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Resumen
El ciclo celular es el proceso mediante el cual el material genético de una célula se

duplica y se distribuye de formas iguales en células nuevas. Las alteraciones en su
regulacion pueden generar proliferacion anormal, caracteristica propia de las neoplasias.
Por medio de la citometria de flujo es posible evaluar el ciclo celular y la proliferacion
bajo multiples marcadores y procedimientos y asi entender el comportamiento tanto de
celulas sanas como patolégicas. En el presente trabajo se explican las principales
aplicaciones del estudio del ciclo celular por CF y su utilidad en enfermedades
hematoldgicas. Ademas, se evalud el uso del marcador ki67 por medio de esta herramienta
en poblaciones hematopoyéticas sanas y en células linfoides aberrantes en sindromes

linfoproliferativos y se comprobd su aplicabilidad por CF.
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Introduccion
El ciclo celular es el proceso mediante el cual el material genético de una célula se

duplica y se distribuye de formas iguales en células nuevas. En la mayoria de las células
consta de dos fases conocidas como mitosis (M) e interfase. La primera consiste en la
division nuclear y generacion de dos células hijas, mientras que la interfase se define por
los procesos que acontecen entre dos mitosis. La interfase se subdivide en tres fases
denominadas G1, Sy G2. La etapa G1 contempla el crecimiento y preparacion previa a la
replicacion de ADN, la fase S se define como el proceso de replicacion, mientras que la
fase G2 es el proceso de preparacion que antecede la mitosis. Algunas células antes de
entrar en fase S, logran mantener un estado no proliferativo o quiescente conocido como

fase GO y no llegan a la etapa de mitosis (Vermeulen et al., 2003).

Este programa celular se encuentra coordinado principalmente por quinasas
dependientes de ciclinas (CDKSs) y ciclinas. Las CDKs y sus respectivas ciclinas forman
complejos y se encargan de fosforilar diversas proteinas con el fin de permitir el progreso
entre etapas del ciclo y/o la replicacion del ADN. La sintesis o degradacion de ciclinas,
asi como de inhibidores o fosfatasas encargadas de desfosforilar las CDKs mantienen un
estricto control en el ciclo celular (Dai et al., 2019).

En la hematopoyesis, los procesos de diferenciacion, crecimiento y apoptosis
dependen de CDKs vy ciclinas, de inhibidores de ciclinas, factores de transcripcion,
citoquinas, microARNs y de la matriz extracelular. Gracias a estas complejas
regulaciones, las células madre hematopoyéticas (HSC) autorrenovables ciclan a bajas
tasas de proliferacion, mientras que las células progenitoras con compromiso de linea
poseen altas tasas de proliferacion y las celulas totalmente diferenciadas no se duplican,
sino que permanecen en fase GO (Hao et al., 2016).

Alteraciones en reguladores del ciclo celular pueden provocar el desarrollo o
progresion del cancer, pues proveen el ambiente necesario para una proliferacion
descontrolada, caracteristica que define las neoplasias (Hanahan & Weinberg, 2011).

Estas modificaciones pueden deberse a deleciones o mutaciones de genes supresores de



tumores u oncogenes fundamentales para el correcto desarrollo del ciclo celular o por

cambios en la expresion genética inducido por la epigenética (Dai et al., 2019).

Es por lo explicado anteriormente, que el analisis del ciclo celular permite entender
el comportamiento de células normales y patoldgicas, su diferenciacion, crecimiento,

senescencia y apoptosis (Kim & Sederstrom, 2015)

La citometria de flujo (CF) es una herramienta poderosa que permite analizar
grandes cantidades de células, identificarlas por subpoblaciones mediante multiples
marcadores y al mismo tiempo analizar el contenido de ADN y/o etapa del ciclo celular
en que se encuentra cada célula de una muestra en estudio. Su uso ha ido en aumento y la

comprension de esta tecnologia es imprescindible a nivel clinico (Matarraz et al, 2011).



Capitulo 1. Estudio del ciclo celular por citometria de flujo

La forma tradicional y mas sencilla para evaluar el ciclo celular en el area de la CF
es mediante la cuantificacion de ADN, lo cual se define como andlisis de una variable
(Darzynkiewicz et al., 2004). La cantidad de tincion que adquiere cada célula correlaciona
con la cantidad de ADN y esta a su vez es determinada por medio del citometro de flujo

gracias a la intensidad de fluorescencia (Darzynkiewicz et al., 2001).

El contenido de ADN se relaciona con la madurez celular, debido a que segun su
cantidad es posible determinar en qué fase del ciclo celular se encuentra cada célula
analizada. En la fase G1 y/o GO el material nucleico equivale a una unidad, en la fase G2
y/o M el contenido genético se encuentra duplicado por lo que se identifica como dos
unidades, mientras que aquellas células en fase S contienen entre una y dos unidades. Las
células en apoptosis también se logran identificar debido a que el ADN se encuentra
fragmentado, por lo que poseen menor contenido que aquellas en fase GO/G1 (Telford et
al., 1992).

Estas mediciones se valoran usualmente mediante histogramas gracias a los
softwares de analisis incluidos con los citometros de flujo modernos. La cantidad de
celulas en cada poblacién se estima determinando el area bajo la curva (Marshall &
Rutledge, 2000). En una poblacion normal diploide se observa un pico predominante que
equivale a las células en fase GO/G1, un pico de menor tamafio con el doble de ADN que
corresponde a la subpoblacion en fase G2/M y entre ambas aquellas que se encuentran en
fase de sintesis. Las células en apoptosis se ubican con menor intensidad en la zona
conocida como “sub G1” (ver figura 1). Un histograma de ADN de buena calidad debe
contar con la minima cantidad de detritos celulares y un pico G1 simétrico con un

coeficiente de variacion (CV) lo menor posible (Krueger & Wilson, 2011).
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Figura 1. Relacion por CF entre cantidad de ADN vy fase del ciclo celular. Modificado de Chan et
al 2011.

ase ?EI porcentaje de células estimado en fase S posee relevancia adicional ya que se
utiliza como indicador de proliferacién. Esta fraccion celular correlaciona clinicamente
con neoplasias con mayor agresividad y con peor pronéstico (Marshall & Rutledge, 2000).
indice de ADN

Mediante el analisis de ADN por CF se puede determinar si existe anormalidad en
la cantidad de acido nucleico de cada célula, es decir si existe aneuploidia. La aneuploidia
se define como la ganancia o pérdida de cromosomas en una célula, lo cual es indicador
de neoplasia (Molina et al., 2021). Se determina gracias al calculo del indice de ADN (DI,
por sus siglas en inglés), que consiste en el radio entre la media (o moda) del contenido
de ADN fase GO/G1 de la poblacion de estudio comparada con la de una poblacion de
referencia. Esta poblacion control debe ser normal y diploide e idealmente del mismo
tejido a analizar y del mismo individuo del que se recolect6 la muestra. Cabe destacar que
células no humanas o esferas no bioldgicas que se pueden utilizar como referencia se
recomiendan Unicamente para la calibracion del instrumento y no para la determinacion
del DI (Hiddemann et al., 1984; Nunez, 2001).
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El Dl igual a 1.0 representa una poblacion de estudio diploide, mientras que valores
mayores o menores reflejan hiperdiploidia e hipodiploidia respectivamente (Nunez,
2001).

Para las tinciones de ADN se han utilizado maltiples reactivos a lo largo del tiempo.
El primero en emplearse por medio de CF se conoce como tincion de Feulgen, su
fundamento es la hidrolisis &cida del ADN, lo cual produce aldehidos que posteriormente
son teflidos por medio del reactivo de Schiff (Chieco & Derenzini, 1999). Por medio de
esta tincion se reportaron los primeros histogramas de las fases del ciclo celular realizados
por esta herramienta, sin embargo, el procesamiento de muestras es tedioso y comparado

con las técnicas actuales se considera lento (Alderton, 1969; Darzynkiewicz et al., 2004).

Hoy, existen diferentes protocolos para el analisis del contenido de ADN, estos
varian segun sean células fijadas o tratadas con detergentes, vivas 0 embebidas en
parafina.

Detergentes de lisis

Debido a que no todas las tinciones de ADN son permeables a la membrana celular
se deben realizar procesamientos celulares para que los reactivos puedan ingresar a la
célula, especificamente al nucleo. Para esto se utilizan detergentes o fijadores. Los
detergentes son capaces de debilitar las interacciones hidrofobicas-hidrofilicas que se dan
entre proteinas y lipidos en la membrana celular y asi desintegrarla. Los detergentes no
i6nicos son los més frecuentemente utilizados en los protocolos de CF, ya que estos causan
menores dafios a proteinas y enzimas que los demas, entre estos se encuentran Triton X y
Tween (Islam et al., 2017).

Este proceso también permite aislar el nacleo del resto de componentes celulares, lo
cual produce una mejor tincion del ADN debido a que se reduce la tincion inespecifica de
organelas, se evita la autoflorescencia de ciertos componentes citoplasmaticos y se

excluye del anélisis el ADN extranuclear como el mitocondrial, mejorando asi la calidad



del histograma y reflejando de mejor manera la fase del ciclo celular en la que se encuentre
la célula o el DI (Darzynkiewicz et al., 2017).

