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INTRODUCCION.

La leucemia es un tipo de cancer de las células sanguineas. Se caracteriza por un
incremento en el numero de células hematopoyéticas aberrantes en médula ésea y
en sangre periférica. Se deriva de la expansion clonal de precursores
hematopoyéticos que han perdido su capacidad para proceder a la diferenciacion
terminal y funcionalidad. La leucemia se origina de una acumulacién de un namero
minimo de eventos genéticos que resultan en el crecimiento celular acelerado y el
bloqueo de diferenciacion celular. Un gran numero de alteraciones genéticas,
incluyendo translocaciones cromosdmicas especificas, se han identificado y ligado
causalmente a la leucemogenesis, pero la base molecular y fenotipo de la leucemia

permanece en gran medida desconocido (Gonzalez, 2014).

De acuerdo con su evolucion se clasifica como crénica y aguda, y segun su estirpe
celular afectada sera mieloide o linfoide también llamada linfoblastica (Ortega,
Osnaya, & Rosas, 2007).

La leucemia crénica suele progresar lentamente y los pacientes tienen una cantidad
mayor de células maduras. En general, estas células maduras pueden desempeniar
algunas de sus funciones normales. La leucemia aguda es una enfermedad de
progresion rapida que produce células que no estdn completamente desarrolladas.

Estas células no pueden desempefar sus funciones normales.

En la leucemia mieloide, el cambio canceroso comienza en una célula de la médula
6sea que normalmente forma los glébulos rojos, algunos tipos de glébulos blancos
y las plaquetas. En el caso de la leucemia linfoblastica, el cambio canceroso
comienza en una célula de la médula 6sea que normalmente forma linfocitos es

decir un tipo de glébulo blanco.

La Leucemia Linfoblastica Aguda (ALL) se debe a una lesién adquirida o congénita
del ADN de una sola célula en la médula ésea. Los efectos de la ALL incluyen la
proliferacién y acumulacién descontroladas y exageradas de células llamadas
“linfoblastos” o “blastos leucémicos” que no funcionan como las células sanguineas

normales. La presencia de los blastos leucémicos impide la produccion de las
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células normales. Como resultado, cuando se diagnostica un caso de ALL, la
cantidad de células sanguineas sanas (globulos rojos, glébulos blancos y plaquetas)
suele ser menor de lo normal ( Leukemia y Lymphoma Society, 2014).

Las leucemias linfoblasticas tienen dos variantes determinadas por la linea celular
que predomina: la primera es la mas frecuente y en 76% se debe a las células
linfociticas tipo B; la segunda se encuentra en 20% de todas las ALL y se debe a
las células tipo T. Como la leucemia linfoblastica aguda carece de hallazgos
morfoldgicos y citoquimicos especificos, para la evaluacion diagndstica es esencial
llevar a cabo el inmunofenotipo. Este inmunifenotipo o las caracteristicas fisicas de
la célula de leucemia determina si las células se originaron de linfocitos B o linfocitos
T. Mediante estos métodos inmunolégicos es posible reconocer patrones
caracteristicos de moléculas de superficie (en la membrana celular o en su
citoplasma), que pueden ser aprovechados como marcadores para distinguir y
caracterizar distintas poblaciones celulares.

Esta caracterizacion se realiza mediante anticuerpos monoclonales (AcMo); cada
anticuerpo monoclonal distingue un solo tipo de molécula, e incluso partes
especificas y variantes de cada tipo de molécula. Los llamados grupos de
diferenciacion (CD, "cluster of differentiation"): consisten en todos los AcMo que
reconocen una determinada molécula de membrana leucocitaria y algunos son
especificos para diferentes poblaciones celulares (lanez, s.f). El subtipo de
linfocitos B se reconoce al encontrar, en las células blasticas leucémicas,
marcadores en la superficie celular idénticos a los que se encuentran en los

linfocitos B normales. (Ortega, Osnaya, & Rosas, 2007)

Para definir el linaje B, los blastos deben expresar fuertemente el antigeno CD19,
el cual tiene que estar asociado con al menos uno de los siguientes antigenos:
CD79a citoplasmatico, CD22 citoplasmatico o de membrana y el CD10. Por lo tanto,
la expresion solo del CD19 no es suficiente para confirmar el fenotipo B. Los
antigenos CD19 y CD22 son sensibles y especificos de la linea linfoide B. Sin
embargo, el CD79a, a pesar de tener una alta sensibilidad, no es absolutamente

especifico de este linaje, ya que puede estar expresado en células mieloides y sobre
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los linfocitos T, al igual que en blastos de pacientes con LLA-T y LMA,

respectivamente

La mayoria expresan CD24 y CD21. Una pequena fraccion de células B de los
adultos normales expresan el antigeno CD45. La diferenciacion de las células B
posterior a la médula ésea no se conoce muy bien y no es posible definir con
exactitud los estadios discretos por la expresion de antigenos particulares (Trejos &
Virginia, s.f).

En la ALL de células pre-B, el subtipo mas frecuente, con un 70% de pacientes. El
nombre de pre-B se refiere al hecho que el clon de células leucémicas esta
destinado al linaje de células B, como se pone de manifiesto por los marcadores
tempranos, CD10 (el antigeno comun de la ALL: CALLA) y el CD19, y
reagrupaciones genéticas de inmunoglobulinas de superficie. La ALL de células -T
es el segundo subtipo de ALL. EI ultimo subtipo de ALL es el de célula B madura
que representa un 5% de las ALL del adulto. Esta enfermedad se clasifica como
linfoma de Burkitt, en ausencia de implicacion medular, mientras cualquier
implicacion de médula le confiere la designacion de LLA de células B maduras (Sala,
Blanco, & Pérez, s.f).

Para establecer el diagnéstico de la ALL de linfocitos B, como se mencion6
anteriormente es necesario realizar la inmunofenotipificacién, un proceso que
identifica las células segun el tipo de proteinas (antigenos) de la superficie celular.
La “citometria de flujo” es una prueba que se puede usar para hacer la
inmunofenotipificacion ( Leukemia y Lymphoma Society, 2014).

La aparicién de los anticuerpos monoclonales y las mejoras que se han realizado
en las técnicas de citometria de flujo y de reaccién en cadena de la polimerasa han
permitido clasificar las ALL en distintos tipos, segun el estadio madurativo de sus
linfoblastos. Esta clasificacidon es la mas utilizada en la actualidad y tiene
implicaciones pronosticas y para el tratamiento (Atienza, 2016).




MARCO TEORICO.

> CELULAS B.

Los linfocitos B o células B son un tipo de células del sistema inmune que producen
anticuerpos contra microorganismos invasores, y ademas los recuerdan para

atacarlos mas rapidamente si vuelven a infectarnos.

