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RESUMEN

La determinacion de las subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+ es importante para
conocer el estado inmunolégico de un paciente, realizar prondsticos del desarrollo de una
enfermedad y decidir terapias. Estas subpoblaciones pueden variar de acuerdo a edad, sexo y
raza, por lo que se recomienda que cada laboratorio establezca sus valores de referencia en
personas sanas, o que al menos, se tenga referencia de una poblacion similar.

La citometria de flujo es un método moderno que permite el estudio de celulas sanguineas, esta
técnica permite la inmunofenotipificacién de los linfocitos, con alto grado de especificidad,
sensibilidad, precision y reproducibilidad.

La presente investigacion se realizé con el objetivo de determinar por medio de citometria de
flujo, los valores para el inmunofenotipo de linfocitos CD4+ y CD8+ en una poblacion de
donadores que acudieron al Banco de Sangre del Hospital General de Enfermedades IGSS zona
9.

Se estudié un total de 70 muestras de personas comprendidas entre 19 y 45 afios (29.8 + 7.1),
35 hombres entre 19 y 42 afios (27.4 £ 5.8) y 35 mujeres entre 20 y 45 afios (32.2 + 7.5). La
poblacién estudiada corresponde a un grupo de adultos jovenes sanos, representativo de la
poblacién mestiza de Guatemala.

Los resultados de la determinacién de linfocitos (celul) CD4+, CD8+ y la relacién
CD4+/CD8+ para el total del grupo muestreado fueron de 897 + 246, 602 + 235 y 1.7 + 0.6,
respectivamente. El valor para linfocitos CD4+ en hombres fue de 841 + 197, en mujeres de
953 + 274; para CD8+ en hombres 637 * 267, mujeres 568 + 192. El valor de la relacién
CD4+/CD8+ fue mayor para mujeres que para hombres (P < 0.014), mientras que no existié
diferencia significativa en los valores de linfocitos CD4+ (P < 0.091) y CD8+ (P < 0.180).

Los resultados de este estudio se compararon con valores reportados en la literatura para
mexicanos, caucasicos y drabes, estableciéndose que existe un entrecruzamiento claro en los
valores de porcentaje CD4+ entre guatemaltecos y mexicanos. Para los valores de porcentaje
CD8+ y la relacion CD4+/CD8+ no existe entrecruzamiento entre los guatemaltecos y el resto
de poblaciones.

Se recomienda que los valores reportados en este trabajo sean adoptados por el Laboratorio
Clinico del Hospital General de Enfermedades IGSS como valores de referencia del mismo y
que sean utilizados como base de comparacion para la evaluacion clinica y el diagnéstico de
pacientes guatemaltecos.
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I INTRODUCCION

Los leucocitos presentan una gran cantidad de moléculas marcadoras en su superficie, algunas
de las cuales aparecen momentdneamente en etapas particulares de la diferenciacion o de la
activacion celular. Estos antigenos marcadores se nombran mediante la nomenclatura CD
(Cluster of Diferentiation o grupo de diferenciacién) e identifican a subpoblaciones especificas
de linfocitos. Los marcadores CD4 y CD8 son de particular importancia porque estin
presentes en los linfocitos T colaboradores/inductores (CD4+), caracterizados por la restriccién
de HLA de clase II, y en los linfocitos T citotoxicos/supresores (CD8+), caracterizados por
restriccion HLA de clase I (1,2).

Los antigenos de superficie pueden usarse para distinguir a las diferentes poblaciones celulares
y muchos de ellos pueden ser identificados por medio de anticuerpos monoclonales especificos.
El desarrollo de estos anticuerpos conjugados con diferentes fluorocromos, y que pueden ser
analizados por medio de citometria de flujo, ha revolucionado y propiciado grandes avances en
el andlisis de diferentes subpoblaciones de linfocitos. Asi, la citometria de flujo ha emergido
como una herramienta importante y poderosa en la identificacion de diferentes poblaciones
celulares (1,2).

La citometria de flujo es un método moderno que estudia las propiedades fisicas y biologicas de
las células (granularidad y tamafio). Las células en suspensién de sangre completa o fluidos
corporales son marcadas con un anticuerpo monoclonal fluorescente y se hacen pasar por una
zona de deteccion, la cual es iluminada por un rayo liser. La energia excita al fluorocromo
unido a la célula; en este momento la intensidad de la luz es medida por varias fotoceldas y el
resultado de las sefiales eléctricas son amplificadas y transmitidas a una computadora para su
procesamiento, almacenaje y analisis (3).

La citometria de flujo permite el anilisis de grandes cantidades de células. Algunas de sus
aplicaciones clinicas son: analisis de subpoblaciones de linfocitos, andlisis de ADN, diagnéstico
de leucemias y linfomas, deteccion y cuantificacién de células neoplasicas, interleucinas y
apoptosis (3).

La técnica de citometria de flujo fue introducida en Guatemala hace aproximadamente dos
afios. Los factores que han determinado esta introduccion tardia son el costo elevado del
equipo y de los reactivos, asi como la necesidad de recurso humano altamente especializado.
Por lo menos en dos laboratorios nacionales se realizan analisis de rutina utilizando esta
tecnologia y para la comparacion de resultados se emplean valores de referencia y valores
considerados normales en Estados Unidos, por lo que no se tiene certeza de que estos tengan
validez para comparar resultados de pacientes guatemaltecos con una composicién genética,
nutricional y ambiental distinta a las poblaciones mencionadas.

El objetivo del presente trabajo fue determinar por medio de citometria de flujo, valores para el
inmunofenotipo de linfocitos CD4+ y CD8+ en donadores que acuden al Banco de Sangre del
Hospital General de Enfermedades IGSS zona 9.
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IT ANTECEDENTES

2.1 Inmunidad

El término inmunidad denota un estado de resistencia o tolerancia especifica a la accién de
un agente patégeno, que penetré en el organismo de modo previo. Las respuestas
inmunitarias conllevan la participacion de células vivas. Las células que intervienen en
éstas respuestas son las denominadas leucocitos o globulos blancos; toman parte en
diversas reacciones inflamatorias, de naturaleza inmunitaria o no inmunitaria, y estan
presentes en gran nimero en ciertos érganos (linfoides), y en menor cantidad en el estroma
de otros y en la sangre. Algunos tipos de leucocitos estan presentes en la sangre y los
tejidos (4).

2.2 Diferenciacion del sistema linfoide

El desarrollo del sistema linfoide se debe considerar en relacién con tres compartimientos.
El primero, o depésito de células indiferenciadas, es una fuente de células linfoides
ancestrales capaces de proliferar abundantemente y madurar hacia células competentes
desde el punto de vista funcional. El segundo, o tejidos linfoides “primarios™, controla el
desarrollo de las células linfoides y es asiento de una intensa linfopoyesis, independiente
del antigeno. EIl tercer compartimiento estd compuesto por tejido linfoide, como los
ganglios linfiticos y la pulpa blanca esplénica. Estos tejidos estan formados por una mezcla
de linfocitos T y B, bien diferenciados (5).

2.2.1 Depésito de células indiferenciadas:

Las células de la médula ésea (células madre) son precursoras morfologicamente
reconocibles de los linfocitos, asi como de los granulocitos, células eritroides y
plaquetas. También existe un menor nimero de células que dan origen a los
monocitos, macrofagos, células endoteliales vy células plasmaticas (6).

Las células madre son las que pueden reproducirse y dar origen a células mas
diferenciadas, que morfologicamente no pueden identificarse como células madre,
aunque se considera que pertenecen a los linfocitos de tamafio pequefio o
intermedio (Figura No. 1) (6).

2.2.2 Tejidos linfoides primarios:

Durante la vida fetal se originan precursores de linfocitos en médula ésea, los cuales
estan influidos o programados para realizar cierta funcion por uno de los érganos
linfoides primarios, el timo para los linfocitos T (células T) o el “equivalente”
bursiforme: para los linfocitos B (células B) (6).
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Figura No. 1. Esquema que representa el origen de la células, tanto en medula 6sea como
en la circulacion sanguinea (29).

El microambiente del timo es necesario para la diferenciacion de las células T. Los
protimocitos migran desde la médula 6sea o el higado fetal hasta el timo, donde son
procesados a células T funcionalmente maduras para circular en la sangre hasta los
tejidos linfoides periféricos o secundarios. A medida que las células timicas
maduran, adquieren y pierden algunos antigenos de membrana, que pueden ser
reconocidos por diversos anticuerpos monoclonales. A medida que las células
timicas se diferencian, migran desde la corteza subcapsular hasta la corteza interna,
la médula y finalmente, la sangre periférica y los tejidos linfoides secundarios. Los
protimocitos y  esencialmente todos los timocitos poseen  una
desoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT). Sin embargo, a medida que los
timocitos maduran, esta enzima se reduce y no se expresa en las células T de sangre
periférica (6).

La activacion de las células T se produce mediante dos vias separadas. La via de la
célula T antigeno-independiente se produce a través de la uniéon de moléculas CD2 y
produce como resultado la liberacion de interleucina 1 e interleucina 2 y la
proliferacion de diferenciacion de células inmaduras T en el timo. La via de la célula
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T antigeno-dependiente se produce a través de la unién de CD3/Ti y el antigeno con
la adecuada interaccion del antigeno MHC 11 de los macréfagos y/o de las células B.
Esto produce como resultado la liberacion de interleucina 1 por parte de los
macréfagos activados, que a su vez conduce a la formacion de receptores de
interleucina 2 en las células T y a la sintesis y liberacion subsiguientes de
interleucina 2 por estas células T activadas. Estos acontecimientos incluyen la
activacion y maduracion de las células T colaboradoras, T supresoras, T citotoxicas
y otras células inmunorreguladoras (6).

2.2.3 Tejidos linfoides secundarios:

En las ultimas etapas fetales y durante la vida posnatal, los linfocitos son producidos
por el tejido linfoide secundario: bazo, ganglios linfaticos y tejido linfoide intestinal.
Los linfocitos de los 6rganos linfoides secundarios constituyen la progenie derivada
de las células madre influidas por los 6rganos linfoides primarios. Los érganos
linfoides secundarios estan, por tanto, compuestos por una mezcla de células B y T.
La linfopoyesis en los 6rganos linfoides secundarios depende exclusivamente de la
estimulacion antigénica. Las células B y T tienden a localizarse en partes
anatomicamente diferentes del tejido linfoide, en donde puede tener lugar su
proliferacion (Figura No. 2) (6).

Princiveles & ¥ tejidos linfoid

érganos y tejidos
linfosdes secundanos

anillo de Waldeyer (ganghos
finfabcos y amigdalas)

teydo nfode asocado
: : a los bronguios
= ganghos nfatcos

medula ." e medula csea
0sS&3 =

ganghos tinfaticos

Figura No. 2. Representacion esquematica de dos de los tres compartimentos de la
diferenciacion del sistema linfoide, tejidos linfoides primarios y secundarios (29).
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2.3 Linfocitos

Son células primordiales en la inmunidad adquirida, circulan en la sangre y en la linfa y se
alojan en tejidos y 6rganos especialmente dispuestos para ello, que pueden dividirse en
tejidos linfoides “primarios™y “secundarios”. Los tejidos linfoides primarios comprenden
el timo y la médula 6sea, son necesarios para el desarrollo de otros tejidos linfoides
(secundarios), como los del bazo, el tubo gastrointestinal y los ganglios linfaticos. La plena
expresion del desarrollo y de la funcion linfocitarias depende de interacciones celulares de
los linfocitos entre si y con otras células (Figura No. 3) (5).

Estas células son responsables de la inmunidad celular, constituyen importantes
moduladores de la inmunidad humoral y actian con los macréfagos en la presentacion de
los antigenos a los linfocitos B. Las células T constituyen el 70 por ciento, o mds, de los
linfocitos en sangre periférica (5).

2.3.1 Estructura:

Los linfocitos tienen un didmetro de 8 a 12 um, similar al de otros leucocitos, su
aspecto es engafiosamente homogéneo, de forma redonda y contornos generalmente
regulares. El niicleo contiene ciimulos de cromatina densamente comprimida, el
citoplasma tiene aspecto suave, con escasos organelos subcelulares. Sin embargo,
los linfocitos activados son relativamente grandes y contienen abundantes organelos
citoplasmaticos (5).

Figura No. 3. Ubicacién y estructura del timo. Se muestra el tejido linfoide primario necesario
para el desarrollo de las células responsables de la inmunidad celular (29).
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Las células plasmaticas se consideran como los linfocitos més plenamente
diferenciados, capaces de sintetizar grandes cantidades de inmunoglobulinas. El
nucleo esta dispuesto excéntricamente en la célula y tiene forma redonda, excepto
una pequefia muesca en la que se aloja el aparato de Golgi. La cromatina nuclear se
tifie intensamente y estd dispuesta tipicamente de forma semejante a los radios de
una rueda (5).

Las superficies celulares linfocitarias poseen caracteristicas que las hace idoneas
para las interacciones con otras células, asi como con moléculas que son necesarias
para el pleno desarrollo de las funciones celulares. La combinacién de los efectos
producidos por la superficie celular y por las estructuras subyacentes a ésta, es
reponsable de la caracteristica modulacion de las superficies celulares al contacto
con los estimuladores extracelulares. La expresion de los receptores superficiales
celulares varia en los diferentes linfocitos, tanto cualitativa como cuantitativamente.
Los receptores de la superficie celular reflejan el origen de la célula, su grado de
diferenciacién y su estado de activacién, las caracteristicas especificas de las
superficies linfocitarias guardan relacién con sus funciones (5).

2.3.2 Heterogeneidad de los linfocitos:

Los linfocitos sirven de mediadores en todas las facetas de la respuesta inmunitaria;
sin embargo, no todos ellos participan en todos los estadios de estas respuestas y en
todas las ocasiones. La separacion mas amplia de los compartimientos linfocitarios
en los mamiferos es la que se lleva a cabo al designar una porcién dependiente de la
médula 6sea (células B), que participa en las respuestas inmunitarias caracterizadas
por la sintesis y secrecién de anticuerpos, Inmunidad Humoral, y otra porcién
dependiente del timo (células T), que interviene en las respuestas en las que no
participan anticuerpos, Inmunidad Celular. Para que las respuestas inmunitarias se
puedan expresar plenamente son necesarias acciones mutuas entre las células T y B
asi mismo subseries de las células T contribuyen decisivamente para regularla (5).

La mayoria de los linfocitos de la circulacién son células T que tienen un promedio
de vida de meses a afios. Las células B constituyen una poblacién minoritaria (de
10 a 20 por ciento de los linfocitos), probablemente tienen una vida breve que se
mide en dias, y se distinguen por una cantidad considerable de inmunoglobulinas
sobre las superficies de sus membranas (5).

2.3.2.1 Células B: Estas células se distinguen por su capacidad para sintetizar y
liberar inmunoglobulinas. Poseen en general inmunoglobulinas ficilmente
detectable (Igs) sobre la membrana celular y componen entre el 4 a 20 por
ciento de los linfocitos circulantes. Cada célula B produce generalmente una
sola clase (isotipo) de inmunoglobulina con un alto grado de especificidad
(idiotipo) para un determinado antigeno; esta especificidad antigénica se
refleja en las inmunoglobulinas de la superficie celular. Las células B
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conservan su capacidad para cambiar de isotipos inmunoglobulinicos, al
tiempo que conservan su especificidad idiotipica (6).

