Determinacion de valores de linfocitos
TCD3+, CD3+/CD4+y CD3+/CD8+por
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lgnacio de Bogota
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Objetivo: determinar los valores de linfocitos T CD3+, CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+
por citometria de flujo en una poblacion adulta de donantes del Banco de Sangre
del Hospital Universitario San Ignacio de Bogota.

Material y métodos: se seleccionaron 60 muestras de sangre periférica a las
cuales se les analizé la poblacion de leucocitos mediante los métodos de recuento
manual total y diferencial, asi como el recuento diferencial de linfocitos utilizando
caracteristicas morfolégicas o la expresion de CD14 y CD45 por citometria de flujo.
Las subpoblaciones de linfocitos fueron determinadas utilizando mareaje con tres
fluorocromos para CD3, CD4 y CD8.

Resultados: los porcentajes de linfocitos totales seleccionados mediante la
expresion de CD45 o mediante el tamafo y la granularidad fueron similares. Los
valores de linfocitos T CD3+ expresados en porcentaje presentaron un promedio de
64.9, con percentiles 5y 95 de 50.1 - 79.4 y en valores absolutos (células/ml), el
promedio fue 1358.8 células/ml, con percentiles de 743.7 - 2,259.8. Para los linfocitos
TCD3+/ CD4+ en porcentaje el promedio fue de 33.8 con percentiles de 23.0 - 44.5,
un promedio de 702 células con percentiles de 349.3 - 1,256.3. Finalmente para los
linfocitos T CD3+/CD8+ expresados en porcentaje el promedio fue 28.3 con
percentiles 16.3 - 41.7 y un promedio de 555.6 células/ul con percentiles 225.7 y
1,011.2.

Conclusiones: utilizando la metodologia descrita en la que se combina sistemas
automatizados y manuales, se demostré que los valores de linfocitos T son
similares a los reportados a nivel nacional como internacional. (Acta Med Colomb
2001; 26: 280-285).
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Introduccidn
Los linfocitos T son un grupo heterogéneo de células
especificas para el reconocimiento de antigenos. Sus pre-

monoclonales especificos para estos marcadores celulares.
Estas determinaciones son de gran importancia en el diag-
néstico, el pronéstico y el esclarecimiento de la fisiopatolo-

cursores se originan en la médula 6sea y maduran poste-
riormente en el timo. Los linfocitos T expresan marcadores
comunes como CD3 y el receptor especifico para antigenos
(TCR). Ademas, presentan otros marcadores de superficie
que definen subpoblaciones como CD4, para linfocitos T
ayudadores (Th) y CD8 para T citoliticos (CTLs) (1,2).Los
niveles de estas subpoblaciones celulares en sangre
periférica, son cuantificados mediante el uso de anticuerpos
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gia de ciertas enfermedades que se caracterizan por altera-
ciones en el nimero de linfocitos. Dichas alteraciones en
los valores de los linfocitos se observan en enfermedades
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cronicas, enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias
primarias 0 secundarias, y especialmente en el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), causado por la in-
feccion con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).
En el SIDA, la medicién de los linfocitos T CD4+/CD8+
por citometria de flujo se utiliza para clasificar la enferme-
dad, determinar el tratamiento del paciente, realizar el
monitoreo de la eficicacia del tratamiento y la progresion
de la enfermedad (3-7).

