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RESUMEN

La citometria de flujo es un método analitico que
permite la medicién rapida de ciertas caracteristicas
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fisicas y quimicas de células o particulas
suspendidas en liquido que producen una
sefial de forma individual al interferir con
una fuente de luz. Una de las caracteristi-
cas analiticas mas importantes de los cito-
metros de flujo es su capacidad de medir
multiples parametros celulares, como el ta-
mafio, forma y complejidad y, por supues-

to, cualquier componente celular o funcion
que pueda ser marcada con un fluorocromo. Las apli-
caciones mas relevantes de la citometria de flujo en
la practica médica se relacionan con la hematologia
e inmunologia clinicas, midiendo parametros como
numero y clasificacion de células sanguineas. Esta téc-
nica es empleada también en el conteo de subpobla-
ciones de linfocitos en pacientes con el virus de la in-
munodeficiencia humana, asi como la caracterizacion
de leucemias agudas y sindromes linfoproliferativos
crénicos, entre otros padecimientos. En los ultimos 20
afios, el analisis de enfermedades pulmonares de ori-
gen inmunoldgico por citometria de flujo ha jugado
un papel importante en el entendimiento y diagnds-
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ABSTRACT

Flow cytometry is an analytical method that allows
the rapid measurement of certain physical and chem-
ical characteristics of cells or particles suspended in
liquid and produce signals when they pass individu-
ally through a beam of light. An important analytical
feature of flow cytometers is their ability to measure
multiple cellular parameters such as cell size, shape
and internal complexity and, of course any cell com-
ponent or function that can be detected by a fluores-
cent dye. The most prominent uses of flow cytome-
try in medical practice are in the related fields of
laboratory hematology and clinical immunology, for
a variety of tasks involving blood cell counting and
classification. This technique is also used for counting
lymphocyte subpopulations in patients with HIV,
characterization of acute leukemias and chronic lym-
phomas between other diseases. Over the last 20
years, analysis of immunologica lung diseases by flow
cytometry has played a major role in the understand-
ing and as tool of diagnosis, such as sarcoidosis, eosi-
nophilic pneumonia or hypersensitivity pneumonitis.
So the applications of flow cytometry are numerous,
and this has lead to the widespread use of this instru-
ments in biological research and medical fields. Over-
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tico de enfermedades como sarcoidosis, neumonia
eosinofilica o neumonitis por hipersensibilidad. Las
aplicaciones de la citometria de flujo son numerosas,
lo cual ha permitido el empleo de estos instrumentos
de manera amplia en los campos, tanto de la inves-
tigacion biolégica como médica. Esta revision brinda
un panorama general de los principios basicos de la
citometria de flujo y la muestra como una herramien-
ta reproducible y aplicable a una gran variedad de
campos médicos, asi como su empleo en el campo de
las enfermedades pulmonares.

INTRODUCCION

En los Gltimos afios, el diagndstico clinico ha ex-
perimentado profundas modificaciones debidas,
en gran medida, a los avances producidos por los
nuevos métodos cuantitativos de andlisis celular.
De entre ellos destaca la citometria de flujo, que
ha alcanzado gran relevancia, ademas de la que
ya tenia en la investigacion basica.

La citometria constituye un complemento valio-
so de las técnicas clasicas utilizadas para el estudio
de la morfologia, biologia y bioquimica celular.
Aunque, desde el punto de vista cronologico, la
citometria de flujo es una tecnologia relativamen-
te reciente, sus caracteristicas especiales como téc-
nica de analisis celular han hecho que en la Ultima
década su uso se haya extendido de forma rapida,
desde los laboratorios de investigacion bésica hasta
los laboratorios clinicos:.

La citometria de flujo ha encontrado amplia
utilidad en ciencias como la inmunologia, he-
matologia, oncologia, anatomia patoldgica y
biologia celular?. La conjugacion de marcado-
res fluorescentes con anticuerpos monoclona-
les o policlonales ha hecho posible los estudios
de la densidad y la distribucién de determinan-
tes y receptores de la superficie y del citoplas-
ma celular, permitiendo identificar subpoblacio-
nes celulares®.

