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Resumen

Introduccion: La determinacion de las diferentes subpoblaciones de los linfocitos T en las diversas patologias y el monitoreo
postratamiento ayuda a que el médico tome decisiones terapéuticas teniendo como referencia la cinética de los linfocitos
T localizados en sangre periférica. Métodos: Se realizd la estandarizacion de un perfil de moléculas de superficie para la
caracterizacion de subpoblaciones de linfocitos T: naive, activados y de memoria, asi como las células natural killer o ase-
sinas naturales (CD3- CD56+) en sangre periférica de individuos clinicamente sanos. Resultados: Se identificaron las
subpoblaciones de linfocitos: naive (CD3+, CD4+ o CD8+, CD45RA+, CD62L+, CCR7+), activados (CD3+, CD4+ o CD8+,
CD45RA+ o CD45R0+, CD69+ y/lo CRTAM+), efectores (CD3+, CD4+ o CD8+, CD45RA+, CD62L-, CCR7-), de memoria
central (CD3+, CD4+ o CD8+, CD45R0+, CD62L+, CCR7+) y de memoria efectora (CD3+, CD4+ o CD8+, CD45R0O+, CD62L—,
CCR7-) en las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+. Se integraron los datos obtenidos con estadistica descriptiva
(valores minimos, valores maximos, media, mediana). Conclusiones: Este panel sera de gran utilidad para monitorear pacien-
tes en quienes se requiera valorar el estado inmunoldgico desde el punto de vista celular. Particularmente, puede apoyar en
el seguimiento de los pacientes en los que se requiera evaluar la reconstitucion inmunoldgica (componente celular de
estirpe T).
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Detection and quantification of T-cell subpopulations and NK cells in peripheral blood
from healthy individuals

Abstract

Background: The knowledge of the participation of different subpopulations of T lymphocytes in various pathologies helps
to make therapeutic decisions, having as reference the presence of the different subpopulations of the T lymphocytes asso-
ciated with the disease. Methods: A profile standardization of surface molecules for the characterization of subpopulations
of T cells was conducted: naive, activated and memory, as well as natural killer (CD3- CD56+) cells in peripheral blood of
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clinically healthy individuals. Results: Naive (CD3+, CD4+ or CD8+, CD45RA+, CD62L+, CCR7+), activated (CD3+, CD4+ or
CD8+, CD45RA+ or CD45R0+, CD69+ and/or CRTAM+), effectors (CD3+, CD4+ o CD8+, CD45RA+, CD62L-, CCR7-), cen-
tral memory (CD3+, CD4+ 0 CD8+, CD45R0+, CD62L+, CCR7+), memory effectors (CD3+, CD4+ or CD8+, CD62R0O+, CD62L -,
CCRY7-) subpopulations were analyzed by flow cytometry. Descriptive statistics parameters were calculated (minimum values,
maximum values, mean values, median). Conclusions: This panel can be very useful for monitoring patients in whom the
immunological status from a cellular perspective is needed. Particularly, it can support the follow-up of patients who require

an immunological reconstitution (T-cell component) evaluation.

Key words: T lymphocyte. Lymphocyte subpopulation. Flow cytometry.

Introduccion

Los linfocitos T son células del sistema inmune adapta-
tivo que maduran en el timo a partir de progenitores linfoi-
des comunes provenientes de la médula ésea. Las sub-
poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 egresan del timo y
vigjan a través del sistema linfatico para poblar los 6rganos
linfoides secundarios: bazo, ganglios linfaticos".

Desde hace varias décadas ha incrementado el niume-
ro de moléculas que permiten identificar distintas subpo-
blaciones de linfocitos T desde el fenotipo naive hasta los
compartimentos de memoria central y efectora, incluyen-
do el estado de activacion y efector de los linfocitos que
son detectables en sangre periférica®. A continuacion, se
describen las poblaciones identificadas en la periferia.

Linfocitos T naive o virgenes

Los linfocitos maduros que egresan del timo se alojan,
principalmente, en los érganos linfoides secundarios. La
expresion de la isoforma CD45RA (isoforma de mayor
peso molecular, puesto que conserva la expresion de los
3 exones de CD45) es uno de los principales y mas an-
tiguos marcadores para su seleccion. Ademas, la expre-
sién de moléculas de adhesion como CD62L (que se
une a E-selectina) y receptores de quimiocinas como
CCRY (se han identificado dos ligandos para este recep-
tor, CCL19 y CCL12) conforman el fenotipo naive. Se
localizan en los érganos linfoides secundarios, donde las
células presentadoras de antigeno (células dendriticas)
profesionales presentan a los péptidos en el contexto de
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(CPH) clase | si son antigenos intracelulares, principal-
mente. Activan a los linfocitos T CD8 o CPH clase Il (si
son antigenos extracelulares, generalmente) que, a su
vez, activaran a los linfocitos T CD4%®.