Algunos equipos utilizan un sistema completamente
automatizado para el conteo de linfocitos CD3+, CD4+ y
CD8+ (8). Este sistema permite la utilizacion de sangre
completa, hace la seleccion automatica de la poblacion de
linfocitos y no necesita que se realicen pruebas hemato-
I6gicas adicionales como el diferencial y el conteo de
leucocitos. Sin embargo, aunque ventajosa por la senci-
llez, esta automatizacion limita la posibilidad de estudiar
poblaciones independientes como CD3+/CD4+ o CD3+/
CD8+ u otras poblaciones de interés como células CD3-
(8). En los ultimos afios la citometria de flujo ha sido la
herramienta de mayor utilidad para realizar la determina-
cién de las poblaciones celulares (6). Con el uso del
citdmetro, se amplia la posibilidad de analizar una ma-
yor cantidad de marcadores para definir subpoblaciones
celulares. Tiene algunas desventajas como la necesidad
de realizar lisis de glébulos rojos y en ocasiones, requie-
re la realizacion de pruebas hematoldgicas como el ex-
tendido de sangre y el conteo manual de leucocitos,
cuando no se usan sistemas comerciales de conteo auto-
matico (9, 10). En la actualidad, existen varios protoco-
los definidos por consenso entre diferentes entidades,
incluyendo el Centro para el Control de Enfermedades
de Estados Unidos (CDC), para la realizacién de prue-
bas destinadas a determinar los valores de linfocitos T en
pacientes con VIH (11-13). En estos protocolos, se esta-
blecen pardmetros y estdndares como la toma de la mues-
tra, tipos de anticoagulantes, tiempo de realizacion de la
prueba, almacenamiento, normas de seguridad, tipos de
monoclonales, poblacion celular a estudiar y asegura-
miento de la calidad, entre otros (14).

En la literatura se encuentran valores de referencia pu-
blicados a nivel internacional (15-17) y nacional (10). Este
altimo trabajo obtiene los valores de linfocitos T utilizando
un equipo completamente automatizado, de tal manera que
no se encuentran variaciones en cuanto a la operacion del
mismo. En la Facultad de Ciencias de la Pontificia Univer-
sidad Javeriana, se viene realizando la tipificacion de
linfocitos T por medio de citometria de flujo, utilizando las
facilidades de un citometro con dos laseres que permiten la
determinacién de anticuerpos marcados con cuatro
fluorocromos distintos, lo cual representa una ventaja para
la determinacion simultanea de cuatro marcadores. Sin
embargo, el equipo debe ser manipulado por un operador,
con el fin de establecer las condiciones adecuadas de com-
pensacion para la deteccion independiente de las longitu-
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des de onda emitidas por los diferentes fluorocromos y
para la seleccion manual de la poblacién en estudio.

El objetivo de este trabajo fue determinar los valores de
linfocitos T CD3+, CD4+ y CD8+ utilizando un citémetro
de flujo, en una poblacién sana entre 18 y 45 afios que
acudi6 al Banco de Sangre del Hospital Universitario San
Ignacio (HUSI) en Bogoté. Los métodos utilizados en este
estudio fueron el recuento total en hemocitémetro, el re-
cuento diferencial utilizando extendidos coloreados con
Wright y el recuento diferencial por citometria de flujo
comparando tamafio, granuralidad de las células y expre-
sion de marcadores CD14 y CD45. Los resultados obteni-
dos con esta metodologia que combina aspectos manuales
y automaticos fueron comparados con los valores publica-
dos en la literatura nacional (10, 18) e internacional (15-
17).

Material y métodos

Poblacion de estudio

Se estudiaron 60 individuos que acudieron al Banco de
Sangre del HUSI como donantes voluntarios. Los indivi-
duos incluidos en este estudio fueron aquellos que, segun
los criterios de esta entidad, son considerados aptos para
donacién. Se incluyeron en el estudio 35 hombres y 25
mujeres donantes entre 18 y 45 afios, con un promedio de
edad de 28.4 (+6.6) y 29.8 (+£9.4) afios, respectivamente.

Recuentos celulares

De cada donante se obtuvo una muestra de sangre
periférica anticoagulada. Esta muestra fue obtenida de los
pilotos de bolsas de sangre con CPDA (citrato, fosfato,
dextrosa y adenina) como anticoagulante; el piloto fue
homogenizado cinco veces antes de retirar la muestra. A la
muestra de sangre se le realizo el recuento total de leucocitos
en hemocitometro y el recuento deferencial por observa-
cion de extendidos tefiidos con el colorante de Wright. La
lectura de estas pruebas descritas fue realizada por dos
observadores de forma independiente. También se realizé
el recuento diferencial de leucocitos usando citometria de
flujo como se mencionara mas adelante.