Por otra parte, en comparacion con los mé-
todos bioquimicos de analisis celular, en los que
se obtiene un resultado promedio para toda la
muestra, la citometria de flujo es capaz de pro-
porcionar una informacién cuantitativa sobre
cada célula en particular y permite identificar en
una muestra subpoblaciones de células diferen-
tes, incluso cuando estan escasamente repre-
sentadas.

all this review shows a brief overview of basic prin-
ciples of and shows this as a reproducible tool appli-
cable to a wide range of medical approaches as well
as its use in lung diseases field.

¢ QUE ES LA CITOMETRIA DE FLUJO?

La citometria de flujo representa un método ra-
pido objetivo y cuantitativo de analisis de célu-
las, nacleos, cromosomas, mitocondrias u otras
particulas en suspension.

El principio en el que se basa esta tecnologia
es simple: hacer pasar células u otras particulas
en suspensioén alineadas y de una en una por
delante de un haz luminoso. La informacion pro-
ducida puede agruparse en dos tipos fundamen-
tales: la generada por la dispersion de la luz y la
relacionada con la emision de luz por los fluoro-
cromos presentes en la célula o particula al ser
excitados por el rayo luminoso. Las sefiales lumi-
nosas detectadas se transforman en impulsos
eléctricos que se amplifican y se convierten en
sefiales digitales que son procesadas por una
computadora (Figura 1)*.

CONCEPTOS SOBRE
INMUNOFLUORESCENCIA

El término inmunofluorescencia se usa para
describir las técnicas en que se emplea un fluo-
rocromo para marcar un anticuerpo. Ya en
1941, Coons® informé de la aplicacién de esta
técnica para localizar antigenos y anticuerpos
en secciones de tejido. El descubrimiento de los
anticuerpos monoclonales por Kohler y Milstein
en 1975¢, incrementd draméaticamente el uso
de la inmunofluorescencia para la identificacion
de antigenos de superficie celular.

La fluorescencia ha sido usada para visualizar
ciertas moléculas y estructuras por medio de la
microscopia 6ptica durante muchos afios. Esta ha
encontrado una extensa area de aplicacion en la
citometria de flujo. La capacidad para detectar
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simultdneamente la fluorescencia de dos, tres,
cuatro o actualmente hasta 13 fluorocromos de
diferentes longitudes de onda, abre completa-
mente el campo del andlisis multiparamétrico.

Cuando una molécula absorbe luz, y por tanto
energia, algunos de sus electrones pueden alcan-
zar una orbita de mayor energia. Se dice enton-
ces que la molécula ha alcanzado un estado de
excitacion, y puede volver a su estado basal
cuando estos electrones vuelven a su Orbita de
menor energia. En algunos compuestos el elec-
trén excitado cae rapidamente, usualmente en
nanosegundos, al estado basal, emitiendo un
cuanto de luz o foton y desprendiendo energia.
Esta transicion radiante se denomina fluorescen-
cia’. A este tipo de compuestos se les denomi-
na fluorescentes o fluorocromos.

El objetivo del analisis por inmunofluorescencia
en citometria de flujo es asignar a cada célula a un
grupo especifico de células que compartan propie-
dades comunes. El primer paso es identificar las
células de interés. Por ejemplo, para el andlisis de
subpoblaciones linfocitarias se requiere seleccionar
un area de trabajo distinguiendo los leucocitos por
sus propiedades de dispersion de luz (tamafio con-
tra complejidad celular). Una vez que las células de
interés han sido distinguidas de los otros tipos ce-
lulares, se puede usar la inmunofluorescencia para
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determinar la proporcion o el nimero de células
gue poseen un determinado marcador, por ejem-
plo, del marcador CD4 para monitorear el progreso
de la enfermedad por el virus de la inmunodefi-
ciencia humana (VIH)?, entre muchas otras aplica-
ciones clinicas.

