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Resumen: La leucemia mieloide aguda (LMA) representa una de las neoplasias
hematoldgicas mas heterogéneas y de mayor desafio diagnostico en la practica clinica.
Ante esta complejidad, la citometria de flujo multiparamétrica se ha consolidado como
una herramienta esencial para caracterizar inmunofenotipos especificos que permiten
identificar el linaje mieloide, detectar enfermedad residual minima (MRD) y establecer
correlaciones prondsticas. El objetivo del presente estudio fue evaluar, mediante el
andlisis de articulos cientificos, la utilidad del inmunofenotipaje por citometria de flujo
para el diagnodstico de leucemias mieloides, a través de una revision sistematica de 20
articulos publicados entre 2019 y 2025. La busqueda y seleccion de estudios se realizé
siguiendo la metodologia PRISMA en bases de datos internacionales, considerando
disenos observacionales, comparativos y de validacién analitica. Los resultados
evidenciaron que los marcadores CD13, CD33, CD34, CD117 y HLA-DR se consideran
esenciales para el diagndstico, mientras que CD56, CD7, CD105 y CD123 mostraron un
valor pronodstico diferencial segtin el contexto clinico y geografico reportado por los
autores. Ademas, se observd que el 85% de los estudios incluidos emplearon citometria
de flujo multiparamétrica, lo que confirma su utilidad y amplia aplicacion en la practica
hematoldgica. Se concluye que el inmunofenotipaje estandarizado optimiza la precision
diagnostica, fortalece la prediccion de recaidas y contribuye al desarrollo de estrategias
de medicina personalizada en la leucemia mieloide aguda.

Palabras clave: Citometria de flujo, inmunofenotipo, leucemia mieloide, marcadores
CD, medicina personalizada.

Abstract: Acute myeloid leukemia (AML) represents one of the most heterogeneous
hematological neoplasms and a significant diagnostic challenge in clinical practice. Given this
complexity, multiparametric flow cytometry has become an essential tool for characterizing
specific immunophenotypes that allow the identification of the myeloid lineage, the detection of
minimal residual disease (MRD), and the establishment of prognostic correlations. The objective
of this study was to evaluate, through the analysis of scientific articles, the utility of flow
cytometry immunophenotyping for the diagnosis of myeloid leukemias, via a systematic review of
20 articles published between 2019 and 2025. The search and selection of studies were conducted
following the PRISMA methodology in international databases, considering observational,
comparative, and analytical validation study designs. The results showed that the markers CD13,
CD33, CD34, CD117, and HLA-DR are considered essential for diagnosis, while CD56, CD?7,
CD105, and CD123 demonstrated differential prognostic value depending on the clinical and
geographic context reported by the authors. Additionally, 85% of the included studies employed
multiparametric flow cytometry, confirming its utility and wide application in hematological
practice. It is concluded that standardized immunophenotyping optimizes diagnostic accuracy,
strengthens relapse prediction, and contributes to the development of personalized medicine
strategies in acute myeloid leukemia.

Keywords: CD markers, flow cytometry, immunophenotype, myeloid leukemia, personalized
medicine.
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1. Introduccion

Las leucemias mieloides, en particular la leucemia mieloide aguda (LMA), representan una neoplasia
hematoldgica de alto impacto clinico por su agresividad y heterogeneidad biologica, y constituyen la
mayoria de las leucemias agudas en adultos, lo que impone exigencias diagnodsticas y terapéuticas
crecientes a los servicios de salud (Aldama & Sotomayor, 2023).

En este escenario, la inmunofenotipificacion por citometria de flujo se ha consolidado como un pilar
para el diagnostico, la clasificacion y el seguimiento, al delinear con precision la expresion de antigenos
caracteristicos (p. ej, CD13, CD33, CD34, CD117, HLA-DR) y detectar patrones aberrantes de valor
prondstico (Rodriguez, 2023).

La principal razon para abordar el problema desde los inmunofenotipos es el vinculo directo entre
diagndstico temprano y estratificacion precisa del riesgo, que se asocia con mejores desenlaces clinicos:
identificar fenotipos asociados a subtipos de LMA y a enfermedad medible residual (MRD) permite
ajustar terapias, acelerar decisiones y, potencialmente, reducir la carga econdmica de recaidas y
tratamientos de rescate. Un caso ilustrativo es CD123 (IL-3Ra), cuya expresion amplia y cuantificable en
LMA ha impulsado estrategias terapéuticas dirigidas y ensayos clinicos con anticuerpos y conjugados
farmaco-anticuerpo, abriendo oportunidades de medicina de precision (Bras et al., 2019).

A pesar de avances sustantivos, persisten brechas criticas. La heterogeneidad fenotipica de la LMA,
la plasticidad clonal a lo largo del tratamiento y la variabilidad interlaboratorio en paneles y umbrales
de MRD dificultan la estandarizacion. Las guias técnicas han enfatizado la necesidad de definir LAIPs
(leukemia-associated immunophenotypes) robustos y reproducibles, asi como emplear paneles
multiparamétricos armonizados; sin embargo, el uso de un tnico punto de corte (p. €j., 0,1%) puede
subestimar la enfermedad residual clinicamente relevante (Zeijlemaker et al., 2019).

En respuesta, se han propuesto umbrales individualizados por LAIP basados en niveles de fondo en
médula normal y regenerante capaces de discriminar mejor el pronostico y validaciones recientes han
aportado puntos de corte dependientes de la terapia (=0,034% para quimioterapia intensiva; =0,095%
para hipometilantes) que mejoran la concordancia con la MRD molecular.

En paralelo, la citometria de alta dimensién y los enfoques de andlisis no supervisados (UMAP,
FlowSOM) han permitido cartografiar subpoblaciones sensibles y resistentes al tratamiento, detectar
MRD en frecuencias extremadamente bajas y visualizar la normalizacion inmunitaria tras la terapia,
aportando una visién complementaria al recuento de blastos residuales (Song et al., 2012).

Complementariamente, los estudios multi-6micos unicelulares han revelado relaciones genotipo-
inmunofenotipo (p. ej., NPM1 con co-mutaciones en FLT3/IDH) y su dindmica durante la terapia,
demostrando que trayectorias de linaje y estados celulares pueden estar “anclados” por las
combinaciones mutacionales (Song et al., 2012).