Los linfocitos B son un tipo de células inmunes cuya funcién principal es la

produccién de anticuerpos dirigidos contra diversos patdgenos.

Estos forman parte de una poblacion celular denominada leucocitos o glébulos
blancos, que son precisamente las células inmunitarias de nuestro organismo. Es
decir, se trata de aquellas que nos defienden de infecciones microbianas. Son
células méviles que se encuentran en la sangre y constituyen entre un 5y un 15%

del total de linfocitos.

Los linfocitos B se forman a partir de un precursor llamado precursor linfoide
comun o CLP, que también se encarga de formar los linfocitos T y las células NK.

Durante el desarrollo fetal, estos se generan y maduran en el higado. Después, en
el adulto, lo haran en la médula 6sea. Luego, tras esta maduracion, los linfocitos
B se acumularan en los ganglios linfaticos y en el bazo donde entraran en contacto

con los antigenos hacia los que van dirigidos. (Jiménez, 2018).

e Funciones principales de las células B.

v Los linfocitos B son los encargados de la inmunidad humoral de nuestro
organismo. Llevan a cabo diferentes funciones como la activaciéon del
complemento o0 respuestas celulares mediadas por receptores para
anticuerpos. Entre ellas estan, por ejemplo, la fagocitosis de
microorganismos o la exocitosis de citotoxinas.

v" La funcion principal de los linfocitos B es la produccién de anticuerpos contra

antigenos especificos. Los antigenos son moléculas ajenas o tdxicas,




normalmente encontradas en los microorganismos, que desencadenan una
respuesta inmune en el organismo.

Los linfocitos B pueden reconocer a los antigenos gracias a unas moléculas
de superficie, llamadas receptores BCR (receptor de células B). Estas
presentan gran variabilidad, por lo que permiten reconocer gran cantidad de
moléculas invasoras.

Para que los linfocitos B sean capaces de reconocer a estos antigenos deben
ser “entrenados” en su proceso de maduracion. Este entrenamiento consiste
precisamente en exponer a los linfocitos B a los antigenos en cuestidn, para
que se activen y den lugar a distintas células inmunes.

Los linfocitos B, ademas, pueden actuar como células presentadoras de
antigenos (APC por sus siglas en inglés). Esto implica que pueden captar y
procesar al agente invasor y a continuacion, presentar ellas mismas
antigenos en su superficie. De este modo pueden ser reconocidas por otras
células inmunes que ataquen al microorganismo infectivo.

Por ultimo, una funcién muy importante de los linfocitos B es modular la
respuesta inmune. Los linfocitos B pueden producir ciertas sustancias
capaces de inhibir la respuesta inflamatoria producida tras una infeccion.

De esta forma se reduce la toxicidad de la respuesta inmune y ayuda a
frenarla cuando ya se ha detenido la infeccion.

Este aspecto es especialmente importante en las enfermedades
autoinmunes, en las que se genera una respuesta inflamatoria desmedida

que provoca diversos dafnos en el organismo. (Jiménez, 2018)

Origen de los linfocitos B.

Los linfocitos B se originan a partir de un precursor conocido como precursor linfoide

comun (CLP, por sus siglas en inglés), el cual también da origen a los linfocitos T y

las células NK. Es probable que la presencia de un receptor de membrana sobre los

precursores linfoides comunes llamado Notch1 lleve hacia la diferenciacion de

células T mientras que la ausencia de dicho receptor llevaria hacia la linea de
linfocitos B (Parham, 2016)




El desarrollo de linfocitos B se lleva a cabo en el higado durante la etapa fetal y en
la médula O6sea a partir del nacimiento y hasta la muerte. Las células linfoides
pluripotenciales (MLP, por sus siglas en inglés) son comprometidas a convertirse en
linfocitos B cruzando una serie de etapas de desarrollo, iniciadas a partir de la
accion de IL-7 y distintos factores de transcripcion, entre los que destaca PAX5
(Pavén, 2016).

v" Linfocito pro- B:

o El primero en la cadena de desarrollo de linfocitos B, presenta
marcadores CD34+ CD38+ CD22+ CD10+ y CD19-. En esta etapa, la
recombinacién somatica V(D)J se lleva a cabo, la cual es un
mecanismo de recombinacidén de genes que permite la diversidad en
las regiones variables de las cadenas pesadas (lgH) y las cadenas
ligeras (IgL) propias de los receptores BCR y TCR.

o EI mecanismo comienza con la recombinacién V(D)J de la cadena
pesada (IgH), altamente dependiente de factores de transcripcion,
especialmente PAX5 antes mencionado. La recombinacion de la IgH
es coordinada por las enzimas Ragl y Rag2, asi como de la
desoxinucleotidil-transferasa terminal (TdT), que recombinan en forma
de secuencia segmentos DH-JH y VH-DJH. Una vez la cadena pesada
de la region variable (V) del BCR queda determinada, se transcribe la
IgH de clase py (VDJCp), la cual marca el inicio de la siguiente etapa

de desarrollo: pre-B.

v" Linfocito pre- B:

o Cuando la VDJCp es transcrita, esta se asocia con una proteina
denominada SCJ, la cual no es variable. Al unirse, forman el receptor
preB (preBCR), el cual es transportado a la superficie celular del
linfocito ahora conocido como preB-Il. Si SCJ no logra asociarse a
VDJCyp, la célula sufrira apoptosis, por lo que las células preB son

sujetas a una seleccién positiva.




o El preBCR se asocia a las cadenas Iga e IgB con dominios
intracelulares ITAM, cruciales para la formacién del BCR final. Los
marcadores una vez el preBCR es llevado a la superficie celular son
CD19+ CD10+y CD34-.

o Posteriormente a la expresibn del preBCR, las enzimas
recombinantes Rag1 y Rag2 vuelven a actuar para recombinar los
genes para la formacion de la cadena ligera (IgL). La enzima TdT no
actua nuevamente, por lo que la IgL presenta menos diversidad que
la IgH, la cual fue recombinada en la etapa anterior. El resultado de la
recombinacion de IgL es el ensamblaje del receptor propio de los
linfocitos B, el BCR, expresado como IgM.

v' Linfocito B inmaduro:

o Un linfocito B inmaduro es capaz de reconocer antigenos, ya que
presenta el BCR propiamente. Los marcadores de un linfocito B
inmaduro son CD34- CD19+ CD10+ CD20+ IgM+ e IgD-.

Ya que puede ser estimulado por antigenos, el linfocito B sera
sometido a dos procesos distintos segun la intensidad del estimulo:
anergia clonal o delecién clonal. Estos procesos, en conjunto,
conforman la seleccion negativa de un linfocito B.

