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RESUMEN e e i om0
El diagndstico de la presencia de blastos en el liquido cefalorraqui- Universidad de Concepcion.
deo (LCR) en leucemias agudas (LA) se realiza mediante técnicas

como la citometria de flujo (CMF) y la citologia convencional

(CC). El objetivo del presente trabajo es evaluar la frecuencia de

compromiso de LCR en LA por ambas técnicas en nuestro centro.

Métodos: Se analizaron 308 muestras de LCR pertenecientes a

175 pacientes, 57% de sexo masculino, con una mediana de edad

de 46 anos (1-70 afnos). Los diagndsticos fueron leucemia aguda

linfoblastica B (LLA-B, 84%), leucemia aguda linfoblastica T (LLA-T,

5%), leucemia aguda mieloblastica (LMA, 11%). El inmunofeno-

tipo se realizé con panel de 8 colores adaptado al diagnéstico. N

Resultados: La proporcién de muestras de LCR no valorables ﬁiﬁ’,ﬁ’;’;’;_.’f,d;r;’j,jf,"d‘jiéiij‘
en LA fue mayor para CC (46%) que para CMF (4%) (p<0,05).

Globalmente, se encontré infiltracion en 78/308 muestras por

CMF (25,3%) y en 8/77 por CC (10,4%) (p<0,0001). En LLA-B

70/259 muestras fueron positivas (27%) y LMA 6/34 (17%). No

hubo casos CC+ en LMA ni LLA-T. Las muestras que fueron CMF+/

CC+ tuvieron infiltracion mayor (59,5%) en relacion a las CMF+/

CC- (30%) (p<0,0001). Conclusiones: La CMF detecta mas del

doble de casos positivos para blastos en LCR en LA que la CC y

por lo tanto es un complemento adecuado para su uso de rutina

junto con esta técnica.

Palabras clave: Citologia; Citometria de Flujo; Leucemia; Liquido

Cefalorraquideo.
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ABSTRACT

The diagnosis of blast cell presence in cerebrospinal fluid (CSF) in
acute leukemias (AL) is made using techniques such as flow cytometry
(FCM) and conventional cytology (CC). This study aims to evaluate
CSF blast cell presence frequency in LA using both techniques (CC
and FCM) in our center. Methods: We analyzed three hundred and
eight CSF samples belonging to 175 patients, 57% male, with a
median age of 46 years (1-70 years) were analyzed. Diagnoses were
acute B lymphoblastic leukemia (B-ALL, 84%), acute T lymphoblastic
leukemia (T-ALL 5%), acute myeloblastic leukemia (AML, 11%). The
immunophenotype was performed with an 8-color panel adapted
to the diagnosis. Results: The proportion of non-assessable CSF
samples in LA was higher for CC (46%) than FCM (4%) (p<0.05).
Overall, infiltration was found in 78/308 samples by FCM (25.3%)
and in 8/77 by CC (10.4%) (p<0.0001). Seventy of 259 samples
were positive in B-ALL (27%) and 6/34 in AML (17%). There were
no CC+ cases in AML or T-ALL. The samples that were FCM+/CC+
had more significant infiltration (59.5%) than CMF+/CC- ones (30%)
(p<0.0001). Conclusions: CMF detects more than twice as many
CSF blast-positive cases in LA as CC and is, therefore, suitable for
routine use along with CC.

Keywords: Cerebrospinal fluid; Citology, Flow cytometry; Leukemia.

