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1. INTRODUCCION.

La citometria de flujo (CMF) se inici6 en la década de los 60 como un
importante avance en el proceso de contar y medir el tamafio de particulas o células

en poblaciones no homogéneas.

Se define como citometro de flujo al aparato que es capaz de medir
componentes y propiedades de células y organelas celulares (particulas bioldgicas) que
fluyen en una suspensién celular. Los sorters tienen las mismas prestaciones y
posibilidades que los citometros de flujo pero con la capacidad adicional de separar

particulas selectivamente de la suspensién liquida (Tabla 1).

Tabla 1: pardmetros medibles por citometria de flujo.

Estructurales Funcionales

Tamafo y forma celular.
Granularidad citoplasmatica.

. Estado de Reduccidn-
INTRINSECOS ~ Contenido de pigmentos. Hes

: Oxidacidn.

Proteinas

Contenido DNA, RMNA. Estudios de membrana.

Ratio bases de ADMN. Actividad enzimatica.

Estructura cromatinica. Endocitosis,
EXTRINSECOS Proteinas t.ot_ales o basicas. Sintesis de ADN,

Grupos guimicos, Receptores.,

Antigenaos. Fotencial de membrana.

Azucares de superficie. pH.

Estructura del citoesqueleto Carga de superficie.

CONCEPTO DE INMUNOFLUORESCENCIA: el término inmunofluorescencia se
usa para describir las técnicas en que se emplea un fluorocromo para marcar un
anticuerpo. Ya en 1941, Coons® informé de la aplicacién de esta técnica para localizar
antigenos y anticuerpos en secciones de tejido. El descubrimiento de los anticuerpos
monoclonales por Kohler y Milstein? en 1975, incrementé draméticamente el uso de la

inmunofluorescencia para la identificacién de antigenos de superficie celular.’

La fluorescencia ha sido usada para visualizar ciertas moléculas y estructuras

por medio de la microscopia dptica durante muchos afos. Esta ha encontrado una
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extensa drea de aplicacion en la citometria de flujo. La capacidad para detectar
simultaneamente la fluorescencia de dos, tres, cuatro o actualmente hasta 13 6 18
fluorocromos de diferentes longitudes de onda, abre completamente el campo del

analisis multiparamétrico.

Cuando una molécula absorbe luz, y por tanto energia, algunos de sus
electrones pueden alcanzar una drbita de mayor energia. Se dice entonces que la
molécula ha alcanzado un estado de excitacidn, y puede volver a su estado basal
cuando estos electrones vuelven a su érbita de menor energia. En algunos compuestos
el electron excitado cae rdpidamente, usualmente en nanosegundos, al estado basal,
emitiendo un cuanto de luz o fotén y desprendiendo energia. Esta transicién radiante
se denomina fluorescencia.’ A este tipo de compuestos se les denomina fluorescentes

o fluorocromos.

El objetivo del analisis por inmunofluorescencia en citometria de flujo es
asignar a cada célula a un grupo especifico de células que compartan propiedades
comunes. El primer paso es identificar las células de interés. Por ejemplo, para el
analisis de subpoblaciones linfocitarias se requiere seleccionar un darea de trabajo
distinguiendo los leucocitos por sus propiedades de dispersion de luz (tamafio contra
complejidad celular). Una vez que las células de interés han sido distinguidas de los
otros tipos celulares, se puede usar la inmunofluorescencia para determinar la
proporciéon o el numero de células que poseen un determinado marcador, por
ejemplo, del marcador CD4 para monitorear el progreso de la enfermedad por el virus

de la inmunodeficiencia humana (VIH)3, entre muchas otras aplicaciones clinicas.
1. 1. APLICACIONES DE LA CITOMETRIA DE FLUJO.

La CMF se puede emplear para estudiar caracteristicas estructurales vy
funcionales de células o particulas en suspension. Las aplicaciones fundamentales de
esta técnica se dan en biologia y medicina y son la identificacién de antigenos celulares
mediante técnicas de inmunofluorescencia y el estudio del contenido de acido

desoxirribonucleico (ADN) y fases del ciclo celular.*

10
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La CMF se ha utilizado en biomedicina con diferentes objetivos:

e En hematologia: contaje celular, férmula leucocitaria, contaje
reticulocitario, analisis de médula 6sea. >°

e En farmacologia: estudios de cinética celular.

e En inmunologia: subpoblaciones T, tipaje tisular, estimulacion
linfocitaria.

e En reumatologia: Artritis Reumatoide (AR)”®, Lupus Eritematoso
Sistémico (LES)’,...

e En oncologia: diagndstico/prondstico, monitorizar tratamiento.

e En microbiologia: diagndstico bacteriano vy virico, sensibilidad a
antibidticos.

e En genética: cariotipo, diagndstico de portador, diagndstico prenatal.
1. 2. HISTORIA DE LA CITOMETRIA DE FLUJO.

El primer contador celular automatico fue desarrollado por Moldavan (1934) y
consistia en un tubo capilar por el que se hacian pasar células tefiidas, el capilar estaba
montado sobre un microscopio dptico con un objetivo sobre el cual habia un detector
fotoeléctrico que registraba el paso de células como un cambio en la luz que recibia.
Tuvo muchos problemas con el grosor del capilar y obstruccién del mismo, dificultad

en el mantenimiento de presiones y otros tantos inconvenientes.

Unos afios mas tarde Kielland (1941) patenta un modelo que parece ser igual al

de Moldavan.?

Un importante avance para el desarrollo de la citometria de flujo se consiguié
en 1953 al inventar Crosland y Taylor una cdmara de flujo basada en la inyeccién de la
muestra en el seno de un fluido de arrastre a través de un capilar que se estrecha y
centra el flujo de la misma. Con este sistema se evitaban dos grandes problemas: a) el
capilar tiene mayor didmetro con lo que su obstruccion es mucho mas dificil; y b)
permite mejor el enfoque de la muestra con la fuente de luz. Es la base de las camaras

gue se usan en la actualidad.
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W. Coulter habia descrito poco antes (1949) el principio que lleva su nombre.
Desarrolld un contador celular basado en el cambio que produce una particula al pasar
por un agujero en el que hay una diferencia de potencial conocida. En 1966 también

us6 cambios en ondas de radiofrecuencia.

En 1953 Parker y Horst describen el primer contador diferencial hematoldégico
usando células tefiidas en rojo (hematies) y azul (leucocitos), luz visible y detectores

para luz roja o azul.

Katmentsky (1965) introdujo dos avances capitales en la citometria: a) el uso de
la espectrofotometria (luz absorbida) para cuantificar ADN; y b) la medida
multiparamétrica de luz dispersada. Fue el primero en emplear histogramas
biparamétricos. Algo mads tarde desarrollé un sorter neumdtico. Con el tiempo se va
introduciendo el empleo de sustancias fluorescentes que permiten una mejor

sefial/ruido que los colorantes de absorcion.

En 1967-69 Van Dilla describe el primer citémetro de flujo con configuracién
ortogonal usando la camara descrita por Crosland-Taylor. Demostraron la relacién
existente entre ploidia e intensidad de fluorescencia en la cuantificacion de ADN, y
producen histogramas donde se pueden visualizar las fases del ciclo celular (GO, G1,

fase S, G2M).

T
Configuracidn éptica de

un CMF basado en un

fotomultiplicadar

5|sten'1a de iluminacién =5 i
con laser o
fotomultiplicador espajo
filtros
espejo
fotomultiplicadar
foce | jobjet-m éptica de F&
la=ar |
4238 nm
muestra

lasar

438 nm ik

diodo

dptica laser objetive micros.

Imagen 2: citémetro de flujo basado en un sistema de iluminacién con laser.

12
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Fulwyler describe el proceso de sorter electrostatico en 1965 basandose en la
tecnologia de las impresoras por chorro de tinta. Es el sistema mayoritariamente

empleado en la actualidad.

Durante los afos 60 y 70 se producen avances en la tecnologia y su aplicacién a
la citometria de flujo pero hasta final de los afios 70 y principio de los 80 existian pocas
aplicaciones de la citometria de flujo de interés bioldgico. Los esfuerzos se dirigian
principalmente en mejorar las prestaciones de los instrumentos que se estaban

desarrollando.

Desde entonces se han producido avances en las aplicaciones de la citometria
de flujo en la investigacién médico-bioldgica. Los mas importantes se describen a

continuacion:

e Reinherz (1975) emplea la tecnologia de los anticuerpos monoclonales de
Kholer y Milstein para identificar subpoblaciones celulares en funcion de
antigenos de superficie.

e Loken (1977) mide simultdneamente dos antigenos celulares con un solo laser,
emplea la compensacién electrénica de la sefal entre isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y la tetralmetilrodamina.

e Qi (1982) introduce las ficobiliproteinas como flourocromos (ficoeritrina).

e Darynkiewicz y Traganos (1976-79) estudian con naranja de acridina el ADN y
acido ribonucleico (ARN).

e Andreeff usa dicha técnica para clasificar las leucemias.

e Grynkiewicz (1985) introduce el Indo 1 para medir concentracion intracelular
de calcio.

e Entre 1979-80 varios autores describen técnicas citométricas para medir
condiciones fisioldgicas: Visser (pH intracelular), Valet (carga de superficie), y
Thorell (estado red-ox).

e Hedley (1983) pone a punto una técnica para el estudio por citometria de flujo

del ADN de nucleos de muestras parafinadas.
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e Gratzner (1975) describe la técnica de la bromodeoxiuridina (BrdU) y los
anticuerpos contra ella, que permite ampliar el estudio de las fases del ciclo
celular.

e Gray (1975) realiza el cariotipo por citometria de flujo. Este procedimiento fue

posteriormente mejorado por Carrano.

Muchos otros autores han contribuido con sus experimentos a desarrollar técnicas
aplicables a la citometria de flujo que ahora estan dando sus frutos y se emplean tanto

en el laboratorio de rutina, como en la investigacidn basica y/o clinica.
1. 3. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS CITOMETROS DE FLUJO.

Para la lectura por citometria de flujo, las células son tefiidas con fluorocromos
que se unen especificamente a un constituyente celular. Las células son inyectadas en
un flujo liquido laminar y pasan una a una por un punto de medida iluminado con luz
de alta intensidad (laser). Cada célula en el punto de interaccidon produce una sefial
fluorescente que es de intensidad proporcional a su contenido en fluorocromo. Uno o
varios detectores recogen la fluorescencia emitida y transforman la sefial a pulsos
eléctricos. También se recoge la luz dispersada por la célula, que es funcion del

tamafio, forma, y estructura de la misma.

Depdsito

Laser: detecta ‘

anticuerpos
monoclonales

= B

Haz de luz:
detecta el
tamafho

Anti-lgA

Anti-lgG

colulas en suspension con
anticuerpos monecionales

Imagen 3: componentes de un citémetro de flujo.
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A diferencia de otras técnicas, el citometro de flujo mide caracteristicas
celulares individuales de un gran nimero de células (no una media de los resultados), y

ademas permite medir caracteristicas de poblaciones en muestras heterogéneas.
1. 3. 1. EL SISTEMA OPTICO.

Se debe considerar la fuente de iluminacion (que puede ser un laser o una
[dmpara de arco voltaico), la sefial de ruido, y los filtros necesarios para discriminar la

sefial luminica y llevarla al detector adecuado.

Instrumentos basados en una fuente de iluminacion laser: Tienen una
configuracion ortogonal, es decir que son perpendiculares los ejes de iluminacién,
deteccion y paso de muestra. El [dser por accién de lentes tiene una seccidn eliptica y
la intensidad de la luz decrece hacia la periferia de forma gaussiana. Su grosor se
considera hasta que su intensidad ha disminuido del centro del haz al valor 1/e2, el

cual es aproximadamente 100 um de ancho.

Algunos citdmetros poseen dos o mas laseres como fuentes de iluminacién. La
fluorescencia se recoge a 90 grados por lentes de alta apertura numérica. Recogen del
5 al 10 % de la fluorescencia emitida, pero con un espejo de disefio especial se puede
llegar a recoger hasta el 90 %. Se debe situar una placa con un agujero (pinhole) para
aumentar la razon sefial/ruido. Por la lente que recoge la sefal fluorescente también
se recoge la sefial de la luz dispersada a 90 grados (right angle scatter), que se lleva
mediante espejos a su detector especifico y es funcion de la refractariedad vy
estructura celular. Existe un detector para la luz dispersada hacia adelante o dispersién
frontal de la luz (low angle scatter), que es funcidn del tamafio celular. La camara de
flujo puede ser cerrada o abierta segun la lectura se realice en el seno de la cdmara o
una vez el liquido ha abandonado la misma, hay que tener en cuenta que las cdmaras

cerradas producen menos sefial de ruido que cuando la lectura es en aire.

Instrumentos basados en lamparas de arco como fuente de iluminacidn:
Emplean una ldmpara de mercurio o xendn con objetivos de alta apertura numérica y

epiluminacién. En algunos casos pueden detectar la dispersion de luz frontal.
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Ruido de fondo (background): Se debe eliminar la luz que no sea la emitida o
dispersada por las células. Hay que tener en cuenta la llamada luz dispersada de
Raman (ineldastica) por el agua que pasa de ser de 488 a 529/584 nm y no se puede

eliminar por filtros. Para suprimir la luminiscencia de ruido se utilizan un pinhole.

Filtros: Se usan para eliminar y separar la luz recogida. Debe tener: (1) alta
transmisién dentro de su banda de paso, (2) banda de paso limitada y estrecha, (3)
baja autofluorescencia, (4) buena estabilidad y resistencia a la luz. Hay de dos tipos: (1)
coloreados o de absorcién: se usan como filtros de paso largo o "long pass", absorben
la luz, y (2) de interferencia o dicroicos: reflejan la luz que tiene una longitud de onda

superior o inferior a la que dejan pasar. No absorben la luz, sélo la reflejan.
1. 3. 2. FUENTES DE LUZ.

Existen |aseres sintonizables o de emisidn fija. Pueden ser refrigerados por agua

o aire (menor potencia). Los mas empleados son los de Argdn o Kriptdn.

Actualmente cada vez mds se emplean los laseres de Argdn de baja intensidad
(10-15 mW) refrigerados por aire y que pueden ser usados en la mayor parte de

aplicaciones citométricas.

También se pueden usar ldmparas de arco de Mercurio o Xendn, pero su
emisidn decrece con el tiempo y son menos estables. Las ventajas mas importantes de
los citdmetros con laser frente a los de lampara son: mejor rendimiento para FITC,

posibilidad de iluminacién con dos o mas laseres, y posibilidad de sorter celular.
1. 3. 3. DETECTORES.

Existen dos tipos de detectores de la luz: los fotomultiplicadores y los

fotodetectores diodos o de estado-sdlido.

Fotomultiplicadores (PMT): se usan para la deteccion de la seial de
fluorescencia y luz dispersada a 90 grados. Tienen una buena ratio sefial/ruido, aunque
se eficiencia cuantica es baja. Hay dos tipos diferentes que se llaman end-on y side-
window, la diferencia radica que el side-window tiene mayor rendimiento cuantico

para las longitudes de onda que se usan en citometria pero la alineacidn es critica.
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Fotodetectores diodos: se usan para detectar la dispersion frontal de la luz.
Son muy resistentes y eficientes (sefiales fuertes), pero tiene una baja ratio sefial/ruido

lo que los hace poco utiles para sefiales débiles.
1. 3. 4. CAMARAS DE FLUJO:
Son muy diferentes segun sea la fuente de iluminacién de aparato.

Citdmetros con fuente de iluminacidn laser: Se basan en la cdmara de flujo
descrita por Crosland-Taylor (enfoque hidrodinamico). Hay dos tipos: las cerradas y las

abiertas (deteccién en "chorro en aire").

Las camaras cerradas consiguen flujos laminares con velocidades de flujo
inferiores y producen menos ruido luminico, en cambio no permiten una facil

eliminacidon de los coagulos o suciedad.

Imagen 4: boquilla de un citémetro de flujo.

Citometros con fuente de iluminacion de arco: hay varios sistemas, ya sean
abiertos o cerrados. Generalmente los sistemas son mdas complejos que los de los

citdmetros basados en la iluminacion tipo laser.
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1. 3. 5. SISTEMAS DE INYECCION DE LA MUESTRA.

Es muy importante que la velocidad sea constante (la velocidad éptima
depende de la aplicacién). Hay dos sistemas: (1) por presidén, y (2) por inyeccién

isovolumétrica por jeringa (permite velocidades inferiores de flujo y contar las células).
1. 3. 6. COMPONENTE ELECTRONICO.

Los pulsos detectados por los fotodetectores pasan a un amplificador y después
son convertidos de sefial analdgica a digital. Se pueden efectuar amplificaciones
lineales a 256 canales (8 bits), 1024 canales (10 bits) o bien logaritmicas (3 ¢ 4
décadas). Existe la posibilidad de seleccionar un umbral de sefial (las senales inferiores
al umbral son desechadas). Después del procesamiento informatico de la sefial se

obtienen histogramas mono o biparamétricos.
1. 4. PRESTACIONES DE LOS CITOMETROS.
Se evaluan en funcién de varios parametros:

1.- Sensibilidad: cantidad minima de moléculas de un fluorocromo determinado
que pueden ser medidas con cierta precision (resolucién), para la luz dispersada, es el
tamafio menor o indice de refraccion que puede ser medido con cierta precision.
Depende de muchos factores, incluso del fluorocromo. Se puede decir que la
sensibilidad aumenta si se disminuye la velocidad de flujo (paso) manteniendo

constante el diametro del flujo interno (muestra).

2.- Resolucion (expresado como coeficiente de wvariacidon): es la

reproductibilidad de la sefial producida por idénticas células o particulas.

