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Estandarización de valores normales 
de linfocitos CD3, CD4, CD8 y 
relación CD4/CD8 por citometría de 
flujo en individuos sanos colombianos 

Luz M. Avila, Carmen P. Gómez, Ruby S. Ríos, Ernesto Laverde 

Objetivo: estandarizar 
valores de referencia de CD4/ 
CD3 y CD8/CD3 por 
citometría de flujo (FACS) y 
usar estos valores de 
referencia para el monitoreo 
de células T CD4(+) en 
pacientes con infección por 
VIH, y comparar la técnica 
de FACS con la de 
inmunofluorescencia. 
Sujetos de estudio: cien 
adultos clínicamente sanos y 
serológicamente aptos para 
ser donantes de sangre entre 
los 18 y 45 años de edad. La 
toma de la muestra fue 
realizada entre las 8:00 a.m. y 
las 10:00 a.m. 

Métodos: citometría de flujo 
para recuentos absolutos de 
CD4, CD8 y CD3 e                               E     
inmunofluorescencia directa               
(IFD) para CD4 y CD8 
Resultados: los valores 
absolutos de CD4/CD3 
variaron entre 338 y 1.548, y 
los de CD8/CD3 entre 800 y 
1.119. La relación CD4/CD8 
osciló en un amplio rango, 
entre 0.69 a 2.5. Al comparar 
ambas técnicas se observó 
una gran variación en los 
resultados. 
Conclusiones: los rangos de 
variación para CD4/CD3 y 
CD8/CD3 son muy amplios 
en la población normal 
estudiada y son más bajos 
que los informados en la 
literatura. No son 
comparables los valores 
obtenidos por las técnicas de 
FACS e IFD. 

Introducción 
n los linfocitos T, una 
de las células efecto-
ras de la respues-
ta inmune, hay dos 
grandes marcadores 

que permiten la subdivisión en 
dos poblaciones funcionalmente 
distintas: la molécula CD4 que 
se expresa en la mayoría de los 
linfocitos T cooperadores o ayu-
dadores y la molécula CD8, mar-
cador principal de los linfocitos 
T citolíticos o citotóxicos (1). 
La medición de linfocitos CD4 
y de subpoblaciones de linfo-
citos ha contribuido de manera 
muy importante para entender 
la fisiopatologia de la enferme-
dad por el virus de inmunodefi-
ciencia humana (VIH) (1-3), y 
es requerida por el clínico para 
un mejor seguimiento de estos 
pacientes. Varios autores han in-
formado una más rápida progre-
sión de la infección por VIH 
asintomàtica a SIDA, cuando 
existen menos de 200 células 
CD4 por mm3 (3). La medición 
de los CD4 se usa para clasifi-
car la infección, para determi-
nar la elección de protocolos 
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c l ínicos de manejo y para 
monitorear la eficiencia de la 
terapia antiviral, pues existe co-
rrelación entre el número de 
CD4, la progresión de la infec-
ción y la aparición de enferme-
dades oportunistas y neoplasias. 
Sin embargo, no todos los in-
formes están de acuerdo con 
este comportamiento (4). 
La tipificación de los linfocitos 
CD4 y CD8 se realiza actual-
mente en nuestro medio por la 
técnica de inmunofluorescencia 
y el resultado es el producto de 
la cuenta de leucocitos totales y 
de la fracción (porcentaje) de 
linfocitos medidos por técnicas 
manuales o automatizadas; el re-
sultado se obtiene en porcentaje 
de marcación con anticuerpos 
monoclonales unidos al isotio-
cianato de fluoresceína. 
Esta técnica es tediosa e impre-
cisa, inclusive con anticuerpos 
monoclonales fluorescentes y 
microscopios especiales. Ade-
más, tiene gran riesgo de conta-
minación para el profesional de 
la salud que la ejecuta. 
La técnica de citometría de flujo 
(FACS) (5) permite analizar las 
propiedades de las células espe-
cíficas al pasar a través de un 
orificio a gran velocidad -pudien-
do analizar una suspensión celu-
lar para diversas medidas en for-
ma simultánea, a la velocidad de 
casi 5.000 células/sg-, al combi-
nar el disgregador de luz y la 
medición del volumen coulter con 
los anticuerpos monoclonales, 
que además pueden identificar de 
manera simultánea una célula 
marcándola con dos fluoro-
cromos. El encuentro de la célula 
con el haz de láser es interpre-
tado por el sistema en forma di-
ferente, estrechamente relaciona-
do con el tamaño celular y con su 
granularidad. El nivel de cambio 

