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I. RESUMEN
Las leucemias agudas (LA) son un grupo heterogéneo de padecimientos que suponen

proliferaciéon desordenada de una clona de células hematopoyéticas. En México, el cadncer
es la segunda causa de muerte en la poblacién de 1 a 15 afos de edad y la leucemia aguda
es el cdncer mas frecuente en nifilos menores de 15 afos. Las pruebas de laboratorio para
el diagndstico y prondstico de las LA en la infancia son necesarias para el clinico, sobre
todo por el gran avance en el estudio de la biologia de esta enfermedad. Estas pruebas
permiten definir el riesgo y por ende dar un mejor tratamiento a los pacientes. La timidina
kinasa (TK) es una enzima celular que esta involucrada en la sintesis de DNA y se ha
considerado como marcador de proliferaciéon celular en algunos tumores sdélidos, sin
embargo en leucemias agudas hay poca evidencia de que pueda ser utilizado como
marcador de proliferacion tumoral motivo por el que en esta investigacién se planted
como objetivo determinar la utilidad de la TK en sangre como marcador de proliferacion
tumoral en pacientes con leucemia aguda

Se trata de un estudio transversal comparativo que se realizé a partir de octubre del 2009
a mayo del 2012 en el Hospital Infantil de México Federico Gdmez (HIMFG). Se incluyeron
un total de 125 muestras de pacientes con leucemia aguda, y a quienes se realizé el
diagnostico de acuerdo a criterios internacionales se cuantifico la TK1 en suero. Para
efectos de comparacién de niveles de TK1 se analizaron 138 muestras de nifios sin
leucemia. Se utilizé el reactivo LIAISON® Thymidine Kinase de DiaSorin41, inmunoensayo
cuantitativo para la determinacion in vitro de la actividad de la Timidinquinasa (TK) en
suero para efectuar el ensayo en el LIAISON® Analyzer.

Del grupo de ninos con LA; 90 fueron con Leucemia aguda linfoblastica de precursores B
(LAL-B), 13 con Leucemia aguda linfobl3stica tipo T (LAL-T) y 22 pacientes con leucemia
Aguda Mieloide (LAM). Del grupo sin leucemia la media de los valores obtenidos de la TK
para este grupo fue de 26.5 U/L con un desviacién estandar de 13.1 con los intervalos de
confianza al 95% inferior de 24.3 U/L y superior del 28.7. En el grupo de enfermos se
cuantifico la timidina kinasa encontrando intervalos de 6.8 Ul hasta 3520 Ul con una
media de 351 para el grupo de leucemia y para el grupo control intervalos de 5 Ul a 53

Ul una media de 30.6 Ul. La diferencia de medias fue estadisticamente significativa (P<
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0.0001). Se analizaron los niveles de TK por tipo de leucemia y en la LAL-B la media fue de
199 Ul con intervalos de 6Ul a 3216 Ul, en la LAL-T se encontré una media de 1387Uly en
LAM se encontré una media de 602 UI.

Conclusién: La timidina Kinasa es una enzima que en la LAL tipo B presenta niveles
distribuidos de forma heterogénea, sin embargo en el 90% de los pacientes con LAL-T y

en la LAM se incrementa de forma importante.
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Il. INTRODUCCION

Las leucemias agudas son la causa mas comun de cancer en la poblacién infantil alrededor
del mundo. Estdn caracterizadas por una produccién descontrolada y acumulacion de
células precursoras hematopoyéticas de la serie linfoide o mieloide en la médula ésea
(MO).

La falta de los mecanismos de control negativo del crecimiento clonal mutante casi
siempre se debe a cambios en los genes reguladores, lo que conduce a sobreproduccion
sin sentido de células incapaces de madurar y funcionar normalmente.’

La leucemia aguda (LA) es la neoplasia mas frecuente en los nifios y representa el 30% de
los diagndsticos de cancer en niflos menores de 15 afios. La leucemia aguda linfoblastica
(LAL) se presenta 5 veces mas que la leucemia aguda mieloide (LAM).? La LAL se presenta
con una incidencia anual de 30 a 40 por millén. Aproximadamente 2,400 nifios y
adolescentes menores de 20 anos son diagnosticados con LAL cada afio en los Estados
Unidos y ha habido un aumento gradual en la incidencia de LAL en los ultimos 25 afios. Se
observa un aumento marcado en la incidencia entre nifios de dos a tres afios (>80 por
millén por afo), con tasas que disminuyen a 20 por millén entre nifios de ocho a 10 afios.
La incidencia de LAL en pacientes de dos a tres anos de edad es aproximadamente cuatro
veces mayor que entre lactantes y casi diez veces mayor que entre los de 19 afios. Debido
a razones inexplicables la incidencia de LAL en nifios blancos es mucho mas alta que en los
afro americanos, con una incidencia casi tres veces mas alta entre ninos blancos de dos a

tres afios que entre los negros®

En México, el cancer es la segunda causa de muerte en la poblacion de 1 a 15 afios de
edad y las leucemias agudas son los canceres mas frecuentes en nifios menores de 15
afios® y representa la segunda causa de muerte en la poblacién de 5 a 14 afios, solo
antecedida por los accidentes.” Un estudio realizado en el Instituto Nacional de Pediatria
durante el periodo de 1980-1995 informa que las leucemias de origen linfoide son las mas
frecuentes en la edad pediatricay se presentan en el 81.6% de los casos. En la Ciudad de

México representan alrededor del 40% de todas las neoplasias, mientras que en otros
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paises constituyen entre el 30 y 34%, de 1982 a 1991 en la Ciudad de México se observd
un incremento importante en la incidencia de las leucemias agudas, en 1982 se reportd
una tasa de incidencia de 7.75 por milléon de nifios menores de 15 afios y para 1991 se
alcanzé una tasa de 22.19 por millédn, en el Instituto Mexicano del Seguro Social se
encontré una frecuencia de 34 por millon entre 1993 y 1994 y entre 1996 y 1998

incrementd a 60.3 por millén®”’

El Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG) reporta anualmente alrededor de
100 casos nuevos de LLA, los cuales constituyen el 34.4% de los casos de cancer tratados.
La incidencia anual promedio registrada por otros hospitales de la Ciudad de México es
alta, y observaciones recientes han sugerido que un mayor porcentaje de estas leucemias

son de alto riesgo en comparacién con el resto del mundo ®°
FACTORES DE RIESGO

Se han identificado pocos factores que estén relacionados con un aumento en el riesgo de
LAL'® Entre los factores de riesgo no genéticos primarios aceptados son la exposicion

prenatal a los rayos X y la exposicién postnatal a altas dosis de radiacién.™

Los niflos con trisomia 21 tienen un aumento en el riesgo de desarrollar no solo LAL sino
también leucemia aguda mieloide (LAM), con un riesgo acumulado de desarrollar

leucemia de 2.1% al llegar a los cinco afios de edad y de 2.7% al llegar a los 30 afios.™

Los avances en la supervivencia de los niflos y adolescentes con leucemia aguda se ha
logrado con el uso de nuevos tratamientos que han intentado mejorar los tratamientos
disponibles. La piedra angular del enfoque terapéutico es la quimioterapia combinada
administrada sistémicamente.

Al momento de diagnosticar leucemia aguda en un nifio es posible distinguir quién tiene
mayor probabilidad de sobrevida a largo plazo y hasta cura, cuando son tratados con las
terapias estandar disponibles de aquellos que tienen alto riesgo de falla terapedtica,
recaida temprana y muerte. La importancia de tales caracteristicas debe ser considerada

en la seleccidn del tratamiento apropiado para cada paciente. 13.14,15
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DIAGNOSTICO

Los pacientes que sufren LA se presentan con sindromes hemorragico, anémico o
infiltrativo, aisladamente o en combinacién. El diagndstico de la Leucemia aguda se
realiza basandose en las manifestaciones clinicas, exploracién fisica y el estudio de
extendidos de sangre periférica y aspirados de médula ésea, utilizando tinciones
pancromaticas del tipo May-Griinwald-Giemsa, Wright o Romanovsky. Se acepta que se
requiere igual o mas del 25 % de células nucleadas de la medula ésea sean blastos para
establecer el diagndstico certero de LAL® y 20% o mas de las células nucleadas de

medula ésea para definir Leucemia Aguda Mieloide.*’-'®

Existen dos esquemas comunes para clasificar la LA; son el antiguo sistema Franco-
Americano -Britanico (FAB) y el nuevo sistema de la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS).

La clasificacién de la FAB divide la LAL en 3 subtipos y la LMA en 8, desde el MO al M7,
basandose principalmente en la morfologia de las células leucémicas y en su grado de
madurez. Esto se lleva a cabo mediante un andlisis de observacidn de las células
leucémicas al microscopio Optico o mediante técnicas de inmunocitoquimica. Los
subtipos de LMA han mostrado diferencias en el prondstico y en la respuesta a terapia.
Aunque la clasificacion de la OMS (véase mds abajo) parece ser mas util en muchos

aspectos, el sistema FAB sigue siendo ampliamente utilizado.

El aspirado de médula dsea es el estdndar de oro para el diagndstico ya que con este
estudio se describen criterios citomorfoldgicos de los blastos, pudiendo diferenciar si se
trata de la serie mieloide o linfoide. En el caso de la LLA esta se clasifica en L1, L2 y L3,

siendo la L1 la mds frecuente y con prondstico favorable.*®

La LAM se clasifica desde el MO al M7, basandose en el tipo de células leucémicas que
aparecen y en su grado de madurez.?’ Esto se lleva a cabo mediante la observacién de las
células leucémicas al microscopio, y posteriormente se realiza el inmunofenotipo, estudio

gue permite definir el linaje de células malignas.
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I1l. MARCO TEORICO

MARCADORES TUMORALES

Los marcadores tumorales son moléculas, generalmente proteicas, que se pueden
detectar en el tejido neoplasico, en suero, plasma y en otros fluidos organicos. Funcionan
como indicadores moleculares de lo que ocurre en una poblacién celular, en un momento
determinado; traducen las alteraciones en las secuencias de los genes, en sus niveles de
expresion o en los cambios en la estructura de las proteinas. Pueden ser Utiles para el
diagnéstico del cancer, establecer el prondstico, seleccionar el tratamiento, seguir la
evolucién de la enfermedad y evaluar la respuesta terapéutica. Sin embargo, el nimero de
los que tienen aplicacién clinica es muy reducido ** . Los dos grandes problemas que
limitan su empleo estdn relacionados con la sensibilidad y la especificidad. El primero es
un problema técnico y, por lo tanto, superable, el segundo es un problema biolégico de

mas dificil solucidn; esta relacionado con la naturaleza del tumor y del marcador.

