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1 .  R E S U M E N  

La neutropenia constituye una de las principales y más frecuentes complicaciones 

de la quimioterapia y es un predisponente para el desarrollo de infecciones, que a 

menudo se manifiestan en forma de neutropenia febril. La neutropenia febril se 

presenta en cerca del 10 al 18% de los pacientes en tratamiento antineoplásico y 

supone un importante aumento de su morbi-mortalidad. Las herramientas 

disponibles en la actualidad para pronosticar su aparición o su severidad son, en su 

mayoría, subjetivas, poco reproducibles y considerablemente inexactas. 

Dado que no todos los pacientes con neutropenia desarrollarán neutropenia febril, 

es imperativo cuestionarse si existen diferencias fundamentales en sus poblaciones 

celulares inmunológicas. Para probar esta hipótesis, se estudiaron las poblaciones 

celulares inmunológicas de pacientes con neutropenia febril post quimioterapia y 

de pacientes con neutropenia sin fiebre realizando un estudio inmunofenotípico 

mediante citometría de flujo con una combinación de anticuerpos capaz de detectar 

20 poblaciones celulares. Con el objetivo de contrastar la utilidad de las variables 

clínicas y bioquímicas más comúnmente asociadas al pronóstico de neutropenia 

febril, éstas fueron incluidas también en el estudio. Secundariamente, se desarrolló 

un modelo predictivo de neutropenia febril con las variables más significativas.  

Se observaron diferencias significativas en 18 de las 20 poblaciones celulares 

estudiadas, entre las que destacan por su fuerza de asociación, los linfocitos T y los 

neutrófilos. Además, se encontró que los neutrófilos determinados mediante 

citometría de flujo son una herramienta potencialmente predictiva del desarrollo de 

neutropenia febril.  

Estos resultados confirman la existencia de diferencias importantes en el sistema 

inmunológico de ambos grupos que hacen a unos, más vulnerables ante los procesos 

infecciosos. El estudio inmunofenotípico de los pacientes con neutropenia post 

quimioterapia mediante citometría de flujo puede ser la base de un modelo 

predictivo de neutropenia febril, para lo cual, es necesaria la realización de nuevas 

investigaciones. 
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1.1 Abstract 

 

Neutropenia constitutes one of the principal and most frequent complications of 

chemotherapy and it is a risk factor for infection, often presented as febrile 

neutropenia. Febrile neutropenia presents in nearly 10 to 18% of patients in 

antineoplastic treatment and entails a considerable increase of their mortality. The 

tools currently available to predict its presentation or its severity are, in the vast 

majority, subjective, not replicable, and considerably inexact.  

Given that not all patients with neutropenia end up developing febrile neutropenia, it 

is imperative to raise the question of whether or not fundamental differences among 

their immune cell populations exist. To test this hypothesis, immune cell populations 

of both patients with febrile neutropenia and non-febrile neutropenia were studied by 

immunophenotyping with flow cytometry using an antibody combination capable of 

recognizing up to 20 cell populations. With the objective of contrasting the usefulness 

of the clinical and biochemical variables often associated with febrile neutropenia’s 

prognosis, these were also included in the study. Secondarily, we aimed to create a 

predictive model for febrile neutropenia using the most significant variables.  

The results showed significant differences in 18 of the 20 immune cell populations 

analyzed, among which T cells and neutrophils stand out. Furthermore, it was observed 

that neutrophil concentration determined by flow cytometry is a potentially predictive 

tool of the development of febrile neutropenia.  

These results confirm the existence of relevant differences in the immune system of 

both groups, which in turn, makes one of them more vulnerable to infection. The 

immunophenotypic study of patients with post-chemotherapy neutropenia by flow 

cytometry might be the basis of a predictive model of febrile neutropenia, for which 

new research is needed.   
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2 .  I N T R O D U C C I Ó N  

 

2.1 El sistema inmunológico 

El sistema inmunológico ha constituido durante siglos, uno de los intereses 

principales de la ciencia médica y biomédica. Las primeras nociones de que el 

sistema inmunológico jugaba un papel fundamental en el desarrollo de procesos 

mórbidos datan del siglo XVIII, cuando comenzó a gestarse la idea de que existía 

dentro del ser humano un sistema complejo que promovía o evitaba la diseminación 

de patógenos en el organismo [1]. Sin embargo, no sería hasta el siglo XIX que se 

esclareciera el papel “protector” del sistema inmunológico gracias a los hallazgos de 

Eli Metchnikoff y su -austera- caracterización de la inmunidad innata. Desde 

entonces, el sistema inmunológico ha sido objeto constante de investigación, al 

punto de que hoy somos ampliamente capaces de reconocer sus componentes, sus 

funciones y su implicación en procesos complejos como las infecciones, la respuesta 

metabólica al trauma y el cáncer.  

En este sentido, hoy se sabe que el sistema inmunológico comprende una red 

compleja y especializada de órganos, tejidos y células en constante interacción, y 

que posee dos sistemas de acción fundamentales: la inmunidad innata y la 

inmunidad adaptativa. La inmunidad innata, por su parte, constituye la primera línea 

de defensa ante patógenos y aunque inespecífica, es crucial en el mantenimiento de 

la homeostasis y la prevención de la invasión microbiana [2]. El papel de la 

inmunidad innata no se limita a la eliminación de patógenos, sino que es un 

importante activador y regulador de la inmunidad adaptativa [3], que a su vez, se 

caracteriza por ser una respuesta antígeno-específica, tardía y generadora de 

memoria inmunológica [4]. 

Ambos brazos del sistema inmunológico poseen células con funciones específicas. 

La inmunidad innata, por un lado, contempla a los mastocitos, implicados en la 

liberación de histamina y heparina y en la iniciación de la inflamación [1], monocitos, 

altamente fagocíticos y con capacidad migratoria, denominándose “macrófagos” en 

los tejidos [5], células dendríticas, con potencial fagocitario y encargadas, junto con 
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los macrófagos, de la presentación de antígenos [1], células NK, con capacidad 

antiviral y supresora de tumores [6] y granulocitos, entre los que destacan por su 

importancia los neutrófilos.  

Los neutrófilos son los leucocitos más abundantes en un individuo sano y como la 

familia de granulocitos en general, son un pilar clave del sistema inmunológico 

innato al constituir la primera línea de defensa frente a patógenos, aunque su 

función no se limita a este brazo del sistema inmunológico, sino que también 

participan de forma crucial en la respuesta adaptativa con mecanismos de cebación 

y reclutamiento celular [7].  

El sistema inmunológico adaptativo, por otra parte, basa su acción en dos tipos 

celulares específicos: los linfocitos T, originados en médula ósea y que completan su 

maduración en el timo -de ahí la denominación T, “thymus”-, encargados de 

interacciones de regulación (linfocitos T CD4+ o “helper”) y de citotoxicidad 

(linfocitos T CD8+ o “citotóxicos”) [8] y los linfocitos B, que se originan y completan 

su maduración en médula ósea –denominados B por “bone marrow”-, que actúan 

principalmente expresando inmunoglobulinas [9]. 

No obstante, en años recientes se ha dilucidado que las diferencias tan marcadas 

que establecía la inmunología tradicional entre la inmunidad innata y la adaptativa 

en realidad no existen como tal y se trata más bien de un solo sistema complejo con 

límites existentes aunque no totalmente delimitados, cuyas células interaccionan, 

incluso, en procesos de regulación bidireccional [3,10–13]. 

Lo cierto es que, tratándose de un sistema tan complejo, la orquestación perfecta de 

las funciones de sus componentes es crucial para el correcto desempeño 

inmunológico, no sólo combatiendo infecciones y el desarrollo tumoral, sino 

impidiendo la generación de procesos inmunopatológicos o de autoinmunidad.  

 

2.2 La neutropenia febril 

La neutropenia febril es una emergencia hemato-oncológica que se define como un 

recuento total de neutrófilos <500/𝑚𝑚ଷ o <1000/𝑚𝑚ଷ pre-nadir en presencia de 

fiebre (temperatura >38ºC) o signos clínicos de sepsis [14]. Se trata de una 
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complicación importante del cáncer y una manifestación de toxicidad dosis-

limitada de la quimioterapia, que a menudo constituye su desencadenante principal 

[15].  

Las infecciones, que en el contexto de los pacientes con cáncer a menudo se 

presentan en forma de neutropenia febril, son la complicación principal de la 

neutropenia inducida por quimioterapia [44]. La neutropenia febril se asocia a la 

presentación de complicaciones mayores -incluyendo la falla orgánica múltiple- y a 

un aumento considerable de la mortalidad, que se estima hasta en 11% [16]. La 

incidencia de la neutropenia febril oscila entre el 10% y el 18% en pacientes que 

reciben quimioterapia mielo-supresiva [17]; aunque el riesgo varía dependiendo de 

factores relacionados con el paciente, la neoplasia que presenta y el tipo de 

tratamiento que recibe; lo que explica que el riesgo de desarrollar neutropenia febril 

varíe considerablemente de una neoplasia a otra y de un régimen quimioterapéutico 

a otro [15].  

