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Resumen

En 2005 se publicaron recomendaciones para la tipificacion de hemopatias malignas en Latinoamérica. Se considerd nece-
sario realizar una reunién nacional para actualizarlas. Se convocaron y reunieron 95 profesionales expertos en el tema para
analizar y contrastar alternativas y llegar a un consenso. Se alcanzaron opiniones de consenso en lo relativo a indicaciones,
tipos y manejo de muestras, anticuerpos, nomenclatura e informe de resultados para el diagndstico y seguimiento de las
leucemias agudas. Las recomendaciones se describen en este articulo y se hace hincapié en la necesidad de que los labo-
ratorios nacionales se apeguen a ellas.
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Abstract

Recommendations for the typing of hematological malignancies in Latin America were published in 2005. Carrying out a na-
tional meeting to update them was deemed necessary. 95 professional experts on the subject were invited in order to analyze
and contrast alternatives and reach a consensus. Consensus opinions were reached regarding indications, sample types and
processing, antibodies, nomenclature and reporting of results for the diagnosis and monitoring of acute leukemias. This paper
describes the recommendations and emphasizes on the need for national laboratories to adhere to them.
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|ntroducci6n

Las enfermedades oncologicas han sido definidas
como una prioridad global de salud, especialmente en
paises de bajo y mediano ingreso, en donde el factor
demogréfico puede limitar sustancialmente su control
a largo plazo.

Las leucemias agudas son las neoplasias malignas
infantiles mas frecuentes en el mundo y siguen siendo
de las principales causas de mortalidad de pacientes
pediatricos y adultos con recaidas. La mayor inciden-
cia de casos con evolucion desfavorable es documen-
tada en poblacion hispana."? Aunque las tasas de
supervivencia han aumentado en los Ultimos afios por
el desarrollo de tratamientos eficientes, el diagnéstico
tardio, la resistencia a la quimioterapia, la infiltracion
extramedular, la enfermedad residual y la recaida
suelen empeorar significativamente el desenlace de
la enfermedad, lo que subraya la necesidad de nue-
vas estrategias diagnésticas.®

La produccion oligoclonal descontrolada de células
precursoras hematopoyéticas de la serie linfoide o
mieloide en la médula dsea a expensas de su dife-
renciacion normal es la caracteristica principal de las
leucemias agudas.* Entre ellas, la leucemia linfoblas-
tica aguda (LLA) representa 23 % de los tumores
malignos y 85 % de los casos de leucemia en pobla-
cion infantil, mientras que la leucemia mieloide aguda
constituye 15 %.5¢

De acuerdo con clasificaciones internacionales de
etapas de linaje y maduracién basadas en el numero
y grado de especificidad de los antigenos expresados
por las células leucémicas,*80 a 85 % de los casos
tiene inmunofenotipo de células B, mientras que casi
10 a 15 % muestra inmunofenotipo de células T.” La
leucemia congénita, una entidad distinta de la LLA
tipica, representa solo 3 % de las leucemias agudas,
mientras que las leucemias de linaje mixto, con pro-
piedades de células de dos estirpes, constituyen
aproximadamente 2 %.

La mayor contribucién a la supervivencia libre de
enfermedad esta dada por un tratamiento adecuado
de la enfermedad, basado en la estratificacion de los
pacientes por grupos de riesgo y la identificacion de
factores de recaida.®® En la actualidad, los indicado-
res pronésticos méas Utiles son el inmunofenotipo, la
deteccion de enfermedad residual y la respuesta a la
terapia de induccion. El inmunofenotipo de las células
leucémicas es uno de los factores que establecen el
riesgo de recaida, que ocurre en 20 a 30 % de los

pacientes, particularmente en las leucemias de linaje
Ty de linaje mixto.'0"2

Tanto el origen, como su progresion, resultan de
multiples factores que incluyen los genéticos, mi-
croambientales, macroambientales e inmunolégicos.
La teoria jerarquica del desarrollo del cancer sostie-
ne que las células troncales o iniciadoras de cancer
son responsables del inicio, el mantenimiento
de tumores y posiblemente de la ulterior invasion y
desarrollo de focos metastésicos.”*™ A pesar de la
heterogeneidad biol6gica, molecular y clinica de las
leucemias, es clara la manifestacion de alteraciones
desde los inicios del programa de diferenciacion he-
matopoyética. Sin embargo, mientras que para las
leucemias mieloides agudas y crénicas una pobla-
cién de células troncales leucémicas es responsable
de su desarrollo y recurrencia,'®'® para las leucemias
linfoblasticas su troncalidad aparentemente no es fe-
notipica y puede estar relacionada con el microam-
biente tumoral,"'® que contribuye a la patogénesis de
la enfermedad.