Se debe tener en cuenta que estos métodos no permiten la preservacion a lo largo
del tiempo en comparacion con las fijaciones. Ademas, se puede omitir la deteccion de
celulas mitoéticas, pues al estar la membrana celular disgregada y al no existir membrana
nuclear durante la fase mitética que contenga los acidos nucleicos se puede perder los
cromosomas durante el procesamiento o reconocerse los agregados cromosomicos como
celulas con menor cantidad de ADN, o sea como células en apoptosis. Por otro lado, las
células en apoptosis al lisarse pueden liberar fragmentos de ADN y como cada fragmento
es reconocido como una célula, la regién sub G1 puede sobreestimarse. Por lo tanto, en
ensayos donde se busque evaluar rigurosamente la apoptosis celular no es recomendable

el uso de detergentes (Darzynkiewicz, 2011; Darzynkiewicz & Huang, 2004).

Distintos métodos basados en el uso de detergentes se han empleado a lo largo de la
historia, siendo el principal el “método de Vindelov” el cual utiliza detergentes y tripsina,
eliminando restos proteicos y fuentes de ADN diferentes al nuclear. Este procedimiento
se utiliza ampliamente gracias a que la calidad del andlisis permite histogramas con CV
considerablemente reducidos (Krueger & Wilson, 2011; Vindelgv & Christensen, 1990).
Tinciones de células fijadas

La fijacion celular se emplea habitualmente con el fin de preservar las muestras
bioldgicas ya sea para transporte de las mismas o conservarlas a lo largo del tiempo. Al
fijarse pueden almacenarse por meses o incluso afios y por medio de este proceso se logra
permeabilizar las membranas celulares de tal modo que las tinciones penetren y se unan
al ADN (Darzynkiewicz & Huang, 2004; Davies & Allen, 2007).

Existen dos métodos de fijacion: a través de alcoholes o a través de aldehidos. Para
determinacion del contenido de ADN o analisis del ciclo celular se prefiere el uso de
alcoholes, generalmente etanol a 70%, ya que desnaturalizan proteinas nucleares y
permiten un mejor acceso del reactivo al ADN y por lo tanto una mejor tincion. En
contraste, los aldehidos, cuyo principal ejemplo es el paraformaldehido, fijan las células
formando enlaces covalentes entre proteinas y por lo tanto mantienen una posicion fija de

las moléculas. Lo anterior dificulta el paso de los fluorocromos y sélo se recomienda en



situaciones donde es necesario conservar la localizacion de las proteinas (como al analizar

proteinas fluorescentes) (Darzynkiewicz et al., 2017).

Entre los principales reactivos utilizados para tefiir células fijadas se encuentran el
yoduro de propidio (PI) y 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). El primero se caracteriza
por tefiir tanto ADN como ARN, por lo que los procedimientos de empleo sugieren la
incubacion de los tejidos por evaluar con ARNasas, lo cual provoca un proceso mas
laborioso. El Pl es excitado con luz azul celeste a 488 nm, lo cual permite que la mayoria
de citémetros de flujo puedan utilizarlo, pues para esto se requiere un laser de argén que
es una de las fuentes de luz de uso comun (Darzynkiewicz et al., 2017).

El DAPI comparado con Pl posee la ventaja que es mas especifico para el ADN, lo
cual se refleja en menores CV en la medicion del contenido de ADN de poblaciones en
fase G1. No obstante, DAPI requiere para su excitacién luz ultravioleta (UV), lo cual no
estd disponible en todos los citometros y este tipo de luz puede generar mayor
autofluorescencia en algunas poblaciones, por lo que para estas se prefiere el uso de Pl
(Darzynkiewicz & Huang, 2004).

Tinciones supravitales

Para aquellas células sin fijar, que usualmente estan vivas, se deben utilizar
fluorocromos que se unen estequiométricamente al ADN y que al mismo tiempo son
membrana-permeables gracias a que no tienen carga, conocidos como tinciones

supravitales (Darzynkiewicz, 2011).

Las evaluaciones en células vivas se utilizan por lo general para separacion de
poblaciones por medio de “cell sorting” en donde las células se clasifican segin contenido
de ADN con el fin de cultivarlas y analizar tasas de crecimiento, apoptosis, sensibilidad
de drogas, aumentar las distintas poblaciones, entre otras. Se debe sefialar que estas
tinciones inducen sefializacion por dafios en el ADN como por ejemplo activacion de
ATM, p53 0 Chk2, lo cual puede provocar activacion de vias regulatorias del ciclo celular

y/o apoptoticas (Darzynkiewicz et al., 2017a).

El reactivo mas utilizado para tincion de células vivas es el Hoechst 33258, este
posee como ventaja que fluoresce a 460 nm por lo que puede utilizarse en conjunto con

otras tinciones fluorescentes o proteinas que emiten dentro del rango visible, sin embargo,



para su excitacion es necesario una fuente de luz UV (Martin et al., 2005). Esto posee
especial importancia porque puede provocar fotolisis de ADN y no todos los citometros

de flujo poseen esta tipo de fuente dptica (Darzynkiewicz, 2011).

Ademas, la intensidad de fluorescencia de Hoechst 33342 varia segun la célula
analizada. Esto sucede en gran parte por las bombas de eflujo en ciertas poblaciones
celulares que brinda la capacidad de expulsar la tincion parcialmente (Darzynkiewicz et
al., 2004). Gracias a esta propiedad se han descrito métodos de separacion de células
madre o células stem (SC), ya que estas poseen alto contenido de bombas de eflujo de la
familia de transportadores dependientes de ATP (“ATP-binding cassette transporters™) en
la membrana celular y por lo tanto se tifien débilmente con Hoechst 33342. La baja
fluorescencia de esta poblacion ha permitido separar facilmente las células madre y debido
al patrén que forman en los diagramas de puntos, separadas de la mayoria de la poblacion,
se les conoce como “side population” (SP) (Margaret, 2005).

Los protocolos de separacion de células por medio de este fluorocromo han
permitido estudiar ampliamente las células madre de tejidos sanos e incluso las células
madre cancerigenas, poblaciones anélogas a las SC con capacidad de iniciar tumores,
autorrenovables, resistentes a quimioterapia y con potencial metastasico tanto en

malignidades hematopoyéticas como en tumores sélidos (Shimoda et al., 2018).

Ante la variabilidad de intensidad en la fluorescencia por bombas de eflujo, es
posible afiadir inhibidores de estos transportadores en conjunto con Hoechst 33342 vy asi
evaluar de manera correcta las fases del ciclo celular, entre estos se encuentra DiOC5,
tincion para medir potencial de membrana, y Verapamil, un bloqueador especifico de
canales de calcio (Darzynkiewicz, 2011; Margaret, 2005; Shimoda et al., 2018).

Otro reactivo supravital es el DRAQS, cuyas siglas vienen del inglés “deep red-
fluorescing bisalkylaminoanthraquinone” ntimero 5 y como su nombre lo dice es una
molécula perteneciente a la familia de las antraquinonas, como los antibioticos
antraciclinas, que se intercalan en el ADN y son capaces de atravesar la membrana celular.
DRAQS5 fluoresce en la region de luz visible correspondiente al rojo (mas de 665 nm de
longitud de onda) (Smith et al., 2000).



El DRAQS tiene como méxima excitacion una longitud de onda de 640 nm, pero el
rango se puede ampliar hasta 489 nm, lo cual permite el uso de fuentes de luz visible en
el citometro, es decir a diferencia de Hoechst 33342 no es necesario luz UV y se evitan
todos los costos y dafios celulares de este reactivo. Ademas debido a sus caracteristicas de
excitacion y emision es posible utilizarla con otras proteinas fluorescentes (Martin et al.,
2005).

Tinciones de tejidos embebidos en parafina

En algunos casos, los tejidos se conservan en parafina con tal de realizar anélisis
retrospectivos del contenido de ADN. Al ser preservados porciones de tejidos completos
es posible discernir qué porcién de la muestra desea procesarse, permitiendo descartar
células necréticas o secciones que no son de interés y pueden perturbar el andlisis. Sin
embargo, al ser tratadas por lo general con formaldehido previo a ser embebidas con
parafina tienden a perder precision de analisis, esto debido a los enlaces covalentes que
produce este reactivo que impiden el ingreso de los flurocromos al ADN. La evaluacién
también puede ser afectada por los cortes del bloque de tejido que podria afectar el ntcleo
0 provocar acumulacion de restos celulares. Para este tipo de tejido se ha demostrado que
el DAPI es el colorante con mayor efectividad (Darzynkiewicz et al., 2017).

Anélisis multiparamétricos

El analisis multiparamétrico se define como la identificacion de compartimentos o
fases del ciclo celular y/o cuantificacion de moléculas relacionadas con las fases del ciclo
celular (Jacobberger et al., 2018). Al determinar el contenido de ADN celular Unicamente
por medio del anlisis de una sola variable, no es posible discernir entre las fases GOy G1
o entre las fases G2 y M por lo que se han utilizado distintos marcadores y protocolos para

estudiar mas a fondo el ciclo celular (Darzynkiewicz et al., 2004).