3.- Velocidad de medida: es la velocidad media maxima a la que las células
pueden ser medidas sin exceder una frecuencia determinada de coincidencias (dos
células detectadas como una sola). En los citdmetros laser oscila alrededor de 5.000

células/segundo.
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1. 5. CONSIDERACIONES SOBRE DETERMINADOS ASPECTOS DE LOS CITOMETROS DE
FLUJO. LOS CITOMETROS DE FLUJO SEPARADORES.

Propiedades hidrodinamicas de las camaras de flujo de los citometros de
flujo: todos los citometros de flujo comparten un aspecto comun: las particulas son
obligadas a fluir hacia una regién sensible donde se miden sus propiedades o

caracteristicas.

En los citémetros se necesita que las particulas fluyan con una trayectoria bien
definida en el seno de un fluido de arrastre, que sea estrecha y estable; es decir que se
requiere la presencia de un flujo laminar en la cdmara de flujo (el flujo laminar se
caracteriza por la no mezcla de las lineas de flujo del sistema; es decir que en un tubo
en el que fluye un liquido en régimen laminar si se introduce un colorante, éste fluye
por el sistema como una linea mas o menos estrecha sin mezclarse con el liquido
circundante). En 1883 Reynolds describidé las caracteristicas del flujo laminar y el

numero que lleva su nombre.

Principio Coulter. Medicion de tamafo por resistencia eléctrica: Coulter

describid en los afios 50 un método para contar y medir el tamafio celular.

Las particulas suspendidas en un electrdlito pasan a través de un agujero
estrecho y corto, la resistencia eléctrica de las particulas y el medio debe ser
suficientemente diferente. Una corriente constante se mantiene a través del orificio
por dos electrodos, uno a cada lado. Cuando una particula atraviesa el orificio desplaza
al electrdlito y produce un cambio en la resistencia eléctrica del sistema. Se demuestra
gue los pulsos son directamente proporcionales al tamafio de la particula. Algunos

citdmetros incorporan éste principio para contar y medir el volumen celular.

Dispersion de la luz y citometria: la dispersion de la luz es un fendmeno
complejo que tiene importantes usos en citometria, particularmente en discriminacién
celular. Se emplea la luz dispersada a 90 grados que es funcion de la estructura celular
(diferencia de indices de refraccién en la célula) y la luz dispersada a bajo grado (0,5 -

2/10/15 grados) que es funcion del tamano celular.



Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla
Alejandro Mufioz Jiménez

También se ha empleado la luz polarizada para diferenciar varios tipos de

leucocitos, o la dispersién multidngulo.

Electrdnica y procesamiento de la sefial: es un aspecto muy importante, sobre
todo para el proceso de sorting. Actualmente se encuentran disponibles un gran
numero de programas informaticos para el estudio de las sefiales medidas por los

citometros.

Separacion (sorter) por citometria de flujo de particulas bioldgicas: los
citometros de flujo sorters separan células individualizadas en funcién de
caracteristicas determinadas cuando han pasado (fluyendo) por uno o mas

mecanismos detectores.

Tienen menor potencia que las técnicas de separacién masiva (centrifugacion,
etc...), pero permiten separaciones que estas técnicas no consiguen. Ahora se puede

hacer separacidn magnética semejante al sorter.

Los sorters se caracterizan por:

e Recuperacién (recovery): porcentaje de particulas sorteadas
recogidas en el colector del total de particulas activadas por el
sorter.

e Pureza (purity): porcentaje de particulas sorteadas recogidas que
cumplen los criterios seleccionados en funcién del total
sorteado.

e FEficiencia: porcentaje de particulas activadas para sorter en
funcién del total de particulas que cumplirian los requisitos que
fluyen. La aplicacion general de los sorters es la separacion de

subpoblaciones definidas por andlisis citométrico.

Tipos de sorters:

a. Sorters neumaticos: Emplean jeringas, energia acustica,... para
desviar el flujo liquido durante algunos milisegundos y con él la célula

seleccionada. Son sistemas cerrados que son seguros en cuanto a
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contaminacién y evaporacién, son poco complicados, baratos vy
adaptables. En contraposicion su velocidad es muy baja. Existe algun

aparato comercial que emplea este sistema de separacion.

Sorter neum atico

tubo de
captura

recaleceidn

muestra muestra

b. Sorters de deflexidn electrostatica: Son complejos y necesitan
de un gran soporte tecnoldgico e informatico. Funcionan de un modo
similar a las impresoras por chorro de tinta, y son los de mayor difusion.
Son los mas empleados. El primero fue descrito por Fulwyler (1965), y
Bonner, en 1972, el primero en aplicar el sorter en funcién de senales

fluorescentes.

El transductor para la formacién de gotas es un cristal
piezoeléctrico acoplado al vibrador; la energia que se usa en muy bajay
no causa dafo celular. El proceso de la ruptura del flujo es funcién de la
velocidad de oscilacion y del diametro del orificio de sorter. Debe existir
un dispositivo para visualizar la formacién de las gotas (cdmara
estroboscopica), compensacién de carga de las gotas, detector de

coincidencias y abortador de sorter.

Deflexidén electrostitica

distancia
de rotura

rotura flujo
»

73\

distancia
entre gotas
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c. Sorters de alta velocidad: Pueden reducir de 5 a 8 veces el
tiempo necesario de sorter. Un sorter convencional produce 20-40.000
gotas/segundo y procesa alrededor de 2-3.000 particulas/segundo; el
los sorters de alta velocidad se producen 200.000 gotas/segundo y se
pueden procesar 16.000 particulas cada segundo, esto produce un
descenso en la eficiencia. El aumento de la velocidad se consigue
disminuyendo el didmetro del orificio de sorter, aumentando Ia
frecuencia de vibraciéon (220 Hz) y la velocidad del flujo (50
metros/segundo); ésta situacion en las camaras de flujo convencionales
conduciria a la pérdida del flujo laminar pero en los sorters de alta
velocidad se mantiene con disefos especiales de las cdmaras, y con

trayectos de alineamiento e interaccidén luz-célula muy cortos.
1. 6. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Debido a las especiales caracteristicas de los citometros de flujo, la muestra a
analizar debe encontrarse en forma de suspension monodispersa. Hay muestras como
la sangre periférica, médula dsea u otros fluidos biolégicos, que precisan de un minimo
procesamiento; en cambio los tumores sdlidos o las muestras parafinadas necesitan de

una disgregacion mas o menos intensa (mecanica, enzimatica, etc.).

En ocasiones puede ser conveniente o necesario enriquecer la concentracién
celular en la muestra antes de su procesamiento por citometria, ya sea para obtener
una concentracién celular adecuada para la incubacién con los reactivos, o para

acelerar el proceso de sorting.

1. 6.1. PREPARACION DE SUSPENSIONES CELULARES/NUCLEARES PARA CITOMETRIA
DE FLUJO.

Un factor limitante comun en citometria de flujo es la disponibilidad de una
suspension celular, para estudiar sus caracteristicas y relacionar o extrapolar sus
resultados a fendmenos "in vivo". Para ello la suspension celular debe cumplir una

serie de requisitos: (1) representatividad del tejido, (2) suspensiones celulares de alta
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calidad, con pocos agregados y bajo coeficiente de variacién (CV), (3) preservacién de

las caracteristicas celulares, y (4) suficiente muestra celular.

Disgregacion de material fresco (células): cuando el tejido es sélido se emplean
métodos mecanicos o enzimaticos basados en tripsina, proteasas, colagenasas,
hialuronidasas, DNAasa o cocktails de ellas. Todos estos procedimientos tienen
limitaciones (alteracidon de las caracteristicas celulares o antigenos de membrana) y
varia su efectividad segun el tipo de tejido. Si queremos analizar en inmunofenotipo de
superficie debemos emplear sélo métodos mecanicos o asegurarnos que los antigenos

celulares no son destruidos por el procedimiento.

Disgregacion de material fresco (nucleos): la preparacion de suspensiones
nucleares es una alternativa para el analisis del ADN. Vindelow fue el primero en
desarrollar un buen método. Es importante hacer notar que los métodos liticos no
conducen a una disminucion del nimero de mitosis puesto que éstas se retienen

(comprobado por microscopia) por puentes intercromosdmicos.

Disgregacion de material parafinado: procedimientos basados en el método
desarrollado por Hedley en 1983. Sirve para muestras archivadas con mas de 10 afios
de antigliedad. En un 10-15 % de casos se obtienen CV superiores al 10 % que no

permiten el andlisis del ciclo celular.

Se obtienen histogramas casi idénticos si el tumor es procesado en fresco o
después de parafinizaciéon, si no hay pérdida celular selectiva durante el
procesamiento; ademas los indices de ADN son casi idénticos y sélo se advierte una
disminucion del porcentaje de aneuploidias en tumores con indices de ADN muy bajos

(por el aumento del CV de los picos).

Se pueden procesar y estudiar las muestras con patrones internos de ploidia
(hematies de pollo), pero en los tumores suele quedar algo de poblacién normal
residual y es mejor emplear estas células como control de diploidia de ADN. Para
analizar los histogramas de ADN hace falta software especial (discriminacién de ruido

continuo por nucleos cortados, aproximacion matematica para el calculo de las fases).
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1. 6. 2. ENRIQUECIMIENTO CELULAR.

Existen diversos métodos de separacion y enriquecimiento celular basados en
las caracteristicas fisicas, quimicas y funcionales de las células. Los mds empleados son

los basados en el tamafio y densidad celular (centrifugacion).

Fluoresence

Emission Excitation
Fluorochrome Color Ex-Max (nm) Laser Line (nm) Em-Max (nm)
Alexa Fluor® 405 Blue 401 360, 405, 407 an
Pacific Blue® " eive 405 360, 405, 407 ass
AmCyan 457 405, 407 491
Alexa Fluor® 488 495 488 519
ATC 494 488 519
PE 496, 564 488, 532 578
PE-Texas Red® 496, 564 488, 532 615
Texas Red®** 595 595 615
APC* | Red | 650 595, 633, 635, 647 660
Alexa Fluor® 647 | Red | 650 595, 633, 635, 647 668
PE-CyS* Red 496, 564 488, 532 667
m———
PerCP . Red 482 488, 532 678
PerCP-Cy5.5 Far Red 482 488, 532 695
Alexa Fluor® 700*** Far Red 696 633, 635 719
PE-Cy7 InfraRed' 496, 564 488, 532 785
APC-Cy? ;r:frn;te;i" 650 595, 633, 635, 647 785

Imagen 5: principales fluorocromos, color de emisidn, excitacion y emisién maxima.

El enriquecimiento previo en citometria beneficia sobre todo al sorting.
Suponiendo igual pureza, tiempo muerto y generacién de gotas, si se aumenta la
riqueza celular de las particulas a sortear en la suspensidn celular se aumenta el flujo
de particulas seleccionadas, aumentandose el nimero de eventos procesados y
activados, y por lo tanto la velocidad de sorter. Para una concentracion de células a

sortear de 0,1 que se aumenta a 0,8 se aumenta la velocidad de sorter en 44 veces.
1. 7. FLUOROCROMOS PARA CITOMETRIA DE FLUJO.

Los fluorocromos ofrecen un método sensible para obtener informacién acerca

de la estructura, funcién y vitalidad de las células.

Hay dos modos de uso: (1) unién covalente del fluorocromo a moléculas que se
unen especificamente a componentes celulares, y (2) fluorocromos que varian sus

caracteristicas en funcidn del microambiente que les rodea.
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Las propiedades ideales de un fluorocromo son: (1) alto coeficiente de
extincion a la longitud de onda de excitacién (probabilidad de absorber la luz), (2) alto
rendimiento cuantico (emisién de luz), (3) elevada fotoestabilidad, (4) corto estado de
exitacioén. Si el fluorocromo va a estar unido a algo, éste ser insensible a cambios de
pH, polaridad y microambiente. Recordar que a longitudes de onda inferiores a 500 nm

se produce una alta autofluorescencia celular debido a las flavinas.
1. 7. 1.- TECNICAS INMUNOFLOURESCENTES

Marcadores fluorescentes de union covalente: Son fluorocromos que
reaccionan y se usan para marcar proteinas, lipidos, o bien otras moléculas bioldgicas.

Deben ser suficientemente selectivos y reactivos.

Se emplean cromdforos con grupos isotiocianato, clorotrirzinil, y ésteres de
succinimida, por su capacidad de unién. El fluorocromo mds empleado es la
FLUORESCEINA. Otros que se han descrito y empleado son: rodamina, Texas red,
cianinas (laseres diodos), etc., pero el mas famoso es la FICOERITRINA (ficobiliproteina)
por su gran absorcidn, rendimiento y fotoestabilidad; ademas se puede excitar a 488
nm pero emite mas alld del espectro de la fluoresceina permitiendo el doble andlisis
con un solo laser. Avances recientes son el uso de sondas de ADN unidas a

fluoresceina, y los anticuerpos anti-bromodeoxiuridina para el estudio del ciclo celular.

Actualmente se ha generalizado el estudio multiparamétrico de antigenos
celulares con el empleo simultdaneo de 3 y 4 anticuerpos conjugados cada uno con
fluorocromos con diferente longitud de emisién (FITC; R-PE, PerCP, AFC, tdndems de

fluorocromos,...).

1. 7. 2. FLUOROCROMOS QUE SE UNEN NO COVALENTEMENTE A ESTRUCTURAS
CELULARES.

Son fluorocromos que debido e su especial composicion molecular se unen a

determinados componentes celulares.

e Marcadores del contenido en ADN y ARN: Segun el tipo son mas o

menos especificos para el ADN, ARN, o determinadas bases. Se emplean
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el Hoechst 33342 (Union a A-T, vital), DAPI (A-T), DIPI (A-T),
cromomicina A3 (Unidn a G-C), olivomicina (G-C), mitramicina (G-C). El
naranja de acridina se une al ADN y ARN pero tiene la particularidad de
emitir en diferente longitud segun al tipo de acido nucleico al que esta
unido. De uso comun es el ioduro de propidio (unién intercalante) que
se excita con un laser de 488 nm.

e Marcadores del potencial de membrana: son las cianinas y la rodamina
123. También marcar mitocondrias debido a la alta diferencia de
potencial entre su membrana.

e Marcadores de membrana y lipidos, marcadores que diferencian

compartimentos con distinto pH: poco usados en citometria de flujo.

1. 7. 3. MARCADORES FLUORESCENTES QUE SON SENSIBLES AL MICROAMBIENTE
QUE LES RODEA.

Ciertos fluorocromos pueden ser empleados para estimar las propiedades del
ambiente en el que se encuentran, puesto que varian su espectro de absorcion o

emisién en funcién de las caracteristicas del microambiente que les rodea.

Se emplean para la determinacién de diversos estados funcionales celulares: pH
(6-carboxi-fluoresceina, 2,3-diciano-1,4-dihidroxidenceno, hidroxipireno trisulfato),
calcio (quin Il, fura-2, indo-1), potencial red-ox (diclorofluoresceina, NADH, NADHP),
actividad enzimatica (substratos que por acciéon del enzima varian su fluorescencia o

espectro), polaridad (anilino-naftalina-sulfato o ANS), y viscosidad/fluidez.

La disponibilidad de fluorocromos especificos y con altas prestaciones es

esencial para el desarrollo de aplicaciones por citometria de flujo.
1. 8. ESTANDARDS Y CONTROLES.
1. 8. 1. STANDARDS (PATRONES DE NORMALIDAD).

Un standard es un material estable que tiene unos valores determinados de
fluorescencia o dispersion de luz. Se usan para alinear o calibrar las prestaciones del

citometro de flujo. Hay de comerciales o se los puede preparar uno mismo.
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Alineamiento y prestaciones: el uso de standards de alineamiento proporciona
un buen método para detectar cambios y problemas en la configuracién éptica y sefial
de un dia a otro. El citémetro de flujo se considera alineado cuando se consigue una
elevada fluorescencia o sefial con un bajo CV. Se debe comprobar para todas las
sefiales y llegar a un compromiso entre ellas porque a veces cuando una aumenta la

otra disminuye.

Calibracidn (ajuste de escalas): los citdmetros de flujo ofrecen una informacion
relativa, no absoluta. Para cuantificar hay que correlacionar los canales con resultados
de muestras conocidas. El método mas sencillo consiste en ajustar el voltaje del
fotodetector (produce cambios exponenciales o no-lineales de la sefial) y/o ganancias
(crecimiento lineal) para conseguir un pico de una intensidad determinada de un
standard estable cada dia. Es el equivalente a reseleccionar el citdémetro a una escala
de intensidad relativa constante. También es util hacer una calibracién cruzada de

escalas logaritmicas y lineales.

Compensacion de color: en las aplicaciones citométricas con dos o mas
fluorescencias nuestro objetivo es marcar las células con fluorocromos distintos que
reflejen las diversas propiedades celulares diferentes y detectar la sefial proporcional a
la primera fluorescencia (FL1) en un detector y la de la segunda (FL2), etc, sin
desviaciones producidas por interferencias de la sefal. Los fluorocromos tienen
espectros de emisidon que en ocasiones se superponen y los filtros no son perfectos,
por ello los citbmetros poseen un sistema informatico de compensacion o sustraccion

de senal.

Es dificil predecir tedricamente el grado de compensacion y hay que ajustarlo
individualmente. Generalmente se debe extraer FL1 (fluoresceina) de FL2 (ficoeritrina),

y también FL3 (ioduro de propidio) a FL2 y FL1 (fluoresceina).
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Fluoresceina Ficoeritrina

fitro verde

Area de luz roja filtrada
~"  (560-590 nm)

Intensidad luminica

520 nm 580 nm

Imagen 6: espectro de emision y filtros de ficoeritrina y fluoresceina.

El tiempo como standard: en los citdmetros que lo permiten, se pueden hacer
graficas del numero de células procesadas, del canal de fluorescencia, etc,... a lo largo
del tiempo. Se puede usar para ver la estabilidad de las mediciones del citémetro con

el tiempo y detectar la presencia de algun problema.