La inmunofenotipificacion de las hemopatias malig-
nas ha demostrado ser de utilidad en el estudio de
las leucemias agudas; sin embargo, ante la gran va-
riedad de reactivos, instrumentos y plataformas de
analisis se requiere normar diversos criterios concer-
nientes a la indicacién para realizar el estudio, selec-
cion de reactivos y métodos para el procesamiento y
analisis de la muestra, e interpretacion de los resul-
tados. De alli que se hayan organizado grupos de
trabajo o conferencias de consenso que permiten la
comparabilidad y compatibilidad de la informacién ge-
nerada por distintos laboratorios o instituciones donde
se realizan estas investigaciones. Se han organizado
dos Conferencias Latinoamericanas de Consenso
para la Tipificacién Inmunoldgica de Hemopatias
Malignas'®? y aunque las recomendaciones de la
segunda aln pueden considerarse pertinentes, su
actualizacién es altamente deseable, de acuerdo con
la emergencia de entidades distintas y al progreso en
las estrategias y tecnologias de precision.

El 23 de marzo de 2018 se llevé a cabo la Primera
Reunién Nacional de Consenso para la Inmunofeno-
tipificacién de Leucemias Agudas, convocada por la
Sociedad Mexicana de Inmunologia, con el aval de la
Academia Nacional de Medicina de México. Se
revisaron y discutieron diversos aspectos de la inmu-
nofenotipificacién de estas enfermedades y de ello
emanan las recomendaciones contenidas en este
esctito.
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Tabla 1. Procesamiento de muestra para el inmunofenotipo por citometria de flujo

Muestra Tiempo? Lavado Estabilizacion® Enriquecimiento por Anticoagulante" Transporte en
gradiente de densidad? SS/PBSI

Sangre periférica Hasta 24 horas®c¢  Si No No EDTA o heparina  No

Médula 6sea Hasta 24 horas Si No No* EDTA o heparina  No

Sangre de cordén umbilical  Hasta 24 horas No No No ACD No

Productos de leucoaféresis  Hasta 24 horas No No No ACD No

Biopsias de tejidos sélidos 60 minutos Si Sif No No Si

Puncion de tejidos sélidos 60 minutos Si Si No No Si

Fluido cerebroespinal 30 minutos Si Si Si EDTA! No

2Tiempo méximo entre la colecta de la muestra y su procesamiento, incluido el transporte.

°Procesamiento lo mas pronto posible, manteniendo la muestra a temperatura ambiente estable (16 a 25 °C) y con anticoagulante hasta 24 horas.
°Después de la toma de muestra y al momento de iniciar el procesamiento, verificar la viabilidad celular para confirmar la estabilidad de la muestra; el fluorocromo de viabilidad se
utilizaré para el algoritmo de andlisis y no como un aspecto restrictivo para aceptar la muestra. No se realizé recomendacion en cuanto al porcentaje minimo de viabilidad de la

muestra por procesar, pero el dato deberé ser incluido en el informe final.

“Tiempo de hasta 48 horas si la muestra se va a transportar al laboratorio de procesamiento y la temperatura se mantiene estable (16 a 25 °C); después de este tiempo se recomienda

mantener la muestra refrigerada (4 °C).

¢La estabilizacion es requerida posterior a la colecta de la muestra y efectiva de 24 a 48 horas

'Después del tiempo recomendado, las muestras deben ser estabilizadas.

9El enriguecimiento celular se recomienda para muestras con baja celularidad (menor a 1000 cel/uL) o en muestras de liquido cefalorraquideo.

"La recomendacion es usar solo un anticoagulante y nunca mezclarlos.

'Usar EDTA solo si la muestra esté contaminada con la sangre de la toma de muestra. Se recomienda usar un estabilizador para liquido cefalorraquideo (si la muestra no se va a

procesar en menos de 30 minutos).

