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I.- Introduccion

En su esencia la citometria de flujo representa un proceso en el que células
u otras particulas bioldgicas incluidas en un flujo de liquido isoténico son em-
pujadas a pasar, alineadas y de una en una, por delante de uno o varios detecto-
res capaces de recoger y medir diferentes caracterfsticas fisicas y/o quimicas de
esas células o particulas, a la vez que son iluminadas por un haz de luz, habi-
tualmente un ldser. En términos generales, las caracteristicas celulares analiza-
das mediante esta tecnologfa son el reflejo de dos grandes grupos de pardme-
tros: por un lado, los derivados de la luz que al incidir sobre la célula o particu-
la es dispersada y que se relacionan entre otras caracteristicas con el tamafio y
la granularidad celulares y, por otra parte los que se asocian con la luz generada
como consecuencia de la presencia en la célula de fluorocromos, bien de forma
natural (autofluorescencia) o unidos a ella artificialmente.

Desde su aparicion, la citometrfa de flujo ha sufrido un importante desarro-
llo debido en gran medida a que por su cardcter multidisciplinario se ha benefi-
ciado de los avances ocurridos en los dltimos afios en campos diversos como la
informaética, la produccién de anticuerpos monoclonales, la quimica de los fluo-
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rocromos, los procedimientos de tincién citoquimica, la electrnica, la ptica y
la tecnologfa ldser. Todo ello unido a su progresiva utilizacién en el andlisis au-
tomatico y separacion de células ha abierto nuevas perspectivas en el campo del
diagnéstico clinico y la investigacién biomédica. Asi, esta tecnologia en un prin-
cipio sofisticada y restringida a laboratorios de investigacién bédsica ha pasado a
estar presente en los tltimos afios en la rutina de muchos laboratorios clinicos.

IL.- Aplicaciones de la citometria de flujo

La utilidad de la citometria de flujo se fundamenta en que en relacién con
otras metodologias, aporta una gran sensibilidad, objetividad, rapidez y versati-
lidad analitica al estudio de la célula, lo que permite su aplicacién en dreas di-
versas como la deteccién y cuantificacién de células tumorales, la monitoriza-
cién de diferentes procedimientos terapéuticos, la cuantificacion de 4cidos nu-
cleicos, el analisis de cromosomas, la deteccién y cuantificacion de antigenos,
el estudio del contenido protéico, de la produccién celular de radicales de oxi-
geno, del potencial de membrana, de las mitocondrias, el andlisis de los cam-
bios intracitoplasmaticos de determinados iones como el Ca* y del pH, la sepa-
racion fisica de células y cromosomas, entre otros. Por todo ello, en su desarro-
llo 1a citometria de flujo ha venido a proporcionar una informacion objetiva que
complementa la obtenida con otras técnicas diagndsticas en dreas tan diferentes
de la Medicina como la Inmunologfa, la Hematologia, la Genética Médica, la
Bioquimica Clinica, la Fisiologia, la Anatomfa Patolégica, la Oncologia, 1la Mi-
crobiologia o la propia Medicina Interna.

A continuacién revisaremos las aplicaciones mds utilizadas de la citometria
de flujo en el diagnéstico clinico como son la determinacién de antigenos celu-
lares y la cuantificacién de acidos nucleicos. No obstante, comentaremos tam-
bién otras aplicaciones que aunque por el momento son experimentales, como
el cariotipo de flujo, son prometedoras de cara a su utilizacién futura en este
drea de la Medicina.

1.— Deteccion y cuantificacion de antigenos

La produccién de un nimero cada vez mayor de anticuerpos monoclonales
dirigidos frente a epitopos de antigenos presentes en células humanas ha impul-
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sado enormemente la utilizacién de la citometria de flujo para la identificacién
y clasificacion de células tanto normales como patolégicas. Su empleo se basa
en la identificacién de antigenos mediante anticuerpos monoclonales marcados
con fluorocromos. El empleo de fluorocromos que siendo excitados en longitu-
des de onda similares emiten en diferente zona del espectro. luminoso, amplia a
su vez el campo de aplicaciones de la citometria de flujo al poder combinar el
uso en una misma muestra de diferentes anticuerpos monoclonales. El isotiocia-
nato de fluoresceina, la ficoeritrina y el PerCP son en la actualidad los fluoro-
cromos més empleados en el marcaje de anticuerpos monoclonales. Todos ellos
se excitan a 488nm (luz azul) si bien emiten en la zona del verde, naranja y ro-
jo, respectivamente. La pequefia superposicién de los espectros de emisién se
corrige mediante una compensacién electrénica realizada en el citémetro, per-
mitiendo su utilizacién simultdnea.

