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Resumen

Introduccion: En varios estudios se ha documentado la influencia
de factores étnicos en la distribucion de las subpoblaciones linfoci-
tarias; sin embargo, los intervalos de referencia utilizados en Chile
fueron obtenidos de un estudio realizado en Paises Bajos el afio 1997.
Objetivo: Determinar el intervalo de referencia para subpoblaciones
linfocitarias CD3+, CD4+ y CD8+, ademas del indice CD4+/CD8+ en
la poblacion chilena. Metodologia: Se analizé un total de 200 muestras
de sangre total obtenida de hombres y mujeres adultos sanos, utilizan-
do el método establecido por el CLSI estandarizado en el protocolo
EP28-A3c desde la etapa pre analitica en adelante. Resultados: Los
rangos de referencia para CD3+, CD4+ y CD8+ fueron 54,7— 81,6%
(7892732 céls/uL), 28,1-57,7% (447-1703 céls/uL) y 15,1-38,8%
(226996 céls/pL), respectivamente. El indice CD4+/CD8+ fue de
0,84-3,77. Discusion: Los valores de referencia de las subpoblaciones
linfocitarias en la poblacion chilena sana son diferentes de los que
se usan actualmente en Chile. Estas observaciones muestran datos
locales que pudieran tener implicaciones para el tratamiento de la
infeccion por VIH, y los rangos de referencia encontrados en este
estudio pudieran ser usados para entender la situacion local de algunos
pacientes. Conclusiones.: Otros estudios deberan ser realizados para
confirmar estas observaciones dada la falta de datos previos y debido
a que este es el primer estudio en poblacion chilena.
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Abstract

Background: Several studies have documented the influence of
ethnic factors on the distribution of lymphocyte subpopulations;
however, the reference intervals used in Chile were obtained from a
study carried out in the Netherlands in 1997. 4im: To determine the
reference interval for CD3+, CD4+ and CD8+ lymphocyte subpopu-
lations, as well as the CD4+/CD8+ index in the Chilean population.
Methods: A total of 200 whole blood samples obtained from healthy
adult men and women were analyzed using the method established
by CLSI standardized in protocol EP28-A3c from the pre-analytical
stage onwards. Results: The reference ranges for CD3+, CD4+ and
CD8+ were 54.7- 81.6% (789-2732 cells/uL), 28.1-57.7% (447-1703
cells/uL) and 15.1-38.8% (226-996 cells/uL), respectively. The CD4+/
CD8+ index was 0.84-3.77. Discussion: The reference values for lym-
phocyte subpopulations in the healthy Chilean population are different
from those currently used in Chile. These observations show local data
that could have implications for the treatment of HIV infection and the
reference ranges found in this study could be used to understand the
local situation of some patients. Conclusions: Others studies must be
done to confirm these observations due to lack of previous data and
because this is the first study in Chilean population.

Keywords: CD3+; CD4+; CD8+; subpopulations; lymphocytes;
reference value; Chilean population; HIV.
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Introduccion

n las personas que viven con el virus de la inmu-
E nodeficiencia humana (PVVIH), el deterioro de