Linfocitos T activados

El reconocimiento de los péptidos presentados con-
duce a cambios intracelulares, como liberacién de las

reservas de calcio, translocacion de factores de trans-
cripcion al nucleo, entre otros, ademas de la modifica-
cion de la expresion de moléculas en la superficie.
Este estado, llamado activacion, se asocia con una
disminucion en la expresién de la isoforma CD45RA,
la aparicién de la molécula CD45RO (isoforma de me-
nor peso molecular que se une a CD22, que es una
proteina que se encuentra en la membrana de los lin-
focitos B), la disminucién de CD62L y la aparicion de
la molécula asociada a células T restringida al CPH de
clase I, conocida como CRTAM (por sus siglas en in-
glés, class-I MHC-restricted T cell associated molecu-
le) y CD69. Estas dos moléculas tienen un patron de
expresion similar: aproximadamente de 16 a 18 horas
postactivacion se alcanza el maximo nivel de expresion
y es de caracter transitorio (es decir, las células dejan
de expresar las moléculas después de cierto tiempo),
por lo que se refieren como marcadores de activacion
temprana. La expresion de esta molécula en humanos
y ratones se presenta exclusivamente en linfocitos T
activados”®. En el caso del receptor de quimiocina
CCRY7 (asociado con la retencion de los linfocitos T en
organos linfoides), se ha reportado de baja a nula ex-
presion en los linfocitos T activados, principalmente'®.
Sin embargo, se ha encontrado que los linfocitos T
CD8+, después de una activacion en modelo antigeno
especifico (es decir, una activacion monoclonal), ex-
presaban CCR7". Una de las caracteristicas de la
activacion in vivo es que es un evento donde influye
tanto el microambiente (las citocinas en el medio ex-
tracelular) como la intensidad de activacion recibida
(afinidad y avidez). Tal seria el caso de CCR?7, ya que
se pueden encontrar células antigeno especifico pos-
tactivacion que expresan dicha molécula.

Los linfocitos activados migran de los 6rganos linfoi-
des secundarios al resto del organismo, principalmente
al sitio donde se detecte la sefial de dafo o peligro
(generalmente una zona con presencia de inflamacion),
ademas de estar presentes en sangre periférica'®. Los
linfocitos T activados se pueden encontrar tanto en la
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poblacion CD45RA+, que serian los recientemente ac-
tivados, como en la poblacién CD45R0O+, que seria la
de memoria por una reactivacion.

Linfocitos T efectores

Posterior a la activacion, los linfocitos T adquieren
funciones efectoras. En el caso de los linfocitos T CD4+,
se detecta la produccion de citocinas que pueden pola-
rizar el resto de la respuesta inmunoldgica. Se pueden
determinar poblaciones que producen principalmente
interferon gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-o) (Th1, proinflamatorias), IL-17 (Th17), IL-9
(Th9) e IL-4 e IL-10 (Th2, anti-inflamatorias).

Los linfocitos T CD8+ producen citocinas como
TNF-o. e IFN-y y poseen capacidad citotoxica que les
permite eliminar células infectadas o tumorales a tra-
vés de moléculas como granzima B y perforina(11). El
fenotipo de los linfocitos T efectores es CD45RA+
CD62L- CCR7-. La ausencia de expresion de molécu-
las asociadas a la retencion de las células en los or-
ganos linfoides, CCR7 y CD62L, favorece que las cé-
lulas migren al sitio de inflamacion para realizar sus
funciones efectoras.

Linfocitos T de memoria

Si la activacion de los linfocitos T naive es apropiada,
entonces se inducird la generacion de una poblacion
de memoria. Estas células se localizan principalmente
en los odrganos linfoides secundarios y en sangre
periférica.

En el humano se utiliza la molécula CD45RO como
un marcador para seleccionar la poblacion de células
que son progenie de un linfocito T naive activado a
través de su receptor, receptor de células T'3,

La presencia o ausencia de las moléculas CCR7 y
CD62L en la superficie proporcionan, en conjunto, dos
fenotipos:

1) TCM (del inglés central memory T cells, células T de
memoria central): CD45RO+ CD62L+ CCR7+

2)TEM (del inglés effector memory T cells, células T
de memoria efectora): CD45R0O+CD62L-CCR7-"°

Las TCM son células que se encuentran principal-
mente en los drganos linfoides secundarios, y son las
que mantienen el compartimento de linfocitos T de
memoria efectora’®. En cambio, las TEM son aquellas
que, ante un encuentro subsecuente con el patégeno,
responden de manera inmediata con una mayor
capacidad efectora (grandes cantidades de citocinas y
producidas en menor tiempo) en comparacion con

las células efectoras provenientes de la primera dife-
renciacion de las células naive activadas. Estas células
se encuentran principalmente circulando en el organis-
mo'+'7 debido a la ausencia de las moléculas CCR7 y
CDe62L.

