ManueL Ramirez ORELLANA
Servicio de Oncohematologia y Trasplante. Hospital Universitario Nifio Jests. Madrid. Espafia

mramirezo.hnjs@salud.madrid.org

Puntos clave

La citometria de flujo en el campo de la medicina es

una técnica diagnéstica de aplicacion directa en el
estudio de poblaciones celulares presentes en liquidos
humanos.

La principal aplicacion en hematooncologia

pediatrica es el diagnéstico del inmunofenotipo de
las leucemias infantiles, donde la informacién que aporta
tiene valor en el prondstico y en el tratamiento.

La citometria de flujo se emplea en la cuantificaciéon

de los niveles de enfermedad minima residual
durante el tratamiento de las leucemias infantiles, y su
informacion tiene valor pronéstico.

La citometria de flujo es diagnéstica en casos
de inmunodeficiencias debidas a déficit de
poblaciones linfocitarias.

La cuantificacién del contenido de progenitores

hematopoyéticos que contienen los productos de
trasplante de sangre periférica movilizada se realiza
rutinariamente mediante citometria de flujo.

La citometria de flujo es una técnica de amplia utilizacién
en investigacion biomédica, pero que también tiene un uso
importante en la préctica del diagndstico clinico. Dado que
la citometria estd naturalmente preparada para estudiar par-
ticulas en suspension en un medio liquido, tejidos humanos
como la sangre, la médula 6sea, el liquido cefalorraquideo,
o producidos en procesos patolégicos (derrame pleural,
derrame sinovial) o en el curso de técnicas diagnésticas (la-
vado broncoalveolar, por ejemplo), son muestras biolégicas
especialmente preparadas para la aplicacién de técnicas de
citometria de flujo. No es de extrafiar pues que las especia-
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lidades de Hematologia y de Inmunologia sean las que han
contemplado mayor aplicacién de esta tecnologia en sus
actividades rutinarias de diagnéstico y seguimiento de los
pacientes. En este articulo vamos a repasar someramente las
aplicaciones principales de la citometria a la prictica de la
pediatria, 16gicamente a las enfermedades hematoldgicas e
inmunitarias de los nifios.

Existen varios componentes basicos en cualquier citémetro
de flujo. Una suspensién de células es inyectada en un liqui-
do capaz de ordenar el flujo de células de manera individual
y a gran velocidad. Dicho flujo pasa por un punto en el que
incide la luz de al menos un laser, aunque los citémetros
actuales cuentan generalmente con 2 o mds fuentes de luz.
Desde este punto, la luz incidente se transforma en emisio-
nes a diferentes longitudes de onda (diferentes fluorescen-
cias), algunas de las cuales son recogidas por detectores que
amplifican las sefiales y las transforman a formato digital.
Los citémetros actuales estin preparados para manejar
simultdneamente entre 6 y 10 detectores. Toda esta infor-
macién es integrada en un ordenador, capaz de almacenarla
para su andlisis posterior.

La citometria puede estudiar particulas en suspensién,
en nuestro caso, células. De cada una de ellas es capaz de
identificar una serie pardmetros intrinsecos, derivados del
tamafio y la complejidad de la particula (se refiere a carac-
teristicas de su envuelta y de su contenido), y pardmetros
extrinsecos, derivados del marcaje de las particulas con
sustancias que emiten fluorescencia. En el caso que nos
ocupa, estas sustancias son anticuerpos que reconocen algin
marcador y que estdn provistos de un fluoréforo, molécula
capaz de absorber y emitir fluorescencia.

Dado que se pueden medir multiples pardmetros por cada
célula (fig. 1), la poblacién total estudiada puede dividirse
en subgrupos cada vez menores, segin las caracteristicas
de interés. La informacién que se genera en el andlisis de
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los datos, bien de la poblacién total o bien de las diferentes
subpoblaciones, se presenta de manera estadistica. Lo mds
frecuente es el porcentaje de células que cumplen algun cri-
terio (p. €j., el porcentaje de linfocitos T, aquellos que son
positivos para el marcador CD3). Este tipo de informacién
se obtiene cuando dentro de la muestra existen células que
son positivas para un marcador y células que son negativas
para el mismo. Existe otra situacién en la que lo que sucede
es un cambio continuo en la expresién de un marcador,
existen células que lo expresan con poca intensidad mien-
tras otras lo hacen con intensidad elevada. En este caso se
prefiere utilizar el pardimetro que es la intensidad media de
fluorescencia y se habla de poblaciones que son débilmente
positivas o que son intensamente positivas.

