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RESUMEN

La citometria de flujo (CMF) es una técnica de avanzada, altamente sensible y
automatizada, que se emplea para el inmunofenotipaje de las células normales y
leucémicas. En este articulo se muestran los principales aspectos metodoldgicos a
tener en cuenta para un mejor desarrollo e interpretacién del inmunofenotipo por
CMF, entre los que se encuentran: tipo, cantidad, conservacion y transportacion de
la muestra, uso de anticoagulantes, empleo de anticuerpos monoclonales y
fluorocromos, lisado de hematies, fijacion celular, asi como la calibracién y
compensacién de la auto-fluorescencia. Finalmente, se exponen las principales
aplicaciones de esta metodologia para definir el estado de maduracién celular
leucémico, clasificar las leucemias agudas en distintos subtipos inmunoldgicos,
identificar subgrupos de mal prondstico y detectar fenotipos aberrantes. Todo lo
anterior resulta de gran utilidad para el diagndstico de la enfermedad minima
residual que permite estratificar a los pacientes en diferentes grupos de riesgo e
individualizar el tratamiento antileucémico.
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ABSTRACT

Flow cytometry (FCM) is an advanced, highly sensitive and automated technique
used for immunophenotyping of normal and leukemic cells. The main
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methodological aspects to consider for better development and interpretation of
immunophenotyping by FCM are shown in this article. Among them are: type,
quantity, storage and transportation of the sample, use of anticoagulants, use of
monoclonal antibodies and fluorochromes, erythrocyte lysate, cell attachment,
calibration and auto-fluorescence compensation. Finally, the main applications of
this methodology are given for defining the state of leukemic cell maturation, acute
leukemias rank in different immunological subtypes, poor prognosis subgroups and
to identify and detect aberrant phenotypes, which are useful for the diagnosis of
minimal residual disease, allowing to stratify patients into different risk groups and
thus to identify the anti-leukemic treatment.

Keywords: flow cytometry, immunophenotyping, acute leukemias.

INTRODUCCION

La citometria de flujo (CMF) constituye una técnica de avanzada, automatizada,
objetiva y altamente sensible, muy util para el estudio del inmunofenotipo de las
células normales y anormales.?

Este procedimiento permite realizar analisis multiparamétricos del componente
celular en suspension de una manera individual, célula a célula, a través de sus
caracteristicas fisico-quimicas e identificar la expresion de proteinas celulares, lo
que hace que con los procedimientos de disgregacién de tejidos, como son los
organos linfoides o la piel, se pierda informacion sobre la localizacidn tisular de
cada una de las células presentes en la muestra. En estos casos, se recomienda
emplear técnicas de inmunohistoquimica.?:3

La CMF emplea anticuerpos monoclonales (AcMo) unidos a fluorocromos, que son
detectados y visualizados mediante un sistema informatico apropiado y de forma
rapida, permite analizar un elevado nimero de particulas en suspensiéon en un corto
periodo (5 000 particulas/s); ofrecer informacion simultanea de varios parametros
celulares, identificar paralelamente antigenos de superficie y citoplasmaticos,
cuantificar la intensidad antigénica por medio de los canales medios de
fluorescencia y emplear multiples marcajes para, de esta manera, detectar la
coexpresion de antigenos aberrantes sobre el mismo blasto.!3

Esta técnica posee una sensibilidad superior a 1 x 10, es decir, es capaz de
detectar una célula tumoral entre 10 000 células normales. Entre sus desventajas
se puede mencionar: la incapacidad para diferenciar las células normales de los
blastos leucémicos en muestras que contienen un numero reducido de células y que
el analisis requiere necesariamente el uso de una suspension celular, por lo que se
limita el estudio fenotipico de tejidos debido al tratamiento de disgregacién celular
que no hace fiable la informacidn sobre la arquitectura de los tejidos celulares, asi
como la interaccion entre estas y el medio que las rodea.!