Anergia clonal

o Se trata de un estado de no respuesta a la estimulacién antigénica
que puede ser inducida por autoantigenos que no estimulan
suficientemente al BCR. Es conveniente que no haya respuestas a
autoantigenos, ya que al ser estos parte del cuerpo del individuo, su
deteccion podria a llevar a desérdenes autoinmunes.

Delecion clonal

o Silarespuesta al autoantigeno es muy elevada, el linfocito B inmaduro
sera sujeto a apoptosis, evitando asi el ataque a estructuras del propio
cuerpo. No obstante, es posible que un linfocito B inmaduro que
responde a antigenos propios evite ser eliminado reiniciando los
arreglos recombinantes de la IgH o IgL descritos antes para construir
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un nuevo BCR que no confiera autoespecifidad. Este proceso
correctivo se conoce como edicidén de receptor (Pavéon, 2016).

> CITOMETRIA DE FLUJO.

La citometria de flujo (CMF) constituye una técnica de avanzada, automatizada,
objetiva y altamente sensible, muy util para el estudio del inmunofenotipo de las

células normales y anormales (Suéarez, 2015).

Permite obtener informacion sobre poblaciones celulares a partir de un estudio
individualizado de un gran nimero de células (habitualmente entre 5000 y 10000)
que por tanto serdn una muestra lo suficientemente representativa del conjunto
poblacional. La suspension de células en solucidn isoténica se hace pasar a través
de un pequeno orificio de modo que cuando salen lo hacen una a una (en fila india)

formando parte de una corriente continua o flujo cilindrico.

Sobre esta corriente de células se hace incidir un haz de luz laser, cuya dispersién
y reflexién son analizados en duracién, intensidad y espectro, los datos obtenidos
almacenados en memoria de ordenador y desde alli pasados a archivos binarios
que posteriormente pueden ser analizados con detenimiento (Centro Nacional de

Biotecnologia, s.f.).

La CMF emplea anticuerpos monoclonales (AcMo) unidos a fluorocromos, que son
detectados y visualizados mediante un sistema informatico apropiado y de forma
rapida, permite analizar un elevado numero de particulas en suspension en un corto
periodo (5 000 particulas/s); ofrecer informacién simultdnea de varios parametros
celulares, identificar paralelamente antigenos de superficie y citoplasmaticos,
cuantificar la intensidad antigénica por medio de los canales medios de
fluorescencia y emplear multiples marcajes para, de esta manera, detectar la
coexpresion de antigenos aberrantes sobre el mismo blasto.

Esta técnica posee una sensibilidad superior a 1 x 104, es decir, es capaz de
detectar una célula tumoral entre 10 000 células normales. Entre sus desventajas
se puede mencionar: la incapacidad para diferenciar las células normales de los

blastos leucémicos en muestras que contienen un numero reducido de células y que
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el analisis requiere necesariamente el uso de una suspension celular, por lo que se
limita el estudio fenotipico de tejidos debido al tratamiento de disgregacién celular
gue no hace fiable la informacién sobre la arquitectura de los tejidos celulares, asi
como la interaccién entre estas y el medio que las rodea (Suarez, 2015).

e Tipo y cantidad de muestra
Los especimenes mas utilizados en hematologia, inmunologia y hemoterapia para

su inmunofenotipaje son variados y habitualmente incluyen: aspirados de médula
osea (MO), sangre periférica (SP) y sangre de cordon umbilical. Pueden emplearse
también los productos de leucoféresis y transfusion como los concentrados de
hematies, de plaguetas y el plasma. Se estudian, ademas, especimenes
procedentes de tejidos linfoides como ganglio linfatico, bazo y timo; y de tejidos no
linfoides, como, por ejemplo: piel, higado, mucosa gastrica e intestino. En este caso,
pueden haberse obtenido por procedimientos quirdrgicos, biopsia o puncién-
aspiracion con aguja fina (PAAF).

De igual forma, el inmunofenotipaje se aplica para el estudio de distintos fluidos
corporales, entre ellos, liquidos: cefalorraquideo (LCR), pleural y ascitico.

Para el estudio de las LA, preferentemente se usa el aspirado de la MO por puncion
de la cresta iliaca o el esterndn, de modo firme y rapido, con el empleo de agujas
de biopsia de 14 a 8 G, que permitan obtener un nimero suficiente de particulas de
la MO en suspension. Puede utilizarse también la SP cuando la cantidad de blastos

exceda el 50 %.

La cantidad de muestra necesaria dependera del numero de marcadores
antigénicos a analizar, 1 mL de sangre total es suficiente para determinar hasta diez
antigenos. Se recomienda realizar el conteo total de leucocitos contenidos en la
muestra a estudiar, para determinar la cantidad de pL necesarios para cada
determinacién (Suarez, 2015).

e Conservacion y trasportacion de la muestra
Los métodos y periodos de conservacion de las muestras obtenidas para el

inmunofenotipaje pueden variar de acuerdo con el tipo de especimenes u otros




productos contenidos, tipo y numero de células y el estado del paciente en el

momento en el que se obtuvo.

En general, la calidad de los resultados es inversamente proporcional al tiempo
transcurrido y al grado de manipulacion de la muestra desde su obtencion, por lo
que se recomienda el empleo de especimenes frescos, recién obtenidos. Asi, las
muestras deben procesarse, fundamentalmente, en las primeras 24 horas
posteriores a su extraccidon. Para el estudio del LCR y de las plaquetas, el tiempo
de conservacion es aun menor, 4 horas desde su obtencidn, ya que sus células son
mas susceptibles de entrar en apoptosis.

En todos los casos, la muestra debe conservarse a temperatura ambiente (22 -
25°C). Solo en aquellas situaciones en que la muestra no pueda procesarse en el
tiempo adecuado y se requiera de tiempos de almacenamiento o transportacion mas
prolongados, seria recomendable su conservacién a temperaturas entre 4 a 6°C y
anadir reactivo estabilizador, con el objetivo de obtener resultados aceptables hasta
5 dias después de su obtencidn, en una proporcion 1/10. De esta forma, las células
conservan la viabilidad requerida (>90 %). En caso de hemdlisis, grumos,
microcodgulos, congelamiento visible, incorrecto llenado del tubo y mal rotulado, la
muestra debe rechazarse (Suarez, 2015).
e Calibraciéon y compensacion

La calibracién se realiza para obtener una adecuada distribucién de las células
segun su tamano y complejidad interna. Estas caracteristicas dependen del grado
y de la magnitud de la dispersién de la luz del laser al interactuar con los
componentes celulares, que se obtiene a través del anadlisis de la muestra que

contiene solamente sangre total, la cual funciona como un control negativo.