Tipificacion de linfocitos por citometria de flujo

Se realiz6 mareaje con anticuerpos monoclonales, de
acuerdo a la concentracién 6ptima para cada uno de ellos,
anti-CD14.PE (ficoeritrina), anti-CD45.PerCP (peridin clo-
rofila proteina), y TriTest que contiene anti-CD3.PerCP,
anti-CD4.FITC (fluoresceina), anti-CD8.PE (todos de
Becton Dickinson). Para el control de isotipo, se utilizaron
anticuerpos de ratéon marcados IgG1l.FITC e IgG1.PE
(Becton Dickinson). Se utilizaron tres tubos por muestra,
uno para el control de isotipo, un segundo tubo para CD 14/
CD45 y un tercer tubo para CD3/CD4/CDS8, respectiva-
mente. A cada tubo se afiadieron 50 ml de sangre total y se
llevaron a incubar a 4°C en oscuridad durante 30 minutos.
Los gl6bulos rojos fueron lisados con la solucién Facs
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Lysing Solution (Becton Dickinson) y se mantuvieron du-
rante 10 minutos en oscuridad a 4°C. Posteriormente, se
realizaron dos lavados con la solucién de lavado que con-
tiene PBS 1X- azida de sodio al 0.5%. Después de la
centrifugacion 750 g durante cinco minutos, el sobrenadante
fue descartado y el boton celular se resuspendié en solu-
cion fijadora que contiene PBS 1X - paraformaldehido
0.5% vy la adquisicion de las muestra se realizd 24 horas
después (19, 20). La muestra fue leida en el Citdbmetro de
Flujo FACSCalibur, utilizando el programa Cell Quest
(Becton Dickinson). Por cada muestra, se adquirieron 5.000
células para la lectura, en la regién de los linfocitos.

Analisis estadistico

Para evaluar la presencia de valores aberrantes y su
posible exclusién en los resultados de leucocitos totales y
linfocitos expresados tanto en porcentaje como en ml, se
aplicé la formula del rango estadistico de Dixon (21). Se
utilizé la prueba T-student (dos colas para datos no parea-
dos) y la prueba estadistica de Kruskal-Wallis, con el fin de
definir si existian diferencias significativas entre los valo-
res de leucocitos, linfocitos y sus subpoblaciones entre
individuos de diferente género.

Los resultados obtenidos se expresaron en valores abso-
lutos (ml) y valores relativos (%). Se interpretaron a través
de medidas de tendencia central como la media y medidas
de dispersién como desviacion estandar (DS) y percentiles
5y 95; los célculos estadisticos se obtuvieron a partir del
empleo de bases de datos en Excel 7.0 y el programa Epi-
Info 6.04 (CDC, Atlanta, U. S. A., 1997).

Resultados

La Figura la representa una gréfica de puntos donde se
observan las poblaciones celulares de acuerdo al tamafo
(FSC) y la complejidad interna (SSC), la region 1 (R1)
corresponde a células de baja complejidad y poco granulares
como los linfocitos, la region 2 (R2) a células de tamafio
intermedio y alta complejidad interna como los granulocitos
y la region 3 (R3) a células de tamafio y complejidad
intermedia como los monocitos. En la Figura 1b se observa
la distribucion de las poblaciones celulares de acuerdo a la

expresion de CD 14 y CD45. Con base en esta grafica, se
evalu6 el porcentaje diferencial de leucocitos; la region 4
(R4) corresponde a los linfocitos que son CD14-/CD45+, la
region 5 (R5) a los granulocitos que son CD14Mermedio/
CD45+y laregion 6 (R6) a los monocitos que son CD 14+/
CDA45+.

Finalmente se obtiene la poblacion de células CD3+
realizando una grafica de puntos entre SSC y CD3, Figura
Ic, donde se seleccioné la poblacién CD3+ (R7), sobre la
cual se hizo un anélisis de la expresion de CD4 versus CD8
(Figura 1d). Los cuadrantes para definir las poblaciones
positivas y negativas, se establecieron con base en el con-
trol de isotipo.

