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RESUMEN

Las células asesinas naturales (Natural killer) son una subpoblacion de
linfocitos granulares, que debido a su capacidad litica contra células tumorales
y células infectadas con virus y parasitos intracelulares, se encuentran
relacionadas con diversas patologias como cancer, abortos espontaneos,
endometriosis y en transplantes de médula 6sea, lo que les confiere un gran
interés clinico. EIl objetivo del presente trabajo es establecer valores normales
de células NK. Para ello se recolectaron 95 muestras de sangre de donantes
voluntarios de sangre, a los cuales luego de realizarles recuentos celulares
directos e indirectos, manuales y automatizados, se les evalud la expresion de
los marcadores CD3, CD16 y CD56 por citometria de flujo, con el objeto de
cuantificar la poblacién de células con el fenotipo CD3(-)/CD16(+)CD56(+).
Los datos obtenidos se procesaron con estadistica descriptiva y calculo de
percentiles obteniendo valores absolutos de leucocitos (Total 4400-8450cel/m;
mujeres 4888-8688cel/m; hombres 4358-8263cel/m), y absolutos y relativos de
linfocitos (Total 21-43%, 1354-3031cel/m; mujeres 24-40%, 1427-2880cel/m;
hombres 21-45%, 1326-3081cel/m). Los valores normales de linfocitos
asesinos naturales establecidos para la poblacion total, estan comprendidos
entre 6% que equivale a 118cél/m y 28% a 603cél/m. Cuando la poblacion se

estratificd por género, se obtuvo que en las mujeres los valores de células
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CD3(-)/CD16CD56(+)se encuentran entre 5% que equivale a 102cél/m y 24%
que corresponde a 542cél/m. En los hombres, los valores de las células
CD3(-)/CD16CD56(+) se encuentran entre 6% que equivale a 128cél/m y 29%

gue corresponde a 619cél/m. Estos resultados fueron correlacionados con otros

49-50-51 gphservandose que no se

datos reportados en otras poblaciones,
encuentran diferencias significativas a pesar de compararlos con individuos con
raza y habitos culturales y alimenticios diferentes a los de la actual poblacién
de estudio. En este trabajo hemos demostrado que los valores normales de los

linfocitos NK en hombres son mayores que los presentados en las mujeres y

gue esta diferencia es estadisticamente significativa  <0.05). La importancia

de establecer los valores normales de células asesinas naturales radica en
otorgar diagndsticos y prondsticos clinicos precisos acerca de la fisiopatologia
de un individuo. En tal caso, el establecimiento de valores normales llega a ser
atil en el control de rechazos de trasplantes de médula ésea, donde un
aumento moderado del numero de células NK indica la presencia de un
proceso de rechazo'! aportando de esta manera en el esclarecimiento del

estudio de la relacién celular Receptor- Donante, 1112-27-32

Palabras claves: Citometria de flujo. Linfocitos asesinos naturales. Sanos.

Valores normales.
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ABSTRACT

The natural killer cells are an inner of granular lymphocytes due to their lytic
capacity against the tumor cells and cells infected with virus and intracellular
parasites. This type of lymphocytes killer are related to a sort of pathologies as
cancer, miscarriage, that gives them a lot of clinical concern. The goal in this
project is to stablish regular values of NK cells, for this purpose we collect 95
blood samples from voluntary donors “ healthy donors” from the blood bank.
Then we tested them for cellular count by hematological analysis using a
Coulter counter and manual protocols, the marker CD3, CD16 and CD56
expression was evaluated to them by flow cytometry, with the intention of
guantifying the population of cells with the phenotype CD3(-)/CD16(+)CD56(+).

The data of the samples were process using descriptive statistic, calculating
percentiles procedures the normal values for natural killers lymphocytes
established in the total pattern are found between the 6% that is the value
equivalent to 118 cel/ml and 28% for 603cell/ml. When the population was
classified by sex, women obtained the following values of cells CD3(-
)/ICD16CD56(+), they were found between 5% equivalent to 102cell//ml and
24% that correspond to 542cells/ml. And Men, the values of the same cells are
found between 6% equivalent to 128ceél/m y 29% that correspond to 619cél/m.
We saw that there aren’t significant differences although they were compared

against people with race and different cultural and living habits related to the
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other pattern studied. The importance of establishing the normal values of cells
NK is in granting precise diagnoses and clinical prognoses about the
pathologies of an individual. In such case, the establishment of normal values
gets to be useful in the control of rejections of transplants of bone marrow,
where a moderate increase of the number of cells NK indicates the presence of
a process by ricochet, contributing this way in the elucidation of the study of the

cellular relation Receiving Donor.

KEY WORDS: Flow cytometry. Healthy .Natural killers lymphocytes. Normal

values.
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1. INTRODUCCION

Las células asesinas naturales (del inglés natural killer, NK) son un grupo de
linfocitos incluidos en las barreras internas no especificas del sistema inmune
>3 con capacidad de lisar células tumorales y células infectadas con virus u
otros parasitos intracelulares a través de mecanismos citotoxicos*> y de

secrecion de citocinas.®”’

Estas células carecen del receptor de linfocitos T
(TCR) y de receptor de linfocitos B (BCR), y expresan en su superficie los
marcadores CD16 y CD56; que permiten su identificacion por citometria de

flujo®°

Las células asesinas naturales se han visto involucradas en diferentes
patologias.®'® En pacientes con cancer, la citotoxicidad de las células NK se
reduce por varios factores fisioldogicos debido a tratamientos como
radioterapia'*™*? Ademas, en desordenes hematoldgicos e inmunolégicos de
pacientes sospechosos de presentar alteraciones en la respuesta inmune
celular especifica,'® la inmunotipificacién de linfocitos en sangre periférica es

una herramienta importante en el diagndstico.

A pesar de su utilidad en la clinica, en la comunidad cientifica la literatura

acerca de los linfocitos asesinos naturales como parte de estudios para definir
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la distribucion de las subpoblaciones de linfocitos en la poblacién sana es
escasa, a pesar de que los marcadores de superficie de los linfocitos se
pueden usar como herramientas para estimar las variaciones de los niveles
linfocitarios para cada subgrupo celular por citometria de flujo. Las
instituciones calificadas optan por manejar medias y percentiles de
subpoblaciones de linfocitos de sangre periférica, sin hacer ninguna clase de
diferenciacion de este grupo de células, b que puede no ser representativo
para la poblacion analizada, otorgando datos que no se correlacionan
perfectamente con la realidad fisiopatoldgica del paciente, por la diferencia en

el lugar de ubicacion, alimentacién y enfermedades habituales.

Los avances en la instrumentacion de citometria de flujo, reactivos y técnicas
han abierto una nueva era para las investigaciones clinicas y bioldgicas
otorgando poderosos instrumentos que contribuyen a un mejor desempefio en
el diagndstico clinico, en el pronostico de enfermedades y en la investigacion

141516 por todo lo anterior, en este trabajo se

de funcionamiento celular.
analizan muestras de sangre de una poblacion adulta de individuos sanos por
medio de la técnica de citometria de flujo; con el propésito de determinar los

valores normales de linfocitos NK CD3-/CD16+CD56+.
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2. MARCO TEORICO
2.1. CELULAS ASESINAS NATURALES

Las células asesinas naturales son linfocitos granulares no B no T, que actlan
en la inmunidad innata;!’ tienen la capacidad de lisar rapidamente células
tumorales, células infectadas por virus y otros patdgenos intracelulares;®
corresponden a cerca del 15% de los linfocitos de sangre periférica y tienen
una alta localizacién en el bazo, con una disminucién en los pulmones, higado,
y tracto gastrointestinal.’*° Es caracteristico de los linfocitos asesinos
naturales humanos expresar las moléculas CD16 (fcgRlll) que corresponde al
receptor Il para la porcion Fc de las cadenas gamma de las Igs y CD56 que es
una molécula de adhesion hemofilica perteneciente a la superfamilia g (N-
CAM). Ademas una caracteristica importante de este tipo celular es que
carece de CD3. El marcador celular CD16 es comunmente utilizado para
identificar las células NK en poblaciones purificadas de linfocitos de manera no
muy especifica en poblaciones totales ya que el CD16 es también expresado
por neutréfilos, macrofagos y algunas células Tgd. En los granulocitos esta
unido a la superficie de membrana por phosphatidyl inositol glycan (PIG), mas

en las células NK, macrofagos y células Tgd expresan la molécula de forma

transmembranal. 119

Por otro lado, en cuanto a su morfologia, es caracteristico de los linfocitos

asesinos naturales humanos ser células grandes con un citoplasma amplio
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gue contiene granulos utilizados para la citotoxicidad, carecen del marcador de
linfocitos T ayudadores CD4 vy cerca de la mitad expresan marcador de los

linfocitos T citotéxicos CD8 (solo la forma a/a ). 12%%

2.1.1. Grupos de diferenciacion
21.1.1. CD16.

El CD16 es una molécula (~70KD) perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas y sirve como receptor de baja afinidad para la porcién Fc de
lgG; a través del cual las células NK reconocen y asesinan células cubiertas
con anticuerpos, mecanismo celular conocido como citotoxicidad mediada por
células dependiente de Anticuerpos (CCDA).1?*% La permanencia del CD16
sobre las NK es debido a los incrementos de los niveles de Ca®' y de la

cascada de eventos bioquimicos similares a los que activan las células T.?

De esta manera, para accionar el mecanismo de CCDA es necesario que las
células blanco estén cubiertas de anticuerpos en su superficie, que unan al
CD16.>2 La sefializacion intracelular de esta glicoproteina involucra la
interaccion de tirosinas quinasas (Src-familia), motivos de activacion ITAM,

ZAP70.1"
2.1.1.2. CD56.

Las células NK también expresan CD56, una forma de molécula de adhesién
celular neuronal (N-CAM), que puede enlazar las células unas con otras
durante el proceso de adhesion hemofilico. Se expresa en baja densidad en

cerca del 95% de linfocitos de sangre periférica (SP). La mayoria coexpresa
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CD16, mientras que las células CD16-/CD56+ existen en una minima cantidad

(2%) en SP.1!

Por otra parte, la relacion de expresion de CD16 y CD56 varia entre las células
NK de diferentes sitios del cuerpo; y las células que tienen alta expresion de

CDS56 y baja expresién de CD16 tienen bajos niveles de citotoxicidad.!

2.1.1.3. Otros Grupos de Diferenciacion.

En el pasado se usaba como marcador para las células NK el CD57, sin
embargo, éste detecta los linfocitos asesinos naturales en muy baja cantidad.
Ademas, existen otros marcadores como CD25 y CD69 para estas células, que
sirven para evidenciar la actividad y proliferacion, ya que cuando éstas son
activadas tiene unos cambios consistentes en los marcadores de superficie. **!
De la misma forma, el CD2 es una glicoproteina de membrana (50kDa)
perteneciente a la superfamilia de las hmunoglobulinas, expresado sobre la
superficie de los linfocitos T y en las células NK23 ; otro marcador importante
es el CD28 que soélo es expresado en células NK fetales, con una pérdida
considerable en células NK maduras de sangre periférica 23 y el CD34+
presente en progenitores de médula Osea, identificadas también por su

marcador temprano de linaje CD7.*

2.1.2. Receptores.

2.1.2.1. Receptores Inhibitorios.



Establecimiento de valores normales de linfocitos asesinos naturales (NK)
en una poblacién adulta de Bogotd

Existen dos clases estructurales de receptores inhibitorios sobre las células NK:
los primeros son llamados receptores similares a las inmunoglobulinas (Igs), y

el otro grupo corresponde a los receptores similares a lectinas.'%22

2.1.2.1.1. Similares alafamilia de las inmunoglobulinas.

Sus genes estan ubicados en el cromosoma 19, a este grupo pertenecen KIR;
KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2, siendo especifico para

cada grupo de alelos HLA-1.224%

Los receptores KIR son encontrados sobre
una fraccion de las células T que expresa los marcadores de memoria; de ésta
manera, no solo sirve para contrarrestar la actividad de las NK si no también
para restringir la activacion de las células T de memoria que reconocen las

células huésped.1'*°

Se pueden identificar dos subfamilias KIR, con base en el niumero de dominios
tipo Inmunoglobulina en la region extracelular de las moléculas y en el tamafio

del motivo de inhibicién del inmunorreceptor basado en tirosina. 23

La subfamilia KIR3D contiene tres dominios tipo Inmunoglobulina, mientras
gue la estructura de KIR2D contiene dos dominios tipo Inmunoglobulina, las
moléculas KIR2D reconocen principalmente ligandos HLA-C, el cual contiene
variedad de alelos haciendo de éste polimorfico siendo reconocidos por
diferentes miembros de la familia KIR2D. Sin embargo, KIR2D no es
estrictamente especifico para HLA-C, pues también reconoce HLA-B, que es
identificado en segundo lugar por la molécula KIR3DL. EI reconocimiento de

HLA-B y HLA-C polimorficos por KIR3D y KIR2D respectivamente puede ser
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influenciado por la composicién de los péptidos que se enlazan en el surco del
MHC-1.2® Segln algunos autores, muchos alotipos de HLA-A y HLA-B
aparentemente no tienen correspondencia con ninguna de las moléculas KIR,

indicando que el repertorio KIR no incluye todos los alotipos humanos de clase

|.24

2.1.2.1.2. Similares a la familia de las lectinas.

Sus genes estan ubicados en el cromosoma 1219222

Dos receptores
pertenecientes a los tipo lectina son CD94 (encontrado en su mayoria en
células fetales) y NKG2A.262" E| CD94 es codificado por un gen, mientras que
la familia NKG2 compromete cuatro genes, NKG2A, NKG2C, NKGZ2E, y
NKG2D/F23 a pesar de esto, el NKG2 no es capaz de expresarse sobre la
célula, asi que el CD94 actia como medio de transporte para instalar NKG2 en
la superficie?®. Dentro de la familia de las lectinas también se encuentra el

receptor CD161 (NKR-P1), el cual se expresa sobre las células T y B activadas.

