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1. RESUMEN

La citometria de flujo ha evolucionado de forma importante en Colombia durante la Gltima década,
empledndose en gran medida en el diagnéstico y seguimiento de pacientes con neoplasias
hematologicas y tumores soélidos. Desde el afio 2008 en la Facultad de Ciencias de la Pontificia
Universidad Javeriana y posteriormente en el Hospital Universitario San Ignacio se empezé a
implementar esta herramienta en muestras de tejidos especiales distintas a médula 6sea y sangre
periférica, que debian ser estabilizadas con “Transfix” para asegurar la calidad de las mismas. Esta
implementaciéon ha contribuido de manera relevante en la mejor clasificacién, seguimiento y
diagndstico de diversos tipos de tumores que tienen la capacidad de hacer migracién y/o metastasis
a distancia o para detectarlos en su tejido de origen. En el presente trabajo reportamos el protocolo
de marcaje y los resultados de 916 muestras especiales que incluyen liquido cefalorraquideo (LCR),
lavado broncoalveolar, liquido pleural, liquido ascitico, liquido Pericéardico y biopsias de tejidos
sélidos que se evaluaron en el servicio de citometria de estas dos instituciones para apoyar la
clasificacion y la deteccion de infiltracion tumoral o no de leucemias agudas y crénicas, Sindromes
Mielodisplasicos, linfomas, mieloma, linfoma de Hodgkin, procesos infecciosos, autoinmunes,
inmunodeficiencias y tumores soélidos entre otros. De forma relevante, la mayoria de muestras
especiales enviadas por los Hemato-Oncologos correspondieron a LCR para el seguimiento de
pacientes con leucemia linfoide aguda B. En general observamos en este analisis que la
implementacién de esta herramienta ha teniendo un crecimiento exponencial aportando informacion
muy util desde el punto de vista de diagnéstico y seguimiento de los pacientes y ademas muy
importante en la toma de decisiones terapéuticas que impactan sin duda en el pronéstico de la
enfermedad. Adicionalmente se demuestra que la CMF es muy sensible ya que detecta cantidades
minimas de células tumorales y/o normales en los tejidos evaluados. Este trabajo representa el

primer reporte en el pais de implementacion de la CMF en muestras estabilizadas.

2. INTRODUCCION

La citometria de flujo (CMF) representa una herramienta diagnéstica fundamental para el diagnéstico
y seguimiento de pacientes con diversos tipos de enfermedades como neoplasias hematolégicas,
tumores sdlidos, enfermedades infecciosas e inmunodeficiencias, entre otras. Una de las muchas
ventajas de la CMF es que se puede realizar en diferentes tipos de muestras biolégicas que incluyen
médula ésea (MO), sangre periférica (SP), aféresis, cordon umbilical, biopsias de tejido y liquidos
corporales, etc (1-5). A partir del afio 2008 en el Servicio de Citometria de la Facultad de Ciencias
de la Pontifica Universidad Javeriana se empez6 a implementar el estudio de muestras especiales
mediante CMF, posteriormente el servicio se trasladé al Hospital Universitario San Ignacio donde
este proceso ha tenido continuidad y en la actualidad se evaltan muestras de liquidos corporales de

pacientes pediatricos y adultos con diversas enfermedades que requieren una correcta clasificacion;




adicionalmente el servicio es prestado a diversas instituciones del pais debido a que en general
existe poca experiencia y entrenamiento en este tipo de andlisis. Esta implementaciéon ha
representado un avance importante para el pais en el diagndstico y seguimiento de los pacientes
que padecen alguno de los trastornos antes mencionados. Hasta la fecha, no se habian
documentado los resultados de esta implementacion lo que permite describir los protocolos de
procesamiento de las muestras, las estrategias de analisis y los tipos de tumores o condiciones

patolégicas donde se requiere evaluacién de estas muestras.

