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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1 Inmunofenotipificacién por citometria de flujo.

La citometria de flujo apareci6 en los laboratorios clinicos en la década de 1980,
en el despertar epidemiologico del sindrome de inmunodeficiencia humana
(SIDA), inicialmente aplicada para ensayos en linfocitos CD4+, y posterior a esto

la técnica fue pronto aplicada al estudio de neoplasias linfoides y mieloides ().

Esta técnica es un ensayo multiparamétrico, el cual se basa en hacer pasar una
suspension de particulas alineadas de forma individual por un haz de luz
focalizado y de la luz dispersa se interpretan propiedades morfologicas vy
estructurales de la célula mientras que de la fluorescencia emitida deriva la
presencia y cantidad de un componente celular (2), en el contexto de las células
hematopoyéticas se logra interpretar caracteristicas como el tamafo,

granularidad y antigenos de diferenciacidn hematopoyéticos.

Los antigenos de diferenciacion hematopoyéticos (Cluster of diferentiation
antigens), son moléculas en su mayoria de origen proteico, que cumplen un rol
en los diferentes procesos bioquimicos celulares y que conforme las células se
diferencian estos compuestos disminuyen o incrementan su concentracion. Estas
moléculas han logrado ser identificados gracias al uso de anticuerpos
monoclonales, los cuales ademas de la identificacién de la molécula, permiten

evidenciar sus propiedades bioquimicas y la distribucion celular ).



Estas estructuras se clasifican en diferentes grupos dependiendo su distribucion
en la membrana celular: proteinas transmembranales de tipo | las cuales tienen
el grupo carboxilo terminal (COOH-) intracitoplasmatico y su grupo amino
terminal (NHs-) extracelular, las proteinas transmembranales de tipo Il a la
inversa que las del tipo | esta tienen el grupo amino terminal intracitoplasmatico
y el carboxilo terminal extracelular, las proteinas transmembranales de tipo Il
atraviesan la membrana en mas de una ocasion y ambos extremos amino y
carboxilo terminales estan ubicados dentro del citoplasma, las proteinas
transmembranales de tipo IV que ademas de atravesar la membrana en mas de
una ocasion forman canales de agua transmembranales y las de tipo V que se

unen a una estructura lipidica para anclarse a la membrana plasmatica.

La caracterizacion de la presencia o ausencia de estos antigenos especificos en
la membrana de las células hematopoyéticas se conoce como inmunofenotipo y

su principal utilidad radica en la clasificacion de neoplasias hematolégicas.

En las ultimas dos décadas la inmunofenotipificacion por citometria de flujo ha
permitido categorizar el fenotipo de poblaciones celulares tumorales, permitiendo
identificarlas aun en coexistencia residual con subpoblaciones de leucocitos
sanos, lo que convierte a este método en un pilar fundamental para el

diagnéstico, clasificacion y seguimiento de pacientes con leucemia y linfoma ().

La interpretacion inmunofenotipica de las células individuales en suspension
permite la identificacion de los diferentes linajes y su estadio madurativo, también

permite la deteccidn de antigenos anormales o la expresion antigénica distinta a



su contraparte sana y puede brindarnos datos sobre pronostico e identificacion

de potenciales blancos para una terapia dirigida ().

Los diversos paneles que se pueden emplear para inmunofenotipificacion de
neoplasias malignas incluyen anticuerpos para la identificacion de antigenos
especificos de linaje, cuya combinacién permite establecer patrones de
maduracion con los cuales se logra definir el arresto en la etapa madurativa de
la poblacién neoplasica y no solo eso sino también la expresion antigénica

aberrante.

La ventaja clara de este método es la capacidad de discriminar rapidamente, por
un andlisis multiparamétrico y cuantitativo la expresion de los antigenos

expresados en cada célula y el tamafio de la poblacion cuantificada ().

Sin embargo, es importante definir el contraste entre los protocolos de
inmunofenotipificacién para diagndstico y los ensayos de enfermedad minima
residual, en estos ultimos se requiere que el método incremente su sensibilidad
y especificidad, para detectar poblaciones aberrantes inmersas en células
normales y esto se logra incrementando el nimero de células que se adquieren
y la combinacién de marcadores especificos, diversos trabajos de investigacion
muestran protocolos estandarizados dependiendo el tipo de neoplasia y la mejor

estrategia para evaluar minima residual (7, 8, 9).



1.2 Cluster of diferentiation CD20 (B1).

El receptor CD20 es una fosfoproteina no glicosilada de 33-37 KDa (), es
expresada en los linfocitos B, aproximadamente en la etapa pre-B justo después
de la sintesis de la cadena pesada u, y que permanece hasta la diferenciacion a
célula plasmatica (9). Esta proteina atraviesa la membrana en 4 puntos, dejando
2 secciones en la zona extracelular que sirven
como ligandos y la region intracelular contiene
sitios de fosforilacion de tirosin cinasa, con 2
regiones terminales, una de ellas con un grupo

amino y otra con un grupo carboxilo, ademas de

un pequefo lazo entre el tercer y cuarto dominio

1 297 intracelular (ver Figura 1) (10, 12, 13).
NH, COOH
Figura 1. Estructura El CD20+ esta involucrado en la regulacion y
del CD20

activacion del ciclo celular, proliferacion y
diferenciacion de las células B (10, 11). Opera principalmente como canal de calcio

(Ca?"), facilitando la entrada de este del medio extracelular (2, 15, 16).

La expresion de este receptor es mas tardia que otros marcadores de las células
B, durante el desarrollo normal de esta linea, la densidad de la molécula en la
membrana incrementa conforme se diferencia la célula, es decir los precursores
expresan menor densidad que las células maduras B (13. La molécula es
expresada aproximadamente entre 10000-20000 copias por célula y esta

expresion es exclusiva del linaje B (11,17).



En estado patologico se ha demostrado que algunos antigenos son expresados
en diferente densidad, si se compara con su contraparte sana. Lo mismo ocurre
en el caso del CD20+, en diferentes trastornos de las células B, la densidad del

antigeno es distinta (ver Tabla I) (10,16).

Todo este conjunto de caracteristicas: exclusividad de linaje, alta expresion,
ligandos extracelulares, ausencia en el plasma, que no se desprende de la
superficie celular y no es internalizado después de la unién con el anticuerpo

hace que sea un blanco ideal para una terapia dirigida (1o, 11).

Tabla |
Distribucion del nimero de moléculas de CD20 por célula

Presentacion clinica Media/rango de CD20
Linfocitos B sangre periférica individuo sano 10,819 (1,315-18,194)
Linfocitos B médula 6sea individuo sano 19,193 (12,642-27,707)
Leucemia linfocitica crénica B 4,067 (563-46,395)
Linfoma folicular 22,240 (3,689-39,643)
Linfoma de células del manto 29,770 (2,785-97,727)
Linfoma esplénico de linfocitos pilosos 23,481 (1,824-56,729)
Linfoma de células grandes B 23,650 (2,346-54,774)
Leucemia de células pilosas 31,563 (1607-72,540)

Tabla adaptada de Huh, Y. O., Keating, M. J., Saffer, H. L., Jilani, I., Lerner, S., & Albitar, M. (2001). Higher levels of surface
CD20 expression on circulating lymphocytes compared with bone marrow and lymph nodes in B-cell chronic lymphocytic
leukemia. American Journal of Clinical Pathology, 116(3), 437-443

1.3 Rituximab.

Rituximab fue desarrollado en 1980 y fue el primer anticuerpo monoclonal que
reconocia al CD20, pero no fue hasta 1997 que fue aprobado por la FDA
(MabThera, Hoffmann La-Roche, Switzerland), especialmente para el tratamiento
de pacientes con Linfoma No Hodking CD20+ refractario. Este anticuerpo
monoclonal terapéutico tiene alta afinidad a la molécula, y posee naturaleza

quimérica, es decir la region de cadena pesada (IgGi) de origen humano y las



cadenas ligeras kappa de origen murino. El peso molecular del Rituximab es de
144,544 Daltons, esta constituido por 1328 aminoacidos (2), y tiene una
sobrevida cercana a los 22 dias una vez administrado (5. Los mecanismos de
accion ejercidos Rituximab se basan en citotoxicidad dependiente de
anticuerpos, citotoxicidad mediada por células e induccién de sefales de

apoptosis (16).

El uso de esta terapia monoclonal en sinergia con quimioterapia mejora las tasas
de respuesta en linfomas no Hodgkin de linfocitos B, leucemia linfocitica crénica,
leucemias del manto, macroglobulinemia de Waldenstrém y linfomas de la zona
marginal (17) y se utiliza cada vez mas para el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias. Las reacciones por administracion intravenosa en los pacientes
se limitan a fiebre, escalofrios, dolor faringeo, urticaria, hipertensién y con poca

frecuencia reacciones mucocutaneas y dérmicas graves (1s).