2.3.2.2 Células T: Estas células son responsables de la inmunidad celular,
constituyen importantes moduladores de la inmunidad humoral y actian con
los macr6fagos en la presentacion de los antigenos a los linfocitos B. Las
células T constituyen el 70 por ciento o mas de los linfocitos en sangre
periférica (Figura No. 4) (6).

La superficie de los linfocitos T ha sido objeto de intensos estudios
mediante anticuerpos monoclonales, en base a los cuales agruparon las
actividades de estos anticuerpos en “cumulos de diferenciacion” (CD del
inglés Clusters of Diferentiation), cada anticuerpo se consideraba
separadamente. Actualmente se han identificado las estructuras y funciones
de ciertos grupos CD, los cuales se describen en una seccion posterior, asi
como los anticuerpos monoclonales que los definen, los tamafos
moleculares y las funciones (5).

Figura No. 4. Diagrama del papel principal de las células T ayudadoras, como modu-
ladoras de la inmunidad humoral y en la presentacion del antigeno a los linfocitos B (29).
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Las funciones de las células T son diversas e incluyen la modulacion de la
inmunidad humoral, el reconocimiento de los antigenos y la citotoxicidad.
En diferentes casos, los subgrupos de células T que poseen estas funciones
pueden identificarse por los grupos CD que se reconocen en su superficie

celular (5).

Las células T y su progenie funcionan en los procesos de inmunidad celular,
que incluyen hipersensibilidad retardada, rechazo de trasplante, reacciones
de injerto contra huésped, defensa contra los organismos intracelulares y
probablemente defensa contra las neoplasias. Las células B y su progenie
participan en la inmunidad humoral o en la produccion de anticuerpos,
como linfocitos o después de su transformacion en una célula plasmatica

(6).

2.4 Marcadores de Superficie

La superficie de los linfocitos T ha sido objeto de intensos estudios mediante anticuerpos
monoclonales. En 1983 se realiz6 la primera mesa de trabajo sobre antigenos de
diferenciacion de leucocitos humanos en la que establecié una nueva nomenclatura para
tipos y subtipos celulares definidos inmunologicamente. En esta se agrupan las actividades
de estos anticuerpos en cimulos ¢ grupos de diferenciacion (CD, por clusters of
diferentiation). En 1989, la cuarta mesa de trabajo redefini6 y expandié esta
nomenclatura, en la que se han identificado las estructuras y funciones de ciertos grupos

CD (Figura No. 5) (5,7).

Marcadores superficie células T humanas y murinas

Figura No. 5. Esquema de la superficie de un linfocito, donde se observa la expresion de los
diferentes anticenos de membrana (29).
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En la ontogenia de las células T se han reconocido tres estadios de maduracion. En el
primer estadio se expresan lo antigenos CD7, CD2 y CD45. En el segundo estadio se
observan en las células timicas los antigenos CD1, CD3, CD4, CDS5, CD8 y HLA. Al final
de este estadio, las células timicas empiezan a separarse en poblaciones CD4+ y CD8+. En
el tercer estadio se completa la separacion y se forman dos poblaciones de células T
maduras diferentes, CD4+ (colaboradoras/inductoras) y CD8+ (supresoras/citotoxicas)

(6).

Existen subseries de linfocitos T para las cuales se han identificado claramente
correlaciones funcionales. Las células CD4+ modulan la inmunidad humoral como células
cooperadoras; estabilizan la union del antigeno mediante su interaccion con moléculas de
clase II. En cambio, la supresion de la inmunidad humoral est4 relacionada con las células
CD8+. Una subserie de estas células T es también citotoxica. La complejidad del control
dentro del sistema inmunitario queda ilustrada por el hecho de que se requieran células
auxiliares para la generacion de las células CD8+ (Figura No. 6) (5).

Subpoblaciones principales de células T

<10% cél T sanguineas humanas  >0% o T sanguineas humanas

Figura No. 6. Subpoblaciones de linfocitos T, las cuales empiezan a separarse en subseries
CD4+y CD8+ (29).

2.5 Linfocitos CD4+ y CD8+

Existen subseries de linfocitos T para las cuales se han identificado claramente
correlaciones funcionales. De entre todas estas subseries, las que poseen quizd mayor
importancia biologica son aquellas que tienen marcadores CD4, pero carecen de CDS8
(linfocitos CD4+) , asi como las células T que poseen las caracteristicas superficiales
contrarias (linfocitos CD8+) (5,8).
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2.5.1 Linfocitos T tipo CD4+:

Los linfocitos T tipo CD4+ (linfocitos CD4+) forman el subgrupo denominado
células colaboradoras tipo T o colaboradoras/inductoras (T o Tw/i ), debido a su
capacidad para incrementar respuestas que llevan a cabo las células T tipo CD8+.
Bajo ciertas circunstancias, las células CD4+, también pueden mediar la
citotoxicidad y la supresién inmunitaria. Los linfocitos CD4+, por lo general,
reconocen antigenos peptidicos que estdn unidos a las glucoproteinas clase 11 del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) presentes en la superficie de la
célula presentadora de antigeno. Después de la exposicion al complejo péptido-
MHC, las células CD4+ se activan y proliferan (8).

Las células CD4+ activadas, secretan factores solubles que influencian las funciones
efectoras mediadas por otros leucocitos. Por ejemplo, las células CD4+ estimuladas
por el antigeno secretan IL-2, lo que a su vez sirve como factor de crecimiento de
otras células T en su proliferacion policlonal independiente del antigeno, e
incrementan la actividad citotéxica mediada por los linfocitos T citotoxicos (CTL) y
las células asesinas naturales (NK). La IL-4, también secretada por células T
activadas por los antigenos, incrementa el crecimiento de las células B y otras
células T, aumenta la funcién CTL e induce la expresion de receptores Fc para la
IgE sobre las células B y los monocitos (Figura No. 7) (8).

Subpoblaciones funcionales de células T CD4~

Figura No. 7. Esquema del papel central de la subserie CD4+, la cual esta restringida
por la molécula del complejo principal de histocompatibilidad clase 11 (29).
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2.5.2 Linfocitos T tipo CD8+:

Las células CD8+ son mediadoras de la mayor parte de la citotoxicidad especifica
para el antigeno y capacidad para matar otras células que se toman como ajenas,
como por ejemplo células infectadas por virus o células alogénicas introducidas al
receptor mediante trasplante. Las células CD8+ reconocen los antigenos peptidicos
unidos a las moléculas clase I del MHC sobre la superficie del blanco. Durante la
infeccién viral, los péptidos virales se unen a moléculas MHC dentro del citoplasma
de la célula en diana infectada por virus y se transportan a la superficie celular para
el reconocimiento de los CTL. En el trasplante, las moléculas alogénicas MHC son,
a su vez, reconocidas como antigenos por los CTL. Los CTL activados destruyen
la célula blanco mediante un proceso que aun no esta bien definido (8).

Como consecuencia de la activacion, los CD8+ también liberan linfocinas, que
pueden incrementar las respuestas inmunitarias por otros linfocitos T y B. Aparte
de su funcién citotoxica, los CD8+ pueden suprimir las respuestas inmunitarias,
quiza por la liberacion de factores solubles que interfieren con la funcién de otras
células inmunitarias. Debido a estas funciones, la poblacién de células CD8+ a
menudo se denomina como subgrupo de célula T citotéxicas/supresoras (Tc/s) (8).

2.6 Significado clinico

El nimero de linfocitos en la sangre periférica refleja el estado inmunitario de un individuo.
La valoracién de estos parametros inmunolégicos puede estar clinicamente indicada en los
siguientes casos: inmunodeficiencia primaria, malignopatias hematolégicas, enfermedades
infecciosas de causa desconocida, enfermedades autoinmunes, fase subsiguiente al
trasplante de diversos 6ganos y estados de inmunodeficiencia secundaria, tales como el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). También puede ser recomendable la
valoracion de las subseries linfocitarias cuando existen anomalias de ciertas pruebas de
laboratorio tales como aumento o disminucién de las cifras linfocitarias, serologia positiva
para el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), hipogammaglobulinemia o presencia de
inmunoglobulinas monoclonales (Figura No. 8) (9,10).

2.6.1 Proporciones normales de linfocitos:

En los individuos normales, el nimero absoluto de linfocitos y de células T alcanza
su valor maximo poco después del parto. En este momento, los linfocitos
representan aproximadamente el 90 por ciento de todos los leucocitos. Durante los
primeros 3 a 7 dias de vida se produce un ligero descenso del niimero de linfocitos;
sin embargo, durante la segunda semana de vida, el recuento recupera el nivel de
después del parto. La funcién inmunolégica en el recién nacido es comparable a la
de los adultos normales (9).
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ADULTO SANO PACIENTE CON VIH+

CD4
Chq

I.Iifq ;

Figura No. 8. Subpoblaciones de linfocitos CD4+, en un paciente VIH+ (derecha) donde se
observa una disminucion de las células T colaboradoras, en comparacion con una persona
sana (izquierda) (10).

CD3 CD3

2.6.2 Variaciones debido a factores naturales:

Durante la primera década de la vida, el recuento absoluto de linfocitos y el nimero
absoluto de células T disminuyen, aunque se mantienen por encima de los valores
observados en el adulto. Al llegar la adolescencia se han nivelado a los valores
observados durante toda la etapa adulta. El nimero absoluto de linfocitos B se
mantiene estable durante todas las fases de la vida. En la adolescencia y etapa
adulta, los linfocitos constituyen del 20 al 40 por ciento de todos los leucocitos, lo
que equivale a 1.5 a 4 *10’ células por litro (9).

Existe cierto desacuerdo respecto al nimero de linfocitos y células T en personas de
edad avanzada. Aunque algunos estudios (Diaz-Jouanen, 1975; Smith, 1974)
indican que se produce una disminucion del ntimero total de células T y de
linfocitos, otros investigadores no han encontrado ninguna variacion significativa en
la cifra total de linfocitos o células T en personas de edad avanzada (Davey, 1977,
Weksler, 1974). El cociente CD4/CD8 (células T colaboradoras/T supresoras)
suele ser de 2, con unos limites de 1.5 a 3. Con respecto a los subgrupos de
linfocitos T en el neonato, los resultados son dispares. En comparacién con la
sangre adulta, el nimero de células T totales y de células T CD8+ puede ser
idéntico o estar disminuido, mientras el de las células T CD4+ puede ser idéntico o
estar aumentado (9,11).
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2.6.3 Relacion con enfermedades:

Linfocitosis: La linfocitosis indica un aumento del nimero de linfocitos en la
sangre periférica. En el nifio los intervalos de referencia son 1.5 a 4 * 10 / 1.
Diversas alteraciones se caracterizan por linfocitosis relativa (un incremento en el
porcentaje de linfocitos), lo cual es especialmente destacable en los trastornos con
neutropenia. Entre estas alteraciones estan: linfocitosis infecciosa, tos ferina,
linfocitosis cronica, linfocitosis transitoria de células T asociada al virus linfotrépico
T humano tipo I (HTLV-1), mononucleosis infecciosa, infeccion por
citomegalovirus, toxoplasmosis, entre otras (9).

Linfopenia: Se habla de linfopenia cuando el recuento absoluto de linfocitos esta
por debajo de 1.5 * 10° / | en adultos y por debajo de 3 * 10’ / | en nifios.
Numerosos trastornos por déficit inmunitario, determinados genéticamente,
presentan linfocitopenia junto con otros defectos inmunolégicos de tipo tumoral o
celular. La linfocitopenia en estos trastornos se debe a deficiencia de linfopoyesis.
El aumento de niveles de hormonas corticosuprarrenales, la administracion de
quimioterapias o la irradiacion pueden producir linfocitopenia. Las dificultades de
drenaje de los linfaticos intestinales, con pérdida de linfocitos en los intestinos por
numerosas causas, se han considerado implicadas en el mecanismo de la
linfocitopenia. En los casos avanzados de linfomas no hodgkinianos y de linfoma de
Hodgkin, asi como en casos terminales de carcinoma, a menudo se observa
linfocitopenia (9).

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA): Suele ser una afeccion
infecciosa progresivamente letal, con alteraciones clinicas, hematolégicas y
serologicas caracteristicas (12,13).

Etiologia: El SIDA es un trastorno secundario a una infeccién por el virus 1 de la
inmunodeficiencia humana (VIH 1), un retrovirus RNA que es citrotropico para las
células T CD4+ y para los macréfagos. La infeccion se disemina a través de la
contaminacion por secreciones, excreciones, sangre y tejidos que contengan el virus.
Dado el efecto citrotropico de este virus para las células CD4+, existe una notable
disminucién del mimero de células T colaboradoras y un desequilibrio respecto las
células T supresoras/citotoxicas en sangre y en los tejidos linfaticos del organismo.
Como resultado, se produce una profunda depresion de la inmunidad celular,
caracterizada por infecciones debidas a diversos microorganismos oportunistas.
Inicialmente, las células B no estan afectadas y los niveles de inmunoglobulinas son
normales o estan aumentados. Sin embargo, a medida que la enfermedad progresa,
existe una frecuencia incrementada de linfoma no hodgkiniano, mds a menudo de

tipo B (Figura No. 9) (12).
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Figura No. 9. Subpoblaciones de linfocitos T, coexpresados en la activacion por
infeccién de VIH (10).

Caracteristicas hematolégicas: La anomalia hematolégica mas comun en
pacientes con SIDA es la anemia cronica y la linfopenia (80-85 por ciento de casos),
sobre todo del subgrupo T colaborador/inductor (CD4). La trombocitopenia se
produce en el 30 por ciento de casos y la neutropenia, en el 40 por ciento, a menudo
con desviacion a la izquierda. La primera suele estar mediada por mecanismos
inmunes (12).

2.7 Otros estudios
2.7.1 Valores normales o de referencia:
En Guatemala se reporta un solo estudio de subpoblaciones de leucocitos, realizado
en una poblacién no sana y con una metodologia distinta a la citometria de flujo. En
1,994, Castro realizo la determinacion cuantitativa de linfocitos CD4+ en pacientes

con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) por medio de
inmunofluorescencia, donde determin6é los recuentos de linfocitos CD4+ en 40
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pacientes VIH positivo, obteniendo una media de 1,084 linfocitos CD4+/mm cibico
(rango de 752 a 1,706 linfocitos/mm cubico) sin embargo la técnica utilizada
consume mucho tiempo y puede ser causa de grandes errores humanos (3).