3. FORMULACION Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Desde su aparicién, la CMF ha sufrido un importante desarrollo debido en gran medida a que por su
caracter multidisciplinario se ha beneficiado de los avances ocurridos en los Ultimos afios en campos
diversos como la informatica, la produccién de nuevas clonas anticuerpos monoclonales, la gran
disponibilidad de nuevos fluorocromos, la estandarizacion de los procesos de tincion de las muestras,
la electronica, la éptica y la tecnologia laser (1). Asi, esta tecnologia en un principio sofisticada y
restringida a laboratorios de investigacion bésica ha pasado a estar presente en los Ultimos afios en
la rutina de muchos laboratorios clinicos de gran complejidad. En la actualidad, la CMF es una
herramienta de alta especificidad y sensibilidad indispensable en el analisis de diferentes muestras
biolégicas de pacientes en el momento del diagndstico y en el seguimiento de enfermedades
oncologicas y otras que incluyen inmunodeficiencias primarias y secundarias, procesos infecciosos,
seguimiento pre y post-trasplante, etc (1, 5). En nuestro medio, los estudios por CMF se realizan de
forma adecuada en pocas instituciones de alta complejidad que cuentan con el recurso humano
altamente calificado. Esta herramienta clinica ha contribuido de forma relevante en la deteccién de
poblaciones tumorales que infiltran diversos tipos de tejidos como es el caso de la afectacion del
sistema nervioso central por células tumorales, una de las mas frecuentes complicaciones de los
pacientes con trastornos hematolégicos que se asocia a mayor agresividad y peor pronéstico. En
comparacion con los estudios morfolégicos, la CMF al detectar poblaciones tumorales minimas es

recomendada para realizar un diagnéstico seguro y evitar el reporte de falsos negativos (1-2, 4-6).

Un aspecto de gran relevancia en la fase pre-analitica de los estudios por CMF, es la calidad de la
muestra que se relaciona con la celularidad de la misma, la viabilidad, el volumen, el tiempo entre su
obtencién, transporte y procesamiento hasta el laboratorio. Muestras “especiales” como es el caso
de liquidos corporales requieren del uso de estabilizantes para preservar las caracteristicas de las
células por periodos prolongados de tiempo, con el fin de no reportar resultados falsos negativos por
pérdida de viabilidad y/o celularidad (4-6). Dentro de los estabilizantes de uso comercial mas
difundidos en la actualidad en los laboratorios de CMF es el reactivo TransFix™, cuyo uso y
aplicacién ha sido validado y reportado en la literatura en muestras bioldgicas de SP y liquido

cefalorraquideo principalmente (4, 6). Debido a lo anterior, a partir del afio 2008 en Colombia sélo




dos instituciones prestadoras de servicios en CMF comenzaron a implementar el estudio de muestras
especiales y liquidos corporales en condiciones de calidad mediante el uso de estabilizantes; dentro
de estas instituciones se encuentra el servicio de citometria de la Pontifica Universidad Javeriana
que posteriormente fue trasladado al Hospital Universitario San Ignacio lo que ha representado un
avance muy importante en nuestro pais para el mejor diagndstico, clasificacion y seguimiento de
pacientes con cancer del Centro Javeriano de Oncologia y de otras instituciones que remiten sus

pacientes.

En el presente trabajo documentamos los hallazgos de los estudios de muestras especiales
mediante CMF en un periodo de 5 afios en la Pontificia Universidad Javeriana y el Hospital
Universitario San Ignacio. Este estudio sera de gran utilidad para socializar a otros laboratorios de
CMF los protocolos adecuados de obtencion, procesamiento y analisis de estas muestras y ademas
a la comunidad médica para conocer el comportamiento de diversos tipos de enfermedades en
cuanto a las frecuencias de infiltracion tumoral, la celularidad de las muestras, la respuesta al

tratamiento de los pacientes, los momentos clinicos de evaluacién, etc.

4. MARCO TEORICO

Dentro de los parametros de laboratorio recomendados por la Organizacién Mundial de la Salud para
la adecuada clasificacion y para el seguimiento de neoplasias de origen hematolégico como
leucemias y linfomas, es necesario el estudio de muestras de médula 6sea, sangre periférica u otros
tejidos afectados por la enfermedad mediante morfologia, CMF, citogenética convencional y técnicas
moleculares, entre otras (7-9). La CMF es una técnica de analisis multiparamétrico que se
fundamenta en el paso de una suspension celular contenida en un volumen determinado a través de
uno o varios laser; La informacién generada que depende de parametros como la dispersion de la
luz y de la fluorescencia es captada por varios detectores capaces de recoger y medir caracteristicas
fisico - quimicas de estas poblaciones celulares (1, 10). Es una tecnologia que permite la medida de
diferentes pardmetros de una misma célula de manera simultanea, incluyendo tamafio y complejidad
interna y las asociadas con la luz generada como consecuencia de la presencia en la célula de
anticuerpos conjugados con fluorocromos (1). Por otra parte esta técnica identifica y cuantifica
antigenos de la superficie celular e intracitoplasmaticos cuya expresion esté rigurosamente regulada
a lo largo de la diferenciacién y maduracion de las células stem hematopoyéticas a células maduras
funcionales de la sangre periférica (5, 7, 10). Esta herramienta tiene grandes ventajas que incluyen
una gran sensibilidad, objetividad, rapidez y versatilidad analitica, lo que permite su aplicacion en
areas diversas como la deteccién y cuantificacion de células tumorales, la monitorizacion de
diferentes procedimientos terapéuticos, la cuantificacion de acidos nucléicos, el andlisis de

cromosomas, el estudio del contenido proteico, de la produccién celular de radicales de oxigeno, del




potencial de membrana, de las mitocondrias, el analisis de los cambios intracitoplasmaticos de

determinados iones como el Ca++, entre otros (5, 10-11).

