Avances en la Inmunofenotipificacion

de la Leucemia Mieloide Aguda

La leucemia mieloide aguda es una neoplasia
hematoldgica heterogénea, caracterizada por la
proliferaciéon clonal y la acumulacion de blastos
mieloides inmaduros en la médula dsea y la
sangre periférica. Su naturaleza es compleja; no
es una sola enfermedad, sino un espectro de
patologias con distintas anomalias genéticas,
perfiles de expresidon génica y fenotipos
celulares.

)

Figura 1. Ejemplos de blastos mieloides. Monoblastos con vacuolas
citoplasméticas (izquierda), Mieloblasto con Bastén de Auer (derecha). Tomado
de Boldu, Merino (2022). [1]

El diagndstico y la clasificacion precisa de la
leucemia  mieloide  aguda  (LMA)  son
fundamentales para establecer el prondstico y
seleccionar la estrategia terapéutica mas
adecuada. Las guias internacionales incluida la
Clasificacion de Tumores Hematolinfoides de la
OMS (52 ed., 2022) y las recomendaciones del
European LeukemiaNet (ELN, 2022) (2,3) han
evolucionado hacia un enfoque integrador que
combina hallazgos clinicos, morfoldgicos,
inmunofenotipicos, citogenéticos y moleculares.

En este contexto, la citometria de flujo
multiparamétrica se consolida como una
herramienta esencial para:
¢ |dentificar blastos leucémicos y confirmar su
linaje mieloide.
e Detectar fenotipos aberrantes  (LAIPs,
Leukemia-Associated Immunophenotypes).
e Contribuir a la clasificacion de subtipos
especificos, como la leucemia promielocitica
aguda.
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« Apoyar el seguimiento del paciente mediante
la deteccidon de Enfermedad Residual Medible
(ERM), considerado el predictor méas robusto
de recaida.

Para el estudio de este tipo de neoplasias,
durante mas de 15 afios diversas escuelas, (como
la europea representada por el consorcio
EuroFlow y la estadounidense con Brent Wood
como referente principal) han trabajado en la
estandarizacion de paneles multicolor de
citometria de flujo convencional (8 a 10 colores)
para la identificacion y el seguimiento de estas
patologias. Ademas, han desarrollado protocolos
reproducibles basados en la tincion de la
muestra con multiples anticuerpos fluorescentes
necesarios para el andlisis integral de la LMA
(4,5).

Como se menciond previamente, la LMA es una
enfermedad altamente heterogénea. En muchos
casos se requiere el uso de mas de 10
anticuerpos  distintos para su adecuada
caracterizaciéon. Sin  embargo, la citometria
convencional presenta una limitacion inherente: el
numero reducido de canales disponibles obliga a
dividir la muestra en varios tubos y a repetir
determinados marcadores, lo que incrementa el
consumo de muestra y prolonga los tiempos de
preparacion y adquisicion.

Con el objetivo de optimizar la eficiencia del
laboratorio reduciendo el volumen de muestra,
permitiendo el uso de méas de 12 anticuerpos no
redundantes en un solo tubo y disminuyendo el
tiempo de trabajo, hoy en dia los laboratorios
clinicos y de investigacion cuentan con la
tecnologia de Citometria de Flujo de Espectro
Completo (FSP™) desarrollada por Cytek®.

A diferencia de la citometria convencional, FSP™
captura todo el espectro de emisiéon de cada
fluorocromo a través de multiples detectores lo
que permite:




« Resoluciéon espectral superior: Identificar y
separar diversos fluorocromos, incluso
aquellos con picos de emisién muy cercanos.

« Extraccién de autofluorescencia: Aislar y
restar la sefial de autofluorescencia de las
muestras (critico en LMA, donde los blastos
pueden tener alta autofluorescencia),
mejorando la sensibilidad.

o Paneles multicolor de alto desempeiio:
Construir y ejecutar paneles de 20, 30 o
incluso 50 colores de forma robusta.