En pacientes con leucemias agudas (LA), el
compromiso del sistema nervioso central (SNC)
puede producirse al diagnostico o a la recaida
y esta asociado a un pronéstico adverso'. La
frecuencia reportada al diagnéstico en adultos
varia segln el tipo de LA, siendo mas frecuente
en leucemia aguda linfobldstica (LLA, 4-7%) en
comparacion con leucemia aguda mieloblastica
(LMA, 1-3%). Los factores de riesgo de aparicién
son mdltiples y se asocian a fenotipo linfoide
T, presencia de cromosoma Philadelphia en
LLA-B, hiperleucocitosis, expresiéon de CD56 y
diferenciacion monocitica y mielomonocitica
en LMA, entre otros’. Puede presentarse en
pacientes asintomaticos, o producir sintomas
relacionados a compromiso de pares craneanos u
otras manifestaciones neuroldgicas. La terapia de
esta complicacion se realiza con administracion
sistémica e intratecal de drogas con penetracion
en SNC (ej: metotrexato o citarabina) y/o radio-
terapia del SNC, con lo cual se logra disminuir
en forma significativa la frecuencia de recaida

en SNC en LLA-B de 30% a menos del 10%*.

El diagnéstico de compromiso de SNC en
LA se estudia en muestras de liquido cefalo-
rraquideo (LCR) obtenidas habitualmente por
puncién lumbar (PL), con técnicas como la
citologia convencional (CC) y la citometria de
flujo (CMF), asociado a otras técnicas de image-
nes como la resonancia magnética®. La CC esta
ampliamente disponible, puede complementarse
con inmuno-histoquimica y tiene menor coste,
sin embargo, tiene menos sensibilidad que la
CMF y reporta con mayor frecuencia muestras
acelulares o no valorables y su interpretacion es
compleja en presencia de linfocitos reactivos.
La CMF favorece la adquisicion de una mayor
cantidad de eventos y permite el analisis simul-
taneo de una mayor cantidad de parametros, lo
que aumenta su sensibilidad®.

En este trabajo nos propusimos revisar la
contribucién de ambas técnicas en el diagnéstico
de diseminacién meningea de pacientes con LA
en nuestra institucion.
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Material y Métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo, obser-
vacional y retrospectivo. Se buscé en la base
de datos del laboratorio de citometria de flujo
del Hospital “Dr. Guillermo Grant Benavente”
(HGGB) muestras de LCR en pacientes con
diagnéstico de leucemia aguda en el periodo
comprendido entre entre enero de 2014 a di-
ciembre de 2018 atendidos en el HGGB. Las
muestras fueron obtenidas mediante puncion
lumbar en tubos acondicionados con EDTA y
estabilizante celular (Transfix®). En el caso de
la LLA el estudio se realizé en todos los pa-
cientes al diagnéstico y durante el seguimiento
de acuerdo a lo senalado en el protocolo de
quimioterapia y en los pacientes con LMA de
acuerdo a indicacién del médico tratante al
final de la induccion. Se registraron variables
relacionadas a caracteristicas demograficas
(sexo, edad, diagnéstico de referencia) y
técnicas relacionadas con la muestra (aptitud
para evaluacion, tipos de poblaciones celula-
res identificadas, presencia de infiltracion por
blastos leucémicos, porcentaje de infiltracion
en los casos que fueron positivos).

El inmunofenotipo por citometria de flujo
se realiz6 con panel de 8 colores, siguiendo el
protocolo publicado por el consorcio EuroFlow”.
En todos los casos se incluyé CD45 V500, CD14
(APC o APC-H7) para identificacién de monocitos
y CD3 (APC o APC-H7) para la identificacién
de linfocitos Ty CD34 PerCP-Cy5.5. En LLA-
B se agreg6 CD10 PE, CD19 PE-Cy7 y CD38
APC-H7. En LLA-T se agregdé CD3 citoplasmatico
en V450 y en LMA HLA-DR V450, siendo el
resto de las posiciones ocupadas por anticuer-
pos seleccionados de acuerdo al fenotipo del
diagnostico. Se consider6 como poblacién a
la agrupacién definida de al menos 5 eventos
con fenotipo similar. La adquisicién se realizé
en citdmetro FACSCantoll® mediante software
DIVA (BD Biosciences, San José, California). El
analisis de citometria se realizé por software
Infinicyt® (Cytognos, Salamanca, Espafa). En 77
muestras se realizé en forma simultdnea CMF y
CC, siendo de ellas 36 consideradas como no
valorables o acelulares. La citologia se realizé
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de acuerdo a método convencional en el la-
boratorio de anatomia patolégica del HGGB.
El estudio conté con la aprobacién del comité
de ética del Servicio de Salud Concepcién.