1.4 Reaccion Antigeno-Anticuerpo.

La reaccién antigeno-anticuerpo es una interaccion fisicoquimica que esta ligada
directamente a la composicibn quimica de los reactantes, es decir la

complementariedad conformacional de los compuestos y su carga.

En el caso de los anticuerpos, los sitios de union de las moléculas estan formados
por seis regiones determinantes de complementariedad (CDRS), 3 en la cadena
ligeray 3 en la pesada, estas regiones son las que hacen contacto mas estrecho

con los determinantes antigénicos de un antigeno, y por tal motivo son



nombrados sitios hipervariables. Estos sitios se componen de polimeros de
aminoacidos organizados con las caracteristicas estereoquimicas y electronicas

complementarias al antigeno para el cual fue sintetizado (ver Tabla Il) (19).

Tabla ll
Propiedades biolégicas de las inmunoglobulinas humanas
Clase de
inmunoglobulina IgM I9G IgA IgE Igb
Cadena pesada mu (M) | gamma (y) | alfa (a) | épsilon (¢) | delta (d)
Cadena ligera KoA KoA KOA KOA KOA
Polimerizacién P M MyD M M
Peso molecular (KD) 900 140-150 | 160-320 200 150-160
Componente secretor No No Si No No
Numero de oxidacion 5 2 2-4 2 2
Concentracion en | 45 550 | 6201600 | 50-500 | 0.002-0.2 | 0.3-5
suero (mg/dl)
Activacion de S S No No No
complemento
Vida media (dias) 9-11 25-35 6-8 2 2-3

P= Pentamero, M= Monémero, D= Dimero
Adaptado de Rojas-Espinosa O. Inmunologia (de memoria). 32 Edicién. Medica Panamericana; 2006. Pag 201.

En el caso de los antigenos estos relnen caracteristicas que determinan su
inmunogenicidad, estas van desde su estructura, tamafio molecular, carga

eléctrica, el estado fisico y su conformacion estérica y optica (20).

La interaccién antigeno-anticuerpo es considerada una reaccion bioquimica

reversible que se rige por la ley de accion de masas y se explica a continuacion:

K1
Antigeno + Anticuerpo = Antigeno-Anticuerpo
K2

Donde K1 representa la constante de asociacion y K2 la constante de disociacion,

y cuya constante de equilibrio (K) se interpreta de la siguiente forma:



[Antigeno — Anticuerpo] K1

= —=K
[Antigeno][Anticuerpo] K2

La concentracion del complejo entre la concentracion de reactantes es igual a la
constante de equilibrio de reaccion, y cada interaccion Ag-Ac genera energia libre
de reaccion la cual estd en funcion de la entalpia y entropia propia de las

moléculas que intervienen (19).

Estas interacciones estan basadas en enlaces electrostéaticos, es decir enlaces
en donde intervienen las cargas eléctricas de los reactantes, los diversos enlaces

gue se pueden generar son mostrados en la Tabla lll.

Ademas de la interaccidn fisicoquimica entre las moléculas, existen factores del
medio que tienen efecto directo sobre la constante de equilibrio permitiendo su
desplazamiento hacia productos o hacia reactantes (25, 26), los mas relevantes se

explican a continuacion:

Temperatura: los cambios en la temperatura generan cambios
conformacionales en las proteinas, y dependiendo su rango estos cambios
pueden favorecer o entorpecer la complementariedad estructural entre las

moléculas.

pH: los cambios en el pH generan que las proteinas modifiquen su carga

electrostatica y de esta forma la capacidad de unién con otras moléculas.

Fuerza ionica: la fuerza ionica se refiere a la intensidad del campo
eléctrico en una solucion, segun el rango en el medio de reaccion se puede

favorecer la interaccion entre las moléculas, es decir que un incremento



en la fuerza ionica favorece la neutralizacion de las cargas de los

reactantes y por lo tanto disminuye la formacion de los complejos y

viceversa, la disminucién en la fuerza id6nica permite la interaccion entre

las cargas de los reactantes.

Tabla Il
Enlaces electrostaticos formados por el complejo antigeno-
anticuerpo
Reaccion Ag-Ac Enlace
0 I6nico

[ ;
CH,—CH,—C—0-=>H,N—CH,—CH,

(Cargas opuestas)

Fuerzas de van der Waals
(Fluctuaciones en las nubes de
electrones alrededor de las
moléculas)

Dipolo-dipolo
(Enlace entre el extremo positivo de
una molécula polar y el negativo de
otra)

Puentes de hidrogeno
(lones de hidrogeno compartidos por
distintos grupos con cargas
opuestas)

CHE_CHZ_C:O+ HZN_CHZ_CHZ
%
CH;—CHZ—CHE—(IE=N—CH2—CH2

R

Covalentes reversibles (Bases de
Schiff)

Adaptado de Rojas-Espinosa O. Inmunologia (de memoria). 32 Edicién. Medica Panamericana; 2006. Pag 213.

Concentracion de los reactantes: la velocidad de formacion del complejo

anageno y anticuerpo esta directamente relacionado al nimero de moléculas de

anticuerpo en el medio y el nUmero de sitios antigénicos disponibles.

Estas caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas (antigeno y anticuerpo)

como del medio donde reaccionan, se engloban en las propiedades generales de

la reaccion (especificidad, avidez y afinidad) y la forma en la que se pueden



presentar cuando se estudian en condiciones controladas desde el laboratorio.

Estas propiedades generales de reaccion (24, 27, 28) se describen a continuacion:

Especificidad: Es la capacidad que posee el anticuerpo de diferenciar entre

unos antigenos estructuralmente similares a su blanco.

Afinidad: es la cantidad de energia que es contenida por cada uno de los

enlaces entre el anticuerpo y el antigeno.

Avidez: Indica el grado de interaccion entre el antigeno y el anticuerpo.

En el laboratorio en condiciones controladas estas reacciones pueden ser
evidenciadas mediante diferentes técnicas como precipitacion, aglutinacion y una
gran variedad de inmunoensayos (enzimaticos, fluorescentes, radioactivos,

guimioluminiscentes).

1.5 “Regulacion negativa vs. Antigenos enmascarados” en el seguimiento
de las neoplasias hematoldgicas.

Sabemos que el cancer es producido por la pérdida de la homedstasis celular
donde se involucran alteraciones genéticas que permiten que las células
adquieran caracteristicas que comprometen la regulacién de sus funciones. En
el caso de las neoplasias hematolégicas, estas se pueden presentar en forma de
tumor solido o diseminado (leucemia). Su clasificacion se basa en estudios
morfolégicos, inmunofenotipificacion, caracterizacion genética y clinica (19, 21), en
nuestro pais la incidencia de estas enfermedades ha sido recientemente

reportada (22, 23), destacando que leucemias agudas, cronicas y linfomas son las
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gue encabezan la lista de prevalencia en una gama de enfermedades

hematoldgicas.

Diversos estudios que abordan la forma en la que las células cancerigenas
evaden sefales de regulaciéon o los mecanismos por los cuales se vuelven
resistentes a tratamiento (23, 24). La desregulacion de los mecanismos
homeostéaticos que favorecen la proliferacion de clonas malignas incluyen la
perdida de la vigilancia inmunolégica en donde el sistema inmunoldgico innato y
adaptativo toleran o no detectan el tumor en desarrollo y no pueden contenerlo,
el déficit de sefalizacion y la ausencia en la interaccion de receptores es uno de
los factores desencadenantes. Aunado a la perdida de vigilancia existen casos
donde el sistema inmune responde limitadamente, es decir mantiene a las células
tumorales residuales en un estado funcional de latencia, las cuales pueden
rescindir durante periodos largos de tiempo y existen otras condiciones en donde
las células cancerigenas son capaces de eludir la accion del sistema inmune y
de igual manera tratamientos farmacolégicos, lo anterior mediante cambios

estructurales, metabdlicos y de sefalizacion que le permiten seguir proliferando.