Otra de las grandes ventajas de la CMF, es que se puede implementar en diversos tipos de muestras
bioldgicas, incluyendo médula 6sea (MO), sangre periférica (SP), aféresis, cordon umbilical, biopsias
de tejido y liquidos corporales (LCR, LBA, Liquido Sinovial, Liquido Pleural, Liquido peritoneal, etc),
estos ultimos muy importantes en el presente trabajo, ya que requieren de condiciones especiales
de conservacion y transporte en la fase pre-analitica para mantener en condiciones de calidad las
muestras antes de su procesamiento en el servicio de citometria (5, 10-11).

De acuerdo a lo reportado por la OMS en el 2008 (8-9) la citometria de flujo es una herramienta
fundamental en el diagnéstico, pronostico y seguimiento de pacientes que padecen enfermedades
hematolégicas, infecciones, inmunodeficiencias, entre otras (10); hasta ahora en nuestro medio no
se encuentran reportes de hallazgos documentados en los laboratorios que colaboren en la
realizacion de un consenso epidemiolégico de las entidades que mas incidencia tienen en nuestro
pais; por lo que es importante realizar dicho documento con las muestras recolectadas, asi

contribuimos a la extensién de nueva y valiosa informacion para la comunidad a cargo de la salud.

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Documentar los hallazgos de los estudios de muestras especiales por CMF en un periodo de 5
afios en el servicio de citometria de la Pontificia Universidad Javeriana y el Hospital Universitario

San Ignacio.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar una base de datos de todas las muestras de liquidos corporales que se han
evaluado por CMF desde 2008-2013 en la Pontificia Universidad Javeriana y el Hospital

Universitario San Ignhacio.

e Describir las recomendaciones técnicas del procesamiento y analisis de estas muestras en
la fase pre-analitica y analitica por CMF para su posterior aplicacion en los laboratorios de

citometria.

e Describir en las diferentes muestras estudiadas los recuentos absolutos y relativos de
poblaciones celulares normales y tumorales, volimenes de muestra, tipos de enfermedades

evaluadas y momento clinico del estudio de los pacientes.




6. METODOLOGIA

Se realiz6 una base de datos que incluye la informacién de todas las muestras especiales de liquidos
corporales que han sido procesados y estudiados desde el mes de junio de 2008 hasta el mes de
octubre de 2013 en el servicio de citometria de la Pontificia Universidad Javeriana y el Hospital
Universitario San Ignacio. Esta base contiene informacién como sexo, edad, enfermedad de base,
tipo de muestra, volumen, celularidad, porcentaje de infiltracion tumoral y momento clinico de los
pacientes (diagndstico, seguimiento post-quimioterapia o irradiacion, recaida, progresion).

Se aplicaron medidas estadisticas como incidencia, frecuencia, proporcién asi como también el uso
de tablas y gréaficos que ilustran datos de interés. Se implement6 una base de datos en Excel; los

datos obtenidos fueron analizados en SPSS Version 17 y graficados en el programa.

7. RESULTADOS

7.1 PROTOCOLO EMPLEADO PARA EL ANALISIS DE MUESTRAS ESPECIALES
(LIQUIDOS BIOLOGICOS) POR CMF EN EL HOSPITAL UNIVERSITARIO SAN IGNACIO

En el Consenso Colombiano de CMF realizado en el afio 2008 y publicado en 2010 en Biomédica,
se recomienda que las muestras de liquidos corporales especificamente las de LCR sean
estabilizadas desde el momento de su obtencion con el estabilizante comercial Transfix validado en
estudios previos®. Este estabilizante retrasa el proceso de muerte celular y permite el andlisis de las
muestras hasta por periodos superiores a 7 dias. En el servicio de citometria de la Pontificia
Universidad Javeriana y posteriormente en el Hospital Universitario San Ignacio se ha implementado
en todas las muestras especiales. Este estabilizante es adicionado a las muestras inmediatamente
después de su obtencién o disgregacion en el caso de las biopsias de tejido sélido en una dilucién
1/10(6). Una vez obtenidas las muestras, estas deben ser transportadas al laboratorio o mantenidas

en frio a una temperatura de 4°C.