Ciertos inmunofenotipos raros, pero de alto impacto pronostico, como el RAM (CD56 brillante con
CD45/HLA-DR/CD38 débiles o negativos), muestran tasas elevadas de MRD y recaida, sobre todo en
poblacion pedidtrica, lo que subraya que la identificacion temprana de estos patrones debe modificar el
itinerario terapéutico estandar (Parisi et al., 2025).

Para recapitular, el presente trabajo busca abordar brechas clave en la gestion diagnostica y de
seguimiento de las leucemias mieloides mediante el analisis critico de inmunofenotipos: (i) describiendo
marcadores nucleares para el diagndstico (CD13, CD33, CD34, CD117, HLA-DR y aberrancias como
CD7/CD19), (ii) integrando LAIPs y umbrales de MRD con validez clinica y (iii) resaltando cémo la
resolucion unicelular y los paneles estandarizados pueden traducirse en decisiones terapéuticas mas
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oportunas y efectivas (Basharat et al., 2019).

La aplicacion de inmunofenotipos en LMA se ha intensificado en los tiltimos afios, destacandose el uso
de marcadores especificos como CD33, CD34, CD117 y CD56, los cuales son fundamentales para clasificar
y diferenciar subtipos de la enfermedad. La citometria de flujo permite una caracterizacion detallada de las
células leucémicas, proporcionando informacion clave no solo para el diagndstico, sino también para la
estratificacion del riesgo y el monitoreo de la respuesta al tratamiento. Sin embargo, la heterogeneidad de
los perfiles inmunofenotipicos y la aparicion de nuevas variantes en subgrupos de LMA siguen siendo un
desafio para una clasificacion definitiva y para la personalizacion de los tratamientos (2).

La revision bibliografica identificd lineas convergentes: (i) la integracion obligatoria de clinica,
morfologia, inmunofenotipo y genética en LMA, (ii) la consolidacion de la EMR/MRD por citometria
de flujo multiparamétrica (MFC) como marcador pronostico y de guia terapéutica, y (iii) la
estandarizacion técnica (redes como EuroFlow y validaciones tipo 12 colores) junto con analitica
avanzada (p. ej., machine learning y enfoques LAIP/DfN). En conjunto, estas corrientes actualizan el
marco conceptual y metodoldgico para diagndstico, estratificacion y seguimiento, y permiten delimitar
brechas aplicables a nuestro contexto (Ally & Chen, 2024).

A escala internacional, la EMR por MFC mantiene alto valor prondstico: su persistencia tras
induccion se asocia consistentemente con peores desenlaces y orienta decisiones posteriores
(consolidacion/trasplante). Documentos de consenso y series prospectivas han promovido su uso
estandarizado y su incorporacién a definiciones operativas de respuesta, reforzando el papel de la
MEC frente a la sola morfologia.

En la dimension técnico-analitica, dos hitos complementarios refuerzan la robustez de la MFC.
Primero, el estudio multicéntrico EuroFlow mostré que CD123 se expresa en la mayoria de LMA, con
niveles mas altos en NPM1-mutada y FLT3-ITD, mostrando buena estabilidad interlaboratorio, lo que
facilita la estratificacion y el desarrollo de terapias dirigidas. Segundo, la validacién clinica de un
ensayo de 12 colores en AML-MRD demostré LOD/LOQ ~0,01-0,1%, especificidad ~98%, concordancia
93% y destacd retos interpretativos (p. ej., hematopoyesis clonal) que exigen criterios de reporte y
correlacion con genética (Wang et al., 2023)

En América del Norte, el Children’s Oncology Group confirmé que CD123 alto en LMA pediatrica
se asocia a alteraciones de alto riesgo y a peor SG/EFS con mayor riesgo de recaida, proponiéndolo
como biomarcador independiente y potencial diana terapéutica; esto vincula directamente el
inmunofenotipo con decisiones de riesgo y prioriza dianas en ensayos (Lamble et al., 2022).

En Latinoamérica, lineamientos regionales enfatizan que el umbral morfologico del 5% de blastos
es arbitrario y debe complementarse con EMR de alta sensibilidad (MFC y/o molecular) de forma
seriada, especialmente en escenarios de refractariedad o recaida; esta postura operativa promueve
rutas de seguimiento mas sensibles y comparables con recomendaciones internacionales (Abad-
Castillo et al., 2025).

En Ecuador, evidencia hospitalaria reciente (n = 52) describio la frecuencia de marcadores (p. ej.,
CD117 75%, CD34 73,8%) y encontré que CD105 fue el tnico con asociacion significativa con
mortalidad, mientras que el resto del panel no mostrd correlaciones robustas con desenlaces; estos
resultados permiten definir prioridades locales para validacion prondstica y estandarizacion de
paneles (Neira et al., 2022)

Criticamente, persisten brechas que justifican la investigacion: la heterogeneidad metodologica
entre laboratorios, la necesidad de cut-offs especificos segtin terapia y clases LAIP, y la integracion con
molecular (RT-qPCR/NGS) para resolver casos discordantes; avances como el enfoque LAIP-based
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DN y analisis no supervisado muestran mejoras de exactitud y comparabilidad, pero requieren
validacién multicéntrica y adaptacion a recursos y flujos locales (Ally & Chen, 2024).

El diagnostico preciso de LMA, apoyado en la identificacion de inmunofenotipos especificos,
permite no solo mejorar la precision diagnodstica, sino también predecir con mayor exactitud la
probabilidad de recaida en pacientes que han alcanzado remision clinica. Sin embargo, la variabilidad
en la expresion de estos marcadores, especialmente en los casos refractarios y en recaidas, resalta la
urgencia de desarrollar métodos mas especificos y sensibles para detectar la MRD. Este articulo
justifica la relevancia de investigar y estandarizar los procedimientos de inmunofenotipificacion para
mejorar los resultados clinicos y terapéuticos en pacientes con LMA (Petersen et al., 2021)

La leucemia mieloide aguda (LMA) contintia siendo un reto clinico por su heterogeneidad biologica
y por la necesidad de decisiones terapéuticas tempranas y bien informadas. En este contexto, la
inmunofenotipificacion por citometria de flujo cumple un papel central para confirmar linaje,
reconocer patrones aberrantes, priorizar estudios moleculares y cuantificar enfermedad medible
residual (EMR/MRD) con implicaciones prondsticas directas. Actualizaciones recientes integran
explicitamente el inmunofenotipo con la citogenética y la genémica en la clasificacion y seguimiento,
y resaltan que la negativizacion de MRD se asocia a mejores desenlaces; por tanto, profundizar en qué
inmunofenotipos aportan mayor valor diagndstico y prondstico no es solo pertinente, sino necesario
desde el punto de vista clinico (Zeijlemaker et al., 2019).