En la actualidad, mediante esta metodologia se han logrado importantes
avances en el diagndstico clinico, destacando 1a aportacién de la citometria de
flujo al estudio de las subpoblaciones linfocitarias y al diagndstico y clasifica-
cién de las leucemias y linfomas. Asi mismo, el empleo de esta tecnologia ha
demostrado ser de gran utilidad en otras areas como la deteccién de autoanti-
cuerpos e inmunocomplejos, el diagndstico de trombocitopatias adquiridas, la
realizacién del test cruzado linfocitario, el diagndstico diferencial de neoplasias
epiteliales, la deteccion tanto de oncoproteinas como de receptores celulares pa-
ra factores de crecimiento y hormonas y la identificacién de subpoblaciones ce-
lulares que representan dnicamente una pequefia proporcién de la celularidad
global. '

1-a.— Subpoblaciones linfocitarias:

La monitorizacién de las subpoblaciones linfocitarias tiene hoy especial re-
levancia en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) debido por un
lado a la expansion experimentada en la dltima década por el virus de la inmu-
nodeficiencia humana y por otra parte a que la cuantificacién en sagre periféri-
ca del nimero de células T CD4+ y de los linfocitos CD8+/CD38+ posee en es-
tos pacientes gran valor diagnéstico y prondstico. Estos factores han contribui-
do de forma decisiva a que la determinacién de las poblaciones linfocitarias re-
presente una técnica de rutina en muchos laboratorios. Asi mismo, la utilidad
de esta determinacién ha quedado ampliamente demostrada en otras dreas como
en el diagnéstico y clasificacién de las inmunodeficiencias primarias, en la mo-
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nitorizacién de enfermedades autoinmunes como la esclerosis miltiple, el lupus
eritematoso sistémico, la artritis reumatoide, la artritis psoridsica o la enferme-
dad de Graves-Basedow, en el seguimiento de la recuperacién inmune tras
transplante de médula 6sea, en la identificacién precoz del rechazo en indivi-
duos que han recibido un transplante alogénico, o en la monitorizacién teraped-
tica de los pacientes con anemia aplasica.

En los dltimos afios la utilidad del estudio de las poblaciones linfocitarias
se ha extendido a otros tipos de patologia y asf cada vez son més numerosos los
trabajos en los que se hace referencia a su utilidad clinica en hemopatias malig-
nas y en tumores sélidos. A modo de ejemplo merece destacar como en el mie-
loma multiple se ha observado la existencia de un descenso de linfocitos CD4+
en sangre periférica asociado a un peor prondstico. Estos pacientes presentan
ademads un incremento de células natural-killer (NK), especialmente notorio en
los estadios iniciales de la enfermedad cuyo significado biolégico se desconoce
por el momento, pero que podria reflejar un intento del sistema inmune de con-
trolar el crecimiento tumoral.

Finalmente la utilidad de la determinacién de las subpoblaciones linfocita-
rias en liquidos de lavados broncoalveolares con fines diagnésticos ha sido su-
gerida en la sarcoidosis donde se observa un predominio claro de células
CD4+/CD29+/CD45RA- y en la neumonitis por hipersensibilidad, al existir en
estos pacientes un notable incremento de los linfocitos T activados y de las cé-
lulas T CD8+/CD57+.

1-b.— Inmunofenotipaje de leucemias y linfomas:

Desde hace tiempo se conoce la utilidad del inmunofenotipo en la clasifi-
cacién de las leucemias linfoblésticas agudas asi como de las crisis blésticas de
los sindromes mieloproliferativos y mielodisplasicos con sus correspondientes
implicaciones terapéuticas y pronésticas. En el caso de las leucemias mieloblds-
ticas agudas, la importancia del inmunofenotipaje resulta evidente en el diag-
néstico de las leucemias megacarioblasticas y de la variante microgranular de la
leucemia promielocitica que morfolégicamente pueden plantear problemas
diagndsticos y en la clasificacién de estas leucemias a través de la definicién de
la expresion de antigenos frente a las diferentes lineas mieloides y sus estadios
madurativos. As{ mismo, la reactividad para algunos antigenos —CD34, CD11b,
CD7- se ha relacionado con el prondstico de la enfermedad.
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El empleo de la citometria de flujo en el estudio de los sindromes linfopro-
liferativos crénicos posee especial relevancia al permitir un diagndstico diferen-
cial répido entre una linfocitosis reactiva y un proceso monoclonal y en este ca-
so contribuir a su filiacién diagnéstica. En este sentido, el empleo del triple
marcaje CD19/kappa/lambda es de gran utilidad en la deteccién de monoclona-
lidad B en sangre periférica, médula 6sea, ganglio o bazo. Asi mismo, la utili-
zacién de diferentes combinaciones de anticuerpos monoclonales permite dife-
renciar dentro de las linfocitosis crénicas de linfocitos grandes granulares los
procesos de origen T CD3+/TCR+ de los de células NK CD3-/TCR-.