la inmunidad se puede explicar por una dismi-
nucion cuantitativa de los linfocitos T (LT) (CD4+) en
proporcion con las demas subpoblaciones linfocitarias
(SPL). El recuento de la SPL CD4+ permite decidir el
esquema de inicio de terapia antirretroviral (TARV) y
tratamientos de profilaxis contra las infecciones opor-
tunistas, mientras que la visién global que proporciona
la cuantificacion de LT totales (CD3+), LT citotoxicos
(CD8+) y el indice CD4+/CD8+, es esencial para super-
visar la eficacia del tratamiento de las patologias inmu-
nes'. Los avances en citometria de flujo han permitido
aumentar los grados de sensibilidad y especificidad en la
determinacion de estos parametros. Por otra parte, para
la correcta interpretacion de los resultados obtenidos
en cada paciente inmunocomprometido se requiere de
intervalos de referencia (InR) que provengan de estudios
realizados entre individuos sanos del entorno local, ya
que se han observado variaciones derivadas de aspectos
genéticos poblacionales entre distintos paises®®. Los
InR de las SPL no han sido estudiados en la poblacion
adulta sana de Chile, haciendo forzosa la utilizacioén de
valores extraidos de publicaciones internacionales y que
fueron obtenidos con la tecnologia de hace mas de dos
décadas®. Este estancamiento, junto con el aumento en
los casos de VIH+ en los ultimos afios, hace urgente
la necesidad de establecer InR para SPL de acuerdo a
parametros obtenidos de la poblacion chilena, mediante
la tecnologia vigente y utilizando criterios estandariza-
dos por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (10). De este modo se reducira la variabilidad
analitica y se logrard un mejor monitoreo de los pa-
cientes VIH+!347,

Materiales y Métodos

El estudio se realiz6 con 200 muestras obtenidas de
201 donantes voluntarios del Centro Metropolitano de
Sangre de Santiago de Chile, entre octubre y noviembre
del 2018. Del total de donantes, una muestra debid ser
excluida del estudio tras detectarse serologia positiva y
no ser apta para ser transfundida. De las muestras que
entraron finalmente al estudio, 96 (48%) de los donantes
fueron mujeres y 104 (52%) hombres, con un rango de
edades de 18 a 61 afios. Todos los participantes cumplian
con los requisitos de ser chilenos, de estar fisicamente
aptos como donantes de sangre y de superar la entrevista
previa a la donacion. Cada uno de ellos firm¢ libremente
el consentimiento informado para la participacion en
este estudio, aprobado por el Comité Etico Cientifico
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del SSMSO y sus muestras fueron rotuladas inicamente
con un nimero para asegurar la confidencialidad de los
datos. Al finalizar el proceso de donacion de sangre, se
obtuvo una muestra de tres ml desde la bolsa satélite de
extraccion y se agregod en tubos con acido etilendiami-
notetraacético di potasico (K2 EDTA), siguiendo las
pautas para realizar determinaciones absolutas de células
T (CD4+) recomendadas por los Centers for Disease
Control and Prevention, en E.U.A.”. Las muestras se
mantuvieron a temperatura ambiente, siendo procesadas
en el Laboratorio de Microbiologia y Medicina Molecu-
lar del Hospital de Enfermedades Infecciosas Dr. Lucio
Cérdova dentro de las 24 horas posteriores a la toma
de muestra. Para el andlisis de SPL se utiliz6 un cit6-
metro de flujo Beckman Coulter Aquios CL (Beckman
Coulter Ireland Inc, USA). Cada muestra fue marcada
con anticuerpos monoclonales CD45-FITC/CD4-RD1/
CDS8-ECD y CD3-PCS, pertenecientes al Tetra-1 panel
(Beckman Coulter Ireland Inc, USA), siguiendo las
indicaciones del fabricante®®. Se midieron los valores
de LT (CD3+), (CD4+) y (CD8+) en funciéon de su
porcentaje y recuento absoluto (células/pL), ademas del
indice CD4+/CD8+. Todos los recuentos se realizaron en
plataforma simple y los datos obtenidos de la medicion
fueron analizados mediante el software EP Evaluator
R. Andlisis estadisticos adicionales fueron realizados
utilizando Minitab 18 (Minitab Inc, USA) y SPSS v19
(SPSS Statistics, USA). Desde la fase preanalitica hasta
los analisis estadisticos fueron realizados siguiendo el
protocolo EP28-A3c del Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI)'°. De acuerdo a este protocolo,
los datos atipicos fueron buscados mediante la regla de
Dixon-Reed y los limites de referencia establecidos en
los fractiles 0,025 y fa0,975 fueron obtenidos utilizando
el método propuesto por Solberg HE, con un intervalo
de confianza de 90%.