Enfocandonos en neoplasias multi-drogo resistente, especificamente a
tratamientos como las terapias monoclonales, hechos como la expresion
heterogénea del blanco antigénico, las propiedades farmacoldgicas de los
anticuerpos usados y el microambiente intratumoral son las caracteristicas a
resaltar en las rutas de escape de las células tumorales (25. Los principales

mecanismos son descritos en la Tabla V.
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Tabla IV
Mecanismos de ausencia de respuesta a la terapia con anticuerpos
Propiedad terapéutica del Razones de ausencia de respuesta
anticuerpo terapéutica
Heterogeneidad o mutacion (inicial o
adquirida), regulacion negativa del antigeno
Estabilidad, inmunogenicidad y vida media del
anticuerpo

Blanco antigénico

Farmacocinética

Disponibilidad y

. Tamafo y afinidad del anticuerpo
concentracion tumoral

Baja concentracion del anticuerpo, saturacion
del receptor, bloqueo inefectivo.

La ruta de sefializacion no es relevante para el

Ruta de sefializaciéon crecimiento tumoral, presencia inicial o
inhibida desarrollo de rutas de sefalizacion

compensatorias
Isotipo del anticuerpo, polimorfismos de la
region variable, inhibiciébn por complemento

Disponibilidad el receptor

Funcién efectora inmune

Induccién de la respuesta

, Supresién inmune (reqgulacion de células T
de células T P (reg )

Concentracion inadecuada en el tumor,

Dosis efectiva )
resistente a drogas
Adaptado de Scott AM, Wolchok JD, Old LJ. Antibody therapy of cancer. Vol. 12, Nature Reviews Cancer. 2012. p. 278-87

1.5.1 Regulacion negativa del CD20

El termino regulacion negativa se refiere a la pérdida parcial o completa de la
sintesis o expresion de una molécula, lo cual puede deberse a supresion en la
activacion de genes especificos, o de procesos celulares que alteran la

disposicion de estas moléculas en la célula.

Este fendmeno ha sido estudiado en diversas neoplasias y ha tomado relevancia
debido a que las principales moléculas reguladas son blancos terapéuticos
importantes para el tratamiento de los pacientes. En cuanto al receptor CD20
este ha representado un problema considerable debido a que es el objetivo

terapéutico del Rituximab, y como ya mencionamos con anterioridad (ver capitulo
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I, seccion 1.3) tiene trascendencia en el seguimiento terapéutico y pronostico del

paciente (26).

Los mecanismos reportados por los cuales las células neoplasicas son
resistentes a la terapia con Rituximab se muestran a continuacion, son divididos
en dos, el primero va de acuerdo con los mecanismos que evitan la union
Rituximab-CD20 y aquellos que evitan que la célula sea eliminada después de

esta union (ver Tabla V).

Tabla V
Mecanismos de resistencia al tratamiento con Rituximab
Mecanismo de accion Mecanismo de resistencia
Disminucion/ausencia en la expresion de
CD20
Incremento en la concentracion de CD20 o
Union al CD20 incremento en la carga tumoral
Incremento en el metabolismo del
anticuerpo
Pobre penetracién al tumor

Posterior ala unién al CD20
Agrupamiento en membrana
Alteraciones en la tirosin cinasa

Apoptosis directa Incremento de bcl-2
Activacion de complemento Inhibidores de complemento
Polimorfismo de cadenas ligeras
Disminucion de células efectoras
Inhibicién de perforinas/granzimas

Adaptado de Smith MR. Rituximab (monoclonal anti-CD20 antibody): Mechanisms of action and resistance. Oncogene.
2003;22(47):7359-68.

Sefalizacion de células B

Citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos

Estos mecanismos estan ligados directamente a la supresion en la expresion de
genes (27, 28, 29, 30, 31, 32, 33), & la respuesta ineficiente del sistema inmune innato y
adaptativo (34, 35, 36), 0 @ procesos bioquimicos y celulares que repercuten en la
respuesta biologica, aun y cuando la union CD20-Rituximab se ha llevado a cabo,

como lo son mecanismos de internalizacion del CD20, interferencia en la

13



accesibilidad de la estructura proteica mediado por factores de inhibicion o el

rapido metabolismo del anticuerpo.

Lo trascendente de estos mecanismos es que ya son considerados como una
problematica grave debido a que se ha demostrado que en algunas neoplasias

los pacientes tienen una tasa de sobrevida baja (37).

1.5.2 Enmascaramiento del CD20 con Rituximab

En la practica actual el seguimiento en de pacientes con neoplasias
hematoldgicas en nuestro pais es mediante protocolos de enfermedad minima
residual por citometria de flujo esto es porque representa la alternativa mas viable
debido a su sensibilidad, accesibilidad y costo. La problematica que surge es que
en pacientes que tanto los protocolos de inmunofenaotipificacion como las terapias
monoclonales utilizan los antigenos de diferenciacibn hematopoyéticos, los
primeros con el fin de clasificar una neoplasia y los segundos con el fin de actuar
como una terapia dirigida, con los protocolos de inmunofenotipificacién partimos
para establecer diagndstico y una vez definido la terapia con monoclonales suma
al tratamiento, el fenbmeno que ocurre es que la terapia monoclonal (Rituximab)
bloquea el antigeno , en este caso el CD20, evitando que el anticuerpo
fluorescente para estudios de laboratorio se una a su molécula blanco (7, ss), lo
gue se refleja en problemas de interpretacién y asignacion correcta y precisa del

inmunofenotipo de la neoplasia.
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Este fenbmeno de enmascaramiento ha sido recientemente descrito y abordado
por diferentes publicaciones en pacientes con diagnostico de mieloma multiple, a
los cuales se les daba seguimiento de enfermedad minima residual por citometria
de flujo y habian recibido Daratumumab (anti-CD38) durante su tratamiento, en
ellos se observdé que la marcacion del antigeno CD38 con el anticuerpo

fluorescente correspondiente no era eficiente (39).

Este antecedente sugiere que este fendmeno de interferencia del anticuerpo
terapéutico administrado in vivo puede interferir en el estudio por citometria de
flujo de la presencia del antigeno correspondiente en las células neoplasicas de
cualquier paciente que recibe terapia monoclonal y esta ausencia de marcaje
puede llegar a ser mal asociada a un proceso de regulacién negativa en la clona

maligna, simulando a una ruta de escape.

Las alternativas para solucionar la problematica descrita incluyen incrementar el
namero de anticuerpos especificos de un linaje celular para identificacion de la
poblacion, probar diferentes clonas dirigidas a un antigeno o la adquisicion de
anticuerpos multiepitopo (37, 38, 39), cuya finalidad es marcar otros determinantes
antigénicos de la molécula bloqueada, sin embargo, esto seria complicado, poco
practico, no todas las metodologias estan validadas para un laboratorio clinico

de rutina y representaria un incremento considerable en los costos de la prueba.

1.6 Elucion.

El termino elucién en quimica organica se refiere a la extraccién de un material

inmerso (usualmente referido a un solvente organico) en otro (21). Enfocandose a
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la reaccion antigeno anticuerpo la elucion es el término que se le da al método
que permite la disociacion del complejo antigeno-anticuerpo. Estos métodos
deben tener las caracteristicas basicas de no ser tan vigorosos para que los
reactantes (antigeno y anticuerpo) preserven sus caracteristicas fisicoquimicas
una vez separados, esto con el fin del posterior estudio de estas moléculas (o).
Todos los estudios que abordan métodos de elucion son enfocados en los
laboratorios de referencia del area de inmunohematologia, para el estudio de
antigenos y anticuerpos involucrados en reacciones hemoliticas, es decir
aloanticuerpos o autoanticuerpos de naturaleza IgG clinicamente significativos y

los antigenos presentes en los glébulos rojos de los pacientes (21, 41, 42, 43).

Como ya hemos revisado anteriormente (ver Capitulo |, seccién 1.4) la reaccion
antigeno anticuerpo esta condicionada tanto a las caracteristicas propias de las
moléculas en reaccién (antigeno y anticuerpo), como a la de las condiciones del
medio donde se lleva a cabo, esta es una reaccidn reversible que esta
directamente ligada a la ley de accion de masas. Los métodos descritos en
literatura para realizar la disociacion del complejo antigeno-anticuerpo basan el
fundamento del método en el desplazamiento de la constante de equilibrio de
productos a reactantes, esto mediante cambios en las caracteristicas
fisicoquimicas del medio de reaccioén, considerando siempre gue la manipulacién
del medio no altere las caracteristicas inmunoreactivas de los reactantes o que

si lo llegan a hacer sea a la molécula que no va a ser estudiada.

El primer método de elucién fue descrito por Karl Landsteiner en 1902 y publicado

hasta 1925, describiendo una técnica de disociacion del complejo dependiente
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de temperatura (56°C) (44), este hecho fue parteaguas para otros investigadores
en el campo de la inmunohematologia, donde se desarrollaron diferentes
métodos para abordar este efecto. Los diferentes métodos de elucion se

muestran en la Tabla numero VI.