No obstante, persisten brechas metodoldgicas que limitan la traslacién uniforme de estos hallazgos
a la practica: variabilidad interlaboratorio (paneles, instrumentacidn, andlisis), uso de umbrales fijos
(p. €j., 0,1% para MRD) que pueden no captar enfermedad bioldégicamente relevante y desafios para
distinguir MRD verdadera de hematopoyesis clonal o sindromes superpuestos. Validaciones analiticas
y clinicas de ensayos de 12 colores han demostrado LOD/LOQ ~0,01-0,1%, especificidad ~98% y
concordancia ~93%, pero subrayan la necesidad de criterios de reporte y estandarizacion para asegurar
comparabilidad y toma de decisiones coherente. Investigar paneles estandarizados, LAIPs robustos y
puntos de corte ajustados al contexto contribuye a cerrar estas brechas y a mejorar la calidad del
cuidado (Wang et al., 2023).

La relevancia clinica de marcadores especificos refuerza la necesidad de esta investigacion. Por
ejemplo, CD123 se asocia con caracteristicas de alto riesgo y peores tasas de supervivencia en LMA
pediatrica, lo que respalda su uso como biomarcador pronodstico y diana terapéutica; avanzar en la
caracterizacion inmunofenotipica permite estratificar riesgo y, potencialmente, orientar terapias
dirigidas. Profundizar en la combinacién de marcadores (p. €j., perfiles de estirpe y de células madre
leucémicas) y su relacion con subtipos moleculares es clave para reducir incertidumbre diagnodstica,
optimizar la intensidad terapéutica y racionalizar recursos (Lamble et al., 2022).

El objetivo general de este estudio es evaluar, mediante una revision sistematizada de la literatura,
la utilidad del inmunofenotipaje por citometria de flujo en el diagndstico, diferenciacion y
caracterizacion prondstica de las leucemias mieloides. Esta revision integra evidencia reciente sobre el
valor de los marcadores inmunofenotipicos en la confirmacion del linaje mieloide, la identificacion de
patrones aberrantes y la deteccion de enfermedad medible residual, con el fin de determinar en qué
medida esta técnica contribuye a mejorar la precision diagnoéstica, optimizar la estratificacion del riesgo
y apoyar la toma de decisiones clinicas en pacientes con leucemia mieloide aguda.

Los objetivos especificos de la investigacion se orientan, en primer lugar, a identificar los
marcadores inmunofenotipicos mas relevantes reportados en la literatura para el diagnostico de las
leucemias mieloides mediante citometria de flujo. En segundo lugar, analizan la utilidad diagndstica
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y diferencial de los inmunofenotipos descritos en los estudios revisados para distinguir las leucemias
mieloides de otras neoplasias hematoldgicas. Finalmente, se propone examinar la relacién entre
inmunofenotipos especificos y caracteristicas clinicas, morfoldgicas y citogenéticas, destacando su
valor pronostico y su aplicacion en la deteccion de enfermedad medible residual, con el propodsito de
sintetizar la evidencia que respalda su importancia en la caracterizacion integral de la enfermedad.

2. Metodologia

Se efectud una revision sistematica de literatura con enfoque cualitativo-descriptivo y comparativo,
siguiendo las directrices PRISMA para la identificacion, cribado, elegibilidad e inclusiéon de estudios.
El disefio permitié recopilar, evaluar y sintetizar evidencia sobre la utilidad diagnostica de los
inmunofenotipos, su vinculacién con subtipos de LMA y las diferencias inmunofenotipicas entre el
diagndstico y la recaida.

No se trabajo con poblacion clinica ni se realiz6 calculo muestral. El universo estuvo conformado por
articulos originales, estudios diagndsticos, series y revisiones con datos inmunofenotipicos de LMA
(de novo o en recaida), asi como guias/consensos con definiciones operativas de paneles y umbrales.
Se consideraron publicaciones de los ultimos 10-15 anos (aprox. 2010-2025) en espafiol, inglés o
portugués.

Estrategia de basqueda

La busqueda sistemética se realizé en SciELO, Scopus y PubMed utilizando combinaciones de
términos controlados y palabras clave relacionadas con leucemia mieloide aguda, citometria de flujo e
inmunofenotipo. A continuacion, se detalla la estrategia aplicada en cada base de datos, junto con los
enlaces directos a las consultas realizadas, tal como lo solicita la revista para la verificacion de los
resultados. La tabla 1 presenta un resumen de las estrategias de busqueda utilizadas en distintas bases
de datos.

Tabla 1

Estrategias de biisqueda y niimero de estudios identificados por base de datos

Base de datos Cadena o estrategia de busqueda Numero de estudios devueltos

e  TITLE-ABS-KEY ("acute myeloid leukemia” OR "AML") AND TITLE-ABS-
KEY ("flow cytometry" OR "immunophenotype" OR "LAIP" OR "DfN")

SciELO AND TITLE-ABS-KEY ("diagnosis" OR "subtype" OR "relapse")
®  '"leucemia aguda" AND "inmunofenotipo" 29
®  ‘"leucemia mieloide aguda" AND ("marcadores" OR "CD antigenos")
®  "leucemia aguda" AND ("perfil inmunoloégico" OR "expresion de CD")
TITLE-ABS-KEY("acute myeloid leukemia") AND TITLE-ABS-KEY("flow
cytometry") AND TITLE-ABS-KEY("diagnosis") AND (LIMIT-TO(DOCTYPE,
Scopus "ar")) AND (LIMIT-TO(SUBJAREA, "IMMU")) AND (LIMIT- 109

TO(EXACTKEYWORD, "Acute Myeloid Leukemia”) OR  LIMIT-
TO(EXACTKEYWORD, "Flow Cytometry")) AND (LIMIT-TO(LANGUAGE,
"English"))

® ("acute myeloid leukemia"[MeSH Terms] OR "AML") AND ("flow
PubMed cytometry") AND ("diagnosis" OR "subtype" OR "relapse") 101

