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RESUMEN

La determinacion de linfocitos T, B y células asesinas naturales (AN) es esencial para
diagnosticar ~ inmunodeficiencias,  trastornos linfoproliferativos y  enfermedades
oncohematoldgicas. La citometria de flujo (CF) ha sido en los Gltimos afios un instrumento
indispensable para el diagnostico y seguimiento de dichas patologias, por ser una técnica de
analisis celular altamente precisa para la separacion y clasificacion de células en suspension, por
ello es usada también para la determinacién de subpoblaciones linfocitarias en forma de
porcentaje. El objetivo fue evaluar las alteraciones en las subpoblaciones linfocitarias y su
relacion con las causas. Se analizaron 1403 muestras de sangre periférica del 2013 al 2016. Las
subpoblaciones linfocitarias se determinaron por CF, utilizando anticuerpos monoclonales a
antigenos linfoides y células AN. La lectura se realiz6 en un citometro GALLIOS, Beckman
Coulter y se analizaron utilizando el software Kaluza. Las impresiones diagnosticas mas
frecuentes durante los cuatro afios fueron las infecciones respiratorias, en 276 pacientes; 68 con
sepsis cutaneas; 60 con hipoplasia timica; 38 con Sindromes Genéticos y 13 pacientes con
alergias, el resto presentaron disimiles padecimientos. Los valores medios de las determinaciones
de linfocitos T para éstas causas fueron: CD3+/CD4+ (32,74 %, 33,12 %, 32,02 %, 32,22 % y
35,68 %), CD3+/CD8+ (23,83 %, 24,42 %, 21,14 %, 24,03 % y 25,11 %), CD19+ (14,77 %,
13,54 %, 15,85 %, 12,51 % y 10,16 %) y AN (14,11 %, 15,46 %, 13,97 %, 13,8 % y 15,16 %),

respectivamente. Para las cuatro primeras causas existe entre 20 y 30% de los valores
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CD3+/CD4+ que se incluyen por debajo del limite inferior de los intervalos por edades,
mostrando un comportamiento similar al marcador CD19+, para las mismas causas. Esta Ultima
determinacion se comportd igual en los casos de alergias, pero no asi con el resto de las
determinaciones. La cuantificacion de linfocitos T CD3+/CD4+ y de linfocitos B CD19+

muestran mayor alteracion con respecto a los intervalos, en las principales causas analizadas.
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INTRODUCCION

Las inmunodeficiencias tanto celulares como humorales, y su estudio, se encuentran
constantemente en actualizacion para lograr la mejor caracterizacion inmunolégica, un
diagndstico, tratamiento y prondstico de estos pacientes. El estudio de las subpoblaciones
linfocitarias de las células de linea T, B y AN, es de gran interés en la evaluacion del estado
inmunoldgico de varios trastornos de la misma naturaleza. Este estudio incluye diferentes
marcadores de membrana celular, especificos de cada linaje, basandose en la diferenciacion de
cada subpoblacion celular. 2 Por ello, es de gran importancia conocer la cuantificacion de
poblaciones y subpoblaciones linfocitarias para orientar el estudio de las alteraciones

inmunoldgicas que presentan estas enfermedades, y definir su diagnostico.

Un elemento de diagnostico esencial en algunas inmunodeficiencias ha sido la CF. Los resultados
iniciales pueden sugerir las pruebas mas (tiles en la identificacion final de estas enfermedades. 2
La CF es un método analitico que permite la medicion rapida de ciertas caracteristicas fisicas y
quimicas de células o particulas suspendidas en liquido, que producen una sefial de forma
individual al interferir con una fuente de luz>. Entre las caracteristicas analiticas mas importantes
de los citometros de flujo es su capacidad de medir multiples pardmetros celulares, como el
tamano, forma y complejidad interna y cualquier componente celular que pueda ser marcado con

un fluorocromo.
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La utilizaciéon de la CFen la inmunologia clinica ha contribuido a la mejor categorizacion de
enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias primarias y secundarias, sindromes
linfoproliferativos y hemopatias malignas®. Esta técnica es crucial en el contexto de la evaluacion
inicial de los pacientes con sospecha de IDP, que incluye la enumeracion de las subpoblaciones

celulares y la evaluacion de su funcionalidad®.
OBJETIVOS

Evaluar las alteraciones de las subpoblaciones linfocitarias y su relacion con las causas que las

originaron.
MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 1 403 pacientes con edades de 1 mes hasta 86 afios, entre 2013 yl 2016. El
inmunofenotipaje celular se realiz6 mediante la técnica de CF. Se utilizaron 100 pL de sangre
periférica, al que se le afiadieron anticuerpos monoclonales dirigidos contra los antigenos de
diferenciacion linfoides y de células AN. Se incubaron durante 20 a 30 min, protegidas de luz y a
temperatura ambiente. El lisado de los hematies se realizd con cloruro de amonio, durante 10
min. Luego, las células fueron lavadas en dos ocasiones con cloruro de sodio a 0,9 % y
centrifugadas durante 10 min a 1500 rpm. Para conservar la viabilidad, las células se fijaron con
300 uL de formaldehido a 1 %. Fueron leidas en un citdmetro GALLIOS, Beckman Coulter y los
datos obtenidos se analizaron con el software Kaluza version 1.2. Los resultados obtenidos

mediante este programa se compararon con intervalos de valores de referencia por edades.
RESULTADOS