En este articulo se muestran los principales aspectos metodoldgicos a tener en
cuenta para realizar el analisis inmunofenotipico por CMF; asi como la aplicacidén de
esta tecnologia para el diagnéstico y la clasificacion de las leucemias agudas (LA).
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Para realizar un mejor analisis inmunofenotipico por CMF, se deben tener en cuenta
los siguientes aspectos metodoldgicos: tipo, cantidad, conservacién y transportacion de
la muestra, uso de anticoagulantes, empleo de AcMo y fluorocromos, lisado de
hematies, fijacion celular, asi como la calibracién y compensacion de la
autofluorescencia, previo a la interpretacion de los datos.

TIPO Y CANTIDAD DE MUESTRA

Los especimenes mas utilizados en hematologia, inmunologia y hemoterapia para
su inmunofenotipaje son variados y habitualmente incluyen: aspirados de médula
osea (MO), sangre periférica (SP) y sangre de cordon umbilical.* Pueden emplearse
también los productos de leucoféresis y transfusion como los concentrados de
hematies, de plaquetas y el plasma. Se estudian, ademas, especimenes procedentes
de tejidos linfoides como ganglio linfatico, bazo y timo; y de tejidos no linfoides,
como por ejemplo: piel, higado, mucosa gastrica e intestino. En este caso, pueden
haberse obtenido por procedimientos quirlirgicos, biopsia o puncién-aspiracion con
aguja fina (PAAF).>

De igual forma, el inmunofenotipaje se aplica para el estudio de distintos fluidos
corporales, entre ellos, liquidos: cefalorraquideo (LCR), pleural y ascitico.>

Para el estudio de las LA, preferentemente se usa el aspirado de la MO por puncion
de la cresta iliaca o el esterndn, de modo firme y rapido, con el empleo de agujas
de biopsia de 14 a 8 G, que permitan obtener un numero suficiente de particulas de
la MO en suspension. Puede utilizarse también la SP cuando la cantidad de blastos
exceda el 50 %.*

La cantidad de muestra necesaria dependera del nimero de marcadores
antigénicos a analizar, 1 mL de sangre total es suficiente para determinar hasta
diez antigenos. Se recomienda realizar el conteo total de leucocitos contenidos en la
muestra a estudiar, para determinar la cantidad de L necesarios para cada
determinacion, a través de la siguiente féormula:

500 000 células
numero total de leucocitos en la muestra

Cantidad en pL=

USO DE ANTICOAGULANTE

Para el analisis del inmunofenotipo de las LA por CMF se recomienda usar EDTA en
vez de heparina sédica, debido al uso previo del contador hematoldgico y para no
alterar la conformacion de los antigenos a estudiar. Para la determinacién de
antigenos de activacion plaquetaria y de los productos de leucoféresis, se
recomienda usar acido citrato dextrosa (ACD) y fosfato citrato dextrosa (CPD),
respectivamente.!?

En aquellas muestras constituidas por dispersados unicelulares de tejidos sdélidos;
por ejemplo, de BAAF de ganglio, es conveniente que el anticoagulante esté diluido
en un volumen de hasta 1 mL de un liquido isotdnico estéril (suero salino fisioldgico
o tampon fosfato con pH 7,4) filtrado por filtros con poro < 0,40 um. En el caso de
los aspirados de la MO en los que se obtengan voliumenes inferiores a 1 mL, el
volumen del liquido isoténico en el que se diluye el espécimen no debe superar el
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volumen de la muestra obtenida para evitar una dilucion excesiva. Una vez diluido,
el aspirado debe hacerse pasar repetidamente (2 o 3 veces) por una aguja de 25 G
para deshacer los copos medulares. Para el estudio de la activacion de plaquetas
debe diluirse la muestra volumen a volumen en tampdn Hepes, pH 7,4.