Cuando la luz difractada incide en el mismo eje de la luz incidente, se evalua el
tamano celular a través del forward scatter (FSC). Por otro lado, cuando la luz
difractada y reflejada es detectada a 90° de la direccion del laser, se evallua la
complejidad interna celular a través del side scatter (SC).

Las compensaciones se colocan en el valor cero, después se crean los histogramas
para los FL1-FL4 y luego, se construyen los diagramas de punto, de acuerdo con




las diferentes posibilidades de compensacion. Inicialmente, debe adquirirse el tubo
gue contiene la muestra biolégica sin AcMo conjugado, se ajustan los FSC y SSC
en los valores lineales del gate 6ptimo, se excluye el debrisy posteriormente, se
ajustan los FSC y SC a los valores logaritmicos.

A continuacion, se van adquiriendo los tubos que contienen los AcMo conjugados
de manera independiente y de esta forma, se van realizando las diferentes
compensaciones de fluorescencia (Suarez, 2015).

> MARCADORES DE SUPERFICIE.

Se pueden utilizar un amplio rango de fluorocromos como etiquetas para el marcado
fluorescente en citometria de flujo. Los fluorocromos se encuentran por lo general
quimicamente unidos a anticuerpos especificos capaces de reconocer una
determinada molécula diana en la superficie o en el interior de la célula. Estas
etiquetas fluorescentes también pueden adosarse quimicamente a casi cualquier
compuesto quimico que presente una cierta afinidad por la membrana o alguna otra
estructura celular. Cada fluorocromo posee un pico de excitacion caracteristico, y
una longitud de onda de emisién también caracteristica. Sin embargo, los espectros
de emisidn de diferentes etiquetas con frecuencia se superponen, por consiguiente,
la combinacién de marcadores que pueden ser usados depende de la longitud de
onda de detectores que se encuentren disponibles.

Los linfocitos y otros leucocitos, asi como sus precursores hematopoyéticos,
presentan patrones caracteristicos de moléculas de superficie, que pueden ser
aprovechadas como marcadores para distinguir y caracterizar distintas poblaciones
celulares (Ortega, Osnaya, & Rosas, 2007).

e Cluster de Diferenciacion (CD).
Son moléculas marcadoras en la superficie celular, que son reconocidas por ciertos

anticuerpos, usadas para la identificacion del tipo de célula, estadio de
diferenciacion celular y actividad de la misma. Son un sistema de antigenos de
superficie celular de los leucocitos humanos, que se caracterizan mediante
anticuerpos monoclonales, permitiendo la categorizacion de los leucocitos y otras




células hematopoyéticas (de la sangre). También se conocen como cumulo de

determinantes o de designaciones.

Durante su maduracion y diferenciacién, los linfocitos inmaduros van recibiendo en
su superficie una serie de receptores inmunitarios que van apareciendo a modo
secuencial conforme progresa la maduracion y luego la diferenciacién de los
linfocitos. Se les denomina marcadores de diferenciacién pues le dan a la célula
linfocitica componentes fenotipicas Unicas del estadio de diferenciacion en que
estén (Bernard, 1984).

El cluster de diferenciacién es un protocolo utilizado para la identificacion e
investigacién de los anticuerpos monoclonales dirigidos contra epitopos en las
moléculas de superficie de los leucocitos Mas de 347 CD se han reportado hasta la
fecha. La molécula de la superficie propuesta se le asigna un numero de CD una
vez que dos anticuerpos monoclonales especificos demuestran unirse a la molécula
(Torres, 2015).

e Marcadores de células B.
En el camino de la maduracion, van encendiendo y apagando la expresion de ciertas

proteinas de superficie (con diferente CD), que permiten determinar en que estado

de diferenciacion se encuentran las células.

Las células poco diferenciadas (pro-B) expresan el enzima Tdt (desoxinucleotidil-
transferasa terminal). Los linfocitos B desde etapas de diferenciacion tempranas
expresan moléculas HLA de clase Il que soOlo existen ademas en células
presentadoras de antigenos. También, en todas las etapas del proceso de
diferenciacion se expresa CD 19, que es el mejor marcador del linaje B.

En la tercera etapa madurativa (pre-B) se comienza a expresar la Inmunoglobulina
en superficie, aunque so6lo se completa en la Ultima etapa de diferenciacion (célula
B inmadura), con la expresion de IgM e IgD en superficie. Es también en esta Gltima
etapa de diferenciacion donde se aprecia la expresion de CD 20, que se pierde en
el paso a células plasmaticas Los linfocitos B inmaduros y maduros expresan CD21
que es a la vez receptor para complemento y para el virus de Epstein-Barr (EBV).
Las moléculas CD19 y CD20 son importantes en la proliferacion y activacion de los




linfocitos B. Por ultimo, en los linfocitos B activados se enciende la expresién de la
proteina CD38 (marcador de estado de activacion que también tienen los linfocitos
T activados). Otra molécula accesoria fundamental en los linfocitos B es CD40,
puesto que cuando esta molécula se une a su ligando, da sefales al linfocito B para

que cambie de isotipo en su Inmunoglobulina (Resino, 2009).

Otra forma de seguir la maduracién de los linfocitos B es a traves de la expresién

de los genes de la inmunglobulinas:

a) Las células primordiales linfoides expresan MHC-Il 'y desoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT). También son CD19+, CD24+.

b) Progenitor de células B (pro-B): comienza el reordenamiento de los genes de
las cadenas pesadas de las Ig. Aparece CD10, CD20, CD21, CD22, CD38 y CD32.

c) Las células pre-B:

— Expresan cadenas mu (IgM) en el citoplasma. Aqui, ya se ha producido la

exclusion alélica de los genes materno o paterno.
— Se produce el reordenamiento de los genes de las cadenas ligeras.

— Expresan cadenas mu en la membrana junto con los pseudogenes de las cadenas

ligeras, en baja densidad.
— Pierden los marcadores TdT; CD38 y CD10.

d) Las células B inmaduras sintetizan cadenas ligeras kappa o lambda y pueden
expresar IgM en la superficie. La célula B queda determinada a reconocer un tipo
de Ag. Aparece CD23. (Resino, 2009)

e CD19.
En inmunologia se denomina CD19 (del inglés cluster of differentiation 19) a un tipo

de antigeno CD propio del sistema inmune de mamiferos. Se caracteriza por poseer
un peso molecular de 95 kDa y su naturaleza bioquimica lo encuadra dentro de la
familia de las inmunoglobulinas (Janeway, 2000).