Standarizacion del procedimiento de sorting: la validez de nuestras
conclusiones depende de la pureza del resultado ya que el tiempo sélo depende de la
eficiencia del sorting. Se producen mds gotas vacias que con células y generalmente se
sortean tres gotas por evento activado. Para calcular el retardo se hacen pruebas hasta
conseguir la mejor recuperacién (minimo del 95 %). Si se desea mirar también la
pureza, se utilizan bolas de dos colores y se establece una ventana de sorter sobre
unas de ellas. Cuando el nimero de células a sortear debe ser preciso se pueden
mezclar bolas con la muestra y calcular el porcentaje de recuperacidon de ellas,
sabiendo éste (que se cuenta durante la separacion) se asume que es el mismo que
para las células, y se calcula el nimero total de eventos a procesar para conseguir el

numero total de células deseadas.

La monitorizacion en tiempo real de la velocidad de adquisicion puede
proporcionar informacidon continuada de que no hay problemas en el correcto

funcionamiento del citometro.
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Control de calidad: Hay que asegurarse que el citdmetro funciona bien cada dia

para poder comparar los resultados.

Hay dos métodos: (1) no variar las condiciones de lectura y apuntar el canal medio del
pico standard y hacer curvas de dia a dia, y (2) fijar la posicién constante del pico del
standard variando las condiciones de lectura (fotodetectores) y hacer curvas. Las dos
son validas pero es mas sencilla la primera porque la segunda tiene una variacién no-

lineal. Se pueden hacer ambas.

1. 8. 2. CONTROLES.

Los controles son un material que produce unos resultados esperados
(conocidos). Se usan para monitorizar las prestaciones o reproductibilidad de los
reactivos y la calidad de los métodos de preparacién celular. Son importantes en los
analisis de ADN e inmunofluorescencia. Generalmente se usan controles de ploidia y

controles de inmunofluorescencia positivos y negativos.

Controles para cuantificacion de ADN y analisis de las fases del ciclo celular:
como control de ploidia se debe usar un control interno, procesado en el mismo tubo
gue la muestra, para descartar o asegurar aneuploidia y calcular en indice de ADN
(también se puede procesar por separado y mezclar), y otro tubo para calcular las

fases del ciclo celular.

Las mejores células de referencia son células diploides del mismo individuo e
igual tejido. Si no pudiera obtenerse deberia ser al menos de igual tejido; de diferente

individuo y tejido; o de otra especie animal.

Para realizar una buena lectura de ADN se debe tener al citdmetro de flujo en
perfectas condiciones y ser cuidadoso en el proceso de preparacién de la muestra y
tincidn. Se deben usar controles. El andlisis e interpretacién se hace mediante el

software adecuado.

Inmunofluorescencia: el objetivo de los analisis de inmunofluorescencia es usar

reactivos especificos para identificar subpoblaciones celulares. Se necesitan controles
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negativos para descartar unién inespecifica del fluorocromo y seleccionar el umbral de

autofluorescencia.

Son causas de tincion inespecifica los fragmentos Fc de las inmunoglobulinas,
las células muertas, etc. Si tenemos problemas con el control negativo se debe
procurar procesar con cuidado las muestras preservando su viabilidad, utilizar
fragmentos F(ab’)2 o centrifugar el anticuerpo monoclonal para evitar agregados,
eliminar las células muertas con doble marcaje con ioduro de propidio y diacetato de
fluoreceina. Si a pesar de todo seguimos obteniendo una distribucién unimodal con
considerable superposicidon entre el control negativo y el control positivo, podemos
asumir (con ciertas reservas) que la tincidn es especifica pero de baja intensidad (no es

seguro).

Los controles positivos son también esenciales para comprobar que la técnica
funciona. Si no se emplean los resultados negativos de una muestra que se espera

positiva no se sabe si son por alteracion antigénica o fallo de marcaje.

1. 9. PROCESAMIENTO DE LOS DATOS. EL ANALISIS DE DATOS EN CITOMETRIA DE
FLUJO.

Los citdmetros producen una gran cantidad de informacion que puede ser
guardada en forma de histogramas (histogramas monoparamétricos de 256 6 1024
canales, histogramas biparamétricos de 64 x 64 = 4096 puntos) o en modo LISTA (list
mode) que consiste en guardar toda la informacién obtenida para cada evento de
modo que se pueden modificar las regiones de analisis y reconstruir los histogramas en
funcién de nuevos pardmetros de seleccién. Para evitar interpretaciones subjetivas y
aprovechar al maximo la informacidn obtenida es necesaria la ayuda de la informatica

y pruebas matematicas estadisticas.

La citometria de flujo permite el estudio de multiples caracteristicas celulares
combinando las lecturas sobre sefiales de dispersion de luz y sefiales fluorescentes. El
empleo de fluorocromos con longitudes de onda de excitacién compatibles con la

fuente de luz del citémetro (generalmente 488 nm, pero pueden ser otras) y con
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distintos espectros de emision posibilita el estudio simultaneo de varias propiedades o

caracteristicas sobre células incluso en muestras heterogéneas.

A. 1. DATOS UNIVARIANTES (HISTOGRAMAS MONOPARAMETRICOS): Suelen
ser representados como un histograma. Un método rapido y sencillo de interpretacién
es la observacion del histograma y la ayuda del soporte informatico del citometro para
calcular el porcentaje de eventos en regiones seleccionadas. Hay que tener en cuenta
la resolucion del histograma para la discriminacion de la sefial y el CV (en un
histograma de 100 canales con un CV del 2 % no se podrian discriminar 32 picos de
cromosomas). Cuando deseamos una informacién precisa interesa un histograma con
el mayor nimero de canales posibles. Para el estudio del inmunofenotipo en que
interesa positividad o negatividad, escalas pequefias con pocos canales pueden ser
suficientes. 1.1.- Métodos no paramétricos: se basan en la observacién del histograma
y posicién de los cursores (células positivas). Un problema especial son las muestras
con baja fluorescencia que se diferencian poco del negativo (generalmente una
subpoblacion puede ser claramente identificada si tiene un elevado numero de células
o alta sefal fluorescente), se emplean métodos de normalizacién y sustraccion de la
sefial con comparaciones de curvas (Kolmogorov-Smirnov). En ocasiones puede ser util
la suavizacién (smooth) del contorno del histograma (también en analisis del ADN con
pocos eventos). La transformacién o uso de escalas logaritmicas es util en caso de que
la sefial sea muy amplia o se halle muy dispersa puesto que agrupa los canales de seial

alta y permite diferenciar igualmente el control negativo.

A. 2. METODOS PARAMETRICOS: en algunos casos por la dificultad de
interpretacion de los datos y la elevada informacién que contiene es necesario aplicar
modelos matemadticos. En ellos se emplean conversiones matemadticas de los
histogramas y sus datos a curvas o ecuaciones. Se usan en el andlisis de las

distribuciones de ADN y modelos de cinética celular.

B. DATOS BIVARIANTES (HISTOGRAMAS BIPARAMETRICOS): En los métodos
no paramétricos se emplean porcentajes, canales y CV de ventanas o regiones amorfas
de andlisis. Se presentan como histogramas biparamétricos con dos ejes y el nimero

de eventos se representa como densidad de puntos, colores, o lineas isométricas. En el
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anadlisis paramétrico se emplean métodos matematicos, y en el caso del ADN se
asemejan los picos a gaussianas volumétricas. Dada la gran informacién que manejan

se necesitan ordenadores muy potentes.

En el analisis multiparamétrico la principal dificultad es la limitacidn humana de
poder manejar cdmodamente y de forma comprensible informacién relativa a mas de
tres variables simultaneamente. Se necesitan modelos matematicos de componentes
principales, agrupacién y clasificacion para analizar la compleja informacién. La
informacién se representa en forma de multiples histogramas mono/biparamétricos,

cubos tridimensionales, y matrices de datos.
1. 10. TECNICAS INMUNOFLUORESCENTES, INMUNOFENOTIPAIJE:

Durante el proceso de diferenciacion y maduracién celular se expresan genes
gue son necesarios para el correcto desarrollo y funcién celular. Algunos de los
productos especificos del gen se expresan en la superficie celular, mientras que otros

son intracelulares. Ello permite caracterizar subpoblaciones celulares.

La respuesta inmune se desencadena cuando una sustancia extrafa (antigeno)
entra en el organismo. Una parte de los linfocitos B se estimulan y secretan proteinas
llamadas inmunoglobulinas (anticuerpos) que neutralizan las sustancias extrafias. Un
linfocito B sélo sintetiza un solo tipo de inmunoglobulina. Las pruebas inmunoldgicas
se han visto ayudadas por el desarrollo de la tecnologia de los anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos tienen dos terminaciones: una responsable de la
especificidad (Fab), y otra regién constante (Fc). Tienen una exquisita especificidad y

pueden distinguir entre pequefias diferencias de estructuras tridimensionales.

Extremo
vacable

Extremo
constante

Imagen 7: estructura de un anticuerpo. Se pueden observar las dos terminaciones: extremo
variable y constante.
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El fluorocromo que se conjuga al anticuerpo actia como un simple marcador
con el que se pueden marcar distintos anticuerpos (facilita la estandarizacion del
sistema optico del citdbmetro). La union del anticuerpo a la célula no la mata, lo cual
permite establecer sorters para posterior caracterizacién funcional o bioquimica en

funcion de marcadores celulares de superficie.

Factores limitantes que deben ser tenidos en consideracién es que la frecuencia
relativa de las células condiciona la estrategia de marcaje para su busqueda; otra es la
elevada diferencia de expresion en la superficie celular de los antigenos (incluso en
poblaciones clonadas). La estrategia también depende de lo precisos que deban ser los

resultados.
1. 10. 1. INCREMENTO DE LA SENAL/RUIDO.

Para conseguir lecturas precisas hay que procurar aumentar la razén entre la
sefial especifica y el ruido de fondo que enmascara los resultados. Se describen a
continuacion diversos procedimientos para mejorar la lectura de los métodos

inmunofluorescentes.
1.10.1. 1. AUMENTO DE LA SENAL FLUORESCENTE.

a. Antisueros: es la mezcla de inmunoglobulinas que quedan en la sangre
después de dejarla coagular; es por lo tanto una mezcla de anticuerpos heterélogos.
Son necesarios antigenos puros para inmunizar y el suero necesita de repetidas
purificaciones para que sea suficientemente especifico. Tienen la ventaja frente a los
anticuerpos monoclonales que son heterogéneos y pueden reconocer diferentes
partes de la molécula del antigeno, y el resultado final es que producen una sefal

fuerte de fluorescencia.

b. Anticuerpos monoclonales: puestos a punto mediante la tecnologia de los
hibridomas en los que células inmunocompetentes contra antigenos conocidos se
fusionan con células mielomatosas. Los clonas resultantes producen cantidades de

anticuerpo monoclonal que puede ser purificada y obtenido indefinidamente. La

33



Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla
Alejandro Mufioz Jiménez

ventaja es que no se necesita de antigenos puros para inmunizar puesto que se
seleccionan células determinadas y el anticuerpo es muy especifico (se elige el mejor,

mas especifico, mas facil de conjugar con el fluorocromo, etc.).

c. Tincion inmunofluorescente: se pueden usar técnicas directas (poco
background pero fluorescencia débil) o indirectas (aumenta el background pero
aumenta la fluorescencia por amplificacion de la unidén). Para reducir el marcaje
inespecifico por receptores Fc se pueden emplear fragmentos F(ab’)2 o la técnica de la

streptavidina-biotina.

d. Seleccion del fluorocromo: el espectro de absorcidn del fluorocromo debe
ser cercano al espectro de emision de la fuente de luz; el coeficiente de extincién
(probabilidad de absorber la luz) debe ser alto (PE >> FITC), recordar que puede ser
modificado al unir el fluorocromo al anticuerpo; el rendimiento cudntico (probabilidad
de emitir fotones al absorber luz) debe ser alto (PE > FITC), y el espectro de emision
debe ser diferente al de emisidn para separar la sefial, y diferente del segundo
fluorocromo si se desea hacer doble marcaje. Es importante el tamafno del conjugado,
sobre todo con la ficoeritrina, puesto que puede hacer insoluble al complejo PE-AcMo,
y también es importante el nimero de moléculas unidas al anticuerpo, porque si
aumenta, aumenta la fluorescencia, hasta que por proximidad se produce

artefactuacién de la emisién o del espectro.

Varios fluorocromos se han usado mayoritariamente en citometria:

Fluoresceina (FITC): se excita bien a 488 nm, su rendimiento

cuantico es de 0,5.

e Tetrametilrodamina y derivados: estd siendo reemplazado por la
ficoeritrina ya que no se excita bien con laseres idnicos.

e Ficoeritrina (PE): hay dos tipos: By R. Mejor la R que la B porque
se excita mejor a 488 nm. Ideal para el doble marcaje con
fluoresceina. Es de dificil conjugacién con los anticuerpos.

e Otros: PerCP, Cy5, y otros, como: Texas red con un pico de

absorcidén a 596 nm, y aloficocianina que absorbe a 650 y emite a

660: para triple y cuadruple marcaje con varios laseres.
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1. 10. 1. 2. DISMINUCION DEL BACKGROUND Y RUIDO.

El factor limitante de las técnicas de inmunofluorescencia no suele radicar en el

equipo sino en la muestra: marcaje inespecifico y autofluorescencia.

Background (marcaje inespecifico): se puede reducir utilizando sélo la parte
F(ab’)2 de los anticuerpos, evitar células muertas que captan al anticuerpo de modo
inespecifico (o discriminar con ioduro de propidio); procesamiento de controles
negativos y seleccién de seiial inespecifica, correccién informatica de solapamiento
espectral en doble marcaje. Hay que tener en cuenta el proceso de transferencia de

energia cuando se marca con dos fluorocromos (muy cercanos en el espacio).

Autofluorescencia: la cantidad de autofluorescencia depende del tipo celular y
de su estado de activaciéon, y se atribuye a las flavinas y otras coenzimas. Depende
también de la longitud de onda del laser (disminuye al aumentar la longitud de onda).
También hay que eliminar el ruido producido por el aparato con filtros dpticos

eficientes y compensacién de color.

Otras técnicas para aumentar la sefal/ruido: aumentar la frecuencia relativa
de las células deseadas en una poblacidn heterogénea mejora su discriminaciéon del
restante de células: ello se puede conseguir purificando las células antes de su
procesamiento por citometria (lisis de los hematies centrifugacién, etc.) o bien con
analisis multiparamétrico (emplear dispersién frontal y lateral de luz para diferenciar a
los linfocitos, la resistencia eléctrica para discriminar en funcion de tamafio, ioduro de

propidio para eliminar las células muertas, etc..).

Almacenamiento de las muestras: las particulas o células deben ser analizadas
inmediatamente después del marcaje inmunofenotipico o deben ser fijadas. Las
células vivas se deben guardar en medios de cultivo y con un 0,1 % de NaH3 en hielo (4
grados) para evitar cambios en las condiciones bioldgicas. Si se puede (no se precisa
viabilidad celular) las células se pueden fijar en un 1 % de paraformaldehido en PBS y
guardar a 4 grados en oscuro, con lo que no disminuye la fluorescencia ni cambian las

caracteristicas de dispersion de la luz y se puede demorar la lectura varios dias.
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1. 11. ESTUDIO CITOMETRICO EN EL ANALISIS DE LINFOCITOS B.

1.11. 1. LINFOPOYESIS DEL LINFOCITOS B

Los linfocitos B derivan también de una célula germinal linfoide pluripotente y
adquieren su competencia inmunoldgica, en el hombre, en la médula ésea y otros
equivalentes de la bursa de Fabricio de las aves, como el higado fetal, y posiblemente,

la placenta.

Antes de llegar al estadio de célula pre-B, los precursores mas inmaduros de
célula B, denominados linfocitos pre-pre-B, pueden ser identificadas fenotipicamente
mediante anticuerpos monoclonales. Estas células expresan antigeno HLA-DR y son
positivas a los antigenos CD 19, CD 24, CD 10, asi como a la enzima TdT. No poseen Igs,
pero si reordenamiento genético respecto del patrén de la linea germinal. El linfocito
pre-B presenta todavia TdT y el antigeno Cd 10. Ademas expresa los antigenos HLA-DR,
CD 19, CD 24 y aparecen los CD20 y CD 22. En cuanto a la expresién de las
Inmunoglobulinas, este estadio es el primero en el que se pueden identificar cadenas
pesadas m en el interior del citoplasma en ausencia de cadenas ligeras y de Ig de
membrana. A medida que la maduracion progresa, se pierde el CD 10, se reordenan los
genes de las cadenas ligeras que se transcriben y se sintetiza y ensamblan. La célula
pasa a expresar lg M de superficie, denomindndose linfocito B inmaduro. Poco
después, pasa a linfocito B maduro que sintetiza también Ig D y sigue expresando los
antigenos de membrana CD 19 y CD 24. También son positivos para el CD 20, CD 22 y
CD 21. EI CD 21 reconoce un epitopo del receptor del complemento CR 2, que a su vez

constituye el receptor para el virus de Epstein-Barr.
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Imagen 7: representacion esquemdtica del proceso de maduracién de los linfocitos B con indicacion de los
marcadores de diferenciacion presentes en cada etapa madurativa.

Los linfocitos maduros pasan de la médula ésea a la sangre periférica y se
dirigen a los drganos linfaticos periféricos para ubicarse en los foliculos linfoides. Aqui
bajo un estimulo antigénico adecuado, se activan y proliferan formando el centro
germinal en el interior del foliculo linfoide. Los linfocitos B constituyen la minoria del
pool linfocitario circulante (10%-20%), afincdndose en los érganos linfaticos periféricos

en las zonas B-dependientes.’