Tabla VI
Métodos de elucidon
Investigador Método
Landsteiner y Miller (a4 Dependiente de calor (56°C)
Rubin (s) Eter a 37°C
Rekvig y Hannestad (6), Bush @7) Solucién glicina-salina fria

Congelacién (-20 a -70°C) y

Eicher y colaboradores (ss) 2= .
rapida descongelacion

Branch y colaboradores (49 Cloroformo a 56°C
Massuet y colaboradores (s0) Cloroformo/ tricloroetileno a 37°C
Deisting y colaboradores (s1) D-limoneno a 56°C

Ellisor y colaboradores (52) Diclorometano

Chan-Shu y Blair (s3), Bueno y Xileno a 56°C
colaboradores (s4)
Bird y Wingham ss), Jimerfield (s6) Sonicacion
Meier y colaboradores (s7) Microondas
Kosanke, McDowell y Stocker (ss) Acido-Glicina-EDTA

Adaptado de Judd WJ. Elution - Dissociation of antibody from red blood cells: Theoretical and practical considerations. Transfus
Med Rev. 1999;13(4):297-310.
Las modificaciones al medio de reaccion implican cambios termodinamicos,
efectos que neutralizan o revierten a las fuerzas de atraccion o intervienen en la
distribucién de la complementariedad estructural entre el antigeno y el anticuerpo

(1).

En la practica igual en los laboratorios de referencia se emplean los métodos
basados en modificacion de pH, esto mediante una solucion de glicina acida, con
o sin adicion de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), las metodologias varian

ademas de las soluciones empleadas, en la molécula que sera objeto de estudio,



es decir cada método conservara inmunoreactividad del antigeno o del
anticuerpo, pero no dé ambos. Las ventajas que presentan estos meétodos frente
a otros van desde la estabilidad de los reactivos, que no son cancerigenos, no
tienen alto costo, su conservacion no requiere condiciones ni instrumentacion

especiales y son metodologias rapidas y simples.

1.6.1 Elucién mediante cambios en el pH con una solucién Acido-
Glicina-EDTA
La elucion Acido-Glicina-EDTA es una técnica aplicada en los laboratorios de
inmunohematologia que se emplea para la disociacion del complejo antigeno-
anticuerpo, con la particularidad de que esta validada para el estudio in-vitro de
antigenos de la superficie eritrocitaria que estdn unidos a aloanticuerpos o
autoanticuerpos de naturaleza IgG (clinicamente significativos) y dicha unién no
permite la correcta fenotipificacién del hematie, es por eso que una vez realizada
la elucién el eluato resultante es descartado, conservando los eritrocitos para su

estudio.

El método se fundamenta en la modificacion del pH del medio, cuando las células
son enfrentadas a la solucion Acido-Glicina-EDTA las células interactian con un
medio acido (pH 3), este cambio drastico generara que las proteinas modifiquen
su carga positivamente (es decir un estado catidnico), en este estado las
moléculas pierden su capacidad de atraccion electroestéatica y son separadas por
poseer la misma carga (21, 58). Lo que vuelve al método sensible para el estudio

de antigenos es la adicion de EDTA, cuando solo se emplea una solucion de
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glicina acida (HCI 0.1M pH 1.5) la célula es lisada y estroma celular precipitado
para después disociar el complejo antigeno-anticuerpo (y estudiar el anticuerpo),
al adicionar EDTA a esta solucion el pH se modifica a un valor de pH 3 generando
un medio no tan hostil, isoosmolar y con esto se preservan las caracteristicas
morfologicas y estructurales del eritrocito (s9); pero es de importancia resaltar que
no es un medio ideal para preservacion, es un medio que facilita la disociacion
del complejo antigeno anticuerpo y preserva la integridad de la mayoria de los
antigenos eritrocitarios pero en funcién al tiempo, es decir una prolongada
estancia en el medio destruiria a las células y el eluato resultante estaria
contaminado con restos celulares; el tiempo estandar en las metodologias es de
1 minuto, posterior a esto el medio debe neutralizarse con un buffer TRIS-NacCl

[(hidroximetil)-aminometano sédico] 1 molar.

Este método tiene sus limitaciones para fenotipificacion debido a que se ha

comprobado que inactiva a los antigenos eritrocitarios del sistema Kell 60), Er2

61), Y Bg (62).

Dadas las caracteristicas de la técnica, este método puede ser aplicado en la
practica actual de la citometria de flujo, esto con el fin de dilucidar entre un
fendbmeno de regulacion negativa o un enmascaramiento antigénico con una

terapia monoclonal.

El fin de este trabajo consiste en mostrar que el método puede ser exportado a
la membrana leucocitaria permitiendo la disociacion de terapias monoclonales

unidas a blancos terapéuticos y no solo eso, sino que el método y la manipulacion
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técnica no afecten la inmunoreactividad o la expresion de otros antigenos de

importancia clinica para inmunofenotipificacion de leucocitos (ver Figura 2).
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Figura 2. Secuencia del protocolo de elucién en superficie de linfocitos B (LB).
a) Representa el CD20 en la superficie del LB. b) Nos muestra el complejo
Rituximab-CD20 sobre la superficie del LB. c) Representacion del bloqueo del
antigeno CD20 con Rituximab y el anticuerpo fluorescente anti-CD20 incapaz de
unirse con su molécula blanco. d) Representacion del protocolo de elucién con
una solucién Acido-Glicina-EDTA para la disociacion del complejo Rituximab-
CD20. e) Representacion de la unién del antigeno fluorescente anti-CD20 con su
blanco para la deteccion por citometria de flujo.
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CAPITULO II

2. JUSTIFICACION

La identificacion del antigeno CD20 en los protocolos de citometria de flujo es
necesaria para el diagnostico definitivo de pacientes con malignidades de células

B que reciben terapia monoclonal con Rituximab.
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CAPITULO Il

3. HIPOTESIS

El anticuerpo terapéutico anti-CD20 interfiere en el protocolo de citometria de
flujo para determinar la presencia del antigeno correspondiente y puede ser

eluido mediante un cambio en el pH.
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CAPITULO IV

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Desarrollar un método in vitro para elucion del Rituximab que permita estudiar la

presencia del antigeno CD20 por citometria de flujo.

4.2 Objetivos particulares

1. Establecer en qué grado el anticuerpo terapéutico anti-CD20 interfiere en
el marcaje in vitro de dicho receptor en protocolos de
inmunofenotipificacion.

2. Comprobar que la elusion mediante cambios en el pH con una solucion
Acido-Glicina-EDTA permite la disociacion de este anticuerpo monoclonal
de la superficie de los linfocitos B.

3. Comprobar que el método y el cambio de pH no alteran el nivel de
expresion de otros antigenos para la correcta inmunofenotipificacion de

las células B, CD20+.



CAPITULO V

5. MATERIAL Y METODOS

Este estudio fue desarrollado en el Servicio de Hematologia del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Facultad de Medicina que

pertenece a la Universidad Autonoma de Nuevo Leodn.

Fue un estudio experimental y prospectivo donde evaluamos el efecto de
enmascaramiento in vitro del Rituximab sobre el CD20+ y la capacidad del
método de elucién (Acido-Glicina-EDTA) para disociarlo y permitir identificarlo

mediante citometria de flujo.

5.1 Sujetos incluidos en el estudio.

En este estudio se incluyeron a 15 sujetos, los cuales se separaron en dos grupos
de estudio, el primero de ellos correspondera al grupo de “fase I” el cual se
conformé de 10 individuos sanos y el grupo de “fase II” con 5 pacientes de recién
diagnéstico de una neoplasia hematolégica CD20+, principalmente leucemia
linfoblastica de células B y linfoma no Hodgkin que no hayan recibido terapia
monoclonal con rituximab y que acudan al Servicio de Hematologia del Hospital
Universitario Dr. José E. Gonzalez de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn. Los datos del diagnostico y tratamiento de los
pacientes se obtuvieron del expediente clinico incluyendo la informacion de la

determinacién de CD20+ antes y después del protocolo de elusién, al igual que
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los demés parametros de laboratorio rutinarios pertinentes de la base de datos

electronica del laboratorio del Servicio de Hematologia.