Esta glicoproteina activa las células T virgenes y las células NK.*

El receptor CD94/NKG2A indirectamente detecta la expresion de los antigenos
clasicos-1 HLA-A, B, C, que permite la expresién de HLA-E.?! La inhibicion de
las células NK a través del receptor CD94/NKG2A puede ser mas completo
utilizando los KIR.}?® Normalmente en individuos “sanos” éstos receptores de
muestran una diversidad y prevalencia mas alta de expresion de los receptores
inhibitorios que de los de activaciéon.?® Los receptores CD94/NKG2A pueden
reconocer ciertos alotipos de HLA-C diferentes o similares a las posiciones

reconocidas por KIR2D.?3
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Figura 2.1. Receptores inhibitorios de las células NK
Adaptado de LANIER Lewis L. NK cell receptor. 1998, Immnunology .
2.1.2.2. Receptores Activadores

2.1.2.2.1. Similares alafamilia de las inmunoglobulinas.

A este grupo pertenecen KIR; KIR2DS1, KIR2DS2, estos receptores
activadores también interactian con diferentes productos de alelos de HLA de
la célula blanco, tal interaccion activadora puede ser sola o junto con otras
moléculas por ejemplo: CD2/LFA responsable de la activacion de las células

NK.1°
2.1.2.2.2. Similares a la familia de las lectinas.

De igual forma, la familia KIR la familia semejante a las lectinas, presenta una

forma activadora; el CD94 unido con receptor activador NKG2C; es decir el
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CD94 puede inhibir o activar las células NK dependiendo con quien se
encuentre, y en los dos casos se une al HLA-E, teniendo en cuenta que éste se

expresa cuando se encuentra presente HLA-G.?®

El NKR-P1 (CD161) receptor que enlaza a la molécula tipo lectina, es
expresado en tejido normal. El enlace de las células NK con las células
susceptibles es seguido por un incremento en el metabolismo del fosfoinositol
con un resultado en el incremento de calcio, magnitud que es proporcional a la

sensibilidad de la célula para una lisis subsiguiente 2’
2.1.2.2.3. Correceptores activadores.
2.1.2.2.3.1. 2B4y NKp80.

Casi todas las células NK expresan el correceptor 2B4, el cual activa células
citoliticas T y monocitos,’ este correceptor enlaza a CD48 que es ampliamente
expresado sobre células hrematopoyéticas, sirviendo como un activador que
contribuye a la lisis de estas células.®® Por otra parte, la literatura demuestra
gue el NKp80 se une inespecificamente a un ligando aun no identificado, tanto
2B4 como NKp80 se han documentado en asociacion con NKp46, cuando en la

célula blanco no se expresa CD48.%°
2.1.2.2.3.2. NKp46, NKp44, NKp30.

Son reconocidos como receptores activadores. NKp46 esta involucrado en la
lisis de algunos tumores,?> NKp30 Unicamente estad expresado sobre las
células NK, a dferencia de NKp44 que es inducido sobre la activacion de la

célula NK.! Estos receptores se encuentran involucrados en la citotoxicidad
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natural de la célula, correlacionado con la capacidad de las NK para destruir

ampliamente lineas tumorales.?®
2.1.2.24. Otros medios de Activacion.

Las células dendriticas (CD) son centinelas del sistema inmune derivados en
su mayoria de la linea mieloide y menor frecuencia de linea linfoide, se
encuentran en sangre periférica en forma inmadura, reconocen a su alrededor
células muertas y en el trayecto hasta ndodulos linfaticos éstas células maduran
presentando los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).*°
Las células dendriticas son capaces de inducir proliferacion de las células NK,
ésta capacidad estimulatoria es independiente de la maduraciéon de las CDs
segun algunos autores; sin embargo en los resultados de éstos estudios se

observa que la proliferacion de las células NK es aumentada en las CD

inmaduras. %°

En cocultivo de las NK con CD existe un leve cambio en el fenotipo de las CD,
en la adquisicion de funciones efectoras por parte de las células NK y en la
susceptibilidad de las CD inmaduras al ataque de las células NK. En la
activacion de las células NK por medio de las CD el receptor mas importante es
el NKp30, evidenciada su funcionalidad por anticuerpos contra el receptor;
provocando de ésta forma una baja en la lisis contra las células y una
disminucién en la produccién de INF-g de las células NK.?° De ésta manera se
ha evaluado los receptores NKp46 y NKG2D con CD concluyendo que tienen

cierto grado de participacion en la activacion a diferencia del receptor NKp44
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gue no muestra ninguna vinculacién en la activacion con éste tipo de células, a

pesar de ser inducido sobre la activacién de las células NK.?°
2.1.3. Interleucinas. (IL)

La produccion de citocinas por parte de las células NK juega un papel
importante en las funciones inmunorreguladoras de la respuesta contra virus,

bacterias e infecciones parasitarias. *

Las células NK pueden ser activadas por citocinas como IL-2, IL-12, IL-15, IL-
18, TNF-a.®® La IL-2 estimula las células asesinas a proliferar, secretar
citocinas, y lisar células blanco, la IL-15 ayuda en el desarrollo de la célula, y la

IL-18 activa la célula en forma sinergica con la IL-12.1

2.1.3.1. Interleucina 15 (IL-15).

La IL-15 es producida por multiples tejidos y tiene una gran participacion en la
ontogenia Yy la maduracion de las células NK; en cultivo las células CD34+
(células progenitoras de las células NK) con IL-15 se estimula a la
diferenciaciéon de CD56- en ausencia de estroma y de citocinas, éstas células
tienen alta expresion de CD56 en sangre periférica, y poca expresion de CD16,
existiendo una mayor expresion del receptor tipo lectina CD94/NKG2,con una
disminucion de la proporcion de receptores KIR. Las células NK
constitutivamente expresan IL-2/15R pero carecen de IL -2 durante la respuesta

temprana de la inmunidad innata!®

La IL-15 actla junto con la IL -12 para inducir la activacién de macréfagos, INF-g

y TNF-a. Las células NK estimuladas con IL-15 e IL-12 producen
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aproximadamente diez veces mas la cantidad de INF-g, TNF-a, y CSF-GM. La

accion de la IL-15 sola es ser un potencial estimulador de la produccion SCF-

GM.lg
2.1.3.2. Interleucina 12 (IL-12).

La IL-12 es producida inicialmente por células presentadoras de antigenos
seguida de la estimulacion con bacterias o productos bacterianos tipo
lipopolisacaridos (LPS), sin embargo, la IL-12 también es producida por
fagocitos, sirviendo como mediador de la respuesta inmune innata para
microorganismos intracelulares; activa las células, promoviendo la produccion

de INF-gy linfocitos T, aumenta la actividad citolitica de células NKy citotoxica,

promoviendo al desarrollo de linfocitos ayudadores Th1!’

De esta manera, la respuesta biolégica de la IL-12 es mediada a través del
enlace especifico al receptor de alta afinidad que estad presente sobre las
células NK y otros linfocitos activados;3? también acta junto a la IL-18, citocina
producida por macréfagos en respuesta a lipopolisacaridos, el cual es buen
inductor de inmunidad mediada por células. Estas citoquinas en sinergia actian

como estimulador del INF-g por las células NK y linfocitos T (LT).

2.1.3.3. Interleucina 5 (IL -5).

In vivo, la interleucina 5 juega un papel importante en la produccion, activacion
y localizacion de eosindfilos en varias condiciones alérgicas. Los actuales
paradigmas cientificos sugieren que las células ayudadoras Th2 son la principal

fuente de produccion de IL-5. Sin embargo, in vivo la produccién de IL-5 por



Establecimiento de valores normales de linfocitos asesinos naturales (NK)
en una poblacién adulta de Bogotd

parte de los linfocitos asesinos puede influenciar sobre la respuesta

inflamatoria asociada con la eosinofilia. 3!
2.1.4. Pérdida de lo propio por parte de las NK.

Las células NK defienden el organismo de diferentes formas y una de ellas
puede ser discriminar entre lo normal y la aberracion celular. De acuerdo a lo
anterior, una de las funciones de las células NK es reconocer la carencia de
expresion de MHC-I 3 como se ha visto en los rechazos de linfoma
alogénico y de injerto de médula 6sea provocados por las células NK. La alta
expresion de MHC-I puede incitar a que los tumores sean mas malignos debido
a que los habilita a sobrevivir con la interacciéon de las células NK* Las
células asesinas naturales destruyen células infectadas con virus, y células
tumorales que presentan bajos niveles de MHC-I con los que pudieron escapar

al reconocimiento de las células T.?°
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La alteracion o la ausencia del CMH-1 a activacion de las celulas HK libera
hctiva las células HK por medio de granulos que inducen a la apoptisis de
receptores activadores a celula blanco

Figura 2.2. Pérdida del Complejo Mayor de Histocompatibilidad

Adaptado de: www.immunology celular and molecular/janewey

2.1.4.1. Restriccion de activacion de las células NK por Antigenos del

MHC-I.

En general, los antigenos MHC-I, entre los que se incluyen los antigenos
clasicos de HLA; HLA-A, HLA-B, y HLA-C y los no clasicos HLA-E y HLA-G
inhiben la citotoxicidad de las células NK. Todas las células asesinas naturales
expresan por lo menos un receptor inhibitorio analogo los antigenos de HLA, lo

cual permite el reconocimiento por parte de las células NK de lo propio y lo
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extrafio. La pérdida o la alteracion de los antigenos del MHC-I permite la

activacion de la NK contra las células huésped.®
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Figura 2.3. Inhibicién de las células NK por medio de ligandos de CMH-I

Adaptado de www.nature.com

2.1.5. Mecanismos de citotoxicidad.

El nimero y la actividad de las células asesinas naturales varian con la edad
del paciente, sobre todo en infantes recién nacidos en los cuales tiene una
significativa reduccion de la actividad comparada con la poblacién adulta, ya
gue en ésta Ultima los estudios han demostrado que la actividad de las células

NK se encuentra incrementada en hombres comparada con mujeres.'* Las
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células NK tienden a aumentar con la edad, resultando en aproximadamente
dos veces mas entre los recién nacidos y los de edad media.l* También se ha
evidenciado en los pacientes mayores de 80 afios un modesto aumento en la
citotoxicidad de las células NK, esto puede ser debido a la maduracion del
linaje!* La actividad también varia segun el grupo sanguineo, Rhesus o la
clase de HLA, del mismo modo varia la actividad segun las infecciones, el

alcohol, el stress, la contaminacion, y uso de diferentes medicamentos.**

Una gran caracteristica de las células NK es, el proceso de lisis que puede
ocurrir en minutos después de la exposicion de las células blanco a las células
efectoras. De esta forma, los mecanismos de citélisis pueden ocurrir en cuatro
etapas: las células blanco son enlazadas (adhesion), activacion de la célula
efectora (reconocimiento/ transduccion de sefal), entrega de sefial letal hacia

la célula blanco (golpe letal) y separacién de la célula efectora.l*
2.15.1 Citotoxicidad mediada por perforinas.

Las perforinas son proteinas que forman poros en las células blanco, este dafio
celular es causado por la liberacién (exocitosis)** de granulos de proteinasas
granenzima Ay B, que entran a la célula (lisis por osmosis coloidal) y activan la

fragmentacion del DNA 142
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Figura 2.4. Mecanismos de citotoxicidad de las células NK.

Adaptada de www.nature/reviews/cancer.com

2.1.5.2. Induccién de apoptosis a través de receptores.

Entre los receptores encargados de la muerte celular encontramos el CD95
(Fas). Sin estimulacion de las células NK no se expresa el fas ligando (FasL),
impidiendo de ésta forma la apoptosis en las células Fas+. Mediante la
activacion de CD16, las células NK secretan citocinas que puede resultar en

apoptosis como consecuencia del Fas-L.134
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2.1.6. Papel de las células NK en algunas alteraciones fisiopatoldgicas.
2.1.6.1. Defensa contra células malignas.

Las células NK se distinguen por su habilidad de reconocer ciertas células
tumorales, su potencial estd4 enfocado contra las células malignas. LalL-2y el
INF- gactiva las células NK para atacar a células tumorales, teniendo en cuenta
esto, clinicamente se han utilizado estas moléculas para inducir activacion de

las células NK y el aumento de citotoxicidad*™.

En contraste con la citotoxicidad de los linfocitos T los cuales son unidos al
MHC-1 con un péptido especifico, las células NK lisan células blanco deficientes
en la expresion de proteinas del MHC-I; de ésta manera las células NK son un
mecanismo inmunovigilante de lo propio.?? Los defectos moleculares y de
biosintesis en la deficiencia de HLA humano incrementa la sensibilidad de las
células NK, manifestandose de forma incorrecta los marcadores de

superficie 2”3

Las células NK y los linfocitos con actividad asesina (LAK) juegan un papel
terapéutico en los tratamientos contra el cancer, por la capacidad de las células
NK para lisar células inmaduras en meédula 0sea y timo. Las células NK
cultivadas con IFN-g o IL-2, junto con linfocitos de sangre periférica (PBL) son
capaces de lisar monocitos humanos infectados.® En animales, se ha visto la
importancia de éstas células NK con baja funcionalidad, pues el incremento en

el desarrollo de tumores es significativo?’. Varios estudios han demostrado
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gue la citotoxicidad natural en sangre periférica es reducida en quienes tienen

familiares con antecedentes de cancer®”

Uno de las principales dificultades en pacientes con cancer es la amplia
variacion biolégica que existe en el numero y actividad de las células NK en
comparacién con los pacientes controf®, a pesar de esto, existen pacientes
gue no tienen cambios en el numero de CD56+ (carcinoma prostatico), pero
una actividad litica mucho mas baja. En las investigaciones con éstos
pacientes se ha determinado que la citotoxicidad natural se encuentra

correlacionada con el estadio de la enfermedad.'*

La actividad de las células NK en nédulos linfaticos ha sido marcadamente mas
baja que el encontrado en sangre periférica. EI nUmero de células CD16+,
CD56+ es reducido en nddulos linfaticos de pacientes con cancer gastrico. Las
clases de células NK en enfermedades linfoproliferativas de linfocitos
granulares (LDGL) es caracterizada por una proliferacion anormal de linfocitos,
con alteraciones en el fenotipo de las células NK generalmente (CD3-
CD56+CD16+), e incluye forma diferente de clasificacion, de condiciones
asintomaticas definida como linfocitosis crénica NK agresivo usualmente en
enfermedades fatales como la leucemia NK-LDGL.?*® En éstos pacientes se
observa en su mayoria la presencia de receptores inhibitorios como
CD94/NKG2A, receptores como ILT2 y en muy pocos casos receptores con

ligandos activadores como CD94/NKG2C.?