En todos los casos anteriores no se recomienda el empleo de medios de cultivo. Los
especimenes obtenidos mediante biopsia o procedimientos quirdrgicos, no deben
ser sometidos a procesos de fijacion o congelacién. Si la pieza quirlrgica es
considerable (> 1 cm), es aconsejable trocearla con bisturi en piezas mas pequefias
de unos pocos mm3.14

CONSERVACION Y TRASPORTACION DE LA MUESTRA

Los métodos y periodos de conservacion de las muestras obtenidas para el
inmunofenotipaje pueden variar de acuerdo con el tipo de especimenes u otros
productos contenidos, tipo y nimero de células y el estado del paciente en el
momento en el que se obtuvo.!-3

En general, la calidad de los resultados es inversamente proporcional al tiempo
transcurrido y al grado de manipulacién de la muestra desde su obtencién, por lo
gue se recomienda el empleo de especimenes frescos, recién obtenidos. Asi, las
muestras deben procesarse, fundamentalmente, en las primeras 24 h posteriores a
su extraccion. Para el estudio del LCR y de las plaquetas, el tiempo de conservacion
es aun menor, 4 h desde su obtencidn, ya que sus células son mas susceptibles de
entrar en apoptosis.'®

En todos los casos, la muestra debe conservarse a temperatura ambiente (22-25 °C).
Solo en aquellas situaciones en que la muestra no pueda procesarse en el tiempo
adecuado y se requiera de tiempos de almacenamiento o transportacion mas
prolongados, seria recomendable su conservacién a temperaturas entre 4 a 6 °C y
afadir reactivo estabilizador, con el objetivo de obtener resultados aceptables hasta
5 dias después de su obtencién, en una proporcion 1/10. De esta forma, las células
conservan la viabilidad requerida (> 90 %). En caso de hemdlisis, grumos,
microcoagulos, congelamiento visible, incorrecto Illenado del tubo y mal rotulado, la
muestra debe rechazarse.>

PANEL DE AcMo Y FLUOROCROMOS

El panel de AcMo a utilizar para el estudio de las LA debe incluir anticuerpos
dirigidos contra los principales antigenos de diferenciacién celular, expresados en la
membrana, el citoplasma y el nlcleo de los precursores hematopoyéticos,
previamente titulados. Se utilizara la dilucién 6ptima de fluorescencia del
reconocimiento de la reaccién antigeno-anticuerpo, no solo con fines econémicos
sino también para evitar la sobresaturacion del antigeno.®

Se emplearan ademas, fluorocromos directa o indirectamente conjugados a los
AcMo. Entre los principales fluorocromos se encuentran: FITC, RPE, ECD, PC5,
PC5.5, PerCP, APC y AP7. Las muestran se inCubaran durante 20 a 30 min a
temperatura ambiente.?®
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La deteccion de antigenos intracitoplasmaticos e intranucleares requiere de una
previa permeabilizacidon de la membrana celular, a través de reactivos como: BD
Cytofix/ Cytoperm™ vy Leucoperm™, respectivamente.*

LISADO DE HEMATIES Y FIJACION DE LAS MUESTRAS

En el lisado de los hematies se puede realizar con solucién lisante o cloruro de
amonio, durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células deben
ser lavadas en dos ocasiones con suero fisioldgico y centrifugadas a 4 °C durante
10 min a 1500 rpm. Si la lectura en el citbmetro se va a realizar dos o mas horas
después de haber culminado el procedimiento, las células deben ser fijadas para
conservar su viabilidad con una solucién fijadora (formaldehido al 1 %) y guardadas
a 4 °C hasta el momento de la adquisicion.?

CALIBRACION Y COMPENSACION

La calibracién se realiza para obtener una adecuada distribucion de las células
seguln su tamafo y complejidad interna. Estas caracteristicas dependen del grado y
de la magnitud de la dispersion de la luz del laser al interactuar con los
componentes celulares, que se obtiene a través del analisis de la muestra que
contiene solamente sangre total, la cual funciona como un control negativo.®

Cuando la luz difractada incide en el mismo eje de la luz incidente, se evalla el
tamafio celular a través del forward scatter (FSC). Por otro lado, cuando la luz
difractada y reflejada es detectada a 90° de la direccion del laser, se evalla la
complejidad interna celular a través del side scatter (SC).%”

En la figura 1 se muestra un diagrama de puntos (dot plot) donde se ubican los
linfocitos, monocitos y granulocitos, segun su tamafio y granularidad.