A nivel internacional existen varios estudios acerca de valores normales de
subpoblaciones de linfocitos en pacientes sanos por medio de citometria de flujo
entre los que podemos mencionar el realizado por Larrea y colaboradores en 1,998,
del Hospital de Valencia, Espafia, en el que se obtuvieron recuentos de CD4+ y
CD8+ por citometria de flujo en 100 muestras de sangre periférica de donadores
observando que no hay diferencias significativas respecto a edad, sexo y origen;
ademas establecieron rangos de referencia para su laboratorio (14). En México, en
el estudio de Ortiz y colaboradores, en 1,999 se estudiaron las subpoblaciones de
linfocitos en sangre periférica de jovenes sanos, por medio de citometria de flujo,
obteniéndose los valores de CD3+ (66.9 £ 6.2; 55 a 79 por ciento), CD4+ (37.8 +
4.7; 29 a 47 por ciento), CD8+ (32.4 £ 5.9; 21 a 44 por ciento) y la relacion
CD4+/CD8+ (1.2 £ 0.3; 0.7 a 2.0 por ciento) en 25 hombres y 25 mujeres sanos
entre 20 a 30 afios de edad, obteniéndose diferencias significativas entre valores de
CD3+ y CD4+ con relacion a los publicados para caucésicos y drabes, lo que apoya
la observacion de que la raza es una variable biolégica que influye en la distribucién
de las diferentes poblaciones de linfocitos. Asi mismo, observaron diferencias entre
hombres y mujeres en los porcentajes de linfocitos T (CD3+); obteniéndose
porcentajes mayores en las mujeres (1,15). En estudios mas extensos, como el
realizado en Italia por Santagostino y colaboradores en 1,999, se determinaron
rangos de referencia de subpoblaciones de leucocitos; en este trabajo se analizaron
por citometria de flujo 1,311 muestras de adultos sanos obteniendo valores en
términos de porcentaje y niimeros absolutos de CD3 (células-T), CD19 (células-B),
CD4 (células-T ayudadoras/inductoras), CD8 (células-T citotéxicas/supresoras)
CD16 y/o CD56 (células NK) (16,17).

2.8  Metodologias para estudios linfocitarios
2.8.1 Generalidades:

En la actualidad, son de uso muy difundido los andlisis para células T yBenla
mmunologia clinica. Los leucocitos se cuentan al microscopio o por citometria de
flujo con anticuerpos especificos contra antigenos de membrana. Los anticuerpos se
conjugan a sustancias fluorescentes o a enzimas que producen reactantes. Tales
técnicas se pueden aplicar, ya sea en suspensiones frescas de sangre, médula 6sea,
productos de aféresis o en secciones de tejido (Figura No. 10) (7,18,19).

[nicialmente, las pruebas para células humanas T y B por lo general se llevaban a
cabo con suspensiones purificadas de células mononucleares. Para esto se requeria
de métodos eficaces para separarlas de los liquidos corporales y poseer reactivos
adecuados y dispositivos de deteccion sensibles (7).
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Figura No. 10. Esquematizacion de anticuerpos especificos conjugados a sustancias
fluorescentes contra los antigenos de membrana (29).

Posteriormente se desarrollaron métodos que utilizan sangre total no fraccionada.
Anticuerpos monoclonales altamente especificos contra los antigenos superficiales
de las células permiten identificar subpoblaciones linfocitarias funcionalmente
distintas. Las células se tifien con anticuerpos monoclonales conjugados con
fluorocromos y se lisan los eritrocitos. Los leucocitos residuales se cuentan por
citometria de flujo. Esta tiene las ventajas de ser mucho mas sensible, rapida y
precisa que la microscopia. Pueden valorarse cuantitativamente los datos
inmunofenotipicos en poblaciones celulares especificas (5,7).

2.9 Citometria de Flujo
2.9.1 Fundamentos de la citometria de flujo:

La citometria de flujo representa un método rapido, objetivo y cuantitativo de
analisis de células, nicleos, cromosomas, mitrocondrias u otras particulas en
suspension. El principio en el que se basa esta tecnologia es simple: hacer pasar
células u otras particulas, alineadas y de una en una por delante de un haz luminoso.
La interaccion de las células o las particulas con el rayo luminoso genera sefiales que
se llevan a los detectores adecuados. La informacion producida puede agruparse en
dos tipos fundamentales: la generada por la dispersion de la luz y la relacionada con
la emision de la luz por los fluorocromos presentes en la célula o la particula al ser
excitados por el rayo luminoso. Las sefiales luminosas detectadas se transforman en
impulsos eléctricos que se amplifican y se convierten en sefiales digitales que se
procesan por una computadora (Figura No. 11) (2).
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Figura No. 11. Esquema que representa el principio de la citometria de flujo. Las células se
hacen pasar alineadas de una en una por delante de un haz luminoso (10).

La citometria de flujo ha encontrado amplia utilidad en ciencias como la
inmunologia, la hematologia, la oncologia, la anatomia patologica y la biologia
celular. Mediante citometria de flujo son posibles los estudios del ciclo celular, el
analisis de antigenos celulares y los estudios de diversos parametros celulares como
la concentracion del Ca’" intracelular, el pH intracelular, la apoptosis y la
incorporacion de analogos de la timidina (2).

2.9.2 Fundamentos de los sistemas detectores:

Dispersion de luz: Es un proceso fisico en el que una particula (una célula)
interacciona con la luz incidente y como consecuencia de esta interaccion cambia la
direccion de la luz. Las caracteristicas celulares que contribuyen a la dispersion de
la luz son el tamafio celular, la membrana celular, el nicleo y el material granular del
interior de la célula. El contorno liso o rugoso de la superficie de la membrana y la
forma de la célula contribuyen también a la dispersion de la luz. La luz no se
dispersa igual en todas direcciones y la mayoria la hace en la direccion hacia delante.
La luz dispersada hacia delante (forward scatter, FSC) es una medida del tamafio
celular, mientras que la luz dispersada en angulo recto (side scatter, SSC) depende
de la densidad celular y la granulosidad y no del tamaiio (Figura No. 12) (2).
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Figura No. 12. Esquematizacion de dos complejos anticuerpo fuorescente-antigeno de
membrana del linfocito, pasando frente al haz luminoso, lo que causa un cambio en la
direccion de la luz (10).

Fluorescencia: Los compuestos fluorescentes absorben energia luminosa de
longitud de onda caracteristica para cada compuesto. Esta absorcion hace que suba
un electrén a un nivel energético superior. El electron excitado cae rdpidamente al
estado normal emitiendo un fotén y desprendiendo energia luminosa de una longitud
de onda mayor a la absorbida. Esta transicion radiante se denomina fluorescencia

2).
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2.9.3 Componentes de un citémetro de flujo:

Los citometros de flujo presentan una configuracion ortogonal con tres ejes
principales: el flujo de la muestra. el del rayo de luz v el de los detectores de
fluorescencia. Constan de los siguientes componentes (2):

Sistema de inyeccion de la muestra: Por medio del sistema de inyeccion las
células se transportan a una corriente de flujo hidrodinamico. Se utilizan dos tipos
fundamentales de inyeccion de muestra: sistema de presion diferencial y sistema
volumétrico. Normalmente, los citémetros de flujo poseen dos o tres velocidades
de flujo capaces de proporcionar 12, 30 6 60 mi por minuto.

Cimaras de flujo: El sistema de fluidos estd constituido basicamente por dos
compartimientos: el liquido que contiene la suspensién celular y un fluido
hidrodindmico denominado envolvente, que rodea al liquido que contiene la
muestra. La cimara de flujo constituye el centro del citémetro; ya que en ella se
genera el flujo laminar de células que posteriormente serin interceptadas por el ravo
luminoso. La velocidad de las células puede oscilar entre 1 000 y 1 000 000 por
minuto.

Fuentes de luz: Existen dos tipos principales de fuentes luminosas: los rayos laser
(argon, helio-neén o kripton) y las limparas de arco (mercurio o xendn).

Sistema Optico: La mayoria de los citémetros de flujo poseen cinco sistemas
opticos de medida: dos de dispersién de luz, uno hacia adelante y otro en dngulo
recto y tres de fluorescencia. Mediante el sistema de dispersién de luz hacia
adelante se determina el tamaiio de las células y con el de dispersion en 4ngulo recto
se determina la granulosidad celular, esto es, la complejidad interna de la célula.
Los sistemas de fluorescencia se sittian en angulo recto y mediante ellos se
determinan las células con compuestos fluorescentes (F igura No. 13).

Detectores: En la actualidad se utilizan tres tipos de detectores: fotodiodos,
fotomultiplicadores y detectores monocromaticos. En cualquiera de ellos se
generan pulsos eléctricos cuya drea, altura y anchura son directamente
proporcionales a la cantidad total de luz, a la intensidad méxima detectada yala
duracion de la sefial luminosa, respectivamente. Cada pulso o evento se inicia una
vez que la célula se asoma delante del rayo luminoso. Posteriormente. si la
velocidad es constante y la célula uniforme para las caracteristicas estudiadas. el
pulso desciende de forma simétrica hasta que desaparece la sefial sobre esta célula.

Amoplificador/Convertidor: Cada detector genera una sefial electronica, que es
proporcional a la cantidad de luz dispersada o a la intensidad de la fluorescencia.
Estas sefiales se amplifican multiplicandolas por un factor lineal o logaritmico. El
pulso amplificado se lleva a un convertidor analégico/digital que convierte la altura
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Figura No. 13. Esquema del sistema Optico de un citometro de flujo en el cual se
observan las diferentes dispersiones de luz (20).

del pico, que es analoga a la fuerza de la sefial, en una sefial digital que puede
manejarse por una computadora.

Presentacion de los datos: La informacion sobre cada célula analizada se recoge
en forma de listado numérico que contiene los resultados de todas las medidas
realizadas. En este listado numérico se acumula la informacién sobre todos los
fenémenos estudiados, conservandose de forma estricta el orden en que fueron
obtenidos. Este listado numérico puede almacenarse en soporte informético para su
analisis posterior.

Los perfiles de intensidad celular de un citémetro de flujo se presentan normalmente
en forma de histogramas de frecuencia. En el eje horizontal se representan rangos
de intensidad luminica y en el eje vertical se representa el nimero de células. Otra
forma de presentar los datos es enfrentar dos sefiales como la dispersién hacia
delante y la fluorescencia. Cada punto representa una célula especifica que muestra
su tamafio y la fluorescencia asociada. Puede relacionarse de esta forma cualquier
pareja de parametros medidos. Este tipo de representacion se denomina de puntos
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0 escategrama. Pueden realizarse también representaciones en tres dimensiones.
Los programas informaticos mas recitentes permiten incluso representar a un
espacio bidimensional mas de tres caracteristicas celulares.

Sistema informatico: El uso de programas de ordenador adecuados permite el
analisis multidimensional sensible y objetivo en cada célula. La mayoria de los
citémetro de flujo comercializados disponen de programas para el manejo de los
datos. Asimismo, los datos pueden transferirse a otros ordenadores. Para ello ha
sido fundamental la creacion de un formato estindar de almacenamiento de datos
que facilita su transferencia.

Durante la adquisicion de los datos deben seguirse tres etapas diferentes: 1) calibrar
el citémetro de flujo para la medida que se va a realizar, 2) colocar en cada fichero
la informacién que se desea almacenar y 3) medir los controles y las muestras.
Asimismo, el proceso de andlisis de los resultados debe realizarse en tres pasos
consecutivos destinados el primero a la identificacion y seleccién de los parametros
a medir, el segundo a la identificacién de subpoblaciones dentro de ellos y el tercero
a la caracterizacion de uno de los subgrupos identificados.

El andlisis de los datos obtenidos mediante citometria de flujo proporciona para
cada célula dos tipos de informacién: cualitativa y cuantitativa. Asi, cuando se
analiza en una célula la reactividad para un determinado anticuerpo monoclonal
especifico para un antigeno, se obtiene informacion sobre la presencia del marcador
en la célula y sobre su nivel de expresion (nimero de moléculas por célula).
Cuando se consideran poblaciones celulares, la citometria de flujo afiade a la
informacion anterior datos sobre la homogeneidad o heterogeneidad de las medidas.
Como consecuencia de lo expuesto, los programas informéticos permiten ademas de
visualizar directamente las poblaciones celulares, obtener informacién numérica
objetiva en forma de porcentajes, valores medios o medidas de dispersién como la
desviacién estandar y el coeficiente de variacién obtenido para los eventos
estudiados.

2.9.4 Fundamentos del separador de células:

Los citémetros de flujo separan células y elementos subcelulares con base en alguna
carateristica o combinacién de caracteristicas. Se han aplicado dos principios
diferentes para la separacion de células por citometria de flujo: métodos mecanicos
y métodos electrostaticos (2).

Separacion mediante métodos mecanicos: El aislamiento se obtiene creando
turbulencias en el flujo que inducen una interrupcion de éste. En algunos sistemas,
la interrupcion del flujo se consigue mediante una jeringa que aspira el flujo que
contiene las células deseadas. En otros, la turbulencia se crea mediante la vibracién
controlada de un transductor de cristal ultrasénico o un transductor piezoeléctrico

(2).
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Separacion mediante métodos electrostaticos: En la actualidad, la mayoria de los
citometros de flujo comerciales con posibilidad de separar células utilizan métodos
electrostaticos. En estos sistemas la cdmara de flujo se asienta sobre un cristal
piezoeléctrico que vibra en respuesta a un transductor acustico acoplado. La
vibracion del cristal se transmite a la cimara de flujo y hace que la corriente de flujo
se fragmente en gotitas un poco mas adelante del lugar de interaccién del liser. El
tiempo transcurrido entre el analisis de una célula y su inclusién en una gota (tiempo
de retraso) se hace constante al ser directamente proporcional a la distancia que
existe entre el punto de analisis y el de formacién de las gotas, siempre y cuando
permanezcan constantes la velocidad de flujo v la geometria del sistema. Si se
conoce la distancia entre el punto de anlisis y el de formacion de las gotas (tiempo
de retraso), las gotas que contienen las células que se quieren separar pueden
cargarse de forma especifica en el momento de su formacién. En los métodos de
separacion electrostaticos se puede alcanzar una velocidad de separacion hasta de |
a2 X 10° células / segundo (2).

2.9.5 Compuestos fluorescentes mas utilizados en citometria de flujo:

El uso de compuestos fluorescentes, denominados fluorocromos, en citometria de
flujo ha sido fundamental en el desarrollo de esta técnica. Los liser emiten luz
monocromatica, esto es, luz de una tnica longitud de onda, por lo que para que un
fluorocromo pueda utilizarse en citometria de flujo debe absorber luz de la longitud
de onda del ldser. Con el liser de argén se utiliza una longitud de onda de
excitacion de 488 nm, una luz de color azul a azul-verdoso. El fluorocromo debe
emitir luz a una longitud de onda lo suficientemente mayor que la longitud de onda
de excitacion, de forma que se puedan separar con filtros selectivos los dos colores
de la luz que viene de la célula, la luz dispersada a 90° y la sefial de fluorescencia.
Cuando se utilizan varios fluorocromos sus espectros de emisién deben tener un
solapamiento minimo con objeto de que puedan cuantificarse de forma separada (2,
21).