El linfocito sin memoria inmunolégica de la sangre periférica procede
directamente de la stem-cell, y que bajo un estimulo antigénico adecuado podria
transformarse en las células centrofoliculares, haciéndose, hoy en dia, sindnimo para
muchos autores el término de centroblasto pequefio y el de linfoblasto. Mas
comprometida resulta la ubicacién del prolinfocito. El prolinfocito posee un fenotipo
de membrana diferente al linfocito de la leucemia linfatica crénica B. La
inmunoglobulina de superficie se halla en alta concentracién, lo que origina una
intensa fluorescencia. Igualmente con relativa frecuencia se detecta en su interior
inmunoglobulina citoplasmatica, careciendo practicamente de capacidad para formar
rosetas M. Todo ello sugiere que el prolinfocito representa un estadio madurativo mas
avanzado que el linfocito B, aunque el término de prolinfocito hiciera pensar que se
trata de una célula precursora. Con todo, la mayoria de autores lo ubican fuera del

foliculo linfoide, muy préximo en su evolucion ontogénica al tricoleucocito. La
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participacion del prolinfocito en diversas entidades que parten de zonas externas al
foliculo linfoide como la leucemia linfatica crénica y la tricoleucemia (tricoleucemia

variante), parecen favorecer tal hipdtesis.’

El linfocito B activado incrementa la expresién de las inmunoglobulinas de
superficie y de algunos antgenos de membrana, como el HLA-DR, CD 19 y CD 20,
mientras que otros disminuyen o desaparecen como el CD 24, CD 22 y CD 21. En este
momento de activacion y proliferacidn, aparecen en la membrana nuevas moléculas
gue no se detectan en el estado de reposo, como son el CD 23, el receptor para la
transferrina y el receptor para la interleucina 2 o CD 25, y en ocasiones el CD 10. En
este estadio el linfocito B pierde la Ig D, disminuye la intensidad de la expresion de la Ig

M y ademads, puede expresar Ig G o Ig A.

Las células hendidas han recibido numerosas denominaciones: cleaved cells,
germinocitos, células linfoides pequefias y centrocitos en la clasificacién de Kiel. Se
caracterizan por poseer un citoplasma muy escaso e hialino en la variedad pequeiia, y
algo mas extenso, con discreta insinuacién de su basofilia, en la variedad grande. El
nucleo tiene una cromatina condensada, sin nucleolos visibles a nivel éptico, en la
variedad pequefia y con nucleolos visibles en la forma grande, semejando una célula
blastica. Ambas subvariedades ofrecen como rasgo caracteristico una hendidura, Unica
o multiple, que sélo puede iniciarse o llegar a ser tan profunda que segmente al
nucleo. A veces, la incisuracién es doble y simétrica, confiriéndole un aspecto
riederiforme. Citoquimicamente las células hendidas se caracterizan por ser fosfatasa

acida negativas, beta-glucuronidasa negativas o sélo débilmente positivas.

Las células centrofoliculares no hendidas han sido denominadas: non cleaved
cells, germinoblastos, células linfoides grandes, células centrofoliculares grandes y
centroblastos por el grupo de kiel. Morfolégicamente son de tamafio superior a las
células hendidas de gran tamafio; el nucleo es redondeado, de cromatina laxa y
nucleolada. El citoplasma, moderadamente amplio, destaca por su notable
pironinofilia. A medida que progresa en su estimulacién aumenta de tamafio (células
no hendidas grandes) hasta llegar a ser, en ocasiones, cuatro veces mayor que el

linfocito normal en estado quiescente. Paralelamente al crecimiento nuclear aumenta
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el grado de basofilia citoplasmatica, asi como la inmadurez nuclear, observandose
multiples nucleolos apuestos frecuentemente a la membrana nuclear.
Citoquimicamente las células no hendidas estan dotadas de escasa actividad de
hidrolasa acida. Es de destacar su gran actividad mitdtica, a diferencia de las células

hendidas.

Los linfocitos B que han seguido el proceso de estimulacién y transformacién en
el centro del foliculo linfoide hasta el estadio de células no hendidas de gran tamafio,
salen del centro del foliculo y se sitian en los cordones medulares, donde siguen
aumentando de tamafio hasta transformarse en inmunoblastos, también denominados
grandes células pironindfilas. Los inmunoblastos pueden seguir el proceso de
estimulacion hasta las células plasmaticas secretoras de inmunoglobulinas, en cuyo
caso expresan el CD 23, o bien regresar al estado quiescente del pequefio linfocito B
con memoria inmunoldgica, con expresién de CD 40 y demds caracteristicas
fenotipicas indistinguibles del linfocito B maduro, aunque en su membrana ya no
expresaran Ig D sinolg Golg M e lg G o lg Ay poseen actividad de ATPasa y de
5’nucleotidasa. Estos linfocitos pasan a integrarse al reservorio de linfocitos B
recirculantes del manto o corona. El inmunoblasto es una célula de gran tamafio (20-
30 m m) con un amplio nucleo central. En ocasiones el nucleo adopta una posicion algo
excéntrica indicativa de una cierta diferenciacién plasmocitoide. La cromatina nuclear
es extremadamente laxa, con numerosos nucleolos que no suelen estar en contacto
con la membrana nuclear. El citoplasma, moderadamente extenso, se caracteriza por
su intensa basofilia y pironinofilia (gran célula pironindfila). Citoquimicamente los

inmunoblastos denotan escasa actividad de hidrolasas acidas.

Las células plasmaticas, secretoras de inmunoglobulinas, representan el estadio
final de la transformacién antigénica del pequefo linfocito B. En este estadio las
inmunoglobulinas (lg), en lugar de expresarse en la membrana, pasan a ser secretadas
y pueden ser facilmente detectadas en el citoplasma. La célula plasmatica expresa el
CD 38 y se localizan en los cordones medulares de los ganglios linfaticos, bazo, timo,
médula dsea, piel e intestino. En procesos reactivos pueden pasar a la sangre

periférica. La célula plasmatica tiene un tamafo de 12 a 15 mm, y forma ovalada. El

39
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nucleo, casi siempre excéntrico, posee una cromatina condensada en fuertes cimulos
cuya disposicién radial adopta el aspecto morfolégico "en rueda de carro”; el eje
mayor del nucleo forma un angulo recto con el eje mayor de la célula, lo cual es muy
caracteristico. El citoplasma es abundante e intensamente basoéfilo en toda su
extension, excepto en la zona centrosdmica de la célula donde adquiere una tonalidad
blanquecina (arcoplasma de configuracion semilunar y situacién paranuclear). Esta
desprovisto de granulacion, pudiendo contener algunas vacuolas o bien cuerpos de
Russell, que son inclusiones de 2 o0 3 m m, de color rosa claro o incoloras, y que
corresponden a inclusiones inmunoglobulinicas. La célula de Mott corresponde a una
célula plasmatica con gran cantidad de estas inclusiones, que la convierten en una
especie de morula. En ocasiones, las inclusiones inmunoglobulinicas adoptan una
estructura cristalina. El citoplasma de la célula plasmatica puede adoptar una
coloracién rojo-violdcea, aspecto denominado "flameado", y que es debido a la
presencia de gran cantidad de glicoproteinas acumuladas en los sacos
ergastoplasmicos. La excentricidad del nucleo y la intensa basofilia citoplasmatica

permiten la facil identificacidon de este tipo celular.

1. 11. 2. THE FREIBURG, PARIS AND EUROCLASS CLASSIFICATIONS.

Para cuantificar los linfocitos B totales se utiliza el marcador CD19. Por otro
lado, en los linfocitos B activados se pierde la expresién de las moléculas CD21, CD22 y
CD24, hay un incremento en la expresion de moléculas HLA-DR y de receptores de
linfocinas (por ejemplo el receptor de la IL-2) y aparecen marcadores nuevos, como el

CD23, ausente en linfocitos B en reposo.
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Desarrollo linfocitos B
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Imagen 8: desarrollo del linfocito B a lo largo de la médula ésea y érganos linfoides. En la parte inferior se pueden observar los
marcadores de superficie que podemos encontrar en cada una de las subpoblaciones expresadas; necesarios para distinguir en el
citometro cada una de estas subpoblaciones (Imagen cedida por Dr. Ifiaki Sanz).
La clasificaciéon propuesta por los grupos cientificos de Freiburg (Alemania) y
Paris (the Freiburg, Paris and EUROClass Classifications) se basa en la cuantificacién de
las subpoblaciones de los linfocitos B de memoria en sangre periférica, identificadas
mediante citometria de flujo, utilizando como marcadores anticuerpos anti-lgD y
10-12 ‘ e
CD27.1%*2 La molécula CD27 pertenece a la familia de los genes del receptor de factor

de necrosis tumoral (TNF). Se expresa en un subgrupo de linfocitos B en sangre y

ganglios linfaticos y en la superficie de los linfocitos T circulantes.

En el curso del desarrollo del linfocito B virgen o naive (linfocito B IgD+, IgM+)
que sale de médula désea y sigue su proceso de maduracidn y diferenciacion a célula
plasmatica, o linfocito B de memoria, en los tejidos secundarios, la mayoria de los

linfocito pierda la expresion de IgD e IgM de su superficie.

En la sangre periférica humana, los linfocitos B que expresan CD27 (linfocitos
CD 27+) se subdividen en al menos dos grupos: a) Unswitched Memory: células que
mantienen la expresion de Ig D e Ig M (linfocitos CD27+ IgD+ IgM+) y b) Switched
Memory: células que no (linfocitos CD27+IgM-IgD-). Los linfocitos B CD27+ IgD- IgM-



Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla | 42
Alejandro Mufioz Jiménez

son los linfocitos de memoria funcionales; es decir, son las células B que efectuaron el
cambio de isotipo y son capaces de producir inmunoglobulinas de todo tipo (IgG, IgA e
IgE). Mientras que los linfocitos CD CD27+ IgD+ IgM+ corresponden a los linfocitos de
memoria no funcionales, los que no han efectuado el cambio de isotipo y sintetizan

Unicamente la IgM.

PB{

switchedi unswitched
memory memory

CD27

DN Naive

Imagen 9: Con los fluorocromos CD27, C19 e IgD podemos distinguir las siguientes subpoblaciones linfocitarias
de la familia B: DN, unswitched memory, switched memory, PB, Naive. (Imagen cedida por Dr. I. Sanz).

Las células poco diferenciadas (pro-B) expresan el enzima Tdt. Los linfocitos B
desde etapas de diferenciacién tempranas expresan moléculas HLA de clase Il que sélo
existen ademas en células presentadoras de antigenos. También, en todas las etapas

del proceso de diferenciacién se expresa CD 19, que es el mejor marcador del linaje B.

En la tercera etapa madurativa (pre-B) se comienza a expresar la
Inmunoglobulina en superficie, aunque sélo se completa en la ultima etapa de
diferenciacién (célula B inmadura), con la expresidon de IgM e IgD en superficie. Es
también en esta Ultima etapa de diferenciacidon donde se aprecia la expresién de CD
20, que se pierde en el paso a células plasmaticas. Los linfocitos B inmaduros y
maduros expresan CD21 que es a la vez receptor para complemento y para el virus de
Epstein-Barr (EBV). Las moléculas CD19 y CD20 son importantes en la proliferacién y
activacion de los linfocitos B. Por ultimo, en los linfocitos B activados se enciende la
expresion de la proteina CD38 (marcador de estado de activacién que también tienen
los linfocitos T activados). Otra molécula accesoria fundamental en los linfocitos B es
CD40, puesto que cuando esta molécula se une a su ligando, da sefiales al linfocito B

para que cambie de isotipo en su Inmunoglobulina.
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1. 11. 3. CLASIFICACION B MATURE (Bm).

Otra clasificacién posible de las subpoblaciones tipo B viene definida por los
fluorocromos IgD y CD38, en lo que se ha venido a llamar como clasificacion Bm (B

mature).”

Tonsil Blood
PB Bm2'
Bm3+4| (pre-GC)
g‘:;’sy Bm2
lg:s Bm1

Imagen 10: con los fluorocromos CD38, C19 e IgD podemos distinguir las siguientes subpoblaciones
linfocitarias de la familia B: Bm1, Bm2, Bm2’(preGC), PB, Bm3+4, early Bm5 y late Bm5 (Imagen cedida por
el Dr. I. Sanz).

En base al uso de estos marcadores de superficie (IgD y CD38) se han
encontrado 7 subpoblaciones de linfocitos B maduros (Bm). Bm1 virgen (IlgD+ CD38-)
gue una vez activado como Bm2 (IgD+ CD38+) se diferencia en el centro germinal a
Bm2’(IgD+ CD38++), en centroblastos Bm3 y centrocitos Bm4 (IgD- CD38++) y termina
como Bm5 temprano (IgD- CD38+) y Bm5 tardio (IgD- CD38-), como por ejemplo los
linfocitos B de memoria que expresan CD27 y células plasmaticas que no lo expresan.14
A lo largo de la evolucion de Bm1 a Bmb5, cierto nimero de células de cada subtipo
salen a la sangre periférica. La distribucidn de estas células esta sesgada en pacientes

con autoinmunidad.”
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO.

Los resultados en el estudio de subpoblaciones linfocitarias tipo B, obtenidos
por citometria de flujo segun los distintos procesamientos de muestra (en sangre
periférica), se correlacionan con los obtenidos en la prueba Gold Standard

(procesamiento de la muestra a las pocas horas de su extraccion).

2.2. OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL.

Demostrar que los resultados finales en el estudio por citometria de flujo de las
subpoblaciones linfocitarias tipo B, son similares en estos 4 procedimientos de

muestra (sangre periférica) empleados.
OBJETIVOS SECUNDARIOS.

Conocer qué métodos de procesamiento de muestras (sangre periférica) son
los que originan resultados mas fiables de cara a la evaluacion de las subpoblaciones

linfocitarias tipo B obtenidas por citometria de flujo.

Se realizard una citometria inicial con marcaje especifico para células B,
realizada a los pocos minutos de la extraccién sanguinea; siendo este procesamiento el
“Gold Standard” de nuestro estudio, dado que de este modo, la muestra no sufre
alteraciones en su estructura celular ni en la superficie. Después, se compararan con
esta prueba basal, los resultados obtenidos con el resto de procesamientos (un total
de 3) y asi determinar si existe variacién estadisticamente significativa en los

resultados finales.

Se pretende conocer cuiles son las subpoblaciones linfocitarias tipo B que mas

se ven afectadas en cada uno de los procesamientos de muestra.
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A su vez, dado que este estudio se realizara sobre poblaciéon sana, se
determinara la media/mediana de las distintas subpoblaciones de linfocitos B segln
los dos clasificaciones utilizadas: (1) THE FREIBURG, PARIS AND EUROCLASS
CLASSIFICATIONS: DN, Naive, Unswitched memory y Switched memory; (2)

Clasificacion B mature: Bm1, Bm2, Bm2’, Bm3y4, Early Bm5 y Late Bmb.

Por otra parte, dado que los marcadores de superficie son fluorocromos y su
utilidad viene dada debido a que emiten una intensidad de sefial luminosa, en un
estudio paralelo se intenta evaluar la medias/medianas de la intensidad de
fluorescencia de cada uno de los fluorocromos utilizados para el estudio de
subpoblaciones linfocitarias tipo B (CD19, CD38, IgD, CD3 y CD19) y, de este modo,
conocer las diferencias obtenidas de acuerdo con el procesamiento de muestra
utilizado. De igual modo, se intentard conocer qué procesamiento de muestra es el
gue produce mayor alteracion en la sefial de intensidad luminica de cada uno de los

fluorocromos.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3. 1. MATERIALES UTILIZADOS.

3. 1. 1. SOLUCION LISANTE BD FACS (CONCENTRADA 10X).
3.1.1. 1. USO PROPUESTO.

La solucién lisante FACS de BD se usa en la lisis de glébulos rojos después de la
tincidn de inmunofluorescencia directa de las células de sangre humana periférica con

anticuerpos monoclonales que se realiza antes del analisis por citometria de flujo.

La solucion lisante FACS es adecuada para utilizarse con reactivos tales como
TriTEST o Simultest, ambos de BD®, y un citémetro de flujo con equipo adecuado. Se

puede utilizar en los procedimientos de lisis con o sin lavado.
3.1.1. 2. RESUMEN Y EXPLICACION.

La deteccién eficiente de linfocitos en sangre periférica depende de la
eliminacion de las células que puedan interferir. La lisis de la sangre entera ha
demostrado ser tan eficaz como la separacién por gradiente de densidad de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) para el analisis de subpoblaciones de

linfocitos.>¢*®

En los laboratorios clinicos, los métodos de lisis de sangre entera han

reemplazado esencialmente la separacion por gradiente de densidad de Ficoll-Paque

debido al menor tiempo que se necesita para preparar la muestra y la menor
. . 2 . .,

manipulacién de la sangre entera.” Los estudios también han demostrado que con el

método de lisis de la sangre entera es menos probable que haya pérdida de

subpoblaciones de linfocitos, lo cual puede ayudar a mejorar la reproducibilidad del

. , 2,3,1
ensayo cuando se compara con los primeros métodos.>>*°

3. 1. 1. 3. PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO.

Cuando se agrega sangre entera al reactivo de anticuerpos monoclonales, los
anticuerpos conjugados con fluorocromos del reactivo se unen de forma especifica a

los antigenos de la superficie de los leucocitos. Las muestras tefiidas se tratan
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entonces con la solucidn lisante FACS para producir la lisis de los glébulos rojos en

condiciones hipotdnicas suaves al mismo tiempo que se conservan los leucocitos.
3. 1. 1. 4. REACTIVO.
3.1.1.4. 1. REACTIVO SUMINISTRADO.