Molécula de membrana expresada por todos los linfocitos B, en todas las etapas de
su desarrollo tanto precursores como maduros, implicada en la regulacion de la
activacién y proliferacion de la célula B (Navarra, 2019).

e CD20.
En inmunologia se denomina CD20 (del inglés cluster of differentiation 20) a un tipo

de antigeno CD propio del sistema inmune de mamiferos. Se expresa en los
precursores de las células B y en las células B maduras, pero se pierde tras su
diferenciacion en células plasmaticas. Se caracteriza por poseer un peso molecular
de 33-37 kDa. En las células B en reposo, el CD 20 aparece en una forma no
fosforilada de 32 kDa. Tras la estimulacién con mitogenos, el CD20 se fosforila,

dando lugar a 2 isoformas de 35 a 37 kDa (Patologia, s.f).

Su funcion bioldgica en la célula es: formar un canal de calcio cuando oligomeriza;
por ello, podria regular la activacion de las células B. Se expresa especificamente
en células B, en individuos sanos, y en diversos tipos celulares, en pacientes de
cancer (Janeway, 2000).

El antigeno CD20 es una fosfoproteina no glucosilada de aproximadamente 33 kD
que se expresa en células B humanas normales y malignas y se cree que actlua
como un receptor durante la activacidén y diferenciacion de las células B. Se ha
informado que el antigeno CD20 se expresa en células B normales de sangre
periférica, ganglios linfaticos, bazo, amigdalas, médula ésea, leucemias agudas y
leucemias linfociticas crénicas. CD20 se recomienda para la deteccién de antigenos
especificos de interés en tejidos normales y neoplasicos, como complemento de la
histopatologia convencional utilizando tinciones histoquimicas no inmunolégicas
(Biosystems, 2019).

Se puede encontrar en cantidades mayores que las normales en pacientes de
ciertos tipos de linfomas de células B y de leucemias. La medicion de la cantidad de
antigeno CD20 en las células sanguineas puede ayudar a diagnosticar el cancer o
planificar el tratamiento de cancer. El antigeno CD20 es un tipo de marcador tumoral
(NIH, 2018).




e CD79a.
Cluster de CD79A diferenciacion también conocida como cadena compleja

asociada a la proteina alfa del receptor de antigeno de células B y MB-1
glicoproteina de membrana, es una proteina que en los humanos esta codificada
por el CD79A gen. La proteina CD79a junto con la proteina CD79b relacionada,
forma un dimero asociado con la inmunoglobulina unida a membrana en las células
B, formando asi el receptor de antigeno de células B (BCR). Esto ocurre de manera
similar a la asociacién de CD3 con el receptor de células T, y permite que la célula

responda a la presencia de antigenos en su superficie.

La proteina CD79a esta presente en la superficie de las células B a lo largo de su
ciclo de vida, y esta ausente en todas las demas células sanas, por lo que es un
marcador altamente confiable para las células B en inmunohistoquimica. La
proteina permanece presente cuando las células B se transforman en activos
células plasmaticas, y también esta presente en practicamente todas las células B
neoplasias, incluyendo las células B linfomas, plasmacitomas, y mielomas. También
esta presente en linfocitos anormales asociados con algunos casos de enfermedad
de Hodgkin. Porque incluso en los precursores de células B, puede usarse para tefir
un rango de células mas amplio que el marcador de células B alternativo CD20,
pero este ultimo se retiene mas comunmente en los linfomas de células B maduras,
por lo que los dos a menudo se usan juntos en paneles de inmunohistoquimica
(Anthony, 2003).

El complejo CD79 es un heterodimero unido por disulfuro que esta asociado de
forma no covalente con las inmunoglobulinas unidas a membrana en las células B.
Este complejo de polipéptidos e inmunoglobulina constituye el receptor de antigeno
de células B. Los dos componentes de este complejo se designan CD79a y CD79b.
Se informa que el antigeno CD79a aparece por primera vez en la etapa de células
pre-B, temprano en la maduracion, y persiste hasta la etapa de células plasmaticas
donde se encuentra como un componente intracelular. No esta presente en lineas
mieloides o de células T. CD79a se recomienda para la deteccion de antigenos
especificos de interés en tejidos normales y neoplasicos, como un complemento de




la histopatologia convencional utilizando tinciones histoquimicas no inmunolégicas
(Biosystems, 2019).

JUSTIFICACION.

La Leucemia linfoblastica aguda (ALL) es una proliferacién neoplasica clénica de
células linfoides inmaduras del sistema hematopoyético. Es una enfermedad
basicamente infantil, con una edad media de diagnéstico de 10 afos; la ALL puede
presentarse a cualquier edad en los adultos y tiene un pequefio aumento de
incidencia en personas de mas de 70 afos.

En la ALL el inmunofenotipo es el principal medio de diagnéstico debido a la falta
de distincién citoquimica y morfologica, esta dirigido a la identificacién de la linea
celular implicada en el proceso de proliferacion clonal y el estadio madurativo de la
misma, empleando diferentes paneles de marcadores claramente establecidos por
grupos expertos en citometria en el que se incluyen anticuerpos monoclonales y
policlonales dirigidos frente a antigenos con diferentes especificidades para cada
linea.

Una técnica que ha permitido la clasificacion de las células de acuerdo con las
proteinas presentes en o sobre las células es la citometria de flujo, la cual ha jugado
un papel importante en el entendimiento, diagnéstico y tratamiento de

enfermedades como la ALL.

OBJETIVO GENERAL.
» Obtener e identificar in vitro células B de medula 6sea murina.

OBJETIVOS PARTICULARES.
» Obtener células B viables de medula ésea murina.
» Realizar el marcaje de las células B con los anticuerpos anti-ratén CD19,
CD20 y CD79a
» Realizar la identificacién de las células B marcadas por medio de citometria
de flujo.




MATERIALES Y METODOS.

Animales: Se utilizaron ratones hembras de 20 a 25 g de la cepa CD1 obtenidos de
la Universidad Autdnoma Metropolitana unidad Xochimilco. Los ratones se
mantuvieron en el bioterio de la unidad mantenido a 22 + 3 ° C y 55 + 15% de
humedad relativa con un ciclo de luz / oscuridad de 12 h. Se les dio alimento en

pellets y agua potable.

» Obtencion de células B de medula ésea.
1. Sacrificar a un ratdén de la cepa CD1 (hembra, 20 a 25 g,) por dislocacién cervical.

Los pasos experimentales posteriores se llevaran a cabo en una campana de
flujo laminar previamente desinfectada con alcohol al 70 % y esterilizada durante
20 minutos con luz ultravioleta (UV).

2. Colocar el animal en su parte posterior dorsal en una tabla de diseccién limpia y
enjuagar con alcohol reactivo al 70% para desinfectar. Este paso minimiza la
posibilidad de contaminar las preparaciones celulares con pelaje o particulas
externas.