El principal problema que requiere el apoyo de la citometria
de flujo es, por su frecuencia, el diagnéstico de nifios con
leucemias agudas. Son la causa mds frecuente de céncer en la
edad pedidtrica, destacando las leucemias linfobldsticas agu-
das. En el momento del diagndstico se realiza un aspirado
de médula 6sea, que se encuentra casi totalmente infiltrada
por las células leucémicas. Esta muestra es procesada para el
estudio, que consiste en la preparaciéon de varios tubos que
combinan un nimero amplio de anticuerpos que reconocen
otros tantos marcadores especificos de los estadios madu-
rativos de los linfocitos B o T, o de las células mieloides.
De esta manera, se identifica el linaje de la leucemia y su
estadio madurativo. Ambas informaciones tienen valor en el
prondéstico y en el tratamiento de la enfermedad?.
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Otra informacién muy importante que se obtiene en el
momento del diagndstico es la identificacién de marcado-
res especificos de la leucemia, que permitird reconocerla en
muestras de médula Gsea que se obtienen una vez que se
ha iniciado el tratamiento. Todos los protocolos actuales
requieren que se cuantifiquen los niveles de enfermedad
minima residual (EMR) en momentos concretos durante
el tratamiento, cuando el nifio estd en situacién de remisién
completa. La importancia es tal que si dichos niveles son
superiores a un umbral determinado, el paciente deber reci-
bir un tratamiento mds intenso o bien debe recibir un tras-
plante alogénico de progenitores hematopoyéticos, puesto
que su riesgo de recaida es muy elevado en esa situacién. La
cuantificacién de los niveles de EMR se realiza en muchos
centros mediante citometria de flujo. Para ello, el hemato-
logo reconoce y cuantifica la presencia de células leucémicas
buscando aquellos marcadores que identificé el dia del diag-
néstico y que diferencian las células malignas de las sanas®.
En general, se aprovecha de alguna de estas caracteristicas:
aberracién antigénica (expresién de un marcador que no
corresponde al linaje de la leucemia), expresion asincrénica
(expresién de un marcador que no corresponde al estadio
madurativo), sobreexpresién antigénica (expresién de un
marcador a una intensidad excepcionalmente elevada) o
fenotipo ectépico (expresién de un marcador ausente en la
hematopoyesis normal).

Una aplicacién de la citometria de flujo que se estd desarro-
llando en la actualidad en el campo de las leucemias es la
deteccién de células leucémicas en el liquido cefalorraqui-
deo, para lo que presenta mayor sensibilidad que la citologia
convencional®.

Por ultimo, la citometria de flujo puede identificar en
muestras de médula ésea la presencia de células tumorales
metastdsicas, por ejemplo, células de neuroblastoma’®. Estas
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Figura 1. Imdgenes de citometria de flujo de muestra de sangre periférica. A la izquierda se representa la grdfica de todas las células
sanguineas ordenadas segiin los niveles de expresion del marcador panleucocitario CD45 (eje horizontal) y la complejidad celular (eje
wvertical). Los granulocitos expresan niveles medios de CD45 y presentan gran complejidad celular (coloreados en rojo); los monocitos
expresan mayores niveles de CD45 y tienen menor complejidad (coloreados en verde), mientras que los linfocitos son los leucocitos que
expresan el marcador a mayor intensidad y presentan menor complejidad celular (coloreados en azul). En el medio se representa la grafica
de todas las células sanguineas ordenadas segiin los niveles de expresion del marcador CD3 (eje horizontal) y el marcador CD56 (eje
wvertical). Ni los granulocitos (rojos) ni los monocitos (verdes) expresan estos marcadores. Una proporcion de linfocitos (azules) tampoco los
expresan, representando a los linfocitos B. Los linfocitos T expresan CD3 y no CD56, estdn coloreados en morado. Las células NK (1 natural
killer) expresan CD56 y no CD3. Notese las 2 subpoblaciones de células NK, unas expresan niveles bajos de CD56 (NK*"), mientras las
demds expresan niveles altos de CD56 (NK""). A la derecha se representa la grdfica de todos los linfocitos T ordenados segiin los niveles
de expresion del marcador CD4 (eje horizontal) y el marcador CDS8 (eje vertical).
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células expresan marcadores distintos de los que expresan
las células hematopoyéticas normales, por lo que son ficil-
mente identificables. Se puede aplicar en el momento del
diagnéstico del tumor, para la estadificacién de la enferme-
dad, y también para detectar la presencia de EMR durante
el tratamiento.