PARAMETROS QUE SE PUEDEN
ANALIZAR POR CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo permite medir diferentes
parametros de una célula. Estos se dividen en (Fi-
gura 2):

= Parametros nucleares
Parametros citoplasmicos
Parametros de superficie
Parametros extracelulares

En la Tabla | se resumen los parametros que
pueden ser medidos por medio de esta técni-
ca. Un aspecto importante y que representa
una ventaja de ella, es la posibilidad de medir
tantos parametros como anticuerpos se dis-
pongan para ello, marcados con distintos fluo-
rocromos. Asi, es posible caracterizar una cé-
lula por su fenotipo de superficie (Figura 3) vy,
al mismo tiempo, conocer el estado intracelu-
lar que guarda la célula como su patron de
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Figura 1. Principio
general de la cito-
metria de flujo.
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secrecion de citocinas, o bien, la etapa del ci-
clo celular en la que se encuentra.

APLICACIONES CLINICAS DE LA
CITOMETRIA DE FLUJO

Inmunofenotipificacion

La citometria de flujo es una técnica que permite
un andlisis celular multiparamétrico de forma
rapida, sensible y especifica. La disponibilidad de
amplios paneles de reactivos de gran calidad fa-
cilita la aplicacién de este método analitico en el

diagnostico, clasificacion, evaluacion pronostica
y valoracién de enfermedad minima residual. La
citometria de flujo permite el andlisis de un gran
ndmero de células (habitualmente entre 10,000
células por muestra y, mas de un millén en los
estudios de enfermedad minima residual). La
aplicacion de la citometria de flujo al analisis
celular permite conocer aspectos fisicos de la
célula (tamafo y complejidad) y determinar la
presencia o ausencia de determinados antigenos
(habitualmente entre 3 y 4) en los diferentes
compartimentos celulares (superficie celular,
citoplasma, mitocondria y nicleo) lo que contri-

Tabla I. Parametros que se pueden analizar por citometria de flujo.

Parametros basados
en ADN

Parametros
nucleares

ADN + otros parametros

Parametros no basados
en ADN

Parametros de Estructuras de la

superficie superficie celular
Dinamica de la
superficie celular

Parametros Componentes

citoplasmaticos  intracelulares

Funciones intracelulares

Entorno intracelular

Dindmica de la
secrecion celular

Parametros
extracelulares

-Contenido de ADN
-Contenido de pares GC/AT
-Superenrollamiento de ADN
-Estructura de la cromatina
-Roturas de hebras de ADN

-Ploidia de ADN
-Ciclo celular
-Apoptosis-necrosis
-Cariotipo en flujo

-ADN/ARN
-ADN/proteinas totales
-ADN/antigenos nucleares
-ADN/antigenos celulares

-Regulacién ciclo celular
-Ciclo celular de
poblaciones especificas

-Receptores nucleares
-Expresion de genes
indicadores (“reporteros™)
-Morfologia nuclear
-Componentes nucleares

-Receptores de superficie
-Sitios de unién a lectinas
-Densidad de superficie
-Pared celular

-Unién de ligandos
-Transporte/internalizacién
de ligandos

-Eflujo de solutos
-Exposicién de receptores
-Potencial de membrana

-Proteinas totales

-Proteinas estructurales
-Proteinas funcionales
-Glicoproteinas intracelulares
-Lipidos intracelulares
-Tioles libres

-Actividad enzimatica
-Sintesis de proteinas
-Potenciales de membrana

-Concentracién de iones
-Movimiento de iones
-Lipidos y proteinas oxidados

-Activacion celular
-Diferenciacion celular

-Captura de proteinas secretadas
-Ensayos de cuantificacién en suero
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buye a aumentar, tanto la especificidad como la
sensibilidad de la prueba. En otras areas como en
el diagnéstico y clasificacion de las inmunodefi-
ciencias primarias, en el monitoreo de enferme-
dades autoinmunes como la esclerosis multiple®,
el lupus eritematoso sistémico® y la artritis reu-
matoide!?, la citometria de flujo ha demostrado
su utilidad. También se ha demostrado Util en el

seguimiento de la recuperacién inmune tras el
trasplante de médula 6sea'?, en la identificacion
precoz del rechazo en pacientes que han recibi-
do un trasplante alogénico®®, o en el monitoreo
terapéutico de los enfermos con anemia apléasi-
cal. En la Tabla Il se condensan algunas de las
aplicaciones clinicas més importantes y con ma-
yor empleo en la actualidad.
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Tabla Il. Aplicaciones clinicas generales de la citometria de flujo.

