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Resumen

Obijetivo. Describir un protocolo estandarizado mediante citometria de flujo para cuantificar en términos absolutos y relativos distintas
subpoblaciones celulares de médula dsea normal y analizar la expresion de diferentes marcadores celulares especifiegsde linaje
reactividad est4 asociada a la diferenciacién celular para ser usado como parte del control de calidad de rutina eorilos dborat
citometriaMateriales y métodosEl andlisis inmunofenotipico de distintas subpoblaciones celulares se realizé en muestras de MO normal
empleando un panel de anticuerpos monoclonales y policlonales Utiles para la caracterizacion fenotipica de leucemigfaayedaserias
distintas, con un protocolo que combina marcaje celular de antigenos de membrana y de citoplasma. El andlisis de eqiiesiém se r
términos de intensidad media de fluorescencia. Para el calculo de recuentos absolutos se adicionaron esferas flucoesesttasidie c
conocidaResultadosEl panel de anticuerpos utilizado permitié la identificacion y cuantificacion de las distintas subpoblaciones leucocitarias
normales de origen linfoide y mieloide incluyendo células precursoras CD34+, y poblaciones celulares més diferenciadaitaduida
lineas granulocitica, monocitica y eritroide. Se establecieron los valores de referencia de las poblaciones celulayes gdasaaesion

de los diferentes marcadores celulares importantes como parte del control de calidad de rutina en los laboratoriosadgé aitclosan.

Los patrones inmunofenotipicos identificados y la determinacion de los valores absolutos y relativos de referenciatds |laataligtiones
leucocitarias normales en MO podran ser utilizados por los laboratorios de citometria como modelo para establecer paefeneticia de

en el andlisis fenotipico de neoplasias hematoldgicas.

Palabras clave:citometria de flujo multiparamétrica, inmunofenotipo, neoplasias hematolégicas, médula 6sea normal, valores de referencia,
control de calidad.

Abstract

Immunophenotypic analysis of normal cell samples from bone marrow: applications in quality control of cytometry laboratories.
Objective. To describe a standardized flow cytometry protocol for the relative and absolute quantification of hematopoietic ceditgrizpopul
from normal bone marrow, and to evaluate the expression of different lineage-specific cell markers with a reactivity assmdlated
differentiation to be used as part of the routine quality control in cytometry laboratteitesials and methods The immunophenotypical
analysis of different cell subpopulations was done with samples from normal bone marrow using a panel of monoclonal aatl polyclo
antibodies useful in the characterization of acute leukemias with four different fluorescences, by means of a protocoirtesicetim
labeling of membrane and cytoplasm antigens. Expression analysis was done in terms of mean fluorescence intensity (M€t Fluore
beads at a known concentration were added for calculating the absolute count ®esliés. The antibody panel used allowed the
identification and quantification of different normal leukocyte subpopulations of lymphatic and myeloid origin, includings@ibddells
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and more differentiated cell populations in the granulocytic, monocytic, and erythroid cell lines. We established refeesrfoe el
populations and cell marker expression ranges as part of routine quality control of cytometry lab@atuariesion. Immunophenotypic

patterns identified as well as absolute and relative reference values for the different normal leukocyte populationsframoloren be

used by cytometry laboratories as a basis for establishing reference parameters in phenotypic analyses of hematolagic neoplasia

Key words: multiparametric flow cytometry, immunophenotype, hematologic neoplasia, normal bone marrow, reference values, quality
control.

Resumo

Analise imunofenotipica de amostras de medula 6ssea normal: aplicagdes no controle de qualidade em laboratérios de citometria.
Objetivo. Descrever um protocolo padronizado por citometria de fluxo para quantificar em termos absolutos e relativos diferentes
subpopulacdes de células de medula 6ssea normal e analisar a expresséo de diferentes marcadores celulares de linfa@eja especific
reatividade é associada com a diferenciacéo celular para ser usado como parte do controle de qualidade de rotina negboratori
citometria de fluxoMateriais e métodos A anélise imunofenotipica das subpopulac¢des de células foi realizada em amostras de MO
normais utilizando um painel de anticorpos monoclonais e policlonais Uteis para a caracterizag¢éo fenotipica de leucemipatyoda e
fluorescéncias, com um protocolo que combina rotulagem celular de antigeno de membrana celular e de citoplasma. Aparébse de ex

foi realizada em termos de intensidade média de fluorescéncia. Para calcular a recontagem absoluta foram adicionacsesfatas fl

de concentracdo conhecitResultados O painel de anticorpos utilizado permitiu a identificagdo e quantificacdo das subpopulacdes de
leucécitos normais de origem linféide e mieldide incluindo as células precursoras CD34+, e populacdes de células maidadiferenci
incluidas nas linhas granulocitica, monocitica e eritride. Foram estabelecidos os valores de referéncia das populagdeoselular
intervalos de expressao dos diferentes marcadores celulares importantes como parte da rotina de controle de qualidad®memidabora
citometria.Concluséa Os padrdes imunofenotipicos identificados e a determinacao dos valores absolutos e relativos de referéncia das
diferentes populagBes de leucdcitos normais em MOM podem ser utilizados pelos laboratérios de citometria como um modelo para
estabelecer parAmetros de referencia na andlise fenotipica de neoplasias hematoldgicas.

Palavras-chavecitometria de fluxo multiparametro, imunofenétipo, neoplasias hematolégicas, medula 6ssea normal, valores de referéncia,
controle de qualidade.

