Fundamentos de Citometria de flujo: Su aplicacion
diagnostica en la investigacion biomédica y clinica

Introduccion

Anton Van Leeuwenhoek fue la primera persona en ob-
servar y describir una célula viva a través de microsco-
pios que constaban de un lente ocular con capacidad
de realizar hasta 250 aumentos (Backer & Robertson,
2016). Gracias a la genialidad de Leeuwenhoek, hoy
sabemos que los seres vivos somos organismos consti-
tuidos por diferentes tipos celulares con funciones es-
pecificas que trabajan en conjunto para mantener una
homeostasis. Sin embargo, ello no podria conocerse sin
las herramientas que nos permitan observar, reconocer
y clasificar el comportamiento de cada una de las células.
Los microscopios nos permiten identificar a las células
de acuerdo con su morfologia; sin embargo, existen célu-
las que morfolégicamente son idénticas, pero funcional-
mente diferentes, como es el caso de los linfocitos. Estos
ultimos pueden registrarse en el microscopio 6ptico me-
diante una simple tincién de Wright; no obstante, seria
imposible discernir entre un linfocito T y un linfocito B.
Es aqui donde la citometria de flujo toma relevancia y se
encarga de resolver este problema.

La citometria de flujo es una técnica de analisis que per-
mite identificar a diferentes poblaciones celulares simul-
tAneamente, asi como obtener gran informacion de ellas
dependiendo de las proteinas que se expresen. En la si-
guiente revision se mostrara el fundamento de la citome-
tria de flujo y sus aplicaciones.
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Definicion

La citometria de flujo es una tecnologia que permite analizar y cuan-
tificar de manera simultanea multiples caracteristicas celulares a
medida que son transportadas en un fluido e incidadas por un haz
de luz. El citbmetro de flujo mide el tamafio y la granularidad de la
célula, asi como la fluorescencia relativa de la misma. Estas carac-
teristicas se determinan usando un sistema 6ptico acoplado a un
procedimiento electronico que graba la manera en que la célula dis-
persa el haz de luz y emite fluorescencia (Marti, Stetler-Stevenson,
Bleesing, & Fleisher, 2001).

¢;Como funciona el citometro de flujo?

Un citémetro de flujo se encuentra compuesto por tres principales
sistemas, el de fluidos, el optico, y el electrénico (Figura 1) (Shapi-
ro, 2003). En este apartado se abordara con detalle en qué consiste
cada uno de ellos.

Figura 1. Componentes de un citémetro de flujo. Este se integra por tres sistemas:
el sistema de fluidos, que se encarga de transportar las células hacia el haz de luz;
el sistema 6ptico, compuesto por laseres y detectores que registran la luz emitida
por la célula, y un sistema electrénico que recibe las sehales luminosas y las codi-
fica en graficos.



Sistema de fluidos

Su principal funcién es alinear y transportar a las células dentro de
una camara de flujo hacia el haz de luz; por tanto, es necesario que la
muestra se encuentre suspendida en un fluido (Hoffman, 2008). Para
lograrlo, se aplica una propiedad hidrodinamica, que consiste en la in-
yeccidn de la muestra en el centro de una corriente de fluido envolven-
te, el cual puede ser agua o un buffer de fosfatos. Lo anterior se logra
porque la presién de la muestra es mayor que la presion del liquido
envolvente. Gracias a este sistema, las células pueden ser alineadas en
“fila india”, y de esta manera se asegura que el haz de luz incida sobre
una célula a la vez (Hoffman, 2008).

Sistema optico

El sistema Optico esta compuesto por laseres y filtros, que se encargan
de iluminar a las células y dirigir las sefiales resultantes hacia los de-
tectores apropiados. Las células, al ser incididas por el laser, tendran
la capacidad de dispersar la luz de acuerdo con su tamafio y su granu-
laridad. En caso de que la luz se disperse frontalmente, se obtendra un
pardmetro denominado FSC (forward scatter), que indica el tamafo
de la célula (Figura 2) (Hawley & Hawley, 2004; Shapiro, 2003). Por tal
motivo, aquellas células marcadas con fluorocromos seran excitadas
por el laser y la luz sera dirigida hacia un detector; el cual recibira la
longitud de onda emitida por la excitacion del fluorocromo.

Gracias a este sistema, se puede conocer el tamafo y la granularidad
de la célula, asi como las proteinas que se expresan (marcadores), per-
mitiendo asf la identificacion de diferentes tipos celulares. A medida
que el citbmetro posea mas detectores, mayor sera su capacidad para
identificar poblaciones celulares (Hoffman, 2008).