ISolucién salina (SS) y amortiguador salino de fosfatos (PBS). El medio RPMI puede ser de utilidad

“Salvo en casos en que se requiera concentrar la muestra para cuantificar eventos raros.
. . .z
Participacion

Participaron 95 profesionales de la salud, incluyendo
laboratoristas, especialistas clinicos e investigadores,
todos expertos en inmunofenotipificacion de leuce-
mias por citometria de flujo. Las entidades federativas
participantes fueron Baja California, Ciudad de México,
Colima, Estado de México, Guerrero, Jalisco, Michoa-
can, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla y Yucatan.
La direccién del consenso estuvo a cargo de los doc-
tores Arriaga Pizano, Pelayo y Ruiz-Arguelles.

Agenda

La discusion comprendi6 los aspectos de
indicaciones médicas, preparacion de muestras, asi
como pertinencia y seleccion de antigenos (identifica-
dos mediante los anticuerpos monoclonales corres-
pondientes) para LLA de precursores B, LLA de pre-
cursores T, leucemia mieloide aguda y enfermedad
medible residual. En el presente consenso se opto por
cambiar el término “minima” por “medible” para la en-
fermedad residual, con el objetivo de denotar que la
sensibilidad del sistema analitico es la limitante para
cuantificar blastos en las muestras. Aunque los des-
6rdenes hematolégicos comprenden, ademés de las
leucemias agudas, los desordenes linfoproliferativos
cronicos, las gamopatias monoclonales y los

sindromes mielodisplasicos, dichas entidades no fue-
ron discutidas durante esta reunion; seran abordadas
secuencialmente en reuniones futuras.

Indicaciones médicas

Durante el consenso se acord6 que la inmunofenoti-
pificacion de las leucemias agudas tiene utilidad para el
diagnéstico, clasificacion, prondstico y seguimiento. Se
resalté la importancia de la comunicacion entre patélo-
gos, oncologos, hematodlogos y profesionales en citome-
tria de flujo para determinar la asertiva interpretacion de
los datos que lleve a un diagndstico confiable.

Preparacion de la muestra

Idealmente las muestras deben procesarse en las 48
horas siguientes a su obtencion, y preferentemente en
las primeras 24. Sin embargo, tomando en cuenta que
en ocasiones no es posible cumplir este requisito por
razones diversas, se recomendd enfaticamente que
todas las muestras recibidas sean procesadas para su
analisis por citometria, aceptandose que la Unica razén
vélida para rechazarlas y solicitar una segunda mues-
tra es la insuficiente informacién obtenida del estudio;
es decir, cuando la pérdida de calidad de la muestra,
por almacenamiento prolongado, interfiere con la cer-
teza de la interpretacion del estudio.
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Tabla 2. Anticuerpos para inmunofenotipificacién de leucemias agudas

Indicacion Linaje® Diferenciacion/Maduracion  Subclasificacién Opcional
LLA de células precursoras B CD19° CD34 CD10 TdT
CD79? (citoplasmico)® CD45¢ Ig superficie CD13
CD20¢ Cadenas u citoplasmicas  CD33
CD3g¢
LLA de células precursoras T CD3 (citoplasmico y de superficie)*  CD34 — CD2
CcD7! CD45¢ — CD4
TdT — CD5
CD1a¢ — CD8
CD99" — CD13
CD33'
Leucemia mieloide aguda MPO (citoplasmica) HLA-DR! CD64* CD36°
CD13 CD34 CD15 CD14
CD1172 CD45 CD11b CD123
CD300! CD61
CD105!
CD56™
CD71"

aCuando sea posible, se recomienda usar la combinacién de anticuerpos anti CD19, CD79a, CD3 (citoplasmico) y mieloperoxidasa (citoplasmica), para identificar células de linaje

mieloide, T o B en la misma tincion.

“Para definir el linaje de células B en LLA, tanto CD19 como CD79a deben estar presentes en las células precursoras B.

<(til para propésito de seleccion de poblaciones (algoritmo de analisis) y como marcador cuando el grado de infiltracién es bajo.

dLa inclusién de CD20 y CD38 puede ayudar en el tamizaje de anormalidades genéticas comunes en las células precursoras B de LLA.

