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CITOMETRÍA DE FLUJO

Dispersión de luz es detectada y procesada para 
transformarla en una señal digital

Suspensión de partículas alineadas 
que serán incididas por un láser 

Herramienta diagnóstica

(Comazzi y Gelain, 2011; Aniolek y col., 2014 ; Sanchez y col., 2020)
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(Comazzi y Gelain, 2011; Aniolek y col., 2014 ; Sanchez y col., 2020)

CITOMETRÍA DE FLUJO
Método 

multiparamétrico

FSC

Tamaño celular

Diferente morfología:
diferente difracción de la luz
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CITOMETRÍA DE FLUJO
Método 

multiparamétrico

granularidad 
complejidad celular

Diferente morfología:
diferente reflexión y refracción de la luz

SSC

(Comazzi y Gelain, 2011; Aniolek y col., 2014 ; Sanchez y col., 2020)
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CITOMETRÍA DE FLUJO
Método 

multiparamétrico

FSC y SSC son únicos para cada tipo celular
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Combinados pueden identificar poblaciones en una 
mezcla heterogénea



CITOMETRÍA DE FLUJO
Método 

multiparamétrico
Cada linaje celular presenta un patrón 

antigénico específico

Marcado con anticuerpos monoclonales 
específicos

INMUNOFENOTIPO
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Fluorescencia



Identificación de sub-poblaciones celulares mediante el uso 
de Anticuerpos contra moléculas de superficie y/o 

intracitoplasmáticas 

INMUNOFENOTIPO

Proporciona información acerca de: 
҉Linaje celular (mieloide vs linfoide)

҉Grado diferenciación 
҉Estado activación Inmunidad 

También podría utilizarse IHQ
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Linfocito B

Linfocito T

PANLEUCOCITARIO LINFOCITOS T LINFOCITOS B SERIE MIELOIDE CÉLS. INMADURAS OTROS

CD18 CD3 CD21 CD11b CD34 KI 67

CD44 CD5 CD79a CD14 CD117 MHC II

CD45 CD4 MPO

CD8 CD235a

CD25

FOXP3

Clusters of differentiation

USO EN COMBINACIÓNAntígenos intracelulares vs de superficie
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CITOMETRÍA DE FLUJO

Tipo de muestra
Sangre periférica, linfonódulos
Médula ósea, Biopsia de tejido
Liquido pleural, ascítico, LCR

Suspensión
celular

+ +

Elección correcta del medio 
EDTA, PBS+EDTA
Suero fisiológico NaCl 0.9% + 10% suero del 
paciente, PBS, RPMI, RPMI+AZIDA Na+SFB
TRANSFIX

(Evans, 2023)
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CITOMETRÍA DE FLUJO
Anticuerpo anti-CD21 Fluorocromo Anticuerpo anti-CD3
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CITOMETRÍA DE FLUJO

CD3+

CD21+ CD3/CD21++

CD3/CD21--

Linfocito T 
citotóxico

14HistogramaDot plot



DesventajasVentajas

Facilidad en la toma de muestras

Determina en TIEMPO REAL las características
de una población celular

Información de MÚLTIPLES PARÁMETROS
para el análisis de las células individualmente

Analiza a alta velocidad gran cantidad de
células, RAPIDEZ en obtención de resultados!

Alta sensibilidad para poblaciones celulares
poco abundantes: 10⁴-10⁵

Costo de equipamiento, reactivos, anticuerpos

Viabilidad de las muestras

Conocimiento para la interpretación de
resultados (inmunología, fisiopatología)

No aporta información acerca de la
arquitectura del tejido

Método destructivo que no permite re-
utilizar el material analizado (excepto sorting)

CITOMETRÍA DE FLUJO VENTAJAS/DESVENTAJAS 15



La información que podemos obtener por CF depende en 
gran medida de la CALIDAD de la muestra a analizar 

Refrigerada

Procesar dentro de las 24 (96) hs post extraída

Viabilidad celular  

NECESITAMOS CÉLULAS VIVAS
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Tener en cuenta…
Fármacos administrados: 

Glucocorticoides

Fragilidad celular 

Apoptosis

Inhibición expresión de marcadores

Each dog received 50 mg (range 1.66–2.24 mg/kg) of prednisone orally once a day for 3 consecutive days.
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Ayuno

“serpentina” de lípidos

Anticuerpos monoclonales específicos de especie
Reactividad cruzada

Especie: 



PRINCIPALES USOS DE LA CF EN ONCOLOGÍA VETERINARIA

¿Qué pacientes son candidatos? 
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Citometría de flujo como herramienta 
complementaria!!

