedad y su diferenciacion
respecto a las citopenias de otro origen o
monocitosis reactivas, especialmente en citopenias
idiopaticas de significado incierto; ademas,
contribuye a la identificacién y caracterizacion
fenotipica de subgrupos especificos de sindromes
mielodisplasicos (30). En relacion con este
ultimo aspecto, resultan especialmente Utiles la
identificacion y el recuento de blastos, y la distincion
entre sindrome mielodisplasico con afectacion
unilineal y multilineal (30).

Los estudios inmunofenotipicos de sindromes
mielodisplasicos mediante citometria de flujo
han reportado diferentes alteraciones en la
médula ésea, que incluyen patrones alterados de
tamafo y complejidad de los mieloblastos y otras
subpoblaciones celulares, aberraciones fenotipicas
(aumento o disminucién de la expresion antigénica,
pérdida de expresion de antigenos, infidelidad
de linea y bloqueos madurativos), ademas de
alteraciones en la distribucion numérica de
diferentes subpoblaciones celulares (30,31).

Elestudioinmunoldgicopermite,ademas, establecer
un sistema de puntuacién para estratificar a los
pacientes en grupos de mayor o0 menor riesgo (32)
y para el seguimiento después del tratamiento. No
obstante, en este consenso, no se estimo el disefio
de paneles enfocados a explorar el papel de la
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citometria de flujo en relacién con el prondstico
de los sindromes mielodisplasicos, y éstos se
centraron mas en el diagndstico y la clasificacion
de la enfermedad (tabla 1), mediante el analisis de
la maduracion de distintas poblaciones celulares,
incluyendo neutréfilos y monocitos junto a los
precursores CD34+ (tabla 9).

Paneles inmunofenotipicos para el estudio de
la hemoglobinuria paroxistica nocturna

Para el diagnostico de hemoglobinuria paroxistica
nocturna se ha descrito que la citometria de
flujo es la técnica de eleccion debido a su gran
sensibilidad respecto a otros métodos (33,34).
Las recomendaciones generales incluyen el
estudio de la expresiéon de moléculas asociadas
al glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) en, al menos,
dos lineas celulares, para evaluar principalmente
neutréfilos, monocitos y hematies, en detrimento
de los linfocitos y plaquetas que no se recomienda
sean evaluados en la rutina diagnéstica. En
publicaciones recientes, se recomienda evaluar
la expresién de CD16 y CD66b o CD24, CD55 y
CD59 en neutréfilos, de CD14, CD55 y CD59 en
monocitos y de CD59 y CD55 en hematies (34).

Lamuestraideal parael estudiodelahemoglobinuria
paroxistica nocturna por citometria de flujo es la
sangre anticoagulada con EDTA. En principio, no
se recomienda estudiar la médula ésea, con el
fin de evitar problemas de interpretacién de los
resultados debido a la presencia en médula de
formas mieloides inmaduras con expresién variable
de moléculas asociadas a glicosil-fosfatidil-inositol
y se analiza una muestra de sangre normal en
forma paralela (34).

Se ha demostrado que la mejor combinacién de
marcadores fenotipicos para el estudio de la
hemoglobinuria paroxistica nocturna por citometria
deflujo, incluye la evaluacion de CD14 en monocitos
y CD16 en neutréfilos (33); en el consenso se
definié una combinacién de cuatro marcadores
para el rastreo diagndstico de células deficitarias
en glicosil-fosfatidil-inositol en el diagnostico de
la enfermedad (tabla 10), que permite identificar
monocitos (CD64+ ™et€) y neutréfilos maduros
(CD64- o +%0) en los que ha de analizarse la
expresibn de CD14 y CD16, respectivamente
(ambos deben estar alterados).

Paneles inmunofenotipicos para el estudio de
sindromes mieloproliferativos

En neoplasias mieloproliferativas, en general,
la citometria de flujo ha sido de poca utilidad en
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Tabla 9. Combinaciones de anticuerpos para la inmunofeno-
tipificacion de sindromes mielodisplasicos.

Marcadores fenotipicos

CD11b/CD13/CD45/CD34
CD7/CD56/CD45/CD34
HLA-DR/CD117/CD45/CD34
CD36/CD64/CD45/CD14
TdT/MPO/CD45/CD34

Tabla 10. Combinaciones de anticuerpos para la inmunofeno-
tipificacion de hemoglobinuria paroxistica nocturna.

Marcadores fenotipicos

CD16/CD64/CD45/CD14

cuanto a diagndstico, clasificacion y prondstico de
este grupo de enfermedades. Por el contrario, la
citometria de flujo es util para realizar el recuento
de blastos y diferenciar entre las fases cronica,
acelerada y de crisis blastica, y para determinar el
inmunofenotipo de los blastos en la crisis blastica
(mieloide en 60% a 70% de los casos versuslinfoide
en 20% a 30%) (35). No obstante, la reciente
introduccién de nuevas herramientas técnicas
basadas en la utilizacién de perlasinmunomarcadas
para detectar la proteina de fusion del BCR-ABL,
abre las puertas, como nueva prueba muy sensible
y especifica, para confirmar o descartar con gran
rapidez la presencia de la t(9;22) en casos en los
que existe una sospecha diagnostica razonada de
leucemia mieloide crénica (39)

La citometria de flujo también es util en la
deteccién de mastocitosis sistémica, relacionada
con sindromes mieloproliferativos o con neoplasia
mieloide de otro tipo, como leucemia mieloide
aguda o sindromes mielodisplasicos, al evaluar
la expresion del marcador CD117 para la
identificacién de los mastocitos en su conjunto, que
en las mastocitosis presentan de forma aberrante
expresion de CD25 y CD2 (36,37).

