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RESUMEN

Se analiza la utilidad clinica de la Citometria
de Flujo en el diagndstico, evolucion y prondstico de
diferentes patologias. Se analiza una breve descripcion
del aparato y sus fundamentos técnicos. Se analizan
los usos mas frecuentes, principalmente en pacientes
VIH/SIDA, otras inmunodeficiencias y en el estudio
de leucemias. Finalmente se analizan otras lineas de
aplicacion del citémetro de flujo en diferentes estados
de investigacion y estandarizacion.
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SUMMARY

CLINICAL APPLICATION OF FLOW
CYTOMETRY

The clinical utility of Flow Cytometry in the
diagnosis, evolution and prognosis of different diseases
are analyzed. A brief description of the apparatus and
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its operating principles is made. Its current use 1s
explained, principally in the study of lymphocyte
subpopulations in HIV/AIDS, and other
immunodeficiencies, and the study of leukemias. Finally
a few of the current applications of Flow Cytometry
which are in different stages of investigation and
standarization are commented.

KEY WORDS

Flow Cytometry (CF), Monoclonal
Antibodies (Ac Mc), Fluorescente (F), Antigens (Ag),
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La Citometria de flujo (CF) es una tecnologia
de punta, que permite analizar en el laboratorio, «una
a una» las células en suspension, a medida que van
«desfilando» frente a un rayo laser y determinar sus
caracteristicas fisicoquimicas (tamano, complejidad
interna, contenido de acidos nucleicos, etc.), asi como
sus caracteristicas fenotipicas de acuerdo a sus
antigenos (Ag) de membrana los que son marcados
con anticuerpos monoclonales (Ac Mc) fluorescentes.

En contraste con otras técnicas, como la
Microscopia de Fluorescencia, la CF ofrece grandes
ventajas ya que es un método objetivo, multiparamétrico,
de alta reproductibilidad y con una gran optimizacion
en cuanto a tiempo de procesamiento de la muestra (un
minuto) y nimero de células analizadas por muestra
(diez mil a un millon de células).

La CF constituye un importante elemento
técnico de avance en lo que se refiere al estudio y
diagnostico de multiples enfermedades. Dentro de
éstas, las aplicaciones actuales mas utilizadas y
estandarizadas son el recuento de subpoblaciones
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linfocitarias en pacientes VIH/SIDA, y el apoyo al
diagnostico de sindromes proliferativos neoplasicos
hematologicos. Existen en investigacion otras
multiples aplicaciones que aun se encuentran ya sea
en estudio o en etapa de estandarizacion.

El Citometro de Flujo consta de los siguientes
componentes:

1.Sistemas de fluidos y cAmaras:

Es un sistema de flujo hidrodindmico que a
través de diferencias de presion entre el buffer y el
liquido de la muestra, obliga a las células a pasar una
por una a la camara de deteccion o ventana.

2.Sistema Optico y de Fotodetectores:

Consta de un rayo laser de Argoén cuya
emision maxima de luz se produce a 488 nm. Esta, al
incidir sobre cada célula, determina su dispersion en
dos sentidos: una dispersion frontal que determina
tamano relativo e indice de refraccion, llamado
Forward Scatter o FSC, y una dispersion lateral en 90°
que determina granularidad relativa y complejidad
interna, llamado Side Scatter o SSC. Existen ademas
tres o mas canales que detectan Ac Mc marcados con
diferentes fluorocromos. Los fluorocromos mas usados
son [sotiocianato de Fluoresceina (FITC, 520 nm),
Phycoeritrina (PE, 575 nm), Peridium Clorofil protein
(Per CP, 650 nm) y Ioduro de Propidio (IP, 585 nm).
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La intensidad de fluorescencia es
directamente proporcional al compuesto fluorescente
unido a la célula o particula (figura 1).
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3. Sistema Computacional y Software:

A través de tubos fotomultiplicadores, la luz
detectada es transformada en pulsos de energia eléctrica
que son integrados por el computador ofreciendo la
informacion final a través de diferentes
representaciones graficas (figuras 2a, 2b, 2c).