El conteo diferencial de leucocitos se realizd por tres
métodos: extendido de sangre periférica tefiida con Wright,
delimitaciones de regiones en la grafica de puntos SSC
versus FSC y delimitacion de regiones en la grafica CD 14
versus CD45, estas dos ultimas con el uso del citometro.
Cuando se analizaron los datos de los porcentajes de las
poblaciones obtenidos con las tres pruebas, mediante un
coeficiente de correlacion (R"2), se encontré que las lectu-
ras con el citometro fueron las méas concordantes con 0.91
(IC 95% 0.85-0.94). Debido a que la separacion es maés
clara utilizando marcadores de superficie, se selecciond el
diferencial basado en la separacion de CD14/CD45 para
obtener los valores de leucocitos totales, linfocitos valores
relativos (%) y linfocitos valores absolutos (ml).

Cuando se compararon las variables edad y género de
las 60 muestras, no se encontraron diferencias estadis-
ticamente significativas en la poblacion (p > 0.05 Kruskal-
Wallis).

Al comparar los promedios de leucocitos totales de los
individuos por género, se observaron valores més altos
(7,587.1/ml) en hombres que en mujeres (7,020/ml), pero
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
(p =0.22). Los valores de linfocitos totales tanto en porcen-
taje (p= 0.05) como por mi (p= 0.004), presentaron diferen-
cias significativas al ser comparados por género. Sin em-
bargo, al comparar los valores de los linfocitos CD3+, no se
observa diferencia con significancia estadistica (CD3+ %
p=0.5 y CD3+mlp= 0.12) (Tablal).

Tabla 1. Valores de leucocitos, linfocitos totales, linfocitos CD3+, CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+.
Poblacién Hombres Mujeres Total
% ml % ml % ml
X DS X DS X DS X DS X DS X DS
Leucocitos Totales ** 7,587.1  1,791.8 7,020.0  1,691.1 7,367.5 1,742.1
Linfocitos Totales 29.7 7.7 2,216.0 688.3 26.2 5.1 1,856.2 633.9 28.4 6.8 2,082.0 670.6
Linfocitos CD3+* 64.4 9.5 1,440.4 529.5 65.9 8.1 1,227.3 479.4 64.9 9.0 1,358.8 506.3
Linfocitos CD3+/CD4+* 31.6 7.1 709.0 289.5 36.9 5.3 681.4 236.6 33.8 6,9 702.0 262.3
Linfocitos CD3/CD8+* 28.0 8.9 627.3 280.5 23.8 6.4 450.0 216.0 26,3 8,2 555.6 265.6
* Los porcentajes de los linfocitos CD3+, CD3+/CD4+ y CD3-/CD8+ estén dados con respecto al valor de linfocitos totales.
** Los valores de leucocitos totales fueron obtenidos por conteo en hemocitémetro
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Figura 1. Graficas de puntos por citometria de flujo para definir las diferentes poblaciones de linfocitos. Figura la.
interna. En la regién R1 se encuentran los linfocitos, en R2 los granulocitos y R3 los monocitos. Figura 1b. Leucocitos segin marcadores CD14 versus CDA45.
Figura lc.

R4 se encuentran los linfocitos, en R5 los granulocitos y en R6 los monocitos.

Leucocitos segun tamafio y complejidad
En la region

Gréafica de puntos que muestra la distribucién de la poblacién linfoide, de

acuerdo a la complejidad interna y la expresion de CD3+ (R7). Figura 1d. Gréfica de puntos que muestra en 4 cuadrantes la distribucion de las células CD3+ marcadas

con CDA4.FITC (cuadrante inferior derecho) y CD8.PE (cuadrante superior izquierdo).

