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RESUMEN

Se realizd un estudlo prospectivo, incluyendose 30 muestras
sanguineas de cordén umbilical de recién nacidos sanos, hi-
jos de madres sin enfermedad ni atopia, para determinar su
subpoblacidn de linfocitos mediante la técnica de citome---
metria de flujo y compararla con otro grupo de poblacién --
control, siendo el resultado: CD3 45% CD4 30% CD8 20% en
el porcentaje total en poblacidn mestiza mexicana y CD3 55%
CD4 35% CDB 29% en el grupo anglosajon y -para la cuenta --
absoluta CD3 1.7 CD4 1.1 CD8 0.5 para la poblacién mestiza_

mexicana y CD3 3.1 CD4 1.9 CD8 1.5 en el grupo anglosajon.

Concluyendo que los valores en nuestra poblacién son més ba
- Jos comparados con otros grupos de poblacién, con una p de

- 0.,0001, estadisticamente significativa.

~ Palabras claves: subpoblacién de llnFocitos, citometria de

flujo.
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SUMMARY

The lymphocyte subpopulatién from 30 healthy newborns were
determined from umbilical cord blood samples by flow cyto-
metry in a prospective study. Their mothers had not histo-
ry of atopy or other diseases and tha subpopulation distri
butién were compared with a control group. The results ---

were as [ollows: CD3 45% CD4 30% CD8 20% for the mexican

mestizos population ; and CD3 55% CD4 35% CD8 29% for the_

control group.The absolute count of subpopulation were -~

Ccb3 1.7 cb4 1.1 CD8 0.5 Por the mestizos and CD3 3.1 =---
Cbh4 1.9 CD8 1.5 for the controls. The obtained p values -
were less than 0.0001 (p - 0.0001) wich demostrate that

there are differences in the lymphocyte subpopulations bei‘

ween.. distine populations groups.

Keywords: 1ymphoéyte subpopulations, flow cytometry.




INTRODUCCION

El sistema inmune se descubridé por las respuestas de los anima
les a los procesos infecciosos. Con el transcurso del tiempo -
y en especial durante la Gltima década a tomado tal importan--
cia, que todas las alteraciones a nivel de distintos aparatos

y sistemas del organismo humaho, existe la participacidn tanto

de la inmunidad celular como de la inmunidad humoral, en sus -
funciones de proteccidn contra agentes nocivos externos (no --
propio), asif también, como de lesidén contra ciertos drganos --
blanco ( lo propio ).

De esta manera ha sido la evolucién de la inmunologia, que a -
pasado por distintas fases, desde la serologia (Karl Landstei-
ner 1900), inmunologia celular (Albert H. Coons 1941), inmuno-
logia molecular (Rodney R. Porter 1959) y la inmunogenética --
(Hugh O. McDevit 1968), que nos a permitido identificar proce-
sos bioquimicos y biomeleculares, para mayor entendimiento de

los cuadros patoldgicos y las futuras aplicacilones terapelti--

cas de estos descubrimientos (1).

Por lo anterior, la inquietud de realizar un trabajo en donde_
podamos contar con cifras de escala de valores, en este caso__
de subpoblacion de linfocitos (CD3/CD4/CD8), en poblacién mes-
tiza mexicana, pues no se pueden comparar como ref'erencia, los
parametros de otros grupos de poblacién, por ejemplo la anglo—
sajona, ya que existen diferencias principalmente de fenotipos
inmunolégicos, con lo cual no se pueden evaluar adecuadamente

los padecimientos, cuando los utilizamos. como apoyo diagnésti:

co de laboratorio,

Ademds, los valores relacionados con el nacimiento y las dis--
tintas edades de la infancia y la edad adulta, no han sido de-
terminados sistematicamente. Unos pocos estudios detallan los_
rangos referentes a los linfocitos T y B y sus subgrupos tan

to en nifos como en adultos, pero utilizando solamente algunos‘

marcadores linfociticos. Muchos trabajos se han realizado, pe-
ro ninguno con resultados estadisticamente significativos y --
por tanto las referencias en adultos no pueden ser utilizadas_

para realizar determinaciones de referencia de subpoblacién de

linfocitos en recién nacidos, por las discrepancias -existentes

entre las cif'ras tanto porcentuales como en su cuenta absoluta
de niflos y adultos hasta ahora reportados (2).
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MATERIAL Y METODO

Se obtuvieron 30 muestras de sangre de cordén umbilical de re
cién nacidos, atendidos en las areas de tocoquirurgica de los

hospitales regionales Lic. Adolfo Lépez Mateos e Ignacio Zara

goza del ISSSTE de la ciudad de México, D.F.