Introduccioén normales mediante citometria de qujo_muItiparamétrica
(CMF), ha representado una herramienta fundamental
La hematopoyesis es un proceso complejo que tiene lugpara clasificar diferentes tipos de neoplasias derivadas
en la médula 6sea (MO), en donde una red de célulade estas células (3,7). En relacion con las leucemias agu-
estromales (nicho medular), citocinas y otros factores ddas y los sindromes mielodisplasicos (SMD), el estudio
crecimiento regulan la proliferacién y diferenciacién deinmunofenotipico mediante CMF, esta dirigido a la
células madre progenitoras dando lugar a los distintos tiidentificacidon de la linea celular implicada en el proceso
pos de células maduras circulantes en la sangre periféricade proliferacion clonal y el estadio madurativo de la
otros tejidos (eritrocitos, granulocitos, linfocitos monocitos misma, empleando diferentes paneles de marcadores cla-
y plaguetas) (1-6). La introduccién de anticuerposramente establecidos por grupos expertos en citometria
monoclonales en el estudio de la MO normal ha confirmaen el que se incluyen anticuerpos monoclonales y
do la gran heterogeneidad de los precursores hematopoygeliclonales dirigidos frente a antigenos con diferentes
ticos y de los linajes derivados a partir de estas célulagspecificidades para cada linea (3,6,8). De esta manera,
demostrando que los cambios morfoldgicos coexisten corl analisis de la expresion combinada de diferentes
distintos patrones de expresion inmunofenotipicos asoantigenos en los blastos leucémicos y en los diferentes
ciados a diferenciacion celular (3). linajes linfoides y mieloides, en comparacion con los
fenotipos de células normales en distintos estadios de
Alteraciones clonales en la hematopoyesis como consetiferenciacion es muy Util para clasificar inmunolégi-
cuencia de anormalidades genéticas recurrentes presetamente distintos tipos de leucemias y para el
tes en diferentes poblaciones celulares, pueden conduaieguimiento terapéutico de estos pacientes, permitiendo
al desarrollo de distintas patologias que cursan codiscriminar las células neoplasicas de las células
sobreproduccion de células hematopoyéticas (como lasormales incluso cuando estas estan presentes en
leucemias y linfomas), o con una produccion deficientefrecuencias muy bajas (9,10-13).
de las mismas (anemias y sindromes mielodisplasicos)
(2-4,6). En la actualidad las casas comerciales disponen de una
gran cantidad de anticuerpos que se emplean para el diag-
Desde el punto de vista diagnéstico, el analisisnéstico inmunofenotipico de neoplasias hematopoyéticas.
inmunofenotipico de las células hematopoyéticasDentro de los pardmetros de control de calidad en los
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laboratorios de citometria es indispensable optimizar cadBisgregacion de las muestras de MO

reactivo antes de su uso evaluando la intensidad de

fluorescencia de cada anticuerpo para asegurar que emitea muestra de rimado y/o meédula recolectada (volimen

la sefial esperada, asi como para excluir la aparicion dainimo requerido: 5ml), fue depositada en un mortero

interacciones no deseadas entre reactivos. Para llevarestéril, con PBS pH 7,2 + EDTA 2mM, para macerarla y

cabo este proceso es recomendable utilizar una muestra deshacer el material 6seo, y posteriormente filtrada con

sangre periférica normal o MO normal que contengagasa esteril para eliminar exceso de grasay espiculas de

poblaciones positivas y negativas para el anticuerpo dbueso que pudieran interferir en el marcaje mediante

interés (11). CMF. Después de realizar este proceso se obtuvieron
aproximadamente 3-5 mL de muestra total.

Dada la dificultad de tener patrones de referencia de

médulas normales, el objetivo del presente trabajo consistid . 3

en describir una metodologia adecuada para cuantificar ddlarcaje de antigenos de membranay

términos absolutos y relativos distintas subpoblacionegitoplasma mediante citometria de flujo

en MO normal y analizar la expresion de diferentes

marcadores asociados a diferenciacion. Esto con el fin dgara realizar el analisis inmunofenotipico de las distintas

establecer diferentes rangos de expresion para cadybpoblaciones celulares en las muestras de MO disgregadas

marcador y los valores de referencia de las diferente¥ filtradas, se emple6 un panel de anticuerpos monoclonales

poblaciones celulares, lo cual podria aplicarse para otrog Policlonales Utiles para la caracterizacion fenotipica de

laboratorios de citometria de flujo que realicen diagnésticdeucemias agudas y SMD (8) combinados en 4 fluorescencias
inmunofenotipico de neoplasias hematolégicas. distintas (Fluorocromos: FITC/PE/PERCPCY5.5/APC), con

un protocolo que combina marcaje celular de antigenos de
membrana y de citoplasniBapla 1). En los tubos a los que
se realizd exclusivamente el marcaje de antigenos de mem-

Materiales y métodos brana Tabla 2: tubos 4-9), a 100 ul de muestra de MO se le
adiciond la cantidad adecuada de anticuerpo conjugado

Recoleccion de muestras de médula 6sea con fluorocromoTabla 2) y se incub6 durante 15 minutos

