Revista Mexicana de Patologia Clinica 1996; Volumen 43(1): 21-26

CUANTIFICACION DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS
DE SANGRE PERIFERICA POR CITOMETRIA DE FLUJO
DETERMINACION DE INTERVALOS DE REFERENCIA EN
POBLACION ADULTA SANA DE LA CIUDAD DE MEXICO

Daniel Razo Morales*
Jorge Garcia Navarro*
Luis Llorente™*

* Departamento de Hematologia, CARPERMOR S.A. de C.V.
** Instituto Nacional de la Nutricién.
"Dr. Salvador Zubiran", Cd. de México D.F., MEXICO.

RESUMEN

Marco Tedrico: La citometria de flujo con anticuerpos monoclonales es actualmente el
método de eleccibn para caracterizar las subpoblaciones de linfocitos, siendo
fundamentalmente util para el estudio diagndstico y prondstico de pacientes infectados con
VIH.

Objetivo: Establecer valores de referencia de una poblacion adulta de individuos sanos de
la Ciudad de México.

Tipo de Estudio: Estudio prospectivo en 130 adultos sanos y ambulatorios, de ambos sexos
(M=53%), con un rango de edad de 16 a 56 afios (x=27.2 afios). La cuenta de linfocitos en
numeros absolutos se realizd en un analizador Technicon H-1. La citometria de flujo se
llevé a cabo en un Coulter Epics XL analizando los marcadores CD2, CD3, CD4, CDS,
CD19, CD45, CD56.

Conclusiones: Consideramos que los valores de referencia obtenidos son representativos y
estadisticamente significativos dado el tamario de la muestra (>120), los datos no pueden
ser extrapolados a poblaciones pediatricas ni geriatricas; del mismo modo tampoco pueden
aplicarse a otras metodologias. Contar con valores de referencia propios incrementa la
potencia diagnostica del método lo cual tendra relevancia clinica para el diagnéstico y el
tratamiento de las enfermedades del sistema inmune.
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SUMMARY

Background: Flow cytometry with monoclonal antibodies is the elective methodology to
characterize lymphocyte subsets. This assay is particulary useful in HIV positive patients in
order to establish AIDS diagnosis and prognosis.

Objective: To establish reference values in an ambulatory healthy sample of individuals
living in Mexico City.

Type of study: Prospective in 130 individuals, males=53%, range of 16 to 56 years (x=27.2).
Total lymphs in absolute number was determined in Technicon H-1. Flow Cytometry was
done with Coulter Epics XL analyzing CD2, CD3, CD4, CD8, CD19, CD45, CD56 celular
markers.



Conclusions: Our reference values are representative and statistically significative
according to the size of the sample (>120). These data can not be used for pediatric or
geriatric populations, and should not be extrapolated to other methodologies. Each
Laboratory must determine proper reference values in order to improve the clinical
relevance of diagnosis and prognosis of immunological diseases.

OBJETIVO

Cuantificar las distintas especies linfocitarias de sangre periférica, por citometria de flujo,
en una poblacién representativa, adulta y sana, de la ciudad de México, con el propdsito de
establecer valores de referencia, que puedan servir como parametro de comparacion a
otros laboratorios clinicos que cuenten con la misma metodologia.

ANTECEDENTES

La técnica de citometria de flujo para el analisis celular se ha desplazado rapidamente de la
investigacion basica al laboratorio clinico.1 La combinacion de la especificidad de los
anticuerpos monoclonales con un sistema de deteccion éptica altamente sensible, aunado
a la capacidad procesadora de las computadoras, ha brindado un impacto considerable a
la moderna citometria de flujo en la medicina clinica. Esto ha sido particularmente
importante en la fenotipificacion de las subpoblaciones de linfocitos T durante la infeccion
de VIH y en el SIDA.2s Los niveles de células T CD4+ constituyen un factor pronostico
importante en la infeccion por VIH y en la actualidad, son los marcadores mas relevantes
para el seguimiento de la enfermedad y para el inicio de la terapia antiretroviral y antibiética
para gérmenes oportunistas.sz Otras enfermedades como las leucemias e
inmunodeficiencias combinadas o selectivas también presentan alteraciones fenotipicas de
las subpoblaciones linfocitarias.s-12 Mas aun, la monitorizacion de las células CD3 positivas
en sangre periférica en pacientes trasplantados da la pauta para el inicio de la terapia
inmunosupresora con el anticuerpo monoclonal OKT3.1s Muchos médicos trasplantélogos
observan cuidadosamente las subpoblaciones linfocitarias después de haber realizado un
trasplante para distinguir entre rechazo del o6rgano, infeccion o efectos toxicos de la
ciclosporina.14 La inmunofenotipificacién de linfocitos también ha sido util para observar
procesos que ocurren en enfermedades autoinmunesis y en la inmunomodulacion durante
quimioterapia.ie

