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La citometria de flujo es la tecnologia empleada para el analisis de caracteristicas fisicas y
quimicas de particulas en fluidos sobre las que se les hace incidir, al menos, un laser. Para
ello, los componentes celulares son marcados por compuestos fluorescentes que son
excitados por el laser para que emitan luz en variadas longitudes de onda. La fluorescencia
puede ser medida para determinar propiedades de las particulas como: granularidad, tamafio,
intensidad de la fluorescencia, asi como la complejidad interna; las que son recogidas por
distintos detectores que analizan miles de células por segundo.”

Estos instrumentos estan formados con tres sistemas integrados: el sistema de fluido para el
transporte de las particulas de 0.2 a 150 pm de tamaifio, el sistema Optico conformado por el
laser que incide sobre la particula; la cual esparce el haz de luz para dos dngulos diferentes y
el sistema electronico, que convierte la sefial luminica en pulsos electronicos que son
procesados posteriormente. Los datos se presentan en forma de histogramas simples o
puntos de correlacion de parametros los cuales son referidos como citogramas que muestran
los datos como un conjunto de puntos.!

Esta tecnologia es empleada para el desarrollo de diferentes procedimientos como: conteo
celular; clasificar, separar y escoger células; deteccion de biomarcadores; ingieneria de

proteinas, entre otras.
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Actualmente en el campo de la inmunohematologia, el empleo de la citometria de flujo se
utiliza en el diagnéstico de las citopenias inmunes. Estas citopenias se definen como la
disminucién de las cifras de eritrocitos, leucocitos (fundamentalmente polimorfonucleares
neutrofilos) y plaquetas por debajo de los rangos establecidos en comparacion con
individuos de la misma edad, género, origen étnico y estado fisiologico; que puede ser
provocado por la destrucciéon mediada por anticuerpos dirigidos contra elementos celulares
particulares, con descompensacion de la hematopoyesis para corregir el defecto y, de forma
primaria por defecto en la produccion medular por diferentes causas como complicacion o
secuela de una infeccidon viral o provocada por un sindrome mielodisplasico. Cuando se
debe a la accion de autoanticuerpos, constituyen un grupo de trastornos inmunes en los que
los anticuerpos, el complemento y los macrdéfagos, que por lo general actian de forma
conjunta, condicionan que las células del paciente mueran de forma prematura e induce la
aparicion de anemias hemoliticas inmunes, leucopenias y trombocitopenias inmunes.

El empleo de esta tecnologia en este campo se fundamenta en la unioén especifica de un

anticuerpo marcado con un fluorocromo a un antigeno de superficie celular. La combinacién

de luz esparcida y fluorescencia, se recoge por los detectores los cuales producen signos
electrénicos que son proporcionales a los signos opticos recibidos.!

En la inmunohematologia eritrocitaria, la aplicaciéon mas importante de esta tecnologia es en

el estudio de las anemias hemoliticas autoinmunes Coombs directo negativo, que se

producen por:

v’ eritrocitos sensibilizados con nimero inferior de moléculas de inmunoglobulinas y
fragmento del complemento por debajo del limite de deteccion del suero de Coombs (por
defecto) o por un numero excesivamente alto de estas moléculas que provocan
inhibicion estérica del suero antiglobulinico (exceso);

v’ eritrocitos sensibilizados con anticuerpos de los isotipos IgA e IgM y el suero de
Coombs de rutina no posee anticuerpos contra estas inmunoglobulinas;

v’ eritrocitos sensibilizados con anticuerpos de baja afinidad por el antigeno y son
removidos en el procedimiento de lavado;

v' orientacion errada de las moléculas de IgG que dificultan el establecimiento de los
puentes interhematies

v’ en la hemolisis producida por un mecanismo independiente de anticuerpos como ocurre

en la citotoxicidad celular.
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Ademas, se emplea en el estudio de reacciones transfusionales en que la prueba de Coombs
no revela una poblacion menor de células sensibilizadas con anticuerpos o que los
aloanticuerpos sensibilizantes se encuentren a bajas concentraciones.®

En la inmunohematologia, la citometria de flujo es el método mas utilizado a nivel mundial
y se emplea en el estudio de la trombocitopenia y neutropenia autoinmune; la
trombocitopenia y neutropenia neonatal aloimmune; la plrpura postransfusional; la
refractariedad plaquetaria; el edema pulmonar agudo asociado a la transfusion y las
reacciones febriles; la trombocitopenia y neutropenia aloinmune asociada al trasplante; la
trombocitopenia y neutropenia inmune inducida por medicamentos.