La proporcion de receptores de citotoxicidad natural (NCR) también se halla en

baja expresion. Se encuentra la expresion de NKp30 en todos los pacientes
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con algunas excepciones, similarmente NKp46 es detectado en una pequefia
fraccion de las células NK. NKp44 tiene una expresion normal soélo en células
NK activadas y esto realmente no son niveles significativos en linfocitos de
sangre periférica de pacientes. A diferencia de éstos receptores, los
correceptores (NKp80 y 2B4) del receptor NKG2D se expresan
homogéneamente en la mayoria de los pacientes, es decir, que las células NK
de muestras de sangre periférica en pacientes NK-LDGL, son habitualmente
caracterizados por una expresion de KIR, y una baja expresion de superficie de
los NCR.?°® Tal vez ésta sea la causa de la gran patogenicidad de este tipo de

enfermedades.

Para el reconocimiento de receptores inhibitorios y activadores en algunos
estudios son utilizados anticuerpos con diferentes magnitudes de fluorescencia,
sin embargo, la intensidad de fluorescencia es diferente en la poblaciones de
células NK, lo cual puede ser util para diferenciar receptores de activacion de
receptores de inhibicion dependiendo al anticuerpo utilizado.?® Para el estudio
de cancer también se ha descrito la activacion de las células NK por parte de
las células dendriticas, las cuales ayudan a retardar el crecimiento de

tumores.?°
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2.1.6.2. Transplante de médula 6sea.

En el estudio de las células NK se ha encontrado la existencia de por lo menos
un receptor inhibitorio sobre ellas, de ésta manera las células NK no rechazan
transplantes autélogos de médula ésea con MHC idéntico. La respuesta de las
células NK a la médula Osea transplantada es mediada por receptores
inhibitorios, lo que indica que los 6rganos pueden ser rechazados por NK, lo
cual difiere significativamente del rechazo de los injertos por células T.**! Las
células T rechazan injertos extrafios por que son reconocidos y activados por
antigenos extrafios; las células de meédula 6sea no son rechazadas
simplemente por que son reconocidas como extrafios, Sino porque carecen de

antigenos propios.!

El anterior mecanismo descrito es conocido como regulacion de transplante
contra el huésped, las células NK pueden ser importantes en el transplante de
médula 6sea no solo por su capacidad de lisar células hematopoyéticas sino

también por su capacidad de alterar el curso del transplante !
2.1.6.3. Defensa contra infecciones.

Las células asesinas naturales son importantes para defensa contra patégenos
intracelulares, por el mecanismo de lisis directa. Su importancia se debe a la
produccion de citocinas, lo cual le permite regular la actividad de otras células,
incluyendo IFN-g, FSC-GM, TNF-a, IL-3, IL-5, IL-10 y IL-13. El INF-g
promueve la respuesta Thl apropiada para infecciones intracelulares; la IL-4

promueve la respuesta Th2 incluyendo la produccién de IgE, de IgG4.! y la
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activacion de eosindfilos apropiada para infecciones por parasitos
extracelulares. La capacidad de las células NK para secretar IL-5 es
significativa en la respuesta de eosindfilos para alergias en la cavidad

peritoneal

La produccion de IL-5 en modelos de inflamacion alérgica in vitro, es
dependiente de IL-2 y requiere la presencia de células blanco especificas para
las células NK. Sin embargo, la secrecién de IL-5 e INF-g es detectada en altos
niveles con la adicion de IL-4, IL-12, IL-10y IL-15. Esto permite concluir que el
microambiente de las citoquinas presentes en el inicio de la respuesta
inflamatoria puede inducir a la polarizacién de un patrén de citoquinas en las
células NK, el cual, es similar al patrén reconocido en los tipos celulares Thly

Th2, influenciando de forma particular el resultado de la respuesta inmune .3

2.1.6.4. Regulacién de hematopoyesis.

Las células NK lisan células inmaduras, como blastos hematopoyéticos.
Ademas pueden regular el crecimiento de éstas células por la liberacion de
citocinas.'® En pacientes con aumento de células NK, se ha demostrado
caracteristicas clinicas de neutropenia, anemia, trombocitopenia, artritis y

vasculitis. *°

Las citotoxicidad de las células asesinas naturales ejercen un papel importante
contra las células tumorales. Sin embargo, las células NK disminuyen en
namero y en su funciéon durante el curso de enfermedades como leucemia

mieloide crénica (LMC).** La leucemia es una enfermedad nieloproliferativa
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fatal caracterizada por la expansion masiva de progenitores hematopoyéticos
con la aparicion de células del linaje granulocitico en sangre periférica.®*
Normalmente, el nimero absoluto de células NK es profundamente reducido en
pacientes con estados tardios de la enfermedad en comparacion con personas
saludables; por consiguiente ésta reduccion de la actividad de las células

asesinas naturales permite la progresion de la enfermedad.®*
2.1.6.5. Papel en el embarazo.

De manera interesante, las células NK son abundantes en el Utero, donde
expresan altos niveles de CD56 y poco o nada de CD16, a diferencia de las

36 varios

células NK de sangre periférica que en su mayoria son CD16+.
reportes sugieren que las células NK uterinas pueden provocar endometriosis,
(implantacién de fragmentos de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina),
al reconocer como extrafio el tejido semialogénico fetal, abortos o que su
presencia aumentada se debe a la posibilidad de proteccién del feto contra
infecciones.)™ Las células NK uterinas producen IL-15, lo cual incrementa la
expresion de mediadores citoliticos. La IL-15 puede estar involucrada en la
produccion de citocinas por las células NK, jugando un papel importante en la

diferenciacion o en la homeostasis, de manera particular de las células NK

uterinas.!

Una de las grandes preguntas en la inmunologia es como las células NK
maternas toleran el tejido fetal semialégenico, cuando son éstas células
precisamente las responsables de reconocer lo propio y lo no propio en el

organismo.?*%® Existen varias respuestas para este interrogante una de ellas es
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gue el tejido fetal evade la deteccién de las células NK maternas por la perdida
de expresion de antigenos que provocan el ataque de las células NK
convirtiéndolo en un sitio inmunolégico privilegiado:**?*®  también se ha
planteado que los linfocitos maternos pueden suprimir (turn off) las funciones
efectoras de la defensa inmune de la madre. De la misma manera, algunos
autores han descrito que en las mujeres embarazadas existe una alta

regulacion de los receptores inhibitorios de NK donde su principal ligando es

HLA-G.?+26

El tejido fetal carece de HLA-A, B, tiene bajos niveles de HLA-C, suficiente
para la proteccion del feto contra la destruccion por células T pero no por
células NK. ?° En las células trofoblasticas fetales existe la presencia de HLA-
G que se expresa sobre la superficie de las células como un complejo
trimolecular, el cual comprende una cadena pesada asociado de forma no
covalente con b-microglobulina® La presencia de ésta molécula protege al
feto de la respuesta inmunoldgica alogénica por parte de la madre, haciendo
relevancia en que las células B estan involucradas con la generacion de
plasmocitos responsables de la secrecidn de anticuerpos contra partes vitales
del feto o de la placenta®®. De ésta forma, la respuesta inmunolégica de la
madre contra las células de la placenta podrian aumentar la pérdida fetal en

etapas tempranas del embarazo. 1836

Algunos receptores inhibitorios KIR, tienen reaccién cruzada con HLA-G como
si actuara con un HLA clasico (KIR2DL4).?* La expresién de HLA-G sobre las

células hace posible la presencia de HLA-E, dando paso a la accién del
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receptor CD94/NKG2A, el cual en algunos casos actua directamente con HLA-
G,?* inhibiendo de la misma manera el ataque de las células NK. De esta
manera, la expresion del HLA-G actla como ligando de estos receptores para

evitar la destruccion de las células fetales.

2.1.6.6. Regulacién de inmunidad y autoinmunidad.

Los linfocitos asesinos naturales hacen parte de las barreras internas no
especificas del sistema inmune y liberan citoquinas que regulan la respuesta

inmune.*®

En pacientes con trombocitopenia autoinmune existe un leve aumento de las
células NK en circulacion. La expresion de granenzima B parece ser debido a
las células NK, las cuales se aumentan en sangre y en el sinovio en pacientes
con artritis reumatoidea (RA). AUn no es muy claro, pero se sugiere que las

células NK estimulan la activacién de células B en respuesta a antigenos.*

La infiltracion del tejido en artritis reumatoidea estd compuesta por células T y
B. Esto es indicativo de que la sinovitis reumatoidea esta asociada con la
formacion del los tejidos linfoides terciarios; la acumulacion de las anteriores
células, macrofagos y células dendriticas, afectan los mecanismos
homeostéticos entrando a poblar linfocitos que son anormales en pacientes
con artritis reumatoidea. Debido a un bloqueo transcripcional del gen CD28,
clonalmente las células T CD4+ carecen de la mayor molécula coestimulatoria
CD28, existiendo de ésta manera en altas cantidades células T CD4+/CD28-

en pacientes con artritis reumatoidea (AR).%
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Las células CD4+/CD28- liberan grandes cantidades de INF-g y contienen

perforinas intracelulares y granenzima B, promoviendo la habilidad para lisar
células blanco. Como las células NK, las CD4+/CD28-R son citotoxicas y
pueden expresar el marcador CD57.%1 Algunos receptores de las células NK
como CD158a y CD158b se encuentran en éstas patologias. CD158b es
expresado por CD16+ (NK) junto con una pequefia poblacion de CD8+
encontrdndose también sobre CD4+. EI CD158a parece ser exclusivo de

células T CD28-.%*

Los pacientes con artritis reumatoidea con células CD4+/CD28- bajos, también
tienen bajos niveles de expresion CD8+ y una mediana expresion de
CD158b+.?! El segundo miembro de la familia de las lectinas CD161 se
expresa también en éstas enfermedades pero habitualmente lo encontramos
en personas saludables. Por el contrario, el receptor CD94 no ha sido
detectado sobre células CD4+ indicando que la aparicién de los receptores de

las células NK sobre las células T es un proceso selectivo?
2.1.7. Los efectos de los tratamientos contra el cancer

En el caso de cirugia como tratamiento tumoral, la depresion post-operacién en
la actividad de las células NK no cambia con el tiempo de la anestesia, ésto
varia segun la enfermedad.’* En pacientes con cancer de ovario etapa lll, y IV
la reduccion en la actividad de las células NK no es variable, en otros casos las
reduccion de las células NK son evidentemente reducidas en el segundo dia
después de la operacion, como en pacientes de cirugia de abdomen. Esto se

diferencia de pacientes con cancer de cuello y cabeza en los cuales no se
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demuestran cambios en la actividad de las células NK después de un afio de la

cirugia.**

Una de las drogas mas utilizada en terapia contra el cancer es el tamoxifen que
como antagonista del estrogeno, bloquea la sintesis de la hormona. En su
mayoria es utilizada por mujeres con cancer de seno tanto para
premenopausica como para posmenopausicas. En la actualidad, el éxito de
ésta droga es la capacidad de enlace con la citotoxicidad natural, pues en
pacientes posmenopdausicas se ha demostrado un significativo incremento en
citotoxicidad de las células NK después de la cuarta semana de estar ingiriendo

tamoxifen.**3’

La radioterapia induce marcadamente efectos de linfopenia de células T
resultando en una continua disminucién después de un tratamiento de tres
afios.!! Estudios con animales han sugerido que las células NK son resistentes
ha este método pero incluye que las células progenitoras son relativamente
sensibles a la radioterapia.!! La duracion de la supresion de las células NK
depende del area de exposicion, y de que tan grave sea la enfermedad, asi por
ejemplo en pacientes con cancer de seno se reduce la actividad de las células
NK y la expresion de CD16 aparentemente en una semana, pero retorna a la

normalidad durante tres o cuatro meses.'*
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2.2. CITOMETRIA DE FLUJO

Los avances modernos en la instrumentacién de citometria de flujo, reactivos, y
técnicas han abierto una nueva era para las investigaciones clinicas,
patolégicas y bioldgicas. Recientes avances en el hardware, software,
produccién de anticuerpos monoclonales, fluorocromos y reactivos
citoquimicos han brindado poderosas herramientas para el diagnoéstico vy
pronostico de enfermedades. De ésta manera, la citometria de flujo es
ampliamente usada en investigaciones, inmunologia clinica y hematologia para
realizar inmunofenotipificaciones, clasificacion de células, cuantificaciones del
diametro celular y estructura interna, determinaciones acerca del potencial de
membrana, volumen y anélisis de ADN sobre células en suspension, 38394

detectando también, células apoptéticas. %
2.2.1. Definicion de citometria de flujo.

La citometria de flujo permite el analisis de poblaciones celulares,
cuantificando sus componentes heterogéneos; éste método automatizado
utiliza un citébmetro de flujo que adquiere un gran numero de células (4.000-
20.000/segundo) individualizadas en suspension, dentro de un sistema de flujo
laminar sobre el que incide un haz de luz laser (sistema electrénico) que

proporciona informacién acerca de sus caracteristicas fisico- quimicas. **
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Figura 2.5. Citémetro de flujo COAS Becton Dickinson FACSCalibur
Adaptado de http://bioloc.coas.oregonstate.edu/facilities/FCMwebsite.html

El FASCScalibur® Becton Dickinson junto con el software CELLQuest permite

el andlisis rapido y altamente sensible.*%4!