Se utilizo6 la formula del rango estadistico de Dixon, para
los datos obtenidos con leucocitos totales, linfocitos totales
y linfocitos CD3+. No se encontré ningun dato que debiera
ser recalculado o excluido, por lo que se us6 el n=60 para la
obtencion de los valores de leucocitos, linfocitos totales,
linfocitos CD3+, CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+; estos valores
se observan en la Tabla 1.

La diferencia por género entre los valores porcentuales para
linfocitos CD3+/ CD4+, fue estadisticamente significativa (p =
0.027), al contrario de lo que ocurri6 con los valores por ml,
donde no se encontrd ninguna diferencia (p = 0.65). Para

Los cuadrantes se establecieron con base en el control de isotipo

linfocitos CD3+/CD8+, comparando los géneros, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, tanto para los valores
en % (p= 0.05), como los valores absolutos por ml ( p=0.01).

La razon CD4+/CD8+ para la poblacién de leucocitos en
la poblacidn total fue de 1.4 (DS+0.6), para los valores obte-
nidos de mujeres fue de 1.7 (DS+0,5) y para valores obteni-
dos de los hombres de 1.3 (DS+0.5).

En la Tabla 2, se muestran los resultados obtenidos del
célculo de los percentiles 5 y 95 por género y totales para el
recuento de leucocitos totales y diferenciales expresados en
valores relativos y absolutos.

Tabla 2. Percentiles 5 al 95 de leucocitos, linfocitos totales, linfocitos CD3+, CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+.
Poblacién Hombres Mujeres Total
% ml % ml % ml
Pt5 Pt95 Pt5 Pt95 Pt5 Pt95 Pt5 Pt95 Pt5 Pt95 Pt5 Pt95

Leucocitos Totales 5,185.0 10,970 5,110.0 10,330.0 5,150.0 10,870
Linfocitos Totales 19.9 40.1 1,462.6 3,468.6 19.1 34.6 1,018.3 3,104.1 19.7 39.2 1,137.2 3,371.7
Linfocitos CD3+ 49.8 77.3 828.8 2,308.8 54.1 79.0 629.1 1,992.4 50.1 79.4 743.7 2,259.8
LinfocitosCD3+/CD4+ 22.4 43.6 348.7 1,221.6 29.2 44.8 361.3 1,174.0 23.0 44.5 349.3 1,256.3
Linfocitos CD3+/CD8+ 16.8 44.7 279.8 1,058.7 15.0 31.7 203.3 682.5 16.3 41.7 225.7 1,011.2
Pt 5 y Pt95: Percentiles 5y 95
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Discusion

Mediante el presente trabajo se pretendié analizar una
poblacion de donantes adultos con el fin de determinar si el
protocolo seguido en nuestra institucion arroja resultados
similares a la tipificacion de linfocitos T realizadas por
otras instituciones.

El procesamiento de la muestra fue realizado utilizando
mareaje con tres colores, que de acuerdo con la literatura,
permite una mejor separacion celular y evita artefactos
encontrados en marcajes Unicos o de dos colores (12, 22-
25).

Igualmente, se obtuvo un diferencial de leucocitos utili-
zando no sélo sus caracteristicas morfoldgicas, sino tam-
bién la expresidn de marcadores especificos, lo cual mejora
la separacion de las poblaciones para obtener el porcentaje
de linfocitos en las muestras (26, 27). Sin embargo, se
demostré que la delimitacion de la region a estudiar con
marcadores de superficie, fue altamente correlacionada con
el diferencial realizado separando las poblaciones por ta-
mafio y granularidad.

Muchas otras variables fueron tenidas en cuenta en este
estudio. Se ha demostrado que el anticoagulante usado en
este trabajo (CPDA) no altera los linfocitos e inclusive las
muestras son estables por 48 horas (28, 29). Las muestras
utilizadas fueron procesadas una vez obtenidas, para evitar
variaciones debidas al tiempo y almacenamiento (28, 30,
31). La fijacion de la muestra por 24 horas se realiz6 con el
fin de procesar las muestras tal como se haria con muestras
de individuos VIH+, como medida de seguridad para el
personal del laboratorio, ya que el formaldehido inhibe el
virus (19, 20).