Aplicaciones generales Aplicaciones por area

Parametros sujetos de analisis

Caracterizaciéon de
células normales

Diagnéstico basado
en el analisis celular

Identificacion y
deteccion de células
anormales

Correlacion de
parametros citométricos
con otros parametros
clinicos bien establecidos

Aplicaciones
pronosticas

Parametros implicados
directamente en el
proceso patolégico

Parametros implicados
indirectamente en el
proceso patolégico

Seleccion de células en
la terapia celular

Evaluaciéon y
monitorizacién del
tratamiento

Anélisis de la accién
terapéutica a nivel celular

Parametros estructurales

Tamafio

Complejidad

Antigenos de superficie

Identidad

Linaje

Funcién

Activacién

ADN, ARN y pardametros relacionados
Ploidia

Estado proliferativo

Estadio de maduracion

Expresion génica

Bioquimica intracelular

Condiciones basales

Respuesta bioquimica a estimulos controlados

Alteraciones en la morfologia celular

Cambios en tamafio

Cambios en granularidad

Alteraciones en el inmunofenotipo
Inmunoproliferacién/inmunodeficiencia
Alteraciones en el genotipo

Cambios en el contenido de ADN (ploidia)

Cambios en la expresién de genes

Alteraciones en la bioquimica intracelular

Cambios en la sintesis y concentracién de moléculas
Cambios en la actividad de enzimas y en el flujo a
través de rutas

Alteraciones en el numero y la funcion de organulos
subcelulares

Cambios en la respuesta bioquimica a estimulos
controlados

Deteccion de células de baja frecuencia

Deteccion de células tumorales circulantes
Deteccion de células fetales en sangre materna
Deteccion de células activadas o antigeno-especificas
circulantes

Estudios retrospectivos con material de archivo
Estudios prospectivos

Andlisis de muestras especificas de la patologia
Analisis de parametros especificos de la patologia

Anélisis de muestras indicadoras
Andlisis de parametros indicadores de la patologia
Analisis de parametros predictivos de riesgo

Analisis de progenitores en el trasplante autélogo
Pruebas cruzadas de trasplantes heterélogos
Deteccion y cuantificacién de leucocitos residuales
en hemopreparados

Cambios en parametros estructurales
Cambios en parametros funcionales
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Anélisis de la accién
terapéutica a nivel de
paciente

Deteccion y analisis
de resistencia a la terapia

Deteccion de células de
lesion celular subletal

Analisis de la lesion
y muerte celular

Cuantificacion de la
viabilidad celular

Caracterizacion de los
mecanismos de muerte
celular

Aplicaciones en
inmunohematologia

Analisis de antigenos

Analisis de anticuerpos

Analisis de funcién celular

Deteccion de recidivas y enfermedad minima residual
Establecimiento de patrones prondsticos de éxito
terapéutico

Analisis de la capacitacion y retencién de farmacos
Anélisis del metabolismo de farmacos

Cambios en parametros estructurales
Cambios en parametros funcionales

Determinacion de efectos citotoxicos globales
Control de calidad de las preparaciones celulares

Identificacién y analisis de células apoptoticas
Identificacion de células necroéticas

Inmunofenotipo de superficie
Deteccién de antigenos intracelulares
Deteccion de antigenos circulantes

Deteccién de anticuerpos circulantes
Deteccion de anticuerpos unidos a células

Analisis de proliferacion celular
Analisis de bioquimica intracelular
Anélisis del indice de muerte celular