Células natural killer

Las células natural killer (NK), también llamadas ase-
sinas naturales, son linfocitos generados a partir de un
precursor linfoide comun, cuya funcién efectora esta me-
diada por la produccion de citocinas, especialmente altas
cantidades de IFN-y, y actividad citotéxica para eliminar
células infectadas o tumorales. Se localizan en sangre
periférica, en los ganglios linfaticos, piel, intestino, higa-
do, pulmones, utero y otros tejidos. Morfolégicamente
son similares a los linfocitos T, pero sus marcadores en
superficie son CD16+ CD56+ en ausencia de CD3.

Para identificar las diferentes poblaciones y subpo-
blaciones de linfocitos, se han desarrollado técnicas
como la centrifugacion en gradientes'®. Sin embargo,
no es posible diferenciar las células naive o activadas
simplemente por su densidad o morfologia, por lo que
se han utilizado métodos a través de los cuales se
detectan proteinas de membrana que se utilizan como
marcadores'®.

El desarrollo de la tecnologia de hibridomas permitio
la produccion de anticuerpos monoclonales capaces
de reconocer epitopos unicos de las moléculas de su-
perficie celular y, con ello, un gran avance en la iden-
tificacion de fenotipos celulares, ya sea por técnicas
manuales o automatizadas, ademas de tinciones mul-
tiples®. La citometria de flujo tiene gran importancia
en los campos de la hematologia e inmunologia para
el andlisis completo y la caracterizacion detallada de
las células sanguineas?'. Entre las aplicaciones clini-
cas mas frecuentes de estos métodos se encuentran
la caracterizacion de leucocitos en estados de inmu-
nodeficiencia primaria o secundaria, como en el caso
de infeccion por el virus de inmunodeficiencia adquiri-
da??*?® y en enfermedades oncohematolégicas®.
A esto se debe agregar el desarrollo de un gran nime-
ro de fluorocromos, utilizados para unirse covalente-
mente a los anticuerpos monoclonales que se emplean
en estas técnicas y asi marcar multiples moléculas
para su determinacion precisa en una suspension ce-
lular heterogénea?>2,

Por lo anterior, es relevante implementar la determi-
nacion y cuantificacion de las diferentes subpoblacio-
nes de los linfocitos T, asi como conocer su asociacion
con el estado clinico del paciente. De esta forma, el



médico podrd integrar los resultados, signos y sinto-
mas para la toma de decisiones terapéuticas, conside-
rando la presencia de las diferentes subpoblaciones de
linfocitos T asociados con el padecimiento.

En el presente trabajo se estandariz un perfil de
moléculas de superficie para la caracterizacién de sub-
poblaciones de linfocitos T: naive, activados, efectores
y de memoria central y efectora, ademas de las células
NK, en sangre periférica de individuos clinicamente
sanos a través de citometria de flujo.

Métodos

Muestras

Se utilizaron muestras de sangre periférica recolec-
tadas en tubos con anticoagulante &acido etilendiami-
notetraacético (EDTA) obtenidas por puncién venosa
de 20 individuos clinicamente sanos (ICS) de naciona-
lidad mexicana, quienes no cursaban con un proceso
inflamatorio (por ejemplo: infecciones, neoplasias o
que estuvieran bajo tratamiento farmacoldgico). A los
participantes se les realiz6 un estudio médico para
determinar su estado de salud, considerando los valo-
res de una citometria hematica y quimica sanguinea,
que proporcionan los parametros basicos para la eva-
luacién de la funcion hepatica, renal y del metabolismo
de los carbohidratos y lipidos.

Para el fenotipo de activacion se utilizdé la muestra
de una paciente (8 afos) con diagndstico de infeccién
aguda por el virus de Epstein-Barr, con una carga viral
de 26,000 copias/ml en plasma determinada por reac-
cién en cadena de la polimerasa en tiempo real.

Se realizo el conteo celular mediante una citometria
hematica de cada muestra en el equipo LH 780 Beck-
man Coulter®.

Inmunofenotipo

Para la tincion de las muestras se utilizaron tres tubos
de ensayo de 12 x 75 mm, uno para cada panel. Se
colocaron 5 pl de cada anticuerpo del panel (los anti-
cuerpos provienen de BD Biosciences®, excepto el an-
ticuerpo anti-CRTAM, de Biolegend®) y se adiciono
sangre periférica completa. Para las muestras con una
cuenta de leucocitos totales entre 2,000 y 13,000 cél/pl,
se colocaron 50 pl de sangre periférica completa con
EDTA para obtener una cantidad de células apropiada
para el nimero de eventos que seran adquiridos.

La mezcla se incub6 por 15 min a temperatura am-
biente en oscuridad. Posteriormente, se agregaron 2 ml
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de solucion FACS Lysing (BD Biosciences®) y se incu-
bé por 10 min a temperatura ambiente en oscuridad. Al
finalizar el tiempo, se centrifugaron los tubos 5 min a
1800 rpm, se decantaron y se lavo dos veces el botén
celular con 2 ml de FACS Flow. Al finalizar, se agrega-
ron 350 pl de FACS Flow frio (BD Biosciences®) para
obtener una suspension celular homogénea.