°Se agregd CD3 de superficie para distinguir leucemias de células T tempranas (CD3 citoplasmico* CD3 superficie CD2*CD7 CD5 ) de leucemias agudas de células T (CD3
citoplasmico* CD3 superficier CD2* CD7* CD5*). Para realizar la discriminacion entre CD3 citoplasmico y de superficie es necesario hacer tinciones en tubos separados o con
diferentes fluorocromos para cada uno, empezando en por la tincién de superficie con la subsecuente fijacion para después proceder a la tincion intracelular.

'Util para la evaluacién de enfermedad medible residual.
9Se agrego CD1a, ya que los pacientes que presentan ese fenotipo se remiten a trasplante.

"Se agreg6é CD99 por que la mayoria de las leucemias con ausencia de CD34 trascurren con CD99+.
'Util para evaluar la expresion de marcadores aberrantes en los blastos leucémicos de origen linfoide.

iUtil para el tamizaje de leucemia promielocitica.
“Mejor marcador para células con diferenciacién monocitica

'CD105 y CD300 son nuevos marcadores reconocidos para diferenciacién eritroide y monocitica, respectivamente.

™Marcador asociado con leucemia de mal prondstico.
"Marcador Util para definir diferenciacion eritroide.

°Util para la identificacion de linajes celulares eritroides, megacariociticos o células dendriticas.

La lisis de eritrocitos y la fijacion de muestras deben
efectuarse después de la incubacién con los anticuer-
pos fluorescentes. La separacion o enriquecimiento
celular por gradiente de densidad debe limitarse para
casos en que las muestras sean resistentes a la lisis
0 cuya contaminacion con células necroéticas, estro-
males o de grasa pueda interferir con la interpretacion
de los resultados. La hemolisis osmética y lavado
antes de la incubacion con anticuerpos (bulk lysis) o
el enriquecimiento mediante gradientes de densidad
también puede emplearse cuando se buscan eventos
raros, como en la enfermedad medible residual.?'

De especial interés fue definir el tiempo 6ptimo para
el procesamiento de la muestra a fin de preservar la

viabilidad celular, el cual fue de hasta 48 horas después
del momento de la recoleccién. Si la muestra tiene que
ser transportada desde el lugar de la toma hasta el
laboratorio de procesamiento, debe mantenerse a tem-
peratura estable entre 16 y 25 °C. También se discutio
acerca del lavado del lavado, estabilizacion celular,
centrifugacion, anticoagulacién y transporte; las reco-
mendaciones generales se muestran en la Tabla 1.

Anticuerpos monoclonales para leucemias
agudas

En el consenso se concluy6 que la inmunofenotipi-
ficacion de leucemias agudas a través de paneles de
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anticuerpos esenciales deberia ser capaz de identifi-
car adecuadamente las células precursoras B de la
LLA, las células precursoras T de la LLA, la leucemia
mieloide aguda y la enfermedad medible residual.

Se recomendé enfaticamente el uso de paneles mul-
tiparamétricos que combinen al menos tres anticuerpos
monoclonales conjugados a diferentes fluorocromos.
Esta estrategia deberia permitir la identificacién del
linaje, etapas de maduracion o diferenciacién y la sub-
clasificaciéon de las leucemias agudas.

Se acentué que la adquisicion de muestras y el
andlisis de datos deben realizarse inmediatamente
después del proceso de incubacién con los anticuer-
pos fluorescentes, evitando asi la pérdida de viabilidad
celular, la internalizacion del anticuerpo y la disminucién
de la intensidad luminosa de los fluorocromos.

En los casos de LLA de células precursoras B, el
uso de anticuerpos anti-CD19 y anti-CD79a citoplas-
maticos se refrendd como el enfoque mas potente
para identificar el linaje de las células neoplasicas.
Para determinar su grado de diferenciacion se inclu-
yeron los anticuerpos anti-CD34, CD45, CD20 vy
CD38, mientras que para subclasificar la variante se
recomendo la investigacion de CD10, inmunoglobuli-
na de superficie y cadenas u citoplasmicas. Como
opcionales se mencionaron los anticuerpos anti-CD13
y anti-CD33 para evaluar la expresion de marcadores
aberrantes en los blastos leucémicos de origen linfoi-
de, asi como el anticuerpo anti-TdT, que brinda infor-
macién adicional sobre el grado de madurez de las
células leucémicas (Tabla 2).