APLICACIONES DE LA CITOMETRIA DE
FLUJO A LA INVESTIGACION BASICA

Son innumerables las aplicaciones de la citometria
de flujo a la investigacion bésica, desde campos
como la microbiologia, hematologia, inmunolo-
gia, citologia, patologia, biologia celular y mole-
cular, entre otros. Sin embargo, es posible inten-
tar clasificar dichas aplicaciones segun el area
especifica en la que es posible utilizar la citome-
tria de flujo como herramienta de investigacion
(Tabla ). La citometria de flujo ha sido utilizada
en el monitoreo del contenido de ADN?®, expre-
sion fenotipica, transporte de drogas, flujo de
calcio®®, proliferacion y apoptosis'’. Virtualmente
es posible marcar cualquier molécula que sea de
interés siempre que se disponga de un anticuer-
po acoplado a un fluorocromo que pueda ser de-
tectado por el citdmetro de flujo, esto hace posi-
ble que las aplicaciones del citometro de flujo se
adapten practicamente a cualquier necesidad de
investigacion. Actualmente, la relacion entre la
aplicacion basica y clinica es cada vez mas estre-
cha dando la oportunidad a su vez a la aplicacion
diagnéstica, prondstica y de tratamiento en mal-
tiples enfermedades.

CITOMETRIA DE FLUJO Y LA
INVESTIGACION EN ENFERMEDADES
PULMONARES

En los dltimos 20 afios, la citometria de flujo ha
jugado un papel primordial en el avance del en-
tendimiento y habilidad para diagnosticar una
variedad de desérdenes linfoproliferativos!®. Una
de las aplicaciones nuevas mas interesantes es en
la evaluacion de pacientes con enfermedades
inmunoldgicas del pulmon?®. Una muestra tipi-
ca es aquella que es recolectada a partir de la-
vados bronquioalveolares (LBA), cuya utilidad
diagnéstica ha quedado ampliamente demostra-
da?-25, Cuando el lavado es realizado en pulmo-
nes normales, la célula presente mas predomi-
nante es el macrdfago, el cual estd en un
porcentaje de aproximadamente 90% o mas de
celularidad. Los linfocitos usualmente represen-
tan menos del 10% de la poblacién celular, los
granulocitos representan la poblacion celular
minoritaria con el 1-2%2. En fumadores, el por-
centaje de linfocitos es alin menor?. En muchos
pacientes con enfermedades pulmonares inmu-
noldgicas, el LBA puede estar acompafiado por
un incremento en linfocitos o eosindfilos. Cuan-
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Tabla IIl. Aplicaciones generales de la citometria de flujo a la investigacién basica.

Aplicacién general

Parametros sujetos de analisis

Informaciéon que proporciona

Inmunofenotipificacion
de superficie

Antigenos
intracelulares

Antigenos circulantes

Inmunoproliferacion

Identificacién de subpoblaciones
celulares mediante anticuerpos
monoclonales

Identificacion de subpoblaciones
celulares en la hematopoyesis

Deteccién de proteinas intracelulares
con anticuerpos fluorescentes

Fenotipo intracelular de leucemias y
linfomas

Expresion de reguladores del ciclo
celular: ciclina D1

Expresion de proteinas
antiapoptéticas: BCI-2, Rb

Expresion de proteinas supresoras
de tumores: p53

Andlisis de citocinas intracelulares

Deteccion de autoanticuerpos
circulantes

Deteccidn de aloanticuerpos
circulantes

Deteccidn de anticuerpos unidos
a células de la sangre

Analisis monoparamétrico del ciclo celular
Analisis multiparamétrico del ciclo celular
Analisis de la historia de division celular

Linaje celular

Estadio de maduracion hematopoyética
Implicacidn en la respuesta inmune
Grado de activacion celular

Diagnéstico y clasificacion de
enfermedades hematoldgicas
Leucemias agudas y crénicas
Linfomas

Inmunodeficiencias

Hemoglobinuria paroxistica nocturna
Deteccién de enfermedad minima resi-
dual

Enumeracion de precursores
hematopoyéticos CD34+
Diagnostico de enfermedades
congénitas plaquetarias
Tromboastenia de Glanzmann
Sindrome de Bernard-Soulier

Produccién de citocinas intracelulares

Deteccion de células tumorales
circulantes

Cadenas ligeras de Ig intracelulares: k y 4
Antigenos de superficie que todavia no se
expresan en superficie: CD3, CD22
Enzimas intracelulares