(] PubMed - consulta con filtros de los tltimos 5 afios

Nota. Ver los enlaces de biisquedas en el Anexo 1.
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Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusion consideraron aquellos estudios sobre leucemia mieloide aguda (LMA) que
presentaran paneles de anticuerpos claramente definidos, especificando numero de colores,
marcadores esenciales y, cuando estuvo disponible, clones y fluorocromos. Asimismo, se incluyeron
investigaciones que describieran criterios de positividad o umbrales diagndsticos y que aplicaran
estrategias LAIP (leukemia-associated immunophenotype) y/o DfN (different-from-normal). También
fueron incorporados los articulos que analizaron la asociacion entre marcadores y subtipos de LMA, o
que compararan los inmunofenotipos entre el diagnodstico y la recaida. Solo se consideraron
publicaciones con texto completo disponibles en espafiol, inglés o portugués, dentro del periodo
definido para la revision.

Los criterios de exclusion contemplaron la eliminacién de opiniones, editoriales, cartas, ensayos no
revisados por pares o reportes sin una metodologia verificable. También se excluyeron los estudios
que carecieran de panel inmunofenotipico identificable, sin umbrales o sin criterios de positividad, asi
como aquellos que no distinguieran LMA de otras leucemias o no aportaran datos inmunofenotipicos
relevantes. Finalmente, se descartaron articulos duplicados y todas las publicaciones que estuvieran
fuera del periodo temporal o del idioma previamente establecidos. La figura 1 representa un diagrama
de flujo del proceso de selecciéon de estudios.

Figura 1
Diagrama de flujo tomado de Haddaway, N. R., Page, M. |., Pritchard, C. C., & McGuinness (2022)

Identificacion de estudios a través de bases de datos y registros

Z Registros identificados desde:
\9 Bases de datos (n = 3)
< SGELO (n = 29) _ o .
J Scopus (n = 109) | Reglsfros ehrn}ne}dos antes de la revision
= PubMed (n = 101) Duplicados eliminados: (n =45)
E Total de registros (n = 239)
=
a
=1
Registros examinados > ﬁegsiros evallu'e;dO? p(il“l’zzulo/resumen:
(n=194) egistros excluidos: (n=164)
8 Informes  solicitados para su Informes no recuperados
i6 e
< recuperacion (n=0)
. E (n=30)
]
\ 4
Informes evaluados para Reportes excluidos:
determinar su elegibilidad » Scopus (n =5)
_ PubMed 2 (n=3)
(n=30) ‘
Scielo (n =2)
o Estudios incluidos en la revision
e (n=20)
.:-IJ Informes de estudios incluidos
% (n=20)
=
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3. Resultados

Para cumplir con el objetivo 1 (tabla 1), se extrajeron los patrones inmunofenotipicos especificos por
subpoblacion celular, incluyendo blastos mieloides tempranos, serie monocitica, fenotipo RAM,
blastos con sobreexpresion de CD123 y aberrancias linfoides (CD7, CD19). Se registraron también los
marcadores troncales de linaje y la utilidad diagnostica de cada patrén en la confirmacion de linaje,
deteccion de enfermedad medible residual y diferenciacion entre LMA y otras neoplasias

hematoldgicas.

Con relacion al objetivo 2 (tabla 2), se recopilaron las asociaciones entre inmunofenotipo y
caracteristicas clinicas, morfologicas y genéticas, incluyendo subtipos FAB/OMS, alteraciones

citogenéticas y moleculares, asi como su relevancia prondstica y operativa en clasificaciéon diagndstica,

estratificacion de riesgo, deteccion de enfermedad residual minima y decisiones terapéuticas.

Finalmente, para la tabla 3, se extrajo informacion general de cada estudio: autor, afio, pais, diseno,

tipo de muestra (médula 6sea o sangre periférica) y caracteristicas técnicas de la citometria de flujo
(nmero de colores, paneles de anticuerpos, clones y estrategias analiticas como LAIP, DfN o paneles
EuroFlow), junto con los aportes clave para el diagnodstico diferencial de LMA.

Tabla 2

Perfil inmunofenotipico de las poblaciones celulares para el diagndstico diferencial de las leucemias mieloides

Autor

Poblacion celular

Perfil inmunofenotipico
minimo (panel)

LAIP / aberrancias
utiles

¢;Para qué sirve en el diagnostico
diferencial?

Pinero et al
(2022) / Rasheed
etal. (2021)

Song et al. (2012)/
Basharat et al.
(2019)

Parisi  (2025) /
Hamdan et al
(2024)

Lamble (2022) /
Bras et al. (2019)

Wang et al. (2023)
/ Cai et al. (2025)

Aldama &
Sotomayor (2023)
/ Ally & Chen
(2024)

Blasto mieloide

temprano

Serie  monocitica
(M4/Mb5)

Fenotipo RAM

(alto riesgo)

Blastos CD123"alto

Blastos con
antigenos linfoides

aberrantes

Marcadores
troncales para el
diferencial LMA vs
LLA

CD34+, CD117¢, MPO¥,
CD13*, CD33*, HLA-DR+

CD64"bright, CD14 =,
HLA-DR*, CD33* (MPO =)

CD56"bright con

CD45/HLA-DR/CD38
bajos o negativos

CD123"alto en Dblastos
mieloides

CD7 y/o CD19 en células
mieloides

CD13, CD33,
CD117, HLA-DR

CD34,

CD7+/CD19%/CD56* en
blastos

CD56*/CD7+* en
monocitos/blastos

RAM como LAIP

CD123
diana/LAIP

como

LAIP combinados con
panel mieloide

Confirma linaje mieloide; diferencia de
LLA apoyado en HLA-DR y antigenos de
linaje; define LAIP para MRD.

Aisla componente monocitico verdadero
y apoya diferencial vs
reactivas; LAIP util para MRD.

reacciones

Sefiala  subgrupo
estrategias intensivas y
estrecho de MRD.

agresivo;  prioriza

seguimiento

Apoya estratificacion (asociacién con
riesgo genético) y MRD de alta
sensibilidad.

Mejora discriminacion y seguimiento
(MRD ~0,01-0,1% en ensayos de 12
colores).

Nucleo para diagndstico/classificacion;
reportar patron conjunto.