Respecto a las leucemias linfobléasticas de células
T se aceptd que la demostracion del antigeno CD3
(citoplasmico y de superficie) y del CD7 era necesaria
para definir el linaje, mientras que CD34, CD45,
CD1d, TdT y CD99 son necesarios para establecer el
grado de diferenciacion (Tabla 2). Como opcionales
se indicaron los anticuerpos anti-CD2, CD4, CD5 y
CD8, asi como aquellos contra CD13 y CD33 para
demostrar aberraciones.

En la leucemia mieloide aguda se acordd que los
antigenos que definen el linaje son la mieloperoxidasa
citoplasmica, el antigeno CD13 y el CD117. La madu-
racion de este linaje se basa en la investigacién de
los antigenos HLA-DR, CD34 y CD45, mientras que
la subclasificacion requiere la investigacion de los
anticuerpos CD11b, CD15, CD56, CD64, CD71 vy
CD300. Como anticuerpos opcionales para comple-
mentar la subclasificacion de estos casos se indica-
ron aquellos contra CD14, CD36, CD61 y CD123
(Tabla 2).

Tabla 3. Nuevas entidades de interés clinico en leucemias agudas

LLAETP Presente Ausente Opcional
Ch2: CD1 CD5
CD3 superficie? CD8 CD11°
CD42 CD44
CD102 CDe65
CD13 CD117
CD33
CD34
CD56°
HLA-DR

LLA Ph-like Presente Ausente Opcional
CD19 CD4 CRLF2°
CD34 CD43
CD10 CD20
CD45

LLA = leucemia linfoblastica aguda, LLAT = leucemia linfoblastica aguda de
precursores T, LLA Ph-like = leucemia linfoblastica aguda con cromosoma Philadelphia
2Marcadores significativamente menos expresados en LLA-ETP que en una tipica LLA-T.
“Marcadores significativamente mas expresados en LLA-ETP que en una tipica LLA-T.
“Marcador expresado en al menos 50 % de los pacientes.

Se refrend6 que los casos que cumplen los criterios
de tincién en dos o mas linajes celulares se deben
definir como leucemias mixtas. La combinacion de
anticuerpos anti-CD79ca, CD3 y MPO fue muy reco-
mendada como panel basico para identificar a este
grupo de leucemias.

Nuevas entidades de interés clinico

Recientemente se ha reconocido la existencia de
una variante de leucemia aguda de precursores tem-
pranos de células T (ETP, early T-cell precursor). Esta
variante, de caracteristicas fenotipicas distintas a las
leucemias linfoblasticas de células T, es aparente-
mente de pronostico méas desfavorable y se especula
que puede resultar del arresto muy temprano en la
diferenciacién de las células del linaje T en el estadio
de precursores hematopoyéticos poco comprometi-
dos o que aun exhiben potencial mieloide.??

Otra variante de LLA de células B de alto riesgo y
mal pronostico es la denominada “Philadelphia chro-
mosome-like acute lymphoblastic leukemia”, que se
presenta en una quinta parte de los adultos, principal-
mente de origen hispanico y cuya identificacién opor-
tuna puede motivar decisiones terapéuticas.?® Con el
fin de iniciar el reconocimiento fenotipico y la
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prevalencia de estas dos variantes en nuestra region,
se sugiere el empleo de los anticuerpos enlistados en
la Tabla 3.

Interpretacion

Para las leucemias agudas se acord6 interpretar
como tales los casos que cumplan los criterios de
linaje cuando los blastos en médula 6sea representen
mas de 20 % de las células nucleadas de la muestra.
Se reiter6 la recomendaciéon de utilizar siempre la
frase “...fenotipo compatible con...”.

En el caso de las leucemias de precursores linfoi-
des B, la recomendacion es subclasificar en pro-B
(B-1), coman (B-11), pre-B (B-Ill) y B madura (B-IV), por
sus posibles implicaciones en el pronéstico y aborda-
jes terapéuticos. Las células B-1 solo expresan CD19
y CD79a, las células B-Il expresan ademas el antige-
no CD10; las B-Ill expresan cadenas m citoplasmicas
(usualmente junto con CD20 y después de perder el
CD10) y la B maduras exhiben inmunoglobulinas en
la superficiey el antigeno CD20.