Las proteinas que se usan como marcadores tumorales tienen procedencia y funciones
muy diversas. Un primer grupo son las oncoproteinas; de localizacién celular, especificas
de cada tumor; muchas participan en la transformaciéon maligna, especialmente en la
iniciacidn; y algunas tienen valor patognomonico. Su eliminacion posterior al tratamiento
es el argumento mayor a favor de la eficacia terapéutica. Un segundo grupo incluye las
oncoproteinas que intervienen de forma genérica en el desarrollo del cancer; como las
relacionadas con la actividad proliferativa, la apoptosis, la adhesidn, angiogénesis y con la
invasion de tejidos y metastasis. Los genes que las codifican se expresan activamente en la
célula tumoral; su andlisis, con técnicas cada vez mas refinadas, ha permitido disefiar, en
muchos tumores, un perfil que contiene informacién importante sobre las propiedades

. 1. 222
bioldgicas.*? **

Una vision general de CIGNA(HealthCare Medicare Administration) indicé que la mayoria
de los biomarcadores tumorales son a menudo insuficientes para diagnosticar tumores

malignos por si mismos por las siguientes razones: 1) el nivel de biomarcador relacionado
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con el tumor puede estar elevada en los individuos con trastornos benignos, o no elevados
en individuos con enfermedades malignas, particularmente en las primeras etapas de
crecimiento del tumor, 1) la mayor parte de los biomarcadores relacionados con el tumor
no son especificos para un tipo particular de tumor, y Ill) el nivel de biomarcador
relacionada con el tumor puede ser elevado por mds de 1 tipo de tumor. Sin embargo,
ciertos biomarcadores relacionados con el tumor reflejan etapas y/o grados tumorales y
por lo tanto son Utiles para predecir la respuesta al tratamiento y la recurrencia, pero aun
no se recomiendan para la deteccion de enfermedades de cancer.”* Por la poca
informacién que se tiene de la Timidina kinasa 1 (TK1) en el diagndstico de Leucemias

agudas, se aborda su estudio como tema de esta tesis.
TIMIDINA KINASA

En el afio de 1951 se demostrd la incorporacidn de la desoxitimidina en el DNA, pero fue
hasta 1956 que se descubriod su fosforilacion antes de incorporarse al DNA. La reaccion es
catalizada por la enzima Timidina Kinasa descubierta entre 1958-60 cuando fue aislada y

parcialmente purificada.

Durante los afios sesenta se demostrd que la Timidina Kinasa provenia de las procariotas y
de diferentes especies de eucariotas, ademds ciertos virus codifican sus propias
isoenzimas de TK. En 1967 se localizd el primer gen autosémico de la enzima Timidina

Kinasa en el cromosoma.

La timidina kinasa o citosélica (ATP: timidina 5’-fosfotransferasa) pertenece a la familia de
las enzimas desoxirribonucledsido cinasas, esta enzima tiene una funcidn crucial en la via
de salvamento de las pirimidinas. En células de mamifero existen dos tipos, la expresion
de TK1 citosdlica es regulada durante el ciclo celular en tanto que la TK2, estd localizada

. . . . 2
en la mitocondria y se expresa constitutivamente .
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Estructura tridimensional de la TK1 humana

Se trata de un tetrdmero que tiene una estructura monomérica completamente diferente
a la de las otras desoxirribonucleésido cinasas (dNKs), porque estd compuesta de dos
dominios. Como se muestra en la figura 1 uno de ellos, el dominio a/B tiene un centro de
6 cadenas B plegadas en paralelo que estan rodeadas por una larga a hélice y una asa
flexible en uno de los lados y tres o hélices mas cortas del otro lado.?® En este dominio se
encuentra el extremo amino, mientras que en el dominio mas pequefio formado por 70-
80 aminodcidos tiene el extremo carboxilo (Fig. 1). El sitio activo de la TK1 se encuentra
entre sus 2 dominios, mientras que el donador del grupo fosfato se une a un sitio
expuesto formado por el asa P ubicado en el dominio a/B. La alta especificidad de la TK1

por su sustrato es debida a las dimensiones de este sitio catalitico carboxilo.?” %

Figura 1: Estructura cristalina de un tetrdmero de la Timidina Kinasa.
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Funcion biolégica de la TK1 en mamiferos

Durante mucho tiempo se consideréd que la funcién de la timidina kinasa estaba
exclusivamente asociada al proceso de replicacion de DNA en fase S del ciclo celular. Sin
embargo estudios posteriores mostraron que el decremento en los niveles de
desoxitimidina trifosfato (dTTP) debido a la deficiencia de la TK en lineas celulares se
correlacionaba con el incremento en el dafio al DNA induciendo muerte celular y

mutagénesis.”’

Estudios realizados con esta proteina apoyan la hipdtesis de que la
inhibicién del ciclo celular es mediada por la proteina p21 afectando los niveles de TK1 en
respuesta al dafio a DNA en presencia de la proteina p53 funcional, ya que el arresto del
ciclo celular ocurre en la transicion G1/S. En cambio, en ausencia de p53 se bloquea el
ciclo celular en la fase G2, permitiendo una mayor acumulacién de TK1. También se
encontré que la TK1 se trasloca al nucleo después de un determinado tiempo de

tratamiento. La localizacién nuclear podria facilitar la provision eficiente de dTTP para la

reparacion del DNA. *

Regulacién de la TK1 durante el ciclo celular.

La actividad de la TK1 esta estrechamente asociada con la proliferacion celular por lo que
sus niveles de RNAm y proteina son regulados por multiples mecanismos durante el ciclo
celular. Los niveles RNAm y la actividad de la proteina se incrementan cuando las células
entran en fase S.**. Es por ello que las células diferenciadas o en un estado quiescente,
poseen niveles muy bajos de RNAm de la TK1 que se reflejan en los niveles de actividad de
la proteina. De este modo su expresion incrementa en el arresto en la interfase G1/S del
ciclo celular por dafio al DNA.

La expresién de la TK1 ocurre en células que se encuentran en la fase G1 tardia e
incrementa aproximadamente 20 veces en la fase S, coincidiendo con el aumento en la

sintesis de DNA, en la fase G2 declina y aparece durante la mitosis (Figura 2) de una gran
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numero de estudios, estd claro que la regulacidon positiva durante la fase S de la TK1

correlaciona con la proliferacion celular.*

Figura 2. Patrén de expresion de la TK1 en el ciclo celular en el humano. (Tomada de Aufderklamm, 201233)

La actividad de la TK sérica en pacientes con tumores sélidos se considera que refleja la

actividad proliferativa del tumor.>**>

La TK se forma en las células antes de la divisién celular y es considerada un indicador de
proliferacién celular.®® Las células de mamiferos contienen al menos dos isoenzimas de TK.
TK1 constituye el 95% de la actividad de esta enzima encontrada en la mayoria de las

situaciones normales o patolégicas.37
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La enzima Timidina Kinasa se encuentra presente en tejido y fluidos biolégicos en bajas
cantidades. Timidina Kinasa también contiene isoenzimas TKI citoplasmatica, TKII
mitocondrial y TK viral pero desde el punto de vista de la quimica clinica la isoenzima mas

importante es la TKI citoplasmatica.

Primeramente se demostréd que la TKI se encontraba presente en el citoplasma en
previsién de la division celular, mientras que la TKIl se encontrd en las mitocondrias. Los

genes de ambas isoenzimas fueron localizadas en la década de 1970.

La TKI humana se compone de 234 aminodacidos y tiene un peso molecular de 25.5 kDa
por mondmero. La actividad de TKI fluctua con la sintesis de ADN celular, alta actividad en
la proliferacion de células malignas y baja actividad o nula en células en reposo. Muchas
investigaciones han relacionado el crecimiento celular caracteristico con la fluctuacién de

TKI en la regulacion de la expresién especifica en la fase S.*®

Los niveles de TKI son bajos cuando no hay proliferacién de células, sin embargo aumenta
dramaticamente en la fase G1 a finales de la fase tardia S y a principios de la fase G2 del

ciclo celular en células proliferantes y células tumorales.*

El mecanismo por el cual la TKlI entra a torrente sanguineo no se conoce
completamente, sin embargo la evidencia experimental en la deteccion de niveles
elevados de TKI en suero llega a ser un medio sencillo y eficaz de deteccidn y seguimiento
de enfermedades malignas. El nivel de TKI en suero de pacientes con diversos tipos de
cancer ha demostrado la correlaciéon con el estadio de la enfermedad y las repetidas

recaidasy remisiones.*

El gen de la isoenzima Timidina Kinasa TKIl se encuentra en el cromosoma 16 pero no se
ha clonado por el momento. La informacién sobre esta enzima es limitada, en tanto la
localizacion celular y la presencia exclusiva en mitocondrias no se aclaran por completo. La

actividad de TKII es baja tanto en la division como en el reposo de las células.**

TK1 como prueba diagnéstica en oncologia
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Como ya se ha descrito previamente, la TK1 es una proteina dependiente del ciclo celular
y por lo tanto un marcador relacionado con la proliferacién celular, se ha estudiado con
técnicas bioquimicas e inmunoldgicas durante las Ultimas décadas. Por lo que, TK1 es
considerado como un biomarcador potencial proliferante emergente en oncologia que
puede utilizarse para el prondstico y el seguimiento de la terapia de tumores, recidiva y la
supervivencia asi como en la identificacién de los tumores en fase inicial, con unos pocos
casos de falsos positivos (valor ROC, 0,96; proliferacion tumoral sensibilidad, 0,80,

especificidad 0,99).*

TK1 activa en suero se ha utilizado como un marcador de malignidad desde 1984.
Anticuerpos policlonales -y monoclonales contra TK1 humana se han producido para la
determinacién de los niveles de proteina TK1 en suero (STK1lp), empleando
quimioluminiscencia. y como sustrato el andlogo de la timidina [125l]-5-yodo-2-
desoxiuridina. ™!