Fig. 1. Disposicién de linfocitos, monocitos y granulocitos,
segun tamafio y complejidad interna
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Para obtener resultados 6ptimos en el citdmetro de flujo se deben realizar las
actividades de control recomendadas por el fabricante del instrumento, tales como:
verificar la alineacién dptica diaria, la estandarizaciéon y la compensacién de la
superposicion espectral. Estos controles corrigen la superposicidon espectral de un
fluorocromo en el espectro de fluorescencia de otro fluorocromo.%”

La compensacién de la fluorescencia debe realizarse con el marcaje pertinente,
sobre las subpoblaciones linfocitarias de SP procedentes de individuos clinicamente
normales, utilizando AcMo conjugados a diferentes fluorocromos de manera
independiente y la inclusiéon de un tubo extra sin marcaje, que constituira el control
negativo. Se aconseja emplear los AcMo dirigidos contra los antigenos expresados
en la mayoria de los linfocitos T y B como son anti-CD3 y anti-CD19,
respectivamente.”

Las compensaciones se colocan en el valor cero, después se crean los histogramas
para los FL1-FL4 y luego, se construyen los diagramas de punto, de acuerdo con las
diferentes posibilidades de compensacion. Inicialmente, debe adquirirse el tubo que
contiene la muestra bioldgica sin AcMo conjugado, se ajustan los FSC y SSC en los
valores lineales del gate 6ptimo, se excluye el debris y posteriormente, se ajustan
los FSC y SC a los valores logaritmicos.®”

A continuacién, se van adquiriendo los tubos que contienen los AcMo conjugados de
manera independiente y de esta forma, se van realizando las diferentes
compensaciones de fluorescencia. Por ejemplo, al adquirir el tubo con AcMo+FITC
se compensa FL2-FL1, al adquirir el tubo con AcMo+PE se ajustan FL1-FL2 y FL3-FL2,
al adquirir el tubo con AcMo+APC se ajusta FL3-FL4 y asi sucesivamente.?®

LA CMF EN EL DIAGNOSTICO DE LAS LA

La CMF permite discriminar entre las células blasticas y el componente celular
normal presentes de manera concomitante en la muestra y excluir este ultimo del
analisis fenotipico. De esta forma, se erradican los fendmenos de contaminacion y
clasificacion celular errénea.t?

A través de CD45 marcado/SC se puede evidenciar una expresion heterogénea de
este antigeno sobre las diferentes poblaciones celulares y diferenciar de manera
eficiente a los diferentes linajes celulares existentes en una matriz compleja, como
lo es la MO.1°

El antigeno pan leucocitario CD45 es una proteina expresada de manera
constitutiva en todas las células hematopoyéticas, que incrementa su densidad de
expresion en los estadios finales de la hematopoyesis, en los diferentes linajes
celulares leucocitarios y permanece de manera estable en las células maduras. Sin
embargo, las células eritroides y las plaquetas pierden la expresion de esta proteina
a lo largo de su diferenciacion. El CD45 pertenece a una familia compleja de
glicoproteinas de alto peso molecular, estéa compuesto por cinco isoformas, posee
actividad tirosin fosfatasa y realiza una funcidn importante en la regulacién de la
diferenciacién celular.0:11

La determinacién del grado de expresion del antigeno CD45 es de particular
importancia, ya que permite:

1. Discriminar entre las células blasticas inmaduras normales y maduras.

2. Definir el linaje celular.

3. Inferir el estadio de maduracion.
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En la figura 2 se muestra cdmo con el uso de CD45 marcado/SC se disponen de
manera diferente las distintas poblaciones celulares: blastos y linfocitos maduros
reactivos en la MO.

