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RESUMEN

Introduccidn: La cuantificacién de subconjuntos de linfocitos T se realiza de manera rutinaria en pacientes
con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (VIH) por citometria de flujo, con el fin de estadificar la
infeccion y la respuesta a la terapia antirretroviral. Aunque algunas casas comerciales sugieren procesar las
muestras en un periodo de 48 horas a 20-25 °C, no hay consenso acerca de las condiciones de tiempo y
temperatura. Materiales y métodos: se evaluaron 50 muestras de sangre total con EDTA, provenientes de
Medellin. Cada una fue expuesta bajo condiciones de temperatura (4-8°C) y (20-25 °C) y mediciones de
tiempo (<12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas). Resultados: variables como la temperatura y el tiempo influyen
en los recuentos de las diferentes subpoblaciones linfocitarias. La expresion CD4 fue el marcador mas
estable; por cada dia que se evalto se redujo 0.08 cél/uL. El marcador CD45, presentd reduccién en el
recuento absoluto en promedio de 0.53 cél/uL. La viabilidad evaluada en los linfocitos totales permanecié
alta a temperatura de 4-8 °C durante 96 horas, con una mediana de 72.7%. Conclusidn: Este es uno de los
pocos estudios realizados en Colombia sobre viabilidad de linfocitos T. Los datos arrojados demostraron
que factores como el tiempo y la temperatura tienen un impacto en las subpoblaciones linfocitarias e
indican que la cuantificacion de linfocitos T puede ser realizada hasta 4 dias (96 horas) después de la

recoleccidn, a una temperatura de 4-8°C, sin afectar su viabilidad y expresion.
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INTRODUCCION

Los linfocitos T son un grupo heterogéneo de células especificas para el reconocimiento de antigenos (1).
Dado su papel determinante en el establecimiento de las respuestas adaptativas de la respuesta inmune,
su recuento es de gran importancia en enfermedades que se caracterizan por alteraciones en su nimero y
frecuencia, como en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (VIH). Por tanto, el recuento por
citometria de flujo (CMF) de los linfocitos T CD4, es un parametro util para estadificar la infeccion y guiar la
toma de decisiones en cuanto a la conducta clinica a seguir (2). Uno de los puntos criticos de la fase
preanalitica de la CMF es el tiempo que transcurre desde la toma de la muestra hasta su procesamiento y
la temperatura a la que esté expuesta, debido a que las muestras se remiten a laboratorios de referencia
desde otros lugares (3); por lo cual, la pérdida de estabilidad se traduce en cambios de expresién de los
marcadores y en alteraciones de los recuentos, ocasionando imprecisiones o fallos en las decisiones
clinicas (4). Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la estabilidad de los linfocitos T CD45,
CD3, CD4 y CDS8 en diferentes condiciones de temperatura y tiempo.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron 50 muestras de sangre periférica con anticoagulante EDTA, provenientes del drea
metropolitana de Medellin durante el afio 2021, que tenian solicitud para el recuento de linfocitos T CD3,
CD8, CD45 y CD4, y cuyo tiempo de toma de muestra fuera menor a 12 horas. Cada muestra se evalué en 6
momentos (<12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas) y en dos temperaturas (4-8 °Cy 20-25 °C). Para la viabilidad, se
utilizé el reactivo 7AAD.

RESULTADOS

De las muestras estudiadas el 80% correspondié a hombres, con una mediana de edad de 34 afios (RIC: 26-
39). En la observacién de la viabilidad de linfocitos totales con CD45 FITC y 7AAD se encontré que los
resultados de las medianas son mayores a temperatura de refrigeracién (Figura 1).

Figura 1. Medianas de la viabilidad de linfocitos a temperatura ambiente y de refrigeracion.
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Los resultados obtenidos en el recuento de linfocitos totales (CD45 +), se evidencid una reduccién en
promedio de 0.53 cél/uL y una pérdida de 9.4% a temperatura ambiente y 2.3% a temperatura de
refrigeracion a las 120 horas. Respecto a los linfocitos T CD3+, se observé que por cada dia que pasé, en
promedio disminuyeron 0.24 cél/uL y que el porcentaje de pérdida fue de 1.79 y 3.5, a temperatura
ambiente y de refrigeracién respectivamente. Finalmente, para los linfocitos T CD4+, se observé una
disminucion en promedio de 0.8 cél/uL y un porcentaje de pérdida de 9.7 a temperatura ambiente y 5.9 en
refrigeracion. (Tabla 1).

Tabla 1. Prueba de rango de Wilcoxon para medianas del recuento de linfocitos T CD45, CD3, CD4 y CD8 en
relacién con el tiempo (basal, 24, 48, 72, 96 y 120 horas) y en cada una de las temperaturas evaluadas (4-8

°Cy 20-25 °C).