El disefio de experimentos en citometria de flujo involucra tres fases distintas e
independientes; la primera es la fase pre-citometria de flujo en la que se
encuentra la preparacion de reactivos, preparacion celular, disefio de
protocolos y marcaje de las células con los reactivos fluorescentes. La
segunda es la fase de citometria de flujo, en la cual se encuentra el
procesamiento por medio del citometro de flujo de las células marcadas; y la
coleccién de datos para realizar las mediciones de cada célula. Finalmente, la

fase de andlisis que corresponde al estudio de los datos recopilados.*

En la metodologia, las células en suspension son llevadas a una camara de

flujo celular en donde se hacen las mediciones. En éste dispositivo, las células
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pasan a través de un pequefio canal en donde son seguidas por una corriente
eléctrica. Cuando las células entran en el canal, la corriente de flujo se
disminuye debido a que las células no son conductoras. Los circuitos
electrénicos detectan la disminucion en la corriente y de ésta manera la
presencia de la célula. El aire presionado o el sistema de bomba de empuje
inyectable saca la muestra a través de un tubo de didmetro de 200 mm
atravesando la inclinacién del inyector y dentro de la punta. El orificio final de
la punta de fluyjp mide aproximadamente de 50-250 nm'’. El enfoque
hidrodinamico induce a las células a viajar en un perfeccionamiento singular a
través de la region de las medidas épticas con una proporcién de 5000 células

por segundo.*

El dispositivo fluidico estd compuesto por un sistema de circulacién con una

solucién tampén que permite el paso de las células.*®*

Para controlar el posicionamiento alineado de las células que permite realizar
las medidas Opticas, los citdbmetros de flujo usan el encauzamiento
hidrodinamico. Una vez éste fluido hidrodinamico entra en la camara de flujo
se reduce el didmetro del flujo de la region de deteccidbn y aumenta la
velocidad. Esta técnica confina las células a un flujo central muy estrecho, de

tal modo que las células sigan una trayectoria hacia la regién de deteccion.*

Cuando las células son iluminadas por el rayo laser ocurren dos fendmenos. En
el primero, las células absorben y dispersan la luz incidente en todas

direcciones, esto forma dos sefiales de dispersion, conocidas como angulo de
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dispersién frontal (Forward Scatter), relacionada con el area de la superficie
celular y dispersion de 90° (Side Scatter), relacionada con la granularidad o
complejidad celular. ElI segundo fendmeno es debido a la emision de
fluorescencia celular natural (autoflorescencia) o a la fluorescencia con las
gue se marcan las células. La luz dispersada es captada por detectores,
usualmente fotomultiplicadores (PMTs) o fotodiodos. Estos tipos de detectores
convierten la sefal de luz en una sefal eléctrica que puede ser procesada por

una unidad de anélisis y procesamiento de datos.*!

Los componentes Opticos permiten coleccion Optica, generalmente se utiliza
laser (gas) porque emite ondas de luz paralelas y monocromaticas gracias a el
conjunto de lentes, los cuales son utilizados para regular y focalizar el rayo
laser. La coleccion de espejos vy filtros dirigen las longitudes de onda hacia los

detectores 6pticos designados.**
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Figura 2.6. Esquema de la instrumentacion del citdmetro de flujo.
Adaptado de www.kumc.edu/instruction/medicine/pathology/ed/ch_4/c4_flow.html

El laser de i6n argon es el cominmente usado en citometria de flujo. En un
laser, los fotones (la unidad bésica de la radiacion) son expulsados en un
alineamiento de frecuencia regular, produciendo ondas constantes. Esta
caracteristica distingue de luz laser de luz blanca ordinaria, la cual emite
longitudes de onda inconstantes y en muchas direcciones. La luz del laser es
exclusivamente de un color o longitud de onda. Los laseres ofrecen
radiaciones extremadamente altas, estabilidad y pureza espectral; es por éstas

propiedades, que puede ser enfocada a areas iguales de dimension celular.**

Los fotomultiplicadores son sensibles al rayo de luz, por tal razén son
utilizados para rayos de luz débiles (fluorescencia); mientras que los fotodiodos

son utilizados para rayos de luz fuerte (dispersion de luz). Como la célula
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pasa a través de la camara de flujo dispersando la luz incidente que es
recogida por los detectores, la longitud de tiempo que mide el paso de la célula
a través del rayo es proporcional al ancho de la célula. En el caso que la célula
esté marcada con un fluorocromo, el fotomultiplicador medira la cantidad de
fluorescencia emitida por la célula mientras esta pasa por el rayo de luz,

produciendo una sefial proporcional al contenido de marcador celular.**

Los detectores convierten la sefial de luz en una sefial eléctrica que puede ser
procesada por una unidad de andlisis y procesamiento de datos. Convierten
cada sefal Optica o sefial analoga a sefales digitales electronicas
proporcionales y establece interfaces con el computador para transferir los

datos.

Los datos son recolectados y almacenados en una lista (matriz) o histograma
gracias al sistema de andlisis y herramientas. En la lista, se almacenan las
mediciones de los diferentes parametros. Los datos son representados por
medio de histogramas permitiendo ocupar un menor espacio de
almacenamiento y correlacionar dos parametros simultaneamente; graficando
la intensidad de la fluorescencia en el eje X y el nUmero de células en el eje Y.
Los histogramas son especificos para analizar los datos seleccionados vy
predeterminados por el operador. Se diferencia del modo de lista porque en el
ultimo es necesario que el operador seleccione solo los parametros que seran

analizados. 4"

En la determinacion de dos parametros celulares medidos simultaneamente es

atil graficar los datos en graficas de contornos o de puntos, en donde los
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parametros de intensidad se ubican sobre el eje Y y X, mientras que el nimero
de células sobre el eje Z. Estos datos son generados en forma de matriz de 64
X 64. El numero de filas y columnas corresponde a la medicion de los dos
parametros; el valor que se halla en alguna interseccién en la matriz es igual al
namero de células con el valor del parametro correspondiente a éste punto en

la matriz.**

Gracias al uso de lentes frente al fotomultiplicador e incorporar un segundo

fotomultiplicador de filtro diferente tres mediciones pueden ser realizadas.

El fotodiodo se encuentra situado directamente enfrente de colector de
dispersién del angulo delantero, compilando la informacion acerca del tamafio y
viabilidad celular. El otro fotodetector (el fotomultiplicador) esta situado en un
angulo recto, recoge la dispersiéon del angulo de 90°  proporcionando la

informacion acerca de la granularidad y la estructura celular.**

Cuando el rayo del laser atraviesa la célula, los fluorocromos unidos a la célula
son excitados y emiten un haz de luz con una longitud de onda. El lente refleja
la luz hacia abajo a una longitud de onda especifica. Esta modificacién es
usada cuando se realiza un marcaje con mas de un solo marcador, que se
excitan a la misma longitud de onda pero emite una diferente longitud de onda.
Los lentes reflejan los fotones hacia adelante y hacia atras a lo largo del
dispositivo, aumentando la emision por amplificacion. Los reflectores consisten
tipicamente de un prisma que permite la seleccion de una sola longitud de

onda*
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Figura 2.7. Diagrama esquematico del citometro de flujo
Adaptado de www.engin.umich.edu/research/images/mifcschematic2.jpg

La fluorescencia es emitida por fluorocromos los cuales, son sustancias
guimicas que tienen la propiedad de absorber fotones de alta energia
procedentes de radiacién ultravioleta o del espectro visible (espectro de
absorcion), lo que produce una redistribucién de sus electrones de tal forma
gue algunos de ellos pasan a ocupar una Orbita mas alejada del nudcleo
(excitacion), dicha situacion es inestable por lo que el electron tiende a volver a
su estado fundamental o primitivo, emitiendo la energia absorbida de una
longitud de onda distinta (espectro de emision). La luz de multicolor es
separada dentro de su longitud de onda (color) y cada uno es observado por

diferentes detectores. #*

La tabla n°® 1 muestra la lista de los fluorocromos mas comunes usados con
FACS caliburOBecton Dickinson. En la actualidad, muchos citdmetros tienen
dos laseres que operan a diferente longitud de onda y excitan hasta cuatro
fluorocromos simultaneamente. El andlisis de tres fluorocromos puede ser
disefiado utilizando yoduro de propidio , Percp, Cychrome, Rojo 670 o 7-amino-

actinomicina D (7-AAD), entre otros. Las combinaciones mas comunes de
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fluorocromos comprende isotiocianato (FITC, fluorescencia verde; detector
FL1), ficoeritrina (PE, fluorescencia naranja; detector FL2), y PE-Cy5 o PerCP (

fluorescencia roja; detector FL3).*

Fluorocromos Pico de emision (nm) | Detector | Filtro
Isocianato de | 525 (verde) FL1 530/30
fluoresceina

(FITC)

Ficoeritrina (PE) 575 (naranja) FL2 585/42
Yodo de propidio|620 (rojo) FL2, FL3 [670LP
(P1)

PerCP 675 (rojo) FL3 670 LP
PE-Cy 767 (rojo) FL3 670 LP
(CyChromo)

APC 660 FL4 661/16
Cy-5 670 FL4 661/16

Tabla 2.1. Fluorocromos usados con FACS Calibur
Adaptado de Current protocols in immunology, Flow cytometer analysis using the Becton
Dickinson FACSCalibur, (2001) Unit 5.4.2, p:50.

El eje horizontal presenta la amplitud de fluorescencia o luz dispersada por
célula, mientras que eje vertical muestra la frecuencia en que se presenta el

evento. EIl grafico de puntos es efectivo para mostrar la correlacion entre 2
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parametros.*! Cada vez que el laser atraviesa una célula se realiza la medicion
de como minimo cinco parametros, dependiendo del equipo. Estos cinco
parametros son FSC, SSC, FL1, FL2 y FL3. Con el segundo laser, el

FACScaliburO Becton Dickinson es capaz de medir la fluorescencia como un

parametro adicional FL4.3

Los detectores convierten los fotones en una proporcion igual de voltaje. Este
voltaje es convertido a valores digitales apropiados para su almacenamiento.
De ésta forma, los citometros de flujo procesan esos datos en una variedad de
pasos que lo reducen a un unico valor. Cada medida de los detectores

produce un pulso que representa el tiempo contra la intensidad.**

El andlisis de los datos de estudios inmunolégicos es generalmente disefiado
para establecer la frecuencia de subpoblaciones y la cantidad relativa de

determinantes antigénicos o receptores celulares.*

Algunos estudios son disefiados para determinar la frecuencia de las células
con una caracteristica en particular. Por ejemplo: el porcentaje total de células

gue reaccionan positivamente con un anticuerpo fluorescente.
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2.2.2. Anticuerpos en citometria de flujo.

El uso de anticuerpos en pruebas sensibles y especificas para la deteccién de
antigenos de superficie celular ha proveido el entendimiento de las bases de la

respuesta inmune. *

Aunque la tecnologia de anticuerpos fluorescentes que complementa otras
técnicas para la identificacion de antigenos tisulares estaban disponibles en
1950, el mayor avance en la aplicacion de ésta tecnologia no ocurrié antes de
1961 cuando Moller demostré que las células in vitro pueden ser marcadas con
complejos anticuerpo-fluoresceina* Moller claramente describi6 la presencia
de antigenos de histocompatibilidad en células de raton aunque faltd
correlacionar estas observaciones. Luego postulé que la reactividad de los Anti-
Ilg de raton se relaciona con la habilidad del animal de sintetizar anticuerpos,
pudo representar la presencia de la inmunoglobulina sobre la membrana

celular. #

En la década de los 60's se desarrollaron metodologias para el marcaje de
protefnas con reactivos fluorescentes como isocianato de fluoresceina (FITC).*
Sin embargo, no fue antes de 1970 cuando Raff aplicd la tecnologia de
anticuerpos marcados con fluoresceina, demostrando que debido a la unién de
la inmunoglobulina a antigenos de la superficie de la membrana celular de los
linfocitos puede distinguirse las poblaciones de linfocitos que expresan

antigeno Thy-1 (linfocitos T).*?
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Los anticuerpos monoclonales (AM) fueron producidos por vez primera por
Kholer y Milstein en 1975, que obtuvieron el Premio Nébel de Medicina en 1984
por tal descubrimiento. Los mencionados autores consiguieron unir dos células
y obtener un hibrido (Hibridoma) que presentaba caracteristicas funcionales de

ambas poblaciones celulares.*

Anticuerpo

‘{tunjugadu

Antigeno

5

Anticuerpos unidos a
antigenos de superficie

Figura 2.8. Esquema de unidn especifica del anticuerpo al antigeno de superficie de una
célula.
Adaptado de http://pleiad.umdnj.edu/hemepath/immuno/immuno.htmi

La produccion de anticuerpos monoclonales esta basada en la fusion de
linfocitos B con una pareja mieloma (mieloma partner) para producir un
hibridoma celular que secrete un Unico anticuerpo. Este proceso depende del
repertorio de células linfoides del huésped inmunizado, de la asociacion
conveniente con el mieloma, y de una prueba tamizaje eficiente que seleccione
el hibrido que produce los anticuerpos deseados. La inmunizacion genera altos

titulos de anticuerpos circulantes dependiendo de la naturaleza del antigeno, el
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animal usado, y el protocolo de inmunizacién seguido. En el desarrollo de
anticuerpos monoclonales es importante tener en cuenta escoger un mieloma
para la asociacion capaz de otorgar la informacion genética apropiada para que
la division celular continde en el cultivo celular una vez sea extraida del
huésped. Para ello, se separan todas las células del hibridoma y se cultivan por
separado. De esa manera, cada célula en solitario se dividird produciendo
clones de células idénticas de hibridoma. El resultado es la produccién de

anticuerpos monoclonales uniformes.*?

Las células asesinas naturales identificadas como CD3-, CD16+ y CD56+,
relacionadas con la citoxicidad contra tumores y células infectadas con virus.
Cuando los anticuerpos monoclonales artificiales son adicionados a la muestra
de sangre humana, el anticuerpo marcado con un fluorocromo se une
especificamente con antigenos de superficie de los linfocitos. Los anticuerpos
monoclonales son utilizados comunmente para la identificacion de

subpoblaciones linfoides.*?