La lectura de las muestras se realiz6 en el citdmetro
de flujo BD FACS Canto Il siguiendo el procedimiento
que marca el manual de usuario y cumpliendo los es-
tandares de calidad establecidos en el laboratorio clini-
co del Hospital Infantil de México Federico Gémez para
los ensayos analiticos con fines de diagndstico. Breve-
mente, previo a la adquisicion de las muestras, se cali-
bré el equipo y se compensd con tinciones independien-
tes con cada uno de los fluocromos para su correcta
lectura, asi como células sin tefir para ajustar la auto-
fluorescencia. Se contabilizaron 50,000 eventos para la
caracterizacion de las diversas poblaciones celulares.

Paneles para la fenotipificacion de los
linfocitos T

Se seleccionaron los fluorocromos considerando que
no se generara ningun traslape en su lectura, aprove-
chando los tres rayos laser que posee el equipo. De la
misma manera, se seleccionaron los anticuerpos
monoclonales.

Para el anticuerpo monoclonal CRTAM, se seleccio-
no el fluorocromo ficoeritrina. Al ser una molécula de
bajos niveles de expresion, se prefirid utilizar un fluo-
rocromo de mayor intensidad para su deteccion.

Se realizaron tres paneles celulares diferentes para
determinar linfocitos T naive, activados, efectores, de
memoria central y memoria efectora (Tabla 1).

Tabla 1. Panel de anticuerpos utilizados en la
caracterizacion de las subpoblaciones de linfocitos T

Fluorocromo Panel 1 Panel 2 Panel 3

Linfocitos T naive | Linfocitos T | Linfocitos
y de memoria activados NK

FITC CD45RA CD45RA

PE CRTAM CRTAM CD16

Percp- Cy 5.5 CD45R0 CD45R0

APC CD62L CD69 CD56

APC H7 CD4 CD4

V450 CD3 CD3 CD3

PE Cy7 CCR7 CD8
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Figura 1. Fenotipificacion de linfocitos T de sangre periférica. A partir de una alicuota de muestra de sangre periférica,
se delimité la poblacion de singletes (A). Se determinaron basédndose en su tamafio (FSC: dispersion frontal, por sus
siglas en inglés forward scatter) y complejidad (SSC: dispersion lateral, por sus siglas en inglés side scatter) las
distintas poblaciones de sangre periférica: linfocitos, monocitos y granulocitos (B). Se determind la poblacion CD3+ (C).
A partir de esta poblacion, se determinaron los linfocitos T CD4+ y CD8+ (D). Se analizo la expresion de las moléculas
CD45RA (E) y CD45R0 (G) como marcadores de naive y memoria, respectivamente, en la poblacion de linfocitos CD4+ (F).
De la poblacion CD45RA (E), aquellas células que expresaran CD62L y CCR7 fueron identificadas como naive, y aquellas
CD62L- CCR7-, como efectoras (F). Mientras que el anélisis de la expresion de ambas moléculas en las células CD45R0+
(G) permitio la identificacion de las células de memoria central (TCM) y memoria efectora (TEM) (H). El mismo anélisis
se realiz6 para los linfocitos CD8+ (I-L). Las imagenes mostradas provienen de un individuo y son representativas del

resto de participantes incluidos en el estudio.

Analisis de datos

Los resultados fueron analizados en el programa BD
FACsDIVA®. Se realizaron los gréaficos para la identifi-
cacion de cada poblacién y una copia electrénica de
respaldo, asi como la plantilla del panel.

Se construy6 una base de datos con la cual, median-
te conversiones de los porcentajes en relacidn con los
leucocitos totales y linfocitos obtenidos del valor pro-
porcionado por el equipo LH 780 Beckman Coulter®,
se calcularon los valores absolutos (cél/ml).

En el caso de las células NK, se obtuvo el porcentaje
de células CD3- CD16+ CD56+ en la poblacion de

leucocitos totales y se calculé el nimero absoluto de
la misma manera. Para el analisis estadistico de las
diferentes poblaciones celulares se utilizé el programa
GraphPad Prism®6.01 para Mac OS X.