No debe ser la primera opción
de diagnóstico
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Alteraciones clinicopatológicas:
- Linfadenopatía generalizada
- Masas mediastínicas
- Efusiones cavitarias
- Linfocitosis persistente y marcada
- Presencia de blastos en SP
- Hipercalcemia
- Pancitopenia
- Hiperglobulinemia/Gammapatías
- Hepatomegalia
- Esplenomegalia

La citometría de flujo no está indicada en pacientes con 
neutrofilia, eosinofilia, basofilia o monocitosis!! 

(Martini y col., 2018; Evans, 2023)

PCR-PARR

Citología

Histopatología

PCR-PARR

Hematología y BQ

Mastocitomas, algunos desordenes histiocíticos, mieloma 
múltiple, linfomas extranodales ??

Oncohematología
los marcadores disponibles actualmente no 

permiten un diagnóstico definitivo 
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La Citometría se ha establecido como 
una herramienta indispensable en la 
Hemato-oncología, ya que permite 
realizar el diagnóstico, pronóstico y 
dirigir el tratamiento de leucemias y 

linfomas
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¿Cuál es el aporte de la CF en 

el manejo clínico de los 

pacientes  oncológicos? 



Diagnóstico o 
aproximación al mismo
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LINFOMAS
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Tumor maligno linfoide que se origina en 
órganos sólidos (linfonódulos, hígado, bazo, piel, 

SNC, ojo, riñón, intestino)



CLÍNICO
LABORATORIO

IMAGENOLOGÍA
HISTOPATOLÓGICO 

IHQ
CITOLÓGICO INMUNOFENOTÍPICO PCR - PARR

Panel Diagnóstico 
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SIEMPRE PARTIMOS DE UN DIAGNÓSTICO CONFIRMADO

Tomado de Sánchez et al., 2020

Capaz de 
diagnosticar el 85-

90% de los linfomas 
(alto grado)

Dificultad en los de 
bajo grado
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SIEMPRE PARTIMOS DE UN DIAGNÓSTICO CONFIRMADO

Figura 2: Citología de linfonódulo poplíteo obtenida por PAF y teñida con May-Grunwald
Giemsa. (A, Linfoma T; B, Linfoma B). En ambas citologías, la población celular está
mayoritariamente compuesta por linfoblastos (*) y se observan cuerpos linfoglandulares de
tamaños variables (flecha sólida) y linfocitos normales (flecha punteada).
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Inmunofenotipo

Proliferación celular

Aberraciones

Diagnóstico o 
aproximación al mismo

Tamaño celular

No hay estudios que correlacionen Ki-67  y tamaño celular con tipo histológico

Utilidad relacionada a recursos diagnósticos de cada clínico/ país

Tener en cuenta.. ¿qué quiero responder?
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¿Cómo obtener la muestra?

Evitar 
submandibulares

+ 1 LN

citología
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¿Cómo obtener la muestra?

sangre

Aspiración si es 
necesario
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¿Cómo obtener la muestra?

Aspirar!
Desarticular

jeringa!