Los pacientes con tumores hematológicos presentan un riesgo incrementado de 

presentar cuadros infecciosos en general y episodios de neutropenia febril [18]. Esto 

se debe no sólo a las esenciales características mielo-supresivas de los regímenes 

quimioterapéuticos empleados en este tipo de neoplasias [19], sino también a las 

características fisiopatológicas de la enfermedad. Por un lado, con frecuencia se 

presentan alteraciones en la función de la médula ósea, que comienza la maduración 

anormal y proliferación desregulada de células pobremente diferenciadas, lo que 

trae como consecuencia neutropenia y alteración en la función de los granulocitos 

[20,21]. A la disposición de escasas células inmunológicas y a la deficiencia funcional 

que muchas de éstas de presentan, se le suman factores predisponentes de 

infección derivados de las alteraciones moleculares propiciadas por la inmadurez 

celular. Se ha observado, por ejemplo, que las células mieloides inmaduras suprimen 

activamente la respuesta antígeno-específica de las células T [22]. Así, se puede 

documentar bacteremia hasta en el 25% de los pacientes con neoplasias 

hematológicas [23,24].  

Las neoplasias sólidas, por otra parte, presentan menos riesgo de desarrollar 

bacteremia y neutropenia febril; y también tienen una menor mortalidad que los 
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pacientes con neoplasias hematológicas [24]. Además, los regímenes terapéuticos 

usados en tumores sólidos generalmente causan neutropenia de corta duración en 

comparación con los regímenes usados en neoplasias hematológicas [25]. Los 

mecanismos fisiopatológicos que subyacen la propensión a las infecciones en 

pacientes con tumores sólidos están relacionados con el desarrollo de procesos 

obstructivos propiciados por el mismo tumor y con necrosis intratumoral. No 

obstante, parece que el principal factor de riesgo en estos pacientes proviene de las 

estrategias terapéuticas usadas en el tratamiento de sus neoplasias, siendo más 

propensos a presentar infecciones nosocomiales derivadas de intervenciones 

quirúrgicas, manipulación de heridas, uso de catéteres y sondas, entre otros [26]. 

La neutropenia febril tiene numerosas implicaciones negativas para el paciente y el 

sistema de salud. Por un lado, aumenta la morbi-mortalidad de los pacientes con 

cáncer, al mismo tiempo que complica el tratamiento antineoplásico al propiciar 

retrasos y/o reducción en las dosis, afectando la efectividad de la terapia 

antitumoral [14]. Igual de relevantes son las consecuencias económicas de los 

eventos de neutropenia febril por cáncer: se estima que los costos de hospitalización 

de pacientes con neutropenia febril por cáncer ascienden a un promedio de 52 mil 

USD en el caso de neoplasias hematológicas y hasta 17 mil USD en el caso de pulmón, 

por ejemplo [27]. No obstante, ahora se sabe que los pacientes con neutropenia febril 

son una población heterogénea, entre los cuales hasta un 20% tienen un riesgo bajo 

de presentar complicaciones y podrían ser candidatos al tratamiento ambulatorio 

[17].  

Lo anterior plantea un desafío importante: la identificación certera de aquellos 

pacientes con bajo riesgo de complicaciones. Ello implica la imperiosa necesidad de 

desarrollar una herramienta suficientemente sensible para identificar eficazmente 

a los pacientes de bajo riesgo, de tal forma que ningún paciente con riesgo 

intermedio o alto sea equivocadamente sometido a tratamiento ambulatorio, con el 

aumento de morbi-mortalidad que ello podría suponer.  

Al respecto, en el año 2000, la Asociación Multinacional de Cuidados de Soporte en 

Cáncer (MASCC, por sus siglas en inglés) desarrolló un sistema de estratificación de 

riesgo para pacientes con neutropenia febril. El sistema se basa en la evaluación de 
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ocho parámetros de predicción positiva para bajo riesgo de complicaciones y tiene 

la ventaja de que puede usarse para tumores hematológicos y tumores sólidos. No 

obstante, presenta grandes deficiencias: toma en cuenta variables subjetivas como 

“carga de la enfermedad” (burden of illness en inglés) y una parte importante de su 

puntuación se atribuye a la ausencia de hipotensión. Al ser la hipotensión en sí 

misma, un punto definitivo de gravedad; la consideración de su ausencia hace al 

MASCC-score poco sensible (35-36%) para valorar los casos clínicamente estables 

[28–31].  

Con la finalidad de paliar dichas deficiencias, en el 2018, la Sociedad Española de 

Oncología Médica diseñó la herramienta Clinical Index of Stable Febrile Neutropenia 

(CISNE); que incluye seis variables asociadas con la incidencia de complicaciones 

graves. En contraste con el MASCC score, el CISNE score no considera la 

hipotensión, no valora variables subjetivas e innova en la valoración cuantitativa de 

células inmunológicas (monocitos). Así, divide a los pacientes en riesgo bajo, 

intermedio y alto. Es mucho más efectiva prediciendo qué pacientes presentarán 

complicaciones a pesar de su aparente estabilidad clínica; con una sensibilidad del 

66% y un valor predictivo negativo de 91% [31,32]. Tiene la desventaja, sin embargo, 

de no haber sido diseñada ni validada para tumores hematológicos.  

Pese a la notable mejoría pronóstica del CISNE score con respecto al MASCC score, 

un porcentaje importante de pacientes seguirán siendo clasificados erróneamente 

como pacientes de bajo riesgo candidatos a terapia ambulatoria; con el aumento de 

la morbi-mortalidad que ello supone. La utilidad clínica de ambas herramientas se 

basa en que son, actualmente, las únicas herramientas disponibles para la 

estratificación de riesgo de pacientes con neutropenia febril por cáncer; aunque su 

desempeño es aún subóptimo para permitir a los cínicos descartar complicaciones 

graves [33]. 

 

2.3 La citometría de flujo como herramienta diagnóstica y pronóstica 

La citometría de flujo es una técnica de alta complejidad que analiza células 

individuales o partículas conforme son atravesadas por uno o varios láseres mientras 
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se encuentran suspendidas en una solución amortiguadora. La principal ventaja de 

esta herramienta es que tiene la capacidad de analizar cientos de células por 

segundo; permitiendo un análisis complejo de diversas poblaciones celulares en un 

tiempo muy corto. Los gigantescos avances en la instrumentación usada en la 

citometría de flujo, el aumento en la disponibilidad de fluorocromos y las mejoras en 

los software de interpretación de datos han abierto el campo de acción de la 

citometría de flujo, con lo que se ha convertido en una técnica imprescindible para 

el diagnóstico, pronóstico y seguimiento de muchas enfermedades en disciplinas 

como la inmunología, la oncología y la hematología; entre otras [34,35].  

Bajo los principios de medición de la dispersión de la luz y la emisión de 

fluorescencia que ocurren cuando las partículas en suspensión son atravesadas por 

el láser; está la inigualable capacidad de la citometría de flujo para reconocer 

modelos inmunofenotípicos de poblaciones normales, reactivas y patológicas 

mediante la identificación de patrones de expresión de antígenos de cada célula 

[35]. En ese aspecto, se ha demostrado que la citometría de flujo es una técnica útil 

para pronosticar gravedad en el contexto de respuesta metabólica al trauma y de 

procesos infecciosos mediante el inmunofenotipaje [36–43].  

Curiosamente, poco se ha estudiado sobre la capacidad predictiva del 

inmunofenotipaje mediante citometría de flujo en las neutropenias febriles por 

cáncer, pasando por alto una herramienta potencialmente valiosa para predecir 

complicaciones.  La caracterización inmunológica de los pacientes con neutropenia 

febril en comparación con aquellos pacientes con neutropenia que no desarrollan 

fiebre, pueden esclarecer los mecanismos inmunológicos que predisponen la 

neutropenia febril y favorecer el desarrollo de herramientas predictivas o apuntar a 

la utilización de terapias dirigidas en los pacientes con más riesgo de desarrollar 

esta complicación.  
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3 .  H I P Ó T E S I S  

 

1) Los pacientes con neutropenia febril post-quimioterapia presentan un perfil 

inmunológico distinto al de los pacientes con neutropenia sin fiebre, mismo 

que los hace más susceptibles a los procesos infecciosos.  

2) Las diferencias inmunológicas entre los pacientes con neutropenia febril y 

los pacientes con neutropenia sin fiebre pueden ser útiles como variables 

pronósticas de la presentación de neutropenia febril. 

 

4 .  O B J E T I V O S  

 

1) Caracterizar inmunofenotípicamente a los pacientes con neutropenia febril 

post-quimioterapia y a los pacientes con neutropenia sin fiebre. 

2) Identificar diferencias estadísticamente significativas en las poblaciones 

celulares de ambos grupos. 

3) Identificar si existen diferencias estadísticamente significativas en las 

variables clínicas y bioquímicas más comúnmente asociadas al pronóstico de 

neutropenia febril entre ambos grupos. 

4) Diseñar un modelo predictivo de neutropenia febril a partir de las variables 

más estadísticamente relevantes.  
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5 .  M A T E R I A L  Y  M É T O D OS  

 

5.1 Diseño del estudio 

Se realizó en el Hospital Universitario Central de Asturias, un ensayo unicéntrico 

prospectivo observacional conducido entre octubre de 2020 y junio de 2021 en el 

que se evaluaron un total de 100 pacientes, previa aprobación del Comité de Ética 

de Investigación con Medicamentos del Principado de Asturias.  