La solucion lisante FACS concentrada 10X se presenta como 100mL de una
solucion tamponada, que estd patentada, y que contiene <15% de formaldehido y
<50% de dietilénglicol. Esta cantidad es suficiente para 2.000 pruebas cuando se utiliza
en los procedimientos de lisado/no lavado de BD (por ejemplo TriTEST) y para 500

pruebas en los procedimientos lisado/lavado (por ejemplo, Simultest).
3.1.1.4. 2. PREOCUPACIONES.

El reactivo contiene dietilénglicol y formaldehido. El formaldehido es dafiino si
se inhala, entra en contacto con la piel o se ingiere. Irrita los ojos y la piel. La
exposicidn puede causar cancer. Existen riesgos posibles de efectos irreversibles. El
contacto con la piel puede causar sensibilizacidon. Se debe almacenar bajo llave y fuera
de alcance de los nifios. Se debe mantener alejado de alimentos, bebidas y alimentos
para animales. Se debe usar ropa y guantes de proteccién apropiados. El dietilénglicol,

aun en cantidades pequefias, puede ser fatal.

Todos los especimenes de sujetos asi como los materiales con los que entran en
contacto se consideran riesgos biologicos y se deben manipular como si fueran

i . . 20,21
capaces de trasmitir infecciones.?”

3. 1. 1. 4. 3. INSTRUCCIONES PARA DILUIR.

Para conseguir la dilucidn 1X, se diluye la concentracion 10X, al 1:10 con agua
desionizada a temperatura ambiente (202 a 252C). La solucién que se obtiene es
estable durante un mes cuando se almacena en un recipiente de vidrio a temperatura

ambiente.
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3. 1. 1. 5. INSTRUMENTO.

La solucidn lisante FACS estd disefiado para citdmetros de flujo que tengan el
sistema informdtico y el software adecuados. Los citémetros de flujo deben poder

detectar la dispersién frontal (FSC) y lateral (SSC) de la luz.

3.1.1. 6. OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS.

Extraer la muestra asépticamente por puncién venosa®>*?

en un tubo estéril VACUTAINER® de recoleccidén de sangre con K3
EDTA (tapa color lila). Se deben seguir las instrucciones del
fabricante sobre la cantidad minima de sangre que debe ser
conseguida. Almacenar la sangre anticoagulada a temperatura
ambiente (202 a 259C) hasta que esté lista para la tincidn y la lisis.

Consultar las instrucciones sobre restricciones de almacenamiento

antes de la tincion en los folletos de instrucciones de los reactivos

correspondientes.
3.1.1. 7. PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Las muestras de sangre se tifien siguiendo las instrucciones especificas de cada
reactivo que aparecen en el folleto respectivo. Los gldbulos rojos se lisan siguiendo las
instrucciones de utilizacion de la solucion lisante FACS diluida (1X). Se debe tener
cuidado de proteger los tubos de la luz directa. El procedimiento de debe llevar a cabo

a temperatura ambiente (202 a 252C).
3.1. 1. 8. LIMITACIONES.

Cada laboratorio debe establecer sus propios rangos normales de referencia
para cada parametro del reactivo que pueda ser afectado por la técnica de preparacion
o por la edad y el sexo del paciente. La raza del paciente también puede tener
influencia,®* sin embargo no hay suficientes datos para asegurarlo. Cuando se
establece un rango de referencia se deben conocer el sexo, la edad, las caracteristicas

clinicas y la raza de las personas.
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La solucidon lisante FACS esta disefiada especificamente para usarse con los

citometros de flujo de la marca FACS de BD.
EDTA es el anticoagulante de eleccién.

La lisis puede ser incompleta en las muestras que contienen glébulos rojos
nucleados ya que la solucién lisante FACS no los lisa. Esto también puede ocurrir
cuando se analizan muestras de pacientes con ciertos trastornos hematologicos en los
cuales los glébulos rojos son dificiles de lisar como pueden ser la mielofibrosis, la

anemia de células falciformes, la talasemia y la esferocitosis.™

Cuando se utilizan reactivos monoclonales que reaccionan con las
inmunoglobulinas del suero, las muestras de sangre se deben lavar antes de la tincién

y la lisis con una solucién salina tamponada con fosfato 1X o suero fisiolégico. 2

Un anticuerpo monoclonal frente a un antigeno de superficie de la célula que
estd: a) liberado en el plasma (por ejemplo, el receptor IL-2) o b) ocupado por
componentes plasmaticos (por ejemplo, receptores de complemento) puede dar una
intensidad de tincion reducida cuando el analisis se hace con métodos que utilizan

sangre entera lisada.
3. 1. 1. 9. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO.
3.1.1.9.1. PRECISION.

Se obtuvieron muestras de 17 donantes normales y 61 con anormalidades en
dos centros clinicos para procesarlas con el reactivo TriTEST (CD3/CD4/CD45). Tres
alicuotas de cada muestra se tifleron, lisaron y analizaron en citdmetros de flujo

FACScan.
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Subpoblaciones de

Sujetos linfocitos N Media Ds GL
Normales %CD3+ 17 72 0,72 34
RCD3+CD4+ 17 42 0,79 34

Con %CD3+ 61 77 0,88 122
anormalidades WCD3+CD4+ 61 19 0,61 122

GL: grados de libertad: el nimero de observaciones, menos el nimero de medias, multiplicado por
el nimero de sujetos (n).

En otro centro clinico se evalué la reproducibilidad intra-muestra del reactivo
Simultest (CD3/CD4). Las determinaciones se hicieron en muestras de sangres de seis
sujetos normales y cuatro pacientes (VIH y trasplante renal). Se prepararon dos
alicuotas de la misma muestra de sangre con el panel de reactivos Simulteest IMK para

linfocitos y cada alicuota se analizé dos veces en el mismo citdmetro de flujo FACScan.

Subpoblaciones de

Sujetos linfocitos N Media Ds GL

N I HCD3+ [+ 73 0,85 12
ormaes %CD3+CD4+ 6 46 1,08 12
Con HCD3+ 4 83 0,77 8
anormalidades 2% CD3+CDa+ 4 3z 1,06 2

GL: grados de libertad: el nimero de observaciones, menos el nimero de medias, multiplicado por el
numero de sujetos (n).

3. 1.1.9.2. RECUPERACION DE GLOBULOS BLANCOS.

Cinco muestras de sangre se trataron con la solucién lisante FACS, se lavaron y
analizaron para evaluar la recuperacién de glébulos blancos usando el analizador
hematoldgico clinico ELT-1500™®. Cuando se compard con el recuento total de
glébulos blancos, el promedio de recuperacién después de utilizar la solucidn lisante

fue del 92%.
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3. 1. 1. 9.3. LISIS DE LOS GLOBULOS ROJOS.

Cinco muestras de sangre se trataron con la solucion lisante FACS, se lavarony
analizaron para evaluar la presencia de gldbulos rojos residuales usando el analizador

hematoldgico clinico ELT-1500™®. No se detectaron glébulos rojos residuales.
3. 1. 2. FUADOR: FORMALDEHIDO AL 5%.
3. 1. 2. 1. PROPIEDADES QUIMICAS.

El formaldehido, HCHO, también conocido como formalina, formol, aldehido
férmico, metanal, es el primer miembro de las series de los adehidos alifaticos. Es uno
de los quimicos organicos mas importantes utilizado hoy en dia en una gran cantidad

de actividades y aplicaciones, sobre todo para la fijacién de muestras (ver imagen 11).
T
CH,
O .O .
| o
C
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i H* *H

H H

Imagen 11: estructura bioquimica de formaldehido.

A la temperatura ordinaria el formaldehido es un gas incoloro, inflamable, de
olor muy irritante. Es soluble en el agua y los disolventes organicos usuales, pero

insoluble en el éter de petrdleo.

En la préctica, este compuesto se suministra bajo la forma de soluciones
acuosas a concentraciones diversas (37-50% en peso). Son liquidos incoloros, de olor
picante, miscibles con agua. Contienen alcohol metilico (hasta un 15 %) y trazas de

acido formico y acido acético.
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Algunas de sus caracteristicas, son:

e Peso molecular 30.03
e Punto de fusién -92°C
e Punto de ebullicién (760 mm Hg) -19.5 °C
e Densidad (20 °C) 1.09 (g/cm3)
e Densidad de vapor 1.075
e Tension de vapor
- 88°C10 mm
- 70.6°C 40 mm
- 57.3°CC 100 mm
- 33°C400 mm
e Limite de explosividad (%vol) en aire
e Limite inferior 7%
e Limite superior 73%

e Temperatura de auto ignicién 300-430 °C.

Puesto que el formaldehido puro es un gas a las temperaturas ordinarias y no
puede manejarse facilmente en ese estado, se comercializa principalmente en forma
de solucién acuosa (por lo general con 37% de HCHO en peso) y del polimero sélido

hidratado, para-formaldehido (CH20)n.H20.

El formaldehido es un compuesto extremadamente reactivo. Se polimeriza muy
facilmente, incluso en frio, dando polimeros insolubles que enturbian las soluciones
acuosas. Para evitar este inconveniente se les afiaden estabilizantes, particularmente

alcohol metilico.

Los oxidantes reaccionan enérgicamente con el formol. La mayoria de las
reacciones de oxidacién conducen a la formacién de acido férmico, y la oxidacién

completa da lugar a anhidrido carbdnico y agua.

A pesar de su fuerte reactividad, es un compuesto relativamente estable. El calor

no lo descompone sensiblemente mas que por encima de 3002C, con formacion de
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oxido de carbono e hidrégeno. Esta descomposicion esta favorecida por ciertos

catalizadores

3.1.2.1.1. SOLUCION DE FORMALDEHIDO

Las propiedades del formaldehido acuoso dependen de que en el estado
disuelto esté polimerizado e hidratado. Puesto que suele manejarse como solucién la
composicion y las propiedades del sistema formaldehido-agua tiene especial
importancia. El formaldehido disuelto es esencialmente una mezcla en equilibrio. Sin
embargo, el espectro de absorcidn ultravioleta indica que hay pequeiias cantidades del

mondmero no hidratado en algunas condiciones de temperatura y concentracién.

Ese estado de equilibrio depende de la concentracidon y temperatura. En
concentraciones del 2% o menos el formaldehido estd practicamente de glicol
metilénico, en concentraciones mayores, la solucidon contiene proporciones crecientes
de polimeros hidratados, y aumenta el grado de polimerizacién al aumentar la

concentracion del formaldehido disuelto.

La rapidez con que se alcanza el equilibrio, después de un cambio de
temperatura o concentracion, es pequefia a temperaturas bajas y exige mds de dos

dias a 0°C.

Las soluciones concentradas (mds de 30% de HCHO) tienen que conservarse
calientes si se quiere evitar la precipitacidn. Los alcoholes, como el metanol aumentan
la estabilidad de la solucion, por la formacién de hemiacetales. La presion parcial del
formaldehido en equilibrio con la solucidn es baja y es una funcidon de la concentracién
del glicol de la concentracién del glicol metilénico mas que del contenido total del

formaldehido.

Las moléculas de formaldehido estan en un grado considerables asociadas al
estado gaseoso y la presidn parcial del gas puede considerarse cono la presién de
descomposicion del hidrato disuelto. Estos factores explican el hecho de que las
soluciones de formaldehido pueden concentrarse por evaporacion al vacio a

temperatura baja, mientras que la destilacion a presion y temperatura elevada hace
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posible obtener destilados concentrados partiendo de soluciones diluidas. Por
destilacién a presiones ordinarias sin rectificacién, el residuo en el destilador esta
siempre algo mds concentrado que la solucién destilada. La condensacién fraccionada
de los vapores de soluciéon en ebullicion da como resultado un aumento de
formaldehido en el vapor no condensado, ya que el agua es el componente menos

volatil de la mezcla.

El formaldehido monomérico fisicamente disuelto (CH20) estd solo presente en

soluciones acuosas a concentraciones de hasta el 0,1% en peso.

Las soluciones de formaldehido en agua contienen formaldehido en la forma de
glicoles (Oligdmeros del metilenglicol) de acuerdo a la siguiente reaccion de

polimerizacién:

HOCH20H + n CH20 HO(CH20)n+1H

El formaldehido es sumamente activo y se combina quimicamente con casi
todos los tipos de compuestos organicos, con excepciones de las parafinas. Puede
emplearse en forma de mondmero anhidro, solucién o polimeros con resultados

equivalentes.

Por reducciéon el formaldehido se convierte en metanol, la oxidacion da acido
férmico o gas carbdnico. La reaccién de Cannizzaro en solucidon acuosa da acido

férmico y metanol en proporcién equimolares:

2 HCHO + H20 HCOOH + CH30H

Esta reaccidn es acelerada por los dlcalis que explica el aumento gradual en la

acidez de las soluciones comerciales en almacenamiento prolongado.

El formaldehido reacciona consigo mismo en condensacién del tipo de aldol
para dar los hidroxialdehidos inferiores, hidroxicetonas y hexosas. Esta reaccion es

autocatalitica y es favorecida por condiciones alcalinas.

El general, las principales reacciones quimicas del formaldehido con otros

compuestos implican la formacién de derivados de metilol o metileno. Las

54
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policondensaciones conducen a la formacion de resinas de peso molecular elevado en
las cuales las moléculas del otro reactivo estan enlazadas por los grupos metilenos. Los
catalizadores alcalinos favorecen la formacién de derivados del metilol, mientras que
los acidos suelen favorecer la produccién de metileno. Los derivados del metilol son
probablemente los productos primarios de la reacciéon, pero en muchos casos son muy
activos y sufren reacciones de condensacion para formar derivados metilénicos incluso

en condiciones alcalinas.

Con catalizadores acidos, el formaldehido y los alcoholes, los glicoles y los
compuestos alifaticos polihidroxilados reaccionan para dar formales (éteres de
metileno), mientras que en condiciones neutras o alcalinas se producen hemiacetales
inestables. El formaldehido reacciona con los halogenuros de hidrégeno y los alcoholes

para dar éteres a-halométicos.

El fenol y muchos sustituidos forman compuestos del metilol (alcoholes
fendlicos), que sufren una policondensacion para dar resinas de fenol - formaldehido.
El grupo metilol entra en las posiciones orto y para sobre el nlcleo bencénico; si estas
posiciones estdn bloqueadas no pueden producirse las condensaciones nucleares

ordinarias.

Los catalizadores dacidos conducen a una policondensacién inmediata y en
general no permiten el aislamiento de los derivados del metilol sencillos, que es a

menudo posible se emplea alcalis.

El amoniaco y las aminas se condensan facilmente con el formaldehido para dar

derivados de metilenos sencillos o ciclicos, pero las aminas terciarias no reaccionan.

La reaccién de Mannich implica la condensacién de amoniaco, una amina
primaria o una amina secundaria, por lo general en forma de clorohidrato con

formaldehido y un compuesto que posee uno o varios atomos activos de hidrégeno.

Cuando se calienta el formaldehido con aminas o sales de amonio en

condiciones acidas, se reducen los productos primarios de metilaminas:
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NH4Cl + 2 HCHO CH3NH2.HCl + HCOOH

CH3NH2.HCl + 2 HCHO (CH3)2NH.HCl + HCOOH

(CH3)2NH.HCl + 2 HCHO (CH3)3N.HCI + HCOOH

Las amidas dan derivados de metilol relativamente estables en condiciones
alcalinas. Las metilureas o ureas por condensacién producen resinas de urea-
formaldehido. La melamina reacciona de manera andloga a la urea y da derivados de

polimetilol y resinas.

Los hidrocarburos no saturados y aromaticos reaccionan con el formaldehido
en presencia de acidos fuertes. La reaccién con oleofinas suele dar como resultado la

formacién de 1,3-glicol o un alcohol no saturado en forma de éster o formal.

3. 1. 3. BUFFER FOSFATO SALINO. SOLUCION SALINA AMORTIGUADA POR FOSFATOS
(PBS)

La Soluciéon Salina Amortiguada por Fosfatos (PBS) constituye una solucién
amortiguadora de pH comiUnmente empleada para procedimientos bioquimicos. Su
osmolaridad y concentracion de iones (Cl-, Na+ y K+) es muy semejante a la del liquido
extracelular de los mamiferos. Esta solucidn se prepara a partir de Cloruro de Sodio,
Fosfato de Sodio y, en algunas formulaciones, con Fosfato de Potasio. Esta solucién es
isoténica y no-tdxica para las células de los mamiferos. El PBS se emplea como vehiculo
neutro para células, ya que no modifica el perfil de expresién y funcionamiento celular
normal. Esta solucion es empleada comuUnmente para lavar células a través de
centrifugacién. El PBS puede ser empleado como diluyente para métodos de
desecacion de biomoléculas, ya que las moléculas de agua presentes en el PBS se
adhieren alrededor de la biomolécula permitiendo inmovilizarla a una superficie sélida.
Esta monocapa de agua evita que la biomolécula sea desnaturalizada (o sufra
modificaciones conformacionales) en el proceso de desecacién. Los amortiguadores a
base de carbonatos también son empleados para este procedimiento, aunque con

menor éxito. El PBS también es empleado como referencia espectral para
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procedimientos de elipsometria por absorcidn proteica. El PBS puede ser
complementado con aditivos para procedimientos especificos. La adicion de EDTA, por
ejemplo, permite disgregar células cuando estas forman agregados. La incorporacién
de Zinc, no obstante, no es recomendada ya que provoca la precipitacién de otras sales

constituyentes.

En el campo de la citometria, el PBS se usa frecuentemente para el
mantenimiento celular in vitro de periodos breves, pero si esto es para un periodo mas
largo es conveniente que contenga alguna proteina (HBSS o HEPES) para el

mantenimiento del pH durante varias horas.

3. 1. 4. SC ANTI-MOUSE COMPENSATION STANDARD.