(MO) atemperatura ambiente y en oscuridad. Una vez transcurrido

este tiempo, se adicioné 1 mL de solucion de lisis (FACS
Teniendo en cuenta la dificultad de obtener muestras dising solution-BDB) durante 10 minutos y se realizaron
MO normal, en el presente estudio se procesaron en totébs lavados con 2 mL de PBS, seguidos de centrifugacion
10 muestras de MO, de las cuales se seleccionaron 5 cgr 5 minutos a 2000 rpm.
viabilidad celular superior al 90% determinada mediante
tincion con 7-Actinomicina D (7-AAD BDB). Estas Para llevar a cabo el marcaje simultaneo de antigenos de
muestras provenian de pacientes sometidos a reemplaggembrana y citoplasmagbla 2: tubo 3), se empled el kit
de cadera en el Servicio de Ortopedia del Hospitade fijacion y permeabilizacion (InstraStain-Dako). En
Universitario San Ignacio (2 hombres y 3 mujeres), quienegrimer lugar se realizé el marcaje de antigenos de
de forma voluntaria donaron la muestra después de firmanembrana, seguido de incubacion con 100 uL de solucion
un formato de consentimiento informado aprobado por efijadora (Reactivo A) y posteriormente se adicion6 solucion
comité de ética de la Pontificia Universidad Javeriana. Logle permeabilizacion (Reactivo B) para la deteccion
pacientes fueron seleccionados de acuerdo a los siguientégnunoldgica de antigenos intracelulares permitiendo que
criterios de inclusion: Individuos mayores de 60 afios dda superficie celular continGe intacta en conjunto con el
edad (69 * 7; rango: 61-79 afios), sin enfermedadnticuerpo especifico del antigeno de citoplasma. Las
hematoldgica de base y no sometidos a tratamiento cofcubaciones en cada paso fueron realizadas durante 30
factores de crecimiento, o drogas quimioterapéuticasminutos a temperatura ambiente y en oscuridad, seguidas
citotdxicas/inmunosupresoras. En el procedimiento,de lavados con PBS. Como control de auto-fluorescencia,
después de la exposicion de la cavidad acetabular, con ¢ procesaron 2 tubos adicional€éabfa 2: tubos 1- 2),
uso delreamer se recolectd la muestra de rimado y/o Sometidos a los mismos tratamientos descritos para los
médula en un recipiente estéril. La muestra fue transferidtbos 3-9, a excepcion que a estos no se les adiciono
aun tubo con EDTA (0,2 ml EDTA: 1mlI MO) y transportada anticuerpo conjugado.
a temperatura ambiente y en oscuridad al laboratorio de

hematologia de la Facultad de Ciencias de la Pontifici&/na vez realizado el marcaje y comprobada la com-
Universidad Javeriana. pensacién y calibracion del citbmetro, a cada tubo se le
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Tabla 1. Anticuerpos monoclonales utilizados para el marcaje de subpoblaciones celulares en MO normal en
combinaciones de 4 fluorescencias distintas

CD Fluorocromo Clon Casa comercial Reactividad
CD11b PE M1/70 BDB Linea granulocitica: neutréfilo, eosindfilo,
basdfilo), monocitos, células dendriticas
mieloides
CD13 APC WM15 BDB Linaje mieloide (Precursores mieloides, Linea

granulocitica: neutrofilo, eosinéfilo, basdfilo),
monocitos, células dendriticas mieloides

CD14 PE M5E2 BDB Monocitos maduros
CD15 FITC MMA BDB Linea granulocitica: neutréfilos y eosindfilos
CD16 PE G022 BDB Receptor Fc gamma Il expresado en granulocitos,
células NK y macroéfagos.
CD33 PerCP B7.6 BDB Linaje mieloide
CD34 APC 8G12 BDB Células progenitoras hematopoyéticas
CD34 FITC 8G12 BDB
CD36 PE G155-228 Pharmingen Linea eritroide, monocitos, células dendriticas,
plaquetas
CD38 APC HB7 BDB
CD45 PercP 2D1 BDB Antigeno comun leucocitario
CD45 APC T29/33 DAKO
CD64 FITC MOPC21 BDB Linea granulocitica: neutréfilos y monocitos
CDh71 FITC LO1.1 BDB Precursores mieloides, Linea eritroide,
neutréfilos, monocitos
CD117 PE 104D2 BDB Precursores mieloides, mastocitos, promielocitos
CD123 PE 9F5 BDB Precursores mieloides, basoéfilos, células
dendriticas, monocitos
HLA-DR FITC L243(G46-6) BDB Células progenitoras hematopoyéticas,
monocitos, células dendriticas, linfocitos B
MPO PE HM47 Dako Linaje mieloide (Linea granulocito-neutrofilo,
monocitos)
TdT FITC 1S001 Dako Precursores linfoides

CD: cluster diferentiationFITC, isotiocianato de fluoresceina, PE, ficoeritrina, PerCP, peridinina clorofila proteina, APC, aloficocianina, BDB:
Becton Dickinson Bioscience.
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Tabla 2. Panel Inmunofenotipico utilizando 4 fluorescencias distintas y esferas fluorescentes.