Cronolégicamente, el isotiocianato de fluoresceina (FITC) fue el primer
fluorocromo utilizado para el marcaje de anticuerpos monoclonales para su lectura
por microscopia de fluorescencia o citometria de flujo. Este fluorocromo tenia un
conjunto de ventajas que permitian su uso de forma rutinaria. Por un lado, se trata
de una molécula relativamente pequefia con una importante afinidad por las
proteinas, incluidas las inmunoglobulinas. Por otra parte, el FITC se excita con luz
azul (488 nm), lo que permite el uso de un ldser relativamente pequefio y de
mantenimiento economico. No obstante, la fluoresceina presenta algunos
inconvenientes relacionados fundamentalmente con la cuantificacion de sefiales de
fluorescencia y con la deteccion de antigenos expresados en cantidades
relativamente bajas. Asi, el FITC constituye un compuesto con propiedades de
transferencia de energia entre dos moléculas del mismo fluorocromo siempre y
cuando éstas estén suficientemente cercanas (50 A), ya que cada una de ellas seria
excitable no sélo por la fuente de luz, sino también por la luz emitida por la otra
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molécula de fluorocromo, una vez que ésta ha sido excitada por el laser. De este
modo, en el caso de utilizar anticuerpos monoclonales marcados con FITC, el
resultado final en términos de cantidad de fluorescencia no depende unicamente del
numero de fluorocromos, sino también de otras caracteristicas, como la proximidad
espacial entre ellos (2).

La ficoeritrina (PE), aunque de aparicién posterior, es sin duda ¢l fluorocromo de
mayor potencial en el inmunofenotipaje celular y de eleccién para la deteccion y
cuantificacion de antigenos concretos. Se trata de un fluorocromo muy sensible, ya
que permite la deteccion de un pequefio nimero de moléculas de antigeno, que
proporciona un cociente fluorocromo/proteina (inmunoglobulina) estable 1/1 y que
no presenta los fendémenos descritos para el FITC. Aunque la ficoeritrina se sigue
utilizando en muchos laboratorios como segundo fluorocromo, en combinacion con
el FITC, sus caracteristicas apuntan a que en un futuro pueda constituir el
fluorocromo base para el inmunofenotipaje celular (2).

La mayoria de los fluorocromos restantes empleados en el fenotipaje inmunolégico
por citometria de flujo, mas que por fluorocromos individuales estdn constituidos
por grupos de dos fluorocromos unidos entre ellos, bien de forma natural como el
PerCP, o artificalmente como la ficoeritrina-cianina 5. En los que uno de ellos se
excita primariamente con la luz del ldser y la luz que emite se absorbe en su practica
totalidad por el segundo fluorocromo, cuya emision de luz es la que se mide (2).

En el estudio inmunofenotipico por citometria de flujo se obtienen dos tipos
diferentes de informacion para cada célula y para cada marcador estudiado:
presencia o ausencia del marcador y cantidad de fluorescencia obtenida, reflejo del
namero de moléculas de antigeno (Figura No. 14) (2).

Para el estudio de 4cidos nucléicos los fluorocromos mas empleados son el yoduro
de propidio, el bromuro de etidio, el naranja de acridina, el Hoechst 33342, el
naranja de tiazol, la mitramicina y la cromomicina A3 (2).

2.9.6 Compensacion de fluorescencias:

Para la mayoria de los fluorocromos utilizados en los marcajes miiltiples con
anticuerpos monoclonales existe un cierto grado de interferencia al introducirse la
luz emitida por un fluorocromo concreto en mas de un detector de fluorescencia, ya
que los espectros de emision de los fluorocromos son relativamente amplios.
Debido a esto es necesario realizar la compensacion de fluorescencias como fase
final del proceso de calibracion del citometro de flujo (Tabla I) (2).

2.9.7 Preparacion de las muestras:

El principal requerimiento de una muestra para su analisis mediante citometria de
flujo es que sea una suspensién monodispersa. La temperaturay el tiempo de
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Figura No. 14. Espectros de absorcion y emision de los fluorocromos de uso mas comiin
en la citometria de flujo (20).

transporte y almacenamiento pueden influir sobre la viabilidad celular y la expresion
antigénica, alterando de esta manera las poblaciones celulares. Todas las muestras,
con independencia del anticoagulante empleado en su obtencion, deben mantenerse
a temperatura ambiente. Antes de su presentacion las células deben tratarse con el
fluorocromo o con los anticuerpos marcados. Para su utilizacion en aplicaciones
clinicas determinadas, se comercializan los anticuerpos marcados con los
fluorocromos adecuados (2).

Cuando sea necesario utilizar sélo células viables, las células no deben fijarse tras

completar el procedimiento de marcado. Las células muertas que contaminan la
poblacién de células vivas pueden identificarse entonces utilizando yoduro de
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propidio o monoacida de etidio. Cuando el antigeno diana se encuentra en el
citoplasma o en algin organelo subcelular, se requiere fijar y/o permeabilizar la
c€lula, no pudiendo en esta situacion estudiarse la viabilidad celular con estos
método (2).

Las técnicas mas utilizadas para disgregar los tumores s6lidos para los analisis por
citometria de flujo se dividen en dos grandes grupos: las técnicas enzimdticas que
producen suspensiones celulares y las técnicas que emplean detergentes que
proporcionan nucleos. Las prinicipales enzimas utilizadas para disgregar las células
son la tripsina, la proteasa neutra, la colagenasa, la adeneasa, la hialuronidasa y
diferentes combinaciones de estas enzimas, de acuerdo con el tipo de tejido tumoral

(2).

Como, en general, con todas las muestras que procesan los laboratorios clinicos, las
muestras para citometria de flujo deben manipularse extremando las precauciones,
ya que pueden ser potencialmente infecciosas. Los tubos o las gradillas con
salpicaduras de sangre deben lavarse y desinfectarse o desecharse. Todos los
especimenes deberan fijarse con una concentracion final de paraformaldehido al 1
por ciento durante un tiempo minimo de dos horas antes del analisis. Con este
procedimiento se inactivan la mayoria de virus patdgenos, incluido el VIH. El
personal debera utilizar guantes y mascarillas, asi como proteccién ocular mientras
manipula las muestras (2).

2.9.8 Anticuerpos:

Los anticuerpos son un reactivo fundamental en los analisis mediante citometria de
flujo. En la actualidad se comercializan una gran cantidad de anticuerpos, de forma
que para la mayoria de las aplicaciones clinicas de la citometria de flujo los
anticuerpos se adquieren directamente. Pueden utilizarse antisueros con anticuerpos
monoclonales o policlonales (2).

Anticuerpos policlonales: Para producir un antisuero especifico se inyecta el
antigeno a un animal grande (caballo, cabra), junto con un adyuvante, como el
adyuvante completo de Freund, para aumentar la inmunogenicidad. Se repite la
inyeccién varias veces para tener un animal hiperinmunizado. Se sacrifica el animal
y se obtiene la sangre que se deja coagular y se centrifuga para obtener el suero.
Posteriormente, se inactivan las proteasas y el complemento incubando el suero a
56°C durante 45 minutos (2).

La inyeccién de un antigeno induce un gran nimero de anticuerpos distintos contra
€l. Las diferentes inmunoglobulinas se producen como consecuencia de la
interaccién de diferentes clones de linfocitos B, cada uno de ellos con un receptor
especifico, para los distintos epitopos del antigeno. Por eso el antisuero se llama
policlonal. La cantidad relativa de cada inmunoglobulina diferente en un antisuero
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policlonal depende de la ruta de inoculaciéon del antigeno, la especie y la raza
inoculada, asi como de los adyuvantes utilizados y la frecuencia de la inoculacion

().

Los anticuerpos policlonales pueden purificarse para eliminar los interferentes
mediante  diversas técnicas, principalmente precipitacion fraccionada v
cromatografia (2).

Anticuerpos monoclonales: La produccion de anticuerpos monoclonales descansa
en la fusion de linfocitos B con células de mieloma para dar un hibridoma inmortal
que segrege un unico tipo de anticuerpo. Este proceso depende del origen de los
linfocitos B de un huésped inmunizado, una célula de mieloma de fusion adecuada y
una prueba de rastreo eficaz para seleccionar los clones hibridos productores de los
anticuerpos deseados (2).

Para producir un anticuerpo monoclonal se inmuniza el animal con el antigeno
mediante dosis sucesivas de éste durante varias semanas, se sacrifica el animal y se
extrae el bazo o los ganglios linfiticos, a partir de los cuales se obtienen los
linfocitos B sensibilizados. Posteriormente, se incuban durante unos minutos los
linfocitos B con células de mieloma de ratén deficitarias de la enzima hipoxantina-
guanina fosforribosil transferasa (HGPTR) en presencia de poletilenglicol (PEG),
para producir la fusion celular y dar lugar al hibridoma. El PEG induce Ia fusion de
la membrana celular por la formacion de agregados al aproximarse zonas grandes de
la membrana. Las bicapas lipidicas interaccionan con la célula adyacente,
permitiendo la fusion por una interaccion lipido-lipido con la formacion de pequefios
puentes citoplismicos. El PEG induce cambios de la permeabilidad de la
membrana, lo que hincha las células y foma células esféricas fusionadas con dos o
mas ntcleos (2).

La mezcla de fusion se siembra en recipientes de cultivo que contienen medio HTA
(hipoxantina, aminopterina, timidina) que permite el crecimiento de las células
fusionadas. Los linfocitos B y los linfocitos B fusionados entre ellos mueren pronto
in vitro. Las células de mieloma y las células de mieloma fusionadas entre ellas
mueren también envenenadas por la aminopterina en el medio HTA, ya que carecen
de la enzima HGPTR. Sélo sobreviven los hibridomas, ya que las células de
mieloma confieren al hibrido su capacidad de crecimiento in vitro y los linfocitos B
contribuyen con la enzima HGPTR, esencial para el crecimiento en el medio HTA.
Tras un periodo de 10-14 dias de cultivo sélo sobreviven los hibridomas (2).

En este momento se tiene un conjunto de células hibridas que producen diferentes
tipos de anticuerpos especificos contra el antigeno. Para aislar los clones adecuados
se diluye el cultivo y se distribuye en los pocillos de una placa de microtitulacion, de
forma que cada pocillo contenga un hibridoma diferente. Se cultivan los clones
suplementando el medio con células como los macréfagos. Cuando los clones han
crecido suficientemente se analiza el tipo de inmunoglobulina que producen con
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relacién a sus caracteristicas antigénicas frente a su antigeno especifico. También
puede diluirse el cultivo y sembrar los hibridos en agar, de forma que pueden
observarse las colonias y aspirar con una pipeta los diferentes clones. Estos clones
se incuban en placas de microtitulacion para que proliferen, y posteriormente se
analiza el tipo especifico de inmunoglobulina que producen (2).

Una vez identificados los pocillos con los clones adecuados, se diluyen y se
subclonan para obtener un tnico hibridoma productor de anticuerpo. Se selecciona
el clon que segrega el anticuerpo con el mayor titulo con la especificidad adecuada.
Para citometria de flujo. se recomienda que esta segunda seleccién se realice por
inmunocitometria de forma que el anticuerpo seleccionado sea el que mejor
funcione con esta técnica (2).

El aislamiento del anticuerpo del medio de cultivo se realiza por fraccionamiento
salino, seguido de cromatografia de intercambio ionico y cromatografia de tamizado
molecular. También puede emplearse cromatografia de afinidad para purificar y
concentrar los anticuerpos monoclonales en un solo paso (2).

2.9.9 Parametros de eficacia de los citometros de flujo:

El funcionamiento de un citémetro de flujo esta caracterizado por los siguientes
parametros: sensibilidad, resolucion y velocidad de medida (2).

Sensibilidad: Con relacion a la fluorescencia, la sensibilidad puede expresarse
como el niimero minimo de moléculas de fluorocromo por célula que puede medirse
con una determinada precision (resolucion); para la dispersion de luz, la particula
mas pequefia de un determinado indice de refraccion que puede medirse con esa
precisién. La sensibilidad depende de: la intensidad de excitacién, el tiempo que
pasa la célula por el foco de excitacidn, la apertura numérica eficaz del sistema
optico de recogida de fluorescencia/dispersion de luz, la transmisién de la ruta de
fluorescencia/dispersion de luz, la sensibilidad del detector, el ruido y el
solapamiento entre la longitud de onda de excitacién y del espectro de absorcién del
colorante (2).

Resolucion: La resolucion se expresa normalmente en forma de coeficiente de
variacion (CV), esto es, la desviacion estandar relativa de la sefial producida por
células o particulas idénticas. La resolucion esta limitada principalmente por tres
factores: la estabilidad de la fuente de luz de excitacion, la anchura y estabilidad del
flujo de muestra y la intensidad de la sefial y la luminiscencia de fondo, que
determina el ruido en la deteccion de luz (2).

Velocidad de medida: En los citémetros de flujo de fuentes de luz laser, la
maxima velocidad de medida es de 5 000 células por segundo, mientras que en los
aparatos de ldmparas de arco la velocidad maxima de medida es de 1 000 células
por segundo (2).
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2.9.10 Garantia de la calidad:

Como en todas las técnicas analiticas, para proporcionar unos buenos resultados es
fundamental un adecuado programa de garantia de la calidad (2).

El control de la calidad implica la optimizacion del analisis de forma que las células
idénticas den los mismos resultados en una muestra, en distintas muestras en un
mismo dia, y dia a dia en un laboratorio, asi como en distintos laboratorios (2).

Un estandar es un material estable que tiene o se le puede asignar valores de
intensidad de fluorescencia o de dispersion de luz. Los estdndares se utilizan para
optimizar y/o calibrar los citometros de flujo. Como estdndares se utilizan, por
ejemplo, microesferas que tienen un numero conocido de fluorocromos por
microesfera, o microesferas que tienen un nimero desconocido pero estable de
moléculas de fluorocromo a las que se puede asignar un valor de fluorescencia (2).

Un control es un material que proporciona un resuitado esperado, aunque puede
carecer de la estabilidad a largo plazo o del valor asignado requeridos por un
estandar. Los controles pueden ser positivos o negativos y se utilizan para
comprobar los reactivos y/o los métodos que preparacion celular. Para el control de
la calidad se emplean especimenes de control, tanto biolégicos como no biolégicos.
Un control utilizado con frecuencia para los analisis inmunofluorimétricos es sangre
de un donante normal (2).

Calibraciéon: La calibracion del citometro de flujo garantiza la optimizacién de la
recogida de la sefial 6ptica y el funcionamiento global de la electrénica del aparato.
En la citometria de flujo la calibraciéon es el proceso por el cual se enfoca
opticamente el ldser y se mide su potencia utilizando particulas de latex. Las
microesferas fluorescentes estandarizadas son la forma mas conveniente de evaluar
los parametros del aparato. Se comercializan microesferas estindares con tamafios
y rangos desde menos de 1 um a mayores de 100 um con diversas intensidades de
fluorescencia (2).