La determinaciéon de TKI en el tejido tumoral indica la tasa de crecimiento de las células
tumorales, lo que puede reflejar un prondstico tratandose de neoplasias hematoldgicas,

tumores cerebrales, cancer correctal y cancer de mama.”®

La determinacidon de TK1 en suero es un buen indicador de prondstico, en el efecto de la
terapia y la recurrencia de enfermedades hematoldgicas, sobre todo en las leucemias y en
el linfoma no-Hodgkin. También se ha sugerido como un indicador en la diseminacién de
cancer de préstata44. En pacientes con tumores malignos mas del 95% de TK1 en suero

proviene de células malignas.”

En el linfoma no Hodgkin (LNH) de bajo grado, los niveles séricos de TK correlacionan con
el estadio de la enfermedad y proporciona informacién prondstica considerando la
supervivencia total y la supervivencia libre de progresiéon. En lo que concierne a
monitorizacién de la actividad tumoral, se encontré que los valores séricos de TK1
regresaron a la normalidad si el tratamiento era exitoso, si incrementaban indicaban

recurrencia y/o transformacién a una forma mas maligna de la enfermedad.*®
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En el mieloma multiple, la TK1 sérica correlaciona con el estadio clinico y predice la
supervivencia. Mas aun, los niveles séricos de TK1 fueron considerados como de posible
significancia para distinguir entre pacientes con mieloma mdultiple y aquellos con
gammopatia monoclonal de origen desconocido, ya que la TK1 sérica era

considerablemente menor en el Ultimo grupo de pacientes.

En pacientes con LNH de alto grado y enfermedad de Hodgkin, TK1 sérica correlaciond con
el estadio de la enfermedad y proporciond informacién prondstica. Los valores de TK1

parecen ser mas altos en LNH de alto grado que en el de bajo grado.

Los sistemas de estadificacién actual para la leucemia linfocitica crénica (LLC) como la
clasificaciéon de Binet o de Rai no predicen con exactitud el riesgo de progresion de la
enfermedad en forma temprana. Ya que se ha encontrado que los niveles séricos de TK1
predicen la sobrevida libre de progresién en la LLC, se realizdé un estudio para evaluar el
valor prondstico de TK1 sérica en 106 pacientes con LLC estadio A de Binet, antes del
tratamiento.”” En un andlisis de regresién multiple por etapas, solo tres parametros
proporcionaron informacién prondstica independiente sobre la sobrevida libre de
progresion: TK1 por arriba de 7.0 U/L, la presencia de linfadenopatia, y el conteo de
leucocitos mayor a 75 000 /ulL. Entre los pacientes en estadio A, aquellos con valores de
TK1 mayor de 7.0 U/L tuvieron una sobrevida libre de progresiéon de 8 meses, mientras
que los pacientes con s-TK1 menor de 7.0 U/L tuvieron una sobrevida libre de progresién
de 49 meses, similar al grupo de LLC (42meses). El estudio sugiere que la determinacion
de los niveles de TK1 podria mejorar el abordaje del prondstico individual en pacientes

con LLC temprana.
IV. ANTECEDENTES
TIMIDINA KINASA EN LEUCEMIA AGUDA

En la LAM, se ha encontrado que los niveles séricos de TK1 pretratamiento estdn

elevados y correlacionan con la cuenta de leucocitos, los blastos y los niveles de LDH.
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Ademas se ha encontrado que TK1 estd mds baja en pacientes que alcanzaron una

remisiéon completa.

Un estudio reciente de 81 pacientes con LMA mostré que 67% alcanzaron una
remisiéon completa. Se utilizo un analisis de regresion multiple, la edad y los niveles
pretratamiento de TK1 fueron los Unicos factores predictivos independientes de
sobrevida. Entre los pacientes con un nivel inicial de TK1 de 300 U/L o menos, el tiempo
de sobrevida promedio fue de 18 meses comparado con 4 meses, de aquellos con niveles
superiores. La cuenta alta de leucocitos, niveles altos de Deshidrogenasa Lactica (DHL) y
TK1 se encontraron como predictores de un prondstico desfavorable. Entre estos, TK1
parece ser el predictor mas significativo de los resultados del tratamiento. Por lo que se
concluyd que pacientes con valores iniciales de TK1 bajos, tuvieron un prondstico

relativamente bueno.

En un estudio realizado por Votava y Cols.*® incluyeron 38 niflos con leucemia aguda (34
linfoblastica y 4 mieloblasticas), se determind la TK1 antes de iniciar el tratamiento y por
lo menos dos veces durante el seguimiento. Los niveles de TK1 pretratamiento fueron
extremadamente altos (rango 78-5826 U/L, media 403 U/L, normal < 8 U/L), mientras que
durante la remision lo niveles bajaron considerablemente (rango 5-80 U/L, media 31 U/L).
Durante la recaida (5 casos), la s-TK1 incrementé considerablemente en un rango de 120-
800 U/L. Con estos hallazgos los autores concluyeron que la elevacién de TK1 durante el
seguimiento, es un marcador Util para reconocer estadios tempranos de recaida. En
algunos casos esta recaida puede ser detectada hasta con un mes de anticipacién a los
signos clinicos. La sensibilidad en estos casos fue de 87%, por lo que parece ser que la TK1
es un buen parametro durante el seguimiento por su sensibilidad, bajo costo vy
eliminacion de muestras de médula 6sea. Es importante aclarar que los autores
concluyeron que aunque la TK1 parecid ser un predictor importante de recaida durante el
seguimiento, sus niveles no correlacionaron con el prondstico en su grupo de pacientes.
El método utilizado por estos autores fue el radio-receptor analisis (RRA Immunotec,

Prague, USA).

14



Briceida Lopez Martinez

Desde la introduccidon de TK1 sérica, se han investigado sus niveles en una variedad de
neoplasias. TK1 ha sido utilizada en el diagndstico y clasificacion de masas tumorales y
proliferaciéon celular antes del tratamiento de varias neoplasias hematoldgicas. Este
marcador se ha utilizado en la evaluacion de la respuesta al tratamiento y en la
monitorizacién de la remisidon o la recaida de la enfermedad, sin embargo, no se ha

propuesto como un marcador de proliferacién tumoral en leucemias agudas.
V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, el cancer en nifios pasd del decimotercero al segundo lugar como causa de
muerte en 1971, de 1 a 14 afos de edad en el 2005. En este mismo afio, en el Hospital
Infantil de México Federico Gdmez ocupan el primer lugar de morbilidad y el segundo
lugar de mortalidad dentro de las 10 primeras causas de registro del departamento de
Bioestadistica. En nuestro pais a pesar del éxito informado en la literatura, en la mayoria
de los centros médicos en los que actualmente se brinda la atencién de estas
enfermedades, nos encontramos ante limitantes para la identificacién de factores de
riesgo como estirpe celular leucémica y alteraciones citogenéticas asociadas y
paralelamente observamos que al aplicar los protocolos utilizados en estudios
multicéntricos internacionales en nuestros pacientes, la toxicidad sistémica e intolerancia
a las dosis recomendadas se ven reflejadas en una morbimortalidad alta, que impide
reproducir los resultados desde el momento de inducir la remisién y consecuentemente

en la supervivencia a largo plazo.

Describir los niveles séricos de la TK1 en pacientes con leucemia aguda nos permitird
definir si esta prueba puede utilizarse como marcador sérico al diagnostico en pacientes
con leucemia aguda y en una segunda fase definir en que tipos de leucemias agudas se

pudiera utilizar para el seguimiento y el prondstico de estos pacientes.
VI. JUSTIFICACION

Las leucemias agudas son la causa mds comun de céncer en la poblacion infantil de

México y del mundo, sin embargo en algunos casos se ha demostrado cierta eficiencia de
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los agentes terapéuticos y el desarrollo de resistencia a farmacos por las células
tumorales, la aparicion de enfermedad minima residual y el desarrollo de infecciones,
ponen en riesgo el éxito del tratamiento modificando de esta forma el prondstico de la
enfermedad. Ante esta situacién es evidente que la leucemia aguda es un problema
importante de salud en nifos, por lo que es necesario siga siendo estudiada en todo su
espectro. En este proyecto planteamos proponer una prueba diagnostica de
proliferacion tumoral y aplicar este biomarcador en un futuro en la investigacion de la
enfermedad residual minima de leucemia aguda. La TK1 como marcador de proliferacién
celular permitird proponer herramientas de diagndstico y prondstico para los pacientes

con leucemia aguda.
VIl. PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢La timidina kinasa es una prueba diagndstica de proliferacion tumoral util en pacientes

con leucemia aguda?
VIIl. HIPOTESIS:

La timidina kinasa es un marcador de proliferacién tumoral en todos los pacientes con

leucemias agudas.
IX. OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar la utilidad de la TK1 en sangre como marcador de proliferacién tumoral en

pacientes con leucemia aguda

Objetivos especificos.

Determinar los niveles de TK1 en pacientes con Leucemia aguda Linfoblastica B
Determinar los niveles de TK1 en pacientes con Leucemia aguda Linfoblastica T

Determinar los niveles de TK1 en pacientes con Leucemia Aguda Mieloide
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X- MATERIALY METODOS

Diagrama de flujo:

Disefio del estudio:

Es un estudio de transversal comparativo que se realizd partir de octubre del 2009 a
diciembre del 2011 en el Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG). Se
incluyeron un total de 125 muestras de pacientes con leucemia aguda y 138 muestras de

nifos sin leucemia.

Lugar y duracidn: Se incluyeron pacientes pediatricos con diagndstico de leucemia aguda
sin tratamiento previo que se atendieron en el Hospital Infantil de México Federico Gémez
de octubre del 2009 a Diciembre del 2011, Los pacientes sin leucemia fueron nifios de la

estancia infantil del HIMFG , a quienes se les tomaron estudios para valoracion de ingreso
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y los niflos escolares quienes solicitaban revisién como parte del certificado médico de la

escuela con el grupo sanguineo y RH.