Articulo Franklin. Final.20 oct...

El inmunofenotipaje multiparamétrico permitié delimitar poblaciones celulares clave y sus patrones

de antigenos, con alta concordancia frente a la morfologia y un rendimiento técnico validado. En el
compartimento de blastos mieloides, se observd perfiles de inmadurez con CD34 y/o CD117 y HLA-
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DR positivos, anclados por antigenos de linaje mieloide (CD13, CD33). Esta combinacién sustento la
asignacion de linaje y la distincion frente a blastos linfoides, que tipicamente expresan marcadores B/T
ausentes en el clon mieloide (CD19, CD3), y contra los que ademads ayudan las aberrancias de linaje
(CD7 en un clon mieloide).

En el polarizado monocitico, la expresion de CD64 (con HLA-DR alto) discriminé fenotipos M4/M5
y apoyo el diferencial con reactividad inflamatoria. Subpoblaciones CD56 brillante (RAM) dentro de
blastos mieloides definieron un fenotipo agresivo; mientras que la sobreexpresion de CD123 identifica
blastos con mayor riesgo gendomico/biologico; y CD105 demarcd un subgrupo con peor desenlace en
la experiencia regional. Como referencia interna y control de exclusion, las poblaciones linfoides
maduras (CD19, CD3) y células de maduracion mieloide (CD33/CD13 en transicion) se emplearon para
calibrar el “desvio de lo normal” (DfN) y construir LAIP especificas para MRD. En conjunto, el panel
descrito (CD45, CD19, CD3, CD7, CD33, CD34, CD38, CD64, CD117, CD135, HLA-DR) cubri6 la
identidad de linaje, el estado de madurez y las aberrancias indispensables para el diferencial clinico de
LMA frente a otras neoplasias hematoldgicas.

Los resultados expuestos en la tabla 3 evidencian una correspondencia clara entre los
inmunofenotipos y las manifestaciones clinicas, morfoldgicas y citogenéticas de la leucemia mieloide
aguda. Se observo que los marcadores CD123, CD105, CD56 y CD7 se asociaron con caracteristicas
clinicas de mayor agresividad y peor prondstico, mientras que el perfil clasico
CD13/CD33/CD34/CD117/HLA-DR mantuvo una alta concordancia diagndstica con la morfologia, lo
que respalda su valor como ntcleo fenotipico de referencia. Estas relaciones sugirieron que la
combinacion de antigenos mieloides y aberrantes permitid una caracterizacién mas precisa de los
subtipos de LMA, integrando la informacion morfoldgica con la citogenética y el comportamiento
clinico del paciente. En conjunto, los hallazgos confirmaron que la citometria de flujo multiparamétrica
no solo complementa el diagnostico morfologico, sino que también aporta informacion prondstica util
para la estratificacion del riesgo y la toma de decisiones terapéuticas individualizadas.

Tabla 3

Relacién de hallazgos inmunofenotipicos con caracteristicas clinicas, morfologicas y citogenéticas

Inmunofenotipo / L. Morfologia / Citogenética / Implicacion prondstica /
Autor Clinica R . .
marcador subtipo gendmica operativa
Asociaciéon  con .
Lambl Relevant LMA  LMA FLT3ITD y otros | c0r  SO/EFS  diana
elevante en ; apoyo a - otros . L
amble CD123 alto . . P y X y terapéutica y util para
(2022) pediatrica y adulta clasificacion cambios de alto MRD
riesgo
Nei 1 Serie hospitalari Asociacion con  mayor
erie hospitalaria en
eira etal CD105 positivo P LMA — mortalidad; priorizar
(2022) Ecuador L,
validacion local
Hamdan et CD56 brillante Mé? 5 agresivo, LMA RAM B Alto riesgo de 'rec,aida,
al. (2024) (RAM) pacientes jovenes sobre todo en pediatria
Song et al. CD?7 aberrante _ LMA _ Se a-socia a peor pronostico;
(2012) define LAIP aberrante
Aldama & Perfil clasico Al o
a concordancia con
Sotomayor (CD13/CD33/CD34/ — LMA — ,
morfologia (=85-93%)
(2023) CD117/HLA-DR)
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Bras et al. MPO (220% o
) — Agudas mieloides -
(2020) estandarizado)
Wangetal. MRD por MFC (12 Seguimiento pos-
(2023) colores) induccion

Estandariza asignacion de

linaje; mejora
comparabilidad

LOD/LOQ ~0,01-0,1%,
especificidad ~98%,

concordancia ~93%

La tabla 4 integré evidencias multicéntricas que posicionan la MFC como pilar del diagndstico
diferencial: frente a la morfologia y la histopatologia, la inmunofenotipificacién aumento la precision,
redujo ambigiiedades de linaje y mejor6 la clasificacion de entidades fronterizas. La revisiéon mostrd
una adopcion amplia y estandarizada (EuroFlow), con >300 LAIP descritas y alta reproducibilidad
interlaboratorio, que permitieron comparar resultados entre centros.

En lo diferencial AML vs ALL, CD123 ofreci¢ una ventaja discriminativa (niveles significativamente
mas altos y estables en LMA), mientras que la presencia de aberrancias linfoides (CD19, CD7) en un
contexto de antigenos mieloides redefinié como fenotipos mixtos o LMA con rasgos linfoides, evitando
errores de clasificacion.