Fenotipo ThO, Thly Th2

Anticuerpos antiplaguetarios
Anticuerpos antineutrofilos

Pruebas cruzadas pretrasplantes
Uso de esferas recubiertas con HLA
especificos

Contenido de ADN

Fenotipo de superficie y contenido
de ADN

Contenido de ADN y antigenos
relacionados con el ciclo
Trazadores celulares y fenotipo de
superficie
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Bioquimica intracelular
inmunidad especifica

Funciones bioquimicas de la

inmunidad innata

Funciones biogquimicas de las

plaquetas

Muerte celular en
el sistema inmune

Funciones biogquimicas de la

Analisis de células efectoras citoliticas

Sintesis y secrecion de citocinas
Expresion de moléculas de adhesion
Movimientos iénicos tras la activacion
celular

Fagocitosis y destruccion de
microorganismos

Generacion intracelular de especies
reactivas de oxigeno

Actividad proteolitica intracelular
Respuestas quimiotacticas
Expresion de moléculas de adhesion
Explosion oxidativa

Activacion y agregacion plaquetarias

Identificacion fenotipica de subpoblaciones
CD8y NK

Andlisis de la citotoxicidad mediada

por células

Andlisis de la citotoxicidad

dependiente de anticuerpos

Analisis del proceso y mecanismo

de muerte celular

Andlisis funcional Andlisis cinético in situ

Andlisis secuencial

Interaccion entre células blanco
y efectoras

Monitorizacion de la terapia con
anticuerpos monoclonales

Identificacion y cuantificacion de

células apoptéticas

Identificacion y cuantificacion de

células necréticas

Analisis de parametros celulares durante
la apoptosis

Deteccidn de efectos tempranos o
transitorios
Evaluacién de procesos dinamicos

do las células que estan incrementadas son los
linfocitos, resulta importante saber qué subpo-
blacion se encuentra elevada. La citometria de
flujo es ideal para esta evaluacion. La proporcién
relativa de linfocitos, macréfagos y granulocitos
se determina facilmente a partir de gréaficas de
tamafo (Forward scatter FSC) contra compleji-
dad celular (Side scatter SSC). Los estudios de
fluorescencia empleando diferentes fluorocro-
mos permiten determinar facilmente la compo-
sicion de subconjuntos de linfocitos (CD4* y
CD8™). De esta manera, es posible ensayar has-
ta siete colores, con citbmetros modernos, que
representan siete marcadores diferentes sobre

poblaciones celulares, requiriéndose s6lo una
pequefia cantidad de muestra (250,000 células
en 50ul) a partir de un LBA.

Por ejemplo, un incremento en el nimero de
células inflamatorias en un LBA sugiere una al-
veolitis?. El tipo de células en el lavado puede
correlacionar con el tipo de inflamacion visto en
las paredes alveolares de la biopsia. Aunque
esas correlaciones no son diagnosticas, pueden
ayudar en el diagnostico cuando son combina-
das con otros datos.

En otro ejemplo, un nimero elevado de eosi-
nofilos sugiere una neumonia eosinofilica®,
asma®3!, toxicidad por drogas o aspergiliosis
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broncopulmonar alérgica. Los nimeros mas al-
tos de cuentas de eosindfilos son vistas en una
neumonia eosinofilica. Esos pacientes tienen ti-
picamente también un incremento moderado de
linfocitos con células plasmaticas ocasionales. El
cuadro tipico del lavado insertado en el contex-
to clinico adecuado es altamente sugerente de
neumonia eosinofilica y podria evitar que al pa-
ciente se le practicara una biopsia a cielo abier-
to. La linfocitosis en un LBA se puede asociar con
varias enfermedades pulmonares inflamatorias.
La distribucién relativa de subpoblaciones de
células T puede suministrar informacion adicio-
nal Gtil. Un ndmero elevado de linfocitos T CD4*
da como resultado que la relacion CD4/CD8 sea
mayor que uno, y esto es visto en pacientes con

