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ARTICULO DE REVISION «

Estudio de inmunofenotipo por citometria de flujo para el diagnostico de
inmunodeficiencias primarias

Immunofenotype study by flow citometry for the diagnosis of primary immunodeficiencies

Consuelo Macias Abraham
Instituto de Hematologia e Inmunologia. La Habana, Cuba.

RESUMEN

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son un conjunto heterogéneo de enfermedades, en su
mayoria de origen hereditario o congénito, cuyo diagnostico requiere de la caracterizacion
inmunoldgica de poblaciones y subpoblaciones celulares. Esta revision, describe la metodologia
mas actual a nivel internacional, basada en el proyecto denominado FITMaN (del inglés, Flow
Immunophenotyping Technical Meeting at National Institute of Health) para la caracterizacion
celular que permite definir o avanzar en el diagndstico correcto de estas entidades utilizando las
bondades de la tecnologia de la citometria de flujo. También, brinda nuevas opciones de
investigacion que permiten profundizar en el comportamiento del sistema inmunolégico en estas
enfermedades y su asociacion con la expresion de marcadores moleculares y genéticos de interés.
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ABSTRACT

Primary immunodeficiencies (PID) are a heterogenous group of diseases, mostly hereditary or
congenital origin, which diagnosis requires the immunological characterization of cell
populations and subpopulations. This review describes the international current methodology,
based on the project called FITMAN (Flow Immunophenotyping Technical Meeting at National
Institute of Health) for cell characterization that allows defines or forward to correct diagnosis of
these entities using benefits of flow cytometry technology. Also, it provides new research options
that allow deeper into the behavior of the immune system in these diseases and their association
with the molecular expression and genetic markers of interest.
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INTRODUCCION

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son un conjunto hererogéneo de enfermedades producto
de mutaciones monogénicas, en su mayoria de origen hereditario, que comprometen la
homeostasis del sistema inmunoldgico y provocan enfermedad®. El estudio de las IDP se
encuentra en constante actualizacion para lograr la mejor caracterizacion inmunologica,
diagnostico, tratamiento y pronostico de estos enfermos.

El estudio del fenotipo linfocitario incluye diferentes marcadores especificos de linaje en la
superficie de la membrana celular, que se basa en el patron de migracion y diferenciacion de cada
subpoblacion en el contexto del sistema inmune en el organismo. Por lo anterior, es de gran
importancia conocer la cuantificacion de poblaciones y subpoblaciones linfocitarias para orientar
el estudio que permite profundizar en estas alteraciones y definir un diagnostico en enfermedades
que muestran un amplio polimorfismo clinico.

El protocolo FITMaN (del inglés, Flow ImmunophenotypingTechnical Meeting at National
Institute of Health) forma parte del Proyecto de Inmunologia Humana, en inglés, Human
Immunology Project Consortium (HIPC), que se realiz6 con el objetivo de una correcta
caracterizacion del sistema inmune humano mediante el conjunto de 4 paneles de 8 colores por
citometria de flujo para el inmunofenotipaje de células de sangre periférica’!!. Su
estandarizacion se realizé para conseguir una metodologia y configuracion comun para el
procesamiento y analisis.

Para facilitar el diagnostico, la Unién Internacional de Sociedades Immunoldgicas (1UIS) ha
elaborado la siguiente clasificacion de los diferentes grupos, en funcion de la afectacion?:
Immunodeficiencias combinadas

Sindromes de immunodeficiencias bien definidos

Deficiencias predominantes de anticuerpos

Enfermedades de desregulacion inmunoldgica

Defectos congénitos del nimero y funcion de los fagocitos

Defectos de la immunidad innata

Desordenes autoinflamatorios

Deficiencias del complemento

Adquiridas

CoNoOAWNE

Las IDP combinadas presentan anormalidades en la inmunidad mediada por células (linfocitos
T), en la inmunidad mediada por anticuerpos (linfocitos B) y también en la inmunidad innata con
ausencia o disminucion de las células natural killer (NK), células dendriticas (DC) y monocitos.
Es por ello que es necesario el estudio de estos tipos celulares para definir o avanzar en el
diagnostico correcto de estas entidades.