 

5.2 Criterios de inclusión 

Los pacientes se incluyeron en el estudio si cumplían con los criterios siguientes: 

tener diagnóstico de cáncer (sólido o hematológico), haber sido sometidos a 

tratamiento antineoplásico, presentar un recuento absoluto de neutrófilos 

<1000/𝑚𝑚ଷ en presencia de fiebre (>38°C) y ser diagnosticados en el área IV del 

Servicio de Salud del Principado de Asturias. Se contempló la inclusión de pacientes 

de todos los rangos de edad.  

El grupo control de pacientes lo constituyeron pacientes oncológicos o hemato-

oncológicos que desarrollaron neutropenia post quimioterapia definida de la misma 

manera y afebriles los tres días previos y posteriores al día de obtención de la 

muestra. 

 

5.3 Criterios de exclusión 

Se excluyeron pacientes sin diagnóstico de cáncer o que, teniéndolo, no hubieran 

recibido tratamiento antineoplásico previo, así como aquellos que pese a presentar 

neutropenia febril, fueren identificados >48 horas después del inicio del cuadro 

febril. 
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5.4 Recolección de datos y muestras 

Los análisis se llevaron a cabo en sangre remanente de tubos con EDTA después de 

los estudios hematológicos. Para el grupo de los casos, las muestras fueron 

obtenidas las primeras 48 horas tras el inicio del cuadro febril. 

 

5.5 Método de evaluación de los casos  

La información clínica de los pacientes, incluyendo aquella referente al episodio de 

neutropenia, a su diagnóstico y tratamiento oncológico y hemato-oncológico y sus 

antecedentes personales patológicos, se obtuvo consultando la historia clínica 

electrónica. Además, en cuanto a estudios de laboratorio, se recabaron los 

resultados de las siguientes pruebas: celularidad de la serie blanca del hemograma 

(leucocitos, monocitos, neutrófilos), proteína C-reactiva, procalcitonina, así como 

realización de hemocultivos al diagnóstico y después de 48 horas. 

Con la finalidad de valorar el estado de salud general de los pacientes, se usó el 

sistema de puntuación Cumulative Ilness Rating Score (CIRS); para determinar el 

estado funcional de los pacientes, se calculó el Eastearn Cooperative Oncology Group 

Performance Status (ECOG).  

Para evaluar el riesgo de complicaciones del episodio de neutropenia febril, se 

calcularon el Multinational Asociation of Supportive Care in Cancer Score (MASCC) y 

el Clinical Index of Stable Febrile Neutropenia Score (CISNE). Para valorar el impacto 

de la enfermedad en el estado actual del paciente, se determinó la carga de la 

enfermedad de acuerdo al sistema de evaluación del MASCC. 

 

5.6 Citometría de flujo 

Para la determinación del inmunofenotipo, se usó la sangre remanente de los tubos 

con EDTA después de las pruebas hematológicas. Se usaron 200𝜇L de sangre a los 

que se agregaron los siguientes anticuerpos de BD Biosciences (San Diego, CA, 

EEUU): 10𝜇L de FITC Mouse Anti-Human CD20, 5𝜇L de PE Mouse Anti-Human CD16, 

5𝜇L de PerCP-Cy™5.5 Mouse Anti-Human CD4, 5𝜇L de PE-Cy™7 Mouse Anti-
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Human CD19, APC Mouse Anti-Human CD56, 5𝜇L de APC-H7 Mouse anti-Human 

CD8, 2𝜇L de Pacific Blue™ Mouse Anti-Human CD3 y 5𝜇L de CD45 V500-C. 

Tras la tinción de superficie, las muestras se incubaron por 30 minutos en oscuridad 

a temperatura ambiente. Se les añadieron 2ml de solución lisante de eritrocitos con 

fijador, se dejaron incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente y 

posteriormente se centrifugaron y se retiró el sobrenadante. Se les agregó a las 

muestras un tampón de lavado con PBS enriquecido con albúmina, se centrifugaron 

y se retiró el sobrenadante. Las muestras se procesaron inmediatamente tras el 

marcaje en un citómetro de flujo Facs Lyric (BD Bioscences, San Diego, CA, EEUU) 

en el laboratorio de citometría de flujo del Hospital Universitario Central de Asturias. 

La obtención de datos se llevó a cabo con el software Infinicyt™ (versión 2.0, 

Cytognos, Salamanca, España) con un target de adquisición de 100.000 eventos por 

muestra. La estrategia de gateo se detalla en la Figura 2. 

Los datos de las poblaciones celulares fueron grabados como porcentaje de células 

y exportados como un archivo .csv para la realización del análisis estadístico.  

 

  

Figura 1. Visualización de las poblaciones celulares estudiadas. Automated Population Separator (APS).  
A= Linfocitos T CD4+, B= linfocitos T CD8+, C= células NK, D= linfocitos B, E= plasmablastos, F= 
basófilos, G= neutrófilos, H= eosinófilos, I= monocitos. 
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Figura 2. Tras la identificación y eliminación de debris, dobletes y marcajes inespecíficos mediante 
CD45- vs SSC y FSC-H vs FSC-A; se determinaron las poblaciones de granulocitos usando CD45, CD16 
y CD56, A= eosinófilos, B= neutrófilos, C= basófilos. Los monocitos (D) se identificaron con el marcador 
CD45+ y CD56-, posteriormente se subdividieron en monocitos clásicos y no clásicos usando el 
marcador CD16. Se identificaron las células maduras (E) usando CD45+ vs SSC, tras lo cual se identificó 
la población de linfocitos B (F) y plasmablastos (G) usando CD19 vs CD20. Las células NK se identificaron 
usando CD3 vs CD19. Las células NK CD56- CD16+ (I) fueron identificadas con los marcadores 
correspondientes. Las NK inmunorreguladoras (J) y citotóxicas (K) fueron identificadas usando CD56 
vs CD45. Finalmente, los linfocitos T se identificaron usando CD3 (L) y fueron posteriormente 
subclasificados en doblepositivos (M) y doblenegativos (N) usando CD4 vs CD8. Los linfocitos T CD4+ 
y CD8+ fueron subclasificados de acuerdo a su expresión de CD56 en CD56+ (P) o CD56- (O).  
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5.1 Creación de la base de datos 

La recopilación de los datos obtenidos de cada caso se realizó de forma 

pseudoanonimizada en una plantilla diseñada para la investigación usando 

FileMaker Pro Advanced (versión 16.0) y fue posteriormente exportada a un archivo 

de Microsoft Excel (versión 19.0). 

 

5.2 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se llevó a cabo usando el software SPSS Statistics (versión 23.0, 

IBM). 

Se usó la prueba de Kolomogorov-Smirnof para comprobar la distribución normal 

de la muestra. Se observó que la muestra no cumplía con los criterios de normalidad 

y homocedasticidad para ser considerada paramétrica; por lo que los análisis 

siguientes se realizaron con estadística no paramétrica. 

Las correlaciones entre variables se realizaron mediante la U de Mann Whitney 

cuando se trataba de una variable categórica y una numérica, la correlación de 

Spearman cuando se trataba de dos variables numéricas y la chi cuadrada en caso 

de dos variables categóricas. Se consideró una correlación estadísticamente 

significativa cuando el p valor era <0.05. El tamaño del efecto se calculó mediante el 

coeficiente de Phi ó V de Cramer (según se tratase de variables categóricas de dos o 

más niveles, respectivamente) y la g de Hedges. Se consideró un tamaño del efecto 

pequeño <0.5; mediano ≥0.51-0.79 y grande ≥0.8. 

Para la creación del modelo predictivo de neutropenia febril, se tomaron las cinco 

variables con mayor significación estadística y mayor tamaño del efecto y se 

incorporaron a un modelo de regresión logística binaria de tipo “hacia atrás” por 

razón de verosimilitud. Las variables con un estadístico de Wald menores a la unidad 

y/o con un valor de p no significativo, fueron descartadas en cada uno de los pasos. 

El potencial predictivo del modelo se evaluó usando la N cuadrada de Nagelkerke.   
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6 .  R E S U L T A D OS  

 

6.1 Características de la serie global 

Entre septiembre de 2020 y mayo de 2021, se identificaron 41 pacientes hemato-

oncológicos y oncológicos con neutropenia febril diagnosticados en el Área 

Sanitaria IV del Principado de Asturias. Los pacientes que no hubieren recibido 

terapia antitumoral previa a la presentación del episodio de neutropenia febril, 

fueron excluidos (n=6). De forma similar, se identificaron 65 pacientes hemato-

oncológicos y oncológicos con neutropenia sin fiebre (controles). Se realizó un 

inmunofenotipaje mediante citometría de flujo y se evaluaron variables clínicas y 

bioquímicas obtenidas a través de la historia clínica electrónica. Se dio seguimiento 

al episodio de neutropenia por una media de 42 días.  