Los criterios de inclusién para el estudio, fueron recién na-
cidos sanos, de ambos sexos, obtenidos indistintamente por --
parto eutocico o cesarea, con apgar al nacer de 8 o superior.
De madres sin antecedentes de enfermedad o atopia.

Los criterios de exclusién comprendieron a aquellos recién na

cidos con sufrimiento fetal agudo y crénico, cuyas madres tu-
vieran antecedentes positivos de atopia, obtenidos por partos
distécicos, valoraciones de apgar menores de 8 y silverman de
1 o mayores, hijos de madre con SIDA, citomegalovirus o con -
ebstein~bar, ‘ :

Los criterios de eliminacién se aplicaron a recién nacidos .-~
con antecedentes de enfermedad no identificada al momento del
parto, complicaciones en el neonato inmediato, informe previo
de ingesta de inmunosupresores por parte de la madre, mues---
tras mal conservadas y las que no hallan sido procesadas,

Los especimenes sanguineos se recolectaron durante los prime-

ros 10 minutos de vida extrauterina, mediante venopuncién, ~-:

utilizandose 2 tubos de cristal (vacutalner) y agregandose -~
2 cc de sangre a cada uno de ellos, con y sin anticoagulante

respectivamente. Para su procesamiento fueron enviadas al la~-
‘boratorio de inmunologia del instituto nacional de enfermeda-

des respiratorias (INER), del sector salud.

El metodo de laboratorio utilizado fué con la técnica de la -
citometria de flujo de 2 colores y el uso de anticuerpos mono
clonales. .

En cuanto al grupo control, se tomé como referencia el repor-
te de estas lineas celulares, también de sangre de cordén y -
con la misma técnica de laboratorio que apareci6 en la revis-
ta immunology today de 1992 por la Dra, Irene Hannet.

El analisis estadistico fué realizado mediante 1a ppueba de -
shapiro-wilkcorroborada con. prueba de simetria para las varia,
bles.




TECNICA

1. COLECCION DE MUESTRAS: sangre colectada por venopuncién
en tubos VACUTAINER EDTA (K3).

PRECAUCIONES: se utilizaron guantes de latex para la ma
nipulacién de las muestras sanguineas,

2. A cada muestra de sangre de 2 cc; una en un tubo conte-
niendo anticoagulante y otra muestra en un tubo sin an-
ticoagulante, se le agregd un conjugado de Reagentes Mo
noclonales,

3. Los tubos fueron incubados a Temperatura Ambiente duran S
te 10 minutos, posteriormente centrifugadas a 300 RPM - |
por 5 minutos, : : :

| 4. El supernadante fué aspirado y se agregaron 1.0 ml de - i
_ PBS al 0.1% y dicha mezcla centrifugada por 5 minutos -
| a temperatura amblente a. 200 RPM ; '

% 5. Pogteriovmente se agregaron 0.5 ml de Fovmaldehido e in
! mediatamente las células son sometidas al analisis por
medio de CITOMETRIA DE FLUJO.

1 6. NOTA: las muestras fueron almacenadas a 2 u 8 grados y
/ el analisis de la tincidén del lisado, se realizé
: dentro de las siguientes 24 horas

CITOMETRO DE FLUJO " BECTON DICKINSON
DETECCION DE ANTIGENO POR ANTICUERPOS MONOCL.ONALES

HUMANOS;  ANTI-LEU-3a (CD4)

ANTI-LEU-2a (CD8)

ANTI-LEU-4 (CD3)




RESULTADOS

De las 30 muestras de sangre obtenidas, 8 de las cuales fueron
desechadas de acuerdo a los criterios de eliminacién estableci
dos en el protocdlo (2 muestras por complicaciones en el neona
to inmediato, 3 por mala técnica de conservacién y 3 por no ha
berse procesado adecuadamente), 22 especimenes, correspondien-
do 12 al sexo femenino (55%) y 10 al sexo masculino (44.5%), -
como lo muestra la figura No. 1.