Universo:

Pacientes con diagndstico de Leucemia agudas y nifos sin diagndstico de leucemias.
Muestra

Se incluyeron 125 pacientes con diagndstico de leucemia aguda y 138 nifios sin leucemia
a quienes se cuantificd la TK1 en suero. A los nifios sin leucemia se les realizé6 una
valoracion integral que incluyéd toma de muestra sanguinea para grupo y RH, una

citometria hematica y pruebas bioquimicas de funcidn hepatica y renal.
Método de muestreo: Muestreo no probabilistico de casos consecutivos
Criterios de inclusién

Pacientes menores de 18 afios de edad que cumplieron con los criterios oncolégicos para

diagnéstico de leucemia aguda, sin tratamiento previo
Nifios sin leucemia que aceptaron participar en el estudio.
Criterios de exclusién

Pacientes con leucemia aguda secundaria a quimioterapia
Pacientes con leucemia aguda en recaida

Definicidn operativa de las variables y su escala de medicion

VARIABLE TIPO DE VARIABLE DEFINICION OPERACIONAL
Independientes
Edad del nifio Cuantitativa continua | Numero de afios y meses al momento del
diagndstico de Leucemia
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Tipo de Leucemia por | Cualitativa ordinal Leucemia Aguda Linfoblastica B

el inmunofenotipo
Leucemia Aguda Linfobldastica T

Leucemia aguda Mieloide

Dependientes

Timidina kinasa Cuantitativa continua | Enzima de replicacién del DNA que se mide
por quimioluminiscencia en U/L

Diagnéstico de Leucemia Aguda: se realizé el diagndstico con el aspirado de médula ésea
y con la misma muestra se realizd un fenotipo inmunolégico para identificar la estirpe
afectada. Las leucemias se clasificaron segln el linaje en; leucemia aguda linfoblastica de
precursores B, leucemia aguda linfoblastica de precursores T y leucemia aguda mieloide
segln las recomendaciones de la OMS en la que se utilizaron los marcadores para LALT
(CD3, CD5 y/o CD7) vy antigenos de células LAL-B (CD10, CD19, CD20 y CD22) y para LAM
(CD 33, MPO Y CD13). (Anexo A)

Medicion en el Laboratorio de TK1:

Durante el abordaje del paciente con leucemia aguda se realiza la toma de muestra de
sangre periférica al diagndstico de la LA con el objeto de realizar una citometria hematica
y marcadores bioquimicas para descartar sindrome de lisis tumoral. Para este proyecto de

investigacion se utilizaron 300 ulL de suero.
Pruebas de laboratorio

Se utilizd el reactivo LIAISON® Thymidine Kinase de DiaSorin4l, inmunoensayo
cuantitativo para la determinacion in vitro de la actividad de la Timidina kinasa en suero o
plasma humano disefiado para efectuar el ensayo en el LIAISON® Analyzer totalmente

automatizado.

La determinaciéon de la TK1 en suero se realizé a través de un inmunoensayo indirecto

modificado por quimiluminiscencia en dos pasos cuya finalidad fue la determinacion

19



Briceida Lopez Martinez

cuantitativa de la TK1 en suero de pacientes con leucemia aguda y de nifios sin leucemia.
El ensayo utilizé una reaccion enzimatica inicial en la que la TK1 de la muestra convierte el
AZT (3’-azido-3’-desoxitimidina) en AZTMP (3’-azido-3’-desoxitimidina monofosfato), tras
lo cual se practica un inmunoensayo competitivo para la determinacién cuantitativa del
AZTMP. La cantidad de AZT convertida en AZTMP es una medida de la cantidad de TK1
presente en la muestra. En el ensayo, 50 ul de la muestra se incubaron con 100 ul de
tampon de ensayo 1, 20 ul de tampdn de ensayo 2 y 20 pl de particulas paramagnéticas
recubiertas con anticuerpos policlonales anti-AZTMP. La fase sélida se reviste con IgG de
conejo anti-cabra y después con anticuerpos policlonales anti-AZTMP de cabra. El
resultado se incuba durante 40 minutos y después se agregd 100 pl de trazador, un
analogo del AZTMP conjugado con un derivado de isoluminol. Durante la primera
incubacién, el AZTMP se une a la fase sdlida. En la segunda incubacién, el trazador
conjugado compite por unirse con el AZTMP en la solucién. Tras una incubacién de 20
minutos, el material libre se elimina con un ciclo de lavado. Posteriormente se agregaron
los reactivos iniciadores y produjeron una reaccion quimiluminiscente rdpida. La sefial
luminosa se mide en unidades luminicas relativas con un fotomultiplicador y es

proporcional a la concentracion de TK1 presente en la muestra. (Anexo B)
Plan de analisis.

Se realizd estadistica descriptiva para los datos demogréaficos y se analizaron los valores
de la timidina kinasa sérica con pruebas de sensibilidad, especificidad, curvas de eficacia
diagnostica y razones de verosimilitud. Se utilizé el programa Prisma 5.0 y SPSS versidon 20

para el analisis estadistico, manejando un nivel de significancia estadistica con P < 0.05.

Aspectos éticos:

De acuerdo al articulo 17 del reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
investigacion para la salud, la participacién de los pacientes en este estudio conllevé un
tipo de riesgo minimo. De acuerdo al articulo 14, fraccion V, 20 al

26,29,30,36,43,49,51,57,58,63 y 109 del citado reglamento.
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Consideraciones de Bioseguridad.
Se considera un estudio con riesgo menor al minimo.

Se utilizaron especimenes de sangre para la cuantificacidn de la TK1 en pacientes y nifios
sin leucemia. La médula dsea se tomo en los pacientes con LA para el diagndsticoy la
definicién del linaje como parte del abordaje en los pacientes con leucemia aguda, que
fueron eliminados en los contenedores rojos, siguiendo las especificaciones de la NOM

087 SSA-2002 y vigentes en el Hospital Infantil de México Federico Goémez.
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XIl. RESULTADOS.
Nifos sin Leucemia:

Se estudié a un grupo de 138 nifios sin leucemia a quienes se les realizd una revisién
general y se les tomd una muestra de sangre para biometria hemadtica y quimica
sanguinea. Los resultados fueron obtenidos dentro de valores de referencia, estos,
permitieron definir a los niflos sin leucemia. Fueron 73 nifias y 65 nifios con intervalo de

edad de 1 a 17 afos.

La media de los valores obtenidos de la TK1 para los nifios sin leucemia fue de 26.5 U/L
con un desviacion estandar de 13.1 con los intervalos de confianza al 95% inferior de 24.3

U/Ly superior del 28.7

Por lo ya descrito los valores de referencia calculados para nuestra poblacion segun las
recomendaciones de CLSI*® es la media +2DS en una poblacién con una distribucién
normal (figura 3), realizado a 138 nifios sin leucemia. Por lo que consideramos como
valores de referencia de 4 a 52.5 U/L, con un valor de corte anormal de 52.5 con una

sensibilidad del 72% y especificidad del 94%.

P DISTRIBUCION DE LOS NIVELES DE TK EN NINOS SIN LEUCEMIA
A
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Figura 3. Concentracion de TK1 en pacientes sin leucemia
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Por otro lado al analizar la edad de los nifios estudiados, en la figura 4 se muestra la
frecuencia por grupos de edad en nifios sin leucemia y con leucemia, siendo mas
frecuente el grupo de nifios sin leucemia entre 8 y 11 afios de edad, en tanto que para los

nifios con leucemia el grupo mas estudiado fue entre 4 y 7 aios.

FRECUENCIA DE INDIVIDUOS

1-3 ANOS 4-7 ANOS 8-11 ANOS 12-17 ANOS

@ NINOS SIN LEUCEMIA B NINOS CON LEUCEMIA AGUDA

Fig. 4. Frecuencia de niflos con y sin leucemia segun el grupo de edad

Niflos con leucemia

En el estudio se incluyeron 66 nifios y 59 nifias con diagndstico de leucemia aguda, con
edades comprendidas entre 2 y 16 anos, la mediana de edad fue de 6 al momento del

diagndstico,

En la tabla 1 se describen a los pacientes por grupos de edad, tipo de leucemia y sexo, en
esta tabla podemos observar que la leucemia mas frecuente la LAL de progenitores B con
un 72% y menos frecuente la tipo T, el grupo etario mas afectado fue entre 2 y 6 afios de
edad al diagndstico con 53%, 26% para el grupo de 7 a 9 afios y 21% para el grupo de 10 a

16 anos.
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GRUPOS DE 2-6Anos 2-6 Aios 7-9 Aios 7-9 Ahos 10-16 Afnos  10-16 Afos

EDAD

Sexo Nifias Nifios Nifias Nifios Nifas Nifios Total
LAL-B 21 24 12 15 6 12 90
LAL-T 5 3 2 1 1 1 13
LAM 8 5 0 3 3 3 22
TOTAL 34 32 14 19 10 16 125

Tabla 1 Caracteristicas de los grupos de estudio

CUANTIFICACION DE TK1 EN PACIENTES CON LEUCEMIA AGUDA.

La cuantificacién de la timina kinasa se realizé en 125 muestras de suero de pacientes

con diagnéstico de leucemia aguda y en 138 muestras de pacientes sin leucemia,

encontrando intervalos de 6.8 U/L hasta 3520 U/L con una media de 351 para el grupo

de leucemia y para el grupo control intervalos de 5 U/L a 53.8 U/L con una media de 30.6

U/L. La diferencia de medias fue de -318.7 U/L con un IC del 95% de -427.5 a -209.8 con

una R de 0.2098, una P < 0.0001 con significancia estadistica para los niveles de la TK en

el grupo sin leucemia y con leucemia.

Se clasificd al grupo de pacientes con leucemia aguda seguln

el tipo de leucemia

presentada considerando su linaje y se encontré que en el grupo de pacientes con LAL-B

(90) presentaron una media 199 U/L con intervalos de 6U/L a 3216 U/L. (Figura5)
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4000~ P<0.0001
3000+
2000+
1000+

TIMIDINA QUINASA
u/L
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Sin Leucemia LAL-B

Figura 5. Niveles de TK1 de nifios sin leucemia y nifios con LAL tipo B

Considerando el Riesgo habitual y el Riesgo alto de los pacientes por edad y cantidad de

2,000 3,000

1,000

leucocitos en pacientes con LAL-B (figura 6), los valores de TK1 identificados muestran

una diferencia estadisticamente significativa.

p<0.001

—

Riesgo Alto Riesgo Estandar

Figura 6. Riesgo alto y riesgo estandar en nifios con LAL-B
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Para el grupo de pacientes (13) con LAL-T se encontré una media de 1387 U/L con
intervalos de 81 U/L a 3520 U/L, solo 1 paciente presento 81 U/L y en el 92% se
cuantificaron niveles de TK1 > de 200 U/L. En el grafico 7 se observa de forma importante
la diferencia entre los niveles de TK1 del grupo de nifios sin leucemia y la TK1 de nifios

con LAL-T.