En lo que respecta a la terapia antitumoral, los pacientes con neutropenia febril se 

encontraban recibiendo regímenes terapéuticos de riesgo alto para desarrollar 

neutropenia febril casi dos veces más que el grupo con neutropenia sin fiebre 

(p=0.004) y, al momento del estudio, estaban recibiendo su primer ciclo de 

quimioterapia con una incidencia 3.7 veces mayor que la del grupo control (p=0.014). 

Las características clínicas y epidemiológicas de los grupos se resumen en la Tabla 1. 

Tabla 1.Caracterización epidemiológica de los grupos (n, media y rango) 

Variable Grupo p valor Phi/ 
V de Cramer Casos Controles  

Participantes n=35 n=65   
    

Edad (años) 56.4  
(0-78) 

58.6  
(0-79) 0.701  

    
Género   0.139 0.156 

Hombres n=18 n=23   
Mujeres n=17 n=42   

     
Tipo de neoplasia     

Hemato-linfoide n=30 (86%) n= 19 (29%) 0.000 0.539 
Sólida n=5 (14%) n=46 (71%)   

     
Riesgo del régimen 
quimioterapéutico para desarrollar 
neutropenia febril (NCCN)  

  0.004 0.329 

Bajo n=2 (6%) n=7 (11%)   
Intermedio n=5 (14%) n=28 (43%)   
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Alto n=28 (80%) n=30 (46%)   
     
Presentación de la neutropenia en 
el primer ciclo de quimioterapia n=8 (23%) n=4 (6%) 0.014 0.245 

 

Tras contrastar las variables de interés clínico, se encontró que algunas variables 

vinculadas con el estado actual del paciente se correlacionaban con la presentación 

de neutropenia febril (Tabla 2). Se observó que los pacientes con neutropenia febril 

se encontraban hospitalizados al momento de obtención de la muestra casi dos 

veces más que el grupo control (p=0.006) y que la carga de la enfermedad era 2 y 4 

veces más frecuentemente moderada y grave; respectivamente, en el grupo de 

neutropenia febril que en el grupo de neutropenia sin fiebre; que presentaba una 

carga de la enfermedad predominantemente leve (p=0.005). 

También se encontró correlación entre el antecedente de uso de antibiótico 

(definido como el uso de antibiótico por cualquier causa en los últimos 30 días) y el 

presentar neutropenia febril; los pacientes de este último grupo tuvieron un 

antecedente 2.2 veces mayor de uso de antibiótico que el grupo control (p= 0.000).  

Tabla 2.Correlación de las variables clínicas con el estatus caso/control 

Variable Grupo p valor Phi / 
V de 

Cramer 
Casos Controles 

Paciente hospitalizado al momento de 
adquisición de la muestra 

n= 22  (63%) n= 21  (32%) 0.006 0.294 
   

     
Carga de la enfermedad   0.005 0.331 

Leve n= 18 (51%) n= 53 (82%)  
Moderada n= 9 (26%) n= 8 (12%)  

Severa n= 7 (20%) n= 3 (5%)  
    
Antecedente de uso de antibiótico en 
los últimos 30 días n= 25 (71%) n= 21 (32%) 0.000 0.374 

 

6.2 Variables clásicas 

Los valores de la serie blanca del hemograma también mostraron tener diferencias 

significativas entre los grupos, según se detalla en la Tabla 3.  

En términos generales, se hace evidente que el grupo de los controles presenta más 

celularidad que el grupo de los casos: el recuento total de leucocitos tuvo una 

mediana seis veces mayor en los pacientes sin fiebre (p= 0.000). Dentro de las 
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poblaciones analizadas en el hemograma; los neutrófilos destacan por la abismal 

diferencia entre grupos: los pacientes con fiebre tienen una mediana 31 veces menor 

que los pacientes control, aunque en todos los casos, se encontraban en rango de 

neutropenia grado 2. Esta diferencia demostró ser estadísticamente significativa 

(p=0.000) y tener un tamaño del efecto grande (g de Hedges= 1.158). Las diferencias 

en los valores de la población de monocitos entre los grupos, aunque significativas 

(p=0.010); tuvieron un tamaño del efecto pequeño (g de Hedges=0.431). 

 

Tabla 3.Contraste de los valores del hemograma entre los grupos 

 

Estatus    

Caso Control    
Mediana Desv. estándar Mediana Desv. estándar U P valor G de Hedges 

Leucocitos 310 966 2030 1497 525 0.000 0.860 
Neutrófilos 20 267 650 353 668.5 0.000 1.158 
Monocitos 20 322 260 219 448 0.010 0.431 

 

 
Figura 3. Representación en box-plots de las diferencias observadas en el hemograma de ambos grupos 
de estudio. En todos los diagramas, se observa una menor celularidad en el grupo de los casos; 
especialmente notoria en el caso de los neutrófilos. 
A: Leucocitos, B: Monocitos, C: Neutrófilos.   
 

Otras variables como el género, la frecuencia cardiaca, la tensión arterial, la 

glucemia, la proteína C reactiva, la procalcitonina, el régimen terapéutico de 

primera línea, la administración profiláctica de G-CSF, el antecedente de uso de 

esteroides y el día de resolución de la neutropenia; también fueron evaluadas sin 

que se demostrara correlación con el estatus caso/control. 
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6.3 Los pacientes con neutropenia febril presentan una mayor 

disfunción inmunológica que aquellos con neutropenia sin fiebre 

Por otra parte, 18 de las 20 poblaciones celulares identificadas mediante citometría 

de flujo mostraron correlacionarse con el estatus caso/control (Tabla 4). 

 

Tabla 4.Diferencias en las poblaciones leucocitarias entre los grupos 

 

Estatus    

Caso Control    

Mediana Desv. estándar Mediana Desv. estándar 
U P valor 

G de 
Hedges 

Linfocitos T 126.14 362.06 737.84 613.44 523 0.000 0.888 
Linf. T doblepositivos .57 6.04 3.94 5.61 560 0.000 0.532 
Linf. T doblenegativos 2.86 12.27 12.10 31.96 669 0.001 0.520 
T CD4+  85.50 218.28 472.16 351.66 546 0.000 0.891 
T CD4+ 56+ 1.19 4.82 2.35 21.39 870.5 0.054 0.417 
TCD4+ 56-  83.60 215.95 412.16 345.99 535 0.000 0.888 
TCD8+  38.72 138.08 204.75 316.81 543.5 0.000 0.687 
TCD8+ 56+  4.59 36.55 32.62 73.67 719 0.002 0.437 
T CD8+ 56-  31.68 107.94 168.63 256.78 524.5 0.000 0.723 
Linfocitos B 2.42 70.24 44.16 550.01 743 0.004 0.216 
Monocitos 19.22 195.06 265.62 198.87 593.5 0.000 0.784 
Monocitos clásicos 12.67 172.61 230.40 157.43 640 0.000 0.707 
Monocitos no clásicos .06 37.06 36.00 65.37 525 0.000 0.695 
Células NK 8.33 51.62 69.85 140.27 623.5 0.000 0.604 
NK inmunorreguladoras .14 2.49 .00 2.41 737 0.002 0.158 
NK citotóxicas .55 3.30 1.00 9.40 953 0.182 0.127 
NK CD56- CD16+ .01 16.66 24.60 113.08 428.5 0.000 0.738 
Basófilos 2.44 239.89 20.35 84.38 753.5 0.006 0.243 
Neutrófilos 30.72 281.02 618.20 361.17 491 0.000 1.069 
Eosinófilos 1.92 22.89 21.75 42.16 429 0.000 0.759 

 

Resulta llamativa la diferencia -casi seis veces menor- en el número de linfocitos T 

en los pacientes con neutropenia febril con respecto a los controles. Esta diferencia 

se traslada a las subpoblaciones de linfocitos T helper y de linfocitos T citotóxicos; 

en cada una de las cuales, los pacientes con neutropenia febril presentan cinco veces 

menos celularidad que los pacientes con neutropenia sin fiebre. 
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Figura 4. Representación en box-plots de los recuentos de las poblaciones y subpoblaciones de 
linfocitos T identificadas mediante citometría de flujo que demostraron correlacionarse con el estatus 
caso/control con una significación <0.05. Se observa una menor celularidad en todas las poblaciones 
en el grupo de los casos. 
A: Linfocitos T, B: Linfocitos T CD4+ CD8+, C: Linfocitos T CD4- CD8-, D: Linfocitos T CD4+, E: 
Linfocitos T CD4+ CD56-, F: Linfocitos T CD8+, G: Linfocitos T CD8+ CD56+, H: Linfocitos T CD8+ 
CD56- 
 

La relevancia estadística de estos hallazgos se ve reflejada en el hecho de que en 

todas las subpoblaciones de linfocitos T (exceptuando los linfocitos T CD4+ CD56+ 

y los linfocitos T CD8+ CD56+), se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas con tamaños del efecto medianos y grandes de acuerdo con la g de 

Hedges. 