5.2 Criterios de inclusion

1.- Diagndstico de una neoplasia hematoldgica CD20+ confirmada por citometria

de flujo

2.- Expresion homogénea del antigeno CD20+ (>50% de la poblacion sea
CD20+)

3.- No haber iniciado terapia biol6gica monoclonal con Rituximab
4.- Sujetos de cualquier edad y sexo

5.- Expediente clinico completo

5.3 Criterios de exclusioén

1.- Paciente con expediente clinico incompleto

2.-Pacientes en los que la poblacion CD20+ no sea expresado homogéneamente

(<50% de la poblacion sea CD20+)

5.4 Materiales y Reactivos

e HISTOPAQUE 1077 (SIGMA-ALDRICH)
e Anticuerpos marcados con fluorocromos:
o CD20 (Vv450/L27/Becton Dickinson)

o CD19 (PE-cy7/SJ25C1/Becton Dickinson)
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o CD22 (APC//Becton Dickinson)
o CD45 (V500-C/2D1/Becton Dickinson)
o CD14 (APC-H7/M@P9/ Becton Dickinson)
o IREM-2 (APC/UP-H2/Becton Dickinson)
Kit de elusién EGA (IMMUCOR GAMMA)
Buffer salino de fosfatos con albumina de suero bovino al 1% “PBS-BSA
al 1%” (Milteny Biotec)
Mab Thera 100 mg (ROCHE)
Juego de reactivos para determinacion de biometria hematica completa,
Cellpack, Stromatolyser 4DL, Stromatolyser 4DS y Sulfolyser (Sysmex)
Tubos Falcon de poliestireno de 5mL con tapa
Tubos conicos (NEST)
Pipetas automaticas
Puntillas nuevas

Reloj cronébmetro

5.5 Equipos

Analizador hematologico automatico Sysmex X-1000i
Citometro de flujo BD FACS Canto™ Il
Centrifuga IEC Centra CL2

Vortex GENIE 2
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5.6 Descripcion general de la metodologia

El estudio fue dividido en dos fases, la primera de ellas “fase I’ se buscé
comprobar el efecto de enmascaramiento y la efectividad del método de elucion
por lo que se emplearon muestras de 10 sujetos sanos, seleccionados siguiendo
las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-253-SSA1-2012, para la
disposicion de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos. A las
muestras de sangre total en EDTA se les realizo separacion de células
mononucleares mediante gradiente de densidad con HISTOPAQUE 1077, las
células obtenidas eran cuantificadas en el equipo Sysmex X 1000-i y
posteriormente se ajustaba concentracion de células a 1x10° en 3 tubos (tubo 1,
tubo 2 y tubo3), el tubo nimero 1 se le realiza protocolo de marcacién de
superficie con los anticuerpos correspondientes (CD20, CD19, CD22, IREM-2 y
CD14) finalizado el protocolo de marcaje se adquiere en el citometro de flujo
FACS Canto Il 1x10°8 eventos y se analizaban gréaficos de puntos para la seleccién
de poblacién de linfocitos B (poblacién problema) y monocitos (control negativo).
A los tubos 2 y 3 se les adiciono 5uL de Rituximab (Mab Thera) se incubaron
durante 30 minutos, se realiz6 lavado con PBS-BSA 1%, después del lavado el
tubo 2 fue sometido a protocolo de marcacion de superficie con los anticuerpos
mencionados anteriormente y después se adquirieron 1x10° eventos en el
citometro de flujo; al tubo 3 se le realizo protocolo de elucion y después de
marcacion de superficie y también se adquirieron 1x10° en el citometro de flujo,
analizando graficos para seleccién de poblacion de linfocitos B y monocitos en

ambos casos.
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En la “fase II” se busco establecer la capacidad de disociacion del método de
elucidon frente a un gradiente de concentracion de Rituximab para lo que se
emplearon muestras de los pacientes a los que se les habia realizado
inmunofenotipo para diagnostico (3 casos de leucemia linfocitica cronica, 1 de
leucemia de células pilosas y 1 de un linfoma folicular leucemizado), a las cuales
se les realizo separacion de células mononucleares mediante gradiente de
densidad con HISTOPAQUE 1077, las células obtenidas eran cuantificadas en el
equipo Sysmex X 1000-i. En el tubo 1 (bloqueo total) se ajusté la concentracion
de células a 1x10°y se adicionaron 5uL de Rituximab (Mab Thera) se incubd
durante 30 minutos, se realizé lavado con PBS-BSA 1%, después fue sometido
a protocolo de marcacion de superficie con los anticuerpos mencionados
anteriormente y después se adquirieron 1x10° eventos en el citometro de flujo.
Para los tubos 2, 3, 4 y 5 (dilucién 4.166x101°, 4.166x107, 4.166x10*y 4.166x10%)
se emplearon calculos estequiométricos para determinar la cantidad de 1gG:
(Rituximab) habia en un volumen determinado y partiendo de este supuesto se
realizaron diluciones seriadas para ajustar su concentracion y dichas diluciones
se adicionaban a tubos que contenian 1x10° células, se incubaron 30 minutos, se
lavaron con PBS-BSA al 1% y después se sometieron a protocolo de marcacién
de superficie con los anticuerpos mencionados anteriormente y después se
adquirieron 1x10°8 eventos en el citometro de flujo. Para evaluar la capacidad de
disociacion de la solucion Acido-Glicina-EDTA, se monté de forma similar un tubo

1 (explicado anteriormente) aplicando el protocolo de elucion posterior al lavado
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con PBS vy finalizada la disociacion realizar marcaje y adquisicion de 1x10°

eventos en el citometro de flujo.

Los datos obtenidos de las intensidades medias de fluorescencia (IMF) para cada
marcador en cada poblacién celular se integraron en una base de datos en el
programa Excel 2016 y posteriormente analizadas en el programa estadistico

SPSS v.22 para determinar si habia diferencia entre los grupos.

5.7 Métodos

5.7.1 Separacion de células mononucleares (CMN) mediante gradiente de
densidad

e Las muestras de sangre total en EDTA se homogenizaron y a una de ellas
le realiz6 una biometria hematica en el equipo XS-1000i (ROCHE),
registrando el valor absoluto de leucocitos y linfocitos.

e Se colocé 1.5 mL de HISTOPAQUE 1077 (SIGMA-ALDRICH) en un tubo
conico de 15mL.

e Adicionamos cuidadosamente 3 mL de sangre total sobre el gradiente
superior del tubo.

e Se centrifugdé a 700 g durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-
26°C).

e Una vez cumplido el ciclo de centrifugacion, se retiré con cuidado los tubos
de la centrifuga y se tomé la capa superior de plasma y células

mononucleares y se colocaron en otro tubo.
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Se realizo un lavado de las CMN con solucién salina por 2 ocasiones a
2000 rpm durante 7 minutos.

Se resuspende el paguete de mononucleares en 500 pL de PBS.
Posteriormente se realizé una biometria hemética a cada uno de los tubos

y registrando el valor de leucocitos totales.

5.7.2 Sensibilizacién completa de linfocitos B sanos y patoldégicos con
Rituximab

Una vez cuantificados las CMN se ajusta la concentracion de células a
1x10°© en un tubo.

Se adicionaron 5uL de Rituximab se homogenizo en vortex y se incubo
durante 30 minutos a temperatura ambiente (25-30 °C) en completa
oscuridad.

Posterior a la incubacion se adicionaron 2mL de PBS-BSA 1% se
homogenizo en vortex y se centrifugo a 2000 rpm durante 7 minutos.
Finalizada la centrifugacion se decantd el sobrenadante y se reserva el

sedimento para marcacion de superficie.

5.7.3 Curva de saturacioén

Para la preparacién de la curva de saturacion partimos del supuesto que

1uL de Rituximab contiene 4.166x10*3 moléculas de 1gG: (ver Capitulo

V, seccion 5.9).
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Se rotulan 4 tubos en orden numeérico ascendente (1,2,3,4) y a cada uno

se les dispensara 1mL de PBS-BSA 1%.

Al tubo 1, se le adicionara 1pL de Rituximab, se colocara la tapa y se
llevara a vortex para completa homogenizacion.

Una vez homogéneo el tubo 1 se tomara 1uL de esa dilucion y se

colocaré al tobo 2, repitiendo el paso de homogenizacion. Y asi de forma

consecutiva con el resto de los tubos.

5.7.4 Marcacion de superficie

Al un tubo con las células se dispensaron 5uL de los siguientes
anticuerpos fluorescentes: CD20 (V450/L27/Becton Dickinson), CD19
(PE-cy7/SJ25C1/Becton Dickinson) y CD22 (PerCP-Cy 5.5/S-HCL-
1/Becton Dickinson), CD45 (V500-C/2D1/Becton Dickinson), CD14 (APC-
H7/M@P9/ Becton Dickinson), IREM-2(APC/UP-H2/Becton Dickinson).

Se homogenizo la mezcla en vortex durante 5 segundos.

Se Incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Al término de la incubacién se adicionaron 2.0 mL de PBS y se
homogenizo por inversion.

Se centrifugo a 2000 rpm durante 7 minutos.