El reactivo CD3/CD16+CD56 contiene CD3 (Leu-4) marcado con isocianato de
fluoresceina (FITC) para la identificacion de linfocitos T y subpoblaciones de
linfocitos T que expresan CD16 y/o CD56. También contiene CD16 marcado
con phycoerythrin (PE) y CD56 marcado con PE para identificar la poblacion de

linfocitos NK.*3

El anticuerpo CD3 (Leu4) es una inmunoglobulina de memoria tipo G; (1gGy)

extraida de raton. El anti-CD3 reacciona con la cadena epsilén del antigeno
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receptor del complejo TCR de los linfocitos T/CD3. Este complejo esta

compuesto por lo menos por seis proteinas de 20 a 30 kdaltons (KDa). **

El anticuerpo CD16 (leu-11) estd conformado por una inmunoglobulina de
memoria tipo Gy (IgG;) extraida de ratdn, que reconoce un receptor proteico de
50 a 65 KDa conocida como receptor 19G; Fc Il presente en los linfocitos NK y

en los neutréfilos.*®

El anticuerpo CD56 (leu-19) es una inmunoglobulina 1gG; de ratén que
reconoce el antigeno CD56 que esta presente solo en los linfocitos asesinos
naturales. El anticuerpo se une especificamente a una molécula de adhesion
neural-celular: N-CAM. EIl antigeno CD56 esta esencialmente presente en
linfocitos CD16+ y aproximadamente en el 5% de los linfocitos CD3+ de
linfocitos de sangre periférica. EI CD56 aumenta su densidad cuando la

subpoblacion de NK esta activada*®
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2.3. VALORES DE REFERENCIA

2.3.1. Generalidades de los valores normales:

Con el fin de correlacionar el estado clinico de un paciente para planear un
manejo terapéutico, los resultados del laboratorio se comparan con los valores
normales. En éste contexto, los valores normales se refieren a las medidas que
han sido observadas en personas en buen estado de salud.** Sin embargo, en
un sentido amplio los valores normales no permiten ser usados para clasificar

a un individuo como enfermo.

Los términos “valores normales” y “rango normal” se han usado frecuentemente
como un equivalente a valores de referencia en individuos sanos. La palabra
normal tiene diferentes connotaciones en el laboratorio clinico, lo cual puede
causar confusiones. A menudo se dice que los valores normales siguen una
distribucion Gaussiana. No obstante, los datos biolégicos frecuentemente no
siguen una distribucion Gaussiana y el término normal puede llevar a pensar
errbneamente, infiriendo que los datos son simétricos o que se distribuyen en

forma de campana.**
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2.3.2. Aspectos de la poblacion para la determinacién de valores

normales.

Para la determinacién de valores normales de un analito en patrticular, se debe
realizar una seleccion adecuada de los individuos de referencia. Sin embargo,
es de vital importancia retomar algunos conceptos basicos antes de hablar

acerca de la muestra de referencia.®®

La poblacibn es un grupo de personas que comparten las caracteristicas
demograficas, habitos culturales, raza, habitos alimentarios que en un
momento dado son variables que necesitamos para responder a las preguntas
planteadas con antelacion. Es decir, la poblacién en un grupo universo que
poseen una caracteristica cuantificable en comin que puede representarse

como una variable la cual puede constituir un universo finito. ¢
2.3.2.1. Muestra.

La muestra es una parte definida de la poblacion que permite inferir y calcular
los resultados obtenidos de la observacion y medicion total. La muestra es
definida de la poblacion elegible de acuerdo con los criterios de inclusion y
exclusion previamente establecidos; entendiendo por criterios de inclusion
aquellos que se consideran importantes para analizar en el estudio y que

permiten realizar conclusiones que respondan el interrogante original. %°

El objetivo de un muestreo adecuado es poder generalizar los resultados del
estudio a un grupo de personas que comparten las caracteristicas de interés.

Existen diferentes métodos para asegurar que la muestra escogida represente
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realmente a la poblacién y que sea elegida en forma aleatoria. Las unidades
de estudio son seleccionadas de manera independiente hasta obtener el
tamafio de la muestra deseado. Este método asegura la validez de cualquier
inferencia que se pueda generar a partir de la muestra y es conocido como

muestreo probabilistico.*®

La muestra de referencia debe definirse en forma tal, que se puedan
seleccionar individuos de referencia apropiados para la muestra y ensayos.
Los individuos sanos, usados como referencia, deben ser seleccionados no
s6lo bajo el criterio de buena salud sino teniendo también en consideracion
otros factores biologicos y medioambientales, que pueden incidir en los
resultados de los analitos. La seleccion de individuos en buen estado de salud,
para hacer parte de un grupo de referencia puede ser dificil. La definicion de
salud es problematica y ciertamente subjetiva, pues lo que puede ser
considerado buena salud en una parte del mundo, puede no serlo en otra. El
buen estado de salud absoluto, probablemente no existe y si existiera no se
podria identificar en forma total en un individuo dado. Para efectos de
establecer valores normales, en la practica clinica utilizamos buen estado de
salud como la caracteristica subjetiva de estar bien, la ausencia de enfermedad

o de una patologia detectable.**
2.3.2.2. Disefio estadistico.

El disefio de la investigacion, analizando los objetivos establecidos en éste
trabajo, nos permite seleccionar los estudios observacionales con disefios

descriptivos. El estudio descriptivo o de corte transversal permite recoger
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informacion y describir la distribucién de frecuencias de las caracteristicas de
salud de la poblacion y de las asociaciones de estas variables con otras
variables. Los estudios de corte transversal proveen claves importantes sobre
las posibles causas de las enfermedades y de otras condiciones de salud.
También proporcionan informacion a partir de una observacion hecha en una

sola oportunidad y en un punto en el tiempo.*®
2.3.2.3. Generalidades del cuestionario.

El uso de cuestionario continda siendo el pilar de la recoleccion de la
informacién pertinente. Las preguntas que conforman el cuestionario generan,
posteriormente en el analisis, un gran numero de variables que permitiran

alcanzar los objetivos trazados desde un principio. 4

La definicion operativa debe ser pragmatica, sin dejar de ser lo mas precisa
posible. Un procedimiento engorroso para llegar al diagnostico aumenta la

demanda logistica y la tasa de rechazo de los casos potenciales.*

En el momento de revisar un cuestionario, es recomendable clasificar las
variables en varios grupos, para disminuir asi el riesgo de omisiones

involuntarias en la recoleccion de informacion crucial.*®

Finalmente, la poblacion que se selecciona debe estar representada por la
definicion de cada una de las preguntas que se incluyan en el cuestionario. En

el anélisis se identifica los sujetos que cumplan con los criterios establecidos. %°
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Toda la informacion recolectada debe ser utilizada en el anadlisis. Si una
pregunta genera variables cuya funcion no es clara debera ser excluida del

cuestionario. 6

2.3.3. Consideraciones preanaliticas y analiticas.

Los métodos preanaliticos y analiticos deben ser los mismos, tanto para la
determinacion de los valores normales como para los pacientes, y se deben
seleccionar y utilizar teniendo en cuenta las condiciones fisiopatolégicas,
causas de variacion, preparacion de pacientes, tiempo y técnica para la
recoleccién y manejo de muestras. Se deben definir los métodos analiticos y la
instrumentacion y usar la metodologia para cada uno de los individuos de la

muestra de referencia.**

Los datos recopilados durante el desarrollo de éste estudio son una serie de
nameros que reflejan el comportamiento de las variables propuestas. Los
datos son sometidos a operaciones matematicas que permiten obtener

medidas estadisticas.**

Las medidas de tendencia central son valores que representan aquel valor de
la variable alrededor del cual tienden a agruparse o distribuirse los datos de
una serie. La media corresponde al valor central hacia el cual convergen los
puntos de las series de datos. Se define como el promedio matematico de la
suma de todos los valores que adquieren la variable problema, entre el nUmero
total de sujetos. La mediana (Md) se define como el valor que no supera ni es

superado por el 50% de los datos de la serie. Para su calculo es necesario
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establecer un ordenamiento de los datos segun un criterio especifico. La moda

es el valor de la variable que mas se repite. *
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3. JUSTIFICACION Y PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

Las células asesinas naturales (NK) son linfocitos granulares involucrados en la
respuesta inmune innata con capacidad de lisar células infectadas y células

tumorales a través de la produccion y liberacion de citocinas,' %’

y reconocer
el Complejo Mayor de Histocompatibilidad-l atacando las células que expresen
bajos niveles de éste.l**> Las Natural Killer conforman el 5 al 20% de linfocitos

en sangre periférica® y estan presentes en el bazo, higado, médula dsea y en

baja frecuencia en el timo. *

Estudiando la importancia de las células NK en varios campos, utilizaremos
como técnica para el analisis la citometria de flujo por el conteo celular y por las
caracteristicas relativas mas cercanas que éste método proporciona de la
célula. +1°-2%-41 Anteriormente ha sido utilizado el CD57 como marcador para las
células NK, siendo detectando s6lo un 30 al 70% de las células™ sin tener
correlacion con la citotoxicidad de los linfocitos NK. Asi mismo, se han utilizado
otros marcadores (CD2, CD7, CD8, CD11la, CD11b, CD45 y CD69) sin la
especificidad mas adecuada, asociandose con las células asesinas naturales
maduras.?? Lo anterior nos hace pensar que es necesario un marcador mas
sensible para nuestro estudio, por eso hemos escogido para éste el CD56

(Leul9) el cual esta expresado en baja densidad sobre mas del 95% de
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linfocitos en sangre periférica,**%’

y el CD16 receptor para Ig-G, que en su
mayoria es un antigeno coexpresado con el CD56, que nos ayuda a observar

la poblacion CD16-/CD56+ que esta en sangre periférica.'*

En la actualidad, en clinica son constantemente requeridas por su importancia
diagnostica, ya que se encuentran relacionadas con varias patologias como
abortos espontaneos, endometriosis, cancer, transplantes, entre otras.'? En
Colombia no contamos con valores normales de las células asesinas naturales
propias de la poblacion, sino con valores otorgados por estudios realizados en
poblaciones de otros paises como EE.UU.*? sin contar en todos los casos con
una informacion completa acerca de las variables tenidas en cuenta en las

investigaciones.

Hoy en dia, bs instituciones de diagndstico clinico necesitan cada vez mas
establecer valores de referencia de linfocitos asesinos naturales para satisfacer
la necesidad de correlacionar veridicamente los resultados proporcionados por
las muestras sanguineas. EXxisten escasos estudios experimentales, en los
cuales se demuestre la importancia y el comportamiento local de los valores

normales de natural killer.

En Colombia, los valores normales de linfocitos NK, son adoptados de estudios
de poblaciones internacionales impidiendo una relacion directa con la poblaciéon
nacional. Es por ésta razOn que nuestro proyecto busca determinar y
establecer los valores normales de linfocitos asesinos naturales en adultos de

la ciudad de Bogota.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Hallar valores normales de células Natural Killer CD3-/CD16+CD56+
utiizando métodos directos e indirectos de recuento celular y métodos
automatizados de conteo celular como citometria de flujo y coulter en una

muestra de la poblacion adulta de Bogota.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Determinar los valores absolutos de leucocitos a través de
meétodos directos e indirectos y métodos automatizados de

conteo celular como citometria de flujo y coulter .

4.2.2. Obtener un valor relativo de Células natural killer en una
poblacién de donantes adultos perteneciente al banco de Sangre

del Hospital San Ignacio por medio de citometria de flujo.

4.2.3. Determinar los valores absolutos de la poblacion de NK a través
de los valores relativos obtenidos de las muestras de donantes
para lograr los valores normales de las células natural killer en

adultos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Tipo de estudio

El disefio metodoldgico es descriptivo, que se caracteriza por la obtencion de
un grupo de estudio reducido y altamente seleccionado. Ademas, es excelente
como fuente de hipétesis, y debido a que se realizan descripciones completas,
se puede llegar a una mejor comprensién del comportamiento de

caracteristicas particulares.

También es llamado de corte transversal e incluye una muestra representativa
de la poblacion con el estado de interés. Asimismo, estad limitado a una
descripcion de la poblaciéon y permite recolectar informacién y describir la
distribucién de frecuencias de caracteristicas de salud de la poblacion y de las

asociaciones de éstas con otras variables.

Este tipo de estudio permite determinar cuales grupos de personas
experimentan en mayor o menor grado ciertos desordenes, eventos vitales o

comportamientos de interés.

Es importante notar, que los estudios de corte transversal proporcionan
informacion a partir de una observacién hecha en una sola oportunidad y en un

punto en el tiempo. Los estudios de corte transversal son una “fotografia
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instantanea” de un problema dinamico, donde los sujetos identificados como

casos no son seguidos en el tiempo.

5.2. Poblacién.

La poblacién estudiada, esta constituida por adultos sanos sin discriminacion
de raza ni género que cumplieron con los criterios de inclusion, de nacionalidad
colombiana, aceptados como donantes del banco de sangre del Hospital

Universitario San Ignacio de Bogota.

5.3. Individuos.

La poblacion de estudio incluyo individuos sanos que cumplieron con los
criterios para ser donantes del Banco de Sangre del Hospital San Ignacio de
Bogot4, el cual se rige de igual manera bajo las normas de los demas banco de
sangre Americanos, tutelados por la FDA, y por la AABB (Asociacion

Americana de Bancos de Sangre).

Previa identificacion de los individuos que cumplieron los criterios de inclusion,
se les inform6 del estudio y aquellos que manifestaron su deseo de participar
firmaron un informe de consentimiento escrito (Anexo 1: Formato de

consentimiento).
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5.4. Recoleccién de datos

La informacion de los individuos se recolecté a través de la consulta del
formulario de recoleccion de datos del banco de sangre (Anexo 3: Formato de
recoleccion de datos), que fue completado detalladamente por el clinico
durante la entrevista antes de la donacidén y previo consentimiento escrito

(Anexo 1: Consentimiento escrito)
5.5. Criterios de exclusién e inclusion.
5.5.1 Delindividuo.