Anadlisis estadistico

Los datos categoricos fueron presentados
como mediana, n y porcentajes y los datos
numéricos como mediana y rango. Se utiliz6
la prueba de y* para analizar diferencias entre
variables categéricas y t de Student y U de
Mann-Whitney para variables numéricas. El
analisis estadistico se realizé con software
estadistico SPSS, considerando significativa
una p<0,05.

Resultados

Se obtuvo en total 308 muestras de LCR
pertenecientes a 175 pacientes. Cincuenta y tres
por ciento fueron de sexo masculino, con una
mediana de edad de 16 anos (1-70). Los diag-
nésticos fueron LLA-B (259/308, 84%), LLA-T
(15/308, 5%) y LMA (36/308, 11%).

De las muestras analizadas por CMF, sélo un
4% fueron no valorables, mientras que por CC
46% (p<0,05). En las muestras analizadas por
CMF, en la gran mayoria se observaron monocitos
(94%) y linfocitos T (98%).

Globalmente, se encontré infiltracion en
78/308 muestras analizadas por CMF (25,3%) y
en 8/77 analizadas por CC (10,4%) (p<0,0001).
En LLA-B hubo 70/259 muestras que fueron
positivas (27%) y en LMA 6/34 (17%). Por medio
Gnicamente de CC no se pudo identificar casos
positivos o sugerentes de infiltracion meningea
en LLA-T ni en LMA (Tabla 1).

Del total de muestras analizadas por CMF y
CC (n=77), 41 fueron consideradas valorables por
ambos métodos, observandose 13/41 muestras
positivas por CMF (32%) y 7/41 muestras positivas
para CC (17%) (p<0,0001) (Tabla 2). En los casos
positivos hubo algunos sélo diagnosticados por
CMF (8/13) y otros s6lo por CC (2/7) (Tabla 2).
Las muestras que fueron positivas por ambas
técnicas tuvieron un promedio de infiltracion
mayor (59,5%) en relacién a las positivas sélo
por CMF (30%) (p<0,0001) (Figura 1).
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Tabla 1. Diagnéstico clinico de los pacientes estudiados de acuerdo al resultado del estudio de LCR
por citometria de flujo y citologia convencional.

Muestras positivas
Diagnosticos n CMF+ CC+
n (%) n (%)
LLA-B 259 62 (24) 8 (3)
LLA-T 15 10 (66) 0 (0)
LMA 34 6 (17) 0 (0)
Total 308 78/308 8/77
(25,3%) (10,4%)

CMF: citometria de flujo; CC: citologia convencional; LLA-B: leucemia aguda linfoblastica B; LLA-T: leucemia aguda linfo-
blastica T, LMA: leucemia aguda mieloblastica.

Tabla 2. Comparacion de resultados de muestras de LCR estudiadas simultdneamente por citometria
de flujo y citologia convencional, considerando sélo las que fueron valorables (n= 41).

CMF+ CMF-
CC+ 5 2 7/41 (17%)
CC- 8 26 34/41 (83%)
13/41 (32%) 28/41 (68%)

CMEF: citometria de flujo; CC: citologia convencional.
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Discusion

El presente estudio demuestra que la CMF
es mas sensible que la CC para el diagnéstico
de infiltracién por blastos en LCR de pacientes
con LA. En nuestra serie la CMF demostré mas
del doble de casos positivos respecto de la CC,
similar a lo reportado por otros autores®>. La CMF
puede evidenciar hasta 0,01% de células malignas,
permitiendo la deteccién de enfermedad silente, o
sea aquella que ocurre en pacientes CMF+/CC-.
La principal desventaja de la CMF se produce por
la escasa viabilidad de la muestra una vez extraida,
lo cual puede falsamente disminuir los recuentos
celulares y la sensibilidad del ensayo. La CC sigue
siendo la técnica de eleccién recomendada en
las guias CAP-ASH, recomendandose la CMF
para los casos en que exista un informe dudoso
de la CC™. La CC posee una alta especificidad
(>95%), adoleciendo de menor sensibilidad, con
aproximadamente 45% de muestras negativas en
pacientes con LA y sospecha de compromiso
del SNC?*.