A continuacion, se describen las caracteristicas moleculares que definen fenotipos celulares y
aportan datos de interés funcional que permiten profundizar en el comportamiento del sistema
inmunoldgico en estas enfermedades y su asociacion con la expresion de marcadores moleculares
y genéticos de interés.
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CELULAST

Los linfocitos T se identifican mediante su separacion de los linfocitos totales utilizando el
marcador caracteristico CD3. De estos se separan los linfocitos colaboradores (CD4+) de los
citotoxicos (CD8+). A partir de cada uno de ellos, utilizando los marcadores CD45RA vy el
receptor de quimiocina tipo 7(CCRY7) se distinguen los linfocitos naive o
virgenes(CCR7+CD45RA+), los linfocitos de memoria central (CCR7+CD45RA-), los
linfocitos de memoria efectora (CCR7-CD45RA-)y los linfocitos efectores (CCR7-
CD45RA+)"10, (Fig. 1)
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Fig. 1. Representacion de la separacion de células T (CD4+ y CD8+) en subtipos de
memoria, virgenes y efectoras y de células T CD4+ en subtipos Thl, Th2, Th17 y Th1+Th1i7
con paneles de anticuerpos monoclonales de acuerdo al protocolo FITMaN.

La separacion de los linfocitos T CD4+ y CD8+ mediante CD45RA y CD45RO0 permite
identificar las células T de memoria (CD45RA-/CD45R0O+) y las células T virgenes y
efectoras (CD45R0O-/CD45RA+). En cada grupo el marcador CCR7 permite diferenciar dentro
de las células de memoria (CD45RA-), las de memoria central (CCR7+)y las de memoria
efectora (CCR7-); y dentro de las células T que no son de memoria (CD45R0O-/CD45RA+),las
células virgenes(CCR7+) y las células efectoras (CCR7-)"10,
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Células T Colaboradoras: Una vez separados mediante su marcador de linaje (CD3+) y de los
linfocitos citotdxicos (CD8+), los linfocitos colaboradores (CD4+)se separan en subtipos
mediante la expresion o no de los receptores de quimiocinas tipo 3 (CXCR3) y 6 (CCR6) como
son: Thl (CXCR3+CCR6-), Th2 (CXCR3-CCR6-), Th17 (CXCR3-CCR6+)y Th1-Th17
(CXCR3+CCR6+).Con los marcadores de activacion HLA-DR y CD38 se diferencia el
porcentaje de células activadas de cada subclase colaboradora y citotoxica (Fig. 1)1,

Células T reguladoras: Los linfocitos T CD4+ se separan mediante marcadores caracteristicos
(CD3+CD4+). La estrategia de enfrentar CD25 vsCD127 permite identificar las células T
reguladoras (CD25+CD127low). Concretamente, seran células T reguladoras aquellas que
expresen el receptor de quimiocina tipo 4 y el CD45RO (CCR4+CD45R0+)(Fig. 2)%.
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Fig. 2. Representacion de la separacion de células T reguladoras (CD25+CD127low)
(CCR4+CD45R0+) a partir de células (CD3+CD4+) y de células T reguladoras activadas
DR+ con paneles de anticuerpos monoclonales de acuerdo al protocolo FITMaN.

CELULAS B

Los linfocitos B se identifican mediante la caracterizacion (CD3-CD19+). La combinacion de los
marcadores 1gD y CD27 permite la identificacion de los linfocitos B virgenes o naive(lgD+
CD27-), las células de memoria previas al cambio de clase, en inglés, pre-switch memory(lgD+
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CD27+),las de memoria con cambio de clase,en inglés switchmemory(lgD-CD27+) y las
agotadas o exhausted B cells(lgD/CD27-)Y’. (Fig. 3)
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Fig. 3. Representacion de |a identificacion de células B CD19+ en diferentes estados de
maduraciéon mediante el marcaje de IgD/CD27 y CD21/CD27; a partir de los linfocitos
B naive (IgD+CD27-) la identificacién de células transicionales. A partir de los linfocitos
CD21/ow y con los marcadores CD21/CD38 se identifican los activados
(CD21/owCD38-) y los transicionales inmaduros (CD21lowCD38+). A partir de las

switch memory los plasmoblastos mediante CD24/CD38.
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A partir de las células B virgenes se distinguen las células transicionales (CD38high CD24high),
que estan en un estado mas inmaduro. A partir de las switch memory se pueden distinguir los
plasmablastos (CD38+CD24-), que estan en un estadio de maduracion previo a las células
plasmaéticas; y utilizando los marcadores CD38 y CD20, una poblacion que incluye
plasmablastos y células plasmaticas (CD38+CD20+)*".