Fluorocromo FITC PE PERCP APC Esferas
Cantidad por tubo 5uL 5uL 5uL 3uL 10uL
Tubo 1 SUpBLANCO SUpBLANCO SUpBLANCO SUpBLANCO +
Tubo 2 CitBLANCO CitBLANCO CitBLANCO CitBLANCO +
Tubo 3 nTdT cyMPO CD45 CD34 +
Tubo 4 CD34 CD11b CD45 CD34 +
Tubo 5 HLA-DR CD117 CD45 CD34 +
Tubo 6 CD64 CD14 CD45 CD38 +
Tubo 7 CD71 CD36 CD45 CD34 +
Tubo 8 CD15 CD16 CD33 CD45 +
Tubo 9 HLA-DR CD123 CD45 CD34 +

Sup: superficie, Cit: citoplasma, FITC, isotiocianato de fluoresceina, PE, ficoeritrina, PerCP, peridinina clorofila proteina,
APC, aloficocianina, n: antigeno nuclear, cy: antigeno citoplasmatico.

adicion6 10 uL de esferas fluorescentes (Cytocount-Dakolliferentes antigenos en las distintas subpoblaciones en
y las muestras se adquirieron en el citbmetro de flujdérminos de intensidad media de fluorescencia (MFI).
FACSCalibur BDB. Se adquirieron 100,000 eventos

totales y se realizd un “gate” de 1,000,000 de evento®ara calcular el nimero absoluto de cada subpoblacion
CD34+ y en el caso de mastocitos CD117++ debido a saelular en cada tubo realizado, se aplico la siguiente formula
baja frecuencia. (112):

5 . O ses . .
Para llevar a cabo la compensacion del equipo se empleg—7'céiulasengate , #microesjerasafiadidaspor tubo(a)

una muestra de sangre periférica normal marcada con |
siguientes combinaciones de anticuerpos monoclonaleg f,.rordeconversion(c)=célulasluL. |

en cuatro fluorescencias distintas: CD3FITC/CD4PE/

CD~3PERCP/CD8APC..Posterlo_rmente, se ajustaron l1ag,,qe: 5 es el nimero total de microesferas afiadidas al
sefiales de fluorescencia y voltajes de cada detector (FL'ilL/Jbo que se calcula de la siguiente forma: volimen de

FL-2,FL-3yFL-4) conel ﬁn de asegurar la dlscrlmlpauon microesferas afiadidas al tubo (ej. 20 ul) x concentracion
ad‘?cua‘.’f”‘ entre Ia; sefiales po§|t|vas y negau.vas. Lf& microesferas (microesferas/ul) (este dato lo provee el
calibracion del equipo se.reghzo emple.anc_jo m'CroesTabricante)b es el volumen total de la muestra de MO en el
ferasfluoregcentes (Ca!lbrlte BDB) siguiendo las o mento de su obtencidncgycorresponde al factor de
recomendaciones del fabricante. correccién que seraigual al volumen de la muestra una vez
disgregada y concentrada (ej., 5000 ul) dividido por el
P volumen de la muestra concentrada utilizada para el
Analisis de resultados marcaje en cada tubo (ej. 100ul). Asi, en el protocolo

o i descrito el factor de correccion sera: 5000ul/100ul= 50.
El analisis de los datos se llevo a cabo con el programa

informatico Paint-A-Gate BDB, seleccionando las célulaspara el anlisis estadistico de los datos, se realizé un anélisis
de interés por su expresion de marcadores especificos @@scriptivo, determinando para las variables cuantitativas:
linea y su granularidad, asi como una seleccion dual pafedia, mediana, desviacién estandar y para las variables
medio de CD45 versus granularidad (SSadyra 1). En  cualitativas las frecuencias absolutas y relativas,
este analisis se evaluaron las siguientes variablessmpleando el paquete estadistico SPSS versién 15 y se
frecuencia de las distintas subpoblaciones celulares egplico el test de Mann Whitney. Se consideraron como
términos absolutos y relativos y la expresion de losdiferencias significativas cuando p<0,005.

€6
<,j@fr‘microesferasengate volumendemuestra(ul)(b)
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Figura 1. Ejemplo de andlisis de esferas en una muestra de MO (eventos de color negro en los paneles Ay B) para estimal
un recuento absoluto por unidad de volumen de MO. En el panel A se representa la congtigidadt{e-SSC-) y y

el tamafnofprward scatte—FSC-). El andlisis se inicia realizando una seleccidn de las esferas en FSC vs SSC (Regién 1:
panel A). El panel B muestra la region de esferas (R1) en relacion con la expresion de CD45 de las diferentes subpoblacione!
celulares de MO. Los paneles C-E muestran la intensidad de fluorescencia de las esferas para los canales FL-1 (FITC), FL:
2 (PE)y FL-3 (PercP).

Resultados dispersion de la luz e intensidad de fluorescencia de
marcadores de linaje linfoide y mieloide en las distintas
poblaciones leucocitarias de MO normal de 5 individuos

Distribucion de las diferentes subpoblaciones diferentes.

celulares de MO normal . . . _ . _
Al investigar las posibles diferencias existentes entre los

En la tabla 3 se muestran los valores absolutos y relativamarcadores inmunofenotipicos expresados en las células

de las poblaciones leucocitarias de MO normal de Hrecursoras CD34+ de origen linfoide y mieloide,

individuos diferentes. observamos que a pesar de no encontrar diferencias
estadisticamente significativas, las células CD34+ de
origen mieloide se caracterizan por una expresion mas

Caracteristicas de dispersion de luz e elevada de CD34, CD45, y HLA-DR en conjunto con
inmunofenotipo de las diferentes valores superiores de tamafio y granularifEabla 4;
subpoblaciones celulares de MO normal Figura 2).

En las tablas 4-10 se muestran los valores promedidn relacion a la linea granulocitica, observamos tal como
desviacién estandar y rangos para las caracteristicas @sta reportado en la literatura (4) que los neutréfilos se
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Tabla 3. Valores normales (relativos y absolutos) de subpoblaciones celulares de MO.