Las leucemias agudas de células T, salvo por la
variante ETP-LLA, no ameritan ser subclasificadas.

En las leucemias mieloides se acord6 que si el caso
cumple con més de 20 % de blastos con dos marca-
dores de linaje mieloide entonces es compatible con
leucemia mieloide aguda; si ademés tiene expresion
de HLA-DR, CD64, CD11b, CD14 o CD300 es compa-
tible con diferenciacién monocitica; si expresa CD71
0 CD36 y CD105 o CD36 y CD123 es compatible con
diferenciacion eritroide; si expresa CD36 y CD61 es
compatible con diferenciacion megacariocitica y, final-
mente ante la ausencia o expresion tenue de CD14,
HLA-DR, CD15, CD34, CD117 el fenotipo puede inter-
pretarse como sugerente de leucemia promielocitica.

Se interpretaran como de linaje mixto, los casos que
sin duda alguna denoten coexpresion de dos marca-
dores de cada uno de los linajes involucrados.

Informe de resultados del fenotipo
inmunolégico de leucemia aguda

El resultado de este estudio debe contener como mi-
nimo necesario y suficiente las siguientes secciones:

1. Informacién demogréfica del paciente: nombre
completo, edad, sexo y procedencia.

2. Fecha y hora de la toma de muestra.

3. Tipo de muestra y calidad analitica de la misma.

4. Anticuerpos y nimero de parametros fluorescen-
tes empleados en el estudio.

5. Descripcion de los hallazgos. A manera de un
relato, describir las caracteristicas y fenotipo de
las células neoplasicas, asi como la proporcién
de células nucleadas (CD45%).

6. Interpretacion. Siguiendo las indicaciones antes
anotadas y empleando los siguientes términos:
a. Leucemia aguda de precursores B (I a IV).
b. Leucemia aguda de precursores T.

c. Leucemia mieloide aguda....
i. ...con diferenciacién monocitica
ii. ...con diferenciacion eritroide
iii. ...con diferenciacidn megacariocitica
d. Leucemia promielocitica.

7. Sugerencias. Relativas a estudios diagnosticos
adicionales, nunca a procedimientos terapéuticos.

8. Histogramas representativos de los hallazgos.
Estos seran de gran utilidad si la investigacion
de la enfermedad medible residual se realiza en
otro laboratorio.

9. Comentarios u observaciones.

Enfermedad medible residual

Es la poblacion neoplasica remanente posterior al
tratamiento de induccién a la remisién en las neopla-
sias hematoldgicas negativas a nivel citomorfolédgico.
La respuesta precoz al tratamiento de induccién es
uno de los factores pronésticos mas importantes en
pacientes afectados de leucemia aguda. Actualmente
se consigue la remision citolégica en una gran pro-
porcién de estos pacientes, sin embargo, un porcen-
taje importante recaera posteriormente. Es preciso
utilizar técnicas mas sensibles para medir la leucemia
residual y establecer un nuevo concepto de remision
completa.

Recomendaciones de consenso

a) Dada la importancia de detectar nimeros bajos
de células neoplasicas imbuidas en abundancia
de células normales, la viabilidad de la muestra
es crucial. Debe procesarse el estudio lo mas
pronto posible después de la obtencion de la
muestra y cuidar la estabilidad de la temperatura
(16 a 25 °C) de la muestra durante su transporte.

b) Realizar el estudio en aspirados de médula 6sea
0 sangre periférica.

¢) Concentrar o enriquecer el componente de célu-
las nucleadas de la muestra.
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d) De ser posible, cuando se trate de médula 6sea,
utilizar para la inmunofenotipificacion el primer
tubo de la toma de muestra.

e) Es altamente recomendable contar con el feno-
tipo de diagnéstico inicial del paciente y posible-
mente imagenes de citogramas representativos.

f) En la medida de lo posible, practicar el mismo
abordaje (combinaciones de anticuerpos y fluo-
rocromos, estrategias de seleccion o gating, ga-
nancias, etcétera) con el que mejor se discrimin6
a las células neoplasicas en el momento del
diagnostico.

g) Contar con un nimero minimo de 500 000 célu-
las nucleadas (CD45*) para establecer la fre-
cuencia de células neoplasicas en la muestra.