[Ungated] FS INT / SS INT

[linf] CD45PC5.5 / SS INT

1000

&0

L% INT
05 INT

400
blastos linfocito
200

L e e e el

0 - :lc 400 600 300 1000 1F 10 12 100
FS INT CD45PC5.5

Fig. 2. Distribucion de los blastos y linfocitos maduros con el uso
de CD45/Side Scatter

CLASIFICACION INMUNOLOGICA POR CMF DE LAS LA

Para el diagndstico inmunoldgico de las LA por CMF, se deben emplear diferentes
paneles de AcMo: obligatorios, recomendados y opcionales.!!-13

Los paneles obligatorios contienen aquellos AcMo que permiten determinar los
criterios para la identificacion, cuantificacion y clasificacion de la enfermedad; los
recomendados incluyen los marcadores que no son esenciales para el diagndstico,
pero que son importantes para la sub clasificacion de las LA; y los opcionales
contienen los anticuerpos utilizados para el diagnéstico de la enfermedad minima
residual (EMR), la deteccion de subtipos raros de leucemias y determinados
marcadores antigénicos que puedan sugerir anormalidades citogenéticas y
moleculares, implicados en el prondstico de la enfermedad.!?

Para la caracterizacién inmunofenotipica de las LA, los grupos de expertos en CMF
para el diagndstico de enfermedades hematoldgicas sugieren el empleo de un panel
de AcMo dirigidos contra los antigenos intracitoplasmaticos: mieloperoxidasa
(MPO), CD3 y CD79a, el cual permitird determinar el linaje celular leucémico:
mieloide, T y B, respectivamente. Basados en la informacién que se obtenga a
partir de este panel, se le adicionara el resto de los marcadores especificos de linaje
y los relacionados con el estadio de maduracién celular (CD34, CD45, CD117).10.14

Las LA se clasifican inmunofenotipicamente en:

1. Leucemias linfoides agudas (LLA)
2. Leucemias mieloides agudas (LMA)
3. Leucemias agudas de linaje ambiguo (LALA)
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Las LALA incluyen a las LLA con expresion aberrante de antigenos mieloides (LLA-
Mi+), las LMA asociadas a marcadores linfoides (LMA-Li+), las LA indiferenciadas
(LAI) y aquellas de linaje mixto o hibridas (LAH).

En la tabla se muestra la clasificacion de las LLA, segun el Grupo Europeo, para la
caracterizacion de las leucemias agudas (EGIL).'>

Tabla. Clasificacién inmunoldgica de las leucemias linfoides agudas (LLA), segun el Grupo
Europeo para la caracterizacién de las leucemias agudas

LLA de fenotipo B | CD19+ y/o CD79a+ y/o CD22+

pro-B (B-I) no expresion de otro antigeno linfoide B
comun (B-II ) CD10+
pre-B (B-III} IgM+ citoplasma

B madura (B-IV) k 0 A+ citoplasma o superficie

LLA de fenotipo T | CD3+ citoplasma o superficie

pro-T (T-I) CD7+
pre-T (T-1II) CD2+ y/o CD5+
cortical (T-III} CDl1la+ y/o CD4/CDE+

T madura (T-IV) Receptor de célula T+

Para definir el linaje B, los blastos deben expresar fuertemente el antigeno CD19, el
cual tiene que estar asociado con al menos uno de los siguientes antigenos: CD79a
citoplasmatico, CD22 citoplasmatico o de membrana y el CD10. Por lo tanto, la
expresion solo del CD19 no es suficiente para confirmar el fenotipo B. Los antigenos
CD19 y CD22 son sensibles y especificos de la linea linfoide B. Sin embargo, el
CD79a, a pesar de tener una alta sensibilidad, no es absolutamente especifico de
este linaje, ya que puede estar expresado en células mieloides y sobre los linfocitos
T, al igual que en blastos de pacientes con LLA-T y LMA, respectivamente.16-1°

Para definir el linaje T, los blastos leucémicos deben expresar fuertemente el
antigeno CD3 citoplasmatico o en la membrana celular, el cual debe estar asociado
con al menos uno de los siguientes marcadores: CD2, CD7 y CD5. Estos tres
antigenos, si bien son sensibles, no son especificos de linaje T; asi CD2 y CD7
pueden estar expresados también sobre precursores mieloides, al igual que en
blastos de pacientes con LMA y el CD5 se expresa en la ontogenia T y sobre una
sub poblacién de células B maduras.®-2!