Algunos autores como Fokken, H. et al (2023) y
Che, M. et al (2023) han utilizado el citémetro
espectral IVD Cytek® Northern Lights CLC vy
desarrollado paneles de 19 y 24 colores
respectivamente para realizar la deteccion de
ERM en pacientes con LMA, entendiendo que es
necesario tener un conjunto de marcadores
amplio y significativo que permita identificar
poblaciones normales y anormales en un mismo
tubo sin perder la sensibilidad de la prueba (6,7).

Por otro lado, para responder de manera directa
a las necesidades del diagndstico y la
investigacion de la LMA, Cytek® ha desarrollado
el Panel AML de 20 colores. Este panel no es
solo un conjunto de reactivos; es una solucién
optimizada y validada, diseflada para obtener la
mayor cantidad de informacién posible a partir de
un solo tubo.

Clon Fluorocromo

Especificidad

CD16 3G8 cFluor® V420
CD14 MEM-18 cFluor® V450
HLA-DR L243 cFluor® V505
CD4 SK3 cFluor® V547
CD1b ICRF44 cFluor® V610
CD19 SJ25C1 Super Bright™ 780

CD7 CD7-6B7 cFluor® B515
CD15 HI98 cFluor® B548
CD34 4HM cFluor® BYG575
CD33 WM5E3 cFluor® BYG610
CD71 OKT9 cFluor® BYG667
CD38 HB-7 cFluor® B690
CD117 104D2 cFluor® BYG710
CD56 TULY56 cFluor® BYG750
CD10 HI10a cFluor® BYG781

CD13 WM15 cFluor® R659
CD5 L17F12 cFluor® R685
CD123 6H6 cFluor® R720
CD64 101 cFluor® R780
CD45 HI30 cFluor® R840

Figura 2. Composicién del panel de 20 colores de Cytek®. Adaptado de Cytek®
Biosciences. [8]
Caracteristicas clave del panel
e Optimizado para FSP™: Utiliza las
fluorescencias patentadas cFluor® de Cytek,
disefladas para ser excepcionalmente
brillantes y tener firmas espectrales unicas,
ideales para la tecnologia FSP™.
e Alineado con las guias Internacionales: La
composicion del panel ha sido disefiada por
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Figura 3. Representacion en diagramas de puntos (dot plots) de muestra congelada de médula ésea de paciente con LMA y tincionada con el Panel de 20 Colores de

Cytek® . Tomado de Cytek® Biosciences. [8]
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expertos para cubrir los marcadores
esenciales segun las guias ELN vy los
consensos EuroFlow.

« Completo en un solo tubo: El panel de 20
colores permite una caracterizacién
exhaustiva que permita estudiar: poblaciones
de células precursoras, granulociticas
mieloides, Monociticos, serie eritroide vy
Marcadores de Aberrancia y Linaje Cruzado
como CD7, CD56, CD19, CD5, CD2, CD4.

La utilizacion del panel de 20 colores para LMA
en un solo tubo permite la definicién del fenotipo
aberrante de una manera mas robusta,
permitiendo una deteccién mas sensible vy
especifica tanto en el diagndstico como en el
monitoreo post-tratamiento, lo cual es crucial
para la toma de decisiones clinicas.

Por ultimo, es importante reconocer que la lucha
contra diferentes enfermedades hematolinfoides
como lo es la Leucemia Mieloide Aguda exige
cada vez herramientas mas potentes. Y la
citometria de espectro completo de Cytek en
conjunto con productos como Cytek 20-Color
AML Panel cFluor® encapsulan esta ventaja
tecnoldgica en una solucién eficiente y robusta.

En Biosciences SAS, estamos comprometidos a
traer estas tecnologias de vanguardia a los
laboratorios clinicos y de investigacion de
Colombia. Este panel no solo optimiza los flujos
de trabajo actuales, sino que abre nuevas puertas
para la medicina de precision en onco-
hematologia.

Para mas informacién sobre el Panel AML de 20
Colores o para conocer mas acerca de la
tecnologia Full Spectrum Profiling (FSP™) de
Cytek, contacte al especialista de producto,
correo gproductoi@biosciences.com.co
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