Si bien en esta década la citometria de flujo es la metodologia de eleccion para
inmunotipificar subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica, no existe un consenso
general para el control de calidad en esta area. Esto se debe a las diferentes técnicas
empleadas para determinar los numeros absolutos y relativos de las diversas
subpoblaciones, a las diferencias en el procesamiento de las muestras, de reactivos y
métodos analiticos y al poco interés que han mostrado muchos laboratorios clinicos en no
participar en los esfuerzos de control de calidad.17 Obviamente ésto es critico en pacientes
infectados por VIH, en trasplantados y en inmunodeficiencias que son seguidos por
inmunotipificaciones seriadas para monitorizar la progresién de la enfermedad y que,
frecuentemente, éstas se llevan a cabo en distintos laboratorios. Para el paciente y el
médico tratante, los resultados del laboratorio deben ser consistentes y fidedignos de tal
suerte que tengan utilidad clinica y terapéutica. De hecho, ya es un concepto en los
Estados Unidos de Norteamérica, los buenos datos cuantitativos, la consistencia de un
mismo laboratorio y la comparabilidad entre distintos laboratorios en cuanto a tipificacion
por citometria de flujo se refiere.1s-22

MATERIAL Y METODOS

Poblacion estudiada. Se estudiaron 130 adultos con edades entre 16 y 56 afios (media
27.21 + 6.68), 61 del sexo femenino y 69 del sexo masculino, residentes de la ciudad de



México. Todos eran individuos sanos sin historia de infeccion viral o toma de

medicamentos por lo menos un mes antes del estudio.

Proceso de las muestras. Se obtuvieron 5 ml de sangre anticoagulada con ACD y 5 ml de
sangre anticoagulada con EDTA de todos los sujetos estudiados. La flebotomia, en todos
los casos se efectud entre las 7:00 y las 11:00 horas. La cuenta de leucocitos se realizé del
tubo con anticoagulante EDTA en un Technicon H-1, para obtener los valores absolutos y
relativos de linfocitos para cada participante. Todas las muestras de sangre fueron
procesadas entre las 10 primeras horas después de haberse obtenido. Para la
inmunofenotipificacion, todas las muestras se estudiaron mediante el sistema de lisis rapida
de sangre total (Coulter Immunoprep, Epics Leucocyte Preparation System, Coulter
Immunology).2s Del tubo con anticoagulante ACD se tomaron 100 ul de sangre total a los
que se agregaron 10 ul de cada uno de los siguientes anticuerpos monoclonales
conjugados con Isotiocianato de fluoresceina (FITC) o con Ficoeritrina (RD1) (Cyto-
Stat/Coulter Clone): anti-CD3, anti-CD2, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD19, anti-CD56 (tabla
1), anti-CD45, anti-CD14 e IgG1-FITC/IgG1-RD1 (control de isotipo), i.e., ocho muestras en
total por individuo estudiado (ver cuadro 1).

Cuadro 1
Panel de anticuerpos monoclonales*

ANTIGENO DE ANTICUERPO REACTIVIDAD
DIFERENCIACION MONOCLONAL

CD2 T Pan-células T, antigeno asociado a receptor de rosetas E
CD3 T3 Pan-células T, receptor de antigenos
CD4 T4 Linfocitos T cooperadores e inductores
CD8 T8 Linfocitos T supresores y citotoxicos
CD19 B4 Pan-células B
CD45 KC56 Pan-leucocitos
CD56 NKH-1 Células asesinas NK

*Coulter Immunology, Hialeah, Fla.