En el consenso se definieron algunos marcadores
mieloides y linfoides utiles para el rastreo de
sindromes mieloproliferativos y se propuso la
deteccién de BCR-ABL con perlas conjugadas con
anticuerpos (tabla 11).

Calibracion de equipos y adquisicion de datos

En el consenso se presentaron y describieron las
principales caracteristicas de los citometros de
flujo comercialmente disponibles en la actualidad,
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Tabla 11. Combinaciones de anticuerpos para la inmunofeno-
tipificacion del sindrome mieloproliferativo.

Marcadores fenotipicos

HLA-DR/CD117/CD45/CD34
CD2/CD25/CD45/CD117
Deteccion de BCR-ABL

haciendo énfasis en los nuevos instrumentos
digitales y sus ventajas respecto a los equipos
analdgicos anteriores; asimismo, se resaltdé la
relevancia de emplear estrategias adecuadas de
analisis de datos, como las definidas recientemente
(38).

Formacion del personal

En relacion con el equipo humano que trabaja en
el area de citometria de flujo, el grupo considera
fundamental poder contar con personal con
experiencia en las técnicas de marcaciéon con
anticuerpos, en el procesamiento de diversos tipos
de muestras, en la adquisicion del citémetro de
flujo que tenga el laboratorio ,y con conocimientos
de calibracion y compensacion del citémetro de
flujo (39). También, es indispensable contar con
personal que tenga experiencia y conocimientos
en relacibn con la inmunofenotipificacion de
leucemias y linfomas, y que conozca los algoritmos
diagnésticos. Este equipo humano debe ser
multidisciplinario y ha de estar integrado con grupos
de trabajo de expertos en morfologia y genética,
constituido por personal técnico, profesionales
universitarios y médicos especialistas que manten-
gan una interaccion activa con el médico tratante.

Informe de resultados

En el informe de los resultados, se recomienda
incluir:

i) los datos generales del paciente que incluyen
identificacion, edad, sexo, nimero de historia
clinica o cédigo,

ii) caracteristicas generales de la muestra (tipo
de muestra, incidencias en la obtencion o
procesamiento, tiempo transcurrido entre
la obtencién y procesamiento), diagnostico
presuntivo,

i) resultados del andlisis del numero de células
de la muestra, que incluye valores absolutos
o relativos de células patolégicas y de otras
poblaciones celulares identificadas,

iv) caracteristicas de las poblaciones celulares
relevantes (porcentaje e intensidad de expresion
de antigenos),
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v) un comentario sobre los hallazgos del fenotipo,

vi) las conclusiones del estudio realizado, y

viijen caso de ser necesario, todas aquellas
observaciones que se consideren oportunas.

Es importante incluir el panel de reactivos
empleado y, de forma opcional, los graficos mas
representativos del analisis (1).

Conclusiones

Durante los dias de celebracion del consenso
colombiano, se completd con éxito la agenda
propuesta en los dos dias de trabajo con la
presencia de representantes de las distintas
instituciones y laboratorios colombianos, asi
como de distinguidos miembros de la comunidad
latinoamericana vinculada a la citometria de flujo
de Argentina, Chile, Pert y México.

En estas sesiones se discutieron ampliamente las
indicaciones médicas en relacidn con las preguntas
masfrecuentementeplanteadasenlapracticaclinica
y se utilizaron como base las recomendaciones del
Segundo Consenso Latinoamericano, haciéndose
algunas modificaciones enrelacion conlo propuesto
o definido en el mismo. Estas recomendaciones
incluyen paneles inmunofenotipicos de acuerdo
con las actualizaciones pertinentes en cada tema,
con la guia del doctor Alberto Orfao, como director
del Grupo de Citometria de Flujo de la Universidad
de Salamanca.

Ademas, se hicieron las consideraciones de
costo-efectividad de los examenes en el medio
colombiano, con el fin de tratar de obtener el
maximo de informacién posible con el mejor
rendimiento y sin sacrificar la calidad de los
estudios, acordandose modificaciones respecto al
consenso latinoamericano entodoslos tdpicos, pero
especialmente, en el campo de la mielodisplasia.

Por otra parte, se observa una acelerada
transformacion en el campo del diagnéstico
fenotipico por citometria de flujo, como resultado de
los avances tecnolédgicos asociados al desarrollo
de nuevos equipos y pruebas diagnésticas, como la
deteccién de BCR-ABL mediante citometria de flujo,
para enfermedades mieloproliferativas crénicas.
Finalmente, se hicieron recomendaciones para el
manejo de las muestras, la adquisicién y analisis
de los datos, y el reporte de los resultados.
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