La deteccion de células tumorales en el LCR
puede ser complejo debido a factores como la
escasez de células de la muestra, contamina-
cién con sangre periférica, el escaso volumen
obtenido y la mala viabilidad del LCR, como se
senalé anteriormente'. La cantidad de células
de la muestra puede ser variable, reportandose
hasta un 50% de casos de pacientes con recuento
celular normal en hemopatias malignas'. Esta
demostrado que a media hora de extraido el LCR
pierde cerca de un 50% de su viabilidad, lo que
puede optimizarse con el empleo de estabilizante
celular (e.g. Transfix®), que ha demostrado evitar
pérdida de poblaciones celulares incluso después
de 18 h de almacenamiento del LCR™". En nuestro
reporte, el empleo rutinario de Transfix® asociado
a los tubos de EDTA permitié obtener una alta
frecuencia de muestras de LCR en LA valorables
para analisis (94%).

La frecuencia de deteccién de blastos en LCR
reportada por CMF en LLA-B es 20-30% y por CC
6-15%*%'. En nuestro estudio, la infiltracion global
fue 25,3% por CMF y 10,4% por CC, similares a
las descritas en la literatura, correspondiendo en su
mayoria a casos de LLA-B. En LMA existe menor
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cantidad de informacion reportada respecto de la
frecuencia de infiltracién de SNC. Del Principe, et
al. encontraron 33/103 muestras positivas ya sea
por CC o CMF y de estas, 21 solo por CMF en
una cohorte de pacientes con LMA en los cuales a
todos se realiz6 PL al momento del diagnéstico®.
En nuestro reporte, la frecuencia de infiltracion por
CMF (17%) provino de una muestra de pacientes
seleccionados de acuerdo al riesgo. La CC no
permitié la deteccion de blastos en LCR de LMA
en nuestra serie.

El valor pronéstico de la infiltracién en LCR
esta mejor establecido para las LLA, existiendo
un prondstico més adverso de sobrevida global y
riesgo de recaida, incluso en casos de enfermedad
oculta"™. Por este motivo el tratamiento profilactico
de infiltracion de SNC por blastos esta contemplado
en todos los pacientes con LLA, en quienes hay
una mayor posibilidad de compromiso del SNC'y
de enfermedad silente en caso de utilizarse sélo
CC. En el caso de las LMA no ocurre lo mismo,
no habiéndose demostrado en todos los casos un
mayor riesgo de recaida en SNC o sistémica'°.

En los dltimos anos, nuevos avances en la CMF
como la Chipcytometry y la citometria espectral
han comenzado a reportar evidencia favorable
para su futura incorporacién en el estudio de
LCR?. En el estudio morfolégico, el empleo de
contadores automatizados con vision digital para
la identificacion de blastos (Cellavision®) en LCR
han demostrado tener una buena correlacion con
la microscopia convencional®.

Entre las limitaciones de nuestro reporte se
encuentran su cardcter retrospectivo y unicéntri-
co, lo que puede no reflejar la realidad de todos
los hospitales publicos del pais. Por otro lado,
la indicacién de la PL no fue consensuada con
criterios preestablecidos en el caso de la LMA.

Conclusiones

En este reporte hemos demostrado que, en
nuestro medio, la CMF es mds sensible que la CC
para el diagnéstico de infiltracion por blastos en el
LCR de pacientes con leucemias agudas, constitu-
yendo la técnica de eleccion como complemento
a la CC en LA. Asimismo, el uso de preservante
celular permite obtener una mayor cantidad de
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muestras valorables por CMF. Estos factores per-
mitirian el desarrollo de un protocolo de envio de
muestras desde otros centros hacia laboratorios de
referencia, con el fin de ampliar la cobertura para
estudio de esta complicacién por CMF.
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