Tabla 4
Aporte de los articulos a la contribucion del inmunofenotipaje en el diagndstico diferencial (frente a otras neoplasias
hematoldgicas)
Autor, afio, pais Tipo de estudio / ‘ Estrategia (‘:le ‘ Aporte al diagnéstico diferencial Meétricas / hallazgos
muestra inmunofenotipaje clave
Ally & Chen ., Paneles MFC, integracion =~ Mejora precision vs morfologia/histo; ~ Correlacion alta
Revision . - ; e . .
(2024) (EE. UU.) fenotipo-genotipo guia clasificacion fenotipo-genotipo
CD123 alt =909
Bras et al. (2019) Serie EuroFlow estandarizado =~ CD123 diferencia perfiles entre LMA y LMA- a Oe:s’athili daﬁ
(Paises Bajos) multicéntrica (CD123) LLA (BCP/T) y dentro de LMA . !
interlab
. . NP <509
Bras (?t al. (.2020) Multicéntrico Estandarizacién de MPO Umbral MPO robustf) pa}ra diferenciar  Definicion MPO 220%
(Paises Bajos) agudas mieloides vs linfoides (EuroFlow)
hort D123 alt i dor de alt
Lamble (2022) (EE. CO, ,o r.e o . C 3 alto comc.) biomarcador de alto Asociacién con FLT3-
pediatrica MFC multidimensional riesgo; apoya triage vs otras agudas .
uu,) L ITD y peor prondstico
(n=1040) pediatricas
Hamdan (2024) Multicéntrico Enfoque RAM vs otras Distingue LMA-RAM de otras RAM mds agresiva,
(EE. UU.) comparativo CD56+ leucemias agudas CD56+ (LAA, LLA-T)  pacientes mas jovenes
Duarte et al (2022) Revision / MEC cuantitativa y Diferencial SMD vs LMA; orientaciéon  Utilidad diagndstica en
(Cuba) aplicacién clinica cualitativa terapéutica SMD
Ald &
ama Pruebas Morfologia vs MFC vs Complementariedad para diagndstico Concordancia  =85%
Sotomayor (2023) diagnosticas histo diferencial de agudas morfologia-MFC
(México) & G &
Wang .(2023) Validacion (n=61) MEFC de 12 colores (CLSI  Define criterios operativos comparables Especificidald o~98%,
(China) HL62) entre centros concordancia ~93%
Rasheed et al. Persistencia de LAIP dif ia MRD LAIP istents
asheed et al Serie (n=50) LAIP (8 colores) ersistencia de iferencia persistente

(2021) (Egipto)

Neira et al., (2022)
(Ecuador)

Observacional
(n=52)

Panel clinico

verdadera vs regeneracion

Sefiala CD105 como sefal pronostica
diferencial local

predice resistencia

Asociacion
significativa con
mortalidad
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La validaciéon de MRD de alta dimensidon demostr6 que la MFC, cuando se ejecuta con paneles de
12 colores y directrices CLSI HL62, alcanz6 especificidades #98% y concordancias #93%, con limites de
deteccion entre 0,01-0,1%. Estos estdndares contribuyeron a diferenciar MRD verdadera de
regeneracion medular, reduciendo falsos positivos y armonizando la lectura con MRD molecular.

En el diferencial SMD vs LMA, la MFC cuantitativa y cualitativa agregd valor resolutivo cuando la
morfologia fue equivoca, apoyando la decision terapéutica inicial. Por su parte, la evidencia de
RAM/CD56 brillante delimito un subtipo de alto riesgo que se distingue de otras leucemias agudas
CD56+, con implicaciones de manejo temprano.

Finalmente, la evidencia regional (Ecuador) aporté un marcador prondstico contextual (CD105)
cuya asociacion con mortalidad enriquecio el panel diferencial y sefiald lineas de investigacion local.
En conjunto, la tabla demostré que el inmunofenotipaje reduce la misclasificacion, acorta los tiempos
diagnosticos y mejora la estratificacion, pilares para medicina personalizada en LMA.

En conjunto, de la tabla 1 a la 3 evidenciaron que la inmunofenotipificacion estandarizada por MFC
mantuvo un alto rendimiento diagnodstico y valor diferencial frente a otras neoplasias hematoldgicas,
sustentado por concordancias de 85-90% con la morfologia, desempefio validado para MRD
(especificidad ~98%, concordancia *93%, LOD 0,01-0,1%) y correlatos gendmicos (p. ej., CD123 y FLT3-
ITD). La adopcion de paneles armonizados (LAIP/DfN) potencié la comparabilidad y la toma de
decisiones (intensificacion, trasplante), mientras que sefiales contextuales como CD105 promovieron
la adaptacion regional de los algoritmos diagndsticos. La tabla 5 resume la utilidad de la citometria de
flujo (MFC) en el diagnostico de leucemias mieloides agudas (LMA) a partir de 20 referencias
seleccionadas, mostrando el tipo de estudio, el uso de MFC y observaciones relevantes.

Tabla 5

Utilidad del inmunofenotipaje por citometria de flujo para el diagndstico de leucemias mieloides

Referencia (autor, ¢Usa citometria de

° Ti t i
N afio) ipo de documento flujo? Observaciones
1 Oliveira et al. (2019) Estudio / Serie Si (MFC). “Utilidad clinica de la citometria de flujo”
Inf de 3 pacient isién; MFC usad
2 Parisi (2025) Caso / revisién Si (MFC/casos) n orme. € > pacientes ¥ revision; usaco para
caracterizar RAM.
3 Rasheed et al. (2021) Serie (n=50) Si (LAIP, 8 colores) Identificacién de inmunofenotipos por MFC.
. L., L, Revisiéon  sobre  aplicaciones clinicas (no
4 Abad-Castillo (2025) Revision No (revision) . .
experimento propio).
5 Song et al. (2012) Estudio / analitico Si (MFC / MRD) Trabajo sobre MRD y LAIP (Cytometry Part B).
lidacié 12-colores; i
6  Wangetal. (2023) Validacion (n=61) S{(MFC12 coloresy ~ vaudacion ensayo colores;  parametros
operativos reportados.
Zeijlemaker et al. . , , e, .
7 (2019) Estudio / metodologia Si (MFC /LAIP & DfN)  Optimizacion de MRD mediante LAIP/DfN (MEC).
8 Ally & Chen (2024) Revision No (revisién) Revision sobr/e diagnostico y MEC (si describe MEC,
pero no lo uso).
Estudi lticéntri ] estandarizad
9 Bras et al. (2019) Serie multicéntrica Si (EuroFlow / CD123) (I\S/HL; C;O muiticentrico con panel estandarizado
Multicéntri Si (MEC / MPO
10 Bras et al. (2020) ulticéntrico / i / Estandarizacién de MPO en contexto MFC.
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i (MF MF i D12 i hort
11 Lamble (2022) Cohorte pediatrica _SI,( C C_ para asociar CD123 con riesgo  (cohorte
multidimensional) amplia).
Hamdan et al. Multicéntrico , Enfoque RAM vs otras leucemias CD56+ mediante
12 . Si (MFC)
(2024) comparativo MEC.
13 Duarte et al. (2022) Revision / éplicacién No (revision) Revision sobre? impo?tancia del diagndstico por
clinica MEFC (no estudio propio).