P< 0.0001
3000+

2000+
1000+

601

TK U/L

201

0 T T
Sin Leucemia LAL-T

Figura 7 Niveles de TK1 en nifios sin leucemia y niflos con LAL tipo T

Para el grupo de pacientes con LAM (22) se encontré una media de 602 U/L con
intervalos de 42 U/L a 2715 U/L, en el 27% de los pacientes se cuantifico la TK1 entre 32
U/Ly 100 U/L; el 5% con TK1 entre 101 U/Ly 200 U/L vy en el 68% los niveles de TK1 > de
200 U/L hasta 2715 U/L . (Figura 8).
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Figura 8. Niveles de TK1 de nifios sin leucemia y nifnos con LAM

DETERMINACION DE LA TK1 EN NINOS SIN LEUCEMIA Y CON LEUCEMIA AGUDA

Los valores de TK del grupo de nifios sin leucemia y con leucemia presento un area bajo la
curva de 0.87 (figura 9).
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Area bajo la curva = 0.8754
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0.00 0.25 0.75 1.00

0.50
1 - Especificidad

Figura 9. Valores de TK1. Area bajo la curva de nifios sin y con leucemia.

En el caso de la TK del grupo de nifios sin leucemia y del grupo de pacientes con LAL-B,

LAM y LAL-T se encontré un darea bajo la curva (ABC) de, 0.83, 0.98 y 1.0 respectivamente,
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incrementando la sensibilidad y la especificidad de la timidina kinasa como marcador de

proliferacién celular en la Leucemia mieloide aguda. (Gréfico 10-11-12)
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Figura 10- Valores de TK1. Area bajo la curva de nifios sin y con leucemia. con LAL-B
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Figura 11. Area bajo la curva de nifios sin leucemia y nifios con leucemia Aguda Mieloide.
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Figura 12. Area bajo la curva de nifios sin leucemia y nifios con leucemia Aguda de precursores T
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DISCUSION:

Las leucemias agudas son la causa mas comun de cancer en la poblacién infantil alrededor
del mundo, por lo que en las ultimas décadas se ha trabajado arduamente en la creacion
de instituciones para la atencién y apoyo a nifios con esta enfermedad, dichos esfuerzos
estdn encaminados a la formacién de personal capacitado y en el establecimiento de
protocolos de investigacion para el diagndstico, tratamiento y pronostico. En esta tesis se
estudia a la Timidina Kinasa 1 (TK1) como marcador de proliferacion celular y se propone
emplearla como herramienta de diagndstico y prondstico para los pacientes pedidtricos
con leucemia aguda y aplicar este biomarcador en un futuro en la investigacion de la

enfermedad residual minima de leucemia aguda.

El diagndstico de la Leucemia se realiza obteniendo una muestra de médula désea vy
realizando la cuantificacion de blastos segun las recomendaciones de la OMS, en nuestro
estudio tenemos la limitante de no haber realizado este procedimiento en los nifios sin
leucemia considerando que clinicamente no presentaban datos para pensar en LAy que
fueron captados con el fin de una revisién integral y no por sintomatologia alguna, por lo

gue no seria ético realizar un aspirado de medula dsea en nifios clinicamente sin leucemia.

Es bien conocido que para realizar el diagndstico de las leucemias agudas se deben tener
en cuenta tanto las caracteristicas clinicas de la enfermedad como los estudios de
laboratorio que incluyen la morfologia, citoquimica, inmunofenotipo y citogenética de las
células neoplasicas involucradas, y que este abordaje es de gran importancia, no sélo para
asignar el linaje de las células patoldgicas sino también para identificar aberrancias
fenotipicas que diferencian a las células leucémicas de los precursores normales. En
nuestro estudio incluimos 125 nifios con LA de las cuales el 82.5% fueron Leucemias
Agudas Linfoblasticas y de estas el 72.1% fueron LAL tipo B, 10.4% LAL-Ty 17.5% LAM.

Frecuencias similares han sido reportadas en otras investigaciones en las que se describe
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que el subtipo de mayor frecuencia es LLA, la cual constituye el 85% de todos los casos
presentados, mientras que la leucemia de estirpe mieloide contribuye con el 15% de

ellos.>° !

Por otro lado, el incremento en la incidencia de las leucemias y el desarrollo importante
de la tecnologia ha producido que el abordaje de las leucemias aguda esté basado en
lineamientos emanados de estudios de evidencia cientifica por lo que el tratamiento de
los pacientes se ve influenciado por multiples factores relacionados con la accesibilidad a
las metodologias diagnosticas y la falta de estandarizacién de los estudios como el
fenotipo de los marcadores de la superficie de las células malignas, por lo que en esta
tesis decidimos abordar como método complementario la cuantificacion de TK1 como

biomarcador de proliferacién celular.

En cuanto a la medicién de la TK1 la diferencia de medias de los niveles del grupo de
pacientes sin leucemia y de aquellos que presentaron leucemia fueron estadisticamente
significativos (p < 0.05) resultados que comparados con los descritos por Votaba®® en Ia
Republica Checa y O Nell*”® en Estados Unidos demuestran incrementos considerables de
la TK1 favorecen al diagnostico de la Leucemia aguda. Cabe resaltar que en las
investigaciones realizadas incluyeron 38 pacientes (34 con LAL y 4 con LAM) en el estudio
de la Republica Checa en tanto que en Estados Unidos incluyeron a 33 nifios con LAL, los
investigadores no describieron los niveles de TK1 segun la linea celular afectada de la

leucemia.

En nuestro estudio analizamos los niveles de la TK1 por tipo de leucemia y encontramos
que en promedio los nifios que tienen LAL tipo B tienen 181.8 UI/L mas que los nifios sin
leucemia ajustado por edad y sexo, en tanto que los pacientes con LAM tienen 578 Ul/L

y los pacientes con LAL-T 1364 .1 UI/L.

Con los resultados obtenidos podemos deducir que en la LAL tipo B los niveles de TK1 se
encuentran distribuidos de forma heterogénea, es decir existe una poblacion de los
pacientes en la se encuentra en niveles ligeramente elevados y otros en los que sus

niveles tienen una elevacidn considerable. Por lo anterior es importante seguir estudiando
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la biologia de las leucemias agudas linfobldsticas tipo B ya que la proliferaciéon baja,

mediana o intensa puede ser asociado a diferentes factores de riesgo del paciente.

En el grupo de pacientes estudiados con LAL tipo B observamos que los niveles de TK1
mas elevados se presentaron en el grupo de pacientes con LAL tipo de alto riesgo,
mientras que los de bajo riesgo presentaron niveles menores. Para estos hallazgos

podemos describir 3 supuestos:

1.- La TK1 pudo haberse incrementado en los nifilos con LAL tipo B de alto riesgo por
presentar alguna infeccion viral que no se descartdé durante la exploracién fisica, esta
aseveracion debida al estudio realizado por (Topolcan y Cols) ya que en personas con

infeccién viral se puede incrementar hasta 164 UI/L. >

2.- Si consideramos el punto de Golias y cols. en el que describen la existencia de
diferentes formas en que se presenta el cancer pero su fisiopatologia comprende
aberraciones en algln punto de la estructura molecular que administra el ciclo celular y
gue por tanto causan las desregulaciones del mismo, pudiendo ser esto lo que nos
pudiera explicar porque las LAL tipo B de alto riesgo incrementan de forma importante
los niveles de TK1. Sin embargo, lo previamente descrito me lleva a la pregunta; que
sucede en la Biologia de las LAL tipo B de bajo riesgo que no incrementa la TK1,
considerada como un marcador de proliferacién tumoral siendo que las leucemias son

definidas por una proliferacién descontrolada de células sangul'neas.53

3- Los niveles de TK1 encontrados en el grupo de los pacientes con LAL estirpe T puede
estar asociado al tipo celular comprometido, lo anterior considerando que el linaje T se
asocia con mayor frecuencia conhiper leucocitosis, masa mediastinal, infiltracién a sistema
nervioso central, mostrando una mayor taza de recaidas en comparaciéon con el la

leucemia aguda de estirpe B. >*

Considerando la definicidon de leucemia aguda que dice “es la proliferacidon neoplasica de
células hematopoyéticas en una estirpe celular con proliferacion y expansion, cuya

acumulacién se acompafia de una disminucidn del tejido hematopoyético normal en
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médula dsea y posterior invasion de sangre periférica y otros tejidos.” Podemos describir
de forma breve que la TK1 si es un marcador de proliferacidon tumoral. Sin embargo, al
analizar los resultados de este proyecto de investigacidon es importante describir que la
utilidad clinica de los niveles de la TK1 dependen de la sensibilidad y especificidad de la
metodologia utilizada para detectar pacientes con leucemia aguda al diagnostico las
cuales se encuentran inversamente relacionadas y ambas dependen de los valores de
referencia aplicados. La frecuencia de resultados falsos positivos esta relacionada a los
valores de referencia (VR) utilizados, que generalmente son los recomendados por los
fabricantes y que varian segun los tipos de técnicas realizadas en los laboratorios. La
mayoria de estos inmunoensayos son estandarizados en el pais de origen, estableciéndose
el limite superior normal en una poblacién que probablemente tenga caracteristicas
diferentes de la regidon donde se realizan los ensayos. Es por ello, que como parte del
desarrollo del proyecto se establecieron los valores de referencia de la TK1 en nifios sin
leucemia siguiendo las recomendaciones de CLSI. Los valores de referencia de la TK1
reportados por el fabricante presentan una media de la TK1 de 4.3 U/L con un maximo de
7.5 UL (Liasion Thymidine kinase 310960), en tanto que para el grupo de nifios sin
leucemia de nuestro estudio fue de 26.5 U/Ly 52.5 Ul respectivamente los valores
encontrados en nuestro estudio difieren de reportados 8 Ul/lI'y 4 UI/L la diferencia de los
valores de referencia puede verse afectado por la edad de los participantes de los
estudios del fabricante- En el caso de este estudio fueron nifos y los reportes de los

estudios realizados no describen edad de sus grupos control.