Los promedios de las determinaciones analizadas durante los cuatro afios para linfocitos T
CD3+/CD4+ fueron de 19,89 % en el 2013, 35,84 % en el 2014, 31,25 % en el 2015y 33,43 %
en el 2016; para un promedio de 30,10 % en el total de afios. Para los linfocitos T CD3+/CD8+
se obtuvo un promedio en el 2013 de 11,72 %, en el 2014 21,37 %, en el 2015 24,31 % y en el
2016 23,71 %; para un promedio general de esa determinacion de 20,28 %. En el caso de los
linfocitos B CD19+ en el 2013 se obtuvo un promedio de 10,91 %; en el 2014, 13,68 %; en el
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2015, 12,34 % y en el 2016, 14,24 %; para un total de 12,79 % durante los cuatro afios. Las
células AN se comportaron de manera similar a los linfocitos B CD19+, teniendo en el 2013 un
promedio de 10,83 %, 15,15 % en el 2014; 15,49 % en 2015y 13,03 % en 2016; para un total de
13,63 %.

Durante todo el periodo, las impresiones diagndsticas mas frecuentes en los pacientes fueron
infecciones respiratorias, en 276 pacientes; 68 con sepsis cutaneas; 60 con hipoplasia timica; 38
con Sindromes Genéticos y 13 pacientes con alergias. Con menor cantidad de representantes y
combinados con otros padecimientos estuvieron las inmunodeficiencias celulares, reacciones a
vacunas, inmunodeficiencias primarias, diabetes mellitus, meningoencefalitis virales y
bacterianas, osteomielitis, déficit humoral, sindrome adénico, leucopenia y trombocitopenia,
transplante de médula 6sea, infecciones por citomegalovirus, leucemia, sindrome

linfoproliferativo y VIH.

Las causas presentadas por mayor numero de pacientes tuvieron valores promedios que se
encontraron dentro de los intervalos de valores de referencias. Las determinaciones de linfocitos
T, By células AN para las infecciones respiratorias para el total afios fueron: 32,74 %, 23,83 %,
14,77 % y 14,11 %, respectivamente. En los casos de las sepsis cutaneas se obtuvo un promedio
para cada determinacion de 33,12 %, 24,42 %, 13,54 % y 15,46 %. Para los pacientes con
hipoplasia timica, las determinaciones de linfocitos T, B y células AN fueron 32,02 %, 21,14 %,
1585 % y 13,97 %, respectivamente. Estas determinaciones para los sindromes geneticos
presentaron promedios de 32,22 %, 24,03 %, 12,51 % y 13,80 %; y para los casos de alergias
35,68 %, 25,11 %, 10,16 %y 15,16 %.

Para las primeras cinco causas mas frecuentes se determinaron los porcentajes de los resultados

que estuvieron inferiores y superiores a los intervalos de referencia de cada determinacion. (tabla)

Los linfocitos T cooperadores se comportaron de manera similar a los linfocitos B CD19+ con
respecto a los valores de referencia para los pacientes con infecciones respiratorias, sepsis
cutaneas, hipoplasia timica y sindromes genéticos. Los valores que se encontraron por debajo del
limite inferior de los intervalos oscilaron entre el 20 y el 30 %. En los pacientes con alergias, solo

los linfocitos CD19+ exhibieron valores inferiores al intervalo de referencia.

.
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CONCLUSIONES

e

- 40 % del total de pacientes estudiados presenta alteraciones en al menos una de las
determinaciones analizadas (CD3+/CD4+, CD3+/CD8+, CD19+ y células AN).

- Las impresiones diagnosticas que se encuentran en la mayoria de los pacientes son: las

infecciones respiratorias altas y bajas, las infecciones cuténeas, hipoplasias timicas,

sindromes genéticos y las alergias.

- Las determinaciones que presentan mayor porcentaje de alteraciones son los linfocitos T

CD3+/CD4+y B CD19+.

RECOMENDACIONES

Ampliar los fenotipos segln las alteraciones encontradas en esta investigacion y realizar el

estudio en un periodo mayor de tiempo.

Tabla 1. Relacion de porcentaje de los pacientes con resultados inferiores/superiores a los

intervalos de valores de referencias por edades segun las principales impresiones diagnésticas

Impresion Diagndstica

Infecciones respiratorias
Sepsis cutaneas
Hipoplasia timica
Sindromes Genéticos

Alergias

Determinaciones (%)

CD3+CD4+

22,83/4,71
26,47/7,35
20/8,34
28,95/0
7,69/0

CD3+CD8+

6,88/8,33
10,29/11,70
11,67/6,67
15,79/10,53
0/15,38

CD19+
21,01/3,62
29,41/7,35
35/3,34
31,58/0
23,08/0

AN
3,99/7,61
8,82/13,23
3,34/8,33
7,89/7,89
0/0
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