El fluorocromo conocido como naranja de acridina (AO) posee la capacidad de tefiir
tanto ADN de doble banda (db) como ARN de banda Unica con la particularidad de emitir
distinta fluorescencia segun el tipo de acido nucleico. Para su uso se debe permeabilizar
las células con detergentes no iénicos, reducir el pH para disociar las histonas del ADN y
desnaturalizar todas las formas de ARN de doble banda en banda Unica. Para esta
desnaturalizacion se utilizan agentes quelantes como por ejemplo EDTA o citrato ya que

estos rompen las interacciones ARN-proteina y permiten que los ribosomas liberen la
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mayoria de ARN, posteriormente el AO se encarga de desnaturalizar el ARN db y tefiirlo.
De esta forma el AO se intercala en el ADN db fluoresciendo a 530 nm (verde) y se une
al ARN por medio de atraccion electrostatica con una emision de 630 nm (rojo). Debe
contemplarse que para lograr esta tincion diferencial se debe utilizar concentraciones
exactas de AO para no desnaturalizar el ADN db nativo (Darzynkiewicz, 1990a; El-
Naggar, 2004a).

Mediante esta técnica se logra clasificar las distintas fases del ciclo celular
mencionadas anteriormente por el contenido de ADN de cada grupo, pero ademas gracias
a la determinacion del contenido de ARN se puede distinguir entre células GO
caracterizadas por su escasa actividad y por lo tanto identificadas por el bajo contenido de
ARN que poseen. Bajo este mismo principio también es posible identificar entre subfases
de G1, siendo la fase Gla aquella mas prematura por su menor contenido de ARN,
mientras que la fase G1b al ser la més cercana a iniciar la fase de sintesis posee mayor
cantidad de ARN (Darzynkiewicz, 1990b; EI-Naggar, 2004b).

A través de AO también es posible diferenciar la fase G2 y la fase de mitosis. A
diferencia de la cuantificacion de ARN, para este proceso en primera instancia se debe
eliminar el ARN por medio de ARNasas y posteriormente se desnaturaliza el ADN por
medio de calor o acidez. Al incubar las células ante estas condiciones. las poblaciones en
mitosis y en fase GO con cromatina condensada, se desnaturalizan mas fécilmente,
convirtiéndose asi en ADN de banda Unica por lo que el AO se une a estas y fluoresce en
rojo, mientras que las células en fase G1, S y G2 mantienen su forma de doble banda y
por lo tanto fluorescen en verde. De esta forma es posible distinguir las poblaciones en las

cinco fases del ciclo celular (Darzynkiewicz et al., 2004).

A pesar de la versatilidad del AO, su amplio espectro de fluorescencia se traslapa
con los fluorocromos habitualmente utilizados para identificacion de otros antigenos
celulares y los procesos de desnaturalizacion acida pueden alterar antigenos de interés
para analisis multiparamétricos. Es por esto que se han implementado reactivos que
permitan reconocer las fases del ciclo celular y simultineamente utilizar anticuerpos
marcados con algun fluorocromo, entre estos se encuentra la combinacion de Hoechst

33342y pyronyn y (PY). El Hoechst 33342 como se menciono anteriormente se intercala



11

en el ADN mientras que PY se intercala tanto en ADN db como en ARN db. El contenido
de ARN en su mayoria es de doble banda, al igual que el ADN, por lo que al agregar en
primera instancia el Hoechst 33342 el PY tefiird s6lo el ARN celular. De esta forma,
gracias a las diferencias de ARN y ADN (fundamento también empleado al usar AO) es
posible identificar las cinco fases del ciclo celular (Kim & Sederstrom, 2015; Shapiro,
2000a).

El Hoechst 33342 requiere de luz UV para su excitacion y emite cerca de 450 nmy
el PY absorbe luz visible en aproximadamente 550 nm y emite a 575 nm, gracias a esto
es posible utilizar otros fluorocromos como FITC, PE, entre otros y asi identificar
marcadores proteicos simultdneamente, es decir permite el andlisis multiparamétrico.
Cabe destacar que para ejecutar esta doble tincion es necesario que el citometro esté
equipado con dos fuentes de luz diferentes, pero permite agregar otros anticuerpos
conjugados (Kim & Sederstrom, 2015; Shapiro, 2000Db).

Analisis de proliferacion

Existen multiples analisis multiparamétricos Utiles para evaluar la proliferacion
celular. Entre estos se encuentra el uso de Bromodeoxiuridina (BrdU). BrdU es un analogo
de la base nitrogenada timidina, componente fundamental del ADN, por lo que al exponer
tejidos o cultivos a esta molécula las células que se encuentran ingresando a fase de
sintesis lo incorporaran. Posteriormente se afiaden anticuerpos anti BrdU conjugados con
algun fluorocromo y se analiza la intensidad de fluorescencia en conjunto con la deteccién
del contenido de ADN utilizando PI u otro marcador. El anélisis conjunto de BrdU y ADN
permite cuantificar e identificar las células que sintetizan activamente ADN 'y
correlacionarla con la fase del ciclo celular en que se encuentra 'y ademas es posible utilizar
otros anticuerpos y ampliar la identificacion fenotipica (Rothaeusler & Baumgarth,
2007a).

La BrdU posee como ventajas que no tiene propiedades radioactivas como otros
marcadores que se integran al ADN permitiendo el ahorro en equipamientos y en tiempo
de procesamientos, es estable una vez acoplado a la célula por lo que puede analizarse
durante meses y se puede utilizar en ensayos in vivo con el fin de evaluar la replicacion

en modelos animales. Sin embargo, requiere de métodos de fijacion y permeabilizacion
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para lograr llegar al nicleo y la desnaturalizacion del ADN para que este pase a ser de
banda Unica y asi ser reconocido por medio de anticuerpos anti-BrdU (Rothaeusler &
Baumgarth, 2007b).

Debido a estas limitaciones de BrdU se han empleado nuevos analogos como 5
etinil-2’-deoxiuridina (ErdU). Este también es un analogo de la timidina que se incorpora
en células en fase S, pero posee como ventajas que no necesita permeabilizacion gracias
a su tamarfio y para su deteccion por CF no es necesario el uso de anticuerpo, por lo tanto,
no se debe desnaturalizar el ADN, sino que requiere de un proceso quimico con cobre para
que se genere fluorescencia. El proceso, en comparacion con BrdU es mas rapido e
igualmente permite analizar concomitantemente otros marcadores celulares (Cavanagh et
al., 2011; Kim & Sederstrom, 2015)

Otra manera de analizar la proliferacion celular es mediante la deteccién de
proteinas intracelulares. Una de ellas es por medio del antigeno nuclear de proliferacion
celular o PCNA, es un cofactor de la polimerasa de ADN que en conjunto con otras
moléculas permite que la replicacion sea un proceso continuo y ademas se ha reportado
su papel en la reparacion de ADN. La concentracion de esta proteina empieza a
aumentarse en la fase G1 tardia, pero su pico de concentracion se da en fase de sintesis.
La deteccion de PCNA por medio de anticuerpos monoclonales permite identificar por lo

tanto aquellas células en replicacion (Larsen et al., 2001).

El antigeno Ki67 es otro marcador de proliferacion caracterizado por encontrarse en
células ciclando, es decir en aquellas que se encuentran en fase G1, S, G2 y en mitosis,
pero no en aquellas quiescentes o en fase GO (Vignon et al., 2013). La funcién de Ki67
fue por afios desconocida, pero hoy se sabe que, en conjunto con otras moléculas, evita
gue los cromosomas formen agregados durante la mitosis (X. Sun & Kaufman, 2018).
Para su analisis es necesario el uso de anticuerpos monoclonales que reconozcan el
antigeno y se debe permeabilizar y fijar las células (Y. Sun et al., 2016). Cabe destacar
que este marcador ha adquirido relevancia prondstica gracias a que células tumorales
agresivas lo expresan en mayor proporcion que aquellas sanas o con mejor pronostico,
esto se ha observado en cancer de seno, de tejidos blandos, pulmones, préstata, cérvix,

sistema nervioso central y en linfomas (Li et al., 2015).
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Andlisis de ciclinas
Las ciclinas, como se menciond anteriormente se encargan junto a las quinasas

dependientes de ciclinas de fosforilar proteinas que permiten que las células avancen de
fase a fase en el ciclo celular. Las células sanas en crecimiento expresan ciclinas de forma
discontinua, ya que sus concentraciones varian periddicamente segln la fase del ciclo

celular (Darzynkiewicz et al., 1996; Pozarowski & Darzynkiewicz, 2004).

Las principales ciclinas en humanos son las D, B, Ay E. La ciclina D se caracteriza
por aumentar su expresion ante la estimulacion mitogenica de células GO o en respuesta
de factores de crecimiento. En efecto se ha reportado que las células en quiescencia no
expresan las ciclinas D, B, A ni E y por lo tanto la aparicién de ciclina D marca la
transicion de células GO a la entrada al ciclo 0 a la fase G1. La ciclina D forma un complejo
con las CDK4 y CDKG6 e inactivan a la proteina de la retinoblastoma, liberando asi los
factores de transcripcion E2F, lo cual permite la expresion de genes necesarios para la
transicion a fase S. Al mismo tiempo se inicia la expresion de la ciclina E, acumulandose
hasta alcanzar su pico de concentracion justo durante la transicion G1/S (Darzynkiewicz
et al., 1996; Toprak et al., 2012).

Posteriormente, en la fase S la ciclina A interactda con la CDK1 permitiendo a las
celulas avanzar a fase G2 y con CDK2 hasta alcanzar la fase M, especificamente en la
profase. Esta ciclina llega a su pico méaximo de concentracion al final de la fase G2,
degradandose a inicios de la mitosis. La ciclina B1 empieza a acumularse justo al inicio
de la fase G2 llegando a su maximo nivel justo antes de la anafase y se encarga de activar
la CDKI formando el factor promotor de maduracion que permite la mitosis
(Darzynkiewicz et al., 1996; Pozarowski & Darzynkiewicz, 2004; Toprak et al., 2012).