Recuentos absolutos
Marcador Tiempo Mediana recuento % de Mediana recuento % de Valor
(Horas absoluto ambiente | pérdida + | absoluto refrigera- | pérdida+ de p
n=50) (20-25 °C) cion (4-8 “C)
CD45 0(n=50) 1727
24(n=50) 1638.5 it 1690 P 2.119
43(n=50) 1597 b 1840 6.5 0.004
72(n=50) 15985 7.4 1743.5 0.9 =0.001
96(n=50) 1545.5 10.4 1788 3.5 =<0.001
120(n=50) 1564.5 9.4 1686 2.3 =0.001
CD3 O(n=50) 1196
24(n=50) 1207 091 1215.5 1.6 0.005
48(n=50) 1167.5 2.4 1301 8.7 =(.001
72(n=50) 1037 13.4 1230.5 2.8 =0.001
96(n=>50) 1119.5 6.3 1277.5 6.8 =0.,001
120(n=50) 11745 1.79 1153 3:5 =(.001
CDa 0(n=50) 242
24(n=50) 229 531 249.5 3.0 0.087
48(1n=50) 235.5 2.6 2555 5.5 =0.001
72(n=50) 225 7.0 245 1.2 =0.001
96(n=50) 246.5 1.8 246.5 1.8 =0.001
120(n=50) 218.5 9.7 2275 59 0.013
CcDs O(n=50) 707
24(n=>50) 677.5 4.1 668 55 0.007
483(n=50) 718 1.5 6995 1.0 0.001
72(n=50) 622.5 11.9 757.5 5 <0.001
96(n=50) o41.5 Q.2 760 7.4 =0.001
120(n=50) 654.5 7.4 715 1.1 =0.001
DISCUSION

En la actualidad son pocos los estudios que evallan la estabilidad de las muestras para cuantificacion de
linfocitos T y la mayoria no son recientes. En esta investigacion la viabilidad de los linfocitos totales
permanecié alta a temperatura de 4-8 °C durante 96 horas, con una mediana de 72.7% en comparacion al
estudio de Ekong et al.(5), en el que encontraron que para las muestras VIH+ almacenadas a 4 °C las
viabilidades de los subconjuntos permanecieron altas (> 92%); asimismo, cuando éstas se almacenaron a
21 °C hubo una pérdida significativa de células viables en los tres subconjuntos, la cual fue mayor en los
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CD8+ y menor en los CD3+y CD4+. Por tanto, se propone que la variacién en el porcentaje de la viabilidad
entre ambos estudios puede atribuirse a la metodologia y al reactivo de viabilidad utilizado, yoduro de
propidio (PI) vs. 7AAD; ésta ultima no es tan brillante como el PI (6). En el presente estudio se encontré
una reduccion de la mediana del valor absoluto de las diferentes subpoblaciones linfocitarias con el paso
del tiempo a temperatura ambiente, que, en el caso del recuento de la poblacién CD4+, bajé 9.7% a las 120
horas, respecto al recuento basal, similar al recuento CD8+, que bajo 7.4% a las 120 horas en comparacion
con la medicidn inicial. Sin embargo, los cambios encontrados en el recuento de CD4+ se pueden atribuir a
la variabilidad bioldgica intraindividual que en la literatura se reporta en un 25%(7). Ademas, los resultados
no causarian implicaciones clinicas para los pacientes, ya que no superan el 30% del conteo absoluto o un
incremento o decrecimiento en el porcentaje de células CD4 en 3 puntos o mas (8). Entre los estudios que
tenian similitud en la metodologia de la prueba, esta el propuesto por Olteanu(9) en el que utilizando gate
(ventanas) especificos y aprovechando las propiedades de los linfocitos, se seleccioné de forma apropiada
la poblacién; permitiendo una expresion uniforme y de alta densidad de CD45, demostrando valores de
células T que se mantienen hasta las 72 horas a 4 °C y hasta las 96 horas a 21 °C. Las diferencias con el
presente estudio podrian atribuirse a la evaluacidon en el rango de tiempo, ya que a temperatura de
refrigeracion sélo evaluaron hasta 72 horas.

CONCLUSION

Como se pudo demostrar con el paso de los dias, hubo una disminucidn en las subpoblaciones linfocitarias,
pese a lo cual la temperatura de 4-8 °C favorecid tanto la estabilidad, como el recuento absoluto y relativo
de las mismas. Estos resultados sugieren que la cuantificacidon de linfocitos T puede hacerse en muestras
almacenadas a temperatura de refrigeracion hasta 4 dias (96 horas) después de la recoleccién, sin

comprometer los resultados.
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