La validez de nuestras conclusiones depende de la pureza del resultado ya que
el tiempo sdlo depende de la eficiencia del sorting. Se producen mas gotas vacias que
con células y generalmente se sortean tres gotas por evento activado. Para calcular el
retardo se hacen pruebas hasta conseguir la mejor recuperacién (minimo del 95 %). Si
se desea mirar también la pureza se usan bolas de dos colores (SC ANTI-MOUSE
COMPENSATION STANDARD en nuestro caso) y se establece una ventana de sorter
sobre unas de ellas. Cuando el nimero de células a sortear debe ser preciso se pueden
mezclar bolas con la muestra y calcular el porcentaje de recuperacidon de ellas,
sabiendo éste (que se cuenta durante la separacidn) se asume que es el mismo que
para las células, y se calcula el niumero total de eventos a procesar para conseguir el

numero total de células deseadas.

La monitorizacion en tiempo real de la velocidad de adquisicion puede
proporcionar informacidon continuada de que no hay problemas en el correcto

funcionamiento del citdmetro.
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3. 1. 5. FACs CANTO Il (OCHO COLORES).

El citémetro BD FACS Canto esta equipado con 3 laseres (azul, de 488 nm, rojo,
de 633 nm y violeta, de 405 nm) permitiendo analizar hasta 8 fluorescencias, por
tanto, 10 parametros. Es capaz de adquirir hasta 10.000 eventos por segundo,
necesitando volimenes menores de muestras y con una sensibilidad tal capaz de
resolver los eventos mds débiles. Ademds el arrastre entre muestras

(contaminaciones) es minimo (<0,1%).

esta tesis doctoral.
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3. 1. 6. REACTIVOS/FLUOROCROMOS UTILIZADOS. MARCADORES DE LINFOCITOS B
PARA LA INMUNOFENOTIPIFICACION.

3.1.6. 1. INMUNOGLOBULINA D.
3.1.6.1. 1. DESCRIPCION GENERAL.

La inmunoglobulina D (IgD) es, de las proteinas presentes en el suero humano,
la menos conocida en cuanto a su funcidon bioldgica. En la actualidad, se han
incrementado los estudios de la IgD sérica en relacion con diferentes enfermedades, al
demostrarse su participacion en determinados trastornos febriles en nifios, asi como el
papel de esta en la respuesta inmune, dado por su expresién en la membrana de los

linfocitos B formando parte del receptor antigénico.

Los estudios de la inmunoglobulina D (IgD) en suero se han extendido por mas
de 4 décadas sin que se haya podido establecer un papel especifico, no asi para la IgD
unida a la membrana de linfocitos B, a la que se han propuesto diversas funciones.’® El
hallazgo de un aumento de IgD en pacientes con episodios periddicos de fiebre llevé a

reiniciar investigaciones acerca de su posible funcién biolégica.27
3.1.6. 1. 1. 1. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS.

La IgD humana representa aproximadamente el 0,25 % de las inmunoglobulinas
totales del suero, con un PM de 185,000 y una vida media de 2,8 dias, similar a la de la
IgE. Su nivel de sintesis es 10 veces menor que el de la IgA, IgM, e IgG. El catabolismo
de la IgD disminuye a altas concentraciones en suero. Inicialmente, se considerd que
aproximadamente el 75 % de la IgD era intravascular, pero recientemente se demostré

en 2 pacientes con mieloma IgD que solo era intravascular el 31,5 %.%8

La molécula de IgD tiene una larga regién "bisagra" entre Fab y Fc, lo que
proporciona a la molécula mas susceptibilidad a la degradacion proteolitica, asi como
una mayor flexibilidad que favorece la unién al antigeno, y presenta 3 dominios en la

9

region constante.”® En 1982 se reportd la secuencia aminoacidica en una IgD

monoclonal, y en 1985 la secuencia genémica.®
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Las cadenas pesadas de la IgD en la superficie de las células B estan
covalentemente unidas por un puente disulfuro cerca de la porcion carboxi terminal.
Esto permite un grado mayor de libertad de los sitios de unién al antigeno que en los
otros isotipos de inmunoglobulinas.26 La IgD sérica y la IgD unida a membrana son
antigénicamente similares, pero difieren en su susceptibilidad a la protedlisis por
plasmina. También, las cadenas de la IgD unidas a membrana, tienen una movilidad
electroforética ligeramente mas lenta que las cadenas monoclonales en suero, lo que

hace pensar en un mayor peso molecular para la primera.29
3.1.6.1.1. 2. PAPEL EN LA RESPUESTA INMUNE.

En 1972, se descubrid la IgD en la superficie de células de B, en humanos y
otras especies, formando parte del receptor antigénico coexpresado con IgM. Se ha
demostrado la presencia de células en tejido linfoide que expresan solamente IgD en
su superficie, las glandulas adenoideas comprenden un nimero mayor de células
plasmdticas que contienen IgD que el bazo, nddulos linfaticos o el tejido linfoide
intestinal.®> Se ha demostrado en cultivos de linfocitos de amigdalas la sintesis

2

espontanea y secrecion de IgD.*? Agregados de IgD monoclonal activan la via

alternativa del complemento.33

Las sefiales transducidas por los receptores de IgM o IgD en linfocitos B son las
mismas, pero con cinéticas diferentes. Sefales transmitidas a través de la IgD de
superficie causaron la induccién de 80 mutaciones somaticas diferentes.! La llamada
paradoja de IgD es la asociacién preferencial entre las cadenas pesadas y ligeras en las
células secretoras de IgD. Explicaciones dadas para esta asociacidn preferencial
sefialan que las restricciones fisicas favorecen la misma durante el ensamblaje
intracelular de las cadenas, la respuesta inmune de IgD es muy restringida, hay un alto
grado de selectividad y regulacion poco ortodoxa de la expresidén de cadenas ligeras de

la IgD.34

La sintesis de IgD esta influenciada por 2 factores: un mecanismo
independiente que puede estar genéticamente determinado, o también por los

mismos factores que controlan la produccién de otros isotipos de inmunoglobulinas.
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Los genes para la region constante C de uy d (Cu y Cd) son transcritos en el mismo
ARN y pueden expresarse simultdaneamente. Las moléculas de IgM e IgD presentes en
células B individuales tienen sitios de unidon con el antigeno idénticas, y son
coexpresadas mediante empalme diferencial de un exén de VDJ comun a los exones Cu
o Cd para producir ARN p y d. Existe exclusién alélica para la IgD, al igual que para las
otras clases de inmunoglobulinas. Después que el antigeno se une con el receptor de
células B, las células se transforman en células plasmaticas que no tienen IgD, excepto
para aquellas secretoras de IgD, donde el gen p esta deleccionado o de células de
memoria en érganos linfoides secundarios, donde la expresién de IgD se pierde.*
Ambos receptores de IgD e IgM pueden transducir sefiales por el mismo mecanismo;
sin embargo, las sefiales mediadas por la IgD de superficie difieren de aquellas

mediadas por la IgM, ya que solo las emitidas por esta ultima, posibilitan el fendmeno

de muerte programada o apoptosis.37

Del 10 al 15 % de las células T periféricas humanas, presentan receptores para
IgD y forman rosetas con eritrocitos cubiertos con IgD. La expresidn sobre las células T
de estos receptores se incrementa mediante interleukina 2 (IL2), IL4 e interferdn g.
Células T CD4+ y CD8+ pueden expresar receptores de IgD, que pueden unir IgD de
membrana durante la presentacion antigénica por células B para facilitar la respuesta

de células T y B antigeno- especificas.38

La IgD sérica es considerada un marcador temprano de la activacion de células
B; puede tener un papel regulador, como por ejemplo estimular la respuesta
protectora de anticuerpos de los isotipos IgM o IgA, o interferir con la replicacién

.3 Participa en la generacion y mantenimiento de las células B de memoria, y se le

vira
sefiala una participacion importante en la transicién de un estado de susceptibilidad a
la induccién de tolerancia de células B a uno de respuesta. Es un potente inductor del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF -a), IL-1 y de su receptor; también induce la

liberacion de IL-6, IL-10.}

61
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3.1.6. 1. 1. 3. NIVELES DE IgD SERICA EN DIVERSAS ENFERMEDADES.

El significado de una concentracidn anormal de IgD en suero no esta bien
establecido. La IgD se midid en el suero de individuos con diversas condiciones
patoldgicas, y los valores obtenidos probablemente dependieron de las técnicas
empleadas para su medicidn; se realizd una comparacién entre los resultados
obtenidos en pacientes con varias enfermedades y los obtenidos por las mismas

técnicas en individuos sanos, de ahi que las conclusiones fueron validas.*
3.1.6.1.1. 3. 1. INFECCIONES.

Anticuerpos de la clase de IgD se comportan como los de la clase IgM en la fase
temprana de la infeccion.”* Se ha demostrado una significativa correlacidon positiva
entre los niveles de IgD y los titulos de anticuerpos fijadores de complemento
especificos contra el Mycobacterium pneumoniae. Anticuerpos de la clase IgD
antirrubéola y antivirus del sarampién fueron encontrados en pacientes con rubéola y
panencefalitis esclerosante subaguda.*” También se han reportado anticuerpos IgD
contra la toxina diftérica, Escherichia coli, y estreptolisina 0.” La IgD se une de forma
inespecifica con bacterias a través del fragmento Fc; por ejemplo, a Neisseria

catarrhalis y Haemophilus influenzae, y a los grupos A, Cy G de Streptococcus.44

En las infecciones crénicas se ha demostrado un aumento en las
concentraciones de IgD en suero, como por ejemplo en la lepra, tuberculosis,
salmonellosis, las hepatitis infecciosas y malaria. En gran nimero de pacientes con

niveles elevados de IgD se encontraron infecciones recurrentes por estafilococos.* 46

3.1.6.1.1.3. 2. INMUNODEFICIENCIAS.

Los pacientes con inmunodeficiencias presentan diversas infecciones
frecuentemente. No existe un patrén definido en Ila sintesis de IgD en las
inmunodeficiencias primarias; algunos individuos tienen niveles aumentados y otros
disminuidos.> Dentro del grupo de inmunodeficiencias, se ha demostrado una
correlacién positiva de IgD con IgA e IgE. Una correlacidon positiva de los niveles de IgA

e IgD se encontré en pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia
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humana. Se detecté un aumento de IgD en el suero del 49 % de pacientes con
deficiencia de IgA y se encontraron numerosas células plasmaticas productoras de IgD
en los lagrimales y glandulas pardétidas, lo cual sugiere que la IgD secretora pudiera
desempeiiar un papel compensatorio en la deficiencia de IgA.46 Algunos pacientes con
sindrome hiper IgE, que a menudo presentan infecciones recurrentes con estafilococo,
tienen niveles elevados de IgD en suero, aunque otros autores han reportado niveles
bajos de IgD. Una disminucién de IgD en plasma se demostrd en pacientes con

sindrome de Wiskcott-Aldrich.*

La IgD estaba aumentada en el plasma de pacientes con sindrome de Nezelof y

en nifos con ataxia telangiectasia.%'47

En pacientes con alteraciones de la inmunidad
mediada por células se encontraron niveles elevados de IgD como en la aspergillosis
broncopulmonar alérgica, sarcoidosis y en el sindrome de inmunodeficiencia

adquirida.48

Recientemente, se demostré en 131 nifios con diferentes tipos de
inmunodeficiencias, incluyendo deficiencias del ligando del CD40, que los niveles de

IgD no estaban asociados con el cuadro general de activacién inmune.*
3.1.6. 1. 1. 3. 3. ENFERMEDADES AUTOINMUNES Y ALERGICAS.

La IgD estaba aumentada en pacientes con enfermedades autoinmunes que
tenian ademas un incremento de IgG, IgA, e IgM.49 Se encontraron niveles altos de IgD
en suero de pacientes adultos con artritis reumatoidea y en nifios con artritis
reumatoidea juvenil.50 Anticuerpos antinucleares de la clase de IgD se demostraron en
pacientes con lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren, tiroiditis

. .51 H
autoimmune y en la esclerodermia.”” Se han demostrado autoanticuerpos de la clase
IgD especificos contra la tiroglobulina y la insulina, en individuos con diabetes y contra

/ 2
el gluten en la enfermedad celiaca. ®

Se ha reportado en enfermedades como la dermatitis atépica y el asma
alérgica, un aumento o disminucién de IgD.* En pacientes con asma se ha relacionado

la degranulacién de los basdfilos con altas concentraciones de anti IgD.53
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3.1.6.1.1.3.4. OTRAS CONDICIONES.

Las concentraciones promedio de IgD en suero en fumadores de cigarro fue el
doble que los no fumadores. Los niveles de IgD se normalizaron al dejar de fumar. La
razon del incremento de IgD en fumadores no se conoce; la causa pudiera deberse a
las infecciones que ocurren en estos individuos debido a la influencia de las sustancias

presentes en el humo del tabaco.™

Un aumento de IgD en suero se demostré en pacientes con la enfermedad de
Hodgkin varios meses después de la esplenectoml'a.SS Se encontrd una correlacidn con
el tipo histolégico en pacientes depleccionados de linfocitos que tenian niveles
extremadamente altos de IgD; pacientes en tratamiento tenian valores
significativamente mds bajos que los pacientes sin tratamiento.”® Se observé una
disminucion de IgD en suero después de la radioterapia, pero no después de la

quimioterapia en pacientes con linfoma.

En nifios con Kwashiorkor se encontré una disminucién de la concentracion de
IgD en suero, en pacientes con sindrome de Behcet, y en la vasculitis retinal
idiopdtica.”’ La concentracién promedio de IgD en suero en un grupo de nifios con
purpura de Schoenlein- Hendch fue significativamente mayor que en el suero de nifios
sanos.”® Los valores de IgD sérica fueron significativamente mas elevados en pacientes

con obstruccion pulmonar crénica que en individuos sanos.”

Valores elevados de IgD en suero se encontraron en pacientes con
hiperparatiroidismo.40 En un grupo de pacientes con tumores en el sistema nervioso
central se encontré un aumento de los niveles de IgD en suero, asi como bandas
oligonales de IgD en fluido espinal, lo cual sugiere que la produccién de IgD en estos
pacientes ocurre independientemente que la de 1gG.41 Valores altos de IgD en suero

fueron reportados en pacientes con aortitis y con cirrosis hepatica.

64
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3.1.6.1.1.3.5. 1gD MONOCLONAL.

La medicion de IgD en suero es mas importante para el diagndstico y monitoreo
de gammapatias monoclonales malignas (mieloma IgD y enfermedades de cadenas

pesadas).

El mieloma IgD representa alrededor del 1,2 % de los mielomas mdltiples.°
Tiene un curso agresivo con complicaciones extramedulares, amiloidosis,
linfoadenopatia, esplenomegalia, anemia severa, proteinuria de Bence Jones y una
corta supervivencia.61 El componente M que representa la IgD monoclonal, se observa
en el 60 % de las electroforesis de proteinas de pacientes con mieloma IgD; el resto

presenta patrones normales.®?

Existe una variabilidad antigénica entre la IgD monoclonal probablemente
debido a variantes alotipicas.®® Se ha demostrado IgD monoclonal con actividad de
anticuerpo contra triglicéridos en pacientes con hiperlipidemia, asi como IgD
monoclonal con actividad de piroglobulina.®* Se han reportado pacientes con presencia

de IgD monoclonal de significado indeterminado.®
3. 1. 6. 1. 2. CARACTERISTICAS DEL FLUOROCROMO (PE MOUSE ANTI-HUMAN Ig D).
NuUmero de catalogo: 555779

Marca: BD Pharmingen™
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Tamaio molecular: ninguno.
Reactividad: humana.

Aplicaciones: test de citometria de flujo.
3.1.6.2.CD 19.

3.1.6.2.1. DESCRIPCION GENERAL.

Las células dendriticas foliculares también expresan esta molécula. La CD19,
junto con CD21, CD81, Leul3, y el CMH de clase Il, forman un complejo multimolecular
que se asocia con el BCR. El sefialamiento a través de CD19 induce la fosforilacién de la

tirosina, el flujo de calcio y la proliferacién de los linfocitos B. ’

CD19 es una proteina codificada por un gen localizado en el cromosoma
16p11.2. *° Tiene un peso de 95 kDa; se expresa en células de linaje B a excepcién de
las células plasméticasea. CD19 forma parte del correceptor de los linfocitos B (LB)
junto con CD21 y CD81 (TAPA-1). Este complejo es de vital importancia en la activacién
de los LB pues son capaces de transducir sefiales secundarias para la activacion de
estos por medio de la unién de CD21 a C3d, que recubre algunos antigenos (Ag) luego
de la activacién del complemento. CD19 cumple junto con CD21 y CD81 un papel
importante en la activacidon de LB pues ayuda a la transduccién de sefiales secundarias
gue disminuyen el umbral de activacidén gracias a la capacidad de CD19 para unirse a
varias proteinas que participan en varias vias de sefializacién favoreciendo la activacién

de factores de transcripcion.®’
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3. 1. 6. 2.2. CARACTERISTICAS DEL FLUOROCROMO (APC-Cy™7 Mouse Anti-Human
CD19).

Numero de catdlogo: 557791

Marca: BD Pharmingen™

Nombre: CD19 g :
3 B
B
=3 Wiy
~ Z 1 [\
Tamano: 100 test = .
(&)
()]
=
Status regulador: RUO < '
& ] )
"
Clon: SJ25C1 T W .
10° 10 102 10 104
APC-Cy7 CD19, with isotype control
Formato: APC Imagen 14: Patrén de fluorescencia de linfocitos de

sangre periférica humana normal tefiidos con APC-
Cy™7 Mouse Anti-Human CD19.

Isotipo: Mouse IgG1, k

Tamaiio molecular: ninguno.

Reactividad: humana.

Aplicaciones: test de citometria de flujo.