Los resultados obtenidos en nuestra poblacién mestiza mexicana
mediante la técnica de citometria de flujo y sometidos a anali
sis estadistico con la prueba de shapiro-wilk y con una p de
- 0.0001 para cada una de las variantes tanto en porcentajes -
totales como en su cuenta absoluta, figura No. 2. Corroborando
se los resultados mediante la prueba de simetria para las va--
riables, representado en la fig. No. 3 y 4.

Comparamos los resultados obtenidos en nuestra pobla01on con -
lo reportado en poblacién anglosajona (immunology today 1992),
y como lo muestra la fig. No, 5, difieren en forma importante,
asimismo comparamos otros reportes con otros grupos de pobla--
cién (5-6), en donde se determindé que la cuenta media de linfo
citos en sangre de cordén umbilical fué 2 veces més que en 1a
de los adultos normales a pesar de que la técnica utilizada -~
fué la de formacién esponténea de rosetas, pero en dicho estu-
dio tanto el nimero de muestras de sangre de cordén, asi como -
del grupo adulto de control fué pequefio, con una distribucién
asimétrica de las variables, por 1o que no se le considerd$ es-
tadisticamente significativo (se tomaron 24 muestras de cordén
umbilical de infantes al nacimiento) (3). '

En la tabla 1 se encuentran comparados tanto los resultados €=
en porcentajes totales como en su cuenta absoluta obtenidos en
nuestra poblacién mestiza mexicana y del grupo control de po--
blacidén anglosajona, observandose que existe una diFerencia im
portante, como ya habiamos mencionado. '

. De esta manera comprobamos, que no podemos seguir tomando como

base los parametros de otros grupos de poblacién, ya que exis-
ten diferencias en cuanto a caracteristicas antropométricas, -
tipo de alimentacién 'y por demas importante los fenotipos inmu
nolégicos para cada raza (antigeno leucocitario de histocompa-
tibilidad-HLA), siendo auin mds significativos nuestros resulta’
va que se utilizé la misma técnica de citometria de Flujo Yy el
uso de anticuerpos monoclonales.
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La importancia de saber interpretar el significado clinico con
la presencia de estos marcadores de superficie y su discrimina
cién morfoldgica nos permite prevenir y diagnosticar adecuada-
mente determinados padecimientos en donde se ven afectados los
valores de estas lineas celulares, as{ como poder establecer -
un estado de actividad de la enfermedad.

Por otra parte las intervenciones coordinadas de miltiples mo-
léculas de membrana con los receptores de células T para anti-
genos (TCR-CD3), son pre-requisitos para la activacidn de las
células T y por ende la participacién de las subpoblacién CD4-
CD8 en padecimientos no solo alérgicos, sino también autoinmu-
nes y de malignidad, interviniendo ademds en forma importante_
el complejo principal de histocompatibilidad (CPH), de clase I
y clase II para padecimientos autoinmunes como malignos y en -
especial de clase II para los padecimientos de tipo alévgico -
del tipo HLA-DR.(3).

Con respecto a los padecimientos alérgicos (atépicos), se ha -
podido demostrar la intervencién de los subgrupos de las célu-
las TCDY4 como son la linea celular Th2, como responsables de -
de la liberacién de citocinas IFN-gamma, IL-2, que junto con -

otras células (células plasmdticas, monocitos macréfagos, eosi
- néfilos, etc), van a perpetuar el estado inflamatorio como res

puesta al estimulo antigénico,

Por todo lo anterior, es de relevancia el que podamos contar -
con valores de estas subpoblaciones de linfocitos T en pobla--
cidén nacional y su aplicacién a la prédtica médica y por ende -
poder determinar mediante la obtencién de sus resultados, para
metros confiables,




DISCUSION

Los resultados de este estudio a pesar de haberse realizado en
un numero pequeno de sujetos, son significativos no solamente_
en forma estadistica, sino que nos permitird dejar las bases_
para desarrollar estudios posteriores con grupos mayores de -
poblacién, asi como permitirnos tomar como referencia valores_
propios y poderlos aplicar en forma clinica para la prevencién
y diagnésticos tempranos de miltiples padecimientos que pudie-
ran ser detectados desde el nacimiento como es el caso de inmu
nodeficiencias congénitas, malignidades como leucemias y otros
padecimientos que ya hemos mencionado anteriormente.