3. Hacer una incision en cada pata trasera con unas tijeras estériles de punta roma.
Sujetar firmemente la piel y tirar suavemente hacia abajo para exponer los
musculos.

4. Cortar la pata trasera justo por encima de la articulacién pélvica / cadera con unas
tijeras de diseccion afiladas y estériles, asegurdndose de que la epifisis
permanezca intacta sin exponer su contenido al exterior.

5. Después de retirar la pata trasera, sostenerla con cuidado desde el lado inferior.
Con unas tijeras estériles, hacer una incisidn justo por encima de las garras para
quitar la parte inferior de la pata trasera.

6. Cortar la pata trasera justo debajo de la articulacién de la rodilla a través de los
ligamentos para eliminar la tibia, asegurandose de que la epifisis permanezca
intacta.

7. Separar el fémur de los musculos circundantes y eliminar el exceso de tejido con
unas pinzas y tijeras estériles, manteniendo intactos los extremos del hueso tanto
del fémur como de la tibia.




8. Retirar cualquier musculo / tejido sobrante adicional del fémur vy tibia utilizando
un bisturi, dejando los huesos expuestos y limpios de residuos de musculo.

9. Repetir el mismo procedimiento con otra pata de ratédn.

10. Transferir los huesos a Solucién salina Alsever en un recipiente estéril (caja Petri)
para preservar las células.

11. Recortar los dos extremos de los fémures y tibias con cuidado, utilizando tijeras
afiladas y estériles parda exponer el eje de la médula interior.

12.Enjuagar el contenido de la médula con solucion Alsever con una jeringa de
insulina de 1 ml con una aguja de 29G x 1/2. Recoger el contenido en un tubo de
centrifuga estéril de 15 ml. (Los huesos deben aparecer blancos una vez que
toda la médula se haya expulsado completamente).

> Preparacion de la suspension de células de médula 6sea.

13. Centrifugar la suspensién celular a 2500 rpm x 15 min.

14.Retirar el sobrenadante y volver a suspender el sedimento celular en 1 ml de
solucién Alsever.

15. Transferir asépticamente 3 ml de medio de gradiente de densidad Lymphoprep
en un tubo de centrifuga de 15 ml para el aislamiento de las células
mononucleares mediante las diferencias en la densidad celular.

16.Colocar con cuidado el mililitro del paso 14 sobre los 3 ml de Lymphoprep
(temperatura ambiente) en el tubo de centrifuga de 15 ml, creando una interfaz
entre el sedimento celular y el Lymphoprep.

17.Centrifugar el tubo a 400 x g a temperatura ambiente durante 30 minutos. La
centrifugacion debe sedimentar los eritrocitos y los leucocitos la banda de
linfocitos mononucleares por encima del Lymphoprep (las bandas seran capa de
plasma - capa de células mononucleares - capa de LSM - pellet RBC) como se
muestra en el siguiente diagrama.
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Figura 1. Diferencias en la densidad celular

18.Aspirar la capa superior de plasma transparente hasta 2-3 mm por encima de la
capa de linfocitos.

19.Aspirar la capa de linfocitos mas aproximadamente la mitad de la capa de
Lymphoprep debajo de ella y transferirla a un tubo de centrifuga.

20.Agregar un volumen igual de solucion Alsever a la capa de linfocitos en el tubo
de centrifuga y centrifugar durante 10 minutos a temperatura ambiente (18-25°C)
a una velocidad suficiente para sedimentar las células sin danarlas. Es decir, 160-
260 x g. (El lavado elimina el Lymphoprep y reduce el porcentaje de plaquetas).

21.Lavar las células nuevamente con solucién Alsever y resuspender nuevamente
en dicha solucidn para sus aplicaciones.

22.Recuperar una alicuota de suspension celular para el recuento de células.

23.Contar el numero total de células utilizando un hematocitémetro y el método de

tincion con azul tripano para la viabilidad celular.

» Marcaje de las células B de medula 6sea murina mediante citometria
de flujo.
Para realizar el analisis inmunofenotipico de las células en las muestras de MO

disgregadas, se emple6 un panel de anticuerpos combinados en 3 fluorescencias
distintas (Fluorocromos: FITC/PE/APC).




Los anticuerpos anti-ratén utilizados para este ensayo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales utilizados para el marcaje de células B de medula

dsea murina y sus respectivos fluorocromos.

CD Fluorocromo Funcion

Marcador para todas las etapas
CD19 FITC
de células B

Marcador de células B, util para
célula B post-medula ésea hasta
CD20 APC y ] ]
maduracion previa a célula

plasmatica.

Marcador de células B, desde
CD79a PE linfocito Pre-B hasta célula
plasmatica

FITC: isotiocianato de fluoresceina, PE: ficoeritrina, APC: aloficocianina.

24.Para el marcaje tomar alicuotas de 50 ul de muestra de MO murina obtenida en el
paso 21 y adicionar 2 pl de anticuerpo conjugado con fluorocromo como se
muestra en la Tabla 2.

25.Incubar durante 20 minutos a 37°C en oscuridad.

26.Una vez transcurrido este tiempo, centrifugar las muestras y realizar dos lavados
con 50 pul de buffer fosfato salino (PBS).

27.Fijar las células de MO murina con 450 pl de para-formaldehido por 10 minutos.

28.Realizar 2 lavados mas con 250 ul de PBS.

29.Refrigerar las muestras en PBS hasta el momento del analisis por citometria de

flujo.
Tabla 2. Panel Inmunofenotipico utilizando 3 fluorescencias distintas.
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Cantidad de
muestra de MO 50 pl 50 pl 50 ul 50 ul 50 ul
murina
CD19
Fluorocromo CD19 CD20 CD79a CD20
CD79a
Cantidad de 2 pl de cada
marcador. 2u 2u 2u r:arcador.

--- testigo (células sin marcador)




Para llevar a cabo el analisis de citometria de flujo y la compensacion del equipo se
emplearon las mismas muestras. Posteriormente, se ajustaron las sefales de fluorescencia
y voltajes de cada detector con el fin de asegurar la discriminacion adecuada entre las
sefales positivas y negativas. La calibracion del equipo se realizé siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

RESULTADOS.

Los resultados obtenidos del analisis inmunofenotipico de las células B obtenidas

de medula 6sea murina se muestran en la figura 2-4.
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Figura 2. Andlisis por citometria de flujo de células B de médula 6sea murina. Grafica para seleccion
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scatter -FSC-).
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Figura 3. Andlisis fenotipico de células B de medula 6sea murina utilizando un marcaje con tres

fluorescencias. Se ilustran la complejidad de la célula (side scatter -SSC-) en el eje de las Y y la




intensidad de la fluorescencia (eje de las X). Panel A: Expresién de CD20 marcado con aloficocianina
(APC). Panel B: Expresion de CD19 marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Panel C:
Expresion de CD79a marcado con ficoeritrina (PE). El desplazamiento hacia la derecha indica un

marcaje positivo.