Resultados

Se analizaron 20 muestras de sangre periférica pro-
venientes de individuos en un rango de edad de 8 a
18 afios (con una media de 10 afos y 6 meses y una
mediana de 10 afos), mestizos mexicanos, el 75% (15)
de sexo masculino.
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Tabla 4. Valores (células/ml) de las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ en sangre periférica de individuos
clinicamente sanos

Valor estadistico/ Linfocitos Linfocitos Linfocitos
fenotipo celular CD8+ Cel/ | CD8+ CD45RA+ | CD8+ naive
Cel/mL Cel/mL
Valor minimo 36186 23232 13219
Percentil 25% 78397 41514 17440
Mediana 109396 68644 35240
Percentil 75% 196850 154529 63307
Valor méximo 542299 380694 148283
Media 155947 110535 51990
Desviacion estandar 126536 102996 45445
Error estandar 28294 23031 10712
IC 95% valor bajo 96725 62331 29390
IC 95% valor alto 215168 158739 74589

Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos
CD8+ efectores | CD8+ CD45R0+ | CD8+ TCM | CD8+ TEM
Cel/mL Cel/mL Cel/mL Cel/mL
2741 12738 446 979
1882 19731 719 11024
6974 35035 1931 25275
11171 53473 4201 38052
33882 157267 14592 125656
9625 43701 3218 30863
9910 33907 3607 29568
2216 7582 806.4 6612
4987 27832 1530 17024
14262 59570 4906 44701

IC: intervalo de confianza; TCM: células T de memoria central; TEM: células T de memoria efectora.

A partir de la delimitacién de los eventos sencillos
(Fig. 1A) se consideraron las caracteristicas de tamano
y complejidad para seleccionar las células vivas
(Fig. 1B). Posteriormente, se definié la poblaciéon de
linfocitos T basandose en la expresion de la molécula
CD3 (Fig. 1C); a partir de esta, se realizé la comparta-
mentalizacion de células CD4+ y CD8+ (Fig. 1D). La
mediana del porcentaje de linfocitos T CD3+ fue del
20%, inferior a lo reportado en poblacién pediatrica®’.
En esta region, las poblaciones CD4+ y CD8+ fueron
del 55.3% y 47.5%, respectivamente, y se obtuvo una
relacion CD4:.CD8 de 1.24, similar a lo reportado
anteriormente®.

Se analizaron los diferentes perfiles celulares en las
poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+, esto es lin-
focitos naive, efectores, memoria central y memoria
efectora (Figs. 1E-L). Utilizando un perfil de expresion
de CD45RA+ CCR7+ CD62L+, se determind la fre-
cuencia y el numero absoluto de linfocitos T naive y
los valores de la mediana obtenidos de 92.60 y 67.80
para los linfocitos T CD4+ y CD8+, respectivamente
(Tablas 2 a 5). Los valores de porcentaje de las pobla-
ciones naive y efectores se obtuvieron a partir de la
poblacion CD45RA+.

Utilizando el mismo panel de tincion, es posible de-
finir las células efectoras CD45RA+ CCR7- CD62L- en
cada una de las subpoblaciones. Se calculd un por-
centaje de 14.6 y 8.8 de la poblacion de linfocitos T
CD4+ y CD8+ que expresan CD45RA+, respectiva-
mente (Tablas 3 y 5).

El fenotipo de linfocitos T activados se definié como
aquellas células que expresaran CD69, un marcador de
activacion temprana, y CRTAM, una molécula reciente-
mente descrita y asociada con el estado de activacion.
La determinacion de este fenotipo se realizé tanto en
las poblaciones CD45RA+ como CD45R0+, con la fina-
lidad de calcular las células naive (CD45RA+) activadas
recientemente y las activadas/memoria (CD45R0O+) pos-
terior a su reactivacion. El andlisis de las células con
fenotipo de activacion mostré que en las poblaciones de
linfocitos T CD4+ y CD8+ existe una poblacion discreta
de células CD45RA+ y CD45R0O+ que expresan CD69
y escasas células CRTAM+ (Fig. 2). Cabe destacar que
no se detectaron células que mostraran coexpresion de
CD69 y CRTAM (Fig. 2 y Tabla 6).

Considerando que las muestras provenian de indivi-
duos clinicamente sanos, se analizd ademas una
muestra de un paciente que cursaba con una infeccion
aguda por el virus de Epstein-Barr (VEB). Se observd
que, en la poblacion de linfocitos T CD4+, en el com-
partimento CD45RA+, existia un aumento de 2.85 ve-
ces de células CD69+ (Figs. 2A y 2E), mientras que en
la poblacién CD45RO+, este aumento fue de 2.1 veces
(Figs. 2B y 2F), comparado con lo observado en los
ICS. Por otro lado, en las células CRTAM+ se observd
un incremento muy importante, de aproximadamente
8.9 veces, en las células CD45RA+ (Figs. 2A y 2E) y
de 7.6 veces en la poblacion CD45RO+ (Figs. 2B y 2F)
con respecto a lo observado en los ICS, mostrando una
diferencia importante en presencia de un estimulo



antigénico que induce la activacion de las células T, en
este caso, el VEB.

Para el caso de las células CD8+, se observd un
incremento en aquellas que expresaban CD69, tanto en
la poblacion CD45RA+ (Figs. 2C y 2G) como en
CD45RO+ (Figs. 2D y 2H): 2.1 y 1.4 veces, respectiva-
mente. El andlisis de la expresién de CRTAM mostrd
un incremento de 5.6 y 9.1 veces en las poblaciones
CD45RA+ (Figs. 2C y 2G) y CD45R0O+ (Figs. 2D y 2H),
respectivamente. Es destacable que tampoco se detec-
taron células que expresaran ambos marcadores, CD69
y CRTAM, en esta muestra. El andlisis de la expresion
de CD69 y CRTAM mostrd un incremento de 13.8 y 10.4
veces en las poblaciones CD45RA+ (Figs. 2C y 2G) y
CD45RO0+ (Figs. 2D y 2H), respectivamente.