3.1.6.3.CD 38.
3.1.6.3. 1. DESCRIPCION GENERAL.

Se conoce que los linfocitos B, productores de los anticuerpos, no sélo reciben
la informacién a través de su receptor para el antigeno (abreviado como BC-R), sino
también de otras moléculas de la membrana celular, conocidas como correceptores.

Una de estas moléculas correceptoras es el CD38.

Hasta hace algunos afos se pensaba que el linfocito B que salia de la médula
Osea ya estaba maduro, pero no es asi; la célula sale inmadura de la médula dsea vy
completa su proceso de maduracién en el bazo. A estas células que no estan
completamente maduras se les conoce como transicionales y se clasifican en 2 tipos:

las células transicionales 1, que son aquellas recién llegadas al bazo, provenientes de la
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médula désea y las transicionales 2, que son la penultima etapa de maduracién del

linfocito By que se encuentran tnicamente en el bazo.?®

La molécula CD38 estd presente durante casi todo el desarrollo de los linfocitos
B y su expresidn se modifica durante la maduracion de éstos; asi, la expresion aumenta
en los linfocitos B transicionales 2 para disminuir nuevamente en las células maduras.
Una prueba de la importancia de CD38 en la maduracion de los linfocitos B se obtuvo
del estudio de ratones deficientes en esta proteina, que mostraron un retraso en la
maduracion de los linfocitos B. También, las células transicionales 2, expresan casi 3
veces mas CD38 que las transicionales 1y la expresién de dicha molécula disminuye en

las células maduras.®

Las células transicionales y maduras han sido purificadas por citometria de flujo
(FACS), observandose que las células transicionales 1 no proliferan al estimulo con
anti-CD38, mientras que las transicionales 2 lo hacen vigorosamente. Las células
transicionales 1, no sélo no proliferan al estimulo con anti-CD38, sino que ademads
mueren mas rapidamente. También se ha estudiado su contenido en DNA, después de
12 y 24 horas de cultivo. En medio de cultivo, las células transicionales 1 mueren, y al
estimularlas con anti-CD38, un mayor numero de ellas entra en proceso de muerte
celular programada, también conocido como apoptosis. El resultado es mdas dramatico
después de 24 horas de cultivo, donde alrededor de un 10 por ciento de linfocitos
transicionales 1, cultivados Unicamente en medio, se encuentran en apoptosis, en
contraste con aquellas estimuladas a través del CD38, donde casi la mitad se encuentra

en este proceso de muerte celular programada.70

Un linfocito B inmaduro, que reconoce un antigeno propio (autoantigeno) debe
ser eliminado. No es conveniente que este linfocito llegue a madurar porque
comenzaria a producir anticuerpos contra nuestro propio organismo. El encuentro de
este linfocito (todavia inmaduro) con su antigeno, provoca su eliminacion (muerte por
apoptosis) o induce un estado de anergia (falta de respuesta). CD38 parece ayudar en
este proceso, seleccionando negativamente a las células inmaduras y llevandolas a
apoptosis. Asi, el BCR y CD38 trabajan conjuntamente para promover una selecciéon

negativa mas eficiente de células indeseables.”*

68
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En cuanto a la diferenciacidon de las células transicionales 2, al ser activadas con
anti-CD38, se ha observado que a las 48 horas, practicamente todos los linfocitos
transicionales 2 se diferenciaron, en contraste con el medio de cultivo, donde
practicamente ninguna célula lo hizo. Por tanto, el anti-CD38 induce la maduracién de

los linfocitos B transicionales 2.”2

Por tanto, CD38 se comunica y participa conjuntamente en la seleccién de las
células transicionales 1 para llevarlas a apoptosis y en la seleccién de las transicionales

2 para llevarlas a proliferacion y maduracion.

3. 1. 6. 3. 2. CARACTERISTICAS DEL FLUOROCROMO (PerCP-Cy™5.5 Mouse Anti-
Human CD38).

Numero de catalogo: 551400 g
L I
3 iy
. £ TH
Marca: BD Pharmingen™ 5 “ oo
pd v
R A
O 1 "
Nombre: CD38 o
2
()]
- o
Tamano: 100 test

Status regulador: RUO 10° 10 102 10° 10
PerCP-Cy5.5 CD38, with isotype control

Imagen 15: Patron de fluorescencia de linfocitos de
Clon: HIT2 sangre periférica humana normal, tefiidos con PerCP-
Cv™5.5 Mouse Anti-Human CD38.

Formato: PerCP-Cy 5.5
Isotipo: Mouse IgG1, k
Tamafio molecular: ninguno.
Reactividad: humana.

Aplicaciones: test de citometria de flujo.
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3.1.6.4.CD 27.
3.1.6.4. 1. DESCRIPCION GENERAL.

Es un antigeno de membrana de los linfocitos T, que también puede
encontrarse en forma soluble, como sCD27, en el sobrenadante de los medios donde
se cultivan los linfocitos o en los liquidos biolégicos de personas sanas. EI CD27
pertenece a la familia de receptores que incluyen: los receptores | y Il para TNF (TNFRI
y TNFRII), los receptores de los factores de crecimiento de los nervios, el antigeno
CD40 de los linfocitos B y el antigeno Fas.”® Todas las proteinas de esta familia tienen
una participacién importante en el crecimiento, la diferenciacion y la sobrevida de una

gran cantidad de células.

El CD 27 sdlo se encuentra sobre la membrana de células linfoides, T o B y de
las células NK.”* Sin embargo, se le considera un marcador de los linfocitos T que se
expresa preferentemente en la membrana de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+,
TCR CD3high, CD45RA’, CD45RO™ y CD27'. Una vez activados, los linfocitos T se
convierten en células CD45RO+RA-, las cuales parecen tener relacién con la
conservaciéon de la memoria inmunolégica y pueden continuar expresando CD27, pero
ya en una cantidad mucho menor. Mas bien, después de activados producen una

forma soluble del mismo antigeno o sCD27.

El ligando para el CD27 que expresan los linfocitos T “virgenes” s el antigeno
CD70 que puede estar presente sobre la membrana de los linfocitos B. Se considera
que la unién CD27-CD70 representa una senal coestimuladora que es critica para
activar los linfocitos T. Asimismo, CD27 participa en la sintesis de anticuerpos cuya

produccién depende de la colaboracién de linfocitos T.

3. 1. 6. 4. 2. CARACTERISTICAS DEL FLUOROCROMO (Anti-Human CD 27 APC).
Numero de catalogo: 17-027973

Marca: Bioscience™

Nombre: CD 27. También conocido como TNFRSF7.
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Tamano: 100 tests

Status regulador: RUO

Clon: 0323

Formato: APC

anti-CD27, FITC
w'

0

lo‘
anti-lgD, CyChrome ———

Tamafio molecular: ninguno. "

Imagen 16: imagen de células mononucleares de
Reactividad: humana. sangre periférica, estudiada por un citometro tipo

FACs Calibur (lg D/CD27)

Aplicaciones: test de citometria de flujo.

3.1.6.5.CD 3.
3.1.6.5. 1. DESCRIPCION GENERAL.

El antigeno CD3 comprende un complejo proteico que se codifica en el brazo
corto del cromosoma 11 y es de gran importancia en la transduccion de sefiales en los
linfocitos T. EI CD3 esta compuesto por tres cadenas polipeptidicas designadas como y,
6, € y T no polimérficas, que se unen para formar los heterodimeros CD3ye, CD36¢ y
adicionalmente a estas cadenas se une el homodimero CD3Z(.” Los heterodimeros
poseen segmentos peptidicos de 5 - 10 aminoacidos (aa) ricos en cisteina’® que

desempefian un papel importante en la transduccién de sefiales.”’

Su peso molecular es de y: 25-28; 6: 20, €:20 kDa y su naturaleza bioquimica lo

encuadra dentro de la familia de las inmunoglobulinas.

Su funcién bioldgica en la célula es: intervenir en la transduccidon de sefiales,
expresion del TCR en la superficie de la célula y asociacion a este ultimo receptor. Se

expresa especificamente en timocitos y células T3
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3. 1. 6. 5. 2. CARACTERISTICAS DEL FLUOROCROMO (Pacific Blue™ Mouse Anti-
Human CD3).

Numero de catdlogo: 558124

Marca: BD Pharmingen™ -

E

z
Nombre: CD3 =

o

2
Tamafio: 100 test (0.1mg) 5

2
Status regulador: RUO ]

10° 10" 102 103 104

Clon: SP34-2 Pacific Blue™ CD3, with isotype control

Imagen 17: patrén de fluorescencia de linfocitos de
sangre periférica humana normal tefiidos Pacific

Formato: Pacific Blue Blue™ Mouse Anti-Human CD3.

Isotipo: IgG1, A

Tamafiio molecular: ninguno

Reactividad: Baboon, Cynomolgus, Rhesus

Aplicaciones: test de citometria de flujo.
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3. 2. SUJETOS.
3. 2. 1. SUJETOS DEL ESTUDIO.

Se estudiaron 50 sujetos sanos donantes de sangre, a los que se le realizé

extraccidn sanguinea por via venosa periférica.

3. 2. 2. CRITERIOS DE INCLUSION.
- Aceptacién y firma del consentimiento informado por escrito del paciente.
- Ambos sexos.
- Edad entre 18-65 afios.

- Analitica general (bioquimica, orina y hemograma), analisis de autoinmunidad
(FR, anti-CCP, HLA B27, ANAs, Anti-DNA, ENAs, ANCAs y ECA) junto con serologia

normal.

3. 2. 3. CRITERIOS DE EXCLUSION.

3.2.3. 1. PADECER ALGUNA DE LAS SIGUIENTES CAUSAS DE LINFOCITOSIS.' "
Electromagnético, fisica, traumatismo, causas radiactivas

Agotamiento por calor

Trastornos infecciosos (agente especifico)

Enfermedades virales

Gripe

Linfocitosis infecciosa aguda

Neumonia viral

Hepatitis viral

Eritema infeccioso

Fiebre tifoidea


http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/agotamiento-por-calor-postraci%C3%B3n/14606.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/enfermedades-virales/21061.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/gripe/15352.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/linfocitosis-infecciosa-aguda/16214.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/neumon%C3%ADa-viral/18284.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/hepatitis-viral/14757.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/eritema-infeccioso/13638.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/fiebre-tifoidea/20763.html

Mononucleosis infecciosa

Neumonia por micoplasma

Paperas

Rubéola

Sifilis

Tuberculosis

VIH primario, sindrome infeccioso

Meningitis, Tuberculosis

Coriomeningitis linfocitica

Tuberculosis, diseminado

Brucelosis

Fiebre por flebotomo

Micoplasma, Enfermedad por agente Eaton

Ricketsiosis pustulosa

Rickettsiosis transmitida por garrapatas

Tos ferina

Infeccidn crdénica por EBV

Hepatitis viral anictérica

Histoplasmosis

Linfogranuloma venéreo

Toxoplasmosis

Tripanosomiasis

Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla | 74
Alejandro Mufioz Jiménez


http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/mononucleosis-infecciosa/15339.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/neumon%C3%ADa-por-micoplasma/18279.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/paperas/16826.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/rub%C3%A9ola/19290.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADfilis/20107.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/tuberculosis/20700.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/vih-primario-s%C3%ADndrome-infeccioso/18543.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/meningitis-tuberculosis/16463.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/coriomeningitis-linfoc%C3%ADtica/16208.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/tuberculosis-diseminado/20707.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/brucelosis/11526.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/fiebre-por-fleb%C3%B3tomo/18038.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/micoplasma-enfermedad-por-agente-eaton/16876.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/ricketsiosis-pustulosa/19220.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/rickettsiosis-transmitida-por-garrapatas/20417.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/tos-ferina/17972.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/cr%C3%B3nica-infecci%C3%B3n-por-ebv-s%C3%ADndrome/12282.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/hepatitis-viral-anict%C3%A9rica/10612.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/histoplasmosis/14892.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/linfogranuloma-ven%C3%A9reo/16215.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/toxoplasmosis/20524.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/tripanosomosis-africana-tripanosomiasis/19647.html

Tuberculosis pulmonar

Malaria

Tuberculosis de la médula espinal

Viruela

Trastornos neoplasicos

Enfermedad de Hodgkin

Leucemia linfocitica Aguda y Cronica

Leucemia de linfocitos T

Leucemia prolinfocitica

Carcinoma de cuello uterino

Linfoma maligno no Hodgkins

Macroglobulinemia de Waldenstrom

Mieloma multiple

Histiocitosis maligna

Enfermedad de cadena pesada alfa

Trastornos alérgicos, del colageno, autoinmunes

Colitis ulcerosa

Purpura trombocitopénica idiopatica

Congénitos, trastornos del desarrollo

Sindrome de candidiasis mucocutanea cronica

Aplasia timica congénita (diGeorge)

Hipoplasia de timo, Sindrome de DiGeorge

Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla | 75
Alejandro Mufioz Jiménez


http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/tuberculosis-pulmonar/20716.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/malaria/16260.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/tuberculosis-de-la-m%C3%A9dula-espinal/20701.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/viruela/19657.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/enfermedad-de-hodgkin/14907.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/agudo-linfobl%C3%A1stico-leucemia-linfoc%C3%ADtica/16205.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/leucemia-de-linfocitos-t/20176.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/leucemia-prolinfocitos/18591.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/carcinoma-de-cuello-uterino/12038.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/linfoma-maligno-no-hodgkins/16223.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/macroglobulinemia-de-waldenstr%C3%B6m/21133.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/m%C3%BAltiple-mieloma/16817.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/histiocitosis-maligna/16271.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/enfermedad-de-cadena-pesada-alfa/22316.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/colitis-ulcerosa/20782.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/p%C3%BArpura-trombocitop%C3%A9nica-idiop%C3%A1tica/18803.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADnd-de-candidiasis-mucocut%C3%A1nea-cr%C3%B3nica/16787.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/aplasia-t%C3%ADmica-cong%C3%A9nita-digeorge/20361.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/hipoplasia-de-timo-s%C3%ADndrome-digeorge/20368.html
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Inmundeficiencia, células By T combinadas

Sindrome de Job (Sindrome de hiper IgE)

Trastornos genéticos, familiares, hereditarios

Osteopetrosis (Albers-Schonberg)

Talasemia mayor

Esferocitosis, hereditaria

Sindrome de Wiskott-Aldrich

Sind. de inmunodeficiencia combinada grave

Trastornos vegetativos, autonémicos, enddcrinos

Tirotoxicosis (enfermedad de Graves)

Enfermedad de Addison (insuficiencia suprarrenal crénica)

Insuficiencia hipofisaria

Referencia a sistema de 6rganos

Insuficiencia hepatica

Anemia aplasica

Purpura trombdtica trombocitopénica (PTT)

Fisiopatoldgico

Alteracion de la inmunidad mediada por células

Trastornos de linfocitos T

Defecto inmunitario de linfocitos T colaboradores



http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/inmundeficiencia-c%C3%A9lulas-b-y-t-combinadas/15256.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADndrome-de-job-hiper-ige-no-conf/15601.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/osteopetrosis-albers-schonberg/17477.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/talasemia-mayor/20277.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/esferocitosis-hereditaria/19734.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADndrome-de-wiskott-aldrich/21230.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADnd-de-inmunodeficiencia-combinada-grave-idcg/19508.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/tirotoxicosis-enfermedad-de-graves/20398.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/enfermedad-de-addison-ins-suprarrenal-cr%C3%B3nica/10190.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/insuficiencia-hipofisaria-anterior/18150.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/hep%C3%A1tico-insuficiencia/14731.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/anemia-apl%C3%A1sico/10544.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/p%C3%BArpura-trombocitop%C3%A9nica-tromb%C3%B3tica/20356.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/alteraci%C3%B3n-de-la-inmunidad-mediada-por-c%C3%A9lulas/15271.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/trastornos-de-linfocitos-t-anomal%C3%ADa/20174.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/defecto-inmunitario-de-linfocitos-t-colaboradores/20175.html
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Drogas

Administracion medicamentos antimetabolitos

Griseofulvina

Niacina, acido nicotinico

Quimioterapia, cancer (antineoplasico)

Cushing secundario, sindrome medicamentoso

Natalizumab, Rituximab, Belimumab

Envenenamiento (compuesto especifico)

Heroina, uso de morfina

Micotoxina, tricoteceno

3. 2. 3. 2. PADECER ALGUNA DE LAS SIGUIENTES CAUSAS DE LINFOPENIA. 178
Causas de traumatismo

Traumatismo abdominal linfatico

Electromagnético, fisica, traumatismo, causas radiactivas
Radioterapia
Quiruargico, complicacion de procedimiento

Ligadura quirurgica del conducto toracico

Trastornos infecciosos (agente especifico)

Enfermedades bacterianas

Gastroenteritis viral

Infeccion bacteriana



http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/adminis-medicamento-antimetabolitos/10681.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/griseofulvina-fulvicin-grisactin-administraci%C3%B3n/14480.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/niacina-cido-nicotnico-administraci%C3%B3n/17143.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/quimioterapia-c%C3%A1ncer-antineopl%C3%A1sico/12081.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/cushing-secundario-s%C3%ADnd-medicamentoso/12769.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/natalizumab-tysabri-administraci%C3%B3n/21884.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/hero%C3%ADna-uso-de-morfina-adicci%C3%B3n/14812.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/micotoxina-tricoteceno-arma-exposici%C3%B3n/21415.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/linf%C3%A1ticos-abdominales-estallados-traum%C3%A1tico/19300.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/radioterapia/18898.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/ligadura-quir%C3%BArgica-conducto-tor%C3%A1cico/20064.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/enfermedades-bacterianas/11023.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/gastroenteritis-viral/14242.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/infecci%C3%B3n-bacteriana/11027.html
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Varicela, virus herpes zdster