En las graficas (9,10,11) del ABC se observa graficamente cudles son los mejores
resultados segun el tipo de LA donde se observa que la prueba sigue la diagonal que va del
angulo inferior izquierdo al superior, asociandose cada incremento de la sensibilidad a una
pérdida de igual magnitud de la especificidad siendo mayor sensibilidad para LAL tipo Ty

la LAM, lo que sugiere su utilidad en estos padecimientos.
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CONCLUSIONES:

El punto de corte del ABC en el grupo nifios con leucemia y sin leucemia fue de 34.1 Ul de
TK1 con una sensibilidad de 83.2% y una especificidad del 70.3% por lo que concluimos
qgue la timidina kinasa es una enzima que se incrementa en el 90% de los pacientes con
Leucemia aguda linfoblastica de precursores T y en el grupo de pacientes con leucemia
aguda mieloide, estos resultados son la base de una investigacion en la que se propone
seguir estudiando los niveles de TK1 en un nimero mayor de pacientes con leucemias

agudas de precursores T y mieloide.

Los resultados generados con este trabajo de tesis concluyen que TK1 es un biomarcador
gue puede ser considerado en asociacion con otros factores prondsticos y predictivos a la
hora de tomar decisiones de tratamiento. En los pacientes con leucemia aguda la
presencia de un indice de proliferacién elevado, medido por TK1, puede ayudar a indicar

un tratamiento de quimioterapia.

Los marcadores de proliferacién se han estudiado principalmente como factor prondstico
y apenas se han correlacionado con prediccidon de respuesta a un tratamiento, por lo que
en este trabajo sugerimos el uso de TK1 como un indicador de proliferacién celular, como
método de apoyo en el diagndstico de las leucemias agudas sin embargo el uso este
marcador en la LAL tipo B debera ser en pacientes que presenten la TK1 elevada en la

cuantificacion inicial.
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XV. ANEXO A.
Procedimiento del inmunofenotipo para determinar la linea celular afectada en las
leucemias agudas.

Determinacion del Inmunofenotipo de leucemias

OBIJETIVO del procedimiento:
Describir las instrucciones para realizar correctamente la determinacion del

inmunofenotipo de leucemias.

PRINCIPIO

La citometria de flujo es una tecnologia que simultdaneamente mide y analiza multiples
caracteristicas de particulas individuales en suspensidn, usualmente células, mientras
estas pasan en un chorro de fluido a través de un rayo de luz. Las propiedades medidas
incluyen el tamafio relativo de las particulas, la complejidad relativa o granularidad y la

intensidad de fluorescencia relativa.

Estas caracteristicas se determinan usando un sistema dptico-electrénico que registra la

manera en que la particula dispersa la luz y emite fluorescencia.

Las particulas a analizar pasan en la porcion central del flujo, cuando las particulas se
intersectan con el laser, dispersan la luz. Si hay moléculas fluorescentes presentes se
producird ademas fluorescencia. La luz dispersada y fluorescencia es recolectada por
lentes colocados en las posiciones apropiadas, y una serie de filtros y espejos conducira la
luz hasta los detectores apropiados. Estos detectores producirdn sefiales electrénicas de

una intensidad proporcional a la cantidad de luz que llegue hasta ellos.

El uso de moléculas fluorescentes distintas (distintos colores de fluorescencia) permite

analizar la presencia de varios marcadores de manera simultdnea
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I REQUISITOS DE LA MUESTRA:

. REACTIVOS.

a)

b)

d)

f)

g)

Preparacidn del paciente: no aplica

Tipo de Muestra: Médula 6sea anticuagulada con heparina o
sangre completa anticoagulada con EDTA

Condiciones de la Muestra: debe estar bien mezclada, no debe
estar hemdlizada ni presentar codgulos.

Identificacion de la muestra primaria: Debe estar rotulada con
letra clara y con el nombre completo del paciente, asi como el
numero de registro, edad, sexo, servicio y nombre del médico que
lo solicita.

Volumen de la muestra: minimo 2.0 ml, optimo 3.0 ml.

Estabilidad y conservacion: a temperatura ambiente hasta 24
horas.

Criterios de rechazo: muestras coaguladas, hemodlizadas,
obtenidas con otro tipo de anticoagulantes.

Cada frasco contiene un anticuerpo monoclonal y su respectivo fluorocromo.

PANEL DE MONOCLONALES PARA INMUNOFENOTIPO DE LEUCEMIAS

TUBO No FITC PE
1 GAMMA 1 GAMMA 2
2 CD 45 CD 34
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3 CD5 CD 20
4 CD 10 CD 2

5 CD 22 CD 33
6 CDh 15 CD 117
7| cD 7

8 | CD 14
9 Anti-HLA-DR CD 13
10 Ccb3 CD 19
11 Anti-Mieloperoxidasa CD79a
12 Anti-dT | -

Preparacion:

Vienen listos para usarse.

Almacenamiento y estabilidad:

Anticuerpos monoclonales marcados

2-8 °C hasta la fecha de caducidad

Perlas

2-8 °C hasta la fecha de caducidad

Solucion lisante FACS Lysing 10X

Constituyentes:

La solucidn lisante FACS concentrada 10X se presenta como 100 ml de una solucién

tamponada, que contiene <15% de formaldehido y <50% de dietilénglicol.

Preparacion:

Realizar una dilucion 1:10 con agua desionizada para obtener una solucion 1X

Almacenamiento y estabilidad:
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Almacenamiento Estabilidad

Hasta un mes después de preparada solucién | 2-8 °C hasta la fecha de caducidad

Solucion Permeabilizante FACS 10X
Constituyentes:

La solucidn permeabilizante concentrada 10X se presenta como 25 ml de una solucién
tamponada, que contiene <15% de formaldehido y <50% de dietilénglicol.

Preparacion:
Realizar una dilucién 1:10 con agua desionizada para obtener una solucién 1X

Almacenamiento y estabilidad:

Almacenamiento Estabilidad

Hasta un mes después de preparada solucién | 2-8 °C hasta la fecha de caducidad

#. Solucion de Paraformaldehido 1% en PBS
Constituyentes:
Formaldehido al 37%
Preparacion:
Realizar una dilucidn 1:10 con solucién salina fosfato (PBS) para obtener una solucién 1X

Almacenamiento y estabilidad:

Almacenamiento Estabilidad

Hasta un mes después de preparada solucién | 2-8 °C hasta la fecha de caducidad

& Solucidn salina fosfato (PBS)

%, Solucion FACSFlow
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& Calibrite 3M.
Constituyentes:

Perlas para calibracidon hechas de material sintético.
Preparacion:

Vienen listas para usarse.

Almacenamiento y estabilidad:

Almacenamiento Estabilidad

2-8°C hasta la fecha de caducidad

. CALIBRADORES.

El citdometro FACSCalibur utiliza para su calibracion microesferas Calibrite 3 M.

Las microesferas se usan para ajustar la calibracion del instrumento, configurar la
compensacion entre fluorescencias y verificar la sensibilidad del instrumento. Se
recomienda usarlas diariamente para monitorizar el rendimiento del instrumento con el
tiempo.

Para preparar el citémetro de flujo antes de su uso, se debe calibrar con el software
FACSComp que utiliza una suspension de microesferas CaliBRITE sin marcar y marcadas
con los fluorocromos FITC, PE, PerCp, APC.

PREPARACION DE PERLAS CaliBRITE:

Se marca un tubo con la letra S (sin tefiir) se le agrega 1 mL. De solucién de Facsflow vy
una gota de perlas sin marcar y 1 gota de perlas de APC (previamente mezcladas). Se
mezcla el tubo en un agitador vortex.

Se marca un segundo tubo con la letra M (marcadas) se le agrega 3 mL de solucion de Facs
flow, 1 gota de perlas sin marcar, 1 gota de perlas marcadas con APC, 1 gota de perlas
marcadas con FITC, 1gota de perlas marcadas con PE, 1 gota de perlas marcadas con
PerCP (previamente mezcladas). Se mezcla el tubo en un agitador vortex.
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Se procede a pasar las perlas calibrite en el equipo:
* Se selecciona el software FACSCOMP a través del cual se realiza la calibracion.

* Aparece una pagina en la cual se anota el nombre del jefe de laboratorio, del operador
y se acepta la informacion.

* En la siguiente pdgina se anota el nimero de lote de las perlas marcadas y sin marcar.

* Se indica que tipo de funcion se va a utilizar LYSE WASH (lisado lavado) o LYSE NO Wash
(lisado no lavado).

* Seleccionar la funcidon de RUN y HI.

* En el sitio de toma de muestra, se coloca el tubo que contiene perlas sin marcar y perlas
marcadas con APC se presiona el botén ENTER.

* Se observa en la pantalla el corrimiento de las perlas, mostrando el ajuste de los voltajes
de los tubos fotomultiplicadores.

* Una vez terminado estos ajustes el equipo solicita la colocacién del tubo 2 el cual
contiene perlas marcadas y sin marcar.

* Se observa en la pantalla el ajuste para la compensacién entre fluorescencias.

* Después de los ajustes PMT (fotomultiplicadores) y de la compensacion el software lleva
a cabo un prueba de sensibilidad usando las suspensiones adecuadas de mezclas de
microesferas.

* Se retira el tubo que contiene las perlas marcadas y se coloca un tubo con agua
bidestilada.

* Se coloca el equipo en posicién de LOW y STANBY.

* El equipo automaticamente imprime el reporte de calibracién en el cual debe indicar si
todos los parametros fueron satisfactorios, en caso de no ser asi repetir la calibracién, si
continuara dando problemas comunicarlo a la compaiiia correspondiente.

V. MATERIAL.
e Pipeta automatica de 1,000 pL
e Pipeta automaticade 0.5-10 plL
e Pipeta automatica de 50 — 200 uL
e Puntas para pipetas automaticas

40



Briceida Lopez Martinez

e Gradilla
e Tubos de polipropileno

V. EQUIPOS O INSTRUMENTOS.

e Citometro de flujo, modelo FACSCALIBUR, marca Beckton Dickinson.
VI.  DESCRIPCION.