Resultados

La prueba de Dixon-Reed no detectd valores aberrantes
entre los datos obtenidos, de tal manera que todas las
muestras fueron incluidas en el estudio. Se elaboraron
histogramas de frecuencia, donde se observd que los
grupos no presentaban una distribucion gaussiana (Fi-
gura 1). Mediante el test de Kolmogorov-Smirnov se
ratifico que solamente las curvas de los porcentajes de
CD4+ y CD8+ seguian una distribucion normal. Con el
protocolo propuesto por Solberg11 para datos que pueden
seguir una distribucion no paramétrica, se establecieron
los valores de referencia que se muestran en la Tabla 1.
Se observaron valores mas dispersos en los recuentos
absolutos de CD4+ que en CD8+ (amplitud IC90% de
248.,4 vs 109, respectivamente).
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Figura 1. Histogramas de la distribucién muestral en los distintos valores medidos.
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Para investigar la influencia de la edad en el indice
CD4+/CD8+, las muestras fueron divididas en cuartiles
(Q). Se encontr6 que dicho indice no guarda correlacion
con los cuartiles de edad (Rho de Spearman = 0,258,
p < 0,05). Comparando los valores de los distintos Q
(Figura 2, derecha), la U de Mann-Whitney mostr6 que
no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
el indice CD4+/CD8+ del Q1 respecto al Q2 (p =0,124),
pero si respecto a Q3 y Q4. Asi mismo, Q2 tampoco
mostro diferencias respecto a Q3 (p = 0,055), pero si
respecto a Q4, mientras que Q3 no mostré diferencias
respecto a Q4 (p = 0,949).

Discusion

Dado que muchos autores enfatizan en la influencia
de factores étnicos y ambientales en los niveles de las
SPL3*61213 y que actualmente se utilizan valores que
provienen de un estudio realizado en Paises Bajos, con
técnicas descontinuadas?, consideramos la necesidad de
establecer valores de referencia propios de la poblacion
chilena para la correcta evaluacion y seguimiento de los
pacientes inmunocomprometidos.

La mayoria de las publicaciones han utilizado meto-
dologias estadisticas que permiten hacer particiones por
subgrupos de poblacion; sin embargo, nosotros hemos
optado por seguir las recomendaciones del protocolo
EP28-A3c del CLSI, que estandarizan completamente el
estudio asegurando su calidad. Uno de los objetivos era
encontrar muestras de adultos sanos que fueran represen-
tativas de la poblacion chilena. La ciudad de Santiago
posee una representatividad étnica de todo el pais'*!® y
al ser muestras recolectadas de individuos aptos como
donantes de sangre, tras aprobar la encuesta, el examen
fisico y la serologia, se certifica que son personas sanas
y que se encuentran libres de infecciones importantes.

El protocolo EP28-A3c recomienda la prueba de
Dixon-Reed para descartar valores atipicos, haciendo
énfasis en retener todos los valores, a menos que se
sepa que las observaciones atipicas son aberrantes (por

Tabla 1. Intervalos de referencia obtenidos a partir de
poblacién adulta sana en Santiago de Chile

Parametro Unidad Intervalos de referencia
CD3+ % 54,7 - 81,6
células/uL 789 - 2732
CD4+ % 28,1 - 57,8
células/ul 447 - 1703
CD8+ % 15,1 - 38,8
células/uL 226 - 996
indice CD4/CD8 0,84 - 3,77