Con base en las variaciones en la concentracion de las ciclinas y el anélisis
simultaneo del contenido de ADN, es posible distinguir entre todas las fases clasicas del
ciclo celular. Ademas, por medio de las ciclinas A y B1 junto a marcadores de mitosis es
posible identificar las etapas mitoticas profase, prometafase, metafase, anafase y mitosis
tardia (ver tabla 1). Entre los marcadores de mitosis mas comunes se encuentra la
fosfohistona H3 y MPM2. Estos son epitopos fosforilados y su relevancia se basa en que

la condensacion de la cromatina en la mitosis requiere de procesos de fosforilacion por lo
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tanto la presencia de ambos correlaciona con la transicién entre G2 y M y se mantienen
hasta la division celular. Incluso se ha identificado una subpoblacion llamada “G1 recién
nacida” en la cual las células no expresan las ciclinas A y B, pero aln mantienen leve
expresion de los marcadores mitoticos (Darzynkiewicz et al., 1996; Gloria Juan et al.,
2001).

Tabla 1. Principales ciclinas en humano, sus funciones y momento de mayor

concentracion. Modificado de Darzynkiewicz et al., 1996.

Ciclina Funcion Pico de expresion

D1 Fosforilacién de proteina del retinoblastoma, compromiso G1 temprana
hacia la fase S

E Inicio de fase S Transicion G1/S
A Progresos a la fase G2y M Durante G2/M
B1 Entrada a la fase M G2/M tardia

Aparte de reconocer las distintas fases del ciclo celular, se puede identificar
expresion de ciclinas aberrantes. lo cual se define como expresion no programada. Se da
en células tumorales o en células sanas con su ciclo celular alterado, por ejemplo, en
células en fase G1 se ha encontrado la ciclina B1 y esto demuestra alteraciones debido a
que esta ciclina es especifica de las fases G2/M o la persistencia de ciclina D1 a lo largo

de todo el ciclo celular como indicadora de neoplasia (G. Juan et al., 1996).

Para el analisis de las ciclinas se debe permeabilizar y fijar las células. La literatura
actual recomienda el uso de etanol al 70% y formaldehido al 1%. Ademas, se debe
contemplar que los marcadores de mitosis y el estudio y comprension de las ciclinas en
general avanza diariamente (Jacobberger et al., 2008, 2018).

Limitaciones técnicas de la citometria de flujo

Durante el anélisis de ADN el citometro de flujo puede detectar dos celulas en fase
GO/G1 como un unico evento con contenido genético semejante a una celula en fase
G2/M, lo cual se conoce como un doblete. Los dobletes y/o agregados celulares pueden
generar asi una super estimacion incorrecta de la poblacion G2/M. Es por esto que los

citometros de flujo actuales poseen un modulo de discriminacion de dobletes, que permite
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separar los dobletes celulares debido a que poseen mayor ancho de pulso que aquellas
G2/M y ademés forman un cluster diferente en el diagrama de puntos (Nunez, 2001).
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Capitulo 2. Aplicaciones en hematologia del analisis de ciclo celular y proliferacién
La hematopoyesis es el proceso de produccion de células sanguineas en MO (MO).

Fisiologicamente HSCs se dividen simétricamente para renovarse a si mismas o
asimétricamente para generar las células madre progenitoras (HPC) que dan origen a las
distintas lineas celulares y células maduras que se encuentran en sangre periférica
(Ashman, 2012).

Las HSC permanecen quiescentes en MO a pesar de su alto potencial proliferativo.
Mientras que las HPC son las que poseen una mayor tasa proliferativa para mantener los

niveles necesarios de células maduras (Ashman, 2012).

Alteraciones en el ciclo celular pueden promover el desarrollo y/o progresion de
células tumorales en lugar de las HSCs o HPCs necesarias para la hematopoyesis normal.
Deleciones 0 mutaciones que llevan a pérdida o ganancia de la funcién en genes
supresores de tumores, desregulan el ciclo celular y generan proliferacion descontrolada.
También existen modificaciones epigenéticas que pueden afectar los genes y llevar a la

reprogramacion del ciclo celular y generar asi malignidad (Dai et al., 2019).

Las alteraciones en genes de ciclinas o CDKs o la delecion/silenciamiento
epigenético de genes inhibidores de CDK son comunes en casi todos los tipos de tumores,

incluidos los hematoldgicos (Dai et al., 2019).

A través de la CF, es posible determinar la ganancia o pérdida de cromosomas, es
decir la aneuploidia, la cual se encuentra en 90% de tumores solidos y en 60% de
malignidades hematoldgicas (Molina et al., 2021). Asimismo, la proliferacion
descontrolada caracteristica en estas patologias puede determinarse a través de la
cuantificacion del ADN, de marcadores de proliferacion como ki67 o de la sintesis de
ADN (uso de BrdU) (Ashman, 2012).

Ademas, la CF permite analizar muestras de MO, sangre periférica 0 masas

tumorales.

A continuacion, las principales aplicaciones de esta herramienta en enfermedades

hematoldgicas:
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Leucemias Linfoblésticas Agudas (LLA)
Las leucemias linfoblasticas agudas representan la mayoria de las enfermedades

hematoldgicas en poblaciones pediatricas. Se pueden clasificar segin la cantidad de
cromosomas, definiéndose como hiperdiploides aquellas con ganancias de cromosomas e
hipodiploides como las que tienen menos de 44 cromosomas. Las leucemias
hiperdiploides se subclasifican en baja hiperdiploidia (47-50 cromosomas), alta
hiperdiploidia (51-67 cromosomas) y cercanas a tri o tetradiploidia (mas de 67
cromosomas). Se encuentran blastos con alta hiperdiploidia en un 25% de los pacientes
peditricos, en 5% de pacientes adultos y se considera la alteracion genética mas frecuente
en este tipo de leucemias. Ademas, se asocia a un prondéstico favorable y una sobrevida
promedio mayor al 90% (Molina et al., 2021; Roberts, 2018).

En el caso de leucemias hipodiploides, se describen dos subtipos: aquellos con baja
hipodiploidia (31-39 cromosomas) que se asocian a un muy mal pronostico pues
correlacionan con mutaciones en TP53 y deleciones en IKZF2, se encuentra
principalmente en adultos y aquellos cercanos a la haploidia (24-30 cromosomas) es mas
infrecuente, se identifica en aproximadamente 3% de los pacientes con LLA y se asocia a

un pronastico intermedio (Roberts, 2018).

Tradicionalmente la deteccion de estas anormalidades se da a través de técnicas
citogenéticas como el cariotipo convencional y la hibridacién in situ fluorescente (FISH).
Para el cariotipo es necesario muestras frescas que puedan ser cultivables y es necesario
personal experto para lograr el analisis. EI FISH posee gran utilidad; sin embargo, no es
capaz de detectar clones con baja hipodiploidia o cercanos a la haploidia y los costos son
mas elevados (Gupta et al., 2019; Look et al., 1985).

Por medio de la determinacion del DI por CF es posible clasificar segun la ploidia
de los casos de LLA de una manera rapida, automatizada y eficiente. Se ha demostrado
que existe una alta correlacion entre la CF y los andlisis citogenéticos en LLA (Rachieru-
Sourisseau et al., 2010). Ademas, la CF posee la ventaja que a través del uso de distintos
marcadores inmunofenotipicos es posible aislar la poblacion tumoral del resto de

poblaciones medulares normales y asi se logra identificar de manera correcta las
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propiedades de la poblacién de interés, especialmente en aquellas poblaciones clonales
pequefias (Tembhare et al., 2016).

Los umbrales para determinar a partir de cual DI se define hiper o hipodiploidia
varian segun estudio. Se ha establecido desde los afios 80 que un DI mayor a 1.16 define
hiperdiploidia y correlaciona con un mejor pronostico (Look et al., 1985). Actualmente se
utiliza este umbral, pero se ha descrito que poblaciones con DI entre 1.10y 1.15 se asocian
con baja hiperdiploidia y brindan informacion pronoéstica de relevancia, pues poseen peor
pronostico. En el caso de las hipodiploidias, Gupta et al describen el uso de DI entre 0.55-
0.69 para definir casos cercanos a la haploidia y DI entre 0.70-0.88 para casos de baja

hipodiploidia.

Existen casos de LLA en que se identifican clones hiperdiploides que en realidad se
trata de poblaciones hipodiploides en procesos de replicacion, lo que se conoce como
hipodiploidia enmascarada. Estos casos llevan a un reto diagnostico por lo que se sugiere
complementar el analisis por CF con la citogenética y pruebas moleculares (Carroll et al.,
2019; Yu et al., 2020).

En estudios de enfermedad minima residual (EMR) también se ha empleado la
cuantificacion de ADN nuclear en conjunto con analisis inmunofenotipicos para reconocer
clones aberrantes que se encuentran embebidos en mezclas celulares complejas. En LLA
el clon aberrante puede ser de dificil identificacion ante la presencia de células linfoides
inmaduras o hematogonias, por lo que la deteccion de aneuploidia puede mejorar la
sensibilidad. Se han propuesto métodos con Pl y DRAQ5, mediante este Gltimo se ha
logrado detectar 1 célula aneuploide entre 10* células normales (Swerts et al., 2007).
Gamapatias monoclonales

El mieloma mdltiple (MM), enfermedad caracterizada por la presencia de células
plasmaticas monoclonales aberrantes se ha subclasificado en dos grupos segun estudios
genéticos. Un primer grupo que se define por hiperdiploidia causada por trisomia de
cromosomas impares. Se encuentra en mas de la mitad de los casos y posee un prondstico
favorable. Los pacientes restantes (aproximadamente un 40%) pertenecen al segundo

grupo compuesto por casos con traslocaciones tales como t(4;14) y t(4;16), que
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proporcionan al paciente un peor pronostico y se asocian por lo general con cariotipos
hipodiploides (Barila et al., 2020).