(A)
CD4/CDRCD3  TruC

Raagent Lot 1D 56841
Beads Per palles: 46854

sarcoidosis®? y otras enfermedades que producen
granulomas, entre las que se encuentran la tu-
berculosis®, asbestosis** y artritis reumatoide®.
En general, una enfermedad pulmonar activa
estd asociada con una relacion CD4/CD8 eleva-
da. Aproximadamente un 90% de los pacientes
con sarcoidosis tienen una alveolitis linfocitaria.
En el caso de la sarcoidosis, aproximadamente el
60% de los pacientes tienen una relacion CD4/
CD8 mayor de 3.5. Para relaciones CD4/CD8
mayores de 5y cercanas a 10 la especificidad de
un diagnostico de sarcoidosis es mayor®. Es ca-
racteristico de la alveolitis alérgica extrinseca un
incremento importante en la proporcion de lin-
focitos, siendo ésta de al menos el 50% del to-
tal de las células presentes en el LBA®"%, En al-
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Figura 4. Estudio de conteo total de linfocitos T CD4/CD8 en un paciente con VIH en estado temprano de la
infeccién (A) con una cuenta de linfocitos T CD4* de 17% y en estado tardio, (B) con una cuenta de linfocitos
T CD4* de 3%. Estudio de rutina realizado en el laboratorio de VIH del INER.
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gunos casos los neutrdfilos y eosinéfilos pueden
verse incrementados. Dicha linfocitosis es predo-
minantemente CD8 (+) dando como resultado
una disminucion de la relacion CD4/CD8*. Los
trabajos publicados al respecto son contradicto-
rios*®-#3y en nuestro laboratorio hemos observa-
do que pacientes alveoliticos a diferentes etapas
de la enfermedad (subagudos y crénicos), mues-
tran diferentes relaciones de CD4/CD8 (datos no
publicados). Las células NK pueden también es-
tar presentes y se observa asimismo evidencia
clara de activacion de células T por medio de
marcadores como CD69 y HLA-DR#*-4, En este
mismo sentido, cabe aclarar que la evaluacion de
las muestras de LBA de los diferentes tipos de
alveolitis no permite distinguir entre los diferen-
tes cuadros clinicos, pero puede ayudar a excluir
otros. Las aplicaciones en el area de las enferme-
dades pulmonares de origen inmunolégico se
extienden ain mas, se ha estudiado con el auxi-
lio de la citometria de flujo el papel que juegan
ciertas citocinas en enfermedades como neumo-
nitis por hipersensibilidad*’. O la expresion de
ciertos receptores de quimiocinas y sus ligandos
asociados con algunos padecimientos como re-
chazo a trasplantes pulmonares*, asma*, alveo-
litis®® o sarcoidosis®, asi como la incidencia y fun-
cion de las células NK®2% en estas mismas
enfermedades intersticiales. Asimismo, la preva-
lencia de las subpoblaciones de linfocitos T ga-
mma-delta ha mostrado ser importante para al-
gunas enfermedades como la sarcoidosis®,
neumonitis por hipersensibilidad® o fibrosis pul-
monar idiopatica®.

Actualmente, estan en proceso protocolos de
investigacion en el Instituto Nacional de Enfer-
medades Respiratorias (INER) que contemplan la
determinacion de un amplio perfil fenotipico que
proporciona informacion fundamental sobre el
estado celular de la neumonitis por hipersensi-
bilidad inducida por antigeno aviario, la de ma-
yor incidencia en México, en sus diversas etapas
clinicas, asi como en la fibrosis pulmonar idiopa-
tica. Mediante esta técnica hemos realizado tam-
bién mediciones de caracter funcional sobre la
actividad celular, como deteccion intracelular y
secrecion de citocinas (datos no publicados). La
caracterizacion de estas enfermedades intersti-
ciales en México, permitira visualizar los meca-
nismos inmunes que se establecen y que como

consecuencia determinan los distintos estados de
dichas enfermedades pulmonares.