Subpoblacion celular Porcentaje de la celularidad Total Numero absoluto (células/uL)
Media £ DS Rango Media £ DS Rango
Células CD34 totales 1,5+0,7 0,7-2,5 117492 14-245
CD34+ linfoides 0,240,2 0,1-0,6 12+14 2-37
CD34+ mieloides 1,4+0,5 0,6-1,9 102+91 12-235
Linea granulocitica total 5619 42-64 3486+3138 685-8151
Promielocitos 1,3£1,1 0,7-2,1 108+77 5-204
Mielocitos 9+2 6-11.6 800+622 92-1538
Metamielocitos 22111 14-42 1589+1102 227-2895
Neutrofilos 309 22-46 227241533 311-4201
Eosindfilos 3,611 2-5 150+109 2-309
Basofilos 0,2+0,2 0,1-0,7 13+7 5-22
Mastocitos 0,01 +0,006 0,01-0,02 8,5+11 1-28
Promonocitos 0,7+0,2 0,5-0,1 49+27 2-72
Monocitos 4+1 3-5 323-225 40-603
Células dendriticas derivadas 0,3+0,007 0,3-0,4 3+1,7 2-5
de monocito
Células dendriticas 0,3+0,08 0,2-0,4 37+23 3-70
plasmocitoides
Serie roja 17+10 8-34 12861706 146-1870

Resultados expresados como media +1 desviacion estandar (DS).

Tabla 4. Precursores CD34+: andlisis de intensidad media de fluorescencia de complejidad interna y marcadores
de linaje linfoide y mieloide.

Parametro Precursores linfoides CD34+ Precursores mieloides CD34+ Valor de P
Media DS Rango Media + DS Rango

FSC 418+196 206-630 608+136 378-316 NS

SSC 201+88 125-300 324+329 282-373

CD45 1743 13-21 3315 15-53

CD34 1654139 30-325 278+92 147-375

HLA-DR 203+21 188-218 572+155 396-729

TdT 18581 96-290 NE NE

MPO NE NE 306+318 22-256

CD117 NE NE 153156 111-218

CD123 NE NE 35+12 27-50

CD13 NE NE 163 12-19

Resultados expresados como media +1 desviacion estandar (DS), NE: marcador fenotipico no expresado en esta lineashi&merdstadi
significativo (p>0,05), FSCForward scatter SSC:side scatter
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caracterizan por presentar una expresion significativamentienotipicos en relacién a la expresion de CD71, una
mas elevada de CD45 y CD11b respecto a los promielocproporciéon (aproximadamente el 40% de los precursores
tos, mielocitos y metamielocitos y son mas complejoseritroides) son CD71+ (corresponden fenotipicamente
(granularidad —SSC-) respecto a los metamielocitos. Paegun la literatura a proeritroblastos) (2) y el 60% restante
otra parte, los promielocitos muestran niveles elevados deon CD71+ débil correspondiendo a eritroblastos (2)
CD13 y corresponden a la Unica subpoblacién celulafTabla 9; Figura 5).

dentro de este linaje con expresién de CD117 (tabla 5;

figura 3). Ademas la linea granulocitica mostr6 expresiong:y |3 tabla 10 se presenta el analisis de intensidad media de
para los marcadores CD15, CD16, MPO, CD33 y CD71fjyorescencia de los marcadores HLA-DR, CD45 y CD123
marcadores expresados principalmente desde el estadi, |as células dendriticas plasmacitoides, en las que se
madurativo de promielocitar@bla 6) (2). observan niveles elevados de expresién de HLA-DR y

. » ] ~ CD123 caracteristicos de estas célukigyra 6), (6).
En la linea monocitica se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en la expresién de Io]sEI analisis de intensidad media de fluorescencia de
marcadores CD45, CD13, CD11b, y CD14 en los L o
y marcadores fenotipicos expresados en baséfilos es

monocitos respecto a promonocitdslfla 7; Figura 4). 3 .
P P ¢ g ) jgesentado en latabla 11. Estas células se caracterizan por

Por otra parte en la tabla 8 se presentan los niveles !
expresion de CD45, CD15, CD33 y CD16 en las célula a co-expresion de los marcadores CD45+, CD13+, CD11b+
CD123+ Figura 6).

dendriticas derivadas del monocito. Estas células muestrah

niveles superiores de expresion del antigeno CD45 respecto
a la observada en monocitos (p=0,008). El analisis de la complejidad interna y la expresion de los

marcadores CD45 y CD117 en mastocitos son presentados
Por otra parte, el anlisis de los precursores eritroides most@# 1a tabla 12. Estas células muestran alta intensidad de
pérdida de expresion del marcador CD45, con expresiokD117 con expresion de CD45 y negatividad para CD34
de CD36 Tabla 9). Ademas se identifican dos subgrupos (Figura 7).

Tabla 5. Linea granulocito-neutréfilo: andlisis de intensidad media de fluorescencia de complejidad interna'y
marcadores de linaje mieloide.