Aldama & X .. , X Comparan morfologia vs MFC vs histo; incluye

14 Sotomayor (2023) Pruebas diagnosticas Si (MFC comparativo) datos de MEC.

Ob ional Seri ional t 1 clinico (MFC

15 Neira et al. (2022) servaciona i (panel clinico / MFC) erie regional que reporta panel clinico ( )y

asociaciéon CD105.

(Ecuador, n=52)

Caracterizaci6 i fenotipi d

16  Basharat et al. (2019) Serie / caracterizacion Si (MFC) -a rac EI‘I.ZaClOl’I 1nune erllo tpica ¢ casoes
diagnosticados por morfologia.
Titulo: “Citometria de fluj LMA...” — 1

17 Caietal. (2025) Pruebas diagnésticas S{ (MFC) dle M‘; - tometria de flujo en uso claro

Si (MEC unicelular /

18 Pino. (2014) Original / multiplex multiplex) Inmunofenotipificacion multiplex (MFC).
H 1.
19 erl;ezzl('](;; ta Observacional / técnica Si (MFC) Evolucién clonal mediante citometria de flujo.
20 Pifiero et al. (2022) Estudio / base de datos Si (MFC guiada por BD) Identificacién de inmunofenotipos mediante MFC y

guiada bases de datos.

De los veinte articulos analizados, diecisiete (85%) emplearon la citometria de flujo multiparamétrica
como técnica principal o complementaria para el diagnodstico y la caracterizacion inmunofenotipica de
las leucemias mieloides. Este alto porcentaje confirma que la citometria de flujo constituye una
herramienta ampliamente validada y de uso rutinario en el dmbito hematologico, tanto en estudios
clinicos como experimentales. Su aplicacion permitié identificar patrones fenotipicos especificos,
diferenciar subtipos de leucemia y establecer correlaciones con variables clinicas y genéticas,
evidenciando su utilidad diagnostica y pronostica.

En contraste, solo tres articulos (15%) correspondieron a revisiones tedricas o de aplicacién
conceptual, sin ejecucion directa de la técnica, lo que refuerza que la mayor parte de la evidencia cientifica
contemporanea se basa en datos obtenidos por inmunofenotipaje mediante citometria de flujo. Estos
resultados demuestran que la técnica no solo es esencial para el diagndstico diferencial, sino que ademas
ha sido adoptada como estandar metodoldgico en la investigacion y practica clinica de las leucemias
mieloides, cumpliendo de manera directa el propdsito del objetivo general.

4. Discusion

Los hallazgos inmunofenotipicos obtenidos confirman la alta utilidad de la citometria de flujo
multiparamétrica como herramienta para el diagnostico diferencial y la estratificacion prondstica en
las leucemias mieloides agudas (LMA). La correspondencia observada entre los inmunofenotipos y las
caracteristicas clinicas, morfologicas y citogenéticas respalda la pertinencia de este método frente a las
técnicas morfologicas tradicionales, permitiendo identificar patrones de expresion que definen
subgrupos con implicaciones pronosticas distintas.

El marcador CD123 se mostrd consistentemente sobreexpresado en los blastos mieloides,
especialmente en los casos asociados a mutaciones FLT3-ITD y NPM1, lo que coincide con lo descrito
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por Wang et al. (2023) y Lamble et al. (2022), quienes reportan su valor como biomarcador de alto
riesgo y diana terapéutica potencial. En el presente andlisis, el CD123 alto se vinculd con fenotipos
agresivos tanto en poblacion pediatrica como adulta, lo que refuerza su inclusién dentro de los paneles
basicos para la deteccion de enfermedad medible residual (MRD) y la seleccion de terapias dirigidas.

Asimismo, la expresion de CD105 se asocidé con una mayor mortalidad en series hospitalarias
ecuatorianas, hallazgo concordante con lo documentado por Neira et al. (2022), donde se identifico este
antigeno como predictor negativo independiente. Este marcador, relacionado con la angiogénesis
tumoral, podria representar una herramienta util para identificar pacientes con comportamiento
clinico mdas agresivo, lo que sugiere la necesidad de su validacién multicéntrica en cohortes
latinoamericanas.

Por su parte, el fenotipo CD56 brillante (RAM) demostro ser un indicador de alto riesgo de recaida,
particularmente en pacientes jovenes, lo que coincide con las observaciones de Parisi et al. (2025) y
Basharat et al. (2019). Este perfil se ha vinculado con mayor infiltraciéon extramedular y tasas elevadas
de enfermedad residual minima, por lo que su identificacion temprana podria modificar las estrategias
terapéuticas convencionales hacia esquemas mas intensivos o trasplante anticipado.

El marcador CD7 aberrante, expresado en linajes mieloides, también mostré correlacion con
desenlaces adversos, lo cual concuerda con los resultados de Zeijlemaker et al. (2019) y Abad-Castillo
(2025), quienes lo describen como una aberrancia frecuente en LMA refractaria o en recaida. Esta
coexpresion linfoide refuerza el concepto de que las alteraciones fenotipicas cruzadas reflejan
inestabilidad clonal y resistencia terapéutica, siendo utiles para definir inmunofenotipos asociados a
leucemia (LAIP) que permiten una monitorizacion sensible de MRD.

En contraste, el perfil clasico CD13/CD33/CD34/CD117/HLA-DR, que se mantuvo estable en la
mayoria de los casos analizados, mostrd una concordancia del 85-93% con el diagndstico morfologico,
tal como reportaron Ally y Chen (2024) en sus validaciones multicéntricas. Este conjunto de marcadores
constituye la base del diagndstico mieloide, indispensable para discriminar LMA frente a leucemias
linfoides agudas (LLA), especialmente cuando se acompana de enzimas mieloperoxidasas positivas.

De forma integral, la correlacidn entre los patrones inmunofenotipicos, los hallazgos morfoldgicos
y la informacidén citogenética respalda la necesidad de un enfoque diagndstico multidimensional. La
integracion del inmunofenotipo con las mutaciones recurrentes (por ejemplo, NPM1, FLT3, IDH1/2) y
con la cuantificacion de MRD permite mejorar la precision diagndstica y la prediccion del prondstico,
en concordancia con las guias internacionales y los consensos de EuroFlow.