CITOMETRIA DE FLUJO Y VIH

El monitoreo de subpoblaciones linfocitarias en
el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), fundamentalmente la cuantificacién en
sangre periférica de las células CD4+ y los lin-
focitos CD8+ aporta un valor diagnostico y pro-
noéstico en esta patologia®. En la actualidad, re-
presenta una técnica de rutina en muchos
laboratorios, ante la necesidad de establecer
controles periédicos del numero de células
CDA4+ en estos pacientes®. El antigeno CD4 es
el receptor para el VIH. Cuando éste infecta hu-
manos, las células que con mas frecuencia infec-
ta son las CD4+, que se multiplican para com-
batir infecciones y producir més copias del VIH.
El nimero absoluto de linfocitos T CD4+ es el
parametro celular asociado més estrechamente
a la progresion de la enfermedad causada por el
VIH y al pronostico del paciente®®. La relacion
entre los linfocitos T CD4+ y CD8+ (CD4/
CD8), se conoce como la relacion cooperador/
supresor. En personas sanas esta relacion se en-
cuentra entre 0.9 y 1.9, lo que significa que hay
una a dos células CD4 por cada célula CD8%°. A
partir de 1992, en los paises desarrollados, se ha
establecido una serie de lineamientos para la
realizacion correcta del conteo de células CD4/
CD8. Se propone el uso de citometria de flujo y
un panel de 12 anticuerpos monoclonales com-
binados: CD45/CD14 (para enmarcar una ven-
tana); CD3/CD4 (para medir linfocitos T coope-
radores); CD3/CD8 (para medir linfocitos T
supresores); CD3/CD19 (para separar la pobla-
cion de linfocitos Ty B); CD3/CD56 (para sepa-
rar las células NK); y, el control de anticuerpos
de isotipo. Asimismo, en México se han publica-
do trabajos donde se sugiere la conveniencia de
utilizar un panel semejante para el conteo de
células CD4+, considerando un minimo de seis
anticuerpos®. En el INER, el SIDA es la principal
causa de mortalidad hospitalaria en personas de
18 a 45 afios de edad y ocupa, desde hace va-
rios afios, una de las cinco primeras causas de
mortalidad general de los pacientes hospitaliza-
dos. Desde hace cinco afios la citometria de flujo
se utiliza en el INER para realizar el conteo de
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linfocitos T, tanto en los pacientes internados en
el hospital como a los que se presta este servi-
cio de manera extrahospitalaria como segui-
miento de la enfermedad (Figura 4). Se atienden
un promedio de 300 pacientes mensuales, lo
cual muestra la importancia clinica, tanto diag-
néstica como prondstica que la citometria de flu-
jo tiene en este rengldn dentro del INER.

LA CITOMETRIA DE FLUJO A LA
VANGUARDIA EN EL INER: FACSAria

Actualmente se cuenta ya con el citémetro de
flujo que ha revolucionado la era moderna de
la citometria, el FACSAria de Beckton Dickin-
son. Gracias a la fundacion Gonzalo Rio Arron-
te, IAP, el INER adquirié el primer FACSAria
que llega a nuestro pais y, el primero también
en América Latina y que se pone al servicio del
Instituto en el &rea de investigacién basica. Se
trata de un separador celular de alta velocidad
y desempefio, capaz de medir hasta 11 para-
metros de manera simultanea. Este instrumen-
to cuenta con alineacion automatica de laser
y una nueva plataforma de analisis en sistema
Windows. Cuenta con un sistema de limpieza
automatico entre muestras, asi como limpieza
general del instrumento. Gracias a su sistema
totalmente digital es capaz de adquirir 70,000
eventos (células o particulas) por segundo y es
posible separar 25,000 células con una pure-
za al menos del 98%.

Las aplicaciones en investigacion basica del
FACSAria son innumerables, van desde la ca-
racterizacion fenotipica de siete colores, has-
ta analisis de parametros intracelulares, anali-
sis de cromosomas, organelos celulares,
apoptosis, estudios funcionales, asi como se-
paracion celular altamente especifica con fines
de clonacidn. Asi, el INER se encuentraya ala
vanguardia en citometria de flujo a nivel mun-
dial y con la capacidad cientifica para desarro-
llar investigacion basica en enfermedades pul-
monares con calidad internacional.
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