También debemos tomar en cuenta que existen otros facto--
res que estdn implicados en cuanto a los resultados de la de--
terminacién de las subpoblaciones de linflocitos. Miyawaky y --
cols (1984), reportaron que el porcentaje de las distintas sub
poblaciones de linfocitos tienen un marcado ritmo circadiano y
que los resultados obtenidos son distintos en diferentes hora-
rios en que se toman las muestras de sangre, pero son necesa--
rios més estudios para comprobar lo anterior (7). De acuerdo a
Richte y cols también mencionan variaciones en cuanto a los va
lores y el ritmo circadiano. : ‘ ‘

G. Kingsley y cols (1988), observaron una marcada actividad sg‘

presora de los linfocitos T de corddén umbilical, a los determi
nados con los linfocitos de muestras sanguineas en adultos de_
la misma poblacién de estudio, determinada en paralelo con su_

aumentada produccién de lectina y pobre produccién de inmuno--

globulinas en co-cultivos experimentales (8). o
Otros estudios realizados en donde se toman como base los valo

res de estas subpoblaciones en procesos patolégicos como por -

ejemplo el inducido por el plasmodium chabaudi, cuyo comporta-
miento como superantigeno, se puede determinar por el papel im
portante que juegan los linfocitos TCD4 en la fisiopatologia -
del padecimiento y de los linfocitos TCD8 en la resolucién de_
la infeccién primaria, evitando asi la persistencia de la para
sitemia y por ende la infeccién crénica (9-10).

‘También la participacién de algunas interleucinas como la IL-7
que promueve el crecimiento de los linfocitos CD3/CD4/CD8 en -
su forma de células precursoras y que pueden llegar a bloguear
las vias de diferenciacién de los receptores de las células T
alfa y beta, referido en los estudios de J. Plum (1993) y que_
llega a la conclusién que en algunos padecimientos, en futuro_
tuviera aplicaciones como terapias génicas (11).




Hans Yssel y cols (1992), encontraron que la IL~10 ha sido
producida por clonas de células TCDY de las subclonas Th2 en_
modelos murinos y que en modelos humanos la IL-10 es produci-
da por las subclonas tanto ThO, Thl y Th2, posteriopr tanto a
la activacidn policlonal como a la activacidn antigeno- especi
fica, siendo de importancia dichas observaciones ya que infi-
can un papel regulatorio de la IL-10 en las fases tardias de_
la respuesta inmune (12)
También en ivestigaciones realizadas en México, se observd --
que en los eventos no solamente de tipo autoinmune, infeccio-
so (por superantigeno, citomegalovirus, etc), sindromes de in
munodeficiencias congénitas o adquiridas, sino también en a--
quellos eventos pre y postnatales que propician la sensibila-
cién alérgica, se piensa que las células Th pueden sepr la cé-
lula blanco para los factores genéticos regulatorios que con-
trolan la expresién del fenotipo respondedor de lge, observa-
ciones que han sido demostradas en nifos de familias atépicas
y alto riesgo para enfermedades alérgicas, que tienen una len
titud en la maduracidn de células T postnatales, con produc--
cién de IL-4 e IPN-gamma. La evidencia muestra que la respues
ta inmune puede ser activada especificamente a alergenos adn_
in utero, demostrada esta por la presencia de células TCD4 --
Th2 en sangre de cordén umbilical de recién nacidos (13-14),
Las células TCD4 de sangre periférica humana pueden ser_
divididas dentro de una poblacién CDY5RA y CDY5RO posotivas -
con diferentes capacidades funcionales. Posterior a la estimu
lacion las células CD45SRA producen IL-2 mientras que las ~---
CD45RO contienen productos de la IL-2 as{ como IL-4 e IFN-ga-
mma (15-16-17). Otros investigadores han observado que duran-
te la activacién de las células T in vitro, la expresién de
CDU5SRA declina sobre muchas células siendo inducido un Fenoti
po CD4SRO (18-19-20). Estos hallazgos junto con las observa--
clones, de que las células T con especificidad para presentar
antigeno, estén contenidas dentro de la poblacién CDU45SRO en -
alta frecuencia, llevando esto a la suposicién de las células
T CDUSRA y CD45RO representan células de memoria y virgenes
respectivamente (21-22-23). En contraste las células T CDA4SRA
y CD45RO responden con la secrecidén y proliferacién de citoci
nas posterior a una minima unién con el TCR-CD3. En resumen -
se a demostrado que la predominancia de células T cooperado--
ras inductoras de supresién en sangre de corddén pueden deter-
minarse por muchas de las anormalidades descritas por: linfoci
tos de cordén, pero serén necesarios mds estudios en cuanto a
las implicaciones en el campo de la inmunobiologia materno- fe
tal y las aplicaciones de las subpoblacién de linfocitos (24-