h) Reportar el inmunofenotipo de la enfermedad
medible residual, tomando en cuenta que el fe-
notipo de la clona leucémica que reemergio
como una EMR* puede tener un fenotipo diferen-
te con el que inicié el paciente. Lo anterior se
puede deber a la modulacidén antigénica por el
tratamiento, pero también puede ser indicativo de
la presencia de otra clona o neoplasia.

i) Informe de resultados. El informe debe contener
los mismos apartados que el informe del inmu-
nofenotipo al diagnéstico, pero la interpretacion
del estudio debe ser:

I. Positiva para enfermedad medible residual,
seguida de la cantidad en proporcion (%) de las
células nucleadas CD45*, asi como en su nimero
absoluto por microlitro. Esta estimacion se puede
realizar por medio de una o dos plataformas.

II. No detectable o por debajo del limite de de-
teccion, con lo que se evita emplear el concepto
de ausencia que solo depende del estado del
arte.

) En cualquier caso, ademas, debe reportarse el
limite inferior de deteccion para cada instrumen-
to, en cada laboratorio y en cada una de las tres
variantes mayores de leucemia aguda (de pre-
cursores B, T o mieloide).

Si bien hay cierta congruencia en la interpretacion
de la importancia de la deteccidn de enfermedad me-
dible residual en nifios con LLA en la que se ha des-
crito > 1 blasto/uL en los dias 33 y 83 del tratamiento,
que pronostica 100 % de recaidas, el laboratorio de
citometria de flujo debera limitarse a describir la can-
tidad numérica (si es medible) de células neoplasicas,
sin incursionar en lo concerniente a las decisiones del
médico tratante.

Como material suplementario se generaron suge-
rencias de paneles de anticuerpos para plataformas
de 6, 8 y 10 colores, que solo pretenden servir como
guias generales (Anexo 1).

Consideraciones finales

Por definicion, un consenso es un “acuerdo entre dos
0 mas partes”, es decir, una opinién aprobada por ma-
yoria, que no implica un consentimiento activo de cada
una, sino una aceptacion en el sentido de no-negacion.
Asi, las recomendaciones de consenso para la tipifica-
cion inmunolégica de las neoplasias hematologicas
solo reflejan las ideas en las que hay acuerdo de los
especialistas involucrados, pero no necesariamente
son del todo satisfactorias para todos sus signatarios.
A pesar de esta limitacién, las guias y recomendacio-
nes de consenso desempefian un papel decisivo en
facilitar la comunicacion y fortalecer la compatibilidad y
comparabilidad de la informacion derivada de los estu-
dios cuyas conclusiones se apoyan en el inmunofeno-
tipo por citometria de flujo. Dada la velocidad con que
aparecen nuevas especificidades CD y el vertiginoso
desarrollo de nuevas y mas poderosas capacidades
analiticas en la citometria de flujo, es esperable y de-
seable que se sigan organizando reuniones de consen-
so para actualizar estas guias. La comunidad de usua-
rios siempre apreciara dichos esfuerzos.
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Anexo 1

Sugerencias de construccion de

paneles

A continuacion, sugerencias de paneles de anticuer-
pos para plataformas de 6, 8 y 10 colores, que pretenden
servir como guias generales. Mayor informacion acerca
de los marcadores (clonas, disponibilidad) se describe
en la tabla “Relacion de marcadores propuestos”.

Inmunofenotipificacion de LLA de precursores B

Fluorocromo 10 colores 8 colores 6 colores
FITC Ig lg CD45
PE CD79%a CD79a CD79a
PE-Dazzle 594 CD10 — —
PerCP-Cy5.5 CD34 CD34 CD34
PE-Cy7 CD19 CD19 CD19
APC CD38 CD38 CD38
APC-R700 CD13 — —
APC-Cy7 CD20 CD20 CD20
Brilliant violet 421 TdT CD10 —
Pacific orange CD45 CD45 —
Inmunofenotipificacion de LLA de precursores T

Fluorocromo 10 colores 8 colores 6 colores
FITC Ccb7 CD7 CD7
PE CD99 CD99 CD3
PE-Dazzle 594 CD4 — CDh34
PerCP-Cy5.5 CD34 CD34 —
PE-Cy7 CD1a CD1a CD45
APC TdT TdT TdT
Alexa fluor 700 Cb2 — —
APC-Cy7 CD3 CD3 CD3
Brilliant violet 421 CD3 CD3 —
Pacific orange CD45 CD45 —

