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Hace ya unos afios, que el uso de la técnica de
Citometria de Flujo se ha transformado en una herramienta
indispensable en el area clinica, ya que permite realizar el
diagnéstico y pronéstico de diferentes patologias , asi como
el seguimiento terapéutico correspondiente, con un alto
grado de confiabilidad, sensibilidad y reproducibilidad.

Esta técnica es un método rapido cualitativo y
cuantitativo de andlisis de células, nlcleos, cromosomas,
mitocondrias u otras particulas en suspension. Permite
medir informacién precisa de cada célula en particular y
luego identificar distintas poblaciones celulares en mezclas
complejas, diferenciandolas segun: tamafio, complejidad
citoplasmatica y composicién antigénica y bioquimica con
un alto grado de especificidad, incluso cuando estan
escasamente representadas.

El equipo consta de una fuente de excitacion laser
que evalla cada célula de la mezcla segun sus
caracteristicas fisicas y de fluorescencia, ya sea en
membrana celular o en el citoplasma. Para el andlisis de
estos parametros se necesitan, no so6lo anticuerpos
monoclonales unidos a distintos colorantes fluorescentes,
sino también programas especificos de analisis que
permitan descifrar toda la informacion registrada para
extraer la mayor informacion posible. La marcacion de las
muestras se realiza mediante incubacién con mezcla de
anticuerpos monoclonales conjugados con distintos tipos de
fluorocromos o compuestos quimicos con propiedades
fluorescentes. Se utilizan fluorocromos que tienen la
propiedad de absorber energia de él o los lasers del
citometro, emitiendo luego fluorescencias de longitudes de
onda lo suficientemente diferentes como para ser medidas
en forma aislada unas de otras.
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FIGURA 1: Estructura 6ptica basica de un Citometro de Flujo
wa

488/10

FL2 " 585/42 | 9010 beam Spiitter

el 6116 \n\nmssosp
g70LP/ Half-Mirror
L fluorescence
I3 collection lens

beam combiner

red diode laser
635
chbs Focusing

Lens

488 nm
blue laser

FSC diode

Monitoreo de poblaciones linfocitarias en pacientes con
VIH

La Citometria de Flujo se introdujo en el laboratorio
de analisis clinicos a principios de los afios noventa, para el
andlisis de poblaciones linfocitarias en casos de pacientes
infectados por el virus de VIH. Al ir descubriendo los
mecanismos de esta patologia se determind que la
cuantificaciéon en sangre periférica de los linfocitos T Helper
(CD3+CD4+) vy los linfocitos T Citotdxicos (CD3+ CD8+),
aporta un valor prondstico y diagndéstico para el paciente.
Estas mediciones son muy importantes para el médico, ya
que los valores obtenidos influyen directamente en la
eleccion del tratamiento para estos pacientes.

Dado que la técnica de Citometria de Flujo nos
permite informar valores porcentuales de células presentes
en la muestra, es necesario aportar datos adicionales para
realizar la cuantificacién de estas poblaciones y remitir un
resultado de linfocitos T Helper en ndmero de células por
microlitro. Hay principalmente dos técnicas utilizadas para
esta cuantificacion que se denominan técnicas de simple y
doble plataforma.

En el método de simple plataforma el sistema de
cuantificacion celular se compone de una cantidad conocida
de particulas sintéticas homogéneas y fluorescentes que se
mezclan con la muestra del paciente y sirven como patrén
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interno. Al analizar la muestra se determina qué proporcion
del total de la muestra fue tomada por el citbmetro y en
funcion de ese dato se determina el numero inicial de
células en la alicuota de sangre entera utilizada (resultado:
células/microlitro). En este caso, tanto la determinacion
porcentual como el recuento absoluto se realizan en forma
simultanea en el mismo tubo. Este es el sistema
recomendado en las Ultimas guias de procedimientos del
CDC, publicadas en 2003, y la metodologia utilizada
actualmente en los laboratorios de Citometria de Flujo del
Programa Nacional de Lucha contra Retrovirus Humano,
Sindrome de Inumodeficiencia Adquirida y Enfermedades
de Transmision Sexual.