Estandarizacién: Proporciona una valoracién mas detallada del funcionamiento
del aparato y la seguridad de que las particulas estandarizadas para diversos
parametros producen resultados estadisticamente consistentes. Los parametros que
se valoran durante la estandarizacion del aparato incluyen la amplificacion de la
sefial logaritmica y lineal, la compensacion del color, la resolucion y sensibilidad y la
cuantificacion de fluorescencia (2).
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IIT JUSTIFICACIONES

Existen subseries de linfocitos T para las cuales se han identificado claramente correlaciones
funcionales. De entre todas estas subseries, las que poseen quizad mayor importancia biologica
son aquellas que tienen marcadores CD4, pero carecen de CD8 (linfocitos CD4+), asi como las
células T que poseen las caracteristicas superficiales contrarias (linfocitos CD8+) (5,8). Estos
antigenos de superficie se pueden identificar por medio de anticuerpos monoclonales
conjugados con diferentes fluorocromos, los cuales se analizan por medio de citometria de
flujo. Esta metodologia es la que presenta mayores ventajas en cuanto a tiempo, precision y
especificidad para la determinacién de estas subpoblaciones.

La determinacién de las subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+ aportan datos para
conocer el estado inmunoldgico de un paciente, para realizar prondstico del desarrollo de una
enfermedad, para decidir terapias y para dar seguimiento a pacientes con enfermedades
autoinmunes o con inmunodeficiencias. Por ejemplo, el progreso de la enfermedad por
infeccién con el VIH ocurre con una disminucién paulatina de los linfocitos CD4+; el
tratamiento de estos pacientes se realiza con distintos protocolos, que se deciden de acuerdo a
los niveles de esta subpoblacién (1,2).

Las subpoblaciones CD4+ y CD8+ en pacientes sanos pueden variar de acuerdo a la edad, sexo
y raza. Por lo anterior, se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores
normales, o que al menos, se tengan referencias de una poblacién similar, para que asi la
evaluacién de las subpoblaciones de linfocitos proporcione informacién valida en relacién a los
cambios o alteraciones en diferentes condiciones, y pueda ser de utilidad en la clinica.

Por lo tanto es importante determinar los valores de linfocitos CD4+ y CD8+ en una poblacién

de adultos sanos de ambos sexos como la que conforma un grupo de donadores que acuden a
un banco de sangre del pais.
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IV OBJETIVOS

4.1 General

Determinar los valores de linfocitos CD4+ y CD8+ en una poblacion de donadores que
acuden al Banco de Sangre del Hospital General de Enfermedades IGSS.

4.2 Especificos

- Cuantificar el nimero de linfocitos CD4+ y CD8+ (células/ul) en muestras de sangre
periférica de 70 donadores (35 hombres y 35 mujeres) de la poblacion indicada.

- Deteminar si existe diferencia significativa en los valores de linfocitos CD4+ y CD8+ en
funcién del sexo.

- Establecer si hay diferencia entre los valores de linfocitos CD4+ y CD8+ de la poblacién
estudiada y los reportados para otros paises y grupos raciales.
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V HIPOTESIS
El objetivo general del presente trabajo no permite considerar una hipétesis, debido a que es un
estudio descriptivo.

El anlisis de los resultados, segtin los objetivos especificos, permite plantear las dos hipotesis
siguientes:

- No existe diferencia significativa entre los valores de linfocitos CD4+ y CD8+ de hombres y
mujeres.

- No existe entrecruzamiento entre los valores de linfocitos CD4+ y CD8+ de la poblacion
estudiada y los reportados para poblaciones de mexicanos, caucasicos y drabes.

33




"Determinacion de valores de linfocitos CD4+ y CD8+ por citometria de flujo en poblacion Karla Mejia Bonifazi
de donadores que acuden al Banco de Sangre del Hospital General de Enfermedades IGSS”

VI MATERIALES Y METODOS

6.1 Universo de trabajo

Donadores que acuden al Banco de Sangre del Hospital General de Enfermedades IGSS.

6.2 Muestra

70 donadores que acudieron al Banco de Sangre del Hospital General de Enfermedades
IGSS entre los meses de marzo y abril de 2000.

6.3 Medios
6.3.1 Recursos Humanos:
Tesista: Br. Karla Mejia Bonifazi
Asesora: Licda. Glenda Escalante de Ramirez
Colaboradores: Licda. Melissa de Knoepffler
Licda. Marlene de Mazariegos
Licda. Ely Ocafia

6.3.2

6.3.3

Dr. Renan Acevedo. PhD.
Lic. César Zamora

Recursos Institucionales:

Hospital General de Enfermedades del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social
(Banco de Sangre y Laboratorio Clinico)

Recursos Materiales:

Reactivos:

1 galén de cloro comercial

1 litro de agua tridestilada

2 kits de reactivo Tritest CD3 FITC/ CD4 PE/ CD45 PerCP con tubos Trucount
(21)

2 kits de reactivo Tritest CD3 FITC/ CD8 PE/ CD45 PerCP con tubos Trucount
(21)

1 kit de particulas de calibracion (Unlabeled, FITC, PE, PerCP) (21)

1 kit de controles Tritest (alto, medio y bajo ) (21)

5 galones de liquido de revestimiento (Sheat Fluid) (21)

100 mL de solucion lisante Facs Lysing Solution 10X

1 galén de alcohol al 70 por ciento
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Materiales:

2 libra de algodon

100 agujas vacutainer 23 1/2

1 capuchon para tubo vacutainer

1 ligadura

100 tubos vacutainer con anticoagulante (EDTA)
3 gradillas

3 portatips

500 tips blancos (50ul)

500 tips azules (100-1,000 ul)

500 tips amarillos (5-100 ul)

3 rollos de papel mayordomo

3 cajas de guantes

1 rollo de maskin tape

1 lapicero

1 lapiz

1 cuaderno de 100 hojas empastado

1 bata

1 descartador de agujas desechable
250 tubos falcon de 12 x 75 mm con tapén (21)
1000 hojas de papel bond tamario carta
1 cartucho de inyeccion de colores

1 cartucho de inyeccion blanco y negro

Equipo:

1 calculadora

1 pipeta de 50 ul

1 pipeta de 20 ul

1 pipeta de 450 ul

1 agitador vortex

1 mezclador hematolégico de muestras

Sistema de citometria de flujo compuesto por un citémetro de flujo Becton
Dickinson modelo FACSCalibur serie E2890 de cuatro colores (FITC, PE. PerCP,
APC), con computadora Apple iMac G3 con zip drive, los programas FACSComp
version 2.0 y MultiSET e impresora HP DeskJet 970Cxi.

6.4 Procedimiento:
6.4.1 Disefio de la investigacion:
Tipo de Estudio: Observacional, transversal y descriptivo.

Nimero de muestra: Utilizando como niimero de poblacién total, el mimero de
donadores que acudieron mensualmente (300) al banco de sangre del IGSS durante
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1999, se calcul6 el nimero minimo de muestras a colectarse n= 35, utilizando la
siguiente formula:

-
-

N*g

[(N-1) *A?/ 2]+ &°
en donde
N: Numero de poblacién 300

o: Desviacion Estandar %CD4+: 4.7 (1)
%CD8+: 5.9 (1)

A: Limite de error CD4+: 1.91% (error estandar) (22)
CD8+: 4.54% (error estandar) (23)
z: Confiabilidad 99% 2.575

Criterios de inclusion/exclusion: Los establecidos segin protocolo del Banco de
Sangre del IGSS para aceptar o rechazar a un donador (Anexo No. 1).

Diseiio de muestreo: Por conveniencia; a partir de la fecha del inicio del estudio se
tomaron muestras de sangre de todos los pacientes que cumplieron los criterios de
inclusion, hasta completar 35 muestras de hombres y 35 de mujeres.

Diseiio estadistico: Se calculé la media (X), desviacién estindar (DS), intervalos
al 95 % (X + 1.96 DS) del total del grupo muestral, asi como de los subgrupos
hombres y mujeres.

Para establecer si existian diferencias entre los valores para hombres y mujeres, se
realizé la prueba de t de Student.

Para comparar los resultados obtenidos y los reportados para otros paises y grupos
raciales, se calcularon los intervalos de confianza (IC), X + (z) (DS / ¥n), utilizando
un valor de z = 1.96, que corresponde a un nivel de confianza (y) igual a 95 %.

6.4.2 Procedimiento:

Seleccion de donadores:

. ¢ Se realiz6 la entrevista de rutina a las personas que acudieron al Banco de
Sangre del Hospital General de Enferemedades del IGSS durante el tiempo del
estudio, utilizando el formulario oficial del Banco de Sangre (Anexo No. 2%
Durante la entrevista se informé del estudio y se solicitd el consentimiento para
ser incluidos, lo cual quedé consignado en el formulario mencionado.

* Se extrajo una muestra de sangre venosa para realizarle el panel de 24 pruebas
de laboratorio, establecido en el banco de sangre referido. Las personas que
segun estos criterios fueron aceptados como donadores se incluyeron en el
presente estudio.
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Colecta de la muestra:

e Se extrajo a los donadores 2.5 ml de sangre venosa segun la técnica usual, la
cual se colecté en un tubo vacutainer que contenia 100 ul de una solucion de
K;EDTA.

* La muestra se procesé inmediatamente después de su recoleccion; en caso de
que esto no fuera posible, ésta se almacené por no mas de 24 horas a
temperatura ambiente (20° - 25°C). (20,24)

6.4.3 Citometria de flujo (25):

Calibracion del citometro (26,27):

* Se prepar6é dos tubos rotulados. uno para el ajuste de los fotomultiplicadores
PMTs (tubo A) y el segundo para compensar las fluorescencias y la sensibilidad
del instrumento.

e Al tubo A se agregd 1 ml del liquido de revestimiento y 50 ul del reactivo de
particulas sin marcar, se mezclé durante 30 segundos con el agitador vortex.

e Al tubo B se agreg6 3 ml del liquido de revestimiento, 50 ul del reactivo de
particulas sin marcar, 50 ul de cada uno de los siguientes reactivos: FITC, PE v
PerCP, se mezclé durante 30 segundos con el agitador vortex.

e Se introdujo en el citémetro suscesivamente las mezclas de los tubos A y B,
utilizando el software FACSComp version 2.0 para medir el voltage de los
fotomultiplicadores PMTs (tubo A), los valores de compensacién y los umbrales
de la fluorescencia. Con estos valores se optimizaron los ajustes del equipo para
cada programa de conteo, CD4+ y CD8+, respectivamente (Anexo No. 3).

Procesamiento de la muestra (22,23):

e Se agitd la muestra a analizar por un minimo de 30 minutos mediante el
mezclador hematolégico.

e En un tubo TruCOUNT rotulado se agregé 20 ul del anticuerpo monoclonal
apropiado (reactivo CD3/CD4/CD45 para el conteo de CD4+ 6 reactivo
CD3/CD8/CD45 para el conteo de CD8+) justo por encima del retenedor de
acero inoxidable. Se tuvo cuidado de no tocar el sedimento.

e Al tubo anterior se le agregé exactamente 50 ul de muestra dejandola resbalar
por las paredes, justo por encima del retenedor. La exactitud es critica, por lo
que se utilizé una pipeta electrénica.

* Se tapd el tubo y se mezclo suavemente durante 30 segundos con el agitador
vortex. Se incubd 15 minutos en la obscuridad a temperatura ambiente (20° -
257°C).

Después de la incubacion se agreg6 450 ul de solucion lisante diluida 1:10.

e EI tubo tapado se mezclo nuevamente durante 30 segundos con el agitador
vortex y se incubé 15 minutos en la obscuridad a temperatura ambiente (20° -
25°C).

e Se introdujo la muestra procesada al citometro previamente calibrado con el
procedimiento descrito anteriormente para proceder al conteo de células. El
conteo se realizé inmediatamente después de procesar la muestra, en los casos
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en que esto no fue posible, la muestra procesada se almacené hasta por un
maximo de 24 horas a temperatura ambiente (20° - 25°C) (Anexo No. 4).

Preparacion de controles (28):

Previo a proceder al conteo de células en las muestras, se analizaron diariamente

muestras controles para verificar que la calibracion fuera la adecuada. Para

preparar estos controles se utilizo una muestras de sangre entera, la cual fue tratada
de la siguiente manera:

e Se procesaron tres alicuotas de una misma muestra como se describié
anteriormente, al final del procedimiento, a cada una de ellas se le agregé 50 ul
del reactivo control TruCOUNT bajo, medio y alto, respectivamente. Con este
procedimiento se generaron muestras de tres distintas cantidades de
microesferas: baja (47.7 + 8.5), media (240.9 = 14.7) y alta (976.7 + 44.6).

» Estas muestras controles se introdujeron al citémetro previamente calibrado,
para proceder a su conteo. Las muestran se analizaron antes de las 8 horas
después de su preparacion (Ver anexo No. 5).

Conteo de células (25):

¢ Las muestras o los controles debidamente procesados, se hicieron pasar por la
celda de lectura del citémetro ajustado con las condiciones 6ptimas. Fl
citémetro realiz6 la adquisicion electronica de datos.

» Los datos adquiridos por el citdmetro fueron procesados mediante el programa
MultiSET ajustado con el valor del nimero de microesferas de los tubos
TruCOUNT, el cual varié con el ntiimero de lote y ntiimero de perlas de control.

* Los resultados de la concentracién de CD4+ y CD8+ expresados como nimero
de células por microlitro y porcentaje en relacién al nimero de células blancas
totales, fueron reportados de la forma en que se muestra en el anexo No. 4.

6.4.4 Tabulacién de Resultados:

Con los resultados obtenidos se elaboraron dos tablas, una para hombres y otra para
mujeres, que incluyen las siguientes columnas:

Nuimero

Edad

Valor de linfocitos CD4+ (células/ul y porcentaje en relacion al total de linfocitos)
Valor de linfocitos CD8+ (células/ul y porcentaje en relacién al total de linfocitos)
Valor de la relacion CD4+/CD8+

6.4.5 Andlisis de Resultados:
Se calculé la media (X), desviacién estandar (DS), intervalos al 95 % (X £1.96 DS)
del total del grupo muestral, asi como de los subgrupos hombres y mujeres. Asi

mismo, se llevd a cabo el andlisis estadistico considerado en el disefio de la
investigacion. Para el analisis de resultados se utilizo el programa STATA 6.0.
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VII RESULTADOS

Se estudi6 un total de 70 muestras de personas comprendidas entre 19 y 45 afios (X + DS =
29.8 £ 7.1 afios). El rango de edad de los 35 hombres oscilé entre 19 y 42 afios (27.4 = 5.8
afios) y el de las 35 mujeres entre 20 y 45 afios (32.2 = 7.5 aiios). Todas las personas incluidas
en el estudio cumplieron con los criterios de inclusion y dieron su consentimiento.

Las muestras fueron trasladadas inmediatamente al Laboratorio Clinico del Hospital en donde
fueron procesadas y analizadas en el citometro, siguiendo el procedimiento descrito en la
seccion 6.4.3 de Materiales y Métodos.