Entre los linfocitos B, a partir de su marcador de linaje CD19, se pueden identificar: linfocitos B
virgenes(CD21+CD27-),de memoria (CD21+CD27+), CD21low (CD21lowCD27+) e
inmaduros (CD21-CD27-) mediante la combinaciéon de CD21 vs CD27. A partir de CD21low y
con los marcadores CD21 vsCD38 se puede discernir entre los activados (CD21lowCD38-) y los
transicionales inmaduros También se pueden diferenciar los linfocitos de memoria que han
cambiado de clase y los que no, mediante la combinacion de marcadores IgD e IgM, asi como los
que han pasado a plasmablastos (IgM-CD38+). Con los mismos marcadores, a partir de los
linfocitos B virgenes se identifican los linfocitos B transicionales y dentro de los linfocitos B,las
células plasmaticas (CD38+CD138+)(Fig. 4) Y'.
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Fig. 4. Representacion de la identificacion de células B CD19+ en diferentes estados de
maduraciéon mediante el marcaje de IgD/CD27. A partir de las virgenes y con los
marcadores CD24/CD38 se identifican los transicionales y plasmablastos. Los
linfocitos B de memoria que han cambiado de clase y los que no, mediante la combinacién

de marcadores IgD/IgM.

CELULAS DENDRITICAS/CELULAS NK/ MONOCITOS

Por exclusidn de los linfocitos T y los linfocitos B, se hace una seleccion negativa de los CD3-
CD19-CD20-; de esta, es que se seleccionan los monocitos y las células dendriticas y las células
NK. Para diferenciar estos tipos celulares, en la misma ventana mediante la lectura de la
combinacion de marcaje con CD56 vs CD14 se distinguen los monocitos (CD56- CD14+) En los
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monocitos se puede distinguir entre los clasicos (CD14+CD16-) y los no
clasicos(CD14+CD16+). (Fig. 5)
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Fig. 5. Representacion de la identificacion de células dendriticas/monocitos/células NK por
exclusion de los linfocitos T y B, mediante una seleccidn negativa de los CD3-CD19-CD20-.
En esta ventana los monocitos (CD56-CD14+) se distinguen entre los clasicos
(CD14+CD16-) y los no clasicos (CD14+CD16+). Las células dendriticas CD56-
Cd14-HLA-DR+y la combinaciéon del CD11c y el CD123 permiten diferenciar las células
dendriticas mieloide de las plasmocitoides. En las células NK (CD56+CD16+) se puede
distinguir entre los NKs bright y los NKs dim.
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En las células NK(CD56+CD16+), mediante la combinacién CD56 vs CD16 es posible
distinguir entre los NKsbright y los NKsdim.

Las células dendriticas son CD56-CD14-HLA-DR+ y con la combinacion del CD11c y el
CD123se pueden diferenciar las células dendriticas mieloides de las plasmacitoides!®2L,

En la actualidad, Cuba cuenta con un Programa de Atencién Integral al enfermo con IDP, el cual
debe desarrollarse de manera mas acelerada en el proximo quinquenio. La disponibilidad de
tecnologias de avanzada, como son: la citometria de flujo, la hibridizacion “in situ” por
fluorescencia (FISH) y la biologia molecular, permitira el diagndstico méas preciso de estas
enfermedades lo que, asociado a la experiencia clinica, ubicara al Sistema Nacional de Salud en
una posicion favorable para la atencion médica, con mejoras en el diagnoéstico, la calidad de vida
de los enfermos y la curacion mediante el trasplante hematopoyético de las IDP.
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