El analisis de la poblacion de memoria, utilizando la
expresion de moléculas CD45R0O, CCR7 y CD62L,
permitié definir las subpoblaciones TCM y TEM para
los compartimentos de células CD4+ y CD8+. El ana-
lisis mostrd que la poblacién TCM (CD45RO+ CD62L+
CCR7+) y TEM (CD45RO+ CD62L- CCR7-) estaba
representada por una mediana de 34.1 y 29.6 en la
poblacion de células CD4+ (Tabla 3), mientras que
para los CD8+, la mediana de las células TCM fue de
4%, y para las TEM, de 77.5% (Tabla 5). Los valores
de porcentaje de las poblaciones TCM y TEM se ob-
tuvieron a partir de la poblacion CD45R0O+.

La determinacion y cuantificaciéon de las células NK
(CD16+ CD56+) (Figs. 3A y B) mostréd una media de
29.67%, con una mediana de 28% (IC 95%: 22-37.26%)
en los leucocitos de sangre periférica (Tabla 7). Los
valores obtenidos de las células NK son superiores en
el valor de la media en comparacion con lo reportado
en estudios realizados en Holanda (media de 14%; IC
95%: 4-51%)%" y en China (media de 18%; IC 95%:
10.12-28.34%)28-30,

Discusién

Caracterizar y cuantificar las diferentes subpoblacio-
nes de linfocitos T en sangre periférica permitié conocer
la distribucién (nimeros absolutos y porcentaje) en indi-
viduos clinicamente sanos. Al analizar la poblacion de
linfocitos T CD3+, se observd que el uso de CD45RA
delimita a las células naive bona fide dentro del compar-
timento de células CD4+. Sin embargo, para los CD8+,
es necesario el uso de marcadores adicionales, como
CD62L y CCRY7, si se desea identificar a la poblacién
naive de manera precisa. Esto es una diferencia impor-
tante a considerar cuando el interés de la cuantificacion
de las células naive es determinante en el seguimiento

I. Parra-Ortega, et al.: Subpoblaciones de linfocitos T

clinico del paciente, como puede ser el monitoreo de
receptores de células progenitoras hematopoyéticas.

La diferencia en los porcentajes obtenidos en el pre-
sente trabajo en comparacién con otros radica princi-
palmente en que las subpoblaciones fueron calculadas
en la poblacion parental, es decir, CD45RA+ CD4+ o
CD8+ naive, activados, efectores y CD45RO+ CD4+ o
CD8+ TCM y TEM, y el valor absoluto calculado ba-
sandose en los leucocitos totales.

La presencia de células activadas es escasa en am-
bos compartimentos, tanto CD45RA como CD45RO
para las poblaciones CD4+ y CD8+. Esto era esperado,
pues los participantes no presentaban signos ni sinto-
mas asociados a procesos infecciosos agudos. Esta
observacion es congruente con la presencia discreta
de la poblacion de células efectoras. La deteccion de
estas células en ICS se debe al contacto continuo con
microorganismos (aun en ausencia de signos y sinto-
mas clinicos que sugieran un proceso infeccioso agu-
do), que induce la respuesta inmunitaria adaptativa vy,
después de limitar la infeccién a través de sus funcio-
nes efectoras, su eliminacion mediante apoptosis. Cabe
destacar que la frecuencia de células efectoras es ma-
yor en la poblacién CD8+ que en las células CD4+.

El andlisis de las poblaciones de memoria TCM vy
TEM en las células CD4+ mostré un mayor porcentaje
de las primeras. Para el caso de las células CD8+, se
observa un mayor porcentaje de TEM comparado con
las TCM. En la poblacién de células CD4+, la presencia
de una mayor subpoblacién de TCM permitiria tener
una reserva de precursores de TEM que cooperaria
con los linfocitos B para generacion de anticuerpos y
el desempefio de su capacidad efectora per se. En las
células CD8+, la poblacion de células TEM se encuen-
tran en mayor ndmero, lo cual permite una actuacion
pronta y eficiente (grandes cantidades de citocinas y
producidas en menor tiempo) ante infecciones intrace-
lulares, comparada con las generadas a partir de las
células naive activadas. Es importante enfatizar que las
poblaciones naive y de memoria sufren modificaciones
a lo largo de la vida, pues la generacion de linfocitos
T naive se encuentra reducida al depender del timo,
un o6rgano que involuciona, por lo que disminuye el
numero de linfocitos T naive en periferia®®'. La pobla-
cion de células de memoria sufre modificaciones du-
rante los encuentros con diferentes patégenos, 1o que
modifica el repertorio y las subpoblaciones TCM y TEM
del mismo compartimento.