Algunos laboratorios realizan una aproximacion de
la cuantificacién celular combinando los datos de Citometria
de Flujo con los datos del hemograma del paciente. Esto se
denomina doble plataforma ya que el andlisis absoluto se
obtiene con datos de otro equipamiento realizado con una
alicuota de muestra distinta a la utilizada en Citometria.
Para esto es indispensable que en cada tubo se realice la
marcacion del CD45 (marcador leucocitario) ya que esta
aproximacion se calcula sobre la base de la correlacion
entre los datos de linfocitos por microlitro que informa el
hemograma y la poblacién CD45+ intensa que identifica los
linfocitos en la citometria. En ausencia de este marcador se
realiza una estimacion de las células linfoides solo por su
tamafo y complejidad, lo cual puede llevar a una mayor
dispersion de los resultados.

Para esta aplicacibn se han desarrollado
programas especificos para la adquisicion de datos del
Citébmetro de Flujo y la realizacion del andlisis automéatico
de las poblaciones celulares de interés. Cada muestra es
analizada por seleccion de la poblacion linfoide mediante la
medicién de la granularidad celular versus la fluorescencia
del marcador para CD3 o CD45. Se cuantifican las
poblaciones mediante el sistema de particulas y se delimita
cada subpoblacion de linfocitos T CD3, CD4 y CD8,
mediante  regiones  dinamicas que se  ajustan
automaticamente para cada muestra. La estandarizacion
del proceso de marcacion y cuantificacion asi como el
algoritmo de andlisis automatico, permiten lograr una mayor
reproducibilidad y precision de los resultados.

FIG2: resultados absolutos y porcentuales de poblaciones

linfocitarias.
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Diagnostico y
Hematoldgicas

seguimiento en patologias

Las leucemias y los linfomas constituyen un grupo
muy heterogéneo de enfermedades caracterizadas por una
expansion clonal de las células hematopoyéticas en el
momento de su maduracion normal, afectando cualquiera
de los tipos celulares presentes en médula 6sea, ganglio o
bazo. La identificacién del tipo celular involucrado resulta
crucial tanto para la patogénesis de estos tumores como
para evaluar el prondéstico y decidir el correcto tratamiento
de cada uno de ellos. Para realizar el diagnéstico de estas
patologias se debe analizar en forma conjunta el estado
clinico del paciente, la morfologia celular, la expresion de
enzimas especificas de linajes y el andlisis por Citometria
de Flujo de distintos paneles de anticuerpos monoclonales.
Estos Ultimos, no solo definen los linajes involucrados sino
que permite realizar la subclasificacion celular segin la
expresion de antigenos de diferenciacion (CDs) presentes
en la membrana celular y en el citoplasma.

La utilizacion de la técnica de Citometria de Flujo
colabora, ademés, en la toma de decision sobre la
terapéutica a seguir y permite realizar el seguimiento
posterior del paciente analizando el grado de éxito obtenido
con la terapia seleccionada mediante analisis de
Enfermedad Minima Residual. En este caso es fundamental
optimizar la sensibilidad de las determinaciones tanto con el
control de calidad del equipo como por el uso de programas
especiales de andlisis como el Paint-A Gate PROTM para
evaluacion de eventos de baja frecuencia.

Una de las aplicaciones clinicas importantes del
andlisis por Citometria de Flujo es la evaluacion del
contenido celular de ADN para determinar ploidia y
frecuencia de células en las distintas fases del ciclo celular.
Las células que tienen una cantidad anormal de material
genético (aumento o disminucién) se denominan
aneuploides. En general, las poblaciones celulares
aneuploides asi como también las diploides con un alto

grado de proliferacion (S-G2/M) tienen correlacion
prondstica en diversas enfermedades malignas.
En el terreno de hematologia clinica vy

especificamente en el campo del tratamiento de leucemias,
el interés por cuantificar células progenitoras (Stem Cells
CD34+) estriba en su potencial para restituir la capacidad
hematopoyética de pacientes que han estado sujetos a
quimioterapia mielosupresiva. Es importante conocer el
ndmero de células que se infunden a un paciente,
correlacionandolo con el elemento clonogénico, este dato
parece ser critico para determinar el éxito o fracaso del
procedimiento. Por ello, ha sido necesario desarrollar
métodos que permitan cuantificar el nimero de células
progenitoras Stem Cells en forma puntual y confiable, la
Citometria de Flujo es actualmente la metodologia que
cumple ambos requisitos.

La Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN) es
un desorden clonal adquirido en el cual la proliferacion
monoclonal de células hematopoyéticas anormales conduce
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Revista

Lianalisis

a un aumento de la susceptibilidad al complemento
homologo. Las células HPN son caracteristicamente
deficientes en proteinas ancladas en la membrana por
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Los antigenos CD55 y CD59,
quienes son cruciales en la regulacion de la citdlisis
mediada por el Complemento, estan disminuidos en estas
células, asi como otros marcadores de superficie. El uso de
la técnica de Citometria de Flujo, para realizar la
determinacion de éstos antigenos, permite independizar el
andlisis de las transfusiones recibidas por el paciente
previamente al estudio.

FIG3: Citémetro en el laboratorio de andlisis clinicos

Inmunologia

Mediante la Citometria de Flujo se pueden
determinar deficiencias predominantes de anticuerpos y
fallas de activaciones celulares que permiten realizar el
diagnostico y seguimiento de inmunodeficiencias primarias,
como la Inmunodeficiencia Combinada Severa con
ausencia de Linfocitos T maduros, Sindrome de Hiper-IgM,
donde por falla del CD40 ligando no se realiza el swich
isotipico, defectos de la funcion de fagocitos como en la
Enfermedad Granulomatosa Crénica o la Deteccion de
Defectos de las Vias de Activacion de Apoptosis en
Linfocitos. También, permite el seguimiento de pacientes
inmunosuprimidos post-transplante y la facil determinacién
de HLA-B27 que se asocia estadisticamente al aumento de
suseptibilidad a espondiloartropatias seronegativas.

El Cross-Match contra donante permite detectar la
presencia de anticuerpos preformados en el suero del
paciente contra moléculas de HLA-I y HLA-II del donante.
Este es un estudio imprescindible de realizar frente a un
transplante como el renal, dado que estos anticuerpos
llevan a la pérdida inmediata del 6érgano transplantado. La
técnica de Citometria de Flujo es actualmente de referencia,
ya que no solo detecta todos los anticuerpos anti-HLA
presentes en el suero del receptor, sino que ademas el
grado de sensibilidad alcanzado es mucho mayor al de
otras técnicas, por lo cual se torna imprescindible en la
evaluacion de pacientes hipersensibilizados y
retransplantados.

Bioanalisis

Tabla 1: Principales aplicaciones clinicas de la Citometria
de Flujo

Inmunodeficiencia adquirida  |Monitoreo de poblaciones linfocitarias T

(HIV) Helper (CD3+CD4+) y citotéxicas(CD3+CD8+)
Reconstitucion inmunolégica (CD45RA, CD45RO,
CD38,CD62L...)

Hematologia Diagnéstico, clasificacién y seguimiento de
Leucemias y Linfomas

Deteccion de Enfermedad Minima Residual
Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Cuantificacién de Stem Cells (CD34+)
Determinacion de DNA, ciclo celular y ploidias
Activacion y agregacion plaquetaria

Monitoreo de terapias con anticuerpos monoclonales

Cross match

Diagnéstico y seguimiento de inmunodeficiencias

congénitas ( Combinada severa, syndrome de Hiper IgM...)
Proliferacion celular

Citoquinas intracitoplasmaticas

Citoquinas solubles en plasma o suero ( CBA

multiplexing)

Actividad fagocitica

Recuento y activacion de basdfilos

Apoptosis

Moléculas de adhesion

Recuento y activacion de basofilos

Recuento de leucocitos resuduales en bolsas de concentrados
de plaquetas y/o eritrocitos

Seguimiento de pacientes inmunosuprimidos post-transplante
Determinacion de HLA-B27

Métodos funcionales post activacion

Inmunologia

Nuevas  Aplicaciones Clinicas:

mediante Citometric Bead Array

Multiplexing

Hasta ahora hemos visto que mediante la
Citometria de Flujo podemos analizar las muestras que
presenten particulas o células aisladas marcadas con
anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos. En los
ultimos afios, se ha desarrollado una nueva metodologia
llamada Citometric Bead Array (BDTM CBA) que permite
detectar y cuantificar en una misma muestra varios tipos de
analitos solubles por Citometria de Flujo en una sola
marcacion. Esta técnica consiste en aportar los elementos
particulados en forma de perlas plasticas fluorescentes de
unos 6 micrones que se recubren con anticuerpos
monoclonales de captura. Al incubar este sistema con el
suero o plasma del paciente se une el antigeno
correspondiente y se revela con un segundo anticuerpo de
captura marcado con un fluorocromo distinto al usado por
las particulas. El principio es el de un sistema de ELISA
Sandwich sobre las particulas plasticas ¢Cual seria la
ventaja? La ventaja es que al mismo tiempo se pueden usar
grupos de particulas con distinta intensidad de
fluorescencia interna, recubiertas por distintos anticuerpos
de captura y asi formando un ensayo mdultiple donde
podemos medir, por ejemplo, 6 analitos distintos con 50
microlitros de muestra en un mismo tubo. La cuantificacion
se realiza mediante la extrapolacion de los datos sobre
curvas de calibracién realizadas con diluciones de
soluciones estandares de cada uno de los analitos. Estos
valores son procesados por un programa especialmente
desarrollado para generar las curvas de calibracion,
extrapolar los datos de las muestras e informar
directamente el resultado en pg/mL. Por ejemplo, para



evaluar las vias de Thl/Th2 se puede medir al mismo
tiempo en una muestra de plasma los valores de IL-2, IL4,
IL6, IL10, TNF e IFNTI.

Actualmente, estan disponibles los ensayos
flexibles donde se pueden elegir las combinaciones de
reactivos que se necesiten, utilizar simultdneamente y asi
armar el conjunto de determinaciones segun los
requerimientos del laboratorio, con la posibilidad de medir
mas de 20 analitos al mismo tiempo.

Esta metodologia permite detectar y cuantificar
simultaneamente  multiples antigenos y anticuerpos
solubles, con lo cual abre las puertas a toda una nueva
gama de mediciones para la Citometria de Flujo,
dependiendo de la produccion de nuevos reactivos para
esta aplicacion.

Sorting: separacién cellular

Mediante la tecnologia de Citometria de Flujo es
también posible realizar una separacion fisica de las células
de interés, una vez identificadas por sus marcadores
especificos. Esto permite recolectar en un tubo individual
células de una misma caracteristica, ya sea para realizar
cultivos, estudios funcionales (Quimerismo post-transplante)
0 enriquecer la muestra para poder realizar otras técnicas
como PCR , FISH,etc.

Hay principalmente dos metodologias de
separadores celulares: los mecénicos y los
electromagnéticos.

La separaciébn mecanica consta de un tubo de
captura que toma las células de interés, luego de que han
atravesado el laser y se han identificado como positivas
para la poblacion que se quiere separar. En este caso, se
puede aislar una sola poblacion a la vez con una velocidad
maxima de 300 células separadas por segundo. Este
dispositivo puede ser utilizado en algunos de los modelos
de uso en el laboratorio clinico.

La separacion electromagnética requiere de
citbmetros especiales y mas complejos, donde la
separacion se realiza mediante un flujo en aire con
formacion de gotas que se cargan eléctricamente y que al
atravesar un fuerte campo magnético se separan por
defleccion. Este principio permite una separacion de hasta
cuatro poblaciones diferentes en forma simultanea y a muy
alta velocidad (méas de 50.000 células por segundo). Estos
equipos desarrollados inicialmente para investigacion en
terapia celular y Stem cells, ya se estan introduciendo en
algunos laboratorios clinicos que separan las células con
fenotipo anormal para luego seguir los distintos estudios
con una poblacion aislada y purificada.

El futuro

La tendencia actual en Citometria de Flujo para los
nuevos equipamientos, como reactivos disponibles, es

lograr una medicién simultanea de la mayor cantidad de
caracteristicas celulares, enriqueciendo la informacién que
se pueda extraer en cada caso. Por eso se ve cierta
migraciéon hacia equipos que pueden medir 4, 6 u 8
fluorocromos al mismo tiempo, ademas de las medidas
relativas de tamafio y complejidad interna. De la mano con
este crecimiento multiparamétrico se esta evidenciando la
gran necesidad de mejorar los sistemas, programas y
protocolos de control de calidad para validacion de datos,
que deberan ser mas sistematicos, por los requerimientos
del aumento de la complejidad de los citémetros y las
mediciones.

Aunque la Citometria de Flujo ya es de uso comun
en nuestros laboratorios, es una disciplina que esta todavia
en desarrollo y que seguird creciendo en sus aplicaciones
dentro del laboratorio de analisis clinicos asi como en
investigacion clinica y basica.
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