Los resultados de la determinacion realizada en el citémetro fueron reportados para linfocitos T
ayudadores/inductores (CD4+) y linfocitos T supresores/citotoxicos (CD8+) como cantidad de
células por microlitro (cel/ul) y como el porcentaje de las subpoblaciones en relacion al total de
linfocitos en la muestra (% CD4+ y % CD8+, respectivamente). En la tabla IT se muestran los
resultados de la determinacién de linfocitos CD4+, CD8+ y el cdlculo de la relacion
CD4+/CD8+ para el total del grupo muestreado. El valor de linfocitos CD4+ fue de 897 = 246
con intervalo de 415 a 1378, para linfocitos CD8+ de 602 + 235 con intervalo de 142 a 1063 y
para la relacién CD4+/CD8+ de 1.7 + 0.6 con intervalo de 0.4 a 2.9.

Tabla II. Valores de las subpoblaciones de linfocitos CD4+, CD8+ (cel/ul y %) y la relacion
CD4+/CD8+ en una poblacion de donadores (n = 70) que acuden al Banco de Sangre del
Hospital General de Enfermedades IGSS

Tipo Celular Media DS Intervalo 95% Media DS  Intervalo 95 %
(cel/ul) (%)

CD4+ 897 246 415-1378 38.5 6.5 25.8-51.2

CD8+ 602 235 142 - 1063 2.7 7.1 11.8-39.6

CD4+/CD8+ * 1.7 0.6 04-29 - - -

* Valores CD4+/CD8+ en % no aparecen en la tabla ya que son idénticos a los calculados usando cel/ul
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En la tabla IIT se presentan los valores para los subgrupos hombres y mujeres, asi mismo, se
indica si existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de hombres y
mujeres. El valor para linfocitos CD4+ (cel/ul) en hombres fue de 841 + 197 con intervalo de
454 a 1227 (como intervalo al 95 % = X + 1.96 DS), en mujeres de 953 + 274 con intervalo de
415 a 1491. El valor para linfocitos CD8+ (cel/ul) en hombres fue de 637 + 267 con intervalo
de 113 a 1160, en mujeres de 568 + 192 con intervalo de 192 a 944. El analisis de los
resultados mediante la prueba de t de Student permitié establecer que la relacion CD4+/CD8+
para mujeres fue mayor que para los hombres (P < 0.014), mientras que no existio diferencia
significativa entre los valores de linfocitos CD4+ (P < 0.091) y CD8+ (P < 0.180). Los valores
para cada uno de los donantes incluidos en el estudio se presentan en los anexos No. 6 y No. 7.

Tabla IT1. Valores de las subpoblaciones de linfocitos CD4+, CD8+ (cel/ul y %) y la relacion
CD4+/CD8+ de los subgrupos hombres (n = 35) y mujeres (n = 35) de una poblacién de
donadores que acuden al Banco de Sangre del Hospital General de Enfermedades IGSS

Tipo celular Hombres Mujeres Diferencia**
Media DS Media DS Media DS Media DS (P <0.05)
(cel/ul) (%) (cel/ul) (%)

CD4+ 841 197 364 59 953 274 406 72 Ns

CD8+ 637 267 267 67 568 192 247 6.4 Ns

CD4+/CD8+* 1.5 0.6 - - 1.8 0.7 - - S

* Valores CD4+/CD8+ en % no aparecen en la tabla ya que son idénticos a los calculados usando cel/ul
** s: existe diferencia significativa, ns: no existe diferencia significativa
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VIII DISCUSION DE RESULTADOS

Los valores de linfocitos CD4+ y CD8+ son muy utiles para evaluar el estado inmunol6gico de
un individuo y para dar seguimiento al desarrollo de ciertas enfermedades. Por lo anterior cada
dia se obtiene mayor informacion en relacion a la funcion de las diferentes poblaciones de
linfocitos, lo que ha permitido conocer mejor sus interacciones e identificar nuevos marcadores
con valor diagndstico y pronéstico. Para poder establecer con exactitud cuando un paciente
tiene recuentos anormales de estos linfocitos es indispensable disponer de valores de una
poblacion sana, los cuales pueden se usados como una referencia (30-34).

Por aparte, cuando una metodologia como la citometria de flujo se estd implementando en un
laboratorio institucional para dar seguimiento a pacientes con enfermedades inmunolégicas, es
frecuente obtener valores bajos en los recuentos linfocitarios. Esta metodologia fue
implementada en el Laboratorio del Hospital de Enfermedades IGSS para dar seguimiento a
pacientes con SIDA, durante los primeros anlisis se obtuvieron frecuentemente conteos muy
bajos, incluso de 4 cel CD4+/ul. Valores de esta magnitud causan dudas sobre el adecuado
manejo y procesamiento de la muestra, asi como del buen funcionamiento y manejo del equipo
y programas de computaciéon. Por esta razon es recomendable hacer estudios con personas
sanas con el fin de establecer los intervalos de referencia para el laboratorio. Los dos aspectos
mencionados anteriormente motivaron la realizacién de este estudio.

La presente investigacion tuvo como propésito generar datos sobre los valores de las
subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+ de una poblacién adulta sana de Guatemala, para
establecer los valores de referencia del laboratorio donde se realizé el estudio y proporcionar
alguna referencia para la poblacion guatemalteca. Para promover uniformidad entre los
diferentes laboratorios al establecer sus intervalos de referencia, varios autores como McCoy y
Overton en 1994 han recomendado hacer especial énfasis en incluir una descripcién clara de las
variables biolégicas (edad, sexo, raza) y de las técnicas empleadas; también se considera de
importancia que los datos sean presentados en un formato uniforme, para que puedan ser
analizados por otros investigadores interesados (35). Todas estas consideraciones se discuten a
continuacion.

Para lograr cierta homogeneidad en el estado de salud y el factor biolégico edad en los sujetos
incluidos en el presente estudio, se aproveché la afluencia de donadores que asistieron
voluntariamente al Banco de Sangre del Hospital General de Enfermedades IGSS. Las 70
personas estudiadas poseen caracteristicas similares en cuanto al estado de salud, ya que todas
ellas cumplieron satisfactoriamente con las pruebas que el Banco de Sangre realiza para aceptar
a los donadores. La edad estaba comprendida entre los 19 y 45 afios, por lo que representan
una poblacion de adultos jovenes. Debido a que el género también es otra fuente de
variabilidad, la muestra se integré con igual niimero de hombres y mujeres (n = 35); en general
las mujeres eran mayores que los hombres (medias de 32 y 27 afios, respectivamente), sus
edades estaban mas dispersas (desviaciones estandar de 5.8 vrs 7.5 afios) y distribuidas en un
rango mayor (20-45 vrs. 19-42). A pesar de no haber realizado un estudio al respecto, fue
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posible apreciar que todos los donadores pertenecian a la clase media y presentaban un estado
nutricional adecuado. Ninguno de los participantes era de raza negra, oriental o caucasica. por
lo que el grupo se puede considerar como representativo de la poblacion mestiza de Guatemala.
En su mayoria, los participantes eran originarios de la ciudad capital pero también se incluveron
personas originarias de los municipios de Mixco, Amatitlan, Escuintla y Chimaltenango, entre
otros. Aunque el mimero de muestra es relativamente reducido se puede considerar
representativo; Reichert y colaboradores en 1991 demostraron que con una muestra integrada
por 50 individuos se pueden establecer de manera confiable los intervalos de referencia de
subpoblaciones linfocitaras (36).

Dentro de las variables técnicas consideradas en este estudio se pueden mencionar: ei método
de preparacion de las células, el anticoagulante empleado y las caracteristicas de los anticuerpos
utilizados. El método empleado esta estandarizado para sangre completa, colectada con EDTA
como anticoagulante, la cual se lisa posteriormente. Se utilizan para el mismo tres anticuerpos
monoclonales comerciales, cada uno de ellos conjugado con un fluorocromo distinto. Para la
determinacion de linfocitos T se emplea un anticuerpo anti CD3 conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC), para los linfocitos T ayudadores/inductores un anti CD4 con ficoeritrina
(PE) o en el caso de los linfocitos T citotoxicos/supresores un anti CD8 con PE y para los
linfocitos totales un anti CD45 con peridina clorofil proteina (PerCP). El uso de anticuerpos
monoclonales con tres fluorocromos distintos permite obtener simuitdneamente la lectura de
tres parametros diferentes, con lo que se conoce con exactitud la identidad celular. Esto
permitié excluir los monocitos que también expresan el antigeno CD4 pero no el CD3 v las
c€lulas asesinas naturales (NK) que expresan CD8 pero no el CD3.

El anilisis de las lecturas de fluorescencia de los anticuerpos conjugados descritos, fue
realizado por medio de un programa de computacion (FACSMultiSET) que genera algoritmos
como los que se muestran en el anexo No. 5. El algoritmo o grafica generada con las
fluorescencias del anticuerpo anti CD45 conjugado con PerCP (CD45-PerCP) en el eje X vy la
granularidad celular (SSC-H) en el eje Y, permite localizar con precisién una region que
representa la poblacién de linfocitos. Con la grafica CD3-FITC vrs. CD4-PE, se determinan las
subpoblaciones de linfocitos T y de linfocitos T ayudadores/inductores (CD4+); con CD3-FITC
vis. CD8-PE, se determinan las subpoblaciones de linfocitos T y de linfocitos T
citotoxicos/supresores (CD8+). Con la grafica CD3-FITC vrs. SSC-H, se identifican las
subpoblaciones de linfocitos T CD4+CD3+ y el resto de linfocitos (CD3-CD4-). El programa
mencionado realiza recuentos a partir de las graficas descritas y reporta los resultados de la
siguiente manera: conteo absoluto de linfocitos CD4+ (cél/ul), conteo absoluto de CD8+
(cel/ul), porcentaje de la subpoblacion CD4+ en relacion al nimero total de linfocitos (%CD4+)
y porcentaje de la subpoblacion CD8+ en relacion al niumero total de linfocitos (%CD8+) (23).
El valor absoluto (cel/ul) facilita al médico la interpretacién de los resultados y a tomar
decisiones sobre el tratamiento, mientras que los resultados expresados como porcentaje de
células permite la comparacion con los valores disponibles en la literatura; por esta razén los
resultados obtenidos en esta investigacion se presentan en los dos formatos mencionados.

Las probables fuentes de error para la técnica empleada pueden ser: el manejo inadecuado de la
muestra, los errores humanos de pipeteo y la calibracion inadecuada del sistema 6ptico del
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citometro. Para evitar problemas debido a destruccion celular, las muestras fueron procesadas
dentro de las 24 horas siguientes a su toma, mantenidas en la oscunidad y a temperatura
ambiente, ya que muestras expuestas a la luz o refrigeradas previamente a su tincion producen
resultados erréneos (22, 23). También se evité usar muestras con hemolisis, siguiendo las
recomendaciones del fabricante de los reactivos. Para evitar errores durante la adicion de los
reactivos se utilizé la técnica del pipeteo inverso, asi como la agitacion vortex de reactivos y
muestras antes del pipeteo, para permitir una mezcla homogenea. La agitacion vortex se
repitid continuamente entre cada una de las etapas del procesamiento. EI no cumplir
estrictamente con la agitacion vortex, es una de las principales fuentes de error humano.

En cuanto a las fuentes de error instrumentales se puede mencionar la mala calibracién del
sistema Optico, especialmente en relacion a los fotomultiplicadores y compensaciones de
fluorescencia. Para evitar esta fuente de error, previamente al analisis de las muestras tefiidas,
se realizd un ajuste automdtico del citometro colocando microesferas que contenian los
distintos fluorocromos utilizados en el analisis de las muestras. El citémetro empleado (Becton
Dickinson modelo FACSCalibur serie E2890) estd controlado por un programa de
computacién (FACSComp. version 2.0), el cual realiza automaticamente los ajustes del voltaje
del tubo fotomultiplicador. la compensacion de las fluorescencias y la sensibilidad del test. Los
valores que el programa asigna automaticamente, pueden ser posteriormente optimizados
manualmente. Si alguno de los valores esta fuera de los rangos con los que opera el equipo, al
cargar el programa de computaciéon para el analisis de las muestras aparece una "sefial de
error"; en ese caso se debe repetir el ajuste del aparato. EIl ajuste se realiz6 cada vez que se
analizaron muestras. Una vez realizada la calibracion, se procedié al andlisis de muestras
controles a las que, una vez procesadas, se les agregaba cantidades conocidas (baja = 47.7 =
8.5, media = 240.9 = 14.7 y alta = 976.7 = 44.6) de microesferas de control. Los conteos
absolutos para las microesferas de control debian estar dentro del rango especificado por el
fabricante para el lote utilizado. Si los valores obtenidos para los controles estaban fuera de los
rangos, el software que controla el equipo emitié automaticamente un mensaje que indicaba
que el control de calidad estaba fuera de rango.

Cuando la determinacion de las subpoblaciones linfocitarias se realiza por citometria de flujo,
usando los procedimientos, reactivos, controles de calidad y el equipo descritos en este trabajo,
el método es lineal para concentraciones de linfocitos CD4+ en el rango de 68 a 7200 cel/ul y
para CD8+ en el rango de 43 a 3900 cel/ul, en ambos casos cuando la concentracion total de
linfocitos estd entre 200 y 16700 cel/ul. La reproducibilidad del método es alta, con
coeficientes de variacion de 1.9 % (CV = 100 DS/X) para CD4+ y 4.5 % para CD8+. Lo
anterior indica que los resultados obtenidos son confiables (22, 23).

Los resuitados obtenidos para la poblacion estudiada indican que los valores de linfocitos
CD4+ estan dentro del intervalo de 415 a 1378 cel/ul o de 26 a 51 %, cuando se expresan
como porcentaje en relacion al total de linfocitos y los valores de linfocitos CD8+ en el
intervalo de 142 a 1063 cel/ul 0 12 a 40 %. El intervalo de la relacion CD4+/CD8+ fue de 0.4
a2.9. Los hombres presentaron valores menores que las mujeres para linfocitos CD4+, pero
mayores para los linfocitos CD8+, en ambos casos estas diferencias no fueron significativas
estadisticamente. Sin embargo, al realizar la division CD4+/CD8+, los valores mayores de
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CD4+ y menores de CD8+ hacen que estas diferencias en los valores se acentuen, lo que
determiné que la diferencia entre hombres y mujeres en la relacion CD4+/CD8+ fuera
estadisticamente significativa, con una probabilidad menor o igual a 0.014. Los ‘valores de
CD4+, CD8+ y la relacion CD4+/CD8+ aqui descritos, pueden ser considerados como
"caracteristicos" para la poblacion estudiada y estan determinados por factores raciales, etarios,
alimenticios y ambientales.

El valor de la relacion CD4+/CD8+ es directamente proporcional a los valores de CD4+ v
apoya el significado clinico de los conteos absolutos de CD4+. Los valores de CD4+ son
mayores para las mujeres, aunque no estadisticamente significativos. Esta diferencia no puede
ser explicada en funcion de otras variables bioldgicas, ya que la composicion etaria, racial y
nutricional de los subgrupos hombres y mujeres fue muy parecida. De manera similar, se han
reportado valores mayores de CD4+ para las mujeres de una poblacion mexicana, sin que la
diferencia sea estadisticamente significativa (P < 0.05) (1). Lo anterior podria reflejar una
mayor ventaja de las mujeres para enfrentar enfermedades inmunolégicas, lo cual estaria en
concordancia con la creencia de que las mujeres son mas resistentes a las enfermedades.