Los criterios que se tuvieron en cuenta para la inclusion de los individuos en el

estudio son:

Firma del consentimiento informado (Anexo 1: Consentimiento Informado)

Los establecidos por el Banco de Sangre para aceptar un donante (Anexo
2. Criterios de Inclusion del Banco de Sangre), algunos de los cuales son
evaluados a través de un formato de recoleccion de datos (Anexo 3:
Formato de recoleccion de datos), que permanece archivado en el Banco

de Sangre por un periodo de 5 afios.

Adultos sanos, menores de 60 afios, sin discriminacion de raza ni género.

Talla correspondiente a su edad.

Peso mayor a 51Kg.

Hematocrito mayor de 45%.
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Resultado negativo para todas las pruebas de enfermedades infecciosas.
Recuento entre 4000 - 10000 le ucocitos/microlitro.
Distribucion normal de las células evaluadas en el extendido de sangre
periférica.

Dentro de los criterios de exclusién se encuentran:

El incumplimiento de los criterios establecidos por el Banco de Sangre para
la seleccion de donantes y de los criterios adicionales antes expuestos.

(Anexo 2).

Donantes que presentaron enfermedades sistemicas, hepatitis o alguna

enfermedad infecciosa en algin momento de su vida.

Donantes que fueron positivos en las pruebas de enfermedades infecciosas

realizadas por el banco de sangre.

La negacion del donante a contestar la entrevista y a llenar el formato de

recoleccion de datos.

El suministro de informacion falsa.

5.5.2. De la muestra

Los criterios que se tuvieron para la aceptacion de la muestra, su posterior

procesamiento y la admision de los datos, se encuentran:

No hemodlisis.

No mas de 12 horas de extraida.
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Proporcion adecuada sangre / anticoagulante.

Diferenciacion clara de las poblaciones negativas y positivas para una

caracteristica en el citdmetro de flujo.

5.6. Tamafno de la muestra

El tamafio de la muestra es de 95 individuos y es aceptable para la estimacion
de los percentiles y de las medidas de tendencia central de un estudio

descriptivo.

5.7. Muestrade sangre

La muestra de sangre se obtuvo por puncion directa y a partir de la bolsa,

previo consentimiento informado (Anexo 1)

Para la puncién directa se utilizaron los protocolos estandares para el sistema

Vacutainer® y se obtuvo 4 ml de sangre completa anticoagulada con EDTA.

Por otro lado, en un tubo seco, se obtuvo una muestra de 3 ml de sangre
completa a partir del piloto de la bolsa extraida a cada voluntario, anticoagulada

con CPDA (citrato-fosfato-destroxa-adenina) y previamente homogenizada.

A todas las muestras se les asigné un cédigo secuencial, teniendo en cuenta la

fecha de obtencion.

5.8. Recuento de leucocitos
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Se realizé un recuento total y diferencial de linfocitos siguiendo los protocolos
hematol6gicos manuales y automatizados estandar. El recuento total se realiz
manualmente con reactivo de turk en camara de neubawer y automatizado en
un contador de células STKS (Courlter®). Ademas, se confirmé la distribucién
de los leucocitos por medio de un extendido de sangre periférica coloreado con
Wrigth. A partir de éstos recuentos se obtuvieron valores relativos (%) y
absolutos (células por microlitro) de los leucocitos de sangre periférica para

cada voluntario.

5.9. Evaluacion de marcadores por citometria de flujo
5.9.1. Marcaje

Se realiz6 un marcaje a cada una de las muestras con anticuerpos
monoclonales acoplados a fluorocromos, especificos para las moléculas a
evaluar previa titulacion de los anticuerpos y teniendo en cuenta lo
recomendado por la casa comercial. A un tubo de poliestireno Falcon (Becton
Dickinson®) con capacidad para 5 ml, debidamente marcado con el cédigo del
voluntario y la fecha, se adicionaron 25 m de sangre total anticoagulada. Se
agregaron 5 m de anticuerpos monoclonales anti-CD3 humano marcado con
FITC (Becton Dickinson, Pharmingen™) y 5 m de anti-CD16/CD56 humano

marcado con PE a cada tubo (Becton Dickinson, Pharmingen™). Se
homogeniz6 en un vortex (Thermolyne, Maxi Mixx 1) y se incubé a 4°C por 30
minutos en oscuridad. Luego de la incubacién, se lisaron los glébulos rojos con

500 m de solucion de lisis 1X (FACS LYSING SOLUTION, 10X, Becton

Dickinson®) preparada con agua destilada. Se homogeniz6 en un vortex
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(Thermolyne, Maxi Mixx Il) y se incub6 a temperatura ambiente por 15 minutos
en oscuridad. Luego se lavd con PBS1X-Azida de sodio al 0.1% y se
centrifugd. Se mezcla y se incuba a temperatura ambiente en la oscuridad por
15 minutos. Para el primer lavado se adicionaron 3 ml PBS 1X-Azida de sodio
al 0.1% y se centrifugé durante 5 minutos a 2.000 rpm, se descarto el
sobrenadante de cada tubo y se resuspendid el botdn celular para realizar un
segundo lavado con 4 ml del buffer. Finalmente, luego de resuspender
nuevamente el boton celular se fij6 con 500 m de PBS 1X paraformaldehido
0.05%. Se conservo a 4° y en oscuridad hasta la lectura 24 horas después en

el citometro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson®).
5.9.2. Adquisicién y Analisis

Para la adquisicion y el andlisis se utilizé el programa CELL QUEST (Becton
Dickinson ®). El nimero de eventos adquiridos fue de 2500 en la regién de los
linfocitos, previamente establecida con base en las caracteristicas de tamafio

celular y complejidad interna.

El analisis se hizo en diagramas de puntos, con base en la expresion de los
marcadores CD3,CD16/CD56 sobre células pequefias y de baja complejidad.
Las células que se clasificaron como NK son las que se ubicaron en el
cuadrante superior izquierdo del grafico de puntos, o sea que expresaron las
moléculas CD16/CD56 pero no el CD3. Se obtuvieron valores relativos
respecto a la poblacién de linfocitos y a la poblacién total, siendo convertidos
luego a valores absolutos utilizando los datos obtenidos del recuento

leucocitario.
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5.10. Plan de andlisis de estadistico

Se realizé una base de datos con la totalidad de los datos obtenidos de los
recuentos manuales y automatizados tanto absolutos como relativos y
porcentajes de células obtenidos en el citometro de flujo. Los datos
purificados se procesaron por medio de estadistica descriptiva y calculos de

percentiles de las variables en estudio, dentro de las que se encuentran:

VARIABLE UNIDAD DE TIPO DE
MEDIDA VARIABLE

Género fim Nominal
Edad Afios Razon
Recuentos de

Leucocitos directo Células/ul Razon
Recuentos de leucocitos

por cont. Hematologico Células/pl Razon
Porcentaje de linfocitos

por cont. Hematologico % Razén
Porcentaje de linfocitos

por recuento diferencial % Razén
Porcentaje de linfocitos

por citometria de flujo % Razén
Porcentaje de linfocitos

asesinos naturales % Razén

Tabla 5.1. Variables obtenidas a partir del analisis celular.
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6. RESULTADOS

6.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACION.

Se recolectaron 129 muestras de sangre de donantes voluntarios, entre los 18
y 60 afios, que asistieron al Banco de Sangre del Hospital Universitario San
Ignacio de la ciudad de Bogot4, durante el periodo comprendido entre 15 de

octubre de 2002 al 20 de febrero de 2003.

De la poblacion inicial, se descartaron 34 muestras de voluntarios por
problemas técnicos o porque presentaron valores extremos, de acuerdo a lo
observado en el grado de asimetria de la distribucion por medio del diagrama

de caja.?’

De esta manera, para el tratamiento de los datos se utilizaron métodos
estadisticos descriptivos, elaborando el analisis con base en la poblacion total.

Aunque también se analiz6 la muestra estratificada por edad y género.

De las 95 aptas para el estudio, el 67% (64/95) correspondian a muestras de
voluntarios del género masculino y el 33% (31/95) al género femenino. (Fig.

6.1)
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MUJERES
33%

HOMBRES
67%

Fig 6.1. Distribucién por género. El 67% (64/95) de la poblacidn pertenece al género
masculino y el 33% (31/95) al género femenino.

En la estratificacion por edad, la poblacion se agrupé en dos percentiles: P5 —
P50 corresponde al rango entre 18 a 34 afios y con el 49% (47/95) de la

poblacién; P50 — P100 a las edades entre 35y 56, con el 51% (48/95) del total.

(Fig. 6.2)
P50-P100 (35
56 afios)
P5-P50 49%
(18-34 afios)

51%

Figura 6.2. Distribucion etarea. P5-50 (18-34afios): 49% (47/95). P50-P100 (35-56 afios):
51% (48/95).
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6.2 ESTANDARIZACION.

La concentracidon de anticuerpos, tanto isotipos como especificos para CD3,

CD16 y CD56 se definié por medio de una titulacion.

Para los isotipos se partié de un vial de anticuerpos de ratén IgG2a marcado
con FITC y de una solucién inicial de anticuerpos de raton IgG2b marcado con
PE. En el caso de los anticuerpos especificos, se utilizé6 un kit de Simultest™
CD3/CD16+CD56 (Leu™-4/11c+19) que contiene una solucién de anticuerpos
IgG1 de raton anti-CD3 humano marcados con FITC y anti-CD16/CD56
humano marcados con PE Para esto, se procesd una muestra de sangre
completa de control de calidad externo proporcionada por la casa comercial,

utilizando la metodologia previamente descrita. En tubos diferentes, se

adiciono 25 nml de muestra, que se marco con 2, 3, 4y 5m de cada anticuerpo.

100 - e 0 ® ®
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<
=~ ]
2 1
)
3 |
3 0,1 1
| L oY
‘w
© 0,01
0’001 2ul 3ul 4ul 5ul
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Fig. 6.3 Titulacién de los anticuerpos CD3 FITC — CD16/56 PE. A. Titulacion de los
anticuerpos utilizados para isotipos en términos de volumen y porcentaje de células positivas.
B. Titulacion del Simultest™. Las células CD3-CD16/CD56 Neg corresponde a células
mononucleares de baja complejidad que no expresan ninguno de los marcadores. ( Punto

de Corte C. Gréficos de puntos de la muestra control marcada con 3m de isotipos y con 5ni de
los anticuerpos anti-CD3/CD16/CD56.
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Para los isotipos, la cantidad de anticuerpo a utilizar (3m) se defini6 como el
volumen al que se obtiene un equilibrio en la cantidad de uniones inespecificas,
representado en este caso como un porcentaje de células positivas. (Fig
6.3AC). Y para los anticuerpos especificos se decidié utilizar 5m, debido a que
es la menor cantidad de anticuerpo a la que se obtiene mayor nimero de

células positivas para la condicidon especifica y a la que la poblaciéon de células

negativas se mantiene (Fig 6.3BC).

6.3. VALIDACION DE LOS METODOS DE RECUENTO DE LINFOCITOS EN

VALORES RELATIVOS.

En la Tabla 6.1, se presenta la estadstica descriptiva de la totalidad de los
datos (n=95) obtenidos por los tres métodos de recuento de linfocitos,

analizada respecto a la poblacion total.

Tabla 6.1. Estadistica descriptiva del total de la poblacién (n=95). Recuentos de linfocitos
obtenidos por los métodos de recuento automatizado, recuento manual y por citometria de
flujo.

Recuento Recuento Citdbmetro
Automatizado Manual
Promedio 33,06 33,20 32,46
Mediana 32,40 33,00 32,76
Desviacion Estandar 7,41 8,08 6,99
Coeficiente de Variacion 22,40 24,35 21,55

Al comparar las medias de los recuentos de leucocitos totales de los donantes

voluntarios de sangre por medio del método de t student se comprobd que no
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existe ninguna diferencia significativa entre los valores hallados por las tres

metodologias empleadas. (p>0.05) (Fig 6.4).
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Fig 6.4. Metodologias de recuento de linfocitos (%). Contador automatizado. Método manual
(Extendido de Sangre Periférica coloreado con Wrigth). Citdmetro de flujo.

Las diferencias en las medias aritméticas y las desviaciones estandar son
semejantes en los tres métodos utilizados para evaluar el porcentaje de
linfocitos en toda la poblacién, confirmando que los datos arrojados por cada

una de las metodologias se correlacionan.

Sin embargo, por medio de una prueba F o una prueba de hipétesis
comparamos las varianzas de cada uno de los métodos empleados para el
recuento de linfocitos totales, bajo el supuesto de que la hipétesis planteada
(Ho) es verdadera. Entonces, buscamos responder la siguiente hipotesis:

¢Hasta qué punto es probable que exista alguna semejanza entre los
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resultados observados y los esperados en cada una de las metodologias de
recuento de linfocitos totales?. La comprobacion de las varianzas de los datos
obtenidos por los métodos de recuento automatizado y recuento manual
rechaza la hipotesis alterna con un r=0.839. Del mismo modo, cuando se
compararon el recuento manual con el porcentaje de células en la region de
menor tamafio y de baja complejidad del citémetro de flujo se obtuvo una
r>0.05 (r =0.646). Ademas, también se rechazé la hipotesis de desigualdad de
varianzas cuando se compar6 el método de recuento automatizado con los
datos obtenidos del citometro de flujo (r=0.788). Una vez seleccionada y
analizada la muestra se rechaza la hipotesis alterna a favor de la hipétesis
nula, basandonos en que p (la probabilidad de cometer el error tipo 1, donde la

hipotesis nula se rechaza silap < 0.05) fue mayor que 0.05.
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Tabla 6.2. Valores absolutos de linfocitos en mujeres. Recuento de linfocitos obtenidos por los métodos de recuento automatizado, recuento
manual y por citometria de flujo para la poblacién femenina (n=31). Los valores de recuento se encuentran expresados en células/ul y fueron

obtenidos por calculos de estadistica descriptiva.