Parametro Linea Promielocito Mielocito Metamielocito Neutrdfilo Valorde P
granulocitica total
MediatDS Rango MediatDS Rango MediatDS Rango MediatDS Rango MediatDS  Rango

FSC 67166  614-780  723+73 645826 800#622 92-1538  659+71  600-764 642469  574-754 NS

SSC 699+18 671-717  551+279 65-744 693+64 595-752  599+221  203-711 715+4 712-722,008

CD45 43+15 30-70 33+34 23-42 35+10 22-50 3449 2750 57+19 39-88 <0,05
*

CD13 1848 10-32 59+17 35-78 8,642 6-12 5+0,9 46 2617 15-58 <0,05
*k

CD11b 12494537  554-1957 288 1540 32,4493 17-41  592+715 81432  2094+712 999-2858 0,008
Fokk

CD117 NE NE 1374316  111-163 NE NE NE NE NE NE NA

Resultados expresados como media + 1 desviacion estandar (DS), NE: marcador fenotipico no expresado en est
estadio madurativo, NS: no estadisticamente significativo (p>0,05),FeB®@ard scatter SSC:side scatter+p<0,05

al comparar metamielocitos vs neutrofilos, *p<0,05 al comparar neutrdfilos vs los demas estadios madurativos, ***p<0,05
al comparar promielocitos vs los demas estadios madurativos, ***p<0,05 al comparar neutréfilos vs vs los demas
estadios madurativos.
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Tabla 6. Linea granulocito-neutrdfilo: analisis de intensidad media de fluorescencia de otros marcadores de
linaje mieloide.

Parametro Linea granulocitica total

Media + DS Rango
CD15 14014369 873-1734
CD33 2312 22-25
CD16 2131261 28-398
MPO 1424+1105 330-2527
CD64 44+12 29-57
CDh71 2551196 43-481

Resultados expresados como media + 1 desviacién estandar (DS).

Tabla 7: Linaje Monocitico: analisis de intensidad media de fluorescencia y marcadores de linaje monocitico

Promonaocito Monocito
Parametro Media £ DS Rango Media £ DS Rango Valor de P
FSC 581+107 434-734 564+225 390-562 NS
SSC 528182 398-609 470492 327-562 NS
HLA-DR NE NE 5571427 138-1248 NA

CD45 46127 18-82 131440 87-180 0,008
CD14 12+4 9-19 15324856 1021-1050 0,008
CD64 118-+34 92-178 112432 88-168 NS
CD11b 32+17 9-49 1234+776 119-1819 0,029
CD13 14+4 8-18 31-+9 20-41 0,029
CD15 NE NE 63+43 27-122 NA
MPO NE NE 338+-282 42-406 NA
CD33 NE NE 54+-8 45-65 NA
CD123 NE NE 58+40 27-126 NA
CD16 NE NE 42+24 16-73 NA

Resultados expresados como media + 1 desviacion estandar (DS), NA: no analizado, NE: marcador fenotipico no evaluado
en cada subpoblacién debido a su expresion simultdnea en los dos estadios madurativos, NS: no estadisticamente
significativo (p>0,05), FSCForward scattey SSC:side scatter.
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Tabla 8: Células dendriticas derivadas de monocito: analisis de intensidad media de fluorescencia
de marcadores mieloides

Parametro Célula dendritica derivada del Monocito

Media + DS Rango

FSC 766+163 581-890

SSC 493432 465-513

CD45 514+206 369-751

CD15 129423 113-146
CD33 35+16 24-47

CD16 226+39 189-254

Resultados expresados como media = 1 desviacion estandar (DEpM&BE] scattey SSCiside scatter

Tabla 9. Linea eritroide: analisis de intensidad media de fluorescencia de marcadores asociados a este linaje.

Linea Eritroide

Parametro Media + DS Rango
FSC 224+75 180-357
SSC 162436 120-200

CD45 4+3 2-10
CD71+ 1249+1388 681-1640

CD71 débil 22+7 12-128

CD36 78+59 30-173

Resultados expresados como media = 1 desviacién estandar (DS).

Tabla 10. Andlisis de intensidad media de fluorescencia de marcadores fenotipicos en
células dendriticas plasmacitoides.

Células dendriticas plasmacitoides

Parametro Media + DS Rango
FSC 420+110 350-615
SSC 292+38 248-331

HLA-DR 8271291 530-1273
CD45 68+36 29-110
CD123 1463+293 1123-1911

Resultados expresados como media + 1 desviacion estandar (DS)
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Figura 2. Andlisis fenotipico de precursores hematopoyéticos CD34+ utilizando un marcaje con cuatro fluorescencias.
Panel A: Analisis de la complejidadide scatter-SSC-) y el tamafddrward scatter—FSC-). Panel B: Expresion de

CD45. Panel C: Expresion de HLA-DR y CD117. Paneles D y E: Seleccion de los eventos CD34+ y posterior analisis de
la expresion de MPO y TdT (Panel F). Precursores linfoides (eventos de color azul): bajo FSC/SSC, CD45+ débil, CD117-
, HLA-DR+, CD34+, TdT+, MPO-. Precursores mieloides (eventos de color negro): FSC/SSC intermedio, CD45+ débil,
CD117+, HLA-DR+, CD34+, TdT-, MPO+.
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Figura 3. Analisis fenotipico de la linea granulocitica. Seleccion de la linea granulocitica por la comsajeladgtter

—SSC-) y el tamafiddrward scatter-FSC-) (Region R1, panel A). Posteriormente se realiza una segunda seleccién segun

la intensidad de fluorescencia para el marcador CD45 (Panel B). Las distintas subpoblaciones celulares se diferencian por
su expresion de CD13 y CD11b: poblacion de promielocitos CD13++/CD11b- (eventos azul oscuro), poblacion de
mielocitos CD13-/+/CD11b- (eventos azul claro), poblacion de metamielocitos CD13-/CD11b+ (eventos de color negro)

y poblacion de neutrdfilos CD13++/CD11b++ (eventos violeta).
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DR-, CD123+y de células dendriticas plasmacitoides (eventos de color verde, paneles A-C): FSC/SSC bajo, CD45+, HLA-
DR+, CD123++.

Tabla 11. Andlisis de intensidad media de fluorescencia de marcadores fenotipicos en basofilos.