Es importante establecer un sistema de analisis que
comprenda la eleccion de las moléculas que definiran
las poblaciones de interés, asi como la determinacién
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Figura 2. Fenotipificacion de la poblacion de linfocitos T activados. A partir de las poblaciones CD4+ (A y E) y CD8+
(Cy G) que expresaban la molécula CD45RA (naive), se analizo la expresion de CD69 y CRTAM (marcadores tempranos
de activacion). Se realizo el mismo anélisis en las poblaciones CD4+ CD45R0+ (B y F) y CD8+ CD45R0+ (D y H) en una
muestra representativa del grupo de individuos clinicamente sanos (fila superior) y un individuo infectado con el virus

Epstein Barr (fila inferior).

de porcentajes (relativa a la poblacién de linfocitos o
leucocitos totales) en cada laboratorio donde se utili-
zardn como parametros para el monitoreo o determi-
nacién unica en muestras de sangre periférica. Esto
debido a que los diferentes protocolos utilizados para
la caracterizacion de poblaciones celulares deben des-
cribirse de tal manera que puedan ser reproducidos y
no sobre-estimados, como el uso Unico de CD45RA
para definir la poblacion naive. En este aspecto, se han
descrito variaciones significativas entre usuarios, equi-
pos y métodos de tincion y célculo de porcentajes y
numeros absolutos, lo cual debe ser un punto crucial
cuando se presenta informacion de nimero y frecuen-
cia en los diversos grupos celulares®>33,

Dado que esta relacién se ve disminuida, debido al
aumento de la cantidad de linfocitos T CD8+ que ac-
tuan como células efectoras del sistema inmunoldgico
al eliminar células tumorales o potencialmente infecta-
das por virus, bacterias o protozoarios®*, es congruente
con el estado de los participantes (ICS).

Asimismo, se determiné la presencia de células con
un fenotipo de activacion, tanto en la subpoblacion

CD45RA+ como en CD45R0O+, considerando que las
moléculas de superficie CD69 y CRTAM son marcado-
res tempranos que pudieran expresarse tanto en las
células activadas por primera vez, es decir las células
naive (CD45RA+), y aquellas de memoria (CD45R0O+)
generadas a partir de la activacion de linfocitos T naive
que respondieron a algun estimulo, como podria ser el
caso de infecciones virales®® o bacterianas, o bien, por
el reconocimiento de un aloantigeno®. Se observoé que
la presencia de células con dichas caracteristicas
(CD69+CRTAM-, CD69+ CRTAM+ y CD69-CRTAM+)
es casi nula en individuos clinicamente sanos, tanto en
el compartimento de linfocitos T CD4+ como CD8+, en
tanto que se encontraron enriquecidas en un individuo
que cursaba con una infeccion viral aguda. La expre-
sion transitoria de CD69 es un marcador clasico de
activaciéon temprana y, aunque CRTAM comparte di-
chas caracteristicas, se desconocia la expresiéon en
condiciones de infeccion in vivo. La relevancia de incluir
un segundo marcador de activacion, ademas de CD69,
permite tener un calculo preciso de la poblaciéon de
linfocitos T activados debido a que la expresién
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Figura 3. Identificacion de las células natural killer en sangre periférica. A partir de la region de células vivas y
morfologia de linfocitos (tamafio pequefio y poco granular), se realizé la identificacion de la poblacién CD3- (A). De
esta poblacion, se analizé la expresion en la superficie de las moléculas CD16 y CD56 para la identificacion de las
células NK: CD16+ CD56+ (B). Esta es una muestra representativa del grupo de individuos clinicamente sanos.

Tabla 7. Valores de las células NK en sangre periférica
de individuos clinicamente sanos

Células NK (cél/ml) Células NK (%)

Valor minimo 18,284 10.5
Percentil 25% 28,313 18.8
Mediana 58,177 28

Percentil 75% 87,420 40.8
Valor maximo 130,597 51.1
Media 60,530 29.67
Desviacion estandar 33,430 12.55
Error estandar 9,272 3.482
IC 95% valor bajo 40,328 22.08
IC 95% valor alto 80,732 37.26

IC: intervalo de confianza; NK: células asesinas naturales (natural killer).

heterogénea de ambas moléculas permite distinguir
tres fenotipos de activacion: CD69+ CRTAM-, CD69+
CRTAM+ y CD69-CRTAM+. Se desconoce si pertene-
cen a subpoblaciones independientes generadas du-
rante la activacion, o bien, siguen una linea de diferen-
ciacion. Seria importante conocer el impacto de cada
una en la respuesta efectora (produccién de citocinas
y capacidad citotdxica) ante una infeccién viral, por
ejemplo, de cada subpoblacién identificada.