D Specimen_001-Tube 001 E Specimen_001-Tube_ 001

CD79a- PE-4
CD20-APC-H
3
1

? 107 10
CD19- FITC-4

* 10® 1

n? n? n*
CD19- FITC-4

Figura 4. Panel D: Expresion de CD19 marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) en relacion
con CD79a marcado con ficoeritrina (PE), se muestra un mayor niumero de células marcadas con
CD19 Panel E: Expresion de CD19 marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) en relacion con
CD20 marcado con aloficocianina (APC).

DISCUSION.

Las leucemias agudas (LA) y los sindromes mielodisplasicos (SMD) son hemopatias
malignas de caracteristicas clinicas, biolégicas y evolutivas muy heterogéneas.
Desde el punto de vista clinico-biolégico, se ha avanzado notablemente en la
identificacion y caracterizacién molecular de estas enfermedades. En la actualidad,
los criterios empleados para la clasificacion diagndstica de los pacientes con LAy
SMD se fundamentan entre otras estrategias diagnosticas en el analisis
inmunofenotipico de las distintas subpoblaciones celulares presentes en el tejido
afectado (principalmente medula 6sea), estableciendo la linea celular, su estadio
madurativo y las aberraciones fenotipicas presentes en las células neoplésicas. Por
otra parte, el analisis inmunofenotipico de células normales de medula ésea
mediante Citometria de Flujo es una herramienta de gran utilidad para la
identificaciéon de los fenotipos en células malignas con implicacién directa en el

pronéstico, tratamiento y seguimiento de la enfermedad (Roa & Florentino, 2010).




En cuanto el manejo de muestras en Citometria de Flujo, se ha descrito gran
variabilidad en los resultados en relacién con las condiciones de transporte y
almacenamiento de las mismas, y en la fase analitica con el proceso de fijaciéon y
lisis de las muestras, variables que en conjunto tienen un impacto directo en la
interpretacion de los resultados. Por esta razon es fundamental establecer los
valores de referencia en muestras normales para los distintos marcadores
empleados en los paneles inmunofenotipicos de cada laboratorio de citometria para
reducir la variabilidad a la hora de interpretar el fenotipo de células anormales en
LMA y SMD (Jansen, 2009).

En el presente trabajo el procedimiento descrito para la obtencién de las células de
medula 6sea no trajo complicaciones, sin embargo, en la preparacion de la
suspension de células se presentaron varios problemas: el primero fue que el
gradiente de densidad que debe formarse no se logro, por lo que no se pudo separar
con exactitud los linfocitos y el segundo problema fue que con los lavados tanto para

separarlos como para el marcaje se pudieron perder gran nimero de células.

La maduracién del linfocito B inicia en la medula ésea. La primera célula que se
distingue como de estirpe B es la célula progenitora B (célula Pro-B), la cual expresa
CD19 (primer marcador de células B) y CD79a. Esta célula sufre un rearreglo en el
segmento genético del cromosoma 14; en esta etapa la célula aun no presenta
inmunoglobulinas de superficie. Después se llevan a cabo rearreglos genéticos,
resultando una inmunoglobulina M (IgM) de superficie, convirtiendo la célula pre B
en célula B inmadura. Para salir a la circulacién sanguinea, la célula B inmadura
debe expresar inmunoglobulina D (IgD) de superficie y convertirse en una célula B
virgen; esta célula presenta CD79a y CD19 (Sarmiento & Gabifio, 2012).

Existen ciertos marcadores como el CD5 que sirven para distinguir cierta etapa en
el desarrollo de la célula, mientras que existen algunos marcadores como CD19 o
CD79a que son mas utiles para diferenciar la estirpe celular. Este es uno de los
principios por los cuales se piden varios marcadores celulares al mismo tiempo, para
encontrar la estirpe y el momento evolutivo de la célula (Sarmiento & Gabino, 2012).




El linfocito B virgen es la primer célula B que presenta CD20 y normalmente se
encuentra en sangre periférica y en la zona del manto del foliculo linfoide. Después
de ser estimulada por un antigeno, la célula lleva a cabo una proliferacion y
transformacion. La célula viaja al centro germinal y se transforma en un centroblasto
por hipermutacion de la region variable de las cadenas pesadas y ligeras,
expresando los marcadores CD10 y Bcl6. Después ya que las células sufrieron esta
mutacidn y ya con sus inmunoglobulinas modificadas, se conocen se conocen como
centrocitos (estos nombres hacen referencia a células inmaduras [blastos] y
maduras [citos] del centro germinal). El centrocito desactiva Bcl6 para convertirse
en una célula B de memoria o célula plasmatica. Las células post-centro germinal
(célula plasmatica y célula B de memoria) son las ultimas células en la diferenciacion
del linfocito B. En el caso de las células plasmaticas es importante mencionar que
no expresan CD20, pero expresan CD38,CD138 y CD79a (Sarmiento & Gabifo,
2012).

Existe controversia respecto a la expresion de marcadores caracteristicos de células
B, los mas comunmente descritos son: CD10, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23
Empleando anticuerpos monoclonales anti-marcadores de ratdn, se identifico de
manera superficial por citometria de flujo que las células de medula 6sea murina
aisladas son positivas para CD19, CD20 Y CD79a.

CONCLUSION.

El procedimiento descrito para la obtencién de células de medula ésea murina fue
el adecuado, sin embargo, se debe tener cuidado en las condiciones de
almacenamiento y procesamiento de las muestras para que estas no tengan un

impacto directo con los resultados.

La citometria de flujo (CMF) es una técnica avanzada, altamente sensible y
automatizada, que se emplea para el inmunofenotipaje de las células normales y
leucémicas y es una herramienta de gran utilidad para el prondstico, tratamiento y
seguimiento de la enfermedad.
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RESUMEN.

INTRODUCCION

La leucemia es un tipo de cancer de las células sanguineas. Se caracteriza por un
incremento en el numero de células hematopoyéticas aberrantes en médula ésea 'y
en sangre periférica. Se deriva de la expansion clonal de precursores
hematopoyéticos que han perdido su capacidad para proceder a la diferenciacion
terminal y funcionalidad. La leucemia se origina de una acumulaciéon de un numero
minimo de eventos genéticos que resultan en el crecimiento celular acelerado y el
bloqueo de diferenciacion celular. Un gran namero de alteraciones genéticas,
incluyendo translocaciones cromosdmicas especificas, se han identificado y ligado
causalmente a la leucemogenesis, pero la base molecular y fenotipo de la leucemia
permanece en gran medida desconocido (Gonzalez, 2014).