En la fase pre-analitica en el servicio de CMF para el procesamiento de estas muestras estabilizadas

se aplica en la rutina el siguiente protocolo:

l. Medir el volumen total de muestra recibida y documentar.
1. Adicionar al tubo 1-2 mL de PBS para realizar un lavado de muestra.
. Centrifugar 10 minutos a 2000 rpm para concentrar las células.
V. Retirar el sobrenadante obtenido con pipeta Pasteur o con micropipeta.
V. Adicionar 300 pl-1000 ul de PBS estéril al pellet celular.
VI. Transferir a otro tubo 150 pl de la muestra y guardar en nevera el volumen de

muestra restante.
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VII. Segun la pregunta clinica realizar el marcaje de las muestras con el panel de
anticuerpos apropiado para responder la pregunta del médico solicitante (Tabla 1).
VIII. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad.

IX. Adicionar 0.5-1.0 ml de solucion de lisis de eritrocitos.

X. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad.
XI. Centrifugar 10 minutos a 2000 rpm.
XIl. Retirar el sobrenadante obtenido con pipeta Pasteur o con micropipeta.
XII. Resuspender el pellet celular en 0.3 ml de PBS y adicionar 50 pl de esferas

fluorescentes con el fin de realizar los recuentos absolutos de las diferentes

poblaciones celulares presentes en la muestra.

XIV. Mezclar y adquirir todo el volumen de muestra en el Citémetro de flujo FACS Canto
Il BDB.
XV. El andlisis se realiza empleando el software multiparamétrico Paint-A-Gate BDB
(Figuras 1-5).
XVI. Para calcular el numero absoluto de cada subpoblacion celular, se aplicé la siguiente
férmula.” 8
Dénde:

a) El namero total de microesferas afiadidas al tubo se calcula de la siguiente forma: volumen
de microesferas afiadidas al tubo (por ejemplo, 20 uL) x concentracion de microesferas
(microesferas/ul) (este dato lo provee el fabricante).

b) Volumen total de la muestra en el momento de su obtencién.

# Células en el gate X # microesferas anadidas por tubo? x factor de conversion® = Células/uL

# de microesferas en el gate 2 volumen de muestra (ul)®

c) Elfactor de correccién sera igual al volumen inicial de la muestra (p.ej., 5000 ul) dividido por
el volumen de la muestra concentrada utilizada para el marcaje en cada tubo (p.ej. 100ul).
Asi, en el protocolo descrito el factor de correccién sera: 5000ul/100ul= 50.

XVII. Reporte del andlisis.

Para el analisis de biopsias de tejidos y dependiendo del tamafio de la misma, se disgregaba
mecanicamente con pinzas estériles y solucion salina estéril o se procesaba en el equipo disgregador
de tejidos medimachine de la casa comercial BDB. El volumen de la suspension celular obtenida era
medido y documentado y se procedia con el mismo protocolo descrito anteriormente desde el paso
3.
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Tabla 1. Paneles de anticuerpos empleados para el analisis de muestras especiales por CMF

Pregunta Clinica FITC PE PERCP PECY7 APC APCCY7 Esferas
LNH Lambda Kappa CD19 CD3 CD14 CD45 +
Pacientes HIV+ Lambda Kappa CD19 CD3 CD14 CD45 +
LLA-B CD34/TdT CD10 CD19 CD3 CD14 CD45 +
LMA CD34 CD117 CD19 CD3 CDh14 CD45 +
LLA-T CD7/TdT CD5 CD34 CD3 CD14 CD45 +
Linfoma de CD30 CD200 CD3 CD38 CDh14 CD45 +
Hodgkin
Mieloma cyLambda cyKappa CD19 CD38 CD138 CD45
Tumores Solidos CD34 CD56/CD117 CD3 CD38 CD14 CD45 +

Cy: hace referencia a marcaje de antigenos citoplasmaticos. FITC, isotiocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina;
PerCP, peridinina clorofila proteina; PECY7, PE cianina (Cy)7; APC, aloficocianina; APC7, APC-Cy7.

Figura 1. Muestra de LCR de paciente con Linfoma sin infiltracion tumoral
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Figura 1. Representacion del andlisis de una muestra de LCR de un paciente con diagndstico de
linfoma, en el que no se detectaron células tumorales. En esta muestra se detectaron linfocitos T
CD3+/CD45+ y monocitos CD14+/CD45+. En el dot plot de Side Scatter —SSC- vs. Forward Scatter

—FSC- se representa la seleccion de la poblacion de esferas y de las células.
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Figura 2. Muestra de LCR de paciente con Linfoma con
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Figura 2. Representacion del analisis de una muestra de LCR de un paciente con diagnéstico de
linfoma Linfoblastico B, en el que se detectaron células tumorales (88.3% que equivalen en nimeros
absolutos a 5 células/ul y representadas de color negro). En el dot plot de Side Scatter —SSC- vs.