en la luz es una característica 
particular de cada población de 
células y la medida de ese valor 
permite la identificación de cada 
célula. La molécula fluorescente 
se une al anticuerpo monoclonal, 
absorbiendo la luz del láser y por 
consiguiente emitiendo luz en 
otra longitud de onda; este fenó-
meno facilita la identificación de 
subgrupos específicos dentro de 
las grandes poblaciones celulares. 
La posibilidad de analizar gran-
des números de células en for-
ma cuantitativa y reproducible, 
aumenta significativamente la 
confianza y la precisión de los 
resultados. 
Existe una variación circadiana 
del número de linfocitos CD4 (6), 
que es más bajo en las mañanas 
(800 a 1.100) y más alto en las 
noches (2.200); este fenómeno 
puede acentuarse por distintas 
circustancias, no todas de fácil 
identificación y control, como el 
estrés (7-8), el ejercicio (9), los 
glucocorticoides exógenos, los ni-
veles de cortisol en el suero, las 
relaciones sexuales y otras (10-
13) 
Malone y cols (14) estudiaron 
16 pacientes con SIDA y 8 indi-
viduos normales, a los cuales les 
tomaron cuatro diferentes mues-
tras de sangre durante tres días, 
y encontraron una diferencia 
importante en la cuenta total de 
CD4 (+) entre las horas de la 
mañana y la tarde, pero no en el 
porcentaje de CD4/CD3. 
El propósito de este estudio es 
estandarizar los valores de refe-
rencia CD4/CD3 y CD8/CD3 en 
individuos colombianos sanos 
por la técnica de FACS, usar es-
tos valores de referencia para el 
monitoreo de células CD4(+) en 
pacientes con infección por VIH 
y comparar la técnica de inmuno-
fluorescencia con la de FACS. 

Material y métodos 
Sujetos 
Se estudiaron 100 individuos 
normales, 60 hombres y 40 mu-
jeres, donantes entre 18 y 45 
años de edad, seleccionados en 
el Banco de Sangre del Hospi-
tal Militar Central según crite-
rios de inclusión establecidos 
(Tabla 1). La toma de la mues-
tra fue realizada entre las ocho 
y las diez de la mañana. 
En todos se midieron los CD4/ 
CD8 por FACS y en 15 también 
por inmunofluorescencia, con el 
fin comparar las dos técnicas. 

Métodos 
Citometría de flujo: se uso el 
citométro de flujo Facscount de 
Becton Dickinson para recuen-
tos absolutos de CD4/CD8/CD3. 
Se tomaron 5 ml de sangre a 
cada individuo, con EDTA. 
Se adicionaron 50 μl de sangre 
total a cada tubo CD3/CD4 y 
CD3/CD8, se incubaron una hora 
a temperatura ambiente en com-
pleta oscuridad. 
Se procesaron controles zero, 
bajo, medio y alto a los cuales se 
agregó sangre total de un indivi-
duo clínicamente sano y se con-
tinuó el procedimiento como la 
muestra. 
Se adicionó una solución fijadora 
(formaldehído) a cada tubo y se 
incubó por 30 minutos a tempe-
ratura ambiente en completa os-
curidad. 
Previo a cada paso se agitó en el 
vórtex. Para los controles, una 
vez cumplido el período de in-
cubación se adicionó: 
- CD3/CD4 Control Zero 
- CD3/CD8 Control Bajo 
- CD3/CD4 Control Medio 
- CD3/CD8 Control Alto 
Se mezcló y se leyó inmediata-
mente. Una vez pasados los con-
troles se leen las muestras. 
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Inmunofluorescencia directa: 
Separar los linfocitos a partir de 
5 a 10 ml de sangre periférica 
heparinizada, mediante gradiente 
de Ficoll-Hypaque (d: 1077). La-
var con PBS y resuspender en 
RPMI + 5% de SBF. Contar el 
número de células recuperadas 
por ml en cámara de Neubawer. 
En cada tubo, como marcadores 
linfocitarios se vayan a determi-
nar, colocar 1.000.000 de célu-
las por tubo. Centrifugar a 1.800 
rpm por cinco minutos. Elimi-
nar el sobrenadante y añadir 5μl 
del anticuerpo monoclonal mar-
cado con fluorescencia corres-
pondiente (Ref. Cirumedics). In-
cubar durante 30 a 45 minutos a 
4°C. Añadir 1 a 2 ml de RPMI + 
SBF al 5% y centrifugar a 1.800 
rpm por cinco minutos. Elimi-
nar el sobrenadante, resuspender 
cada botón y añadir una gota de 
RPMI + 5% SBF, resuspender 
una vez más cada tubo y tomar 
5 a 10 μl sobre la lámina. Ex-
tender suavemente con una 
laminilla. Leer en el microsco-
pio de inmunofluorescencia y 
determinar el 1 % de cada subpo-
blación. 