Inmunofenotipificaciéon de LMA, 10 colores

Fluorocromo T T2

FITC CDe4 CD15
PE CD71 CD16
PE-Dazzle 594 CD19 CD123
PE-Cy5 CcD117 CcD10
PE-Cy7 CD13 CD13
APC CD34 CD34
Alexa fluor 700 MPO CD38
APC-Cy7 CD11b CD33
Brilliant violet 421 HLA DR HLA DR
Pacific orange CD45 CD45
Inmunofenotipificacién de LMA, ocho colores

Fluorocromo T T2

FITC CD64 CD15
PE CD71 CD16
PE-Cy5 CD117 CD10
PE-Cy7 CD13 CD13
APC CD34 MPO
APC-Cy7 CD11b CD33
Brilliant violet 421 HLA DR HLA DR
Pacific orange CD45 CD45
Inmunofenotipificacion de LMA, seis colores

Fluorocromo T T2 T2

FITC CD64 CD15 CD71
PE HLA DR HLA DR HLA DR
PE-Cy5 CD117 CD10 CD11b
PE-Cy7 CD13 CD13 CD13
APC CD34 CD33 MPO
APC-Cy7 CD45 CD45 CD45
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Relacion de marcadores propuestos

Marcador Fluorocromo Clona Compaiiia Catalogo
CD1a PE-Cy7 HI149 BioLegend 300122
CDh2 Alexa fluor 700 TS1/8 BioLegend 309228
CcD3 APC-Cy7 SK7 BioLegend 344818
CD3 Pacific blue UCHTH BioLegend 300431
CD3 PE UCHTH BioLegend 300441
CD4 PE-Dazzle 594 SK3 BioLegend 344640
Ccbr FITC 4H9 eBioscience 11-0078-42
CD10 PE-Dazzle 594 HI10a BioLegend 312228
CcD10 Brilliant violet 421 HI10a BioLegend 312218
CD10 PE-Cy5 HI10a BioLegend 312206
CD11b APC-Cy7 ICRF44 BioLegend 301342
CD11b PE-Cy5 ICRF44 BioLegend 301308
CD13 APC-R700 WM15 BD Biosciences 565124
CD13 PE-Cy7 138 (Leu-M7) BD Biosciences 338425
CD15 FITC MMA BD Biosciences 340703
CD16 PE 3G8 BioLegend 980102
CD19 PE-Cy7 HIB19 BioLegend 302216
CD19 PE-Dazzle 594 SJ25-C1 BioLegend 363032
CD20 APC-Cy7 2H7 BioLegend 302314
CD33 APC P67.6 BioLegend 366606
CD33 APC-Cy7 P67.6 BioLegend 366614
CD34 PerCP-Cy5.5 8G12 BD Biosciences 347203
CD34 APC 8G12 (HPCA2) BD Biosciences 340441
CD38 Alexa fluor 700 HB-7 BioLegend 356624
CD38 APC HB-7 BioLegend 356606
CD45 APC-Cy7 HI30 BioLegend 304014
CD45 FITC HI30 BioLegend 304038
CD45 Pacific orange HI30 Thermo Fisher Scientific MHCD4530
CD45 PE-Cy7 HI30 BioLegend 304016
CDe4 FITC 10.1 BioLegend 305006
CD71 FITC M-A712 BD Biosciences 555536
CD71 PE M-A712 BD Biosciences 555537
CD79a PE HM&7 BD Biosciences 563777
CD99 PE 3B2/TA8 BioLegend 371306
CD117 PE-Cy5 104D2 BioLegend 313210
CD123 PE-Dazzle 594 6H6 BioLegend 306034
HLA DR Pacific blue 1243 BioLegend 980404
HLA DR PE L243 BioLegend 307606
Ig FITC Policlonal Thermo Fisher Scientific H17001
MPO Alexa fluor 700 2C7 Novus NB100-64803AF700
MPO APC 2C7 Novus NB100-64803APC
TdT Brilliant violet 421 41A BioLegend 368806
TdT APC A BioLegend 368808