Los canales de deteccion se pueden expresar
en forma lineal o logaritmica, siendo esta ultima mejor
en la separacion de grupos celulares segun
fluorescencia.

Existen diferentes instrumentos de
calibracion como las CALIBRATE BEADS, que son
kits comerciales de microesferas artificiales marcadas
con FITC y PE, y sin marcar, que permiten establecer
poblaciones de referencia, a los cuales se aplica la
compensacion de fluorescencia necesaria para
establecer los cuadrantes estadisticos adecuados .

Las muestras son de sangre total y no requieren
de un volumen especifico; en general se mantienen los
volumenes convencionales de pediatria (0.5 ml) y de
adultos (4 ml.). Esta oscila entre 5 x 10° - 2 x 107 c€lulas
por ml. (x= 1 x 107). Idealmente deben llevar EDTA K3
como anticoagulante porque permite realizar
simultaneamente el recuento hematologico y el analisis
por citometria ®. Ademas, permite el procesamiento
hasta 30 horas después de recolectada. La relacion debe
ser de 1.5+/-0.15 mg EDTA K3/ ml de sangre. En cuanto
arequisitos y cuidados de las muestras, éstas deben estar
bien identificadas para lo cual existe un codigo especifico
de referencia. Pueden mantenerse entre 18 y 22°C hasta
su procesamiento, realizando el recuento hematologico
antes de 6 horas y el analisis citométrico antes de 30
horas. Si son muestras derivadas de otro lugar éstas deben
ser enviadas con gran rapidez (menos de 6 horas) y deben
venir con el recuento hematologico correspondiente. Es
importante sefialar que puede haber variaciones dentro
del mismo individuo durante el mismo dia, de hasta un
10% en los resultados.

No es adecuado procesar muestras que no
cumplan con estos requisitos y que ademas presenten
hemolisis, lipemia, coagulos, que sean escasas, que
hayan sido congeladas (por la baja viabilidad de c€lulas
mononucleares), o mantenidas a temperaturas sobre
30°C (se produce lisis celular importante) o a
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temperaturas menores de 10°C (que produce una
alteracion conformacional de los receptores y por tanto
altera la union Ag - Ac) .

Existen ademas drogas y factores biologicos
que se deben considerar en la interpretacion de los
resultados y entre estos se describen:

DROGAS

AZT >fragilidad granulocitos ~ >resolucion por CF

Cefalosporinas ~ >autofluorescencia celular  >falsos + sin control -

Daunorrubicina  >autofluorescencia celular  >falsos + sin control -

Nicotina >recto de linfocitos >numero absoluto

Corticoides >marginalidad linfocitaria ~ Sobreestima gravedad

>recuento CD 4 clinica del paciente

FACTORES BIOLOGICOS:

Reticulocitosis  >lisis g. rojos, >recto blancos>resolucion por CF
Mielofibrosis

Esferocitosis

Metastasis Medula

Osea (MO)

Ejercicio extremo >marginalidad linfocitaria
+/- 10% de linfocitos

debe determinarse establecer rangos

>valores absolutos
Variacion diurna varian subpoblaciones

Edad, sexo, raza

APLICACIONES CLINICASDE LA
CITOMETRIA DE FLUJO

A continuacion se enumeran algunas de las
principales aplicaciones clinicas actuales de la CF
(Tabla 1).

Tabla |

Aplicaciones Clinicas Actuales de la Citometria de Flujo

Estudio de subpoblaciones celulares (por ejemplo, linfocitos CD4 - CD8)
Inmunofenotipificacion de Leucemias y linfomas
Analisis del Ciclo Celular y Contenido de DNA - RNA
Analisis de Reticulocitos

Determinacion de Stem Cells (Procount)

Estudio de Fagocitosis

Estudio de Viabilidad Celular

Apoptosis

Analisis de Citoquinas celulares

Estudio de Tumores Solidos

Monitorizacion de Quimioterapia
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En esta revision analizaremos los primeros
nueve métodos de estudio por encontrarse mas
estandarizados, principalmente los dos primeros.