El sobrenadante fue decantado y el sedimento resuspendido en 200 pL de
{PBS-BSA al 1%.

El tubo fue resguardado hasta adquisicion en el citometro de flujo.
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5.7.5 Adquisicion de muestras e interpretacion de graficos de puntos

e Se adquirié en el citometro de flujo FACS Canto Il ™ 1.0x10° eventos.

e Se realizo el analisis de los graficos de puntos mediante el software

Infinicyt™ evaluando los eventos adquiridos de la siguiente forma:

o FSC/SSC: Eliminar debris y dobletes.

o CDA45/SSC: Evaluacion de complejidad y tamafio, intensidad de CD45+

o CD19/CD20: Seleccion de poblacion de Linfocitos B.
o CD22/SSC: Confirmacion de poblacion de Linfocitos B.

o IREM-2/CD14: Seleccion de poblacion de Monocitos.

e Una vez seleccionada la poblacién de linfocitos B y monocitos, registrar el
namero de eventos correspondientes y realizar calculo en doble
plataforma para establecer la concentracién de linfocitos B/uL y registrar

la IMF de cada anticuerpo para la poblacion problema como para el control

negativo.

5.7.6 Elucién con la solucién Acido-Glicina-EDTA

e Para preparar la solucion Acido-Glicina-EDTA (Immucor), en un tubo se
afiadieron 4 gotas de solucion EGA 1 (Solucion de EDTA disédico al 10%)

a 16 gotas de solucion EGA 2 [Solucién de glicina-HCL (0.1 M y pH 1.5)]

y se homogenizo en vortex 5 segundos.

e Después se adiciona la solucion Acido-Glicina-EDTA a la suspension de

células sensibilizadas con Rituximab y se homogenizo suavemente.
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e Inmediatamente se acciond el cronometro contabilizando 1 minuto
permitiendo que la mezcla permanezca a temperatura ambiente (23+3°C).

¢ Finalizado el tiempo afiadir inmediatamente 4 gotas de la solucion EGA 3
[Solucion TRIS-NaCl (hidroximetil)-aminometano sodico 1M], mezclar bien
y centrifugar 30 segundos a 3400 rpm.

e Descartar el sobrenadante y realizar 2 lavados con 2.0 mL de PBS a 2000
rpm durante 7 minutos.

e Decantar el sobrenadante.

¢ Resguarde el tubo hasta protocolo de marcacion de superficie.

5.8 Formulas y calculos utilizados

Calculo de moléculas 1gG: (Rituximab) en un volumen especifico:

e Rituximab (IgGi) tiene un peso molecular de 144,544 Daltons (12).

e 1 vial de Rituximab de 10mL contiene 100 mg de Rituximab.

Entonces:

144544 Da

o 6.022x10%°Da /1 unidad de IgG, Rituximab
100 mg de Rituximab ( ) =

Img
4.166x107unidades de IgG, Rituximab en 10mL
1mL - 4.166x10% IgG,

1uL - 4.166x10%3 IgG,
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Curva de saturacion:

4.166x1013

1L 1L 1L

1uL
i =% o
>
: 4 )
s A )
= o —
W U

Volumen del diluyente 1mL 1mL 1mL 1mL
Factor de diluciéon x1000 x1000 x1000 x1000
[Rituximab IgG] 4166x10%°  4.166x10’ 4166x10*  4.166x10"

5.9 Andlisis estadistico

Los resultados de cada fase se integraron en una base de datos elaborada en
Excel 2016 y SPPS version 22.0. Los resultados de la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de la primera fase fueron agrupados en 3 grupos: basal,
bloqueo y elucién, para conocer el tipo de distribucion de nuestros datos se
empled la prueba de Shapiro-Wilk posterior se evalu6é la homogeneidad de
varianzas empleando Ji cuadrada de Barlett y para la comparacién de medias en

muestras paramétricas la prueba de T Student para muestras relacionadas.
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS

En el periodo de estudio analizamos un total de 15 muestras de sangre periférica,
10 de ellas pertenecientes a los sujetos sanos de la fase | y las 5 muestras
restantes pertenecientes a los sujetos de la fase Il, con neoplasia CD20+ de
diagnéstico reciente. De los sujetos de la fase | se incluyeron 7 (70%) de género
femenino y 3 (30%) de género masculino con una media de edad de 30 afios
(rango: 23-38), en la Tabla VII se muestran los datos de las concentraciones
celulares. En cuanto a los sujetos de la fase Il todos de género masculino con
una media de edad de 59 afos (rango: 5-91), el inmunofenotipo de los pacientes
correspondia 3 casos a leucemia linfocitica cronica de células B (60%), 1 caso
de leucemia de células pilosas (20%) y otro caso de un linfoma folicular
leucemizado (20%). Los protocolos de inmunofenotipificacion (paneles de
anticuerpos, estrategias de adquisicion y de analisis) se llevaron a cabo de
acuerdo con los lineamientos estandarizados por el consorcio EuroFlow. En la
Tabla VIII se muestran los datos de concentracion celular al diagnostico de los

pacientes.

Para la fase | las intensidades medias de fluorescencia se registraron en cada
poblacién en el grupo problema (linfocitos B) y el grupo control negativo
(monocitos), debido a problemas con la sefal emitida por el fluorocromo PerCP-
Cy 5.5/S-HCL-1/Becton Dickinson para el marcador CD22, se cambié de

fluorocromo a APC//Becton Dickinson, por tal motivo no se pudo comparar IMF
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del CD22 contra control negativo debido a que el marcador para IREM-2 en la

poblacion de monocitos utilizaba el mismo, sin embargo se logra realizar

comparacion entre la poblacién de linfocitos B en cada grupo.

Tabla VI
Concentraciones celulares en el grupo de sujetos sanos
Basal Protocolo de concentracion
Sujeto Genero leigépl Llnf(;((iII)OSS/pL [CI\)/(IlNgé pL Linfocitos B/uL
1 F 7,04 1,4 5,17 245,0
2 M 6,0 1,09 5,26 158,3
3 M 5,17 1,49 4,84 440,4
4 F 7,96 2,66 10,55 233,2
5 F 4,85 1,2 9,3 3924
6 M 7,5 3,02 10,89 400,7
I F 8,62 2,0 7,38 431,7
8 F 6,78 2,77 7,82 131,04
9 F 6,52 1,78 3,82 117,2
10 F 4,68 1,64 5,45 187,4

F= Femenino; M= Masculino; WBC= Leucocitos; CMN = Células mononucleares

Tabla VIl
Concentraciones celulares en el grupo de pacientes con neoplasia
CD20+
Paciente | Genero Dx. WBC/ul x103 Porcentaje de Células B
monoclonales
1 M LLC-B 21,32 49%
2 M LLC-B 31,67 67%
3 M LCP 12,41 60%
4 M LLC-B 34,90 65%
5 M LFL 185,16 81%

F= Femenino; M= Masculino; Dx= Diagnostico; LLC-B= Leucemia linfocitica cronica de células B; LCP= Leucemia de células

6.1 Resultados fase |

pilosas; LFL= Linfoma folicular leucemizado; WBC= Leucocitos; CMN = Células mononucleares

La distribucion de la IMF para los linfocitos B en cada grupo se muestra en las

Figuras 3, 4y 5, en ellas observamos graficas de cajas en funcion a las IMF para

los marcadores CD20, CD19 y CD22 entre el grupo de linfocitos B en cada grupo
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(basal, blogueo y elucion) y el respectivo control negativo correspondiente la

poblacién de monocitos.

IMF CD20+ POR GRUPO

GRUPO BASAL GRUPO BLOQUEO GRUPO ELUCION

40000 =
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O 25000
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0 e —_——

CD20 LB =CN

Figura 3. Distribucion y comportamiento de la IMF del CD20+ entre el grupo de
linfocitos B (en color amarillo) y control negativo (en color verde) por grupo de
estudio. En cuanto a la lecturas, en el grupo basal presenté una sefial de IMF
oscilando entre 25000-38000 para la poblacion de linfocitos B y nula sefial en el
grupo control negativo (monocitos), despues de realizar sesibilizacion con
Rituximab y posterior marcaje de superficie con anti-CD20 (grupo bloqueo) no
detectamos sefial del antigeno CD20 observando la poblacién al mismo nivel que
nuestro control negativo y para finalizar en el grupo elucion donde se retoma
sefal del antigeno CD20 pero oscilando entre 5000-15000, pero claramente
diferenciada de la nula sefial en el control normal.
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IMF CD19+ POR GRUPO
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Figura 4. Distribucion y comportamiento de la IMF del CD19+ entre el grupo de
linfocitos B (en color amarillo) y control negativo (en color verde) por grupo de
estudio. La lectura en el grupo basal present6 una sefial de IMF oscilando entre
8000-14000 para la poblacion de linfocitos B y nula sefial en el grupo control
negativo (monocitos), despues de realizar sesibilizacion con Rituximab
matenemos la sefal del antigeno CD19 osilando entre 6500-12000 y en el grupo
elucién tambien detectada la sefial con rangos de 5000-10000.