De acuerdo con su evolucién se clasifica como cronica y aguda, y segun su estirpe
celular afectada sera mieloide o linfoide también llamada linfoblastica (Ortega,
Osnaya, & Rosas, 2007).

La leucemia crénica suele progresar lentamente y los pacientes tienen una cantidad
mayor de células maduras. En general, estas células maduras pueden desempeniar
algunas de sus funciones normales. La leucemia aguda es una enfermedad de
progresion rapida que produce células que no estan completamente desarrolladas.

Estas células no pueden desempefar sus funciones normales.

En la leucemia mieloide, el cambio canceroso comienza en una célula de la médula
6sea que normalmente forma los glébulos rojos, algunos tipos de glébulos blancos
y las plaquetas. En el caso de la leucemia linfoblastica, el cambio canceroso
comienza en una célula de la médula 6sea que normalmente forma linfocitos es

decir un tipo de glébulo blanco.

La Leucemia Linfoblastica Aguda (ALL) se debe a una lesién adquirida o congénita
del ADN de una sola célula en la médula ésea. Los efectos de la ALL incluyen la
proliferacién y acumulacion descontroladas y exageradas de células llamadas

“linfoblastos” o “blastos leucémicos” que no funcionan como las células sanguineas




normales. La presencia de los blastos leucémicos impide la produccion de las
células normales. Como resultado, cuando se diagnostica un caso de ALL, la
cantidad de células sanguineas sanas (glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas)
suele ser menor de lo normal ( Leukemia y Lymphoma Society, 2014).

Las leucemias linfoblasticas tienen dos variantes determinadas por la linea celular
que predomina: la primera es la mas frecuente y en 76% se debe a las células
linfociticas tipo B; la segunda se encuentra en 20% de todas las ALL y se debe a
las células tipo T. Como la leucemia linfoblastica aguda carece de hallazgos
morfologicos y citoquimicos especificos, para la evaluacion diagnostica es esencial
llevar a cabo el inmunofenotipo. Este inmunifenotipo o las caracteristicas fisicas de
la célula de leucemia determina si las células se originaron de linfocitos B o linfocitos
T. Mediante estos meétodos inmunolégicos es posible reconocer patrones
caracteristicos de moléculas de superficie (en la membrana celular o en su
citoplasma), que pueden ser aprovechados como marcadores para distinguir y

caracterizar distintas poblaciones celulares.

Esta caracterizacion se realiza mediante anticuerpos monoclonales (AcMo); cada
anticuerpo monoclonal distingue un solo tipo de molécula, e incluso partes
especificas y variantes de cada tipo de molécula. Los llamados grupos de
diferenciacion (CD, "cluster of differentiation"): consisten en todos los AcMo que
reconocen una determinada molécula de membrana leucocitaria y algunos son
especificos para diferentes poblaciones celulares (lanez, s.f). El subtipo de
linfocitos B se reconoce al encontrar, en las células blasticas leucémicas,
marcadores en la superficie celular idénticos a los que se encuentran en los

linfocitos B normales. (Ortega, Osnaya, & Rosas, 2007)

Para definir el linaje B, los blastos deben expresar fuertemente el antigeno CD19,
el cual tiene que estar asociado con al menos uno de los siguientes antigenos:
CD79a citoplasmatico, CD22 citoplasmatico o de membrana y el CD10. Por lo tanto,
la expresion solo del CD19 no es suficiente para confirmar el fenotipo B. Los
antigenos CD19 y CD22 son sensibles y especificos de la linea linfoide B. Sin
embargo, el CD79a, a pesar de tener una alta sensibilidad, no es absolutamente




especifico de este linaje, ya que puede estar expresado en células mieloides y sobre
los linfocitos T, al igual que en blastos de pacientes con LLA-T y LMA,

respectivamente

La mayoria expresan CD24 y CD21. Una pequena fraccion de células B de los
adultos normales expresan el antigeno CD45. La diferenciacion de las células B
posterior a la médula ésea no se conoce muy bien y no es posible definir con
exactitud los estadios discretos por la expresion de antigenos particulares (Trejos &

Virginia, s.f).

En la ALL de células pre-B, el subtipo mas frecuente, con un 70% de pacientes. El
nombre de pre-B se refiere al hecho que el clon de células leucémicas esta
destinado al linaje de células B, como se pone de manifiesto por los marcadores
tempranos, CD10 (el antigeno comun de la ALL: CALLA) y el CD19, y
reagrupaciones genéticas de inmunoglobulinas de superficie. La ALL de células -T
es el segundo subtipo de ALL. EI ultimo subtipo de ALL es el de célula B madura
que representa un 5% de las ALL del adulto. Esta enfermedad se clasifica como
linfoma de Burkitt, en ausencia de implicacion medular, mientras cualquier
implicacion de médula le confiere la designacion de LLA de células B maduras (Sala,
Blanco, & Pérez, s.f).

Para establecer el diagnéstico de la ALL de linfocitos B, como se menciond
anteriormente es necesario realizar la inmunofenotipificacién, un proceso que
identifica las células segun el tipo de proteinas (antigenos) de la superficie celular.
La “citometria de flujo” es una prueba que se puede usar para hacer la
inmunofenotipificacion ( Leukemia y Lymphoma Society, 2014).

La aparicién de los anticuerpos monoclonales y las mejoras que se han realizado
en las técnicas de citometria de flujo y de reaccién en cadena de la polimerasa han
permitido clasificar las ALL en distintos tipos, segun el estadio madurativo de sus
linfoblastos. Esta clasificacidon es la mas utilizada en la actualidad y tiene
implicaciones pronosticas y para el tratamiento (Atienza, 2016).




OBJETIVO GENERAL.
> Obtener e identificar in vitro células B de medula ésea murina.

OBJETIVOS PARTICULARES.
> Obtener células B viables de medula 6sea murina.

> Realizar el marcaje de las células B con los anticuerpos anti-ratébn CD19,
CD20 y CD79a

» Realizar la identificacién de las células B marcadas por medio de citometria
de flujo.

CONCLUSION.

El procedimiento descrito para la obtencidén de células de medula ésea murina fue
el adecuado, sin embargo, se debe tener cuidado en las condiciones de
almacenamiento y procesamiento de las muestras para que estas no tengan un
impacto directo con los resultados.

La citometria de flujo (CMF) es una técnica avanzada, altamente sensible y
automatizada, que se emplea para el inmunofenotipaje de las células normales y
leucémicas y es una herramienta de gran utilidad para el prondstico, tratamiento y
seguimiento de la enfermedad.
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