ESTUDIO DE SUBPOBLACIONES
CELULARES:

El estudio de subpoblaciones celulares se
basa en la identificacion de sus antigenos de membrana
CD, éstos son glicoproteinas ubicadas en su parte
externa, y difieren de un grupo a otro de células,
permitiendo asi su discriminacion (CD = Cluster of
differentiation o grupos de diferenciacion). Estos
antigenos CD son detectados usando diferentes Ac Mc
marcados con diferentes fluorocromos ' (Tabla 2).

Tabla Il

Principales marcadores de subpoblaciones celulares

CD45+ Todos los leucocitos y Stem celis
CD14+ Monocitos, Macrofagos, Granulocitos
CD45+CD14- Linfocitos totales

CD3+CD4+ Linfocito T helper

CD3+CD8+ Linfocitos T citotoxicos

CD3-CD19+ Linfocitos B

CD3-CD8+CD16+CD56+ Linfocitos NK

CD3-CD4+CD14+CD45+ Monocitos

CD3+HLA-DR Linfocitos T activados

CD38+ Células pre B, cél. plasmaticas, timocitos.

También se utilizan los controles de
Anticuerpos de Isotipo gamma 1 y 2 que son
especificos de antigenos (Ag) no presentes en
leucocitos humanos y é€stos permiten evidenciar la
tincion no especifica de anticuerpos (Ac) por el
receptor Fc de inmunoglobulinas (figura 3a).

Gamma-2

Figura 3a Gamma-1
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Existen estandares minimos en relacion a la
muestra como tal y éstos son: un minimo de eventos
detectables (por €j. 500 linfocitos por muestra en el
estudio de subpoblaciones linfocitarias), una pureza
optima superior a 90% en la ventana de linfocitos o
GATE y una recuperacion superior a 95% de los
linfocitos totales. Ademas, muestras que no tengan una
adecuada separacion de subpoblaciones o mas de 10%
de debris y globulos rojos pueden ser rechazadas .
Finalmente analizando los diferentes Ag CD, se pueden
determinar las diferentes subpoblaciones (figura 3b, 3c).

CD4

CD3

CD8

Figura 3c

A continuacién se enumeran en forma
general las principales alteraciones observadas en las
subpoblaciones celulares y su relacion con grupos
especificos de enfermedades inmunolégicas (Tabla 3).
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Tabla3

Alteraciones de subpoblaciones celulares asociadas a determinados
grupos de enfermedades inmunolégicas.

1. Inmunodeficiencias Congénitas o Adquiridas (con CD4 bajo):
- Inmunodeficiencias Combinada Severa (SCID)
- Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)
2. CD8 muy aumentados:
- Enfermedades Autoinmunes
- Reacciones Inmunes:
*Enfermedad de Injerto contra huésped (GVHD)
* Rechazo de trasplantes
3. CD8 aumentados:
- LES en tratamiento corticoidal
4. CD8 disminuidos:
- LES activo sin tratamiento
5.CD3+ HLA-DR: LT activados en SIDA y otras alteraciones
autoinmunes
6.SIDA:
- Pronéstico Clinico (CD4 disminuyen (8 a 24 meses previo a
las manifestaciones clinicas).
- Monitorizacion terapéutica
- Criterios para iniciar terapia profilactica
- Criterios para iniciar terapia antirretroviral

INMUNOFENOTIPICACION DE
LEUCEMIAS:

Las Leucemias son un grupo heterogéneo de
alteraciones producto de la proliferacion de una o mas
lineas celulares hematopoyéticas. Su clasificacion es
fundamental ya que los tratamientos difieren en forma
importante entre si. Es conocida la Clasificacion FAB
que se basa en estudios morfologicos y citoquimicos,
distinguiendo seis grupos mieloides (M1 a M6) y tres
linfoides (L1 a L3). Con las nuevas técnicas se ha
incluido otros dos grupos mieloides (MO y M7). Existe
la posibilidad de inmunotipificar las Leucemias Agudas
y sus grupos basado en la expresion de sus Ag de
superficie. Para ello se utiliza un panel de Ac Mc que
detecta dichos Ags en los siguientes linajes: Linfoide
B, Linfoide T, Mieloide e Indiferenciado (Tabla 4). La
tarea no siempre es facil ya que se produce la
«expresion aberrante de Antigenos» en que Ag
Linfoides pueden ser expresados en Leucemias
Mieloides y viceversa. Los porcentajes de expresion
de cada Ag también varia, como CD33 en el 85% y
CDI13 en el 60% de casos de Leucemias Mieloides
Agudas (LMA) ©,
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Tabla 4.

Marcadores mas utilizados en el estudio de Leucemias

LB CD19,CD20, CD22
LT CD3,CDS5,CD7
Mieloide CD13,CD33

Sin asociacion HLA-DR,CD10

Esta técnica complementa el analisis
morfolégico citoquimico u otros estudios de
inmunofluorescencia adicional. Requiere ademas de
un umbral minimo de expesion segtin el Ag en estudio
que corresponda a > 20-30% de las células.”

En fenotipos indeterminados se puede
asociar el analisis de expresion de Mieloperoxidasa y
Ag CD3 citoplasmatico y/o de superficie .

CDI10 a Ag comun de LLA (CALLA) se
encuentra en LLA-B, Linfomas, Mielomas, epitelio
renal, fibroblastos y granulocitos.

CD19 esta en LB en todos sus estadios y se
pierde en su diferenciacion a células plasmaticas.

CD20 esta en LB, apareciendo mas tardiamente
que CD 19 se ha detectado en CDS5 se expresa
tempranamente en timocitos y LT maduros. Se ha visto
en subpoblaciones de LB en sangre, tonsilas y ganglios
linfaticos. Lo expresan la mayoria de LLA-T y LLC-B.

CD3 es parte del receptor de células T (TCR)
en LT maduros, no es frecuente pero su hallazgo es
determinante en LLA-T.

CD22 se expresa en el citoplasma de todos
los LBy en la superficie de LB maduros y Leucemias
de linaje B (Leucemia de Células Peludas, Linfoma
de Células B).

CD7 se expresa en LT, NK y células
progenitoras mieloides. Se ven en la mayoria de LLA-T.

CD33 esta en neutrofilos, eosinofilos,
basofilos y monocitos. No se encuentra en linfocitos,
eritrocitos ni plaquetas. Se expresa en todos los
precursores mieloides.

HLA-DR es parte del complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo II (MHC- II). Esta en
células progenitoras, LB, LT activados NK activados,
monocitos y macrofagos. Puede estar expresado en
todas las leucemias.
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CD13 esta en neutrofilos, eosinofilos,
basofilos y monocitos. No en linfocitos, eritrocitos y
plaquetas. Se expresa en la mayoria de LMA. Puede
ser aberrante en Leucemias Linfoides .

ANALISIS DEL CICLO CELULARY
CONTENIDO DNA-RNA.:

Evalua la cantidad relativa de DNA presente
en el nicleo de la célula. El fluorocromo mas utilizado
es PI que se une al DNA celular en todos los estadios
de division celular. La intensidad de la luz emitida por
los nucleos de las células es directamente proporcional
al contenido de DNA. La célula puede ser diploide,
tetraploide o haploide.

Dependiendo del tipo de tejido, varia la
proporcion de células en el ciclo celular. Este considera
las siguientes fases: Go o estado de reposo, G1 o fase
de division en respuesta a sefiales especificas, S o fase
de sintesis donde se duplica el contenido de DNA
celular, G2 o fase de preparacion para la division
celular en base de sintesis de determinadas proteinas
que actian como senales y M o Mitosis donde la célula
tetraploide forma dos células hijas diploides que entran
en fase Go. Go y G1, al igual que G2 y M no se pueden
diferenciar en el histograma (sobreposicion) ya que
poseen el mismo contenido de DNA (figura 3).