ejemplo, debido a un error de analisis o falla en controles
pre-analiticos). Esto, porque los limites de referencia
estimados no paramétricamente para muestras mayores de
120 observaciones no se modifican si se elimina un valor
extremo, permitiendo establecer limites de referencia con
un intervalo de confianza de 90%!°. Aunque este método
no requiere una suposicion especifica sobre la forma
matematica que sigue nuestro conjunto de mediciones,
hemos comprobado el tipo de distribucion a fin de rea-
lizar analisis por métodos estadisticos tradicionales para
describir la tendencia que siguen los grupos de muestras.
Asi, por ejemplo, hemos observado que la dispersion en
los recuentos de LT CD4+ era mayor que en CD8+, reper-
cutiendo en el indice CD4+/CD8+. Algunos autores han
informado recuentos mas bajos de LT CD8+ en personas
mayores (16), observando ademas que las fluctuaciones
en las SPL CD4+ y CD8+ suelen ser mas acotadas y que
los cambios relacionados con la edad se evidencian mas
claramente en la distribucion relativa de dichas subpo-
blaciones (el indice CD4+/CD8+)?. Al analizar nuestros
resultados con métodos estadisticos tradicionales, no
observamos correlacion con la edad, ya sea calculando
sobre el total de la distribucion (R2 = 0,06), o dividiendo
el muestreo en cuartiles clasificados por edad: Q1 (18-23
aflos, n = 50), Q2 (24-30 afios, n = 52), Q3 (31-43 afios,
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Figura 2. Izquierda: puntos del indice CD4+/
CD8+ segun los grupos etarios. La dispersiéon to-
tal de los indices es similar en todos los cuartiles,
excepto Q2 que muestra valores mas acotados.
Los cuartiles Q3 y Q4 tienden a presentar algunos
valores mas altos, sin embargo, no se observa co-
rrelacion entre la edad y los indices CD4+/CD8+.
Derecha: significancia de las diferencias del indice
CD4+/CD8+ entre los respectivos cuartiles. Q1:
18-23 anos N°50; Q2: 24-30 anos N°52; Q3: 31-
43 anos N°49; Q4: 44-61 ahos N° 49.
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Figura 3. Comparacién de
los intervalos de referencia
de recuentos absolutos de
subpoblaciones linfocitarias
obtenidos en estudios de
diferentes paises. Se desta-
ca en tonos rojos los limites
obtenidos en este estudio,
con una proyeccion hacia
las demas mediciones para
facilitar la comparacién y en
oscuro los Intervalos de re-
ferencia que se han estado
usando en Chile. La pobla-
cidbn mexicana estad repre-
sentada por sexo.
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n =49) y Q4 (44-61 afios, n = 49). Como se observa
en la Figura 2, en general, Q3 y Q4 tienden a presentar
indices CD4+/CD8+ mas altos, pero el tamafio muestral
es insuficiente para hacer una aseveracion concluyente,
quedando esta observacion abierta a futuros estudios con
un mayor limite superior de edades. La influencia de la
edad se ve reflejada en la involucién que sufre el timo en
el proceso de envejecimiento, que va acompafiada de un
deterioro progresivo del sistema inmunolégico innato y
adaptativo, disminuyendo la competencia inmune de las
células T en la edad avanzada’. La distribucion relativa de
las subpoblaciones CD4+/CD8+ es un factor fundamental
a tener en cuenta en los pacientes con infeccion por VIH,
por lo que establecer valores de referencia por métodos
validados es de vital importancia para las decisiones
acerca de la TARYV, evaluar la resistencia antiviral, mo-
nitorear la adherencia al tratamiento y detectar la posible
evolucion hacia el SIDA.

Un factor que marca las mayores diferencias en las
SPL es el sexo. Diversos estudios muestran un porcen-
taje significativamente mayor de recuentos absolutos y
de LT CD4+ en mujeres*®!¢!®, dado por la influencia
secundaria de las hormonas sexuales como el estrogeno,
la progesterona y los androgenos, ademés de algunos

glucocorticoides!. La composicion nutricional y los mi-
crobiomas también determinan diferencias en el desarrollo
y el funcionamiento de la respuesta inmune respecto a
los hombres*6!21316, El método estandarizado utilizado
en este estudio no permiti6 fraccionar el muestreo para
establecer valores de referencia por género, pero los re-
sultados tras los analisis con estadistica tradicional (datos
no mostrados), concuerdan en que la media y los limites
de referencia fueron mayores en mujeres.