En la actualidad, merece destacar la utilidad de la citometria de flujo, en el
andlisis multidimensional de pequefias poblaciones celulares enfocado funda-
mentalmente a la deteccion de enfermedad minima residual en las leucemias
agudas en remisién. Resultados preliminares indican que con el empleo de dife-
rentes combinaciones de anticuerpos monoclonales y la citometria de flujo se
puede investigar la presencia de enfermedad minima residual en la gran mayo-
ria de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda siendo el nivel de sensibi-
lidad de la técnica de hasta 0.001% (una célula en 100.000). En estos casos, la
comprobacién de la persistencia de c€lulas con “fenotipos leucémicos” durante
el tratamiento quimioterdpico o su incremento tras la remisién completa, contri-
buyen de forma significativa al diagnéstico precoz de recaidas.

1-c.— Otras aplicaciones de la determinacion de antigenos:

La utilizacién de las técnicas de inmunofluorescencia para la deteccion de
inmunoglobulinas humanas mediante citometria de flujo ha abierto las puertas a
la utilizacién de esta tecnologia como método de rutina en el diagnéstico de di-
ferentes enfermedades autoinmunes como la pirpura trombopénica idiopética,
las anemias hemoliticas y las neutropenias autoinmunes. Por otra parte, su em-
pleo para la realizacién del test cruzado linfocitario constituye en la actualidad
el método de mayor sensibilidad y especificidad para demostrar, previamente a
un transplante, la presencia de anticuerpos preformados dirigidos frente a anti-
genos HLA de clase [ y II, antigenos de células del endotelio vascular y del sis-
tema monocitico.

La identificacién mediante citometria de flujo de la ausencia de expresion
en la membrana plaquetaria de reactividad para las glicoproteinas IIb/Illa y Ib
se viene utilizando desde hace algin tiempo para el diagndstico de trombocito-
patias congénitas como la enfermedad de Glanzman y el sindrome de Bernard-
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Soulier, respectivamente. En este campo, la posibilidad de cuantificar el nime-
ro de moléculas de un antigeno en la membrana plaquetaria y por lo tanto de
conocer la densidad de expresién de una determinada glicoproteina, estd revo-
lucionando el estudio de la patologia plaquetaria. Asi, a modo de ejemplo, en la
actualidad pueden cuantificarse diferentes glicoproteinas —CD62, CD63— y
la conformacion activada de otras —CD41a activado—, cuya expresion se ha
relacionado con la activacién plaquetaria.

El estudio de la expresién de moléculas de adhesién en la membrana cito-
plasmadtica constituye otro ejemplo de la utilidad de esta aplicacién de la cito-
metria de flujo en el diagndstico clinico. Asi, la demostracién del déficit selec-
tivo de CD11a, de CD54 y CD11b, unidos a otros estudios funcionales son hoy
de gran ayuda en el diagnéstico de pacientes afectos de inmunodeficiencias
congénitas, hemoglobinuria paroxistica nocturna y de la enfermedad de Che-
diak-Higashi, respectivamente.

El tipaje dirigido frente al antigeno HILA-B27, la cuantificacién de recepto-
res de progesterona/célula en los tumores de mama, el recuento de células
“stem” en muestras de sangre periférica y de médula ésea obtenidas para poste-
rior transplante, la deteccidn de la incorporacién "in vivo" e "in vitro" de la bro-
modeoxiuridina y/o de la yododeoxiuridina en células para valorar la sintesis de
ADN o la capacidad de recuperacién de ADN dafiado por diferentes agentes,
representan otros ejemplos claros de la utilidad de la determinacion de antige-
nos mediante citometria de flujo en el diagnéstico clinico.