Parametro Basofilos
Media £ DS Rango
FSC 345157 281-431
SSC 2781321 246-331
CD45 1844257 48-643
CD123 6161244 404-1036
CD11b 438+73 386-490
CD13 41+34 17-65

Resultados expresados como media + 1 desviaciéon estandar (DS).

Tabla 12. Andlisis de intensidad media de fluorescencia de marcadores fenotipicos en mastocitos.

Parametro Mastocitos
Media+ DS Rango
FSC 660+111 481-752
SSC 641455 581-728
CD45 3474589 47-1400
CD117 39894863 3379-4600

Resultados expresados como media + 1 desviacion estandar (DS).
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Discusion En cuanto el manejo de muestras en CMF, se ha descrito
gran variabilidad en los resultados en relacion con el tipo
Las leucemias agudas (LA) y los SMD son hemopatiagle anticoagulante empleado en el momento de obtencién
malignas de caracteristicas clinicas, biol6gicas y evolutide la muestra (heparina vs EDTA), con las condiciones de
vasmuy heterogéneas (1, 2). Desde el punto de vist&ansporte y almacenamiento de las mismas, y en la fase
clinico-bioldgico, se ha avanzado notablemente en la idenanalitica con el proceso de fijacién y lisis de las muestras,
tificacion y caracterizacién molecular de estas enfermedavariables que en conjunto tienen un impacto directo en la
des (3). En la actualidad, los criterios empleados para lmterpretacion de los resultados (14). Por esta razén es
clasificacion diagnostica de los pacientes con LA y SMDfundamental establecer los valores de referencia en muestras
se fundamentan entre otras estrategias diagndsticas enrglrmales para los distintos marcadores empleados en los
analisis inmunofenotipico de las distintas subpoblacionepaneles inmunofenotipicos de cada laboratorio de
celulares presentes en el tejido afectado (principalmenteitometria para reducir la variabilidad a la hora de
MO), estableciendo la linea celular, su estadio madurativinterpretar el fenotipo de células anormales en LMA'y SMD.

y las aberraciones fenotipicas presentes en las células

neoplasicas (4-6,8,14). Por otra parte, el andlisis inmunofe=n el presente trabajo se describe el procesamiento técnico
notipico de células normales de MO mediante CMFde las muestras de MO, marcaje en cuatro fluorescencias
multiparamétrica es una herramienta de gran utilidad pardistintas que puede ser aplicado a un mayor niumero de
la identificacién de los fenotipos aberrantes en célulagombinaciones de anticuerpos en distintas fluorescencias
hematopoyéticas malignas con implicacién directa en e(> cuatro), lectura (adquisicion en el citdmetro de flujo),
pronéstico, tratamiento y seguimiento de la enfermedanalisis de datos y los valores absolutos y relativos de las
(3,7,14-15). diferentes subpoblaciones por medio de la adicién de
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esferas para la realizacién de estos recuentos, en conjuntdos neutréfilos CD13+/CD11b++ (4). Otros marcadores
con los valores promedio y rangos de intensidad media dexpresados en esta linea desde el estadio de promielocito
fluorescencia para cada uno de los marcadores fenotipice®n MPO, CD15, CD33, y CD16 los cuales se mantienen
evaluados. Los diferentes paneles de anticuerpobasta el estadio de neutréfilo maduro (4).
conjugados con diversos fluorocromos y las técnicas de
marcaje de antigenos localizados a nivel de la membrarfal linaje monocitico proviene del progenitor mieloide
celular como de citoplasma empleadas en el andlisis, hanD34+/CD117+, y a medida que ocurre la diferenciacion
sido previamente seleccionados, titulados y estandarizad@s promonocito y monocito se observan variaciones
en la unidad de citometria. fenotipicas que incluyen aumento en la expresion de CD45,
CD64 y CD33, disminucion de los niveles de expresion de
En relacion con lo descrito en la literatura, diferentesCD15 y adquisicion del marcador CD14 en monocitos.
estudios han establecido la secuencia de expresién de &or otra parte, las células dendriticas derivadas de monocito
gran niumero de antigenos a lo largo de los distintos estadiexpresan altos niveles de CD16 (4).
madurativos de las células de linaje mieloide y linfoide
(3). Asi, se ha establecido que en MO los precursorekas células de linaje eritroide se caracterizan fenotipica-
hematopoyéticos CD34+ muestran estadios madurativogiente por la pérdida secuencial del marcador CD45, des-
bien definidos como son los precursores linfoides y logde los proeritroblastos hasta el eritrocito maduro (4).
precursores mieloides (6). Los precursores linfoides BAdicionalmente, durante la diferenciacion a eritrocito es-
CD34+/CD19+ muestran ademas positividad nuclear partéas células adquieren en su superficie el receptor de
la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT), transferrina CD71 en conjunto con el CD235a (glicoforina
expresion débil de CD45 y CD22, expresion citoplasmatica®), hasta que el eritrocito maduro pierde el CD71 conser-
(cy) de CD79ay reactividad fuerte para CD10 y HLA-DR vando el marcador CD235a (4).
entre otros marcadores (3,4,16,17). Por otra parte, los
precursores que daran origen al linaje mieloide muestrahas células dendriticas (DCs) pueden diferenciarse a par-
expresion débil de CD45 pero en conjunto con lostir de un progenitor mieloide CD34+ (la gran mayoria), o
marcadores CD117, CD123, HLA-DR, CD38, CD71y CD13a partir de un precursor linfoide (DCs plasmacitoides). En
con expresion parcial de CD15 y de mieloperoxidasda actualidad diferentes estudios han ampliado la infor-
(MPO) a nivel citoplasmético (4,4,6). macion disponible en relaciéon con las diferencias
inmunofenotipicas entre las distintas subpoblaciones de
Cuando la célula CD34+ de origen mieloide inicia laDCs de MO estableciendo que las DCs mieloides son
maduracién hacia la linea granulocitica, monocitica yCD11c**/CD33**/CD16/CD123, las DCs derivadas
eritroide, va perdiendo progresivamente la molécula CD34lel monocito son CD116CD33"/CD16/CD123,
en su superficie e incrementa los niveles de expresion daientras que las DCs plasmocitoides son CO/CI233
CD45, CD13, CD33, disminuyendo la reactividad para”*/CD16/CD123*. En conjunto estas células muestran
CD117 (4,6) y a medida que estas células se compromet@xpresion intensa de HLA-DR con positividad variable
hacia estos linajes van expresando de forma dinamicpara marcadores mielomonociticos, moléculas de adhe-
marcadores especificos de los mismos. Precisamente glbn (CD11a, CD18), receptores para complemento (CD21,
incremento en los niveles de expresion de MPO se asocfaD35, CD23 y receptores de quemoquinas (CXCR4,
con la maduracién hacia neutréfilo, la adquisicion de CD64CXCR3) entre otros (18;19).
y/6 CD14 se observa en la diferenciacion hacia linea
monocitica, y la pérdida de expresion de CD45, en conjuntb0s mastocitos corresponden a otra subpoblacion celular
con la fuerte positividad para CD71 y la adquisicion dederivada de precursores mieloides CD34+/CD117+/
glicoforina A (CD235a) y CD36 definen la maduracion CD13+, con una baja frecuencia reportada a nivel de MO
hacia el linaje eritroide (4,6). normal tal como lo observamos en el presente estudio .
Diferentes estudios han mostrado que los mastocitos
Se han descrito diferentes combinaciones de anticuerp@xpresan dos marcadores fenotipicos con alta intensidad:
para evaluar la maduracién hacia neutrdfilo, incluyendcel antigeno CD117 y el receptor Fc de la IgE (FceRl), (21).
marcadores como CD11b y CD16 y la combinacion deSin embargo, estas moléculas no son especificas de este
CD13y CD11b (3,4). En el presente trabajo la maduraciéisubgrupo celular, ya que el CD117 es positivo en
desde promielocito hasta neutréfilo se evalué empleandprogenitores mieloides de MO y en células de origen no
la combinacién CD13/CD11b, donde los promielocitoshematopoyeético (p.ej. melanocitos) y el FceRI es ademas
son caracteristicamente CD13++/CD11b-, los mielocitogositivo en basofilos (13, 21). Otras moléculas expresadas
CD13+ débil/CD11b-, los metamielocitos CD13-/CD11b+ en mastocitos son CD45, CD71, CD44, CD13, CD11b, y
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CD40 entre otros (21). Adicionalmente, los basofilos queEn el presente estudio, la determinacion de los valores