Sistema electronico

Una vez que la sefial luminosa es generada cuando el haz de luz incide
en la célula, ésta debe traducirse en sefiales electrdnicas. El sistema
electronico consta de sensores luminosos como fotodiodos y fotomul-
tiplicadores, que tienen la finalidad de convertir los fotones en elec-
trones y éstos, a su vez, en corriente eléctrica. De este modo, la sefial
eléctrica es recibida por la computadora y traducida en graficos e his-
togramas (Marti et al., 2001).
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Figura 2. Dispersion de luz. La imagen representa la dispersién de la luz emitida
una vez que el haz de luz incidié sobre la membrana celular. La desviaciéon frontal
de la luz determina el tamafio celular (FSC) mientras que la dispersion lateral de-

termina la complejidad (SSC).

Anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromos

Como se menciond anteriormente, el marcaje celular con anticuerpos
monoclonales acoplados a fluorocromos, representa un paso crucial
para la identificacion de subtipos celulares mediante el uso de la téc-
nica de citometria de flujo (Barberena, Rios, & Muiiz, 2014). Los an-
ticuerpos monoclonales permiten detectar y “etiquetar” poblaciones
especificas de células. Esta tecnologia consiste en la creacion de un an-
ticuerpo que sea capaz de unirse a una estructura especifica (antige-
no), mismo que se expresa en el tipo celular que se requiere identificar.
Adicionalmente, este anticuerpo debe contener una union covalente a
un fluorocromo, que emitira luz fluorescente cuando sea excitado por
el laser (Mao & Mullins, 2010); de este modo, la célula se “tine” y fa-
cilitara la identificacién de las células que se unieron al anticuerpo o
marcador.

Gracias al avance de la ciencia, hoy en dia se cuenta con una gran canti-
dad de anticuerpos acoplados a fluorocromos que, cuando son excita-
dos, emiten fluorescencia a diferentes longitudes de onda. Por ejemplo,
algunas moléculas emitirdn luz verde, naranja, azul, roja o amarilla,
dependiendo del fluorocromo seleccionado. Ello permitira estudiar di-
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versas poblaciones celulares a la vez. Es importante mencionar que,
dependiendo del modelo de citometro de flujo que se utilice, sera la
cantidad de colores que se puedan leer simultaneamente. En la Uni-
dad de Citometria de Flujo del Instituto de Ciencias de la Salud de la
Universidad Veracruzana, se encuentra un citémetro de flujo capaz
de detectar hasta 16 parametros diferentes, lo que permite obtener
suficiente informacién para analizar y caracterizar diversas pobla-
ciones celulares (Figura 4).

Figura 3. Identificacion de leucocitos de sangre periférica de acuerdo con su ta-
mafio y granularidad. Los linfocitos son células pequefias y poco granulares por
lo que se representan cerca del origen; le siguen los monocitos con un tamafio y
granularidad mayor y finalmente, los granulocitos, que son las células de mayor
tamafio y complejidad.
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Figura 4. Alumna del Doctorado en Ciencias de la Salud adquiriendo muestras en
el Citometro de flujo BD LSRFortessa.

Analisis de resultados

Los resultados obtenidos pueden ser representados mediante diferen-
tes estilos, desde una grafica de puntos hasta una figura tridimensional;
la clave se centra en seleccionar los graficos que reflejen los resultados
con precision y sin generar confusiones. A continuacion se describen las
representaciones mas utilizadas en esta area:

Grafico de puntos: Este grafico muestra la relacion entre dos marcado-
res diferentes y muestra a cada punto como un evento (se define como
evento a cualquier particula que haya sido excitada por el laser). Por tal
motivo, el desplazamiento de los puntos hacia la derecha indica la expre-
sién de un marcador X, mientras que el desplazamiento de los puntos
hacia arriba, muestra la expresion de un marcador Y (Figura 5).



Graficos de densidad: Estos graficos, ademas de representar a las
poblaciones con base en la expresién de dos marcadores, muestran
la frecuencia relativa (densidad) de las poblaciones; por ejemplo, las
poblaciones con mayor nimero de eventos se representan mediante
tonos de gris mas intenso (grafico de zebra), mediante colores cer-
canos al naranja (grafico pseudocolor), o mediante lineas (grafico de
contornos) (Figura 5).

Figura 5. Graficos de puntos y de densidad. La figura muestra las poblaciones de
linfocitos T cooperadores y linfocitos T citotdxicos, representadas en grafico de
puntos, pseudocolor, zebra y contornos.