El inmunofenotipo es la identificacion y cuantificacion de distintas poblaciones celulares
en base a la expresidn diferencial de marcadores de membrana. Este tipo de analisis se
realiza empleando anticuerpos monoclonales antigeno-especifico marcados con
fluorocromos. En los andlisis inmunofenotipicos suelen medirse de forma simultdnea
varios marcadores celulares por lo que se emplean combinaciones de anticuerpos
acoplados a fluorocromos con diferentes espectros de emision.

La importancia del inmunofenotipo en las leucemias es que permite el diagndstico mas
completo y una mejor tipificacion de las leucemias.

Identifica marcadores que implican peor prondstico e identifica fenotipos patolégicos que
permiten seguimiento y deteccidon de enfermedad minima residual.

Se procede a darle un numero progresivo de identificacion a la muestra primaria
cotejandola con la solicitud y los datos del tubo, se verifica si no estda coagulada,
hemodiluida y si el volumen es el adecuado.

La muestra se mezcla en un agitador vortex durante 5 seg. Y se analiza en el equipo
Coulter LH 750 Analyzer para cuantificar la cantidad de células blancas que estan
presentes en la muestra; si se requiere se procede a realizar una dilucién para manejar
una cifra de células blancas de 15x10° a 20x10° cels/ul .

Se continda con la tincidon de la muestra

1. Rotular 12 tubos cada uno con el numero de muestra, asi como el o los
monoclonales a trabajar segun el panel ya mencionado
2. Pipetear 20 microlitros de anticuerpo monoclonal correspondiente a cada tubo a

excepcion del tubo No 11y 12,

Pipetear 100 microlitros de muestra a cada uno de los tubos

Tapar los tubos y mezclarlos suavemente en el agitador vortex.

Incubar los tubos 30 minutos en refrigeracién y en obscuridad

Pipetear a cada tubo 1 ml de reactivo de lisis, agitar e incubar 10 minutos en
refrigeracion

ou kW
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Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm (revoluciones por minuto)

Decantar el sobrenadante vy lavar con solucién de PBS al 1X, centrifugando 5
minutos a 1500 rpm.

Decantar el sobrenadante vy lavar con solucidon de PBS al 1X, centrifugando 5
minutos a 1500 rpm.

Decantar el sobrenadante y agregar 500 microlitros de solucion de
paraformaldehido al 1%

AltuboNo 11y 12:
Pipetear 100 microlitros de muestra, agregar 1 mL de reactivo de lisis mezclarlos
en el agitador vortex e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm y decantar el sobrenadante .

Adicionar 500 microlitros de solucion permeabilizante mezclar en el agitador
vortex e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 2 ml de solucidn de PBS y centrifugar 5 minutos a 1500 rpm.

Decantar el sobrenadante y adicionar 20 microlitros del anticuerpo monoclonal
correspondiente a cada tubo mezclar suavemente en el agitador vortex.

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Agregar 2 ml de solucién de PBS mezclar en vortex y centrifugar 5 minutos a 1500
rom.

Decantar el sobrenadante y agregar 500 microlitros de solucién de
paraformaldehido al 1%.

Proceder a analizar la muestra en el citémetro de flujo.

Las células tefidas deben analizarse dentro de las primeras 48 horas.

Una vez que las muestras estan tefidas y el citdbmetro esté listo para trabajar se realiza lo

siguiente:

1.

2.

En la pantalla de la computadora seleccionar el software CellQuestPro.

Seleccionar PLOTS > Inspector:Dot Plot > Plot type > Acq> Analysis

Aparece un histograma en la pantalla en donde en el eje de las X aparece FSCy en el eje Y
SSC ( FIG. No 1).
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FIGURANo 1
3. Serepite el paso No 2. (Para obtener el histograma No 2)
4. Seleccionar Windows > Show Browser: unttitled.
5. Dar click en el tridngulo que marca Acquisition controls

Para localizar el archivo donde se almacenara el andlisis de la muestra. FIG. No 2

FIG. No 2
6. Seleccionar Change de la opcién Directory

7. Seleccionar FACSStations G5 > Leucemias
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Localizamos el archivo del mes en que se esta trabajando o bien se crea un nuevo archivo
de mes, y a su vez se crea un folder del dia en que se esta trabajando la muestra (dia, mes,
afio) dar click en choose. .

8. Seleccionar Change de la opciodn File.

De esta opcidn anotamos el nombre del paciente en Custom Prefix y el nimero del tubo
de inicio (1) en File Count, damos click en OK.

10. En el siguiente recuadro anotamos el nombre del operador, el nombre del paciente y
el nimero de registro.

11. En el siguiente recuadro dar click en el triangulo Experiment Components>Untitled
Acquisition tube list > Load Tubes From Panel seleccionamos el panel de leucemias.

12. Dar click en el segundo histograma y en el eje X donde dice FSC dar click y cambiarlo
por Mouse IgG1 FITC y en el eje Y donde dice SSC dar click y cambiarlo POR Mouse 1gG2
PE. FIG. No 3

FIGURA No 3

13. Seleccionar en la paleta de herramientas el icono para cuadrantes, hacer click en el
histograma No 2 y arrastrar el control para que el marcador sea fijado en 10" en IgG1y 10"
en IgG2. FIG.No 4
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FIGURA No 4
14. Dar click en el segundo histograma y seleccionar Stats > Quadrant Stats.

Aparece un cuadro de valores estadisticos, dar click en una de las esquinas y seleccionar
Stats > Edit Quadrant Statistics. FIG. No 5

15. Seleccionar los datos necesarios y dar OK

FIGURA No 5

16. Seleccionar Acquire > Connect To Cytometer y se abre una ventana de Acquisition

control.

17. Seleccionar Acquire > Connect To Cytometer y dar click en Detector/Amps,
Threshold, Compesation, Status.

Aparece cada cuadro con su respectivo nombre en la pantalla, distribuirlos
espaciadamente en toda la pantalla.

18. Seleccionar Acquire > Counters.
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Se procede al corrimiento de la muestra.

A. Homogenizar los tubos a analizar e identificar correctamente el panel a
trabajar.

B. Ponerlos botones de encendido en RUN y MED.

C. Verificar que la calibraciéon se a la correcta (lyse wash), de no ser asi
restaurar la configuracién de la siguiente manera: Seleccionar Cytometer
> Instrument settings

Dar click en la ventana de Instrument settings > open > Facstations G5 > BD
Files > Instruments Settings Files > Calib File doble click en Set- Done.
FIG. No 6

FIGURA No 6
D. Para ajustar FSC, SSC , FSC Threshold y compensacién de la muestra
realizar lo siguiente: Hacer click en la ventana de adquirir (acquisition
control) y dar click en la casilla setup(v), para ver en la pantalla la
dispersiéon de la poblacion en tiempo real sin guardar los datos en un
archivo. FIG. No 7

FIGURA No 7

E. Colocar el tubo No 1 en el puerto de inyeccidon de la muestra (Gamma 1
FITC/ Gamma 2 PE).
F. En el histograma No 1 ajustar la poblacién en relacion con el eje X con FSC

Amp Gain (’ ) que se encuentra en la ventana Detectors/Amps. FIG. No 8
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FIGURA No 8

G. Ajustar la poblacién en relacion al eje de las Y con SSC voltaje. FIG. No 9

NO AJUSTADA AJUSTADA
FIGURA No 9

H. Enlaventana de Threshold ajustar FSC threshold con el deslizador
correspondiente a un valor de 60. FIG. No 10

FIGURA No 10

I.  Para ajustar voltajes FL1 y FL2: En el histograma No 2 observar como se
distribuye la poblacién ajustando el voltaje con FL1 y FL2 voltages ajustar el
voltaje hasta que los eventos se agrupan en el cuadrante inferior izquierdo.
FIG. No 11
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NO AJUSTADA AJUSTADA
FIGURA No 11

J.  Para ajustar la compensacién; colocar el tubo No 2 en el puerto de
inyeccién de la muestra ( CD 45 FITC / CD34 PE) .

K. En el histograma No 2 ajustar FL2 - % FL1 con CD45 FITC y con el
deslizador correspondiente (FIG. No 12) ajustar la poblacién, hacia arriba o
hacia abajo, hacer click en pause y observar la poblacidn hasta que quede
ajustada como se observa en la FIG. No 13

NO AJUSTADA AJUSTADA
FIGURA No 12 FIGURA No 13

L.  Sies necesario ajustar FL1 - %FL2 con la poblacion de CD PE como lo
muestra la FIG. No 14

NO AJUSTADA AJUSTADA
FIGURA No 14

M. Dar click en pause y Abort en Acquisition control.
N. Retirar el tubo e instalar un tubo con agua en el puerto de inyeccidn.
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O. Hacer click en la ventana de adquirir (acquisition control) y dar click en la
casilla setup, para empezar a adquirir la poblacién.

P. Una vez adquirida la poblacidn, seleccionar Cell Quest Pro > Quit Cell
Quest Pro > Don't save, para desconectar el citdmetro.

Q. Se lava el equipo con cloro al 10%, 3 minutos con el brazo hacia afueray 5
minutos con el brazo hacia adentro, posteriormente con agua destilada 3
minutos con el brazo hacia afuera y 5 minutos con el brazo hacia adentro.

R.  Se apaga el citémetro.

Se procede a realizar los histogramas correspondientes.

T. Se reportan los valores de los anticuerpos correspondientes, en la hoja de
reporte correspondiente, haciendo una copia que se queda anexada en la
carpeta correspondiente.