Forward Scatter —FSC- se representa la seleccién de la poblacion de esferas y de las células.
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Figura 3.Muestra de LCR de paciente con Leucemia
Mieloide Crdnica en Crisis Blastica
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Figura 3. Representacion del analisis de una muestra de LCR de un paciente con diagndstico de
Leucemia Mieloide Cronica en evolucién a Crisis Blastica e infiltracién tumoral en sistema nervioso
central (89.5% de blastos que equivalen en niUmeros absolutos a 36 células/ul y representados de

color negro). En el dot plot de Side Scatter —SSC- vs. Forward Scatter —FSC- se representa la
seleccién de la poblacion de esferas y de las células.

14




Figura 4. Muestra de Liquido Pleural de paciente
con sospecha de neoplasia negativo para
infiltracion tumoral
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Figura 4. Representacion del andlisis de una muestra de liquido pleural de un paciente con sospecha
de neoplasia. En esta muestra no se detectaron células tumorales y se evidenciaron neutréfilos (color
azul), monocitos CD14+ (color verde), linfocitos T CD3+ (color rojo) distribuidos en células
CD4+/CD8-, CD8+/CD4-, CD4+/CD8+ y CD4-/CD8- y linfocitos B policlonales Kappa+ y Lambda+
(color negro). El total de células en esta muestra es de 81 células/ul. En el dot plot de Side Scatter —

SSC- vs. Forward Scatter —FSC- se representa la seleccion de la poblacion de esferas y de las
células.
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Figura 5. Muestra de Liquido Pleural de paciente con
Linfoma positivo para infiltracién tumoral
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Figura 5. Representacion del andlisis de una muestra de liquido pleural infiltrado por linfoma de
células B en el que se detectaron células tumorales del 19% que equivalen en nimeros absolutos a
94 células/ul y representadas de color negro. En el dot plot de Side Scatter —SSC- vs. Forward Scatter

—FSC- se representa la seleccion de la poblacién de esferas y de las células.

8. ANALISIS DE RESULTADOS

Entre Junio de 2008 y Octubre de 2013 se analizaron en total 916 muestras especiales de pacientes
de sexo masculino 571 (62%) y 345 muestras de pacientes de sexo femenino (38%). La edad

promedio de los pacientes fue de 38 afios con un rango entre 1 a 86 afios.

La mayoria de muestras correspondieron a LCR (88.2% de los casos), con menor representacion de
lavados broncoalveolares, liquidos pleurales y biopsias de tejido sélido, entre otros (Tabla 2). Los
volimenes de muestra variaron entre 0.2 ml (en el caso de LCR) hasta 60 ml (en el caso de liquido

pleural) (Tabla 2). Todas las muestras analizadas estaban estabilizadas con Transfix.
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TABLA 2. Tipos de muestra analizados en el servicio de citometria del Hospital Universitario

San Ignacio y volimenes de muestra recibidos.

Tipo de muestra N° de casos Volumen promedio (ml) Volumen rango (ml)
LCR 811 1.3 0.2-8.3
Lavado Broncoalveolar 14 3.2 1.3-6.8
Liquido Pleural 68 3.2 0.5-60
Liquido Ascitico 2 3.5 1.7-54
Liquido Peritoneal 2 4.4 4.1-4.8
Liquido Sinovial 1 2.5 -

Ligquido Pericardico 1 3.2 -

Biopsias 17 - -

Estas muestras correspondieron a pacientes con leucemia linfoide aguda B y T, leucemia mieloide
aguda, Linfomas no Hodgkin, Linfoma de Hodgkin, pacientes VIH+ y otras patologias incluyendo
tumores sélidos o pacientes con sintomas neuroldgicos. EI momento clinico en el cual se analizaron
las muestras fueron: Diagnostico (30%), Seguimiento (65%), Recaida (4.4%) o Progresion (0.6%)
(Figura 6).
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Figura 6. Momento clinico del estudio de las 916 muestras especiales procesadas en la Facultad de
Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana o en el Hospital Universitario San Ignacio en un

periodo de 5 afios.
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8.1 ANALISIS DE MUESTRAS DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO (LCR)

El total de muestras de LCR analizadas fue de 811 y la patologia mas frecuentemente evaluada es
infiltracion o no por blastos de Leucemia Linfoide Aguda de células B (56.1% de los casos), seguido
de casos de Linfoma no Hodking (25%) (Figura 7). Algunos casos que se recibieron como
meningoencefalitis, procesos autoinmunes, procesos infecciosos o tumores soélidos fueron incluidos

como “Otros” y representaron 5.9% del total de muestras de LCR (48 muestras).