Otro de los factores biolégicos de interés es el racial. Las variaciones inherentes a la raza no
han sido estudiadas en nuestro medio, ni se han hecho comparaciones entre poblaciones
guatemaltecas y de otros paises o regiones. Los resultados de este estudio se compararon con
valores de tres poblaciones distintas: mexicanos, caucdsicos y arabes. La primera de ellas
formada por 50 estudiantes universitarios mexicanos (25 hombres y 25 mujeres), sanos, de 20 a
30 afios (1). La poblacion caucasica correspondia a un grupo estadounidense de 50 sujetos de
ambos sexos, sanos, de 18 a 70 afios (36). La tercera integrada por 50 donadores de sangre de
Arabia Saudita (11). En todos estos estudios se utilizaron muestras de sangre periférica con
EDTA como anticoagulante, la misma técnica de lisis y la citometria de flujo para realizar el
conteo. Estos estudios reportan los resultados como porcentajes de linfocitos CD4+ o CD8+
en relacion al nimero total de linfocitos (%CD4+ y %CD8+, respectivamente), asi como la
relacion CD4+/CD8+. '

Los valores (X + DS) de %CD4+ fueron: grupo de guatemaltecos estudiados 30.5 + 6.5,
mexicanos 37.8 + 4.7, caucdsicos 43.0 £ 7.5 y drabes 42.0 + 6.0; los %CD8+ fueron:
guatemaltecos 25.7 + 7.1, mexicanos 32.4 + 5.9, caucasicos 33.0 £ 7.5 y drabes 42.0£ 7.0y la
relacion CD4+/CD8+: grupos de guatemaltecos 1.7 + 0.6, mexicanos 1.2 % 0.3, caucasicos 1.4
+ 0.6 y drabes 1.1 + 0.3. Para facilitar la comparacion se calcularon los intervalos de confianza
(IC =X + 1.96 DS / Vn, nivel de confianza y = 95 %). Estos intervalos se muestran en la tabla
IV y se representan graficamente en la figura No. 15, donde se pone en evidencia que existe un
entrecruzamiento claro entre los guatemaltecos y mexicanos para los valores de %CD4+. Para
los valores de %CD8+ y la relacion CD4+/CD8+ no existe entrecruzamiento entre los
guatemaltecos y el resto de poblaciones. Este comportamiento se explicaria por las similitudes
raciales existentes entre guatemaltecos y mexicanos, asi como por las diferencias entre esta y
las razas caucdsicas y arabes.
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Tabla IV. Intervalos de confianza (IC) de los valores de %CD4+, %CD8+ y la relacion
CD4+/CD8+ para la poblacién estudiada y poblaciones de otros paises

INTERVALOS DE CONFIANZA (y = 95%)

Tipo Celular Guatemaltecos ~ Mexicanos (1)  Caucasicos (36) Arabes (11)
CD4+ 37.0 - 40.0 36.5-39.1 40.9 - 45.1 40.3-43.7
CD8+ 24.0-274 30.8-34.0 30.9-35.1 40.1 -43.9
CD4+/CD8+ 1.6-1.8 1.1-1.3 1.2-1.6 1.0-1.2
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Guatemaltecos

Mexicanos

Caucasicos

CD4+ | CD8+

Guatemaltecos

Mexicanos

Caucasicos

Arabes

Figura No. 15. Comparaciéon grafica de los intervalos de confianza de %CD4+
(arriba), %CD8+ (centro) y relacion CD4+/CD8+ (abajo) para la poblacion
estudiada, mexicanos, caucdsicos y drabes.

46

B S R g



“Determinacion de valares de iinfocitos CD4+ v CD8+ por citometria de flujo en poblacion Karla Mejia Bonifazi
de donadores que acuden al Banco de Sangre del Hospital General de Enfermedades 1GSS”

IX CONCLUSIONES

La poblacion de donadores que acuden al Banco de Sangre del Hospital General de
Enfermedades IGSS, presentaron valores de linfocitos CD4+ (cel/ul) de 897 + 246, para CD8+
(cel/ul) de 602 * 235y de 1.7 £ 0.6 para la relacion CD4+/CD8+.

El grupo de mujeres de la poblacion estudiada, tuvieron valores de linfocitos CD4+ (cel/ul) de
953 = 274, para CD8+ (cel/ul) de 568 = 192 y para la reiacién CD4+/CD8+ de 1.8 = 0.7. Para
el grupo de hombres, los valores de linfocitos CD4+ (cel/ul) fueron de 841 + 197, para CD8+
(cel/ul) de 637 + 267 v para la relacion CD4+/CD8+ de 1.5 £ 0.6.

No existe diferencia estadisticamente significativa {p<0.05) entre los vaiores de linfocitos CD4~
y CD8+ (cel/ul) de hombres y mujeres. La relacion CD4+/CD8+ para hombres v mujeres es
diferente estadisticamente (p<0.053).

Los valores del %CD4+ de la poblacion estudiada son similares a los de la mexicana. pero
menores a los de las poblaciones caucasica y arabe. Los valores del %CD8+ de la poblacion
estudiada son menores a los de las poblaciones mexicana, caucisica v arabe, los valores de la
relacion CD4+/CD8+ son mayores.
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X RECOMENDACIONES

Se recomienda al Laboratorio Clinico del Hospital General de Enfermedades IGSS emplear de
rutina los valores reportados en esta tesis como valores de referencia para comparar los
resultados obtenidos en las determinaciones de poblaciones linfocitarias.

Se recomienda que los médicos tomen en consideracion los valores reportados en este estudio,
como base de comparacion para la evaluacion clinica y el diagnostico de pacientes
guatemaltecos.

Realizar este tipo de investigaciones en infantes para identificar las diferencias relacionadas con
la edad, debido a que este es un factor biologico de importancia en el estudio de las
subpoblaciones linfocitarias.

Incluir la Citometria de Flujo como tema en los programas de formacién y actualizacién del
Quimico Bidlogo
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ANEXO No.1

PROTOCOLO DE INCLUSION/ EXCLUSION DE DONADORES QUE ACUDEN AL

BANCO DE SANGRE DEL HOSPITAL GENERAL DE ENFERMEDADES L.G.S.S.

Para que un individuo pueda donar sangre en el Banco de Sangre del Hospital General

de Enfermedades, debe llenar los siguientes requisitos:

Presentarse a las 7:00 horas en punto
En completo ayuno
Presentar su cédula de vecindad
No haber padecido de: Dengue

Hepatitis

Paludismo
No tener tatuajes en la piel
Gozar de buena salud fisica y mental
Mantener presion arterial normal
Tener peso minimo de 120 libras
Edad: Para hombres de 18-45 afios

Para mujeres de 18-45 afios

Que no estén embarazadas
Que no estén en periodo de lactancia
Las extracciones de sangre se realizan inicamente de lunes a viernes
Luego de la entrevista y el examen fisico se toma una muestra un tubo con anticoagulante
EDTA y dos tubos de sangre coagulada y se procede a realizarle las siguientes pruebas
Hematologia
Grupo y Rh
Rastreo de Anticuerpos
Se extrae la unidad y se siguen procesando las pruebas
Dos pruebas de HIV Antigeno p24
Dos pruebas de HIV Anticuerpos
Dos pruebas de Hepatitis B antigeno de superficie (HBsAg)
Dos pruebas de Hepatitis B antigeno de nticleo (core-total)
Dos pruebas de Hepatitis C (HCV)
Dos pruebas de Anticuerpos contra el antigeno de superficie (AUSAB)
Dos pruebas de HTLV 1y 2
Dos pruebas de chagas
Dos pruebas de sifilis
Dos pruebas de Citomegalovirus IgM
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BANCO DE SANGRE
HOSPITAL GENERAL DE ENFERMEDADES

= DONADOR No.

Instituto Guatemalteco de

Seguridad Social FECHA:

INTERROGATORIO AL DONANTE DE SANGRE

i N
ESTIMADO DONANTE DE SANGRE
Ante todo, le agradecemos su solidaria concurrencia y colaboracién. Nuestra principal
preocupacion es proteger al receptor de su sangre, como también a usted mismo.
Por lo tanto a veces nos vemos impedidos de aceptar una donacion. Para saber si
usted est@ en condiciones de donar, le rogamos coniestar veridicamente el siguiente |
cuestionario confidencial.
Por favor tenga en cuenta que el objefivo de este inferrogatorio, al que usted se somete
voluntariamente, no es discriminatorio sino que pretende preservar la salud del enfermo
que recibe su sangre.
Tratamos de hacerle comprender que si usted estuvo expuesto a situaciones de riesqo
que internacionalmente son consideradas como posibles causas de contraer
enfermedades transmisibles por sangre, no deberia donar.
Si usted no nos puede decir la verdad, por favor, avisenos mientras dona, marcando
la ficha confidencial que se le entregard para gue no utilicemos su sangre.
Puede usted retirarse sin entregar este formulario si no estd de acuerdo con algunas
de las preguntas.
\ ' _J
CUESTIONARIO
MARQUE CON UNA X LA RESPUESTA CORRECTA
[~} Leyd detenidamente |a hoja de informacién que se le entregé en la sala de espera? S| | NO )
2. | Actualmente, se siente usted bien y goza de buena salud? Si | NO
3.| Alguna vez ha donado sangre, plaquetas o plasma? Donde? Cudndo? S | NO
4 | Alguna vez ha sido rechazado como donante? si | NO
5. | Esté usted bajo régimen de dieta? s | NO
6. | Ha ingerido bebidas alcohdlicas en las Oltimas 48 horas? S | NO
7.| Tiene gripe, tos, dolor de garganta o dificultad para respirar hoy? 51 | NO
8. | Sufre mareos, pérdida de conocimiento o ataques epilépticos? sl | NO
9. | Tiene problemas de presion arterial? S| | NO
10. | Padece usted de cancer, leucemia, tumores o quistes? S| | NO
11. | Padece de alguna enfermedad renal? si | NO
12. | Padece de alguna enfermedad del higado? s | NO
13. | Alguna vez ha tenido angina (dolor) de pecho, infarto, enfermedades del corazén o
pulmon? s | NO
14. | Ha tenido enfermedades de la sangre, hemofilia, hemorragias, cancer o diabetes
(| insulino-dependiente? SI | NO

-1-



(15.] Ha tenido ictericia (piel amarillo), hepatitis, o analisis positivos de hepaiitis? Si | NOY

16. | Ha tenido enfermedad de Chagas, Brucelosis, Toxoplasmosis ¢ andlisis positivos

para las mismas? Si | NO
17.| Ha padecido de tuberculosis? SI | NO
18.| Ha recibido hormonas de crecimiento de origen humano, o tuvo usted, o algin

pariente la enfermedad de Creutzfeld-Jakob? S| | NO
19. Tuvo usted paludismo en los Ultimos tres anos, recibié medicamentos antipalGdicos

0 estuvo en el Oltimo ano en paises donde existe esta enfermedad? si | NO
20.| En los Oltimos 12 meses estuvo baijo tratamiento médico o fue operado de alguna

afeccion serig? SI | NO
21.| Ha recibido transfusiones de sangre, plasma o trasplante de 6rganos? Cudndo? S| | NO
22| En los Oltimos 12 meses le han hecho fatuajes, acupuntura, perforacion de oreja o

pinchadura accidental con aguja de inyeccion? S| | NO
23.| En los Oltimos 12 meses estuvo en estrecho contacto con personas que tuvieron

ictericia 0 hepatitis 0 ha recibido Gamma Globulina especifica contra hepatitis? Si | NO
24.| En los Ottimos 12 meses recibid vacunacién contra: rabia, hepatitis, tétanos? S| | NO
25. | Tuvo o fue tratado por sifilis, gonorrea u otras infecciones genitales en los

Ultimos 12 meses? Si | NO
26. En los Oltimos 12 meses le pagd a alguien para tener relaciones sexuales? SI | NO
27.] En los Gltimos 12 meses tuvo relaciones sexuales con alguien que usaba drogas? SI | NO
28.| Alguna vez recibid dinero o0 drogas parg tener relaciones sexuales? SI | NO
29| Para mujeres: Estuvo embarazada en las Oltimas 6 semanas (parto o aborto) o lo

est@ ahora? SI | NO
30. | Para mujeres: Estd menstruando el dia de hoy? SI | NO
31. | Para muijeres: Estd usted dando de lactar (de mamar)? SI | NO
32.| En los Otimas 4 semanas estuvo tomando alguna medicacidon? Cudl ? SI | NO
33.| En las Gtimas 4 semanas recibié vacunas o inmunizaciones? Cudles? SI | NO
34.| En los Ultimos 3 dias tomd aspiring, 0 alguna medicacion que la contenga u otros

calmantes? SI | NO
35.] En los ultimas 24 horas le han hecho algun tratamiento dentario? SI | NO
36.| Usd o usa drogas inyectables u otras, o tuvo relaciones sexuales con alguien que

los usaba, en los Utimos 12 meses? SI | NO
37.| Para hombres: Tuvo usted relaciones sexuales con otro hombre? SI | NO
38.| Para mujeres: En los Oltimos 12 meses, tuvo usted relaciones con un hombre que

a su vez tuvo relaciones sexuales con otro hombre? SI | NO
39| En los Oimos 12 meses tuvo usted o su pareja, relaciones sexuales con

ofras personas? SI | NO
40| Tiene usted SIDA o un andlisis positivo de VIH? sl | NO
41.| Tuvo relaciones sexuales, en los Oltimos 12 meses, con alguien que fenia SIDA, o

andlisis positivos de VIH, Hepatits By C? SI | NO
42.| Alguna vez usd una aguija para inyectarse alguna droga, aungue sea una sola vez? Sl | NO
43.| Alguna vez recibié concentrados de Factores de coagulacion por una hemorragia o

luvo relaciones sexuales con alguien que |as recibid, en los Otimos 12 meses? SI | NO
44| Ha tenido relaciones sexuales con personas que necesitan frecuentemente

fransfusiones sanguineas o didlisis? SI | NO
45.] Dona usted sangre solamente para que se le haga el andlisis de SIDA? SI | NO
46| Tuvo pérdida de peso inexplicable, manchas rosadas en la piel, fiebre por mas de

10 dias, sudores nocturnos, diarreas, manchas blancas en la boca, ganglios grandes? | SI | NO
47.| Sabe usted que si es portador del virus SIDA, usted lo puede contagiar adn estando

aparentemente sano y ser negativo en los andlisis de SIDA? s | NO
438.| Recibio usted dinero o alguna otra compensacion para donar sangre? SI | NO
49 | Estuvo usted detenido en una carcel en el Utimo ano? 51 | NO
50.| Ley6 y comprendio usted este cuestionario y fueron contestadas todas sus dudas

\ | al respecto? SI | NOJ




Si usted dona bajo presion familiar y piensa que no debemos transfundir su sangre,
utilice algunos de los medios que le proponemos para notificarnos antes que la

usemaos.
e ———————————————————————— ———— — 7/
Nos autoriza a llamarlo a donar sangre en caso de urgencia? S | | NO| )
DECLARACION Y CONSENTIMIENTO DEL DONANTE
é B
Yo
quien me identifico con Cédula de Vecindad No. de Orden____ , No. de Registro
extendida en
Direccién:
Teléfono particular: Teléfono laboral:
Direccion para la nofificacion:
Dono voluntariamente mi sangre y consiento que se me exfraiga la cantidad
adecuada de sangre que serd estudiada y utilizada como el servicio considere
apropiado. Se me di6 la oportunidad de preguntar lo que yo considero necesario
para comprender el procedimiento de la donacién. Me han preguntado si me
considero una persona de riesgo de transmitir SIDA u otras enfermedades. No he
recibido dinero ni otra compensacion para donar sangre.
Declaro que contesté sinceramente fodas las preguntas que se me realizaron.
Consiento expresamente que se me efectGen las pruebas necesarias para diagnéstico
de anticuerpos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y para deteccion de
otras enfermedades infecciosas transmisibles por la sangre. Dejo constancia de
habérseme asegurado debida confidencialidad de los resultados de los estudios,
autorizando se me cite para ser informado personalmente por los médicos en caso
de alguna anormalidad.
Lugar y fecha
Firma
Recibido por
\ J

Firma y Sello
del Técnico




"Determinacion de valores de linfocitos CD4+ y CD8+ por citometria de flujo en poblacion
de donadores que acuden al Banco de Sangre del Hospital General de Enfermedades IGSS™

Karla Mejia Bonifazi

ANEXO No. 3

59



Leterminacion de valores de hinfocitos CD4+ y CD8+ por citometria de tlujo en poblacion
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Karla Mejia Bonigd 24

3-Color Lyse/No Wash FACSComp Report

Institution: HOSPITAL GENERAL I.G.S.S.