Después de 15 minutos de incubacién a temperatura ambiente, las alicuotas tefiidas fueron
procesadas en el sistema de lisis de sangre total (Q-Prep, Coulter Immunology) mediante
un ciclo de 35 segundos. Este sistema afiade secuencialmente el reactivo A (acido férmico)
para lisar eritrocitos, el reactivo B (Carbonato de sodio-cloruro de sodio-sulfato de sodio),
para estabilizar a los leucocitos y el reactivo C (paraformaldehido), como fijador de
membranas. Después de este paso, las muestras lisadas y fijadas estaban listas para su
analisis por citometria de flujo.

Citometria de flujo. Todas las alicuotas de sangre fueron analizadas en un citometro de
flujo Epics XL (Epics Profile, Coulter Corp.). En forma simplificada, el citémetro de flujo se
divide en tres compartimentos funcionales distintos: dinamica de flujos, Optica y
cibernética.1 El primero de ellos es responsable de crear un flujo axial de liquido isoténico
que obliga a las células en estudio a pasar a gran velocidad, pero en forma secuencial y
aislada, a través de una celda capilar. A su paso por ésta, las células son incididas por un
rayo laser, que es dispersado en todas direcciones al chocar con ellas. La magnitud de la
dispersion del laser en angulos cercanos a 0. es directamente proporcional al tamafo de la
célula y es medida y registrada por un fotodetector situado delante de la fuente luminosa.
Por su parte, la magnitud en que se dispersa la luz en angulos cercanos a 90., es
proporcional a la textura de la célula y es medida y registrada por un foto-multiplicador
situado en posicién ortogonal a la direccion del rayo laser. Con solo esta informacion, un
microprocesador asigna, para cada célula, un valor de tamafio y otro de textura que,
posteriormente, puede emplearse en la elaboracion de histogramas con estos dos
parametros. Si adicionalmente, las células han sido marcadas con florocromos a través de
moléculas fluoresceinadas (e.g. anticuerpos), el mismo rayo laser excita a los fluorocromos,
quienes emiten luz con longitudes de onda diferentes, que son detectadas, previa filtracion



y reflexién, por fotomultiplicadores adicionales. Asi, el microprocesador colecta ademas la
informacion sobre la presencia e intensidad de fluorescencia en cada célula. Mediante
mapas electrénicos es posible aislar a un grupo de células, e.g. los linfocitos, y obtener
informacion sobre la presencia de fluorocromos Unicamente en esa poblacién celular. En
este estudio se empled el anticuerpo monoclonal anti-CD45 para descartar elementos que
no fueran leucocitos, e.g. eritrocitos nucleados, particulas, y ademas se establecié un mapa
electrénico para asegurar que un minimo de 98% de las células analizadas fuesen
linfocitos. Los controles de isotipo se incluyeron en cada muestra para corregir unién
inespecifica y fluorescencia de fondo.

ANALISIS DE RESULTADOS

De los histogramas generados en el citdmetro de flujo y de la cuenta absoluta de linfocitos,
se calcularon los numeros absolutos y relativos de los linfocitos CD2, CD3 CD4, CDS,
CD19 y CD56 asi como la relacion CD4/CD8. Todos los grupos de datos fueron evaluados
por su tipo de distribucion por la prueba de homogeneidad (goodness of fit test).2s Este
analisis inicial de datos demostrd que varios grupos no presentaban una verdadera y bien
delineada distribucién gaussiana (datos no mostrados). Lo mas comun fue observar curvas
sesgadas, por lo que se establecieron las percentilas para todas las subpoblaciones y la
relacion cooperadora-inductora/supresora-citotéxica (CD4/CD8). La mediana y los
intervalos (percentilas 2.5 y 97.5) obtenidos de los 130 individuos tipificados se muestran
resumidos en el cuadro 2.
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Cuadro 2
Valores obtenidos de subpoblaciones linfocitarias
INTERVALO MEDIANA