El método habitual para evaluar la hiperdiploidia es el FISH y para esta técnica se
utilizan maltiples sondas para cromosomas 3,5,7,9,11,15,17 y 21. Sin embargo a pesar de
su valor pronostico, sus costos son elevados. Es por esto que la CF ha sido propuesta para
evaluar el contenido de ADN (Sidana et al., 2019).

Para determinar la ploidia en gamapatias monoclonales, Sidana y otros proponen
determinar el DI definiendo las células plasmaticas aberrantes a través de marcadores
como CD38 y CD138 y diferenciarlas de las plasmaticas normales mediante la expresién
diferencial de CD38, CD19, CD45, kappa y lambda. Posteriormente con un marcador de
ADN se determina el DI utilizando las células plasmaticas normales como poblacion de
referencia. Esta determinacidon se recomienda utilizar en conjunto con el FISH, para

aumentar la informacion pronostica, posibilidad terapéutica y reducir costos.

En el estudio de EMR también se ha sugerido utilizar el contenido de ADN en
conjunto con distintos marcadores para una mayor sensibilidad y por su aplicabilidad (en
mas de 95% de los casos) (Almeida et al., 1999).

Pérez-Persona y otros han demostrado que un mayor porcentaje de células
plasmaticas aneuploide en gamapatias monoclonales de significado incierto se asocia con

mayor riesgo de progresion a mieloma mdaltiple (Pérez-Persona et al., 2007).

Ademas, en gamapatias monoclonales se ha utilizado el porcentaje de células en
proliferacion (PCPI) para evaluacion prondstica. Histéricamente se determinaba
utilizando bromodeoxiuridina y su andlisis inmunohistoquimico, pero se ha reemplazado
este reactivo por el uso de marcadores de ADN y el andlisis por CF. EI PCPI se determina
calculando el porcentaje de células plasmaticas aberrantes en fase S y su porcentaje se ha
asociado con el estado proliferativo de las células patologicas pues se encuentran

activamente sintetizado ADN (Paiva et al., 2012).

El PCPI se ha establecido como un factor independiente de progresion en mielomas
latentes (Aljama et al., 2018). En mieloma multiple se ha demostrado que un PCPI mayor

a 1% conlleva a una inferior supervivencia libre de progresion y una sobrevida promedio.
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Incluso se ha observado que pacientes con PCPI mayor a 15% se asocia a una proliferacion
extremadamente aumentada y por lo tanto una sefial de muy mal prondstico. También se
ha demostrado que aquellos pacientes en recaida tienen mayor indices de proliferacion

comparado con el analisis al diagndstico (Paiva et al., 2012).

En amiloidosis se ha utilizado el PCPI de igual manera como factor pronéstico, pero
ademas se ha demostrado que su elevacion se relaciona con mayor afeccion cardiaca.
También se ha demostrado que pacientes con mas proliferacion poseen mayor beneficio
de terapia quimioterapéutica pre-trasplante que aquellos con bajos PCPI; sin embargo, son
necesarios mas estudios por CF que corroboren estos datos de manera mas robusta (Sidiqi
etal., 2018).

Se debe destacar que la CF no permite identificar poblaciones pseudodiploides,
donde la cantidad de ADN correlaciona con la poblacion diploide, pero existen rearreglos
cromosomicos, como por ejemplo las traslocaciones que definen otros grupos pronosticos
en LLA, MM, entre otras enfermedades.

Sindromes linfoproliferativos

La determinacion de aneuploidia por CF ha adquirido importancia en el anélisis de
linfomas T. Existen casos, como en el sindrome de Sézary por ejemplo, donde casos con
inmunofenotipos aberrantes o anormalidades genéticas minimas que no permiten un
estudio de EMR eficiente, la ploidia puede agregar informacion relevante para identificar
recaidas. Se ha reportado también que la ploidia se asocia con mayor riesgo de
transformacion a linfomas de células grandes (Wang et al., 2004).

En los sindromes linfoproliferativos de tipo B (SLPC-B) se ha demostrado que el
porcentaje de células en proliferacion refleja el comportamiento bioldgico y clinico de las
patologias. Por ejemplo los linfomas No Hodgkin (LNH) de alto grado poseen tasas de
alta proliferacion asociado a la activacion constitutiva de proto oncogenes como C-MYC
(Marcondes et al., 2018; Quijano et al., 2008).

Para la determinacion del porcentaje de proliferacion en LNH se han utilizado
anticuerpos anti PCNA, MIB-1 y ki67 a través de inmunohistoquimica. Este ultimo
marcador ha sido ampliamente utilizado para diferenciar entre LNH indolentes de LNH

agresivos y como factor pronostico independiente. Broyde y otros proponen utilizar un
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umbral de 45% de positividad para diferenciar entre LNH indolentes y agresivos. En
linfomas difusos de células grandes B la positividad mayor a 70% por
inmunohistoquimica puede distinguir a pacientes con un peor prondstico si se utiliza en
combinacion con otros factores como el indice prondéstico internacional y la presencia de

masas tipo bulky.

Un claro ejemplo es la alta expresion del ki67 en linfomas tipo Burkitt que se reporta
como cercano al 100% vy pertenecen al subgrupo de linfomas de alto grado con peor
pronostico (Broyde et al., 2009; Naresh et al., 2011).

Diversos estudios por CF han corroborado que esta herramienta es igualmente capaz
de discernir entre grados de linfoma segun agresividad e intensidad de expresion de ki67
(Marcondes et al., 2018).

Ademas, se ha asociado en linfomas de bajo grado, como la leucemia linfocitica
cronica, pueden existir subpoblaciones con mayor actividad y asociadas con un
comportamiento mas agresivo. Estas células patolégicas asociadas a la expresion de
marcadores conocidos como de mal pronostico como CD38 expresan con mayor
intensidad ki67, por lo que este marcador puede asociarse de igual manera con
comportamientos adversos y brindar informacidn prondstica relevante (Damle et al.,
2007).

A pesar de la aplicabilidad y la informacion diagndstica y prondstica que puede
brindar la CF es necesaria la estandarizacién de metodologias para el estudio del ciclo
celular y anédlisis de proliferacion, asi como nuevos estudios que aporten mayor
informacidén y entendimiento de las poblaciones hematopoyéticas sanas y patoldgicas. Es
por esto que el presente trabajo profundizara en el analisis de ki67 y DRAQS5 para evaluar

la proliferacion de tejidos sanguineos.
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Capitulo 3. Anélisis de proliferacion celular por DRAQ5 y ki67

Metodologia
Se procesaron 28 muestras de MO y 10 muestras de sangre periférica previamente

analizadas inmunofenotipicamente y recién diagnosticadas. Todas las muestras contenidas
en tubos con EDTA. Fueron obtenidas entre enero y mayo 2021. Se utilizaron 12 muestras
sin presencia de infiltracién neoplésica y 26 con diagndstico patoldgico (ver tabla 2). En
promedio la edad de los pacientes fue de 6715 afos. Se descartaron dos muestras
normales por falla en la compensacion del DRAQ5. El estudio fue aprobado por el Comite
Etico Cientifico de la Universidad de Costa Rica y las muestras se anonimizaron de tal

forma que no fue necesario consentimiento informado.

Tabla 2. Cantidad de muestras segun diagnostico inmunofenotipico.

Diagnostico Cantidad de muestras

SMD 3
LLC 4
LNH 10
LMA M3 1
MM 4
LLA-B 2
LNHT 1
Normales 12

SMD: Sindrome Mielodisplésico, LLC: Leucemia Linfocitica Cronica B, LNH:
Linfoma No Hodgkin, LMA M3: Leucemia mieloide aguda tipo Promielocitica (M3
segun clasificacion FAB), MM: Mieloma Multiple, LLA-B: Leucemia Linfoide Aguda
tipo B, LNH-T: Linfoma No Hodgkin tipo T.

Preparacion de muestras para cuantificacion de ADN y proliferacién celular

Se prepararon dos tubos para andlisis por CF. El primer tubo se marc6 con CD45
FITC, CD34 PE y DRAQ5. El segundo tubo se marc6 CD45 FITC, ki67 PE y CD117
APC. En cada muestra se utilizé en primera instancia el método de lisis, marcando en
primer lugar con los anticuerpos CD45 FITC y CD34 PE 0 CD117 APC respectivamente.
Posterior a este marcaje al tubo 1 se le agregdo DRAQ5 y se configuro el citometro de flujo
para el anélisis de DRAQ5 en la tercera fluorescencia. El tubo 2 posterior al marcaje se le

agreg6 una solucién permeabilizante y otra fijadora, finalmente se le afiadi6é anti ki67
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FITC y se incubd en refrigeracion siguiendo estrictamente las recomendaciones de la casa
comercial. Cada tubo se analizé por medio del citometro de flujo FACs Calibur.
Estrategia de Analisis

Para el andlisis de datos se utilizé el programa INFINICYT V.2.0 (Cytognos). Se
determinaron las principales poblaciones celulares por medio del marcador
panleucocitario CD45 y la dispersion lateral (SSC) en conjunto con la grafica FSC/SSC.
Los linfocitos se seleccionaron en la region con CD45+ de alta expresion y SSC reducido.
Las células eritroides se seleccionaron mediante la baja o nula expresion de CD45 y SSC
reducido. La poblacién granulocitica se selecciond como aquella con expresion de CD45
intermedia y SSC reducido. Los monocitos se identificaron con SSC intermedia y CD45
entre intermedia y alta. Los eosindfilos como los eventos con SSC alta y
autofluorescencia. Todas las subpoblaciones se redefinieron segun el grafico FSC/SSC y

la ubicacion esperada.