Análisis estadístico 
El análisis estadístico se realizó 
para un intervalo de confianza 
de 95% y con una distribución 
normal Z. 

Resultados 
Al analizar un total de 100 indi-
viduos clínicamente sanos que 

cumplieron los criterios de selec-
ción anteriormente mencionados, 
se obtuvieron valores absolutos 
de linfocitos CD4/μl entre 338 y 
1.548, con una media de 943 y de 
CD8 entre 80 y 1.169, con una 
media de 624 (Tabla 2). 
La relación de CD4/CD8 en este 
estudio comprende un rango 
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amplio, que oscila entre 0.69 y 
2.5. Al clasificarla según sexo, 
varía entre 0.69 y 2.6 en hom-
bres y entre 0.66 y 2.5 en muje-
res, con medias de 1.6 y 1.58, 
respectivamente (Tabla 2). 
Al comparar la técnica de in-
munofluorescencia con la de 
FACS, se observó una gran va-
riación en los resultados de los 
valores absolutos de CD4 y 
CD8 y de la relación de CD4/ 
CD8 (Tabla 3). 

Discusión 
Se observó que en individuos 
normales y clínicamente saluda-
bles, la variación de los valores 
absolutos de linfocitos es muy 
amplia, con cifras de CD4 entre 
338 y 1.612. Este dato podría 
dar pie para reevaluar el inicio 
de la terapia antirretroviral en 
pacientes infectados por VIH, es-
tablecida con cifras inferiores a 
500 células CD4/μl, pues parece 
que en nuestra población estos 
recuentos celulares son más ba-
jos. 
Al comparar las dos técnicas uti-
lizadas, FACS e inmunofluo-
rescencia directa, se observó una 
gran diferencia en los resulta-
dos, lo cual nos indica que no 
deben ser analizados en forma 
paralela y reafirma la importan-
cia de hacer el monitoreo de los 
individuos seropositivos así 
como el seguimiento de quienes 
reciben terapia antiviral con la 
técnica de FACS, que presenta 
más ventajas en cuanto a preci-
sión, exactitud, sensibilidad, 
especificidad y que, además, dis-
minuye el índice de riesgo de 
contaminación para el profesio-
nal que la realiza. 
Se debe considerar que cada pa-
ciente tiene diferentes valores 
normales, que sólo deben ser 

comparados con informes ante-
riores de él mismo, teniendo en 
cuenta qué técnica se utilizó pre-
viamente para esta cuantifica-
ción, ya que no se puede realizar 
una equivalencia entre las dife-
rentes técnicas. 

Conclusiones 
Los rangos de variación de CD4/ 
CD3 y de CD8/CD3 son muy 
amplios en la población normal 
colombiana. 
No son comparables los valores 
obtenidos por las técnicas de 
FACS y de inmunofluorescencia 
directa. 

Summary 
Lymphocytes CD4 and CD8 
subpopulations are affected by 
the HIV infection and their quan-
tification is very valuable for the 
patient's followup. Normal val-
ues vary widely, because of 
methodological differences. The 
purpose of this study was to es-
tablish normal values for T lym-
phocytes in healthy Colombian 
patients and to compare these 
findings when performed by flow 
cytometry and immunofluores-
cence techniques. One hundred 
healthy adults serologically apt 
to be blood donors were studied. 
Absolute values for CD3/CD8 
varied between 800 and 1.119 
and the relation CD4/CD8 be-
tween 0.69 and 2.5. A great varia-
tion in the results was found 
when comparing both tech-
niques. Reference values for our 
population are lower than those 
traditionally reported and they 
must be taken into account to 
reevaluate the control of HIV 
infected patients. 
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