Otra población en la que se observaron diferencias destacables entre ambos grupos 

es la de los monocitos. Se observó que los pacientes con neutropenia sin fiebre 

tienen cerca de catorce veces más monocitos que los pacientes con neutropenia 

febril y que la mayor parte de esta diferencia es explicada por la subpoblación de 

 E 

F G H 
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monocitos clásicos; en la que la significación estadística tuvo un tamaño del efecto 

mediano. 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 5. Representación en box-plots de los recuentos de las poblaciones y subpoblaciones de 
monocitos identificadas mediante citometría de flujo que demostraron una correlación con 
significación <0.05 con el estatus caso/control. Se observa una menor celularidad en todas las 
poblaciones en el grupo de los casos. 
A: Monocitos totales, B: Monocitos clásicos, C: Monocitos no clásicos 
 

Las células NK, por otra parte, fueron más de ocho veces más abundantes en el 

grupo control que en el grupo de pacientes con neutropenia febril; diferencia que 

predomina en la subpoblación de células NK CD56- CD16+ y que presenta un tamaño 

de efecto mediano. Aunque se observan diferencias en todos los estadios 

madurativos de NKs.  

 
 
Figura 6. Representación en box-plot del recuento de células NK identificadas mediante citometría de 
flujo; población que demostró una correlación con el estatus caso/control con significación igual a 
0.000. Se observa una menor celularidad en el grupo de los casos. 
 

Finalmente, los granulocitos presentaron diferencias estadísticamente significativas 

entre los casos y los controles. De especial interés es la observación de que a pesar 

de que ambos grupos presentaban neutropenia al momento del estudio, el grupo de 

pacientes con neutropenia sin fiebre tenía cerca de veinte veces más neutrófilos que 
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el grupo de pacientes con neutropenia febril; y fue esta población de leucocitos la 

que presentó el tamaño de efecto más grande (g= 1.069) de todas las poblaciones en 

las que se encontraron diferencias estadísticamente significativas. 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 7. Representación en box-plots de los recuentos de los granulocitos identificados mediante 
citometría de flujo. Todas las poblaciones de granulocitos demostraron correlacionarse con el estatus 
caso/control con una significación <0.05. Se observa una menor celularidad en todas las poblaciones 
en el grupo de los casos. 
A: Monocitos totales, B: Monocitos clásicos, C: Monocitos no clásicos  
 
 

6.4 Los pacientes con desenlace fatal presentaban recuentos celulares 

notablemente inferiores en diversas poblaciones de leucocitos en 

comparación con los pacientes sobrevivientes 

Posteriormente, se evaluó la correlación de diversas variables con el desenlace final 

de los pacientes; para lo cual se establecieron dos grupos: vivos (n=93) y muertos 

(n=7). 

En el ámbito clínico; se observó que los pacientes con desenlace fatal habían 

recibido antibiótico en el último mes con una frecuencia casi dos veces mayor que 

el grupo de los supervivientes (p=0.029). Además, el 71.43% de los pacientes con 

desenlace fatal recibió esteroides en el último mes; frente a sólo el 15% de los 

pacientes supervivientes (p=0.000). Como era esperable, se observó que los 

pacientes con desenlace fatal presentaban, al momento del estudio, una carga de la 

enfermedad catalogada como “severa” con una frecuencia cinco veces mayor que 

los supervivientes; grupo en el que predominó una carga “leve” (p=0.001) (Tabla 6). 
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En cuanto a las pruebas bioquímicas, se encontraron diferencias en los valores de 

glucemia entre los vivos y los muertos (107.5 ± 40.03mg/dl contra 165.29 ± 57.52, 

respectivamente; p=0.013). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Representación en box-plot de las cifras de glucemia observadas en ambos grupos al 
momento de adquisición de la muestra. Se observan cifras mayores en el grupo de los pacientes con 
desenlace fatal. 

 

El recuento total de leucocitos en el hemograma mostró valores casi cinco veces 

menores en los muertos que en los vivos (mediana de 1490 ± 1456 células por 

microlitro en los vivos contra 323 ± 281 en los muertos); observándose una 

correlación con un p valor=0.012. Otros parámetros como el recuento de monocitos 

y neutrófilos fueron evaluados sin encontrarse correlación (p=0.051 y p=0.091; 

respectivamente). 

 

 

 

 

Tabla 6. Correlación de las variables clínicas con el estatus vivo/muerto 

Variable Grupo P valor Phi / 
V de Cramer Vivos Muertos 

Antecedente de uso de antibiótico en los 
últimos 30 días 

40 (43%) 6 (86%) 0.029 0.219 
   

     
Antecedente de uso de esteroides en los 
últimos 30 días 

14 (15%) 5 (71%) 0.000 0.367 
    

     
Carga de la enfermedad   0.001 0.381 

Leve 70 (75%) 1 (14%)  
Moderada 14 (15%) 3 (43%)  

Severa 7 (8%) 3 (43%)  
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Figura 9. Representación en box-plot de los leucocitos reportados en el hemograma. El recuento total 
de leucocitos fue el único parámetro del hemograma que demostró correlacionarse con el estatus 
vivo/muerto (p=0.012). Se observan cifras menores en los pacientes con desenlace fatal. 

Otras variables como la edad, la proteína C reactiva, la procalcitonina, el ser 

portador de catéter venoso central, el antecedente de uso de antibióticos, el 

encontrarse hospitalizado, la administración profiláctica de G-CSF, la quimioterapia 

de inducción, el riesgo del régimen antineoplásico para generar neutropenia febril, 

el estar recibiendo quimioterapia de primera línea y el día de resolución de la 

neutropenia; fueron evaluadas sin que se evidenciara correlación con el desenlace 

final.  

En lo que respecta a las poblaciones celulares analizadas mediante citometría de 

flujo, 11 poblaciones demostraron correlacionarse con el desenlace final; según se 

detalla en la Tabla 7. 

Tabla 7. Diferencias en las poblaciones leucocitarias entre los vivos y los muertos 

 

Estatus    

Muertos Vivos    

Mediana Desv. estándar Mediana Desv. estándar 
U P valor 

G de 
Hedges 

Linfocitos T 28.80 96.08 456.96 588.70 110 0.004 0.940 
Linf. T doblepositivos .14 .51 2.41 6.01 106 0.003 0.819 
Linf. T doblenegativos .79 5.19 8.53 28.24 156 0.022 0.547 
T CD4+  21.60 23.88 247.68 338.73 84 0.001 1.032 
T CD4+ 56+ .21 2.13 1.88 18.33 168 0.033 0.412 
TCD4+ 56-  21.60 22.27 243.60 333.66 83 0.001 1.020 
TCD8+  13.20 79.55 176.64 287.62 147.5 0.016 0.639 
TCD8+ 56+  1.75 18.47 22.88 66.07 186 0.059 0.502 
T CD8+ 56-  11.60 73.09 131.04 233.39 145.5 0.015 0.644 
Linfocitos B 2.62 8.21 19.97 462.46 223 0.166 0.224 
Monocitos 58.05 60.03 220.80 212.38 182 0.053 0.860 
Monocitos clásicos 58.05 60.05 166.37 173.29 194 0.076 0.802 
Monocitos no clásicos .02 .05 4.44 61.22 120.5 0.005 0.711 
Células NK 3.17 16.93 52.44 124.67 186 0.059 0.595 
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Destacan por su notoriedad, las diferencias en el número total de linfocitos T; 

población en la cual los pacientes con desenlace fatal presentan casi dieciséis veces 

menos células que los supervivientes. Asimismo, se observó que los muertos 

presentaban cerca de once veces menos celularidad en la población de linfocitos T 

helper (diferencia casi totalmente atribuible a la subpoblación de linfocitos T CD4+ 

CD56-) y trece veces menos celularidad en la población de linfocitos T citotóxicos; 

en comparación con el grupo de supervivientes. Los linfocitos T CD4+ presentaron 

el tamaño de efecto más grande del estudio, con una g de Hedges de 1.032. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NK inmunorreguladoras .22 1.66 .99 8.09 206 0.083 0.026 
NK citotóxicas .79 1.38 .00 2.50 316.5 0.903 0.194 
NK CD56- CD16+ .00 .01 2.78 99.73 98.5 0.002 0.556 
Basófilos 2.43 2.40 17.75 162.50 171 0.037 0.317 
Neutrófilos 132.21 174.43 339.57 379.60 198 0.085 0.789 
Eosinófilos 4.85 6.45 15.96 39.81 225 0.175 0.587 

D E F 

G H 

Figura 10. Representación en box-plots de los recuentos de las poblaciones y subpoblaciones de 
linfocitos T identificadas mediante citometría de flujo que demostraron correlacionarse con el desenlace 
final con una significación <0.05. Se observa una menor celularidad en todas las poblaciones en el grupo 
de los muertos. 
A: Linfocitos T, B: Linfocitos T CD4+ CD8+, C: Linfocitos T CD4- CD8-, D: Linfocitos T CD4+, E: Linfocitos 
T CD4+ CD56+, F: Linfocitos T CD4 CD56-, G: Linfocitos T CD8+,H: Linfocitos T CD8+ CD56+ 
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Igualmente destacables son las diferencias encontradas en las células del sistema 

fagocitario mononuclear: el grupo de los muertos presentó casi cuatro veces menos 

monocitos que los supervivientes. Dentro de éstos, los monocitos no clásicos llaman 

particularmente la atención, puesto que los supervivientes presentaron veinte veces 

más concentración absoluta que los pacientes con desenlace fatal. 