Mediante el uso adicional de diagramas CD34/SSC y CD117/SSC se seleccionaron
las células CD34+ o0 CD117+ respectivamente y se identificaron como células precursoras

al evaluar conjuntamente la baja expresion de CD45.

El porcentaje de proliferacion de cada poblacion, que incluye las células en fase S y
G2/M (%S+G2M), se identificaron como aquellas que tuviesen mayor intensidad de

expresion de DRAQS que las identificadas en el pico GO/G1 (ver figura 2).

Se identificaron las poblaciones ki67+ segln cada subpoblacion (ver imagen 3).
Basado en la literatura se sugiere que la positividad de ki67 puede variar segun
subpoblacion analizada, pues cada tipo de célula prolifera de manera diferente (Y. Sun et
al., 2016).
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Figura 2. Estrategia de analisis con DRAQ5. 2.A Definicion de cada subpoblacidn segin CD45.
2B. Seleccidn de células CD34. 2C. Diagrama de analisis de toda la poblacion segin contenido de ADN,
determinado por DRAQ5. 2D. Diagrama de puntos en identificacion de células en fase GO/G1 y fase

S+G2M en la poblacién linfocitaria.
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Figura 3. Estrategia de analisis con ki67. 3A Definicion de cada subpoblacién segun CD45. 3B.

Seleccion de células CD117 positivas. 3C. Analisis de poblacion linfocitaria segun expresion de ki67.

Resultados

Poblaciones normales
El porcentaje de proliferacion de las subpoblaciones normales determinado por

medio de contenido de ADN y positividad por ki67 se muestran en la tabla 3. Todas las

muestras analizadas se identificaron como diploides.

Las células eritroides mostraron el mayor porcentaje células en fase S+G2M
(25,36+9.39%), las células precursoras CD34+ en fase S+G2M se identificaron como la
segunda poblacion con mayor proliferacion (15.36+£7.09%) y la poblacion monocitica y
granulocitica mostraron proliferacion intermedia (6.12+1.23% y 12.48+7.61%

respectivamente), mientras que los linfocitos presentaron la menor proliferacion

(1.37+0.48%) (figura 4).

Mediante ki67 se determiné que la poblacion de precursores CD117+ mostré mayor

positividad que el resto de subpoblaciones (31.97+14.41%), los precursores eritroides
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presentaron un porcentaje de positividad de 16.00+6.53. En las poblaciones granulociticas
y monociticas se determind una expresion de ki67 similar 7.33+3.14% y 7.52+2.86%

respectivamente. Los linfocitos mostraron un porcentaje de 3.62+3.18% (figura 5).

Tabla 3. Porcentajes de S+G2M y ki67+ en las principales subpoblaciones celulares en MO.

Poblacion Eritroblastos Mieloide Monocitos Linfocitos Precursores

Marcador %S+G2M  %kib7+ %S5+G2M %kib 7+ %S+G2M %kib7 + %S+G2M %kib&7+ %S+G2M %ki67+

Promedio (%) 25,36 16,00 12,48 7,33 6,12 7,52 1,37 3,62 15,36 31,97

SD (%) 9,39 6,53 7,61 3,14 1,23 2,86 0,48 3,18 7,09 14,41

W%S+G2M

10 E
e

Eritroblastos Linfocitos Mieloide Monocitos Precursores
Poblacion

Figura 4. Diagrama de cajas de porcentajes de principales subpoblaciones celulares en médula
Gsea en fase S+G2M determinado por medio de DRAQ5.



27

407

kig7

204

.-

Eritroblastos Linfocitos Mieloide Monocitos Precursores
Poblacion

Figura 5. Diagrama de cajas de porcentajes de positividad por ki67 de principales subpoblaciones

celulares en médula 6sea determinados por CF.
Poblaciones linfoides en SLPC-B
Se trabaj6 con 14 muestras con linfocitos clonales aberrantes. Se distribuyeron como
4 LLC, 4 posibles linfomas no Hodgkin de manto (dos de ellos no pudieron ser
corroborados por la ausencia de la traslocacion 11;14, en otros dos casos no se obtuvo la
informacion diagndstica en nuestro centro), 2 linfomas difusos de células grandes, un
linfoma no Hodgkin no clasificado, un linfoma no Hodgkin CD5+, un linfoma no Hodgkin

folicular y un linfoma no Hodgkin marginal o MALT.

Se determinaron los porcentajes de proliferacion segtin contenido de ADN de la fase
S+G2M vy de positividad por ki67. Se incluy6 los datos moleculares disponibles, asi como

el inmunofenotipo de cada muestra (ver tabla 4).



28

Tabla 4. Porcentajes de proliferacién de distintos sindromes linfoproliferativos tipo B, inmunofenotipos, diagndsticos, tipos de muestra y datos moleculares adicionales. SP: Sangre
periférica, MO: médula ésea, LLC: Leucemia Linfocitica Cronica, LNH: Linfoma No Hodgin, MALT: tejido linfoide asociado a mucosa, DLCL.: linfoma difuso de células grandes.

Caso Muestra S+G2M (%) Ki67 + (%) Diagndstico

17

23

38

14

16

27

28

35

24

22

36

SP

SP

SP

SP

MO

SP

SP

SP

MO

MO

MO

MO

MO

MO

2,83

0,67

14

4,36

1,4

0,34

0,67

0,99

3,03

0,64

5,07

0,22

0,94

0,9

22,25

7,63

0,63

3,66

3,84

10,8

11,61

9,67

8,25

11,67

10,27

17,65

8,81

5,05

LLC

LLC

LLC

LLC

LNH Manto

LNH Manto vs CD19+/CD45+/KAPPA+/LAMBDA-/CD10-/CD5-/+(60%)/CD23+/CD20+/CD43-/CD38-/CD49d+/CD200-

Marginal

LNH Manto

LNH Manto

LNH marginal
vrs MALT

LNH

LNH DLCL

LNH CD5+
LNH DLCL

LNH CD10+
Folicular

Inmunofenotipo

CD19+/CD45+/KAPPA-/LAMBDA+/CD10-/CD5+d/CD23+d/CD20+/ROR1-/CD43-/CD38-
/CD49d+/CD200+d/IgM-

CD19+/CD45+/KAPPA+/LAMBDA-/CD10-/CD5+/CD23+/CD20+/ROR1-/CD43-
/CD38+/CD49d+/CD200+/IgM-/CD79b-/

CD19+/CD45+/KAPPA+/LAMBDA-/CD10-/CD5+/CD23+d/CD20+d/ROR1-/CD43-/CD38-
/CD49d+/CD200+

CD19+/CD45+/KAPPA+/LAMBDA-/CD10-/CD5+/CD23+/CD20+d/ROR1+d/CD43-/CD38-/CD49d-
/CD200+/1lgM+d/CD79b+d

CD19+/CD45+/KAPPA+/LAMBDA-/CD10-/CD5+/CD23-/CD20+/ROR1-/CD43-/CD38+/CD49d-/CD200-
/IgM+/HLA-DR+/CD79b+
/CD79b+/IgM+/

CD19+/CD45+/KAPPA+/LAMBDA-/CD10-/CD5+/CD23-/CD20+/ROR1+/CD43-/CD38+d/CD49d-
/CD200-/1lgM+/CD79b+

CD19+/CD45+/KAPPA+/LAMBDA-/CD10-/CD5+/CD23-/CD20+/ROR1-/CD43-/CD38-/CD49d+/CD200-
/IgM+

CD19+/CD45+/KAPPA+/LAMBDA-/CD10-/CD5-/CD23-/CD20+/ROR1-/CDA43-/CD38-/CDA9d+/CD200-
/CD79b+/IgM+d/

CD19+/CD45+/KAPPA-/LAMBDA+/CD16-/CD56-/CD34-/CD117-

CD19+/CD45+/KAPPA+/LAMBDA-/CD10-/CD5-/CD23-/CD20+/CD43-/CD38-/CD49d+/CD200-
/CD79b+/1gM+

CD19+/CD45+/KAPPA+/LAMBDA-/CD10-/CD5+/CD23-/CD20+/ROR1+/CD43-/CD38+-
/CD49d+/CD200+/IgM-/

CD19+/CD45+/KAPPA-/LAMBDA+/CD10-/CD5-/CD23-/CD20+/ROR1-/IlgM+/CD79b+/CD200-

CD19+/CD45+/KAPPA+/LAMBDA-/CD10+/CD5-/CD23-/CD20+/ROR1-/HLA-
DR+/IgM+/CD22+/CD200-/CD79b+/-/CD38+

Otros

IGHV FR1 No Mutado, TP53 normal, ATM Normal

IGHV FR1 Mutado, TP53 normal, ATM Normal

ND

ND

BCL1(CCND1) t(11;14)(q13;932) Negativa

ND

ND

BCL1(CCND1) t(11;14)(q13;932) Negativa

ND

ND

ND

ND

ND

ND
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Discusion
Poblaciones normales en médula 6sea
La MO es el sitio de produccidon de células sanguineas. Su proliferacion varia segun las

necesidades fisiologicas o ante la presencia de malignidades hematoldgicas. Es un tejido
heterogéneo en el que interactian distintas células hematoldgicas y otras que definen el
microambiente celular. Por medio de la CF es posible identificar entre distintas poblaciones
y analizar de manera mas reproducible y en menor tiempo que otras técnicas el ciclo celular
a través de la cuantificacion de ADN o por marcadores de proliferacion, como DRAQ5 y

Ki67 respectivamente.