Mujeres Automatizado Manual Citdmetro
% Cél/ul % Cél/ul % Cél/ul
Promedio 32 2110 32 2109 30 2047
Mediana 32 2072 32 2070 31 1968
Desv. Estandar 7 512 5 701 8 561
Coef. Variacion 22 24 16 33 27 27

Tabla 6.3. Valores absolutos de linfocitos en hombres. Recuento de linfocitos obtenidos por los métodos de recuento automatizado, recuento
manual y por citometria de flujo para la poblacién masculina (n=64). Los valores de recuento se encuentran expresados en células/pl y fueron

obtenidos por célculos de estadistica descriptiva.

Hombres Automatizado Manual Citometro
% Céllul % Céllul % Célful
Promedio 34 2061 34 2016 33 2012
Mediana 34 1933 34 2021 33 1895
Desv. Estandar 8 595 8 666 7 571
Coef. Variacion 22 29 25 33 22 28
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6.4. VALORES RELATIVOS Y ABSOLUTOS DE CELULAS ASESINAS

NATURALES (NATURAL KILLER).

6.4.1 ESTABLECIMIENTO DE LA POBLACION CELULAR Y ESPECIFICIDAD

DEL METODO.

Los resultados obtenidos se expresaron en valores absolutos (ul) y valores
relativos (%). Las 95 muestras se interpretaron a través de medidas de tendencia
central como la media y medidas de dispersién como desviacién estandar (DS) y
percentiles 5, 25, 50, 75 y 95; los calculos estadisticos se obtuvieron a partir del

empleo de bases de datos en Excel.

Luego de la adquisicién de la muestra por el citdmetro, se analizé el software
CellQuest® (Becton Dickinson), utilizando diagramas de puntos. El analisis se
inicié con un grafico de tamafio (FSC) vs complejidad interna (SSC), en donde se
defini6 como poblacién de estudio la que correspondia a las caracteristicas de
menor tamafio y menor complejidad interna (R1), ya que es en esta region donde
se ubican las células con caracteristicas linfoides, como las NK. El analisis de la
fluorescencia se llevd a cabo en gréaficos de puntos tomando solo las células que

se ubicaron en R1 (Fig 6.5A).
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De esta manera, el valor relativo de células NK se defini6 como el porcentaje de
células de la regiéon de linfocitos (R1) que expresaban CD16/56 pero que eran
negativas para CD3 (Fig 6.5A). En el grafico de fluorescencia de CD3 FITC vs
CD16/56 PE estas células se ubican en el cuadrante de arriba a la derecha (UL)
(Fig 6.5C). La especificidad de la técnica se asegur6 con el control de isotipo, ya

gue mas del 95% de las células no presento fluorescencia inespecifica (Fig 6.5B)
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Fig. 6.5 Analisis de las muestras por Citometria de Flujo. A. Gréfico de puntos de tamafio
(FSC) vs complejidad interna (SSC). R1: Poblacién de caracteristicas linfoides dentro de la que se
ubican las NK B. Isotipo FITC vs PE. C. Expresion de CD3, CD16/56. Cuadrante de arriba a la
izquierda corresponde a las células CD3(-)/CD16/CD56(+).
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6.4.2 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACION CD3(-)/CD16CD56(+)

En la tabla 6.4 se presenta la descripcion estadistica de la poblacion, en términos de
promedio y desviacion estandar. El andlisis descriptivo se presenta en la poblacion total
(n=95) y estratificado por género para el promedio de los valores obtenidos por las tres
metodologias de recuento total de leucocitos y para el recuento de linfocitos. En el caso
de las células NK, CD3(-)/CD16CD56(+), se muestra el dato obtenido por citometria de
flujo. Cuando se analiza la poblacion total, se obtiene que las células NK corresponden a
un 15% (£7) de los linfocitos, lo que equivale a 298 (£161) cél/m. Cuando se estratifico por
género, se observa para el género masculino, un valor relativo promedio de células NK de
16% (7) y a 319 cél/m (x163). En el caso del género femenino, un se obtuvo promedio
de 12% (6), lo que corresponde a 253 cél/m (£152). Al comparar los valores de células
CD3(-)/CD16CD56(+) entre los grupos femenino y masculino, se encontraron mayores

niveles en hombres, siendo esta diferencia estadisticamente significativa con un r =0.006.
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Tabla 6.4. Descripcién estadistica de los valores relativos y absolutos de células CD3(-)/CD16CD56(+). Descripcion de la

poblacion total y estratificada por género. Los valores relativos equivalen al porcentaje de células que no expresan CD3 pero
gue si expresan CD16 y CD56. Corresponden a las células ubicadas en el cuadrante superior izquierdo del grafico de puntos.

Hombres Mujeres Poblacion Total
% céllul % céllul % céllul
X DS X DS X DS [X DS X DS [X DS
Leucocitos Totales 6107 128 6632 1428 6278 1286
Linfocitos Totales 34 71 2029 551 32 5] 2088 511 33 6| 2049 536
Linfocitos CD3(-)/CD16CD56(+] 16 7 319 136] 12 6] 253 152 15 7] 298 161

Valores relativo(%), Valores absolutos (cél/ul)

Los valores expresados son los promedios de los leucocitos y linfocitos hallados por los diferentes métodos
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6.4.3 DISTRIBUCION DE LOS VALORES NORMALES POR PERCENTILES.

A pesar de que la distribucion de los datos tiene forma simétrica debido a que los
valores de sus medias y medianas se encuentran proximos, se decidid mostrar los
datos por percentiles. Estos son especiales porque indican el porcentaje de

distribucién igual o menor a esa cifra.

Los valores de los percentiles de las células CD3-/CD16CD56+ son similares para

el total de la poblacién y cuando se estratificé por género (Fig. 6.6 y Tabla 6.5). A

pesar de que al analizar la poblacién en su totalidad o por género el n es diferente,
la distribucion de los percentiles es proporcional, lo cual se puede observar en el
percentil 50, donde el 50% de los datos tienen un valor igual o menor al percentil

50 para cada caso (Fig 6.6).

En la tabla 6.5 se presentan los valores celulares obtenidos para el percentil 5y el

95 en la poblacion total y distribuida por género.

De esta manera, cuando se consideran los datos de la poblacion total, el valor de
leucocitos corresponde a 4400 1cél/m para el percentil 5y a 8450 1cél/m para el
95; el valor relativo de linfocitos a 21% en Pt5 y 43% en Pt95 y el valor absoluto a
1354 1cél/m para Pt5 y a 3031cél/m para Pt95; y en el caso de las células CD3(-
)/ICD16CD56(+) los valores se encuentran entre 6% para Pt5 que equivale a

118cél/imy 28% para Pt95 que corresponde a 603cél/nl. (Tabla 6.5)
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Por otro lado, cuando la poblacién se estratific6 por género, se obtuvo que en las

mujeres el recuento de leucocitos se encuentra entre 4888 cél/m en Pt5 y 8688
cél/m en Pt95; los valores de linfocitos entre 24% que equivale a 1427 cél/m para
Pt5 y 40% que corresponde a 2880 cél/m para Pt95; y en el caso de las células

CD3(-)/CD16CD56(+) los valores se encuentran entre 5% para Pt5 que equivale a

102cél/imy 24% para Pt95 que corresponde a 542cél/ml. (Tabla 6.5)

Por el contrario, se obtuvo que en los hombres el recuento de leucocitos se
encuentra entre 4358cél/m en Pt5 y 8688cél/m en Pt95; los valores de linfocitos
entre 21% que equivale a 1326cél/nl para Pt5 y 45% que corresponde a 3081cél/m
para Pt95; y en el caso de las células CD3(-)/CD16CD56(+) los valores se
encuentran entre 6% para Pt5 que equivale a 128cél/m y 29% para Pt95 que

corresponde a 619cél/m. (Tabla 6.5)

—— Totaldatos
—f— Mujeres

Hombres

100 1
75 1
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0 e
P5 P25 P50 P75 P95 P100
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Voluntarios

Fig. 6.6 Distribucion de los valores de células CD3(-)/CD16CD56(+) por
percentiles. Se analiz6 en la poblacion total y estratificada por género.
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Tabla 6.5. Distribucion de los valores celulares por percentiles. Valores celulares relativos y absolutos de
células. Para las células CD3(-)/CD16CD56(+), los valores relativos equivalen al porcentaje de células que no
expresan CD3 pero que si expresan CD16 y CD56 respecto a la region de menor tamafo y baja complejidad.
Corresponden a las células ubicadas en el cuadrante superior izquierdo del grafico de puntos.

Hombres Mieres Tot
Poblacion 05 Cau® L cau® o Canl®
s s s (| s (S| B (A 5 | RS | RS | RS
| eucocitos totaes* Mo | oma | 49EE | oEmER | ome | ome | 48 | AR | oma | e | gm0 | saED
Lirfocitos totalest 2 £ 35|33 | 0 | 4F | 30| A £ | 13 | 3
Lirfocitos COBCVCDIECOEE+H| 6 2 | 128 | 519 5 2 | e | 542 5 &= | 18 | 63

='-.an:|' reltive (26, o ssoiutacd i)
Y ceeEles evresacts sonloe praned os celosleuoocitosy linfocitoebalados oo los digertes matodos

[MAY no determinado
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6.5. CORRELACION DE LOS VALORES NORMALES DE CELULAS

ASESINAS NATURALES CON OTRAS PUBLICACIONES

Los valores absolutos y relativos de las células asesinas naturales obtenidos en el
presente estudio fueron comparados con datos publicados en diferentes
poblaciones. En el 2002, Abdulla Al Qouzi y colaboradores reportdé valores
absolutos de linfocitos de sangre periférica de donadores hombres arabes de
sangre, con similares edades a las de los sujetos del presente estudio. Los rangos
de los valores fueron expresados en media y desviacidn estandar. Para la
poblacién arabe la media fue 262 (+/-178) y para los etiopes fue 250 (+/-137).
(Tabla 6.6.A) De igual forma, en 1999, Santagostino y colaboradores establece
valores normales de linfocitos de sangre periférica en adultos italianos sanos,
publicando la media en valores absolutos y relativos de las células asesinas

naturales: 278 células/ul y 13.15 %. (Tabla 6.6.AB)
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A.
Media y desviacion estandar de:
Presente estudio Etiopes Arabes ltalianos
n=95 n=142 n=209 n=965
X DS X DS X DS X DS
Celulas NK (celfm) 297 161 250) 137 262 178 278 NA
B.

Promedios de:
Presente estudio Italianos

Células NK (cél/rl) 14,65 13,15

Tabla 6.6. Comparacion de valores normales de linfocitos asesinos naturales del presente estudio con otras
publicaciones. A. Valores absolutos de células NK del presente estudio y otras publicaciones. B. Comparacién de

valores relativos de linfocitos NK del presente estudio con los establecidos en la poblacion italiana. (X= media, DS=
Desviacion Estandar, N.A=valor no determinado).
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De igual manera, comparamos los rangos de valores normales obtenidos en el
presente proyecto con los publicados por Santagostino y colaboradores en un
estudio de la poblacion italiana. Encontrandose diferencias no significativas

entre los valores de cada una de las poblaciones. (Tabla 6.7.)

Valores normales de células NK
Presente estudio  Italianos

Valores absolutos 118-603 73-654.
Valores relativos 6-27. 4-28.

Tabla 6.7. Valores normales de células Natural Killer de la poblacion de
donantes voluntarios del Banco de sangre de Bogota y de donantes de
Bancos de Sangre de Italia. Comparacion de los valores absolutos yrelativos
publicados por el presente estudio y por un estudio de la poblacion italiana.
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7. DISCUSION

Las células asesinas naturales (NK) estan involucradas principalmente en la
respuesta inmune innata.l?® Estas células representan una tercera clase de
linfocitos diferente a los B y a los T.51" La mayor diferencia es que estas
células no expresan un receptor distribuido de manera clonal que esté sujeto a
diversificacion somética. Por el contrario, se sabe que emplean varios tipos de
receptores estimulatorios especificos para moléculas asociadas con células
infectadas, transformadas o estresadas.'’'%%® Ademas, las células NK estan
reguladas por receptores inhibitorios especificos para moléculas de MHC de
clase 1.23323435%56 | 5 diferencia en la especificidad de estas células, junto con
Su respuesta rapida y carencia de un estado de memoria, son las bases para

considerar estas células parte de la respuesta inmune innata.}”*°

Las células asesinas naturales cumplen varios papeles en las respuestas

inmunes. Una vez activadas son potentes células citotoxicas capaces de lisar

20-25-52 1-57-59

lineas tumorales, células infectadas con patégenos intracelulares y
células cubiertas de anticuerpos.t*""1%22 Cuando estan activadas, estas células
también producen citoquinas, notablemente las inflamatorias, como IFNg y
TNFa.l"183031 Estas citoquinas pueden inducir actividad antipatégeno por
macréfagos y neutréfilos y también pueden ayudar a regular la respuesta

inmune adaptativa.t*1%28
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Estas células juegan un papel muy importante limitando la expansion de ciertos
patdgenos intracelulares, en etapas tempranas del ciclo de vida, cuando la
respuesta inmune especifica no se ha desarrollado.****” También, en estudios
in vitro e in vivo, se ha sugerido que participan en la respuesta inmune
antitumoral }*12°® Ademas, pueden atacar células extrafias, especialmente
células linfohematopoyéticas como las de médula 6sea, y entonces pueden

ejercer una barrera para los transplantes.>34

Por otro lado, se ha optado por establecer internacionalmente los valores
normales de linfocitos y sus subpoblaciones, con el objetivo de obtener una
mejor correlacion fisiopatoldgica, evitando usar valores normales establecidos

en individuos ajenos a su poblacion.*®

De esta manera, debido a que estas células son cruciales en el desarrollo de
respuestas innatas y en la regulacion de las adaptativas; y a que los valores
celulares normales en sangre periférica para cada poblacion son datos de vital
importancia para la clinica, se propuso en este estudio, establecer los valores
normales de células asesinas naturales en donantes voluntarios del Banco de

Sangre del Hospital Universitario San Ignacio en la ciudad de Bogota, D.C.