2.- Cuantificacion de acidos nucleicos

La cuantificacién de 4cidos nucleicos mediante el empleo de diferentes
compuestos quimicos fluorescentes capaces de unirse de forma especifica al
ADN, al ARN o a ambos representa desde el punto de vista cronolégico, una de
las primeras aplicaciones de la citometria de flujo.

2-a.~ Cuantificaciéon de ADN:

En la actualidad existe un gran nimero de fluorocromos capaces de unirse
al ADN celular. De ellos el yoduro de propidio y el bromuro de etidio son los
de uso mds extendido en citometria de flujo. Ambos se excitan a longitudes de
onda de 488 (luz disponible en la mayoria de los citdmetros de flujo) y se unen
de forma estequeométrica al ADN de doble cadena. Su principal problema radi-
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ca en que se unen también al ARN de doble cadena lo que hace aconsejable tra-
tar previamente a las células con ARNasa. Ademds, para su tincién con estos
fluorocromos la membrana de las células necesita haber sido fijada y/o permea-
bilizada, con lo que su utilizacién se limita a células que no vayan a ser separa-
das y cultivadas posteriormente.

En el caso del naranja de acridina no se presentan los problemas anteriores
ya que este fluorocromo puede ser utilizado para tefiir el ADN en células vivas
y la fluorescencia debida a su unién a 4cidos nucleicos de cadena simple —gran
parte del ARN celular— se detecta en distinta zona del espectro luminoso —na-
ranja— en relacién con la debida a la unién con la mayoria del ADN celular
—verde—. Sin embargo, este fluorocromo presenta el inconveniente de unirse al
material plastico del citémetro de flujo creando problemas en mediciones pos-
teriores.

Especial referencia merecen también el empleo entre otros del Hoechst y
de la cromomicina-A3 que de forma especifica se unen a pares de bases adeni-
pa/timina o citosina/guanina, respectivamente y de los andlogos de la timidina
como la bromodeoxiuridina o la yododeoxiuridina, incorporados de forma es-
pecifica por las células que estdn sintetizando ADN.

En lineas generales la cuantificacién de ADN proporciona dos tipos de in-
formacién bioldgica distintos: por un lado nos orienta sobre la existencia o no
de anomalfas clonales de ADN —aneuploidias de ADN- y, por otra parte nos
permite conocer la distribucién de una poblacién a lo largo de las distintas fases
del ciclo celular. La gran cantidad de estudios clinicos realizados hasta la fecha
han puesto de manifiesto que ademds de proporcionar una informacién de gran
valor sobre la biologia de células normales y patoldgicas, la cuantificacion del
ADN celular mediante citometria de flujo posee gran impacto clinico en el drea
de la patologia tumoral al contribuir al diagnéstico y a la valoracién prondstica
de estos pacientes. Asf, hoy se conoce que la presencia de aneuploidia de ADN
constituye un factor prondstico adverso en la gran mayorfa de los tumores soli-
dos y hemopatias malignas, con excepcién del neuroblastoma, el rabdomiosar-
coma y la leucemia linfobldstica aguda del nifio en los que su presencia se aso-
cia a una mejor evolucién de la enfermedad. De forma similar y pese a que el
niimero de estudios realizados sea significativamente menor, la existencia de
una elevada tasa proliferativa en tumores sélidos y en hemopatias malignas se
asocia globalmente con una supervivencia mds corta. No obstante, en ocasiones
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se describe una mejor respuesta a la terapéutica antibldstica aunque asociada a
una mayor tasa de recaidas. Son excepcién importante en este caso los sindro-
mes mielodisplasicos donde la existencia de una mayor proporcion de células
en fase S en la médula ésea se asocia con un mejor prondstico.

El empleo combinado de la cuantificacién de ADN y el marcaje para dife-
rentes antigenos celulares abre nuevas perspectivas en este drea. Asf, la utiliza-
cién de anticuerpos especificos de células tumorales o dirigidos frente a onco-
proteinas y proteinas cuya expresién se relaciona con el ciclo celular, permite
por un lado la identificacién y célculo selectivo del ciclo celular de la poblacién
neopldsica en muestras heterogéneas y, por otra parte, un estudio pormenoriza-
do del ciclo celular.