38



IMF CD22+ POR GRUPO
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Figura 5. Distribucion y comportamiento de la IMF del CD22+ entre el grupo de
linfocitos B (en color amarillo) por grupo de estudio. La lectura en el grupo basal
presentdé una sefial de IMF oscilando entre 9000-18000 para la poblacion de
linfocitos B, despues de realizar sesibilizacion con Rituximab matenemos la sefial
del antigeno CD22 osilando entre 7000-17000 y en el grupo elucién tambien es
detectada la sefal con rangos de 5000-10000.
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6.1.1 Comparacion de medias entre IMF de los linfocitos B entre grupos

La distribucion de nuestros datos mostraba orden paramétrico y homogeneidad
de varianza, por lo que para demostrar la diferencia o similitud entre las IMF de
las poblaciones problema y control realizamos una prueba T Student, en la Tabla

IX se muestran los resultados.

Tabla IX
Comparacion entre las IMF de los LB entre grupos
IMF de poblaciones Media Intervalo de Valor de P
en contraste confianza 95%
CD20 LB-Basal —
CD20 LB-Blogueo 32653.87 29868.52 a 35439.22 0.001
CD20 LB-Bloqueo —
CD20 Control negativo -30.69 -129.23 a 67.84 0.499
CD20 LB-Bloqueo —
CD20 LB Elucion -8131.94 -10617.6 a -5646.27 0.001
CD20 LB Elucion —
CD20 Control negativo 7698.18 5401.31 a 35439.22 0.001

IMF= Intensidad media de fluorescencia LB= Linfocitos B CN= control negativo

6.2 Resultados fase Il

Para la fase 2 se recolectaron los datos de la curva de saturacion se presentan
en funcién a IMF y en funcién al porcentaje celular bloqueado. En las Figuras 6 a
15 se presentan las graficas correspondientes a cada paciente donde se muestra
la IMF de la poblacion en cada una de las fases (basal, curva de saturacion, y
posterior al protocolo de elucion) y la cantidad de células que permanecen
bloqueadas al someterlas a diferentes concentraciones de Rituximab, recordando

que la IMF corresponde solo la poblacion libre (sin bloqueo).
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Curva de saturacion P1 LLC-B
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Figura 6. Distribucién de la IMF de la poblacion de LLC-B del paciente #1 en curva
de saturacién. En la imagen observamos el primer punto correspondiente a la
lectura basal de CD20 en las células de LLC-B oscilando entre 4000-5000,
continuando con los puntos azules que representan las diferentes
concentraciones de Rituximab con las que se bloquearon las células, en la curva
observamos un comportamiento sigmoidal que asciende en la sefal detectada
conforme la concentracion del anticuerpo disminuye debido a que una menor
cantidad de sitios son bloqueados por lo que una mayor cantidad de células son
detectadas y el punto final representa la lectura de IMF después del protocolo de
elucién con un valor equiparable al de la poblacion basal.
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Paciente 1 LLC-B Porcentaje CD20 Bloqueado
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Celulas bloqueadas

BASAL x10M3  x10MO0  x10°7 x10"4 x10M  ELUCION
Rituximab (4.166)

Figura 7. Distribucion de la concentracion de células CD20+ bloqueadas del
paciente #1 (LLC-B) en curva de saturacion. En la imagen observamos el primer
punto (azul) correspondiente a la fase basal donde no existe poblacién
blogueada; del punto nimero 2 al 5 (rojo) observamos el efecto de concentracion
del Rituximab en el blogueo antigénico, conforme disminuye la concentracion
menor cantidad de sitios antigénicos son bloqueados y por ultimo, el punto
(verde) que corresponde al marcaje después de la elucién donde observamos
una minima cantidad de células con sitios bloqueados después de aplicar el
protocolo.
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Curva de saturacion P2 LLC-B
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Figura 8. Distribucién de la IMF de la poblacion de LLC-B del paciente #2 en curva
de saturacién. En la imagen observamos el primer punto correspondiente a la
lectura basal de CD20 en las células de LLC-B oscilando entre 6000-7000,
continuando con los puntos azules que representan las diferentes
concentraciones de Rituximab con las que se bloquearon las células, en la curva
observamos un comportamiento sigmoidal que asciende en la sefial detectada
conforme la concentracion del anticuerpo disminuye debido a que una menor
cantidad de sitios son bloqueados por lo que una mayor cantidad de células son
detectadas, observando que en los dos ultimos logaritmos la IMF permanecio
casi al mismo nivel y el punto final representa la lectura de IMF después del
protocolo de elucién con un valor equiparable al de la poblacién basal.
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Paciente 2 LLC-B Porcentaje CD20 Bloqueado
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Figura 9. Distribucion de la concentracion de células CD20+ bloqueadas del
paciente #2 (LLC-B) en curva de saturacion. En la imagen observamos el primer
punto (azul) correspondiente a la fase basal donde no existe poblacion
bloqueada; en el punto numero 2 al 5 (rojo) observamos el efecto de
concentracion del Rituximab en el bloqueo antigénico, conforme disminuye la
concentracion menor cantidad de células son bloqueadas y por ultimo el punto
(verde) que corresponde al marcaje después de la elucion donde observamos
una minima cantidad de células con sitios bloqueados después de aplicar el
protocolo.
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Curva de saturacion P3 Leucemia de Células
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Figura 10. Distribucion de la IMF de la poblacion de LCP del paciente #3 en curva
de saturacion. En la imagen observamos el primer punto correspondiente a la
lectura basal de CD20 en las células de LLC-B oscilando alrededor de 70000,
continuando con los puntos azules que representan las diferentes
concentraciones de Rituximab con las que se bloquearon las células, en la curva
observamos un comportamiento sigmoidal que asciende en la sefal detectada
conforme la concentracion del anticuerpo disminuye debido a que una menor
cantidad de sitios son bloqueados por lo que una mayor cantidad de células son
detectadas y el punto final representa la lectura de IMF después del protocolo de
elucion donde observamos que la IMF es un poco menor a comparacion de la
lectura previa en el bloqueo, sin embarco con un valor equiparable al de la
poblacion basal.

45



Paciente 3 Leucemia de Células Pilosas Porcentaje
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Figura 11. Distribucion de la concentracion de células CD20+ bloqueadas del
paciente #3 (LCP) en curva de saturacion. En la imagen observamos el primer
punto (azul) correspondiente a la fase basal donde no existe poblacion
bloqueada; en el punto numero 2 al 5 (rojo) observamos el efecto de
concentracion del Rituximab en el bloqueo antigénico, en este caso conforme
disminuyo el logaritmo de concentracion observamos que después de logaritmo
107 pocos sitios fueron saturados debido a la alta densidad antigénica de este
linaje y por ultimo el punto (verde) que corresponde al marcaje después de la
elucion donde observamos una minima cantidad de células con sitios bloqueados
después de aplicar el protocolo.
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Curva de saturacion P4 LLC-B
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Figura 12. Distribucién de la IMF de la poblacion de LLC-B del paciente #4 en
curva de saturacion. En la imagen observamos el primer punto correspondiente
a la lectura basal de CD20 en las células de LLC-B oscilando entre 2000-2500,
continuando con los puntos azules que representan las diferentes
concentraciones de Rituximab con las que se bloquearon las células, en la curva
observamos un comportamiento sigmoidal que asciende en la sefial detectada
conforme la concentracion del anticuerpo disminuye debido a que una menor
cantidad de sitios son bloqueados por lo que una mayor cantidad de células son
detectadas y el punto final representa la lectura de IMF después del protocolo de
elucion con un valor equiparable al de la poblacién basal.
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Paciente 4 LLC-B Porcentaje CD20 Bloqueado
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Figura 13. Distribucion de la concentracion de células CD20+ bloqueadas del
paciente #4 (LLC-B) en curva de saturacion. En la imagen observamos el primer
punto (azul) correspondiente a la fase basal donde no existe poblacion
bloqueada; en el punto nimero 2 al 5 (rojo) observamos el efecto de
concentracion del Rituximab en el bloqueo antigénico, en este caso conforme
disminuyo el logaritmo de concentracion a y por ultimo el punto (verde) que
corresponde al marcaje después de la elucién donde observamos una minima
cantidad de células con sitios bloqueados después de aplicar el protocolo
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Curva de saturacion P5 Linfoma folicular
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Figura 14. Distribucion de la IMF de la poblaciéon de LF del paciente #5 en curva
de saturacion. En la imagen observamos el primer punto correspondiente a la
lectura basal de CD20 en las células de linfoma folicular oscilando cerca de
20000, continuando con los puntos azules que representan las diferentes
concentraciones de Rituximab con las que se bloquearon las células, en la curva
observamos un comportamiento sigmoidal que asciende en la sefial detectada
conforme la concentracion del anticuerpo disminuye debido a que una menor
cantidad de sitios son bloqueados por lo que una mayor cantidad de células son
detectadas y el punto final representa la lectura de IMF después del protocolo de
elucion emitiendo una sefial menor en comparacion a los 2 ultimos puntos en el
bloqueo pero con un valor equiparable al de la poblacion basal.
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Paciente 5 Linfoma Folicular Porcentaje CD20
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Figura 15. Distribucién de la concentracion de células CD20+ bloqueadas del
paciente #5 (Linfoma folicular) en curva de saturacion. En la imagen observamos
el primer punto (azul) correspondiente a la fase basal donde no existe poblacién
blogueada; en el punto ndmero 2 al 5 (rojo) observamos el efecto de
concentracion del Rituximab en el bloqueo antigénico, en este caso conforme
disminuyo el logaritmo de concentracién observamos que después de logaritmo
107 pocos sitios fueron saturados debido a la alta densidad antigénica de este
linaje y por altimo el punto (verde) que corresponde al marcaje después de la
elucion donde observamos una minima cantidad de células con sitios bloqueados
después de aplicar el protocolo.