Se observó también que la subpoblación de células NK CD56- CD16+ fue cerca de 

tres veces mayor en el grupo de los vivos que en el de los muertos. 

Finalmente, se encontraron diferencias en la población de basófilos, que fueron más 

de ocho veces más abundantes en los vivos que en los muertos. 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 11. Representaciones en box plots de poblaciones que demostraron correlacionarse con el 
desenlace final con una p <0.05. En todos los casos, se observa una mayor celularidad en el grupo de 
los vivos.  
A: Monocitos no clásicos, B: NK CD56- CD16+, C: Basófilos 

 

 

6.5 El puntaje del Cumulative Illness Rating Scale (CIRS) se correlaciona 

con la cantidad de células NK 

Se buscó correlación entre el puntaje de CIRS determinado en los casos (n=34) y 

diversas variables. 

Fueron evaluadas en busca de correlación con el puntaje del CIRS las 20 poblaciones 

determinadas en el presente estudio mediante citometría de flujo; de las cuales, sólo 

demostraron correlación las células NK (p=0.034, coeficiente de correlación=0.4) y 

su subpoblación de NK citotóxicas (p=0.007, coeficiente de correlación=0.5).  
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Figura 12. Correlación del CIRS con la población de células NK (A) y la subpoblación de NK citotóxicas 
(B) identificadas mediante citometría de flujo. Pese a que ambas poblaciones tuvieron correlaciones 
estadísticamente significativas (p=0.034 y p=0.007, respectivamente), presentan coeficientes de 
correlación muy bajos, lo que se hace evidente en los diagramas de dispersión. 
 

También se encontró correlación entre el puntaje del CIRS y el día de resolución de 

la neutropenia (p=0.025, coeficiente de correlación= 0.44); así como con el puntaje 

MASCC (p= 0.020, coeficiente de correlación= 0.39). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Correlación del CIRS con los días de duración de la neutropenia (A) y el puntaje de la escala 
MASCC (B). Ambas variables demostraron una correlación estadísticamente significativa (p=0.025 y 
p=0.020; respectivamente); aunque con coeficientes de correlación débiles. 
 

Otras variables como el puntaje de CISNE, el recuento de leucocitos, neutrófilos y 

monocitos en el hemograma; los días de duración de la fiebre, la presencia de un 

hemocultivo positivo, la presencia de un patógeno resistente en un hemocultivo, el 

encontrarse hospitalizado, los días de duración de la fiebre, el día de obtención de 

un hemocultivo negativo y el día de resolución de la neutropenia fueron evaluadas 

sin que se demostrara correlación.  

A B 

A
D 

B 
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6.6 Las poblaciones de células del sistema fagocitario mononuclear y 

células NK se correlacionan con los días de duración de la fiebre en 

pacientes con neutropenia febril 

Se buscó correlación entre los días de duración del episodio febril en los casos (n=35) 

y diversas variables. 

El recuento de neutrófilos del hemograma mostró correlacionarse con la duración 

del episodio febril con un valor de p= 0.036 (coeficiente de correlación=0.35). No se 

observó correlación con otros valores del hemograma. 

 
Figura 14. Los días de duración de la fiebre se correlacionan significativamente con el recuento de 
neutrófilos del hemograma (p=0.036); aunque con un coeficiente de correlación muy débil. 

 

De las poblaciones celulares determinadas mediante citometría de flujo, sólo se 

observó correlación con los días de fiebre en los monocitos no clásicos (p=0.023; 

coeficiente de correlación= 0.38) y con las células NK CD56- CD16+ (p=0.029; 

coeficiente de correlación= 0.37). 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 15. De las poblaciones celulares identificadas mediante citometría de flujo, únicamente los 
monocitos no clásicos y las células NK CD56- CD16+ demostraron una correlación significativa con los 
días de duración de la fiebre (p=0.023 y p=0.029); aunque con coeficientes de correlación muy bajos. 
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Otras variables, como el género, el antecedente de uso de antibióticos y esteroides, 

el tratamiento antineoplásico de primera línea, las escalas ECOG, MASCC, CISNE, la 

procalcitonina, la proteína C reactiva, el riesgo del esquema quimioterapéutico para 

generar neutropenia febril, la profilaxis con G-CSF, el encontrarse hospitalizado; 

entre otras, no demostraron correlacionarse con los días de duración del episodio 

febril. 

 

6.7 El recuento de neutrófilos mediante citometría de flujo es una 

herramienta potencialmente predictora del estatus caso/control 

Con la finalidad de valorar el potencial predictivo de las poblaciones identificadas 

mediante citometría de flujo que habían presentado diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos, se diseñó un modelo predictivo mediante regresión 

logística binaria. Debido a que el tamaño muestral de la investigación limitaba 

considerablemente el número de variables a incorporar al modelo, se seleccionaron 

las cinco variables que habían demostrado tener una correlación significativa con 

un tamaño del efecto mediano (g de Hedges>0.5) o grande (g de Hedges>0.8) (Tabla 

8) y se aplicó un modelo de regresión logística binaria tipo “hacia atrás” por razón 

de verosimilitud.  

 

 

 

 

 

 

 

La regresión demostró que los neutrófilos contabilizados a través de la citometría 

de flujo son capaces de predecir el 29% del estatus caso/control (R cuadrada de 

Nagelkerke= 0.291). Los exponenciales de B derivados de su aplicación como modelo 

predictor apoyan la idea de que una disminución en el recuento de neutrófilos 

Tabla 8.Variables incluidas en el modelo de regresión 
Variable P valor G de Hedges 

Linfocitos T CD4+ 0.000 0.891 
Monocitos  0.000 0.784 
NK CD56- CD16+  0.000 0.738 
Neutrófilos 0.000 1.069 
Eosinófilos 0.000 0.759 
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aumenta un 0.997 el riesgo de desarrollar fiebre en los pacientes con neutropenia 

post quimioterapia; no obstante, la cercanía del exponencial de B a la unidad 

evidencia una asociación muy leve (Tabla 9). 

 

 

Estos resultados deberán, sin embargo, ser interpretados con discreción, puesto 

que el tamaño muestral de la presente investigación es relativamente pequeño y 

hace al modelo, poco consistente.  

 

Tabla 9.Variables en la ecuación de regresión final 
Variable B Error 

estándar 
Significación Exp (B) CI 95% para OR 

Inferior Superior 

Neutrófilos  0.003 0.001 0.000 0.997 0.995 0.998 
Constante 0.504 0.317 0.112 1.656   
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7 .  D I S C U S I Ó N 

 

La neutropenia es uno de los efectos adversos más comunes de la quimioterapia, 

con una incidencia cercana al 50% [45] e implica, por definición, la alteración 

funcional del sistema inmunológico; misma que vuelve a los pacientes oncológicos 

vulnerables a padecer infecciones que a menudo se manifiestan como neutropenia 

febril.  

Se sabe que la neutropenia febril condiciona un aumento de morbi-mortalidad en 

pacientes con cáncer [46], que afecta negativamente su calidad de vida y que 

aumenta importantemente los costos derivados de su atención sanitaria [47]. No 

obstante, a pesar de la necesidad de identificar factores que predigan, eviten o 

controlen la presentación de neutropenia febril, las herramientas clínicas o 

paraclínicas derivadas de esta línea de investigación, hasta hoy, se limitan a la 

estratificación de riesgo de morbi-mortalidad una vez instaurado el cuadro febril, o 

bien, apuntan a la administración de antibioticoterapia empírica en aquellos 

pacientes con sospecha clínica de riesgo para infecciones. Hasta ahora, no existe 

una herramienta que pueda predecir de forma objetiva y certera qué pacientes con 

neutropenia son más vulnerables a infectarse y desarrollar neutropenia febril.  

A este respecto, la citometría de flujo ofrece una posibilidad casi inequiparable: 

permite la realización de un análisis complejo de diversas poblaciones celulares de 

forma veraz y relativamente rápida, constituyendo una de las principales técnicas 

para monitorizar la disfunción inmunológica de los pacientes con cáncer [48]. A 

pesar de esto, el potencial del inmunofenotipaje mediante citometría de flujo en el 

contexto de la neutropenia inducida por quimioterapia no ha sido estudiado hasta 

ahora. El esclarecimiento de las diferencias en las poblaciones celulares del sistema 

inmunológico de aquellos pacientes con neutropenia febril frente a aquellos con 

neutropenia que no desarrollan fiebre, es fundamental para comprender los 

procesos fisiopatológicos que subyacen la presentación de la neutropenia febril y 

podría, potencialmente, ser una valiosa herramienta predictiva para la misma. 
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Así, en el presente proyecto de investigación se propuso estudiar, mediante 

citometría de flujo, las diferencias inmunofenotípicas entre los pacientes con 

neutropenia post quimioterapia con y sin fiebre. Del mismo modo, se evaluaron las 

variables clínicas y bioquímicas comúnmente consideradas de riesgo para el 

desarrollo y para el pronóstico de neutropenia febril. 