Los resultados encontrados en este estudio, mostraron
un rango mas amplio y con mayores recuentos celulares,
que los establecidos y usados actualmente en Chile, como
limites de referencia de las SPL. Dichos valores fueron
establecidos en una poblacion de 51 adultos de Rotter-
dam, Paises Bajos. Las diferencias étnicas, el reducido
tamafio muestral y los avances tecnologicos desde que
fueron obtenidos, explican las diferencias encontradas.
La comparacion de nuestros resultados con los obtenidos
en otros estudios resulta dificil de establecer debido a la
ausencia de uniformidad metodolédgica, de particion de
muestras y de expresion de los datos. Sin embargo, en
una aproximacion grafica de los rangos de referencia, las
diferencias resultan evidentes (Figura 3). Las mayores
similitudes de rango se observan con respecto a los paises
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de origen latino. Los limites de referencia obtenidos en
Chile para LT CD3+ son muy similares a los de Peru?!
y en un segundo nivel a los de Cuba¥, pero se alejan de
los resultados obtenidos en otros continentes™®>!6:18:2223,
Aunque nuestros recuentos de CD3+ fueron similares a
los encontrados en Etiopia, la desigualdad se manifiesta
en el conjunto de SPL?. En la Figura 3 también se muestra
que nuestros limites de referencia en los recuentos de
CD4+ y CD8+ son similares a los de Cuba; no obstante,
el dato que fue graficado representa a la poblacion total
cubana, mientras que en dicho estudio encontraron
diferencias significativas entre hombres y mujeres*. Un
ejemplo de las diferencias segun el sexo se puede apreciar
en las barras que representan a la poblacion de México®.
Nuestros resultados de la subpoblacion CD4+ también
son similares a los obtenidos en Brasil; sin embargo,
no disponemos de datos para hacer comparaciones
estadisticas. Esta aproximacién visual nos permite
distinguir mayores semejanzas con la poblacion latina,
pero no podemos asegurar que la proximidad étnica
implique una aproximacion significativa en los InR;
estudios realizados entre distintas localidades de Brasil
han mostrado diferencias significativas en la mayoria
de los parametros medidos®. Ademas, en todas estas
comparaciones hay que tener en cuenta las diferencias
en los factores pre-analiticos y analiticos con que fueron
realizadas las mediciones'?.

Los analisis fueron realizados en distintos citdmetros
de flujo: Alemania'®, Brasil®, Corea?, Marruecos’ y

Tanzania® con FAS Calibur; Paises Bajos? con FACScan
flow cytometer; México** con FACSCanto II y Etiopia®
con FACScount (todos los anteriores, marca Becton
Dickinson). Espafia’® con Cytomics FC 500, Cuba* con
Beckman Coulter Gallios 8 y Pert?' con Cytomics/single
(Beckman Coulter).

Conclusiones

Estas observaciones muestran datos locales que pudie-
ran tener implicaciones para el tratamiento de la infeccion
por VIH, y los rangos de referencia encontrados en este
estudio pudieran ser usados para entender la situacion
local de algunos pacientes.

Este es el primer estudio que establece de manera
estandarizada, valores absolutos y porcentuales para
subpoblaciones de LT en sangre periférica de adultos
sanos en Chile. Dado lo imperioso que resultaba actualizar
los limites de referencia y que las diferencias por sexo
aun no son consideradas, los resultados de este estudio
constituyen el primer paso para aplicar limites de refe-
rencia. Aunque la ciudad de Santiago es representativa
de la diversidad étnica de todo Chile, se deben tener
presente las variables sociodemograficas de las distintas
zonas del pais. Por esto, planteamos como una segunda
etapa realizar un estudio multicéntrico a nivel nacional
que ademas permita la particion de muestras por sexo,
edad u otros factores que puedan ser motivo de revision.
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