Nimero de
Celulas
Go-Gl1 S G2-M
Contenido de DNA
Figura 3

Integrando el area bajo la curva se puede
determinar el porcentaje de células en cada etapa del
ciclo celular 19,

Las células en fase S tienen una cantidad de
DNA entre 1x y 2 X donde x es la cantidad normal de
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DNA, y por esto la fluorescencia cae entre ambos peaks
(Go-Gl1 y G2-M).

Las células de un tejido de baja proliferacion
poseen un bajo porcentaje de células en fase S, a
diferencia de tejidos con alta proliferacion. Las cé€lulas
neoplasicas pueden presentar grandes cambios,
mostrando una intensidad de fluorescencia anormal por
la variacion en el contenido de DNA. Una medida
cuantitativa del grado de aneuploidia se puede calcular
dividiendo el canal del peak Go/G1 aneuplide por el
canal Go/G1 diploide, lo que se denomina INDICE
DE DNA. Las muestras para medicion de DNA se
puede obtener de tejido fresco, tejido fijado en parafina
y por aspirado con aguja fina siendo ésta tltima la de
mejor precision y reproducibilidad .

Uno de los programas existentes actualmente
es el Software Cell FIT disefiado para el analisis de
DNA. Provee doble discriminacion y 5 modelos de
histogramas. Los resultados se expresan en porcentajes
e Indice de DNA. Existe ademdas un parametro
denominado DDM (Doublet Discrimination Module)
que permite diferenciar dobletes de una célula con alto
nivel de fluorescencia (por ¢j. doblete Go/G1 de
singlete M). Para esto mide el ancho (FLX-W) o el
area (FLX-A) de la senal de fluorescencia (X)
permitiendo discriminarla '?.

ANALISIS DE RETICULOCITOS:

Los reticulocitos son globulos rojos jovenes
que aun contienen organelos como ribosomas y
mitocondrias (RNA y DNA residual) lo que puede
permitir su diferenciacion con GR adultos o maduros.
Retic COUNT es un Software que utiliza Thiazole
Naranja, el que une al RNA y DNA formando un
complejo nucleodtido reactivo que absorbe luz a 475
nm y emite luz a 530 nm ¥, Permite un rapido
recuento de reticulocitos en muestras de sangre total.
Se usan dos tubos, uno tenido con fluorescencia y
otro sin tefiir; ambos utilizan EDTA K3 lo que permite
su analisis hasta 48 horas después de recolectada la
muestra. También posee CALIBRATE beads para
control de calidad. El método estandar usa Nuevo
Azul de Metileno (tincion vital), y se realiza un
recuento en microscopia de luz que ocupa mucho
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tiempo en su procesamiento y estd sujeta a gran
variabilidad del observador. Retic COUNT en
cambio, tiene grandes ventajas en relacion al tiempo
(un minuto por muestra). Ademas los recuentos
tienden a ser mas altos y por tanto sus resultados
mucho mas precisos.

DETERMINACION DE STEM CELLS:

El transplante de células progenitoras
hematopoyéticas obtenidas de MO del paciente o un
dador con estudio de crossmatch de HLA, es usado
en forma creciente en el tratamiento de enfermedades
sanguineas, leucemias y anormalidades genéticas. Al
usarse en leucemias se eliminan las células
hematopoyéticas con altas dosis de quimioterapia y
son reemplazadas por células progenitoras normales
que repoblan la MO. Ademas en tumores solidos post
quimioterapia se puede utilizar este procedimiento,
lo que ha mostrado larga sobrevida en algunos tipos
de cancer. Aln se encuentra en estudio la aplicacion
para hemoglobinopatias, inmunodeficiencias y
anemia aplasica ', Utilizando factores estimuladores
de colonias de granulocitos y monocitos (G-CSF y
GM-CSF) junto con quimioterapia, la sangre
periférica se ha constituido en una fuente excelente
de Stem Cells, menos traumatica, y acorta el tiempo
en proveer adecuados niveles de Stem Cells en
transplantes autdlogos o alogénicos. En la década del
80 se descubrid la molécula CD34 presente en células
hematopoyéticas inmaduras, y en todas las colonias
formadoras de células en MO y sangre periférica,
incluyendo células progenitoras uni o0
pluripotenciales. La frecuencia relativa de CD34+ es
del 1-4% de las células mononucleares en MO
normal, y <0.1% en sangre periférica. Para
requerimientos en protocolos de transplante cuyo
umbral estimado es 2-5 x 10° células CD34+/kg de
peso, la CF constituye un método rapido, eficiente,
reproducible y cuantificable de stem cells. Es un
método estandarizado que evita la variabilidad en los
recuentos absolutos de diferentes muestras en base a
un ensayo denominado TruCOUNT que determina
volumétricamente el recuento absoluto de stem cells,
mediante el uso de particulas fluorescentes contenidas
en un pellet liofilizado para obtener rangos de
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referencia ya que estan en cantidad conocida por
microlitro de muestra.

Los marcadores utilizados son CD45 -
PerCP (se encuentra en todos los leucocitos pero
posee diferente grado de expresion en las diferentes
células progenitoras hematopoyéticas), CD34 - PE
(determina la condicion de Stem Cell), SSC (facilita
la discriminacion entre linfocitos y monocitos con
Stem de todas las células nucleadas incluso GR
nucleados, eliminando debris, GR maduros y
plaquetas) (figuras 4a, 4b, 4c¢).

SSC a)
800 —
600 —
400 =
200 —
1 I
10° 10! 10° 10° 10°*
SSC
b)
800 —
600 =
400 -
200 —
10" 10*
CD45 PerCP
Figura 4
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CD34 PE

c)
10*
Perlas

10°
10° < Células

CD34+
10" -
10" T |“.:.'I' - T

10° 10! 10° 10° 10*
TINCIONACIDO NUCLEICO
Figura 4

Esta combinacion informa el recuento de
células nucleadas y el numero total de leucocitos
CD45+.

Para obtener el numero absoluto de CD34+
por microlito se divide el numero de CD34 por el
numero de particulas fluorescentes y esto se multiplica
por el nimero total de particulas y por un factor de
dilucion si procede .

Ejemplos de canceres manejados con este
sistema incluyen Leucemias, Linfoma de Hodgkin y
No Hodgkin, Mieloma Multiple, Mama, Pulmon,
Testicular, Neuroblastoma y Sarcomas.

ESTUDIO DE FAGOCITOSIS

Existen kits como el PHAGOTEST, de
determinacion de actividad fagocitica de monocitos y
granulocitos en sangre total y liquido sinovial
(determinacion cuantitativa). Contiene inmunoglobulina
(Ig) marcada con FITC opsonizada por bacterias como
la Echerichia coli. Determina el porcentaje de células
que muestran fagocitos del total (ingestion de una o mas
bacterias por c€lula).

La fagocitosis se ve reducida en Artritis
Reumatoidea (AR) y en cuadros sépticos. Se ha visto
aumentada post terapia con Interferon - gamma y durante
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infecciones virales. Defectos congénitos en donde la
fagocitosis se encuentra alterada son: Enfermedad
Granulomatosa Cronica, Deficiencia de glicoproteina
de adhesion de leucocitos, Sindrome de infecciones
recurrentes por hiper Ig E, Sindrome de Chediak
Higashi, Déficit de granulos especificos y Déficit de
Mieloperoxidasa. Defectos adquiridos de los neutréfilos
pueden verse en trauma, Diabetes Mellitus, Insuficiencia
Renal, Alcoholismo e Infecciones.