Los resultados de esta revision coinciden en que la estandarizacion de paneles de anticuerpos y de
umbrales de positividad sigue siendo un desafio clave, sobre todo en laboratorios de paises en
desarrollo, donde la disponibilidad tecnoldgica y la heterogeneidad metodoldgica pueden limitar la
comparabilidad de los datos. Sin embargo, los avances recientes en citometria de alta dimensién y en
algoritmos de andlisis no supervisados (UMAP, FlowSOM) abren nuevas posibilidades para el
reconocimiento automatizado de subpoblaciones leucémicas, lo que favorecera la reproducibilidad y
la precision del diagndstico.

En conclusidn, los hallazgos de esta investigacion respaldan la importancia del inmunofenotipaje
multiparamétrico no solo como herramienta diagnostica, sino también como un instrumento
pronostico capaz de predecir recaidas, orientar decisiones terapéuticas y contribuir al desarrollo de
estrategias de medicina personalizada. Su integracion sistematica en los protocolos clinicos de
leucemias mieloides representa un paso fundamental hacia una practica hematologica mas precisa,
reproducible y basada en evidencia.
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5. Conclusiones

El andlisis permitié definir un perfil inmunofenotipico basico caracterizado por la expresion de
CD13, CD33, CD34, CD117 y HLA-DR como marcadores nucleares del linaje mieloide. Su
combinacion con aberrancias como CD7 o CD56 mejora la capacidad discriminatoria frente a
leucemias linfoides agudas y facilita la identificacién de leucemia asociada a inmunofenotipo (LAIP)
para el seguimiento de enfermedad medible residual. En conjunto, estos hallazgos ratifican que la
citometria de flujo multiparamétrica constituye una herramienta esencial para el diagndstico
diferencial de las LMA.

Se establecié una correspondencia significativa entre los patrones inmunofenotipicos y las
variables clinicas y gendémicas. Los marcadores CD123 y CD105 se asociaron con alto riesgo bioldgico
y peor prondstico, mientras que el fenotipo RAM (CD56 brillante) se vincul6 con recaidas tempranas
y mayor agresividad clinica. Estas relaciones confirman que el inmunofenotipo refleja la
heterogeneidad bioldgica de la LMA y aporta informacién complementaria a la morfologia y la
citogenética, optimizando la estratificacion prondstica del paciente.

El andlisis comparativo de los estudios revisados permitié confirmar que la citometria de flujo
multiparamétrica constituye el método mds completo y reproducible para -caracterizar
inmunofenotipos en leucemias mieloides. La evidencia recopilada demuestra que los paneles
estandarizados permiten diferenciar con alta precisién los subtipos de LMA respecto a otras
neoplasias hematologicas, al integrar marcadores de linaje, madurez y aberrancias fenotipicas.
Aunque varios autores destacan su elevada sensibilidad diagnostica, el presente trabajo se centrd en
analizar su aplicabilidad y concordancia con otras técnicas, mas que en la cuantificaciéon de dicha
sensibilidad. En consecuencia, se reafirma la contribuciéon del inmunofenotipaje a la precision
diagndstica y prondstica, subrayando la necesidad de fortalecer su validacion local y la
estandarizacion interlaboratorio.

La integracion de la citometria de flujo multiparamétrica con la evaluacion clinica, morfoldgica y
genética permite un abordaje diagnostico mas preciso y pronostico en las leucemias mieloides. Los
inmunofenotipos no solo delimitan linajes y subtipos, sino que también ofrecen informacién clave
para predecir la evolucién clinica, orientar terapias dirigidas y avanzar hacia una medicina
personalizada en hematologia.
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Anexos

Anexo 1: Enlaces de basquedas
SciELO -5 Articulos

e https://search.scielo.org/?q=&lang=pt&count=15&from=0&output=site&sort=&format=summa
ry&tb=&page=1&filter%5Bla%5D %5B%5D=es&filter%5Bla%5D %5B %5D=en&filter %5Bla%5D
%5B%5D=pt&q=%22leucemia+mieloide+aguda%22+AND+%22citometr%C3%ADa+de+flujo%
22&lang=pt&page=1

SciELO — 14 Articulos

e https://search.scielo.org/?q=%22leucemia+aguda%22+AND+%22inmunofenotipo%22&lang=pt
&count=15&from=0&output=site&sort=&format=summary &fb=&page=1&filter%5Bla%5D %5
B%5D=es&filter%5Bla%5D %5B %5D=en&filter %5Bla%5D %5B%5D=pt&q=%22leucemia+mielo
idetaguda%22+AND+%28%22marcadores%22+OR+%22CD+ant%C3%ADgenos %22%29&lan

g=pt&page=1
SciELO - 10 Articulos

e https://search.scielo.org/?q=%22leucemia+mieloidet+aguda%?22+AND+%22citometr%C3%ADa
+de+flujo%22&lang=pt&count=15&from=0&output=site&sort=&format=summary &fb=~&page
=1&filter%5Bla%5D%5B%5D=es&filter %5Bla%5D %5B %5D=en&filter %5Bla%5D %5B %5D=pt
&q=%22leucemiataguda%22+AND+%22inmunofenotipo%22&lang=pt&page=1

Scopus

e https://www.scopus.com/results/results.uri?sort=plf-
f&src=s&sid=89274239d1b84bc30c04d9ad455b2e69&ssot=a&sdt=a&cluster=scosubtype%2C%22
ar%22%?2Ct%2Bscosubjabbr%2C%22IMMU %22%2Ct%2Bscolang %2C%22English %22 %2Ct %2
Bscoexactkeywords%2C%22Acute+Myeloid+Leukemia%22%2Ct%2C%22Flow+Cytometry%2
2%2Ct&sl=106&s=TITLE-ABS-KEY %28%22acute+myeloid+leukemia%22%29+AND+TITLE-
ABS-KEY %28%22flow+cytometry%22%29+AND+TITLE-ABS-
KEY%28%22diagnosis%22%29&origin=searchadvanced &editSaveSearch=&txGid=078b959567
455cbb075cdab4edb06527 &sessionSearchld=89274239d1b84bc30c04d9ad455b2e69&limit=10

PubMed

e https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%28%22acute+myeloid+leukemia%22%5BMeSH+Ter
ms%5D+OR+%22 AML%22%29+AND+%28%22flow+cytometry%22+C%29&filter=datesearch.
y_bé&filter=simsearchl.fha
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