25-26).
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CONCLUSIONES

A pesar de haber sido una cohorte pequefia de sujetos
de estudio, los resultados fueron estadisticamente -
significativos, en comparacién al grupo control cuyo
resultado tuvo una distribucién asimetrica.

Los resultados obtenidos serviran como base para es-
tudios posteriores con grupos de poblacidén mayores y
no solamente en recién nacidos, sino en las diferen-
tes edades de la infancia y la edad adulta.

. Se comprobdé que existen marcadas dif'erencias tanto -

en terminos porcentuales como de cuenta absoluta de
estas subpoblacién dentro de los linfocitos, compara
radas con otros grupos de poblacién, correspondiendo
valores mas bajos para nuestra poblacién mestiza.

. Estos parametros podran ser unicamente tomados como_

valores de referencia, ya que , por lo pequefio del
tamafio de la muestra, no podrén ser extrapolados a _
la poblacién en general

. Por ultimo, es importante que hagamos conciencia de_

que podemos contar con valores propios de esta sub--

poblacién de linfocitos, asi como de otras lineas ce

lulares y aplicarlas en la practica clinica en nues-
tra poblacién y dejar de tomar otros parametros como
apoyo diagnéstico, por las limitantes de las diferen
cias demostradas y que no dan confiabilidad
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FIGURA 1
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N FIGURA 2

MEDIA
| A PRUEBA DE SHAPIRO-WILK DEMOSTRO QUE LEUCOCITOS

cD3,cD4,CD8 SE DISTRIBUYEN NORMALMENTE
(LA P' MAS PEQUENA FUE DE P=0.247 EN CD3 ,l
Y LA MAS GRANDE FUE EN LEUCO CON P=0.627)

A P<0.0001 ! p<0.0001 | 1 P<0.0001
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FIGURA 3

PRUEBA SIMETRICA PARA LAS VARIABLES.
ESTO INDICA QUE LAS VARIABLES sonN SIMETRICAS

CONFIRMANDO LA NORMALIDAD DE A PRUEBA
|
‘ DE SHAPIRO-WILK.
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. FIGURA 4
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FIGURA 5

: VALORES COMPARATIVOS DE SUB-POBLACGION DE LINFOCITOS
j EN POBLACION ANGLOSAJONA IMMUNOLOGY TODAY,1992.
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TABLA 1

PORCENTAJES _ TOTALES

cD3  CD4 cp8

POBLACION 45% 30% 20%
NACIONAL

POBLACION _
ANGLOSAJONA ~ 553 35% 29%

CUENTA  ABSOLUTA

cD3 cby  CD8

| POBLACION 1.7 1.1 0.5 ?
; NACIONAL ‘ 3
i :
N o , ;
i POBLACION 3.1 1.9 1.5 !
E ANGLOSAJONA

| .
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