U. Se reportan los valores de los anticuerpos en la bitacora de resultados de
inmunofenotipo

b

VII. LIMITACIONES DEL METODO.
a) Interferencias

Las muestras no deben ser refrigeradas, porque en algunas ocasiones presentan restos de
fibrina y el frio termina por coagular la muestra, muestra hemolizada, cantidad
insuficiente de muestra (menos de 3 ml)

b) Reacciones cruzadas:

No le afectan las reacciones cruzadas ya que después del corrimiento de determinado
numero de muestras se procede a un lavado al sistema de aspiracién de la muestra.
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Anexo B.
Procedimiento analitico para la determinacién de TK1

TECNICA PARA LA DETERMINACION DE TIMIDINA KINASA

Para comprender un poco mas a profundidad la actividad de la enzima Timidina Kinasa se
ha descrito una técnica Inmunoenzimatica utilizada en los laboratorios de investigacion y
de alta especialidad, la determinacion cuantitativa de la TK1 a partir del suero o plasma
humano. Tener la metodologia disponible ha permitido conocer el significado e

importancia clinica de la actividad enzimatica de la TK1.

INMUNOENSAYOS

El Inmunoensayo es una técnica que se basa en la reaccion de antigeno- anticuerpo, su
gran sensibilidad y especificidad permite la cuantificacion de compuestos presentes en
liquidos organicos en concentraciones reducidas.

Los inmunoensayos utilizan un anticuerpo selecto o mas para detectar analitos de interés,
los analitos que se miden pueden ser aquellos que estan presentes en el cuerpo
naturalmente (como por ejemplo una hormona tiroidea), aquellos que el cuerpo produce
pero no estan tipicamente presentes (como por ejemplo un antigeno de céncer), o
aquellos que naturalmente no existen en el cuerpo (como por ejemplo una droga de
abuso).

Inmunoensayo competitivo

El antigeno de la muestra y el antigeno marcado (Ag*) se ponen en contacto con un
anticuerpo especifico en concentracion limitante, compitiendo por los sitios de unién del
Ac. Cuanto mas Ag halla en la muestra, menos Ag* se unira al Ac, por lo que la medida de

la marca de fraccion ligada es inversamente proporcional a la concentracién del analito.
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LIAISON® Thymidine Kinase (310960)

Finalidad

El LIAISON® Thymidine Kinase de DiaSorin4l es un inmunoensayo cuantitativo para la
determinacion in vitro de la actividad de la Timidinkinasa (TK) en suero o plasma humano.
La determinacién de la actividad de la timidinkinasa en suero es util para el prondstico y la

monitorizacidn de pacientes con malignidades hematoldgicas.

Los resultados del ensayo deben utilizarse junto con otros datos clinicos y de laboratorio
para ayudar en el diagnédstico y tratamiento de estados que denoten malignidades
hematoldgicas. El LIAISON® Thymidine Kinase esta disefiado para efectuar el ensayo en el

LIAISON® Analyzer totalmente automatizado.

Fundamento

El ensayo LIAISON® Thymidine Kinase es un inmunoensayo indirecto modificado de
quimioluminiscencia en dos pasos, cuya finalidad es la determinacién cuantitativa de la
TK1 en suero y plasma humano.

El ensayo utiliza una reaccidén enzimatica inicial en la que la TK de la muestra convierte el
AZT (3’-azido-3’-desoxitimidina) en AZTMP (monofosfato 3’-azido-3’-desoxitimidina), tras
lo cual se realizé un inmunoensayo competitivo para la determinaciéon cuantitativa del
AZTMP. La cantidad de AZT convertida en AZTMP es una medida de la cantidad de TK1

presente en la muestra.

En el ensayo, 50 pl de la muestra se incuba con 100 pl de amortiguador de ensayo 1, 20 pl
de tampdn de ensayo 2 y 20 ul de particulas paramagnéticas recubiertas con anticuerpos
policlonales anti-AZTMP. La fase sélida se reviste con IgG de conejo anticabra y después
con anticuerpos policlonales anti-AZTMP de cabra. La mezcla se incuba durante 40
minutos y después se le agrega 100 pl de trazador, un andlogo del AZTMP conjugado con

un derivado de isoluminol. Timidina Kinasa
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Durante la primera incubacidn, el AZTMP se une a la fase sélida. En la segunda incubacién,

el trazador conjugado compite por unirse con el AZTMP en la soluciéon. Tras una

incubacién de 20 minutos, el material libre se elimina con un ciclo de lavado.

A continuacidn se agregan los reactivos iniciadores y tiene lugar una reaccidon

quimiluminiscente rdpida. La sefial luminosa se mide en unidades luminicas relativas con

un fotomultiplicador y es proporcional a la concentracién de TK1 presente en los

calibradores, controles o muestras.

Material

Integrador de reactivos
Particulas magnéticas
(2,4 ml)

Conjugado

(12 ml)

Amortiguador de ensayo 1
(12 ml)

Amortiguador de ensayo 2
(2,5 ml)

NuUmero de ensayos

Calibrador 1
(liofilizado)

Calibrador 2
(liofilizado)

Particulas magnéticas recubiertas con
anticuerpos de conejo y cabra,
amortiguador, ASB al 0,1 %, NaN3 al
0,09 %, pH 7,4.

Derivado de isoluminol en tampdn,
ASB al 0,2 %, NaN3 al 0,09 %, pH 7,4.
Amortiguador, pH 7,4 con cofactores
e IgG de conejo y cabra

Tampédn, pH 4,5

100

Suero humano, NaN3 al 0,09 % y TK1.
Reconstituya con 1 ml de agua destilada
o desmineralizada. Divida en partes y
guarde el calibrador reconstituido a —20
°C.

Suero humano, NaN3 al 0,09 % y TK1.
Reconstituya con 1 ml de agua destilada
o desmineralizada. Divida en partes y
guarde el calibrador reconstituido a —20
°C.
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Obtencion y preparacion de muestras

Debe utilizarse suero o plasma humano. Es recomendable tomar la muestra en ayunas,
pero no es imprescindible. La sangre debe extraerse asépticamente por puncién venosa y
dejarse coagular; el suero ha de separarse del codgulo lo antes posible.

Para mantener la integridad de la muestra no se requieren aditivos ni conservadores. Las
muestras que presentan particulas, turbidez, lipemia o detritus de eritrocitos pueden
necesitar clarificacidn por filtracién o centrifugacién antes de la prueba.

No deben analizarse las muestras hemolizadas o lipémicas ni las que contengan particulas
o presenten una evidente contaminaciéon microbiana. El volumen minimo requerido es de

200 pl.

Preparacion del integrador de reactivos

Antes de quitar el sello, es fundamental agitar suavemente y con cuidado el integrador de
reactivos en sentido horizontal (sin formar espuma). Quite el sello y gire la rueda pequefa
del compartimiento de particulas magnéticas hasta que la suspensién adopte un color
marrdn. Este procedimiento inicia la suspensién de las particulas magnéticas. Debe
asegurarse la completa resuspension del pellet de particulas. Coloque el integrador en la
zona de reactivos del LIAISON® Analyzer y se deja reposar durante 30 minutos antes de

utilizarlo para asegurar la completa agitacidn y resuspensidn de las particulas.

Calibracion de TK1
Cada integrador de reactivos de timidina kinasa tiene una etiqueta de cddigo de barras
con informacidn especifica sobre la calibracion del lote de integrador de que se trate y

debe calibrarse:

Con cada nuevo lote de reactivos (integrador de reactivos o reactivos iniciadores)
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Después de una tarea de reparacion o mantenimiento del LIAISON® Analyzer, si los

resultados del control de calidad estan fuera del rango aceptable.
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Rango de medida. El ensayo LIAISON® Thymidine Kinase de DiaSorin mide entre 0,5 U/Ly
100 U/L. El valor minimo presentable es 0,5 U/L. Los valores inferiores a 0,5 U/L deben
presentarse como < 0,5 U/L. El maximo valor presentable sin dilucién es 100 U/L. Las
muestras que superen el rango presentable deben diluirse usando el LIAISON® Thymidine
Kinase Specimen Diluent y someterse de nuevo a analisis y calculo.

Dilucion de la muestra con concentracién alta (> 100 U/L)

Las muestras que presenten valores mayores de 100 U/L deberan diluirse con el LIAISON®
Thymidine Kinase Specimen Diluent. Una dilucién recomendable seria 200 ul de diluyente
+ 100 pl de muestra clinica. Mezcle bien la dilucidén, repita el analisis y calcule la
concentracién final multiplicando por el factor de dilucion.

Sustancias interferentes:

Los estudios controlados sobre la interferencia de otras sustancias demuestran que el
resultado del ensayo no se ve afectado por colesterol (hasta 500 mg/dl), hemdlisis (hasta

500 mg/dl), bilirrubina (hasta 20 mg/dl) ni triglicéridos (hasta 3000 mg/dl).

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

Para asegurar el resultado correcto del ensayo, siga estrictamente las instrucciones de
funcionamiento del LIAISON® Analyzer. Cada pardmetro del ensayo se identifica con un
cddigo de barras en el integrador de reactivos. Si se produce un fallo de funcionamiento

en el lector de cddigo de barras, los datos pueden introducirse manualmente.

Las operaciones del analizador son las siguientes:

1. Dispensar 50ul de la muestra, el calibrador o el control en el mddulo de reaccion.

2. Dispensar amortiguador de ensayo 1, amortiguador de ensayo 2 y particulas magnéticas
en el mdédulo de reaccién.

3. Incubar durante 40 minutos. Timidina Kinasa
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4. Dispensar el conjugado en el médulo de reaccidn.

5. Incubar durante 20 minutos.

6. Lavar con liquido de lavado/sistema.

7. Agregar los reactivos iniciadores y medir la emision de luz.

El LIAISON ® Analyzer calcula automaticamente la concentracion de TK1 en la muestra.

Esta concentracion se expresa en U/L (Unidades/Litro).

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Para obtener resultados fiables son imprescindibles una técnica experta y el estricto
cumplimiento de las instrucciones. La contaminacién bacteriana de las muestras o los
ciclos repetidos de congelacién-descongelacidon pueden afectar los resultados del ensayo.
Los resultados del ensayo deben utilizarse junto con otros datos clinicos y de laboratorio

para ayudar al médico a decidir qué tratamiento aplicar a cada paciente.

VALORES ESPERADOS
Con el procedimiento LIAISON® Thymidine Kinase se analizaron por duplicado muestras de

suero de 98 individuos aparentemente sanos.

Cuadro 2: Limites obtenidos a partir del procedimiento LIAISON® Thymidine Kinase en una
poblacién sana

Poblacién (N) Media TK 5-95% rango
observado
sana (n=98) 4,3 U/L 2,0-7,5U/L
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