Este kit permite diferenciar el efecto en
términos del tipo celular (granulocitos, monocitos,
macrofagos) y la fase alterada del proceso de fagocitosis
(quimiotaxis, opsonizacion, ingestion o digestion).
Como control positivo se utiliza un lipopolisacarido
(LPS) en concentraciones de 1 - 10 g/ml post incubacion
por cinco minutos. Los factores criticos son: el grado
de opsonizacion pH, temperatura y tiempo de incubacion
y la agitacion de la muestra.

El kit contiene una solucion de absorcion de
bacterias no ingeridas, una solucion de tincion de DNA
que excluye artefactos de agregacion de bacterias o
células (PI) y una solucion de lavado que garantiza
muy poca desviacion estandar. ElI promedio de
fluorescencia se correlaciona con el numero de
bacterias por cada muestra ",

ESTUDIO DE VIABILIDAD CELULAR'Y
APOPTOSIS:

La Apoptosis es el proceso de muerte
celular programada, debido a cambios
caracteristicos morfologicos y bioldgicos en el ciclo
celular. Es comin en embriogénesis, involucion de
tejidos u 6rganos normales, reacciones inmunes
citotoxicas, y en la etapa final de células
diferenciadas '"¥. Puede ser inducida por multiples
agentes incluyendo activadores fisioldgicos,
enzimas del shock términco, toxinas bacterianas,
oncogenes, quimioterapia, radiacion UV y gamma.
Finalmente son fagocitadas por células contiguas.
Esta se caracteriza porque no hay alteracion de la
permeabilidad de la membrana celular, por la
formacion de cuerpos apoptoticos y por la
fragmentacion del DNA por DNAasas en fragmentos
de 200 pares de bases '*-?”. Es distinto a la necrosis
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que ocurre por injuria celular con la consecuente
lisis celular y liberacién de componentes
citoplasmaticos al microambiente que rodea a la
célula producto de alteraciones en la permeabilidad
de la membrana celular con la consecuente
induccion de una respuesta inflamatoria tisular
intensa (figuras Sa, 5b).
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ESTUDIO DE CITOQUINAS
INTRACELULARES:

Las citoquinas son proteinas solubles que
regulan el desarrollo, diferenciacion y funcion de
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una amplia variedad de células, y median en
respuestas inmunes normales y patologicas. Las
células T helper pueden ser definidas
funcionalmente por las citoquinas que producen,
existiendo respuestas TH1 con liberacion de 1L-2,
INF gamma y TNF - alfa con accién sobre patogenos
principalmente intracelulares (HIV), TH2 con
liberacion de IL-4, IL-S, IL-6, IL-10 e IL-13 que
regulan la respuesta inmune humoral contra
patégenos extracelulares (parasitos). Se han
identificado LT helper con respuestas mixtas "
Para el estudio por CF se utilizan muestras de sangre
periférica en las que se obtienen celulas
mononucleares por gradiente Ficoll-Hipaque. Estas
son activadas por 6 horas con Ester de Forbol (PMA)
que activa la proteina quinasa C intracelular, mas
lonomicina que es un ionoforo de calcio que permite
su entrada, asociado a Monensina que bloquea ¢l
transporte de proteinas hacia el espacio extracelular
inhibiendo entonces la secrecion de citoquinas entre
otras proteinas. Luego se realiza marcaje de
superficie con CD3-Per CP establecido un GATE
de CD3+.

Estas son permeabilizadas con saponina
realizando a  posterior un marcaje
intracitoplasmatico con FITC y PE, que estan unidos
a las citoquinas que se desea estudiar . Esto
permite observar finalmente poblaciones TH1 y TH2
o mixtas (figura 6a, 6b, 6¢).
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Actualmente en el Laboratorio de Inmunologia

del Hospital J.J. Aguirre, el uso del Citometro de Flujo
esta orientado al estudio de subpoblaciones celulares en
pacientes afectados por VIH/SIDA como también a otras
inmunodeficiencias, y ademas en el estudio de Tipificacion
de Leucemias agudas, Leucemias cronicas y Linfomas.
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