Histogramas: Los histogramas muestran la intensidad de expresion
de un marcador versus el numero de eventos. El desplazamiento de
la curva hacia la derecha indica mayor expresiéon del marcador, mien-
tras que la altura del pico indica la frecuencia de las células capturadas
(Figura 6). En este sentido, es importante recalcar que el area bajo la
curva contiene a las celulas que se estan analizando.
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Figura 6. Histogramas. En el histograma se observan
dos picos; el pico de la derecha representa a las células
positivas para el marcador de linfocitos T cooperado-
res CD4, mientras que el de la izquierda muestra las
células negativas para este marcador. Se observa que
el pico de la derecha es mas alto que el de la izquierda;
por tanto, existe un mayor ntimero de linfocitos que
expresan al marcador CD4 (T cooperadores), con res-
pecto a aquellos que no lo expresan

Graficos 3D: Este tipo de graficos permite comparar a las poblacio-
nes con respecto a la expresion de tres marcadores diferentes y la
frecuencia relativa (Figura 7 B). Los histogramas también pueden ser
representados en graficos de 3D, lo que permite la comparacién de la
expresion de dos marcadores diferentes versus el nimero de eventos
(Figura 7 A).

Figura 7. Graficos tridimensionales. A) Histograma tridimensional que identifica
las poblaciones de linfocitos T cooperadores y linfocitos T Citotoxicos, de acuerdo
con la expresion de CD4 y CD8; la altura de los picos indica el nimero de células
registradas. B) Dot plot tridimensional que muestra a las poblaciones de linfo-
citos B (por exclusion), linfocitos T Cooperadores y linfocitos T Citotdéxicos, de

acuerdo con la expresién de CD3, CD4 y CD8.
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Aplicaciones de la citometria de flujo

Por tratarse de una técnica de identificacion y cuantificacion especifica
de células, la citometria de flujo facilita el diagndstico o seguimiento de
patologias como leucemias, linfoma, inmunodeficiencia primaria, mo-
nitoreo del estado hematologico de pacientes con infeccién de VIH, asi
como la deteccion de células cancerosas o tumorales (Biirgisser et al,,
1999; Lacombe et al., 1997)as defined by CD28 and CD38 expression,
and plasma viraemia and CD4+ T cells in HIV-1 infection was investiga-
ted. In a cross-sectional study of 46 patients with either no or stable an-
ti-retroviral treatment, there was a strong negative correlation between
the percentage of CD8+CD28- and the percentage of CD4+ T cells (r =
-0.75, P < 0.0001. Adicionalmente, esta herramienta permite analizar
funciones celulares como la proliferacion, la fagocitosis y la apoptosis,
por mencionar algunas. Lo anterior es posible gracias a que en el merca-
do existen diversas moléculas fluorescentes que se incorporan cuando
las células realizan este tipo de funciones. Por ejemplo, para determinar
la proliferacién celular, las células pueden ser tefiidas por medio de una
molécula fluorescente denominada éster de succinimidil-carboxifluo-
resceina (CFSE), la cual se incorpora al interior de la célula, y ésta es
diluida cuando la célula entra en proliferacién, es decir, la reduccién en
la fluorescencia de la molécula indica mayor proliferacion celular (Quah
& Parish, 2010).

Por otra parte, la citometria de flujo también permite identificar, carac-
terizar y separar poblaciones celulares (Mattanovich & Borth, 2006).
Los equipos que pueden realizar este trabajo se denominan Cell Sorters.
En la clinica, esta técnica tiene una importante funcién en la purificaciéon
de células que posteriormente seran transplantadas a pacientes con
ciertas patologias. Tal es el caso de la nueva terapia aprobada por la FDA
para tratar linfoma de linfocitos B, la cual consiste en el transplante de
linfocitos T con receptores de antigeno modificados (CAR-T, por sus si-
glas en inglés) (Androulla & Lefkothea, 2018; Schuster et al., 2017). Este
proceso implica purificar los linfocitos T del paciente y modificarlos ge-
néticamente para expresar un receptor de superficie especifico para un
antigeno de cancer, que a su vez se encuentra fusionado con un dominio
proteico que activa al linfocito T. Posteriormente, los linfocitos CAR-T se
expanden y se reinfunden en el paciente como una inmunoterapia para
atacar a células cancerosas (Androulla & Lefkothea, 2018).
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Es importante sefialar que la citometria no se limita al estudio de células,
pues por medio de esta técnica también se puede conocer la cantidad de
RNA o DNA que posee una célula, lo cual tiene una alta aplicacion en el
prondstico de diversos tipos de cancer (Nunez, 2001).

Actualmente, la citometria de flujo es una poderosa herramienta para el
diagnostico, clasificacion y determinacidn del prondstico de diversas en-
fermedades; no obstante, es imprescindible vincular la investigacién bio-
médica con la investigacion clinica, y de esta manera, fortalecer la carac-
terizacién de nuevas poblaciones celulares que se encuentren implicadas
en el desarrollo de estas patologias.
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