50



CAPITULO VII

7. DISCUSION

El método Acido-Glicina-EDTA es la técnica mas ampliamente utilizada para el
estudio de antigenos eritrocitarios que estan cubiertos con aloanticuerpos y
autoanticuerpos de naturaleza IgG1 y que generan una prueba de Coombs directo
positiva; y que ha probado ser mas eficiente que otros métodos @2, 43, s8). En el
presente trabajo se muestra por primera vez como el protocolo también es
efectivo en la membrana leucocitaria para el estudio de antigenos sensibilizados
con una terapia monoclonal, evidenciando que la manipulacion técnica ni el
cambio en el pH altera significativamente la expresion ni la inmunoreactividad de

antigenos de importancia para la inmunofenotipificacién de los linfocitos B.

En primera instancia se muestran datos contundentes en la distribucion de IMF
de los antigenos estudiados en la poblacién de LB (ver Capitulo VI, seccion 6.1),
enfocandonos en CD20 se mostré la ausencia total de sefial después del
protocolo de sensibilizacién con Rituximab en comparacién a la sefial obtenida
en su grupo basal, observando claramente el fendmeno de enmascaramiento con
la terapia monoclonal; dicha sefial en CD20 fue retomada después del protocolo
de elucién no de forma tan eficiente como en el grupo basal, sin embargo con la
intensidad suficiente para discrepar entre una poblacion negativa de una positiva
lo anterior sin alteracidn significativa en los otros dos antigenos estudiados (CD19
y CD22), estas disminuciones parciales en la IMF las atribuimos a la manipulacion

técnica (perdida celular en lavados, tiempos de incubacién, tiempo de
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adquisicion). Para la comparacion entre grupos se realizd entre poblaciones
antes y después de tratamientos y empleamos la poblacion de monocitos como
control negativo dado que esté linaje no posee el antigeno CD20, encontrando
en el analisis un valor de P significativo para la comparacion entre la poblacion
de LB del grupo basal y el grupo blogqueo, y un valor no significativo de P entre el
grupo de LB del grupo blogueo y el control negativo, o que nos habla que a pesar
de ser la misma poblacion, después de la sensibilizaciéon con Rituximab la
poblacién de LB no emite sefal para CD20, similar al comportamiento de nuestro
control negativo, lo que valida el fendbmeno de enmascaramiento con Rituximab,
este fendmeno habia sido reportado con anterioridad pero se atribuia a un
fendbmeno de regulacion negativa, identificando luego que se debia a un
enmascaramiento (2s, 38). En cuanto a la comparacion con valor significativo de P
entre el grupo de LB del grupo bloqueo con el grupo elucion y de este con el
control negativo, nos habla de la efectividad del protocolo de elucién, de no emitir
sefal para CD20 y comportarse de manera similar al control negativo, se retoma
la sefial para antigeno y es claramente diferenciado de la poblacion negativa. La
presentacion secuencial en graficos de puntos donde se muestran las
poblaciones de linfocitos B y el control negativo partiendo desde la determinacién
basal, la sensibilizacion con Rituximab y el protocolo de elucién se pueden

observan en la Figura 16.

En esta fase del estudio queda claramente descrito que este tipo de terapias
interfieren en protocolos “in  vitro” de citometria de flujo para la

inmunofenotipificacidn como lo ha reportado otros grupos (39, 63), y que el método
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de elucion permite la disociacion del complejo Rituximab-CD20 para posterior

identificacion del antigeno con anticuerpos fluorescentes.

1 BASAL 2 BLOQUEO 3 ELUCION

=3

"CD19:PE-Cy7-A LOGICA  CD19:PE-Cy7-A LOGICA CD19:PE-Cy7-A LOGICA

Figura 16. Representacion secuencial del cada una de las fases del protocolo
(basal, bloqueo, elucién). Cada una de las imagenes nos muestran gréaficos
biparamétrico CD19 PE-Cy7/CD20 V450, la poblacién de linfocitos B en color
verde y la de monocitos (control negativo) en azul, en el nUmero uno se muestran
los gréficos de puntos de ambas poblaciones en estado basal, observamos la
poblacion homogénea de LB positiva para ambos marcadores; en el grafico
namero 2 después del protocolo de sensibilizacién con Rituximab se aprecia que
a la poblacién de LB continua siendo detectado el marcador CD19 y ausencia del
marcador CD20+ posicionandose al mismo nivel que el control negativo y por
altimo el grafico niamero 3, muestra las poblaciones después del protocolo de
elucién donde vemos que la poblacion de LB retoma sefial para CD20+ de forma
similar a la muestra basal.

En cuanto los efectos de la concentracion del Rituximab sobre el bloqueo de los
sitios antigénicos CD20+ de las células, observamos el mismo comportamiento
en los 5 pacientes, donde conforme disminuye el logaritmo de concentracion del
anticuerpo monoclonal la cantidad de sitios antigénicos que se bloquean
disminuye por lo que una mayor proporcion de células es detectada mediante el
anticuerpo fluorescente, lo que es equiparable a poblaciones de eritrocitos
cuando son sensibilizados en diferente titulo de alo o autoanticuerpos estos

complejos generan aglutinaciones en diferentes proporciones en una prueba de
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antiglobulina directa, que van desde una reaccion positiva débil (+/-) hasta las
cuatro cruces (4+)@4). En cuanto a la efectividad del método de elucion en la
superficie leucocitaria se observa que tanto la IMF como la concentracion de
células bloqueadas posterior al protocolo de eluciébn son equiparable a las
lecturas basales de cada caso en particular. Otro aspecto a resaltar es el
comportamiento en el bloqueo por la terapia monoclonal, en donde la densidad
antigénica de las poblaciones neoplasicas en estudio y la concentracion de
Rituximab juegan un papel importante dado a que las poblaciones con una
expresion elevada de CD20 en su superficie como en el linfoma folicular o la
leucemia de células pilosas observamos que en los logaritmos de estudio de
mediana concentracion solo un pequefio porcentaje de células era saturado en

su totalidad.
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CAPITULO VI

8. CONCLUSION

Se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipotesis alterna, es decir el Rituximab
interfiere en el protocolo de citometria de flujo para identificar células B y puede

ser eluido mediante un cambio en el pH con solucion Acido-Glicina-EDTA.

Los resultados del estudio confirman que el cambio de pH no altera el nivel de
expresion ni la inmunoreactividad de los antigenos de la célula B para su correcta

inmunofenotipificacion.
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CAPITULO IX

9. PERSPECTIVAS

1. Debido a las caracteristicas fisicoquimicas de los anticuerpos monoclonales
terapéuticos, se infiere que el método de elucion puede disociar cualquiera de

estos anticuerpos.

2. Comparar el método con las otras alternativas para deteccion de antigenos
enmascarados como anticuerpos anti-terapia monoclonal, anticuerpos

multiepitopo.

3. Establecer la efectividad precisa del protocolo de elucion de la relacion

[Antigeno]/Célula con un método “QUANT IBrite”.
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