El marcador ki67, ampliamente utilizado en inmunohistoquimica, no se utiliza
rutinariamente por medio de CF. Posiblemente esto se deba a que cuando se describid por
primera vez el uso de este antigeno nuclear la CF no contaba con la capacidad de analisis
multiparamétricos. Hoy, es posible por medio de distintos anticuerpos y marcadores celulares
identificar las distintas subpoblaciones celulares y el porcentaje de células que lo expresan,
lo cual refleja aquellas células que se encuentran en estado quiescente (ki67-) y aquellas que

se encuentran ciclando (ki67+).

Mediante el uso del marcador de superficie pan leucocitario CD45, el marcador CD34
y el CD117 (marcadores de células progenitoras hematopoyeéticas), la dispersion lateral y
frontal fue posible identificar las principales subpoblaciones celulares en MO: eritroide,
linfocitos, células granulociticas, monocitos y células precursoras. Simultaneamente se logro
evaluar el contenido de ADN de cada subpoblacion y distinguir entre las células en fase
GO0/G1, Sy G2M a través del marcador DRAQ5 y por medio de la identificacion de células
ki67 positivas se logré identificar aquellas subpoblaciones celulares proliferativas o en fase
G1, Sy G2-M.

La poblacion eritroide se destacd por ser aquella con mayor porcentaje de células en
fase S+G2M vy la segunda con mayor expresion de ki67, este hallazgo coincide con lo
demostrado por otros estudios (Nies et al., 2018; Yuan et al., 2004). Entre las razones que
justifican la replicacion de celulas eritroides esta la necesidad fisioldgica de recambio de
gldbulos rojos. Se debe tomar en cuenta que las poblaciones totalmente maduras como los

eritrocitos y reticulocitos que se encuentran en fase no replicativa no forman parte del anélisis
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debido a la metodologia de lisis empleada en el presente estudio y que aquellas evaluadas

son precursores eritroides como proeritroblastos y eritroblastos (células nucleadas).

Se demostro que las poblaciones con mayor inmadurez, identificadas por marcadores
como CD34 y/o CD117 presentan mayor proliferacién en comparacion con las poblaciones
maduras, a excepcion de las células eritroides al utilizar ki67. Ambos marcadores permiten
identificar HSCs. Las HSCs deben estar por un lado en constante replicacion para regenerarse
a si mismas y generar células comprometidas que daran origen a las poblaciones maduras,
pero por otro lado también muchas se encuentran en fase GO con tal de que la reserva o pool

celular se mantenga para situaciones de demanda (Hao et al., 2016; Yuan et al., 2004).

Se debe tomar en cuenta que la mitad de células hematopoyéticas CD117+
coexpresaran CD34. Esto se debe, en parte a que en linea eritroide se ha visto que los
progenitores al madurar aumentan la expresion de CD117 mientras pierden la molécula
CD34 y finalmente pierden el CD117 al madurar completamente. Por lo tanto, la mayor
expresion de ki67 en las células precursoras CD117+ en comparacion con las evaluadas como
proliferativas CD34+ podria deberse a que el primer grupo contiene también precursores
eritroides comprometidos y debido a su estado de inmadurez ciclan méas debido a la mayor
demanda diaria eritroide. Ademas, esto podria también dar razén de por qué las células
eritroides poseen menos proliferacion que las células precursoras al evaluar ki67, pues un
porcentaje de las mismas y con mayor inmadurez se seleccionaron como células precursoras
(ver figuras 4 y 5)(Escribano et al., 1998).

La poblacion mieloide, compuesta por promielocitos, mielocitos, metamielocitos,
bandas y neutr6filos maduros poseen una proliferacion menor a la de precursores y de células
eritroides. Distintos estudios dan razén a estos hallazgos, pues en su mayoria se tratan de
células que componen el pool post mitético. Estas son todas las células posteriores al
mielocito que pierden su capacidad de division y Gnicamente maduran y seran movilizadas a
sangre periferica ante situaciones de demanda como inflamacién o infeccion. Ademas, los
mielocitos y promielocitos restantes poseen una proporcion de division heterogenea, y
aquellas que proliferan lo realizan de una manera lenta, lo cual se ha llamado un “pool

mitotico perezoso” (Hidalgo et al., 2019).
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En relacion con los monocitos, su produccion depende de la proliferacion de
precursores y la mayoria de la poblacién en MO corresponde a monocitos maduros que han
perdido su capacidad de replicacién. Su produccion dependera de igual manera de
infecciones, procesos inflamatorios, tumores o estrés. Por lo que la replicacion de

progenitores comprometidos podria aumentarse ante estos casos (Matarraz et al., 2011).

Por ambos marcadores se determino que los linfocitos maduros normales presentes en

MO son las células con una menor proliferacion.

Se ha demostrado que la mayoria linfocitos T a nivel medular, son de memoria y
permanecen en estado quiescente a la espera de su activacion antigénica e incluso se presume

que se mantienen en fase GO largos periodos, hasta décadas.

En cuanto a los linfocitos B maduros, predominan en MO los linfocitos B naive o los
de memoria, ambos en fase GO. Los primeros se encuentran dispuestos para su salida de MO
y su replicacién y maduracion en centros germinales, mientras que los de memoria estan en
espera de su activacion antigénica y por esto se mantienen en quiescencia hasta que alguna
sefial externa como infecciones o algln proceso autoinmune los active (Perez-Andres et al.,
2010).

Los linfocitos B ademas se mantienen en niveles estables durante la adultez y tienden
a disminuir después de los 60 afios. Las muestras analizadas poseen en promedio mas de 60
afios, por lo que no es esperable la proliferacion de los mismos. Estos descensos en la cantidad
de linfocitos B se hipotetiza que se debe a una menor exposicion a nuevos antigenos lo cual
lleva a un menor repertorio de células B de memoria 0 a una capacidad de amplificacion de
respuesta limitada por tantas repuestas previas a lo largo de la vida, lo que se describe como

poblaciones exhaustas (Perez-Andres et al., 2010).

Se debe tener en cuenta también que la poblacion analizada se caracteriza por la alta
expresion de CD45, por lo tanto, son los linfocitos totalmente maduros. Aquellos con una
menor expresion de CD45 son los precursores linfoides que se caracterizan por una mayor

proliferacion.
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Proliferacion en SLPC-B
La actividad proliferativa de las células B neoplasicas se ha considerado como un factor

prondstico en sindromes linfoproliferativos cronicos, tanto en relacion con la supervivencia
como en agresividad de la patologia. Para esta evaluacion se ha utilizado recurrentemente el

analisis inmunohistoquimico con ki67.

En primer lugar, se debe sefialar que se trabajaron tanto muestras de MO como de
sangre periférica (tabla 4). Se ha descrito que las poblaciones linfoides normales maduras en
MO poseen proliferacion similar que aquellas en sangre periféricay los linfocitos de ganglios
linfaticos poseen una mayor actividad replicativa (Quijano et al., 2008). Estos datos se
pueden ver reflejados en la contraparte patoldgica, donde aquellos SLPC que provienen de
linfocitos marginales o0 maduros que normalmente se encuentran quiescentes poseen menor
proliferacion que aquellos provenientes de centro germinal, lo cual se debe a las distintas

sefiales que puede proveer el microambiente para una replicacién celular aumentada.

Ademas, los valores de proliferacion obtenidos se vieron sub o sobreestimados segun
el caso, debido a que la seleccion de las poblaciones linfoides aberrantes contenia linfocitos

no patologicos que igualmente expresaban CD45 fuertemente con un SSC reducido.

Distintos reportes indican que los SLP-B con tasas proliferativas bajas se relacionan
con aquellos linfomas de bajo grado, mientras que las altas tasas proliferativas (S+G2M mas
de 10%) se asocian con un curso clinico agresivo. Los casos analizados en su mayoria se
trataron de LNH de bajo grado, que actualmente se identifican segin la OMS como LNH de
células pequefias. Estos incluyen LLC/linfoma linfocitico de células pequefios, linfoma
folicular, linfoma marginal nodal, MALT, LNH de manto, leucemia de células peludas y

leucemia prolinfocitica.

De los casos analizados, 11/14 se catalogaron como de bajo grado, 2/14 de alto grado
y uno no clasificable y ninguno sobrepaso el 10% en fase S+G2M de corte propuesto en CF
por Quijano et al. El caso con mayor porcentaje fue un caso de LNH DCLC tal y como era
lo esperable debido a que este subtipo se relaciona con una mayor proliferacion por su posible

origen de centro germinal y por lo tanto una mayor agresividad.