Date: Friday, March 24, 2000 10:22 AM

Director: Dra. Ely Ocana Software: FACSComp 4.1
Operator: KARLA MEJIA BONIFAZI Cytometer: FACSCalibur E2890
Parameter High Low Separation Minimum Result Lot ID
FSC 195 27 168 100 Pass 149581
SSC 247 2 245 210 Pass 14958
FL1 177 26 151 123 Pass 15053K
FL2 168 9 159 135 Pass 15353H
FL3 186 24 162 150 Pass 15051J
Parameter Detector Amplifier Threshold Blue Laser Current 6.16 Amps
FSC EQ0 2.00 Blue Laser Power 14.85 mWatts
SSC 393 1.00
FL1 610 Log
FL2 481 Log .
FL3 672 Log 300

Compensation FL1-%FL2 FL2-%FL1

FL2-%FL3 FL3-%FL2

0.9 15.0 0.0 121
&
3 8 8
5 84 5
. .4 " p 80
T ] T §'; T3
2 : a2 o 3
8 3 8 §- 88
3 84 ®
O Al Ty = o J
0 50 TCD 150 200 250 0 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
FSC-H FL1-H FL3-H
3 o ]
] V.5
L LK
: ] £ v
g 1 3 E-Q
3 @ 3
3 i
CF - % LN | S
0 50 'ICD 150 200 250 Q0 50 100 150 ZCD 250
SSC-H FLZ-H
Comments:
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L HOSPITAL GENERAL I.G.S.S.
' MultiSET™ Lab Report

Director: DRA. ELY OCANA DURAN Software: MuliSET V1.1.1

Operator: KARLA MEJIA BONIFAZI Cytometer: FACSCalibur (#£2890)
Sample Name: FEMENINO-06 Date Acquired: Wed, Mar 22, 2000 10:13 AM
Sample ID:  ZONAS5 (GUATEMALA) Date Analyzed: Wed, Mar 22, 2000

Case Number: 45 ANOS Ref. Range Type: BD

Panel Name: 3/4/45TruC

CD3/CD4/CD45 TruC DataSet[1] DataFile: FEMENINO-0607.01
Reagent Lot ID: 13198 Events Acquired: 10000  Abs Cnt Bd Lot ID: 10360 Attr Def File: 3/4/45 Tri/TruC v2.0
Beads Per Pellet: 47950

Lymph Events 2053 / X
Bead Events 1211 ; i
CD3+ %Lymph 68 |
CD3+ Abs Cnt 1592 T ¢ N
CD3+CD4+ %Lymph 3 |R X X
CD3+CD4+ Abs Cnt g15 |9 O] .= L
CD45+ Abs Cnt 2339 P e .

CD45-PerCP CD3-FITC
Multi-tube QC

T Helper/Suppressor Ratio: 0.00




: HOSPITAL GENERAL I.G.S.S.
MultiSET™ Physician Report

Director: DRA. ELY OCANA DURAN Software: MultiSET V1.1.1
Operator: KARLA MEJIA BONIFAZI Cytometer: FACSCalibur (#£2890)
Sample Name: FEMENINO-06 Date Acquired:  Wed, Mar 22, 2000 10:13 AM
Sample ID: ZONA5 (GUATEMALA) Date Analyzed: = Wed, Mar 22, 2000
Case Number: 45 ANOS Reference Range Type: BD
Panel Name: 3/4/45 TruC
Abs Cnt

Result Name %/Ratio (cells/uL) Reference Range
T Lymphs % of Lymphs (CD3+/CD45+) 68 e WA
T Lymphs (CD3+) Abs Crit 1592 b DOSPR g
T Helper % of Lymphs (CD3+CD4+/CD45+) 39 i, SRR,
T Helper Lymphs (CD3+CD4+) Abs Cnt 915 e L
Lymphocyte (CD45+) Abs Cnt* 2339

*For quality control purposes only

Multi-tube QC
T Helper/Suppressor Ratio: 0.00

Comments:

Laboratory Director:
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Ahasiinh TN i AR

de donadores que acuden al Banco de Sangre del Hospii;l General de Enfermedades 1GSS™

HOSPITAL GENERAL I.G.S.S:
MultiSET™ Lab Report

Director: DRA.ELY OCANADURAN Software: MultiSET V1.1.1

Operator: DRA. GLENDA ESCALANTE DE RAMIREZ Cytometer: FACSCalibur (#£2890)
Sample Name: CONTROLES Date Acquired: Tue, Mar 21, 2000 12:51 PM
Sample ID: 01 Date Analyzed: Tue, Mar 21, 2000

Case Number: 001 Ref. Range Type: BD

Panel Name: 3/4/45 Control

DataSet[ 1] DataFile: CONTROLES01.01

CD3/CD4/CD45 TruC Ctrl L
Reagent Lot ID: 13198 Events Acquired: 10000
Beads Per Pellet: 47950

Abs Cnt Bd Lot ID: 10360 Attr Def File: 3/4/45 Tri/TruC C v2.0
Mean Count: 47

Ctrl Bead Lot ID: 14361 Std Dev: 7.60

'Lymph Events 2193

Jead Events 963

Control Bead Events 54 L
CD3+ %Lymph 79 * =
CD3+ Abs Cnt 1730 |3 ;
CD3+CD4+%Lymph 34 (@9 =
CD3+CD4+ Abs Cnt 746

CD45+ Abs Cnt 2184

Control Bead Abs Cnt 54

QC Messages:

Code 7: Manual Gate is in effect.

CD3/CD4/CD45 TruC Ctrl M
Reagent Lot ID: 13198 Events Acquired: 11000  Abs Cnt Bd Lot ID: 10360 Attr Def File: 3/4/45 Tri/TruC C v2.0

Beads Per Pellet: 47950  Ctrl Bead Lot ID:

Data Set[ 1] Data File:

14361 Mean Count; 237

CONTROLES01.02

Std Dev: 20.60

I .ymph Events 2339
Jead Events 1113 . K
Control Bead Events 279 ) e ?‘l
CD3+ %Lymph 78 * a gt
CD3+ Abs Cnt 1567 |3 b1 W\
CD3+CD4+%Lymph 33 0 O =
CD3+CD4+ Abs Cnt 672 I
CD45+ Abs Cnt 2015 \_;_E- S~
Control Bead Abs Cnt 240 & CO3-FITC

QcC Messages:

Code 7: Manual Gate is in effect.
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de donadores que acuden al Banco de Sangre del Hospital General de Entermedades [GSS”
SamplelD-— CONTROLES
Case Number: 01
Panel Name: 001

CD3/CD4/CD45 TruC Ctrl H DataSet[1] DataFile: CONTROLES01.03
Reagent Lot ID: 13198 Events Acquired: 11000  Abs Cnt Bd Lot ID: 10360 Attr Def File: 3/4/45 Tri/TruC C v2.0
Beads Per Pellet: 47950  Ctrl Bead Lot ID: 14361 Mean Count: 969 Std Dev: 63.00

Lymph Events 2048 & i
Bead Events 840 k. 3 R \*
Control Bead Events 962 k. L ! #’
CD3+ %Lymph 81 T ’.- o S
CD3+ Abs Cnt 1689 |3 B . A

w0 B, < DI S

CD3+CD4+ %Lymph 35 : ©
CD3+CD4+ Abs Cnt 728 B R,
CD45+ Abs Cnt 2089 P A, ER
Control Bead Abs Cnt 981 CD45-PerCP CDZ-FI e
QC Messages:

ode 7: Manual Gate is in effect.
Multi-tube QC

CD3 % Lymph Difference: 3

CD3 Abs Cnt Range: 1567 - 1730

T Helper/Suppressor Ratio: 0.00

La grifica PerCP vrs. SSC-H permite localizar con precision una region que representa la poblacion de
linfocitos, impresa en colores celeste y naranja, igualmente, en la graficas FITC vrs. PE, se identifican las
subpoblacién de linfocitos T en celeste, los linfocitos T ayudadores/inductores en naranja, las microparticulas de
control en amarillo y el control interno del reactivo en fucsia.” La grafica FITC vrs. SSC-H ([c] en g¢] anexo),
permite identicar la subpoblacion de linfocitos T CD4+ en naranja y celeste [c-1].



de donadores que acuden al Banco de Sangre del Hospital General de Enfermedades 1GSS™

HOSPITAL GENERAL I.G.S.S:

MultiSET™ Physician Report

Director: DRA. ELY OCANA DURAN Software: MultiSET V1.1.1
Operator:DRA. GLENDA ESCALANTE DE RAMIREZ Cytometer: FACSCalibur (#£2890)
Sample Name: CONTROLES Date Acquired: Tue, Mar 21, 2000 12:51 PM
Sample ID: 01 Date Analyzed:  Tue, Mar 21, 2000
Case Number: 001 Reference Range Type: BD
Panel Name: 3/4/45 Control
_ Abs Cnt

Result Name %/Ratio (cells/uL) Reference Range
T Lymphs % of Lymphs (CD3+/CD45+) 79 . W
T Lymphs (CD3+) Abs Cnt 1662 o R L
T Helper % of Lymphs (CD3+CD4+/CD45+) 34 S T
. Helper Lymphs (CD3+CD4+) Abs Cnt 715 e 50
Lymphocyte (CD45+) Abs Cnt* 2096

*For quality control purposes only

Muiti-tube QC
CD3 % Lymph Difference: 3
CD3 Abs Cnt Range: 1567 - 1730

T Helper/Suppressor Ratio: 0.00

RS —————————————  ———  ——— ————————————
Comments:

Laboratory Director:
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ANEXO No. 6

RESULTADOS DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS PARA EL
SUBGRUPO HOMBRES DE UNA POBLACION DE DONADORES QUE ACUDEN
AL BANCO DE SANGRE DEL HOSPITAL GENERAL DE INFERMEDAD IGSS

No. EDAD CD4+ %CD4+ CD8+ %CD8+ CD4+/CD8+

1 24 793 35 617 27 1.3
2 19 894 41 550 27 1.6
3 26 1102 44 713 28 1.5
- 22 1050 35 939 29 1.1
5 27 919 50 357 20 2.6
6 23 679 43 343 24 2.0
7 19 857 42 433 24 1.8
8 39 988 4 1296 4] 0.8
9 21 545 34 497 30 1.1
10 22 984 37 516 20 1.9
11 24 899 38 608 28 18
12 29 1102 36 934 32 1.2
13 42 918 28 600 20 1.5
14 19 1230 36 620 19 2.0
15 26 1044 31 1179 38 0.9
16 31 941 47 347 19 2.7
17 32 1050 37 831 29 1.3
18 29 1164 35 998 31 1.2
19 24 560 37 195 19 2.9
20 31 521 28 437 21 1.2
21 36 751 - 39 434 22 1.7
22 30 833 36 468 20 1.8
2 22 750 34 858 37 0.9
24 26 606 37 572 34 1.1
25 34 805 46 592 35 1.4
26 30 961 38 1035 41 0.9
27 30 1066 33 840 27 1.3
28 24 572 27 745 31 0.8
29 24 500 47 278 25 1.8
30 25 681 4] 486 28 1.4
31 32 665 33 482 24 1.4
32 35 926 34 1025 32 0.9
33 36 599 31 225 13 2.7
34 25 695 26 705 24 1.0
35 21 772 27 481 17 1.6
X 274 840.6 36.42 636.7 26.74 1.49
DS - T g 197.4 5.95 266.9 6.78 0.55
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"Determinacion de valores de linfocitos CD4+ y CD8+ por citometria de flujo en poblacion Karla Mejia Bonifan
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ANEXO No. 7

RESULTADOS DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS PARA EL
SUBGRUPO MUJERES DE UNA POBLACION DE DONADORES QUE ACUDEN AL
BANCO DE SANGRE DEL HOSPITAL GENERAL DE INFERMEDAD IGSS

No. EDAD CD4+ %CD4+ CD8+ %CD8+ CD4+/CD8+

1 23 803 38 801 38 1.0
2 37 720 45 482 31 1.5
3 29 796 40 537 26 1.5
4 21 868 4] b Y | 28 1.5
5 24 926 38 428 18 2.2
6 26 776 36 436 21 1.6
7 30 666 42 202 13 3.3
8 45 915 39 594 27 13
9 27 1121 43 544 19 2.1
10 27 666 46 347 26 1.9
11 24 904 54 385 22 2.3
12 35 720 36 513 25 1.4
13 35 715 32 953 45 0.8
14 42 1417 51 527 21 2.7
13 30 758 40 741 36 1.0
16 43 629 43 388 26 1.6
17 26 889 34 580 23 1.5
18 42 559 25 345 16 1.6
19 43 1230 54 367 16 34
20 - 968 41 386 16 2.5
21 34 970 - 38 600 25 1.6
22 26 1278 44 752 28 1.7
23 4] 1132 44 628 25 1.8
24 +4 1080 35 884 27 1.2
25 27 722 29 974 35 0.7
26 24 1277 51 508 21 2.5
27 26 1173 45 577 22 2.0
2 37 963 43 346 16 2.8
29 30 1099 42 593 26 1.9
30 32 1517 40 4353 14 33
31 20 1184 34 795 23 1.5
32 45 608 38 570 33 1.1
33 31 789 36 375 17 2.1
34 31 751 36 663 34 1.1
35 28 1762 47 984 24 1.8
X 32.2 952.9 40.57 568.1 24.65 1.83
DS 7.47 274.5 7.19 191.7 6.36 0.67
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