Primeramente, resulta llamativo que las variables clínicas analizadas presentan 

correlaciones muy débiles con el estatus caso/control. Por ejemplo, la carga de la 

enfermedad, considerada una variable pronóstica de gravedad en neutropenia febril 

en escalas como MASCC [31], al igual que variables como el ciclo quimioterapéutico 

de presentación de la neutropenia, la escala CIRS, el riesgo del régimen 

quimioterapéutico para el desarrollo de neutropenia febril, tuvieron correlaciones 

débiles; mientras que otras como el género, la edad, entre otras, demostraron no 

correlacionarse en absoluto. Aunque estos resultados podrían verse influenciados 

por el tamaño muestral, en este estudio, apoyan la idea de que existe la necesidad 

de buscar variables más objetivas con correlaciones más fuertes y con sentido 

biológico, que informen sobre estrategias para mitigar la enfermedad. 

El primer indicio de que existen diferencias considerables a nivel inmunológico 

entre los pacientes con y sin fiebre, lo observamos en los resultados del hemograma, 

especialmente con los neutrófilos, que tuvieron menor concentración en el grupo 

de los casos. Este resulta un hallazgo de considerable interés y probablemente, una 

de las piezas clave de este estudio, especialmente si consideramos que ambos 

grupos son conformados por pacientes con cáncer que han recibido quimioterapia 

y, sobre todo, que ambos tienen neutropenia, puesto que sugiere la existencia de 

diferencias significativas en las poblaciones leucocitarias entre los grupos, mismas 

que condicionan un desempeño inmunológico subóptimo en aquellos pacientes que 

acaban desarrollando neutropenia febril.  

El conteo diferencial de leucocitos del hemograma es, sin embargo, una técnica 

diagnóstica con numerosas limitaciones: por un lado, la realización del conteo 

manual es lenta, poco reproducible al depender completamente del examinador y 

precaria en la distinción de células con base en diferencias cualitativas [49]; por otro 

lado -y especialmente importante por el tipo de pacientes a estudiar en este caso-, 
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el conteo  manual diferencial de leucocitos es particularmente impreciso en 

pacientes con leucopenia como consecuencia de un número escaso de células en 

cada muestra [50,51]. Así, resulta ser un método insuficiente para la caracterización 

fiable y completa de las poblaciones inmunológicas de los pacientes con 

neutropenia. 

La citometría de flujo, por otro lado, permite la identificación rápida de poblaciones 

leucocitarias, y la determinación de sus estadios madurativos con base en su 

expresión de diversos clusters de diferenciación [52]. Constituye un pilar clave en la 

monitorización de la disfunción inmunológica de los pacientes con cáncer con fines 

diagnósticos, pronósticos e incluso terapéuticos al ser capaz de medir la frecuencia 

y función de las células efectoras y supresoras (incluyendo T reguladoras, células 

supresoras derivadas de mieloides, macrófagos asociados a tumor, entre otras) en 

sangre periférica y tejidos tumorales [48].  

Aunque tradicionalmente su utilidad en la evaluación de las deficiencias 

inmunológicas se limitaba a la medición de la concentración de células supresoras, 

las mejoras recientes en las técnicas de gateo y en los sets de marcadores hacen 

posible la determinación funcional de las células supresoras mediante citometría de 

flujo, permitiendo la tan necesaria determinación de la correlación fenotipo-

función. Kotsakis et al y Huang et al, por ejemplo, han evaluado exitosamente la 

función de las células supresoras derivadas de tumor en pacientes con carcinoma 

de cabeza y cuello, melanoma y carcinoma microcítico de pulmón a través de la 

determinación de especies reactivas de oxígeno por citometría de flujo usando el 

marcador diclorodihidrofluoresceinadiacetato (DCFDA), que es sensible a oxidación 

[53,54]. Más recientemente, Reiné et al lograron evaluar mediante citometría de flujo 

la función fagocítica de los neutrófilos usando gránulos reporter intrafagosomales 

[55,56]. En el propio laboratorio de citometría de flujo del HUCA, de forma reciente 

se han demostrado diferencias en el infiltrado inmunológico entre distintos tumores 

(datos sin publicar). 

Así, queda en evidencia que la citometría de flujo es un recurso que no debe pasarse 

por alto en la evaluación de la inmunidad de los pacientes con cáncer. Al no existir 

precedentes en la evaluación inmunofenotípica de los pacientes con neutropenia 
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post quimioterapia, el presente estudió se limitó a la evaluación de la concentración 

celular. La combinación de anticuerpos monoclonales utilizada en este proyecto es 

capaz de identificar con claridad 20 poblaciones celulares. 

Como era esperable, la caracterización inmunológica realizada a través de 

citometría de flujo, evidenció numerosas diferencias entre los casos y los controles. 

Entre ellas, destacan los linfocitos T y sus subpoblaciones, particularmente los 

linfocitos T CD4+. Los linfocitos constituyen la piedra angular de la respuesta 

inmunológica adaptativa; concretamente, los linfocitos T CD4+ también llamados “T 

helper”, participan en la respuesta inmunológica coordinando la movilización de una 

gran variedad de tipos celulares, como otros linfocitos y células inmunológicas 

maduras; aunque también actúan sobre tipos celulares no inmunológicos, como el 

epitelio, con el objetivo de eliminar al patógeno en cuestión [57]. 

 Aunado a esto, los linfocitos T CD8+, también llamados “T citotóxicos”, también 

presentaron recuentos muy inferiores en los pacientes con fiebre. Los linfocitos T 

citotóxicos participan en la respuesta inmunológica mediante la eliminación directa 

de las células infectadas [58]; así, el hecho de que los pacientes con neutropenia 

febril hayan tenido conteos mucho menores de células T helper y citotóxicas, hace 

evidente que presentaban una vulnerabilidad inmunológica ante los patógenos 

derivada del compromiso de su sistema inmunológico adaptativo. Esta misma 

vulnerabilidad se manifiesta cuando comparamos el inmunofenotipaje de los 

pacientes vivos contra los muertos, donde aquellos con desenlace fatal presentaban 

recuentos de linfocitos T muy inferiores a los de los pacientes supervivientes.  

Además de la clara disfunción inmunológica que deriva de la disminución de la 

concentración de linfocitos T, es crucial considerar otras posibilidades que podrían 

empeorar el rendimiento inmunológico comprometiendo la funcionalidad de las 

células remanentes; en concreto, sería interesante estudiar si existe extenuación de 

los linfocitos T, definidos como linfocitos que pese a encontrarse presentes en un 

tejido –en mayor o menor concentración- han perdido sus funciones efectoras, 

específicamente, perdiendo su potencial proliferativo, expresando 

desreguladamente receptores de inhibición (expresados de forma natural como 

mecanismo regulatorio inmunológico para prevenir la inmunopatología y/o la 
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autoinmunidad), y respondiendo pobremente a las citocinas homeostáticas 

encargadas del mantenimiento de las células T de memoria [59]. Esta posibilidad 

resulta especialmente relevante en estudios como el presente, debido a la probada 

asociación que existe entre el cáncer y la extenuación de los linfocitos T como 

consecuencia de una exposición persistente a antígeno [60]. 

La extenuación de los linfocitos T suele asociarse con una contención ineficaz de 

infecciones y tumores, y su presencia se ha asociado a un peor pronóstico en 

pacientes oncológicos con melanoma [61] y cáncer cervico-uterino [62], así como 

en pacientes con infecciones como el VIH [63] o con sepsis [80], por lo que sería 

conveniente estudiar si los linfocitos T de los pacientes que desarrollaron 

neutropenia febril tenían más huellas de extenuación que los de los pacientes con 

neutropenia que no desarrollaron fiebre. Esto puede hacerse mediante citometría 

de flujo al incorporar anticuerpos contra los principales marcadores de extenuación 

linfocitaria, entre los que destacan la proteína de muerte celular programada 1 (PD-

1, CD279) y sus ligandos TIM-3 (CD366) y LAG-3 [64], CD31 [63], CD160 [65] y CD39 

[66]. 

Otra observación que hace plausible la ampliación del presente estudio en miras de 

investigar la extenuación de las células T, es el hecho de que la población de 

linfocitos T CD4+ se encuentra considerablemente más afectada en cuanto a 

concentración, que la de los linfocitos T CD8+. Esto es, por sí mismo, un factor 

desencadenante de extenuación linfocitaria, pues se sabe que los linfocitos T CD4+ 

son indispensables para mantener la actividad citotóxica de los linfocitos T CD8+ y 

que su ausencia o baja concentración es capaz de motivar la extenuación de los 

linfocitos T CD8+ [67]. De elucidarse que este es el mecanismo base de la 

inmunodeficiencia de los pacientes con neutropenia febril, las terapias dirigidas a la 

restauración de la población de T CD4+ podrían resultar beneficiosas en su 

prevención.  

De forma contrastante con los resultados discutidos con anterioridad, los linfocitos 

B se correlacionaron mucho menos con el estatus caso/control y con el desenlace 

final de los pacientes. En ambos casos, los grupos tuvieron valores muy bajos, 

originando correlaciones débiles o nulas. Esto puede explicarse si recordamos el 
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proceso madurativo de los linfocitos. Tras su producción en médula ósea y la 

diferenciación hacia precursores T o B influenciada por el microambiente medular, 

los precursores T migran a través de la sangre periférica rumbo al timo, donde 

completarán su maduración hacia linfocitos T; los precursores B, por otra parte, 

completan su maduración en la médula ósea [68]. Es posible, entonces, que los 

linfocitos B presenten mayor alteración en su producción y maduración como 

consecuencia de las quimioterapias mielosupresivas, a las que “escapan” de forma 

relativa, los linfocitos T.  