Los parametros usados en el equipo muestran una buena
separacion de las poblaciones por medio de tamafio y pre-
sencia de granulos, lo mismo que la separacién por los tres
flurocromos FITC, PE y PrCP. Los parametros utilizados
en el equipo permitieron un adecuado analisis de las dife-
rentes poblaciones a estudiar y se utilizaron sin ninguna
variacion en todas las muestras procesadas.

En la poblacion estudiada se encontr6 un mayor por-
centaje de individuos de sexo masculino. Sin embargo, la
variable género no fue importante desde el punto de vista
estadistico para las poblaciones de leucocitos totales. Las
poblaciones de linfocitos totales si presentaron diferen-
cias por género. De forma interesante los valores de los
linfocitos T CD3+ tanto en porcentaje como en valores
absolutos no presentaron diferencias con significancia
estadistica.

En cuanto a las subpoblaciones de linfocitos T CD3+/
CD4+y CD3+/CD8+, los valores en porcentajes muestran
una diferencia significativa al comparar los dos géneros.
Sin embargo, al convertir estos porcentajes en valores ab-
solutos, se observa que no hay diferencia para los linfocitos
ayudadores, pero si se encuentran diferencias estadisticas
con los linfocitos citotdxicos, siendo mas altos los valores
en hombres que en mujeres.
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Los valores de linfocitos CD3+, aunque difieren un poco
de otros reportes nacionales, son cercanos (10). Esta diferen-
ciaradica en que nuestros valores fueron obtenidos mediante
diversos procesos que implican métodos manuales y la habi-
lidad del operador del citémetro para seleccionar las regio-
nes a evaluar. Al contrario el equipo FACS Count System
(Becton Dikcinson) con los cuales se realizé otro estudio
(10), es completamente automatizado. En este mismo estu-
dio, en las subpoblaciones de linfocitos T se conserva la
tendencia de mayores niveles en hombres que en mujeres
(10). Nuestros valores en media y percentiles del total de
muestras se aproximan mas a los valores obtenidos por
grupos internacionales (17) que son utilizados como
parametros de evaluacién de la inmunidad celular por parte
de grupos nacionales (18). Esto indica que los valores de
referencia obtenidos en nuestra institucion podrian ser utili-
zadas localmente; sin embargo, se necesita una poblacion
mayor para ser extrapolada a otros sitios del pais.

Summary

Objective: to determine the values of CD3+, CD3+/
CD4+ and CD3+/CD8+T lymphocytes using flow cytometry
in an adult population, of blood donors from the Hospital
Universitario San Ignacio in Bogota.

Methods: sixty samples of peripheral blood from do-
nors attending the blood bank were selected according to
the criteria of the institution. Leukocyte population, total
and differential count was analyzed manually and lympho-
cytes were determined by their morphological characteris-
tic or according to the expression of CD 14 and CD45 by
flow cytometry. The subpopulation of T-lymphocytes were
typed using one tube and three color assays for CD3, CD4
and CDS8.

Results: percentage of total lymphocyte population was
rather similar using as parameter of selection either expres-
sion of CD45 or their size and complexity. The CD3+
lymphocytes values as percentage averaged 64.9, with per-
centiles 5 and 95 ranging from 50.1 - 79.4 and in absolute
values averaged 1,358.8 cells per ml with percentiles of
743.7 - 2,259.8. For CD3+/CD4+ lymphocytes expressed
as percentage averaged 33.8 with percentiles of 23.0 - 44.5
and by ml averaged 702 with percentiles of 349.3- 1,256.3.
Finally, the average percentage of CD3+/CD8+ lympho-
cytes was 28.3 with percentiles of 16.3 - 41.7 and values by
ml averaged 555.6 with percentiles 225.7 and 1,011.2 .

Conclusions: using the manual and automatic combined
methodology described here, we were able to demonstrate
that lymphocyte values obtained were quite similar to those
reported by other international and national studies.

Key words: T-lymphocytes, flow cytometry
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