2-b.— Cuantificacién de ARN:

La cuantificacién de ARN mediante citometria de flujo empleando diferen-
tes fluorocromos como el naranja de tiazol, la tioflavina T o la pironina Y tiene
especial relevancia en el diagnéstico clinico por su utilizacién como técnica de
rutina para el recuento de reticulocitos, con el fin de conocer el equilibrio entre
produccién y destruccion de eritrocitos y en lineas generales la produccién ce-
lular de la médula 6sea. En relacion con las técnicas clésicas, la citometria de
flujo ofrece no sélo la posibilidad de realizar un recuento de reticulocitos de
gran precisién (contaje de 10.000 células en pocos segundos) sino que ademas
proporciona una informacién sobre el contenido relativo de ARN de cada reti-
culocito detectado lo que refleja en gran medida su estadio madurativo.

Pese a que esta sea la aplicacién més extendida de la cuantificacién de ARN
en el diagndstico clinico hay que recordar que la cuantificacién simultinea de
ADN y ARN mediante citometria de flujo proporciona también una informacion

“de gran utilidad para el conocimiento de la actividad metabdlica celular que en
ocasiones posee importante repercusion clinica. Asi, estudios recientes han de-
mostrado la utilidad de esta determinacién en el estudio in vitro del efecto sinér-
gico de diferentes drogas antiblasticas y factores de crecimiento celular.

3.— Otras aplicaciones de la citometria de flujo:

En la actualidad las aplicaciones experimentales de la citometria de flujo
son muy diversas. De ellas hay algunas que presentan una clara utilidad clinica
destacando el cariotipo de flujo, la separacién de cromosomas y los estudios de
hibridacidn in situ para secuencias especificas de ADN y/o ARN.
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El cariotipo de flujo representa un complemento y a la vez una alternativa
a los métodos clésicos de estudio de los cromosomas en metafase. Para ello los
cromosomas son aislados a partir de preparaciones de metafases y tefiidos con
un fluorocromo —anélisis unidimensional- o dos —estudio bidimensional—, em-
plendose habitualmente el yoduro de propidio o el bromuro de etidio y la com-
binacién del Hoechst 33258 y la cromomicina-A3, respectivamente. Finalmen-
te, los cromosomas en suspension son analizados al pasar de uno en uno por de-
lante de la fuente de luz del citémetro. En relacién con otras técnicas, la cito-
metria de flujo ofrece ciertas ventajas que hacen de ella una alternativa vélida
para la deteccién de anomalias cromosémicas. En este sentido, proporciona una
elevada precision analitica —en pocos minutos pueden analizarse mds de
100.000 cromosomas— y una alta capacidad de resolucién —permite distinguir
diferencias en el contenido de ADN de un cromosoma superiores a 2 megaba-
ses—. Por ello, ademds de su potencial empleo en la identificacién de anomalfas
cromosomicas compensadas de gran valor diagndstico como la traslocacién
9/22 de la leucemia mieloide crénica, su utilidad es manifiesta en el estudio de
los polimorfismos individuales y de los “microcromosomas” humanos.

La separacién de cromosomas permite purificar cromosomas de acuerdo a
su intensidad de fluorescencia, es decir, a su contenido en ADN, adenina/timina
y/o citosina/guananina segiin el fluorocromo empleado. Mediante esta tecnolo-
gfa pueden llegar a obtenerse cantidades del orden de microgramos de ADN de
uno o varios cromosomas siendo la purificacién conseguida superior a 90% .
Esta metodologia ha demostrado ser de gran utilidad tanto para el mapeo gené-
tico como para la produccién de librerias de ADN recombinante.

La utilizacién conjunta de la hibridacién in situ (HIS) por métodos fluores-
centes y de la citometria de flujo se planteé desde el mismo momento en que
surgieron las primeras técnicas no radiactivas de HIS. Desde el punto de vista
préctico la citometria de flujo permite la cuantificacién de forma répida, precisa
y simple de la intensidad de fluorescencia/célula correspondiente a sondas uni-
das a secuencias especificas de ADN y/o ARN, si bien no permite conocer su
localizacién espacial. Asi, estudios preliminares han demostrado su utilidad en
la identificacién de alteraciones cromosémicas numéricas mediante el empleo
de sondas frente a secuencias de ADN de las regiones centroméricas de los cro-
mosomas humanos. No obstante, por el momento esta metodologia no permite
la deteccién de translocaciones compensadas. Asi mismo, su empleo es limita-

123



do en la identificacién y cuantificacién de pequefias secuencias de ADN, debi-
do fundamentalmente a problemas técnicos que siguen sin solucionarse como la
eliminacién de la autofluorescencia del niicleo.
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