Las LMA constituyen un grupo de neoplasias hematoldgicas morfolégicamente muy
heterogéneas, donde pueden estar afectadas multiples lineas celulares. Esta
heterogeneidad morfoldgica también se observa en la obtencion de diferentes
patrones inmunofenotipicos.??:23

Se considera a la MPO el marcador especifico de linaje mieloide, excepto para las
variedades M0 (pobremente diferenciada), M6 (eritroleucemia) y M7 (megacariocitica),
donde es negativa. Los antigenos CD11c, CD64, CD13, CD33 y lisozima son
expresados en la mayoria de los precursores mieloides; CD14 identifica a la linea
monocitica; CD15 a la granulocitaria; CD71, glicoforina A 'y CD36 a la eritroide; y
los antigenos CD41 y CD42 a la plaquetaria. En la variedad M3 de la LMA los
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blastos generalmente no expresan HLA-DR y son positivos para el antigeno CD15.
Los promielocitos anormales pueden mostrar, igualmente, niveles elevados de
CD13 y CD117, respectivamente.22:23

Los antigenos CD34, deoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT) y CD117 (c-kit) no
son especificos de linaje, pero si de inmadurez celular; CD38 y HLA-DR pueden
estar expresados sobre los precursores linfoides y mieloides pero también, en
células maduras; y CD117 puede estar expresado, ademas, en células de origen no
hematopoyético, como son los melanocitos. Este patron antigénico de inmadurez
celular se observa con frecuencia en las LAI

Las LAH expresan antigenos de mas de un linaje celular. Se clasifican en
T/mieloide, B/mieloide, B/T y trilinaje (B/T/mieloide).24-26

IDENTIFICACION POR CMF DE FENOTIPOS ABERRANTES

El analisis inmunofenotipico de las células leucémicas mediante la CMF
multiparamétrica es una herramienta de gran utilidad para la identificacion de los
fenotipos aberrantes, con una gran implicacién directa en el prondstico, el
tratamiento y seguimiento de la enfermedad.?’

Los fenotipos aberrantes o “leucémicos” incluyen, fundamentalmente: la infidelidad
o promiscuidad de linaje, la sobre e infra expresion antigénica, el asincronismo
madurativo, asi como la expresién ectdpica de antigenos.?3-26

Las variedades de LLA-Mi+, LMA-Li+ y LAH son prototipos de infidelidad de linaje.
La alta expresion del antigeno CD33 asociado con la ausencia o débil expresion del
CD15, sobre los promielocitos anormales en la M3, generalmente estan asociados
con la presencia de anormalidades citogenéticas, como por ejemplo, la t (15;17).%*

En algunas LMA de linaje monocitico se han reportado sobrexpresién e infra
expresion de los antigenos CD13 y CD33, asi como patrones anormales en la
densidad e intensidad de expresion de CD11b, HLA-DR, CD14, CD64 y CD36. En la
linea eritroide se han encontrado anormalidades en la expresion de CD45, CD71,
CD235a y CD117, respectivamente.4

La coexpresion del antigeno CD34 asociado con CD20 en la LLA-B, y con CD14 y
CD15 en la LMA, indican asincronismo maduracional.'* La identificacion de blastos
que expresan el fenotipo CD1/CD4/CD8, caracteristico del timocito cortical, en la
MO o SP y ambas, asi como la deteccion de células TdT positivas en el LCR, son
ejemplos representativos de antigenos ectdpicos.?’-2° La identificacién de estos
fenotipos aberrantes en el momento del diagndstico, constituye una herramienta de
gran utilidad para el monitoreo postratamiento de EMR.30-32

El diagndstico inmunoldgico por CMF de las LA, es primordial para confirmar el
diagnostico morfoldgico, definir el estado de maduracién celular leucémico,
clasificar a la enfermedad en distintos subtipos inmunoldgicos, identificar subgrupos
de mal prondstico, diagnosticar LA de linaje ambiguo y detectar fenotipos
aberrantes utiles para el diagnéstico de la EMR, lo cual permite estratificar a los
pacientes en diferentes grupos de riesgo y de esta forma, individualizar el
tratamiento antileucémico.
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