Para esto, se recolectaron inicialmente 129 muestras de sangre total
anticoagulada de donantes voluntarios, de las cuales 34 fueron descartadas
por razones técnicas 0 por puntos extremos de acuerdo a lo que arrojo el
diagrama de caja. De aqui que, la poblacién total fue de 95 individuos 64 de los
cuales eran donantes hombres y 31 mujeres, numero de individuos

estadisticamente representativo para esta clase de estudios. 444
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Las muestras fueron procesadas inmediatamente después de ser recolectadas,
con el fin de evitar variaciones en los resultados debidas al tiempo de
almacenamiento. Ademas, con fines de seguridad para el personal del
laboratorio, se fijaron con paraformaldehido durante 24h ya que ha sido

reportado que este inhibe el virus de inmunodeficiencia humana.

De esta manera, al igual que en atros trabajos de valores de referencia, se
utilizaron varios métodos para la validacién del recuento linfocitario,*-49-50.51-53
controlando asi los diferentes niveles de variabilidad de los valores absolutos

de leucocitos, de los niveles relativos y absolutos de linfocitos y, asimismo,

para los de células asesinas naturales (NK) por citometria de flujo.

Para nuestro estudio, los valores absolutos de leucocitos (Total 4400-

8450cel/m; mujeres 4888-8688cel/m; hombres 4358-8263cel/m), y Ilos
absolutos vy relativos de linfocitos (Total 21-43%, 1354-3031cel/m; mujeres 24-

40%, 1427-2880cel/m; hombres 21-45%, 1326-3081cel/m) se correlacionaron

49-50-51

con los datos reportados en otras poblaciones, como también con los

previamente establecidos para nuestra poblacién de estudio #7723

Varios trabajos de valores normales de diversos tipos celulares y de
metabolitos humanos, reportados previamente, han mostrado los datos por

intervalos de confianza o por medio de percentiles,*8-49-°0.51-54

atribuyendo a
cada procedimiento su utilidad y especificidad dependiendo a la correlacion de
los datos con la realidad. En el caso de nuestro trabajo, los valores normales

de células CD3-/CD16+CD56 para la totalidad de la poblacion y para los

grupos estratificados por género y edad, se establecieron a través de los
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célculos de percentiles, como el mejor calculo de medida de localizacion que
divide la distribucion de los datos en partes iguales y permite la clasificacion del
valor de CD3-/CD16+CD56 de un individuo dentro de la poblacion
manejada.***® Es asi como, la determinacion del valor inferior y superior de las
células NK de los individuos evaluados fueron obtenidos por los percentiles P5
y P95, de tal manera que, el P95 indico que el 95% de los individuos evaluados

tenian un valor inferior a él.

El porcentaje de la distribucién del percentil P50 observado en la totalidad de la
poblacién, en hombres y mujeres fue proporcional a pesar de los diferentes

tamarios de las muestras de cada grupo de individuos comparado.

Publicaciones internacionales de valores normales de linfocitos expresan
valores de CD3-/CD16+CD56 similares a los obtenidos en este trabajo. Aunque
aquellos resultados estén influenciados por diferentes factores biolégicos como
la raza y los habitos alimenticios, los valores normales de linfocitos asesinos no

demuestran diferencias significativas (p<0.05).

Asi, Abdula Al Qouzi et al expresan que el nimero de los linfocitos y sus
subpoblaciones se encuentran influenciados por las caracteristicas genéticas y
ambientales propias de cada poblacion. Sin embargo, bajo las grandes
diferencias ambientales y genéticas atribuidas a la poblacién latinoamericana,
los valores normales de linfocitos NK tienen un comportamiento similar a los

de publicaciones de poblaciones africanas, asiaticas y europeas.*®

Por otro lado, en este estudio hemos demostrado que los valores normales de los

linfocitos NK en hombres son mayores que los presentados en las mujeres,
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comportamiento que es similar para varias pruebas de laboratorio. De igual manera, se
comprobd que entre el rango de edad de 18-56 afios no existe ninguna diferencia
marcada de los valores normales para éstas células, lo que contrasta con lo reportado

anteriormente por  Brittenden et al.,*

guienes concluyeron que las células NK
presentaban un aumento en el nimero y en la citotoxicidad en individuos mayores de

80 afios debido a la maduracion del linaje. **

En tal caso, la importancia de establecer los valores normales de células asesinas
naturales radica en otorgar diagnosticos y pronésticos clinicos precisos acerca de la
fisiopatologia de un individuo. Por ejemplo, la presencia de células NK con baja
citotoxicidad se relaciona con una elevada expresion de CD56 y disminucion de
CD16.* De igual forma, el establecimiento de valores normales llega a ser (til en el
control de rechazos de trasplantes de médula 6sea, donde un aumento moderado del
namero de células NK indica la presencia de un proceso de rechazo,"™ aportando de
esta manera en el esclarecimiento del estudio de la relacion celular Receptor-

Donante 11-12-27-32
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8. CONCLUSIONES

Los valores absolutos y relativos de leucocitos y de linfocitos no mostraron
ninguna diferencia estadisticamente significativa cuando se compararon los

tres métodos utilizados, validando de esta manera los resultados obtenidos.

Los valores normales de linfocitos asesinos naturales establecidos cuando
se consideran los datos de la poblacién total, estan comprendidos entre

6% que equivale a 118cél/m y 28% a 603cél/m. El valor de leucocitos
corresponde a 4400 1cél/m y a 8450 1cél/m; el valor relativo de linfocitos
se encuentra entre 21% a 43% y el valor absoluto a 1354 1célim a

3031cél/m.

Cuando la poblacién se estratificd por género, se obtuvo que en las mujeres
los valores de células CD3(-)/CD16CD56(+)se encuentran entre 5% que

equivale a 102cél/m y 24% que corresponde a 542cél/m. El recuento de
leucocitos se encuentra entre 4888 céel/m y 8688 cél/m; los valores de
linfocitos entre 24% que equivale a 1427 c&l/m y 40% que corresponde a

2880 cel/m.

En los hombres, los valores de las células CD3(-)/CD16CD56(+) se

encuentran entre 6% que equivale a 128cél/m y 29% que corresponde a
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619cél/m. El recuento de leucocitos se encuentra entre 4358cél/m vy
8688cél/m; los valores de linfocitos entre 21% que equivale a 1326cél/m y

45% que corresponde a 3081cél/ml.

Cuando se compararon los valores absolutos y relativos de células NK en la
poblacibn de hombres con la de mujeres, se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa, o que estad de acuerdo con lo que ha sido

descrito en la literatura.

Cuando la poblacion se estratificoO por edad, no se encontré una diferencia
estadisticamente significativa ¢ <0.05) entre los grupos de 18-34 y 35-56

anos.

Los rangos de valores normales de células NK son considerablemente
similares a los establecidos en los estudios realizados en otros paises, por
lo cual se puede emplear como patron para determinaciones en individuos

Colombianos comprendidos entre las edades de 18 a 56 afios.

Los valores absolutos y relativos de linfocitos NK pueden ser adoptados
para correlacionarse con una poblacion de individuos que cumpla las
caracteristicas de la poblacion manejadas por el presente estudio de

investigacion.
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9. PERSPECTIVAS

La evaluacién de este tipo celular por citometria de flujo utilizando una
metodologia directamente cuantitativa como TruCount complementaria
en gran medida este estudio, ya que se disminuirian los errores

implicitos en la cuantificacion indirecta.

Para la continuidad de este trabajo podriamos sugerir el
establecimiento de valores normales de las células NKT, para otorgar
diagnodsticos y prondsticos clinicos relacionados con enfermedades

autoinmunes.

El presente estudio es de gran ayuda para el diagnodstico de pacientes
con desordenes celulares entre los 18 a 56 afios. Sin embargo, es
necesario estandarizar otros valores normales dentro de nuestra
poblacibn para otras edades ya que las enfermedades
linfoproliferativas o a fines se exhiben también en nifios, y adultos de

edad avanzada.

Para un buen aporte clinico se hace necesario el estudio y correlacion
fisiopatologica de esta poblacion linfocitaria en el personal medico;

llegando a convertir este ensayo en una prueba de rutina en vista de la
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utilidad clinica para el diagnostico de un caso y por consiguiente un

oportuno y éptimo tratamiento.
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ANEXO N°1

INFORME DE CONSENTIMIENTO

Fecha
Yo (o la del representante),
identificado con la cédula de ciudadania No. de

declaro que he sido informado de los siguientes aspectos
concernientes al estudio “ESTABLECIMIENTO DE VALORES DE
LINFOCITOS ASESINOS NATURALES (NK) EN UNA POBLACION ADULTA

DE BOGOTA” en el que participaré voluntariamente como sujeto:

1. Se me tomard una muestra de 3 ml de sangre completa no anticoagulada.
Esta muestra no serd utlizada para ningun otro estudio sin mi
consentimiento.

2. Los resultados de esta investigacion no tienen un valor clinico y no podran
ser divulgados a mi nombre sin una autorizacion escrita de mi parte.

3. Los resultados obtenidos del estudio seran utilizados solo por la Pontificia
Universidad Javeriana y como datos para difusion en un medio
estrictamente académico, conservando el anonimato.

4. Los investigadores no obtendran ningun beneficio economico de este
proyecto sin mi consentimiento.

5. Que se me ha informado y estoy de acuerdo con los demas parametros
registrados en Articulo 15 de la resolucibn No. 008430 de 1993 (4 de
Octubre de 1993) del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia.

Yo , como sujeto del estudio me
comprometo a que toda la informacion que brinde sera ajustada a la verdad.

Declaro que estoy de acuerdo con lo anterior y que participo voluntariamente y
no he sido sometido a ninguna intervencion que coaccione fisica o0 moralmente
esta decision.

Firma Testigo 1

C.C. C.C.
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ANEXO N°2

CRITERIOS DE EXCLUSION E INCLUSION
DATOS DEL DONANTE:

Apellidos y nombres completos, edad, sexo, lugar y fecha de nacimiento, ocupacion,
tipo y n°® de documento, direccién, teléfono, tipo de donacién (autotransfusion,
solidaria, dirigida), LA NEGACION DEL DONANTE A APORTAR ESTOS DATOS FUE

MOTIVO DE EXCLUSION.

Los donantes menores de edad segun la ley vigente pueden ser aceptados
solamente en caso de que hayan obtenido por escrito el consentimiento
para donar sangre, como exige la legislacion .(el banco de sangre en
mencion cumple esta regla a cabalidad, sin embargo, para el estudio las
personas menores de edad fueron EXCLUIDAS).

Los donantes de la tercera edad pueden ser aceptados si los médicos del
banco de sangre lo estiman oportuno. De hecho, muchos bancos de
sangre admiten donantes mayores sin objeciones. (en el tiempo que se
realizo el estudio, fueron muy pocos los casos de personas de tercera edad,
por lo tanto nosotros tomamos el limite de edad en 60 ANOS).

CUESTIONARIO:

*¢ ha donado sangre alguna vez? El volumen de sangre extraida en un
intervalo de 8 semanas no debe ser superior a los 500ml, por lo tanto las personas

gue donaron durante ese tiempo fueron EXCLUIDAS.

*; Se siente en buen estado de salud?, ¢ha sido declarado alguna vez como no

apto para donar sangre o ha tenido problemas al donar sangre?
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Dependiendo del motivo del rechazo anterior fue causa o no de criterio de

EXCLUSION.

*; Ha tenido fiebre en los ultimos 8 dias?, ¢Ha estado en los ultimos 6 meses en

zonas de malaria?¢ Ha sido vacunado en el Ultimo afos?.

*¢Ha sufrido los dltimos 6 meses algun accidente intervencion quirdrgica o ha
estado como paciente en un hospital? Si la repuesta es si, serdn RECHAZADOS,

como minimo hasta 6 meses después de lo ocurrido.

*: Ha tenido enfermedades del higado?, ¢ha tenido enfermedades del corazon,
pulmones, dolor de pecho, dificultad respiratoria, enfermedades de la piel o

cancer?

Una enfermedad coronaria o una dolencia cardiaca, que hayan dejado secuela son
causas de RECHAZO. Cualquier enfermedad pulmonar activa son causas de
RECHAZO, en cambio, el hecho de haber padecido tuberculosis anteriormente, si
ésta ha sido debidamente tratada y ya no es una enfermedad activa, no es motivo
para descalificar a un donante. Las enfermedades hepéticas activas, ya sena

inflamatoria o degenerativas son causas de RECHAZO.

*¢Se ha inyectado drogas alucindégenas y/o estimulantes? ¢ha tomado

medicamentos o se ha aplicado inyecciones en el ultimo mes? Por lo general los
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medicamentos que toma el donante no afectan en mucho. Normalmente cuando
son rechazados no se hace por el medicamento si no por la enfermedad. Las
personas que toman drogas estimulante regularmente no lo dicen por lo tanto es
necesario observar muy bien fisicamente el donante, en cualquier tipo de duda
como por ejemplo se presentd con tos, nauseas, mareos, dolores de la

menstruacion o excesivo nerviosismo; se avisa al médico o es rechazado.

*¢ Ha perdido peso recientemente sin razon alguna? Una pérdida de peso sin
causa justa se considera excesiva a partir de 4.5 Kg y puede ser indicio de alguna

enfermedad seria que adn no ha sido diagnosticada.

Las personas que hayan padecido de cualquier clase de cancer excepto el cancer

de cuello uterino, o cancer menor de piel, fueron RECHAZADAS.

La tendencia anormal a las hemorragias por un tipo de corte, por extraccion de
alguna pieza dentaria, puede ser causa de RECHAZO y debe ser evaluada por

médicos del banco de sangre.

Aunque a la sangre de los donantes se le realizan las pruebas pertinentes para
enfermedades infecciosas, es necesario preguntar en el cuestionario ¢,si ha tenido
alguna vez enfermedades venéreas y si ha estado en contacto con enfermos de

SIDA?.
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DATOS DEL ESTUDIO DEL DONANTE:

INCLUSION:

Aquellos donante que su hematocrito es mayor de 45%

Aquellos donantes que su peso es mayor a 51Kg

Aquellos donantes menores de 60 afos

Donantes negativos para alguna prueba de enfermedades infecciosas
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ANEXO N°3 FORMATO DE CUESTIONARIO
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