HIV+ 25
Mieloma -
LMNH - & |
LMC -

Otros oy
2
|

|
Leuc. Biclonal 4
LMA H
LLA-T 4=
LLA-B

Diagnoéstico

Porcentaje de Casos

Figura 7. Tipo de patologia evaluada en muestras de LCR.

Del total de muestras de LCR, se encontr6 que el 20% se encontraban infiltradas por células
tumorales y el 80% restante estaban libres de infiltracion. En general, los LCR con infiltracion tumoral
mostraron mayor nimero de células totales/ul que incluian linfocitos T y monocitos (Tabla 3)

Tabla 3. Niomeros absolutos de poblaciones celulares detectados en muestras de LCR sin y

con infiltracion tumoral.

Sin Infiltracién Con infiltracién

Parametro evaluado Promedio Rango  Promedio Rango
Numero de células/ul 18 0-3022 156 0.06 — 4816
Blastos/ul - - 73 0.01 - 1683
Linfocitos B patolégicos/pl - - 46 0.01- 638
Linfocitos T patologicos/ul - - 0.06 0.06 — 0.06
Linfocitos T/ul* 9 0-1873 52 0.02-1940
Monocitos/pl* 4.2 0.4-100 37 0-3477
Neutréfilos/pl 32 0.02-1820 76 0.03-1277

*p<0.01
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En relacién a la calidad de las muestras de LCR, se encontré que 133 muestras estaban

contaminadas con sangre periférica (16%).

8.2 ANALISIS DE MUESTRAS DE LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA)

Se evaluaron en total 14 muestras de LBA (1.5%) las cuales se envian principalmente para el estudio
de infiltracion por Linfomas (42.9%), seguido de Leucemias Linfoides Agudas B (28%). El 14% de
los casos se clasificd como “Otros” e incluyd muestras de pacientes con sarcoidosis y linfadenopatias
(Figura 8). Después del analisis de los casos se encontrd que el 78.6% de las muestras fueron

positivas para infiltracion tumoral respecto a un 21.4% de casos no infiltrados.

e 7]
con {1

Diagnéstico

A A ®» S
Porcentaje de Casos

Figura 8. Tipos de patologias evaluadas en muestras de LBA

En la tabla 4 estdn representados los valores absolutos de las diferentes poblaciones celulares
detectas en las muestras de LBA. No se encontraron diferencias significativas en el nimero de
células T y monocitos al comparar las muestras infiltradas respecto a las no infiltradas.

Tabla 4. Niomeros absolutos de poblaciones celulares detectados en muestras de LBA siny

con infiltracion tumoral.

Sin Infiltracién Con infiltracién
Parametros evaluados

Promedio Rango Promedio Rango
NuUmero de células/pl 1539 0.6-16087 242 7.7-603
Blastos/pl - - 0.23 0.23-0.23
Linfocitos B patologicos/ul - - 69 0.15-138
Linfocitos T/l 33.8 0.08-149 121 2.3-313
Monocitos/ul 88.1 0.14-563 59 0.3-118
Neutroéfilos/pl 1945 0.7-15475 11.4 4.8-18
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Linfocitos B/ul 0.54 0.54-0.54 6 6
Células NK/pl 151 0.36-2.34 6 6
Células plasmaticas/ul - - 3.99 2.41-5.56

En relacién a la calidad de las muestras de LBA, se observé que ninguna estaba contaminada con

sangre.

8.3 ANALISIS DE MUESTRAS DE LIQUIDO PLEURAL

Se evaluaron en total 68 muestras de liquido pleural y de forma similar a las muestras de LBA, estas
fueron enviadas principalmente para el estudio de infiltracién tumoral por Linfomas No Hodgkin
(55.8%), seguidas de casos clasificados como “Otros” que incluyeron procesos infecciosos, tumores

sélidos, citopenias, derrames pleurales y EPOC entre otros. Estos casos equivalen al 20.6% del total

(Figura 9)
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Figura 9. Tipos de patologias evaluadas en muestras de Liquido Pleural.

Después del andlisis de los casos, se encontrd que 31 (45.6%) estaban infiltrados por células

tumorales y los 37 casos restantes (54.4%) fueron negativos para tumor.

En la tabla 5 se representan los valores absolutos de las distintas poblaciones celulares encontradas

en las muestras con y sin infiltracién tumoral.
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Tabla 5. Nimeros absolutos de poblaciones celulares detectados en muestras de liquido

pleural sin y con infiltracién tumoral.