Las inmunodeficiencias son enfermedades de la edad pedid-
trica, para alguna de las cuales el citémetro de flujo es una
herramienta diagnéstica. La ausencia de alguna poblacién
linfocitaria especifica (linfocitos T, linfocitos B, células na-
tural killer [NK]), bien de manera aislada o bien combinada,
es facilmente identificable en un andlisis de una muestra de
sangre periférica. En el caso de la inmunodeficiencia por
déficit de HLA clase II, la ausencia de expresiéon de HLA-
DR por parte de linfocitos y monocitos en una muestra de
sangre se detecta ficilmente también por citometria. Otra
enfermedad hematolégica no maligna en la que la citome-
tria apoya el diagndstico es el sindrome linfoproliferativo
autoinmunitario. En este caso, un porcentaje elevado de
linfocitos T que no expresan ni CD4 ni CDS8, linfocitos T
dobles negativos, es un criterio diagnéstico.
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Figura 2. Andlisis del resultado de un procedimiento de
eliminacion de linfocitos T en muestra de aféresis. A la
izquierda se representa la muestra antes del procedimiento,

y a la derecha después. En la parte superior se muestran los
linfocitos T'CD4 y en la inferior los T CDS. La cuantificacion
se realiza sobra la base de la cantidad de células contenidas

en las dreas representadas en las elipses. Para identificar los
linfocitos T se combinaron anticuerpos anti-CD4, anti-CD8 y
anti-TCRof.
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La citometria de flujo en el diagnéstico de inmunodefi-
ciencias no solo se utiliza para cuantificar poblaciones de
células inmunitarias, sino que también se emplea en ensayos
funcionales.

Desde hace més de una década, una de las fuentes de proge-
nitores hematopoyéticos mds empleadas es la sangre perifé-
rica movilizada. Siempre que se utiliza esta fuente, hay que
conocer la cantidad total de células progenitoras presentes.
El nimero absoluto de progenitores por kilo de peso del
receptor debe alcanzar un nivel que garantice el injerto.
Dicha cuantificacién se realiza mediante citometria de flujo
de manera rutinaria, evaluando el porcentaje de células que
expresan el marcador CD34 en el producto de aféresis’.

En algunos centros se realizan técnicas de manipulacién
celular en el indculo antes del trasplante de donante alogé-
nico o haploidéntico. El objetivo es eliminar los linfocitos
maduros que pueden ocasionar una complicacién muy te-
mida, la enfermedad injerto contra huésped (EICH). Los
métodos empleados consisten en la aplicacién de técnicas
inmunomagnéticas para purificar los progenitores (seleccién
positiva) o para eliminar los linfocitos maduros (seleccién
negativa). Al final del procedimiento y antes de infundir las
células recuperadas, el médico necesita conocer la cantidad
de progenitores y la cantidad de linfocitos contaminantes
del inéculo. Esta informacién se consigue mediante citome-
tria de flujo realizada sobre una muestra del producto que se
trasplantard. Este estudio también sirve de control de cali-
dad del procedimiento de manipulacién realizado (fig. 2).
En el periodo después de realizar un trasplante hematopoyé-
tico, las células infundidas deben regenerar tanto la hemato-
poyesis como el sistema inmunitario. Esto sucede a lo largo
del tiempo, y las interferencias con la recuperacién normal
aumentan el riesgo de infecciones. La cinética de reconstitu-
cién depende de muchos factores: tipo de acondicionamien-
to para el trasplante, fuente de células hematopoyéticas, tipo
de inmunosupresién, compatibilidad donante-receptor®™.
Cuando el trasplante es alogénico o haploidéntico, la re-
constitucion inmunitaria puede acompafiarse de EICH. La
citometria de flujo puede ayudar a estudiar la cinética de la
reconstitucién inmunitaria postrasplante. Para ello es preci-
so analizar muestras de sangre del receptor a diferentes mo-
mentos postrasplante. Las primeras poblaciones en aparecer
tras el periodo de aplasia son células mieloides (sobre todo
granulocitos) y células NK. La deteccién de un porcentaje
mayoritario de linfocitos T CD8 en los dias periinjerto suele
indicar el rechazo del trasplante y refleja la proliferacion de
los linfocitos citotdxicos del receptor frente a las células in-
fundidas del donante. La recuperacién de cifras normales de
linfocitos B y T sucede de forma gradual durante el primer
afio postrasplante. La recuperacién funcional, por ejemplo
la produccién de inmunoglobulinas, se retrasa respecto de la
recuperaciéon numérica. La citometria de flujo puede identi-
ficar en cada momento cémo se estin regenerando las dife-
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rentes subpoblaciones de linfocitos T memoria, el nimero
de linfocitos naive circulantes, la ratio CD4:CD8 y otros
muchos pardmetros que pueden relacionarse con el estado
clinico del paciente.
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