Enjuage
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Inmunofenotipos de linfoma más frecuentes

LA CITOMETRIA DE FLUJO AL SERVICIO DEL DIAGNÓSTIO DE LINFOMA EN CANINOS

LINFOMA B
CD21+, CD79a+, CD45+, 

MHCII+

32

LINFOMA T
CD3+, CD5+, CD45+, 
MHCII-, CD4 o CD8+



Linfoma aberrante (CD3/CD21++)

Linfoma null (CD45+, CD3-, CD5-, CD21-)

Aberraciones sinónimo de “pseudoclonalidad”
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Diagnóstico



Aberraciones

Co-expresión marcadores T

CD34+

Baja expresión MHCII

Baja expresión CD79a

LINFOMAS B

Falta expresión CD3 o CD5

Co-expresión marcadores B

Pérdida o baja expresión MHCII

CD4/CD8++ CD4/CD8--

LINFOMAS T

(Comazzi y Gelain, 2011; Martini y col., 2013; Avery y col., 2014; Pawlak y col., 2014; Riondato y Comazzi, 2021; Comazzi y Riondato., 2021; Celant y col.,  2022)
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Diagnóstico



Hiperplasia Neoplasia
Heterogéneas Homogéneas (todas del mismo fenotipo)

Tamaño normal Tamaño aberrante

Sin aberraciones fenotípicas Fenotipos aberrantes

Aumentadas pero no tanto como las neoplásicas Cantidades mucho mayores que la contraparte normal

(Evans,  2023)

Linfonodo reactivo
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Diagnóstico

Linfadenopatía
Linfocitosis



Masa mediastinal

>10% CD4/CD8++ CD4/CD8-- CD4+ ó CD8+
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Diagnóstico



Estadificación 
pronóstica
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FENOTIPIFICACIÓN

ANORMALIDADES 
CROMOSÓMICAS

HISTOPATOLOGÍA

ETAPA DE 
DESARROLLO 

TUMORAL

RESPUESTA AL 
TRATAMIENTO

LOCALIZACIÓN 
ANATÓMICA

SEXO, EDAD, RAZA, 
PESO

En las personas y en los perros : LT agresivos
peor pronóstico que los LB, atribuible a
características clínicas más adversas y una mayor
incidencia de recaídas con menores tasas de
respuesta completa al mismo tratamiento

“El inmunofenotipo celular es el factor más importante asociado con el pronóstico”                                           

(Teske y col., 1994; Vail y Young, 2007; Alvarez y col., 2009; Milanovic y col., 2012;  Aresu y col., 2013; Frantz y col., 2013; Koshino y col., 2016)



Linfoma B

Linfoma T

Linfoma de 
zona T

INMUNOFENOTIPO

Estadificación pronóstica
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CD8 +
44%

CD4 +
17%CD4/CD8++

3%

CD4/CD8--
33%

CD4 Y CD8
3%

16/30 Golden Retriever

LINFOMA T INDOLENTE

HALLMARK 
DEL CÁNCER CD45-, CD3+, CD5, CD21+, MHC II+, CD25+, CD4/CD8 VARIABLE

(Avery y col., 2014; Seelig  y col., 2014; Martini y col., 2015)

GR como raza predispuesta

Posibilidad de estado preneoplásico

Estadificación pronóstica
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No existen técnicas perfectas, 100% 
sensibles y 100% específicas!

Pruebas complementarias

6 meses

CD45+ y comportamiento clínico indolente

Estadificación pronóstica
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MHC-II FACTOR PRONÓSTICO

Baja expresión de MHC-II: fuerte predictor de mal pronóstico en linfomas caninos de inmunofenotipo B

(314 vs 120 d)

Linfoma T: TZL altos niveles, T alto grado bajos niveles
Pero… reportes de hepatoesplénico y cutáneo con alta expresión

(Avery y col., 2014; Seelig y col., 2014; Deravi y col., 2017; Harris y col., 2019)

- + - +- +

LB LTCD45- LTCD45+

Estadificación pronóstica
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TZL LTCD45+ LB

PROLIFERACIÓN CELULAR KI-67

Ki67 es práctico para determinar el grado de malignidad de 
los linfomas caninos

Estadificación pronóstica
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Medicina de
precisión
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¿Tratamiento diferencial 
acorde al 

inmunofenotipo? 