El uso de un panel de anticuerpos que permitan dis-
tinguir esta poblacién es de utilidad, especificamente

en aquellos casos en los cuales una expansion clonal
asociada con un estado de infeccion o de rechazo de
trasplante (sélido o de células progenitoras hematopo-
yéticas) pudiera confundirse con una reconstitucion del
compartimento de células T.

La obtencién de informacion a partir de la fenotipifi-
cacién de los linfocitos T debe considerarse como un
dato adicional provisto por el laboratorio clinico, que
debe ser integrado a las caracteristicas clinicas del
paciente, tratamiento, deteccién de infecciones virales
0 bacterianas, entre otros. Su demanda debe ser valo-
rada en aquellas situaciones en las que se requiere
conocer el perfil (fenotipo y nimero absoluto) de las
subpoblaciones naive, activado, efector o de memoria
en los compartimentos de linfocitos T CD4+ o CD8+.
Esto resulta muy util, por ejemplo, en individuos some-
tidos a trasplante de células progenitoras hematopoyé-
ticas que requieren ser monitoreados para establecer
el éxito del tratamiento, asi como en individuos en los
que la identificacion de ciertas subpoblaciones podria
apoyar en la identificacion de deficiencias en las sub-
poblaciones de linfocitos T asociados con la presencia
de infecciones recurrentes o baja respuesta inmunitaria
protectora después de una vacunacion.

Se debe considerar que las poblaciones y subpobla-
ciones celulares en el compartimento de linfocitos T se
encuentran en homeostasis dinamica, dependiendo
del nimero de eventos antigénicos al que haya sido
expuesto el individuo de manera conocida: vacuna-
cion, contagio de infecciones conocidas o determina-
das o de agentes desconocidos por los que se haya
generado una respuesta inmunolégica, ademas de la



edad®’, por lo que los datos de las subpoblaciones de
linfocitos T deben interpretarse de manera individual y
considerar que la referencia para las subpoblaciones
de linfocitos T debe ser el mismo individuo, antes o
después de una intervencion clinica o terapéutica. De
esta manera, se podria contrarrestar la heterogeneidad
observada en las subpoblaciones entre individuos.

En el caso de las células NK, se observaron valores
similares a los reportados®® y la definicién de la pobla-
cién CD3- CD16+ CD56+ fue claramente delimitada,
por lo que también podria ser utilizada como un dato
adicional en la caracterizacion del perfil de células con
capacidad citotoxica.

Con la estandarizacion de un panel para la carac-
terizacion de subpoblaciones de linfocitos T naive,
activados, efectores y de memoria en sangre periféri-
ca, y el conocimiento de la distribucion de este grupo
de células en ICS, se demostro que esta herramienta
es util y capaz de marcar diferencias en una subpo-
blacion de células activadas y efectoras, en presencia
y ausencia de un estimulo antigénico (en este caso,
una infeccion viral). Es necesario continuar con la in-
clusion de una muestra mayor y homogénea para
conocer los valores de cada una de las subpoblacio-
nes y detectar alguna alteraciéon que merezca un ana-
lisis detallado, o bien, darles seguimiento a los indivi-
duos en los que el uso de este panel puede detectar
variaciones que sirvan de herramienta para que el
equipo clinico tome decisiones terapéuticas, e incluso
sirvan de monitoreo de su avance y eficacia del
tratamiento.

Como conclusiones, se logrd estandarizar un panel
para la caracterizacion de subpoblaciones de linfocitos
T naive, activados, efectores y de memoria, asi como
de las células NK en sangre periférica, utilizando cito-
metria de flujo (citdmetro BD FACS CANTO 11® de ocho
colores). Este panel sera de gran utilidad para dar se-
guimiento a pacientes que requieran de valoraciones
frecuentes de su estado inmunoldgico desde el punto
de vista celular, y a los pacientes de los cuales se re-
quiera evaluar la reconstitucién inmunoldgica, particu-
larmente el linaje T.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores
declaran que para esta investigacion no se han realiza-
do experimentos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores decla-
ran que han seguido los protocolos de su centro de
trabajo sobre la publicacién de datos de pacientes.
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Derecho a la privacidad y consentimiento infor-
mado. Los autores declaran que en este articulo no
aparecen datos personales de pacientes. Los partici-
pantes fueron informados de las caracteristicas del pro-
tocolo, asi como el riesgo minimo al que serian some-
tidos para la obtencién de la muestra. Los autores han
obtenido el consentimiento informado de los pacientes
0 sujetos referidos en el articulo. Este documento obra
en poder del autor de correspondencia.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningun conflicto de
interés.

Financiamiento

El presente estudio fue aprobado por el Comité de
Etica e Investigacién del Hospital Infantil de México
Federico Gémez considerando los documentos inter-
nacionales, como la Declaracion de Helsinki e Informe
Belmont, y nacionales, como la Ley General de Salud
y la NOM-012-SSA3-2012. Este protocolo forma parte
del proyecto HIM/2017/038.
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