también constituyen una poblacion de baja frecuenciabsolutos y relativos y los resultados del inmunofenotipo,

(0,2%+0,2% de la celularidad total), se pueden distinguipermitieron la identificacion de las distintas poblaciones

fenotipicamente por la expresién de CD123 en ausencigucocitarias normales en MO incluyendo poblaciones que

de HLA-DR, y expresion de otros marcadores de linajese encuentran en muy baja frecuencia (p.ej. mastocitos,

mieloide como CD13y CD11b(6), tal como lo reportamosbasdfilos, células dendriticas y células stem hematopoyé-

en el presente estudio. ticas). Estos resultados podran ser utilizados por los labo-
ratorios de Citometria como modelo para establecer

Por otra parte, la caracterizacion inmunofenotipica de los SMparametros de referencia en el andlisis fenotipico de LMA

y las LMA por CMF es de gran utilidad en la identificacion y y SMD y como parte del control de calidad de rutina que se

recuento de blastos (3,14) y en la evaluacion de fenotiposebe aplicar en estos laboratorios.

aberrantes que incluyen asincronismos madurativos, infide-

lidad de linaje, y sobre-expresion e infra-expresion antigénica

(3). Fenotipos altamente asociados con la presencia de andqgradecimientos

malias genéticas recurrentes asociadas a estas entidades (22),

(ej. -t(15;17) en leucemia promielocitica aguda con promietos autores agradecen al Servicio de Ortopedia Hospital

locitos aberrantes CD15-A#, CD33++; inv(16)/t(16;16) Universitario San Ignacio.

relacionada con expresion fuerte de MPO, CD2%+ pre-

sencia de monocitos aberrantes; y los casos con t(8;21) ¢

expresion de CD19 y CD56, mientras que los casos con ano-

malias a nivel de 11923 se asocian a fenotipo CD56+, 7,1-/&g4e estudio fue financiado por el Hospital Universitario

CD2-/+ y CD19-/+ débil (3). Ademas, se observan patroneg - Ignacio.

alterados de tamafio y complejidad y alteraciones en la distri-

buciéon numeérica de los mieloblastos, linfoblastos y otras

subpoblaciones celulares (3,14). Conflicto de intereses

Inanciacion

Dentro de las aberraciones fenotipicas reportadas elos autores declaran que no existen conflictos de intereses
mieloblastos de SMD se incluyen variaciones en la intensirelacionados con este trabajo.
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