Parametros evaluados

Sin Infiltracion

Con infiltraciéon

Promedio Rango Promedio Rango

Numero de células/pl 862 1.2 - 6166 1898 12 -11981
Blastos/ul - - 576.5 0.1-3214
Linfocitos B patologicos/ul - - 1085 0.2-9788
Linfocitos T patolégicos/pl - - 423 423
Células plasmaticas patolégicas/pl - - 1.9 0.2-5.3
Células CD45 — patolégicas/ul - - 336 0.2-671
Linfocitos T/ul 47.9 4.5 -85 325 3.6-83.9
Monocitos/ul 85 0.04 - 421 216 0.53 - 2778
Neutrofilos/pl 246 0.06 - 2179 263 0.96 - 2932
Linfocitos B/l 103.2 0.17 - 793 97.7 0.15 - 1580
Células NK/ul 38 0.1-393 19.3 154 -46.8
Células dendriticas/pl 29 29 2.85 2.85
Macroéfagos/pl 83.3 0.78 - 352 20.5 1.36 - 40.9

En relacion a la calidad de las muestras de liquido pleural, se encontré que 11 muestras estaban

contaminadas con sangre periférica (16.2%).

8.4 ANALISIS DE OTRAS MUESTRAS ESPECIALES

8.4.1 Liquido Peritoneal: Se analizaron 2 muestras de liquido peritoneal para el estudio de
infiltracion por mieloma multiple en el momento del diagndstico, encontrandose que una muestra era
positiva para tumor. En los dos casos se detectaron linfocitos T, células NK vy linfocitos B. El nimero
promedio de células fue de 1562/ul con un rango de 71-3053 células/pl. La muestra que presentaba
infiltracion tumoral tenia 2811 células plasmaticas patoldgicas/ul que equivalian a 92% de la

celularidad total. Una muestra estaba contaminada con sangre.

8.4.2 Liquido Sinovial: Se analiz6 1 muestra de liquido sinovial para el estudio de infiltracién por
Sindrome Mielodisplasico en el momento del seguimiento. Esta muestra tenia 2.6 blastos/ul que
equivalian a 7.6% de la celularidad total. Adicionalmente se detectaron linfocitos T, monocitos y

linfocitos B. El nimero total de células fue de 34/ul. Esta muestra no estaba contaminada con sangre.

8.4.3 Liquido Pericardico: Se analizé 1 muestra de liquido pericardico para el estudio de infiltracién

por Linfoma No Hodgkin en el momento del diagnéstico. Esta muestra no estaba infiltrada por linfoma
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y se detectaron linfocitos T, células NK, monocitos y neutréfilos. El nimero total de células fue de

131/ul. Esta muestra no estaba contaminada con sangre.

8.4.4 Liquido ascitico: Se analizaron 2 muestras de liquido ascitico, una para el estudio de
infiltracién por Linfoma No Hodgkin y la otra se recibié6 como meningoencefalitis. Las dos muestras
se evaluaron en el momento del diagnostico. Ninguna de las dos muestras tenia células patolégicas
y dentro de la celularidad se encontraron linfocitos T, linfocitos B, células NK, células plasmaticas,
monocitos y neutréfilos. EI nimero total de células fue de 2062/ul con un rango de 1465-2959/yl.

Una muestra estaba contaminada con sangre.

8.5 ESTUDIO DE BIOPSIAS

8.5.1 Biopsias de Ganglio linfatico: Se analizaron 7 biopsias, para el estudio de infiltracion por
Linfoma No Hodgkin (n=3), Linfoma de Hodgkin (n=2), LLA-B (n=1) y LLA-T (n=1). Seis muestras se
evaluaron en el momento del diagndstico y 1 en el seguimiento de la enfermedad. Un caso de linfoma
tenia células tumorales del 95% con recuento absoluto de 1078 células/pl y el caso de LLA-T tenia
88% de blastos con recuento absoluto de 2093 blastos/ul. Dentro de la celularidad se encontraron
linfocitos T, linfocitos B policlonales y células plasmaticas. En 5 muestras se encontraron monocitos
y neutréfilos. El nUmero total de células aisladas de las biopsias fue de 2379/ul con un rango de 439-
1493/ul.