Linfocitos, % 18-46 31
Linfocitos, N° absoluto x 106L 1260-3250 1976
T3 (CD3), % 53-83 71
T3 (CD3), N° absoluto x 106L 865-2465 1383
T11 (CD2), % 68-90 82
T11 (CD2), N° absoluto x 106L 1039-2685 1658
T4 (CD4),% 24-56 42
T4 (CD4), N° absoluto x 106l 457-1536 822
T8 (CD8), % 17-41 26
T8 (CD8), N° absoluto x 106L 280-1189 511
B4 (CD19), % 7-27 15
B4(CD19), N° absoluto x 106L 121-735 275
NKH-1 (CD56), % 3-33 13
NKH-1 (CD56), N° absoluto x 106L 69-705 246
Relaciéon CD4/CD8 0.8-2.7 1.6

DISCUSION

La inmunofenotipificacion de leucocitos de sangre periférica se ha empleado para
establecer el status inmunolégico en una amplia gamma de enfermedades. No sdlo la
enfermedad por si misma tiene influencia sobre el inmunofenotipo, sino que una gran
variedad de factores bioldgicos y técnicos puede afectar los resultados. Los factores
biolégicos incluyen infecciones virales,2s stress,z72s medicamentos,zes0 tabaquismost y
alteraciones enddcrinas.s2 Los técnicos incluyen, preparacién de las muestras,
instrumentacion, procedimientos y reactivos empleados. Todos estos factores deben ser
considerados en estudios de inmunofenotipificacion tanto en los transversales, como el
nuestro, como en los longitudinales.ss 3 Nuestro estudio considerdé Unicamente individuos
sanos sin infecciones virales ni tratamiento por lo menos un mes antes de la flebotomia,
aunque no consideramos stress ni tabaquismo. Para minimizar los factores técnicos, todas



las muestras fueron procesadas en un lapso menor de 10 horas después de haber sido
obtenidas; se empled el mismo citdbmetro de flujo a través de todo el estudio asi como el
procesamiento y manipulacion de las muestras; finalmente, todos los anticuerpos fueron de
la casa Coulter para eliminar la variable tecnolégica de produccién de anticuerpos
monoclonales. El Unico anticuerpo monoclonal que presenté gran sesgo en su curva de
distribucion fue el dirigido ante el antigeno CD56, i.e., las células asesinas o NK. Para este
anticuerpo no hay valores de referencia publicados, no obstante, es practica comun
reportarlo en los laboratorios clinicos. Es importante hacer notar que tres muestras fueron
tipificadas con otro anticuerpo monoclonal anti-CD56 (Becton Dickinson, Mountain View,
CA) y se encontraron los mismos valores absolutos y porcentuales de positividad al
compararlos con el anticuerpo NKH-1 de Coulter (datos no mostrados). Esta amplia
dispersion en los valores de células NK podria deberse a la técnica de lisis rapida en
sangre total. Otras técnicas,2s mas demoradas y menos practicas, emplean lavados en
varios pasos que logran eliminar factores séricos no identificados, podrian afectar la
afinidad de los anticuerpos monoclonales anti-CD56. Sin embargo, esta amplitud en su
distribuciéon no parece tener relevancia clinica.ss Asi y todo, lo encontrado representa los
valores de 130 individuos, lo cual es un nimero mayor al aceptado para definir y
determinar valores de referencia en el laboratorio clinico.ss Los valores de referencia que
aqui reportamos contemplaron una poblacion adulta sana. No estudiamos menores de
edad. Esto serd objeto de otro reporte. No obstante podemos anticipar que la técnica
empleada en el presente trabajo sera la de eleccién puesto que las muestras que se
obtienen de sangre en ocasiones suele ser minima. Asi mismo, no se incluy® tipificacion de
ancianos.

CONCLUSIONES

Los valores encontrados en nuestro estudio son comparables a los reportados por otros
autores,s23 con una discreta disminucion en los valores inferiores de normalidad en
algunas determinaciones, e.g. el numero absoluto de células CD4, aunque ésto se ha
observado cuando se emplea la técnica rapida de lisis de sangre total..s Establecimos
cuidadosamente los valores de referencia de las distintas estirpes linfocitarias por
citometria de flujo (cuadro 2) en una poblacion adulta y sana de la ciudad de México, por la
técnica de lisis rapida de sangre periférica. Los resultados que presentamos podran ser
utiles como criterio de control de calidad para los laboratorios que cuenten con citdmetro y
proporcionaran al médico valores fidedignos, consistentes y de relevancia clinica para el
diagndstico y tratamiento de enfermedades del sistema inmunolégico.
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