En este sentido, resultaría muy interesante analizar a los linfocitos y sus 

subpoblaciones como células únicas a través de la citometría de flujo mediante el 

diseño de tubos capaces de determinar las características fenotípicas y funcionales 

de las mismas, con el fin de esclarecer, por ejemplo, patrones de distribución que 

sirvan como hallmark de la neutropenia febril. Un ejemplo de la aplicación de esta 

tecnología con fines similares es el tubo de orientación para inmunodeficiencias 

primarias (PIDOT) desarrollado por Euroflow, mismo que es capaz de identificar los 

linfocitos T y B, sus subpoblaciones y los estadios madurativos de las mismas, al 

tiempo que, mediante el reconocimiento de patrones de distribución, orienta a la 

presentación de una inmunodeficiencia en específico [69]. Con este fin, tras el 

análisis antes mencionado, podría crearse una base de datos amplia de pacientes 

con neutropenia febril y contrastar los hallazgos con el de pacientes con 

neutropenia sin fiebre, de forma similar a lo que se hizo en la presente investigación; 

esto con el objetivo de reconocer sus hallmarks de distribución y concentración, lo 

que facilitaría su diagnóstico y podría, incluso, ser útil en la creación de algoritmos 

diagnósticos más complejos.  

Como es de esperarse al compartir un mismo precursor, la familia de las células NK 

también demostró encontrarse más afectada en los pacientes con fiebre y en 

aquellos con desenlace fatal. Lo anterior implica que dichos pacientes presentaban 

alteraciones en la respuesta inmunológica innata mediada por las funciones 

citotóxicas que definen al sistema NK [6,70], haciéndolos más propensos no sólo a 

infecciones, sino también a las neoplasias, puesto que se ha demostrado que las 

células NK poseen la habilidad de mediar la selección y diferenciación de un gran 

número de células stem del cáncer a través de mecanismos como el interferón 
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gamma y el factor de necrosis tumoral, mitigando así el crecimiento tumoral y la 

generación de metástasis [71]. Cabe entonces preguntarse si estas alteraciones 

pudieron, al mismo tiempo, condicionar una mayor agresividad del cáncer que 

presentaban los pacientes y que pudiera, por diversos mecanismos, desencadenar 

los desenlaces negativos a los que se asoció la disminución de células NK. 

La correlación de los niveles bajos de células NK en el microambiente con un 

comportamiento tumoral más agresivo ya ha sido demostrada en pacientes con 

cáncer gástrico y colorrectal, encontrándose que aquellos en los que se 

desarrollaban múltiples metástasis hepáticas presentaban concentraciones mucho 

más bajas de NK CD56+ que aquellos pacientes con metástasis únicas o sin ellas 

[72,73]. Además, se ha encontrado relación entre la disfunción del sistema NK con 

un peor pronóstico clínico en cáncer de mama [74], leucemia linfocítica crónica [75], 

leucemia mieloide aguda [76] y en una amplia variedad de tumores sólidos 

pediátricos [77]. Conforme la inmunoterapia ha avanzado hacia la utilización de 

células NK contra el cáncer, la identificación precisa de deficiencias en este sistema 

inmunológico resulta imprescindible para no pasar por alto valiosas alternativas 

terapéuticas.  

La disfunción inmunológica acentuada en los pacientes con neutropenia febril 

comprende también afecciones al sistema fagocítico mononuclear, observadas en la 

menor concentración celular que presentan no sólo los casos sino también, los 

pacientes con desenlace fatal.  Los monocitos y sus subpoblaciones juegan un papel 

clave en la respuesta temprana de la infección aguda conteniéndola a través de la 

fagocitosis [78]. Los monocitos clásicos, por un lado, son cruciales en la respuesta 

inflamatoria inicial y en los procesos de fagocitosis, mientras que los monocitos no 

clásicos están involucrados en la fagocitosis mediada por complemento con un 

comportamiento claramente pro inflamatorio, secretando citocinas en respuesta a 

la infección [5,79]. El funcionamiento anormal de este sistema, implica, por ende, 

deficiencias importantes en la iniciación de la inflamación, la presentación de 

antígenos a las células T y la detección y fagocitosis de bacterias, promoviendo, en 

resumen, la infección; lo que explicaría su correlación con los desenlaces negativos 

(entiéndase: neutropenia febril y muerte) valorados en este estudio.  
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Uno de los hallazgos más interesantes de este estudio, lo constituye, sin duda, la 

asociación de una menor concentración de neutrófilos contabilizados mediante 

citometría de flujo con la presentación de neutropenia febril. Ello implica, la posible 

existencia de un “punto de corte” en el número de estos granulocitos que pone en 

especial riesgo a ciertos pacientes, y que podría, al combinarse con la 

contabilización de las otras poblaciones en las que se observaron diferencias, ser 

una preciada herramienta predictiva de gravedad, en general y de neutropenia 

febril, en particular.  

Con vistas a esta posibilidad, se realizó una regresión logística binaria para diseñar 

un modelo predictivo de neutropenia febril. Como se mencionó con anterioridad, 

casi todas las poblaciones celulares identificadas mostraron correlacionarse con la 

presentación de neutropenia febril, por lo que, de forma ideal, la mejor manera de 

probar el potencial predictivo de la citometría de flujo implicaría la inclusión de 

todas las poblaciones celulares dentro del modelo de regresión. Sin embargo, el 

tamaño muestral de este proyecto hacía dicho experimento completamente inviable 

y habría condicionado la creación de un modelo falso. Así, se probaron únicamente 

las cinco poblaciones celulares que, habiendo demostrado una correlación 

estadísticamente significativa, tuvieran la mejor fuerza de asociación, de forma tal 

que la relación individuos-variables fuera 2:1.  

Los resultados de dicha regresión demuestran que el conteo de neutrófilos 

mediante citometría de flujo es potencialmente predictivo de la presentación de 

neutropenia febril. Dicha asociación fue débil, posiblemente como resultado de un 

tamaño muestral relativamente pequeño; no obstante, abre el panorama a la 

posibilidad de usar el inmunofenotipaje mediante citometría de flujo como una 

herramienta pronóstica de neutropenia febril. Para corroborar este hallazgo y 

aumentar la potencia predictiva del modelo es necesaria la realización de nuevas 

investigaciones con un número de participantes mayor. 

Además, dado que numerosas diferencias se trasladaban también al desenlace final, 

es posible deducir que su aplicación podría, posiblemente, predecir gravedad en 

pacientes con neutropenia post quimioterapia. Este último experimento no pudo ser 
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realizado por tener un tamaño muestral pequeño y abismalmente distinto entre 

grupos.  

En resumen, el inmunofenotipaje mediante citometría de flujo reveló diferencias 

importantes entre los pacientes con neutropenia post quimioterapia que desarrollan 

fiebre y los que no. Se hace evidente así, que los pacientes con neutropenia febril 

tienen una disfunción inmunológica mayor que aquellos pacientes que sólo padecen 

neutropenia y que esta disfunción afecta tanto al sistema inmunológico innato como 

al adaptativo, comprometiendo las dos principales líneas de defensa contra 

patógenos. Esto constituye un hallazgo sin precedentes en el entendimiento de los 

mecanismos fisiopatológicos en general, e inmunológicos en particular, que 

condicionan la presentación de neutropenia febril post quimioterapia.   

Además, se ha demostrado que ciertas poblaciones de leucocitos son 

potencialmente útiles para predecir el desarrollo de neutropenia febril, hallazgo que 

abre camino a nuevas y más grandes investigaciones que permitan desarrollar un 

modelo predictivo confiable a partir del inmunofenotipaje de las principales 

poblaciones y subpoblaciones leucocitarias mediante citometría de flujo y que 

podría suponer beneficios incalculables en el manejo y pronóstico de los pacientes 

con cáncer en tratamiento con quimioterapia.  
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8 .  C O N C L U S I O NE S  

 

Con base en la presente investigación, se puede concluir lo siguiente: 

1) Es posible realizar un estudio inmunofenotípico mediante citometría de flujo 

incluso en pacientes con citopenias marcadas.  

2) Los pacientes con neutropenia febril post quimioterapia tienen una 

afectación inmunológica más severa que los pacientes con neutropenia sin 

fiebre. 

3) La afectación inmunológica de los pacientes con neutropenia febril 

comprende ambos brazos del sistema inmunológico: innato y adaptativo. 

4) Las poblaciones inmunológicas determinadas a través de citometría de flujo 

tienen una significación estadística considerablemente mayor que las 

variables clínicas o bioquímicas en la comparación de los pacientes con 

neutropenia febril y neutropenia sin fiebre. 

5) El inmunofenotipaje mediante citometría de flujo tiene potencial predictivo 

para la presentación de neutropenia febril. Se requieren nuevos estudios para 

determinar su alcance predictivo en el desarrollo de neutropenia febril como 

en la supervivencia de los pacientes con neutropenia post quimioterapia en 

general.  
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