Existio mayor variacion en el porcentaje en el analisis de ki67. En el caso de las LLC,

Del Poeta y otros sugieren un corte de positividad por ki67 de 5%. Valores mayores a este
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corte en pacientes CD19+CD5+ se asociaron significativamente con estadio de Rai
intermedio/alto, mayores concentraciones de Beta 2 microglobulina, y de CD23 soluble.
Ademas, en conjunto con menor expresion de bax/bcl-2 se asocian con estados no mutados
de IGHV, y con presencia de mutaciones en TP53. Es decir, casos con porcentajes mayores

a 5% se proponen como de peor prondstico y con mayor probabilidad de transformacion.

El caso que presentd un porcentaje de proliferacion mayor por ki67 se trato de una LLC
(caso 5) y como hallazgo de interés se trataba de un caso con IGHV no mutado. El estado de
IGHV vy el porcentaje de ki67 determinado por citometria de flujo se han demostrado por
andlisis de multiples variables como factores pronosticos adversos independientes para la
sobrevida promedio (Del Poeta et al, 2015). Ademas, estas células presentaron positividad

para el marcador CD49d relacionado también con mal pronoéstico (Brachtl et al., 2014).

La muestra con la segunda mayor expresion de ki67 se traté de un LNH CD5+ (caso
24) que no cumplia con los criterios inmunofenotipicos para ser catalogado como LLC. De
igual manera se podria sugerir que su elevada proliferacion podria estar asociada a mayor
agresividad reflejada también por la expresion de CD38, marcador de mal pronostico en
linfoma de manto y LLC, posibles diagnosticos por confirmar en este caso (Brachtl et al.,
2014; Calabretta & Carlo-stella, 2020).

El caso 17, de igual manera sobrepasé el punto de corte de 5% y podria estar asociado
a la expresion de los marcadores CD38+ y CD49d+. Cabe destacar que esta muestra no
contaba con alteraciones genéticas de mal prondstico y su origen marginal, al ser IGHV
mutado, podria ser una de las razones por las que no presentd tanta proliferacién como el

€aso 5.

Las dos muestras con LLC restantes no expresaron CD38, por lo que desde el punto de
vista inmunofenotipico no se asocian con un mal pronéstico. Se podria sospechar que esto se
refleja en el porcentaje de positividad por ki67, tal y como se reporta en la literatura
(Marcondes et al., 2018).

Los casos de posibles LNH manto mostraron como maximo 11.61% (caso 16). La
relativa baja proliferacion podria deberse a que ninguno de los casos estudiados se describid
como un subtipo blastoide indicativo de mal pronostico. Se ha propuesto que un corte de 20%
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ki67+ es clinicamente significativo para este subtipo de LNH y que en pacientes con
infiltracion medular el corte podria elevarse hasta 30% (Jeong et al., 2016). Se debe tomar
en cuenta que estos estudios se basan en inmunohistoquimica, por lo que para valorar la

utilidad clinica de nuestro analisis se deben realizar nuevos estudios utilizando CF.

Ademas, dos de los casos no llegaron a confirmarse como LNH de manto debido a la
ausencia de la traslocacion 11;14 que se caracteriza por la sobreexpresion de la ciclina D1.
Al existir esta traslocacion hay un aumento en la transicion de la fase G1 a la fase S (Jeong
et al., 2016). Estos casos requieren mas estudios para redefinir su diagnostico y evaluar de

mejor manera su proliferacion.

Dos de los casos se determinaron como LNH DLCL. Los LNH DLCL se determinan
en su mayoria como de alto grado. Existen dos subtipos principales de LNH DLCL. La
expresion de CD10 define el subtipo derivado como de LNH DLCL de centro germinal,
mientras que aquellos con ausencia de este antigeno y con expresion del oncogén de mieloma
multiple (MUM1) se clasifican como de origen distinto al centro germinal (Azoulay et al.,
2020). Ninguno de los casos expresé CD10 por lo que no fue posible determinarlo como de
centro germinal y ante la falta de informacion genética tampoco fue posible excluir este

diagnostico.

A pesar de lo esperado, ambos casos de LNH DLCL presentaron reducidos porcentajes
de ki67. Esto podria deberse a que se trata de casos de buen prondstico o que sus centros de

proliferacion se encuentran localizados en otros tejidos no evaluados.

Unicamente un caso CD10+ fue evaluado. Este correspondié fenotipicamente a un
LNH folicular. Al igual a lo reportado en la literatura del caso analizado, se obtuvo una tasa
proliferativa reducida, menor a lo esperado para una patologia de centro germinal. Esto
podria deberse a mutaciones que favorezcan la sobrevida de los linfocitos patoldgicos (por
ejemplo t(14;18) con sobreexpresion de BCL2) y no tanto a aumentos en proliferacion
(asociados con rearreglos en C-MYC) (Quijano et al., 2008).

Se debe tener en cuenta que en el presente estudio no se trabajé con LNH de Burkitt,

ni otro linfoma de alto grado, los cuales se caracterizan por elevadas tasas de proliferacion
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debido a las traslocaciones que activan constitutivamente al gen C-MYC tales como t(8;14),
t(2;8) 0 t(8;22) (Naresh et al, 2011; Quijano et al., 2008).

Segun los resultados obtenidos y lo reportado en la literatura, las tasas de proliferacion
de los SLPC-B aparte de estar asociados a sus contrapartes normales también pueden estar
influenciadas en gran escala por anormalidades genéticas que modifican su comportamiento.
Se sugiere realizar estudios mas amplios que permitan asociar inmunofenotipo, indices de
proliferacion y alteraciones genéticas para el mayor entendimiento del ciclo celular de las
enfermedades hematologicas y asi definir puntos de corte para una posible mejor evaluacion
clinica.

Diferencias entre S+G2M y Ki67+

Se debe recordar que ki67 marca como positivas las poblaciones que se encuentran en
fase G1, S, G2 y M, mientras que DRAQ5 no permite discernir entre células G1y GOy se
identifican como proliferativas las poblaciones en fase S y G2M. El porcentaje de células en
fase G1, no identificadas como proliferativas en el analisis con DRAQS5, podrian ser la
principal diferencia entre los andlisis realizados. Por ejemplo, al analizar los SLPC-B no

parece existir correlacion (Di Rosa et al., 2021).

La fase G1 puede tener una duracion variable y detectarse como ki67+ por distintos
motivos. Podria ser una célula en GO que se encuentra reingresando al ciclo celular o provenir
de un evento mitotico que recién acaba de generar dos células hijas. Por lo tanto, las células
ki67+ en G1 podrian encontrarse en esta fase por mucho tiempo, estar en el momento de

analisis progresando a fase S o dirigirse a la fase GO (Di Rosa et al., 2021).

Ademas, se ha demostrado que el ki67 se degrada continuamente durante la fase GO y
G1y se produce de manera constante desde el inicio de la fase S hasta la mitosis, por lo que
la expresion de este marcador varia constantemente. Se ha propuesto incluso que no es
correcto manejarlo como un marcador binario, es decir no se debe considerar una célula como
ki67 positiva 0 negativa, sino que debe estudiarse como un espectro. El porcentaje de
positividad por lo tanto refleja no solo el estado en el ciclo celular sino que también representa
la historia de la misma, entre mas tiempo ha estado una celula en quiescencia menor sera el

nivel de ki67 aunque reingrese al ciclo celular (Miller et al., 2018).
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Estos recientes hallazgos permiten entender de mejor manera los resultados obtenidos.
Ademaés, respalda el uso de herramientas mas reproducibles y robustas como la CF que
permite estimar de mejor manera la intensidad de expresion de ki67 célula por celula.

Conclusiones
Se logro evaluar la proliferacién de distintas poblaciones hematopoyeéticas por medio

de ki67 y DRAQ5 y anticuerpos de uso comun mediante CF. Se comprobd que existe mayor
tasa proliferativa en los precursores hematopoyéticos en comparacion con las poblaciones
maduras. Ademas, las células eritroides en MO poseen mayor cantidad de células ciclando,
seguidas por las poblaciones monociticas y granulociticas, mientras que los linfocitos poseen

menor proliferacion entre las poblaciones evaluadas.

Se corroboré que los LNH de bajo grado poseen bajos porcentajes de proliferacion; sin
embargo, podrian existir variaciones por alteraciones genéticas u otros factores no

contemplados en este estudio.

Parece existir correlacion entre las poblaciones determinadas por DRAQ5 y por ki67,
sin embargo, podria haber variaciones por la presencia de células en fase G1, no incluidas
como proliferativas al usar DRAQS5. Para definir si existe o no correlacion debe continuarse
el estudio, procesar mayor cantidad de muestras y elaborar modelos estadisticos que permitan

confirmar lo propuesto.

Se recomienda para una mejor evaluacion de las fases del ciclo celular y la proliferacion
utilizar anti ki67 y marcadores de ADN como DRAQS5 en un mismo tubo, en conjunto con

otros anticuerpos para discernir las poblaciones de interés.

En conclusion, el ki67 es de utilidad para analisis por CF del ciclo celular y
proliferacion. Se deben aumentar las investigaciones con este marcador, evaluar distintas
metodologias y tipos de muestras bajo la tecnologia actual de CF. De esta manera se podra
complementar y/o mejorar las técnicas usadas tradicionalmente, el entendimiento de la
proliferacion celular, establecer puntos de corte segun cada patologia y brindar informacion

de relevancia clinica en cada individuo.
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