8.5.2 Biopsias Abdominales: Se analizaron 2 biopsias, para el estudio de infiltraciéon por Linfoma
No Hodgkin B de célula grande (n=1) y para el estudio de Rabdomiosarcoma (n=1); las dos muestras
se evaluaron en el momento del diagnéstico. El caso de linfoma tenia células tumorales del 79.6%
con recuento absoluto de 5322 células/ul y el caso de Rabdomiosarcoma tenia 99.5% de células
tumorales CD45 negativas con recuento absoluto de 21 células/ul. Dentro de la celularidad se
encontraron linfocitos T y en el caso de linfoma, linfocitos B policlonales residuales. El numero total

de células aisladas de las biopsias fue de 3354/ul con un rango de 22-6687/pl.

8.5.3 Biopsias sin especificaciéon de sitio anatémico de obtencién de la muestra: Se analizaron
5 biopsias, para el estudio de infiltracion por Linfoma No Hodgkin Linfoblastico T (n=1), Sindrome
Mielodisplasico (n=1), Neuroblastoma (n=1), Sindrome Hemofagocitico (n=1) y plasmocitoma (n=1).
Cuatro muestras se evaluaron en el momento del diagnéstico y una en el seguimiento de la
enfermedad. El caso de linfoma tenia células tumorales del 98.4% con recuento absoluto de 105
células/pl, el caso de neuroblastoma tenia 95.9% de células tumorales CD45 negativas con recuento
absoluto de 44 células/ul y el Sindrome Mielodisplasico tenia 2.6% de blastos con recuento absoluto

de 1.8 células/ul. Dentro de la celularidad se encontraron linfocitos T (n=5), monocitos (n=4) y
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Neutrdfilos, linfocitos B y células NK (n=3). El niUmero total de células aisladas de las biopsias fue de
107/ul con un rango de 46-35381/pl.

8.5.4 Biopsia de Médula ésea: Se analizé 1 biopsia para el estudio de infiltracién por Leucemia
Monocitica Aguda en el momento del diagndstico. Se encontraron blastos del 21% con recuento
absoluto de 211 células/ul, promonocitos tumorales del 35% (349 células/ul) y monocitos tumorales
del 50% (151 células/ul). Dentro de la celularidad se encontraron linfocitos T, linfocitos B y células

NK. El numero total de células aisladas de la biopsia fue de 998/ul.

8.5.5 Biopsiade Testiculo: Se analiz6 1 biopsia para el estudio de infiltracion por Leucemia Linfoide
Aguda B en el momento de la recaida. Se encontraron blastos del 99.4% con recuento absoluto de
2128 células/ul. Dentro de la celularidad se encontraron linfocitos T. El nimero total de células

aisladas de la biopsia fue de 2141/ul.

8.5.6. Biopsia de Pulmdén: Se analizé 1 biopsia para el estudio de infiltracion por Linfoma No
Hodgkin B de célula grande en el momento del seguimiento. No se encontraron células B patolégicas.
Dentro de la celularidad se encontraron linfocitos T y monocitos. El nimero total de células aisladas

de la biopsia fue de 2.3/pl.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La mayoria de muestras especiales procesadas y analizadas en el servicio de Citometria de
flujo del Hospital Universitario San Ignacio corresponden a Liquidos Cefalorraquideos de
pacientes con diagnéstico de Leucemia Linfoide Aguda de células B, en distintos momentos

clinicos de la enfermedad.

En este trabajo se demuestra que la CMF es una herramienta de gran sensibilidad en el
analisis de muestras especiales debido a que puede detectar cantidades minimas de células

tumorales y de células normales en diversos tejidos y en un amplio rango de enfermedades.

Los resultados del presente trabajo demuestran que la comunidad médica y los pacientes se
estan beneficiando por la implementacion del estudio de muestras especiales por Citometria
en condiciones de calidad y con un recurso humano de calidad.

El recurso humano responsable del procesamiento técnico y del analisis de este tipo de
muestras debe tener las competencias académicas necesarias para garantizar la calidad de
los resultados y debe promover en la comunidad médica el aseguramiento de la calidad en la
fase pre-analitica de estas muestras con los neurdlogos, oncélogos, hemato-oncélogos e

infectologos tratantes.

El uso de estabilizantes debe ser implementado en la fase pre-analitica de los diversos

servicios de Citometria de todo el pais para garantizar la calidad de todos los resultados.

Segun el tipo de patologia a evaluar cada servicio de Citometria debe tener establecidos los
paneles inmunofenotipicos que se deben aplicar para responder la pregunta clinica. En los
casos de diagnostico y seguimiento se recomienda conocer el fenotipo en el momento del
diagnostico para disefiar el panel mas adecuado para detectar con precision la infiltracion

tumoral.
Es importante seguir documentando este tipo de procedimientos y resultados ya que

promueven la realizacién de una mejor Citometria de flujo en el pais principalmente en grupos

con menos experiencia que han emergido de forma importante en los ultimos 5 afios.
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