CONTROVERSIA

¿TRATAMIENTO DIFERENCIAL ACORDE AL 
INMUNOFENOTIPO?
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Anti CD20 

Anticuerpos 
monoclonales
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Anticuerpos 
monoclonales
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Seguimiento
EMR
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La infiltración de LN por >0,5% 
de células CD21+ grandes 

después del tratamiento es un 
factor pronóstico desfavorable.
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Características 
morfológicas e 

inmunofenotípicas



LEUCEMIAS
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Proliferaciones neoplásicas malignas con 
origen en la médula ósea



Linfocito B Linfocito T

Eritrocitos

Plaquetas

Mieloproliferativos
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LLA: 
Forma más común de leucemia aguda
Mayoría Linfoblastos B (CD79a+, CD34+)
Pronóstico malo, agresiva 
Mayoría MHCII+

LMA:
Incidencia variable entre estudios 
Diagnóstico específico muy difícil (M0-M7)
M4 (mielomonocítica) y M5 (monocítica) las más frecuentes
CD34+/-, MHCII-, CD11+, CD14+, MPO+

(Avery y col., 2007; Comazzi y col., 2015; Bromberek 
y col., 2016; Rout y col., 2021; Evans, 2023)

CF en leucemia aguda
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Citometría de flujo auxilia en la diferenciación (LINAJE)

LLA y LMA pueden ser morfológicamente indistinguibles

Blastos LLA

Blastos LMABlastos LMA
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LLC: 
La más común en perros (gerontes), “Indolente”, Linfocitos maduros afuncionales
CLL canino no expresa CD5
Mayoría T CD8 (perro) y CD4 (gato). B poco frecuente (linfocitosis> a 5000/uL+ ≥60% CD21+) 
Fenotipo como factor pronóstico: controversia (T peor)

LMC: 
Mielograma con utilidad cuestionable (aumento de proliferación que tb puede ser reaccional)
CF tampoco aporta demasiados datos porque solo va a tipificar pero no indica clonalidad
Generalmente buena sobrevida

Leucemia linfoide crónica

Leucemia mieloide crónica

(Avery y col., 2007; Comazzi y col., 2015; Bromberek y col., 2016; Rout y col., 2021; Evans, 2023)

CF en leucemia crónica
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Pronóstico??? Controversia

Diferenciar condiciones reaccionales de neoplásicas – “CLONALIDAD”



¿HACIA 
DÓNDE 

VAMOS?
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INMUNOTERAPIA

PD1-PDL1
CD47

CTLA-4
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Desarrollo de nanoanticuerpos anti-PD1 y anti-PDL1 para 
el tratamiento de cáncer en perros
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MARCADORES PRONÓSTICOS (KI67, MHCII)

DIFERENCIAR LINFADENOPATIAS REACTIVAS Y NEOPLÁSICAS

DETERMINAR INMUNOFENOTIPO 

DIFERENCIAR LINFOMA MEDIASTÍNICO DE TIMOMA (CD4/CD8)

DIFERENCIAR LLA VS LINFOMA V (CD34)

Resumiendo… aplicaciones prácticas de la CF



Servicio de inmunofenotipificación de linfomas y 
leucemias caninos

PA ULA
PE SS INA

R OSINA
SÁ NC HE Z  SOLÉ

PATR IC IA
L INDIMA N

FLOR E NC IA
MOSQUILL O

ME LA NIE  
BA Z Z A NO



PUNTA BALLENA, URUGUAY

“LA MENTE ES COMO UN PARACAÍDAS, SÓLO FUNCIONA SI SE ABRE”

Albert Einstein



MUCHAS GRACIAS!

rosinasanchsole@gmail.com





Medula ósea

• MOR cut-off 5% (114 vs 179d)

• Sangre periférica sin valor
pronóstico

• MOR cut-off 3% (155 vs 322d)

• Sangre periférica sin valor
pronóstico

• MOR cut-off  < 1 % (1403d) 
1-20 % (337d)
> 20 % (188d)

• Sangre periférica cut-off 30%
(186 vs 543d)

Estadificación pronóstica
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