Estos avances permiten el estudio de las neutropenias y trombocitopenias inmunes;
reacciones transfusionales por incompatibilidad que involucran antigenos especificos de
granulocitos y plaquetas; la determinacion de los grupos sanguineos plaquetarios y
granulocitarios; las pruebas de compatibilidad entre donante y receptor; todo lo cual se
traduce en una disminucion del riesgo de aloinmunizacidon contra antigenos especificos de
estas células y una mejor caracterizacion de la neutropenia y trombocitopenia

autoinmunes.® (Fig. 1)

Fig. 1- Deteccion de anticuerpos antiplaquetarios por citometria de flujo.

A: Control negativo; B: anticuerpos positivos anti HPA; C: anticuerpos positivos anti HLA;

D: Prueba cruzada pretransfusional

Con un funcionamiento basado en la citometria de flujo, se encuentra el cribado de alto

rendimiento, mas conocido como tecnologia Luminex®, que supuso una revoluciéon en la
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investigacion y con el paso del tiempo se ha convertido en la forma mas rapida y econémica
de evaluar de manera masiva grandes colecciones de compuestos o candidatos. Actualmente
existen cribados de todo tipo que van desde el estudio de biomarcadores hasta la
inmunoncologia.®

La tecnologia Luminex® se desarrolld para dar servicio a la creciente demanda de analisis
masivos de datos o "big data". Se basa en un conjunto de perlas con un codigo de color
diferente asignado a cada una. Cada tipo de perla se conjuga con un reactivo especifico para
cada analito de interés lo que permite cuantificar de manera simultdnea varios analitos, lo
que se conoce como sistema multiplex.®

El sistema multiplex permite analizar simultineamente hasta 80 candidatos en un Unico
pocillo utilizando volimenes muy pequefios. Es muy sencillo, el laser detecta por un lado la
perla marcada y por otro lado recoge la informacién sobre la deteccion de la muestra. Los
estuches utilizan perlas de poliestireno o superparamagnéticas codificadas con diferentes
colores y sensibilizadas con anticuerpos que reconocen el antigeno diana especifico. Los
analitos capturados son subsecuentemente detectados utilizando un cocktail de anticuerpos
especificos biotinilados conjugados con estreptavidina-ficoeritrina.

En la inmunohematologia plaquetaria y granulocitaria, esta tecnologia es la mas utilizada a
nivel mundial, ya que permite analizar al mismo tiempo la presencia de anticuerpos contra
antigenos especificos de plaquetas, granulocitos y anticuerpos dirigidos contra moléculas
HLA de clase I y II; ademéas de ofrecer el andlisis de expresion génica y perfiles
inmunologicos de forma rapida y eficiente; asi como deteccion de DNA, RNA y proteina;
todo desde una misma muestra. Todo ello se manifiesta en ahorro de tiempo y de recursos.
Hasta el dia de hoy, se trata de una tecnologia muy consolidada y respaldada por cientos de
publicaciones cientificas.®)

El empleo de estas tecnologias ha significado la necesaria optimizacion de la terapia
transfusional con basamentos cientificos y ahorro de sus recursos econdémicos, al permitir
disminuir demandas innecesarias de hemocomponentes y los consiguientes gastos por
concepto de promocién, captacion de donantes, empleo de materiales consumibles y
equipamiento, mano de obra profesional, entre otros. Permite ademds, cumplir exigencias
sociales para garantizar la administracion de sangre segura, establecer programas para
minimizar efectos adversos en la aplicacion de la terapia transfusional e incorporar métodos
tecnologicos de avanzada en la obtencion y procesamiento de los componentes de la sangre,

asi como aplicar y evaluar esquemas de hemoterapia eficaces.
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