Varicela

Hepatitis viral

Infeccidn bacteriana sistémica

Inmunodeficiencia adquirida (SIDA/VIH)

Neumonia por pneumocystis carinii (PCP)

VIH primario
Tétano

Ehrlichiosis granulocitica

Enfermedad del legionario

Fiebre amarilla

Fiebre por flebétomo

Sarampion (rubéola)

Enfermedad de Whipple

Poliomielitis

Granulomatoso, Trastornos inflamatorios

Sarcoidosis

Trastornos neoplasicos

Enfermedad de Hodgkin

Metadstasis

Leucemia mielégena cronica

Sindrome de Zollinger-Ellison



http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/varicela-virus-herpes-z%C3%B3ster/12106.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/varicela/12103.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/hepatitis-viral/14757.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/infecci%C3%B3n-bacteriana-sist%C3%A9mica/11030.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/inmunodeficiencia-adquirida-sida-vih/15259.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/neumon%C3%ADa-por-pneumocystis-carinii-pcp/18262.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/vih-primario-s%C3%ADndrome-infeccioso/18543.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/t%C3%A9tano/20259.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/ehrlichiosis-granuloc%C3%ADtica/13411.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/enfermedad-del-legionario/15896.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/fiebre-amarilla/21286.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/fiebre-por-fleb%C3%B3tomo/18038.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/sarampi%C3%B3n-rub%C3%A9ola/16367.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/enfermedad-de-whipple/21181.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/poliomielitis-agudo/18319.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/sarcoidosis/19370.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/enfermedad-de-hodgkin/14907.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/metast%C3%A1sico-enfermedad-pulmonar/16555.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/leucemia-miel%C3%B3gena-cr%C3%B3nica/16886.html
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Tumor cerebral, maligno (astrocitoma)

Adenocarcinoma gastrico

Adenocarcinoma de mama

Carcinoma esofagico

Linfadenopatia angioinmunoblastica

Histiocitosis maligna

Trastornos alérgicos, del colageno, autoinmunes

Sindrome nefrotico

Sindrome de Guillain Barre

Enfermedad celiaca

Lupus eritematoso sistémico (LES)

Lupus medicamentoso

Trastornos metabdlicos, de almacenamiento

Diabetes mellitus, mal controlada

Diabetes mellitus

Lactosuria

Congénitos, trastornos del desarrollo

Sindrome de candidiasis mucocutdnea crénica

Aplasia timica congénita (diGeorge)

Inmundeficiencia, células By T combinadas

Aagammaglobulinemia congénita

Sindrome de hipoplasia cartilago-cabello



http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/tumor-cerebral-maligno-astrocitoma/11444.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/adenocarcinoma-g%C3%A1strico/10203.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/adenocarcinoma-mama-metast%C3%A1sico/10205.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/carcinoma-esof%C3%A1gico/11733.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/linfadenop-angioinmunobl%C3%A1stica-disprotei/16193.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/histiocitosis-maligna/16271.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADndrome-nefr%C3%B3tico/17072.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADndrome-de-guillain-barre/14507.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/enfermedad-cel%C3%ADaca-en-la-ni%C3%B1ez/11928.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/lupus-eritematoso-sist%C3%A9mico/16167.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/medicamentoso-lupus-les/13260.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/diabetes-mellitus-mal-controlado/13030.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/diabetes-mellitus/13028.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/lactosuria/15803.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADnd-de-candidiasis-mucocut%C3%A1nea-cr%C3%B3nica/16787.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/aplasia-t%C3%ADmica-cong%C3%A9nita-digeorge/20361.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/inmundeficiencia-c%C3%A9lulas-b-y-t-combinadas/15256.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/aagammaglobulinemia-cong%C3%A9nita-autos%C3%B3mico/10267.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADndrome-de-hipoplasia-cart%C3%ADlago-cabello/11826.html
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Sindrome de Job (Sindrome de hiper IgE)

Trastornos genéticos, familiares, hereditarios

Ataxia telangiectasia

Sindrome de Wiskott-Aldrich

Sindrome de inmunodeficiencia combinada grave

Anatémico, cuerpo extrafio, trastornos estructurales

Fistula en el conducto toracico

Obstruccién del conducto toracico

Ruptura del conducto toracico

Pericarditis constrictiva cronica

Trastornos vegetativos, autonodmicos, enddcrinos

Enfermedad de Cushing

Miastenia grave

Hipergastrinemia

Referencia a sistema de drganos

Insuficiencia renal aguda (IRA)

Insuficiencia renal crdnica (uremia/azoemia)

Inmunodeficiencia comun variable

Fisiopatologico

Alteracion de la inmunidad mediada por células

Trastornos de linfocitos T

Defecto inmunitario de linfocitos T helpers

80


http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADndrome-de-job-hiper-ige-no-conf/15601.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/ataxia-telangiectasia/10918.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADndrome-de-wiskott-aldrich/21230.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/s%C3%ADnd-de-inmunodeficiencia-combinada-grave-idcg/19508.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/f%C3%ADstula-en-el-conducto-tor%C3%A1cico/20312.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/obstrucci%C3%B3n-del-conducto-tor%C3%A1cico/20313.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/ruptura-del-conducto-tor%C3%A1cico-f%C3%ADstula-perforado/20314.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/pericarditis-constrictiva-cr%C3%B3nica/17915.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/enfermedad-de-cushing-s%C3%ADndrome/12768.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/miastenia-grave/16866.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/hipergastrinemia/22569.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/insuficiencia-renal-agudo/18995.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/insuficiencia-renal-cr%C3%B3nica-uremia-azoemia/18997.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/inmunodeficiencia-variable-com%C3%BAn/15265.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/alteraci%C3%B3n-de-la-inmunidad-mediada-por-c%C3%A9lulas/15271.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/trastornos-de-linfocitos-t-anomal%C3%ADa/20174.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/defecto-inmunitario-de-linfocitos-t-colaboradores/20175.html
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Drogas

Administraciéon de medicamento antimetabolitos

Corticoesteroides

Toxicidad por litio

Clorambucil

Litio

Quimioterapia

Cushing secundario

Globulina antilinfocitica

Envenenamiento organico (intoxicacion)

Insuficiencia renal toxica



http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/adminis-medicamento-antimetabolitos/10681.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/corticoesteroide-administraci%C3%B3n/12664.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/toxicidad-por-litio-sobredosis/16050.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/chlorambucil-leukeran-administraci%C3%B3n/12150.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/litio-lithane-lithonate-administraci%C3%B3n/16048.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/quimioterapia-c%C3%A1ncer-antineopl%C3%A1sico/12081.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/cushing-secundario-s%C3%ADnd-medicamentoso/12769.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/globulina-antilinfocitos-administraci%C3%B3n/10679.html
http://es.diagnosispro.com/informaci%c3%b3n_sobre_enfermedades_para/insuficiencia-renal-t%C3%B3xica/18996.html
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3. 3. PROTOCOLO DE ESTUDIO. VARIABLES CONSIDERADAS.
3. 3. 1. DESCRIPCION DE PROTOCOLOS.
3.3.1. 1. EXTRACCION DE MUESTRAS.

Se obtuvieron 5 ml de sangre anticoagulada con EDTA de todos los sujetos

estudiados.

La flebotomia, en todos los casos se efectud entre las 7:00h y las 9:00h, de la

mafana.

La cuenta de leucocitos se realizé del tubo con anticoagulante EDTA en un
Technicon H-1, para obtener los valores absolutos y relativos de linfocitos para cada

participante, constatandose la ausencia de leucopenia y/o linfocitosis.

Posteriormente, se realizdé a todas muestras frotis sanguineo para el analisis
morfoldgico de las células hematicas y realizacion del recuento diferencial linfocitario

(RDL).

El transporte de las muestras desde el lugar de extraccion hacia el laboratorio,
se realizé6 en nevera portatil cerrada en un tiempo siempre menor de 10 minutos

desde el momento de extraccion.
3.3.1.2. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA.

Las muestras siempre fueron procesadas en el citdmetro por la misma persona
(D. Alejandro Mufioz Jiménez, médico del Servicio de Reumatologia del H. U. Virgen de

Valme, Sevilla) segun los procedimientos que se expresan a continuacion.
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3.3.1.2.1. PROCEDIMIENTO 1 (SF)

1. Del tubo con anticoagulante EDTA se tomaron 50 pl de sangre total a los que

se agregaron los siguientes fluorocromos en las dosis que se expresan en la tabla 2.

NOMBRE FORMATO DOSIS (pl)
leD PE 2,5
CcD3 Pacific Blue 5

CD19 PAC Cy7 5
co2y APC 5
CD32 PerCp Cy5.5 5

Tabla 2: nombre, formato y dosis de los 5 fluorocromos utilizados en el experimento.

2. Incubacién a 15 min a temperatura ambiente (222C) en condiciones de

absoluta oscuridad.

3. Tras completarse este periodo, se afnaden 2 ml de solucién lisante BD FACs

(concentrada 10x) y resuspendemos (con dilutor mecanico).

4. Incubacién durante unos 10 min a temperatura ambiente (22°2C) en

condiciones de absoluta oscuridad.

5. Centrifugacién a 1.500 r.p.m, durante unos 5 minutos a temperatura

ambiente (222C), con aceleracion y desaceleracion maxima.

6. Decantacion manual e individual de sobrenadante.

7. Se afiaden 2 ml de FACs Flow (PBS) y resuspendemos (con dilutor mecanico).

8. Centrifugacion a 1.500 r.p.m, durante unos 5 minutos a temperatura

ambiente (222C), con aceleracion y desaceleracién maxima.

9. Decantacion manual e individual de sobrenadante.

10. Se afaden 100ul de FACs Flow (PBS) y resuspendemos (con dilutor

mecanico).
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11. Se pasa la muestra por el citdémetro, en no mds de unos 10-20 minutos en

todos los casos.
3.3. 1. 2. 2. PROCEDIMIENTO 2 (FM).

1. Del tubo con anticoagulante EDTA se tomaron 50 pl de sangre total a los que

se agregaron los siguientes fluorocromos en las dosis que se expresan en la tabla 2.

2. Incubacién a 15 minutos a temperatura ambiente (222C) en condiciones de

absoluta oscuridad.

3. Tras completarse este periodo, se afiaden 2 ml de solucién lisante BD FACs

(concentrada 10x) y resuspendemos (con dilutor mecanico).

4. Incubacién durante unos 10 minutos a temperatura ambiente (222C) en

condiciones de absoluta oscuridad.

5. Centrifugacién a 1.500 r.p.m, durante unos 5 minutos a temperatura

ambiente (222C), con aceleracion y desaceleracién méaxima.
6. Decantacion manual e individual de sobrenadante.
7. Se afiaden 2 ml de FACs Flow (PBS) y resuspendemos (con dilutor mecanico).

8. Centrifugacion a 1.500 r.p.m, durante unos 5 minutos a temperatura

ambiente (222C), con aceleracion y desaceleracién méaxima.
9. Decantacién manual e individual de sobrenadante.

10. Se afiaden 100ul de formaldehido al 5% y resuspendemos (con dilutor

mecanico).

11. La muestra se pasa inmediatamente a un refrigerador a una temperatura de

unos 4°cC.

12. Tras 24h, se pasa la muestra por el citbmetro, en no mas de unos 10-20

minutos en todos los casos.
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3. 3.1.2. 3. PROCEDIMIENTO 3 (Lysis).

1. Del tubo con anticoagulante EDTA se tomaron 50 pl de sangre total a los que

se agregaron los siguientes fluorocromos en las dosis que se expresan en la tabla 2.

2. Incubacién a 15 minutos a temperatura ambiente (222C) en condiciones de

absoluta oscuridad.

3. Tras completarse este periodo, se afaden 2 ml de solucién lisante BD FACs

(concentrada 10x) y resuspendemos (con dilutor mecanico).

4. La muestra se pasa inmediatamente a un refrigerador a una temperatura de

unos 4°C.

5. Tras 24h, centrifugacion a 1.500 r.p.m, durante unos 5 minutos a

temperatura ambiente (222C), con aceleracién y desaceleracién maxima.

6. Decantacion manual e individual de sobrenadante.

7. Se afiaden 2 ml de FACs Flow (PBS) y resuspendemos (con dilutor mecdnico).

8. Centrifugacion a 1.500 r.p.m, durante unos 5 minutos a temperatura

ambiente (222C), con aceleracion y desaceleracién maxima.

9. Decantacidén manual e individual de sobrenadante.

10. Se afaden 100ul de FACs Flow (PBS) y resuspendemos (con dilutor

mecanico).

11. Se pasa la muestra por el citdmetro, en no mas de unos 10-20 minutos en

todos los casos.



Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla | 86
Alejandro Mufioz Jiménez

3. 3. 1. 2. 4. PROCEDIMIENTO 4 (SF24h).

La muestra se mantiene durante unas 24 horas, a temperatura ambiente y en

condiciones de absoluta oscuridad. Después se completa el siguiente procedimiento:

1. Del tubo con anticoagulante EDTA se tomaron 50 pl de sangre total a los que

se agregaron los siguientes fluorocromos en las dosis que se expresan en la tabla 2.

2. Incubacién a 15 minutos a temperatura ambiente (222C) en condiciones de

absoluta oscuridad.

3. Tras completarse este periodo, se afiaden 2 ml de solucién lisante BD FACs

(concentrada 10x) y resuspendemos (con dilutor mecanico).

4. Incubacién durante unos 10 minutos a temperatura ambiente (222C) en

condiciones de absoluta oscuridad.

5. Centrifugacién a 1.500 r.p.m, durante unos 5 minutos a temperatura

ambiente (222C), con aceleracion y desaceleracién méaxima.
6. Decantacion manual e individual de sobrenadante.
7. Se afiaden 2 ml de FACs Flow (PBS) y resuspendemos (con dilutor mecanico).

8. Centrifugacion a 1.500 r.p.m, durante unos 5 minutos a temperatura

ambiente (222C), con aceleracion y desaceleracién méaxima.
9. Decantacién manual e individual de sobrenadante.

10. Se afaden 100ul de FACs Flow (PBS) y resuspendemos (con dilutor

mecanico).

11. Se pasa la muestra por el citdmetro, en no mas de unos 10-20 minutos en

todos los casos.



Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla | 87
Alejandro Muiioz Jiménez

3.3. 1. 2. 5. DIAGRAMA ACLARATORIO.

PROCEDIMIENTO 4: stantenemos la FROCEDIMIENTO 1

muestra de sangre en el tubo de EOTA 1. Dl o £on anticoagidante EDTA s tomaron 50 4l de sangne total a los que 58 Agregaron los
durarte b v después de este perioda se siguientes Muarccromcs en Lis dosis gue se expresan en L tabla oo
caméenza desde of purto 1.

1. Incubsseitn & 15 minitos & temperstisa ambiente [2280) en conditianes de shialuts ssturidad

3, Tras completaris edte perioda, 2 afaden 2 mil de schucsan lizante B0 FACS [concentrada 10x) v

resuspeEn cemos (Con dlutor mecanico).
PROCEDIMIENTO 3: tras administrar &

. . "
lisamte BD EACS, dejamos ks muestra durante 4, Incubacicn durante unos 10 minutas a temperatura ambsente [222C) &0 condiciones g= absoluta

24h, en un refrigerador a 49C. Despuds se oscuridad.

reimicia ¢l procedimiento desde el paso 5 .
5. Centrifugacion a 1500 rpum, durante wnos 5 minutos & temperatura ambiernte (228C), con

aceleracsdn y desaceleracion maxima.
&, Decantacidn manual e individual de sobrenadare
7. 52 afaden 2 milde FACS Flow [PES) v resuspendemas (con dilutar mecdniza).

&, Cantrifugacién g 1.500 rpom, durante wnos 5 minutas a tem peratura ambiente (228C) con
acalarackdn y desacHEmacidn maxima,

9, Decantacion manual & individual de sobrenadarie.
10, Se phiaden 100w de FAC: Flow [PBS] v resuspendermes (con dilubor mecanice).

PROCEDIMIENTO Z:enel 11, %= pasa la muestra por el cllometro, & no mas de unos 10-20 minwtos en todos has casos,
purta 10, an lugar de afladir FACS
Flow, 58 afade Formaldehide 5% ¥
Uras st 38 pasa &l punio 11

3. 3. 1. 3. PROCESAMIENTO EN EL CITOMETRO.

Las muestras siempre fueron procesadas en el citdmetro por la misma persona
(D2 Elides Marin, Labs Manager, Rhematology, Allergy and Immunology Unit
laboratory; Strong Memorial Hospital of Rochester, New York, USA) segun los

procedimientos que se expresan a continuacién.

Todas las alicuotas de sangre fueron analizadas en un citémetro de flujo FACs

Canto ll, a 222Cy en condiciones de absoluta oscuridad.
3. 3. 1. 3. 1. CALIBRACION DEL EQUIPO.

Previo a la adquisicion de muestras en el citdmetro, cada dia el citdmetro fue
compensado en su voltaje utilizando para ello los distintos fluorocromos procesados,
no sobre la propia sangre sino utilizando SC Anti-mouse Compensation Standard®

segun el protocolo de preparacion que se presenta a continuacion:
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1. 100ul de FACs Buffer en un tubo.

2. Aladimos 1ul de cada uno de los fluorocromos utilizados (CD3, CD27, CD38,
CD19 e IgD) en tubos distintos y posteriormente, el resto de pasos se realiza sobre

cada uno de ellos.

3. Afladimos dos gotas de SC Anti-mouse Compensation Standard®.

4. Incubamos durante 15 minutos, en un refrigerador a 42C.

5. Anadimos 0,5ml de Facs Buffer.

6. Centrifugacién a 3.000rpm, durante 5 minutos a una temperatura de 2229C.

7. Se decanta el sobrenadante.

8. Afladimos 150ul de FACs Buffer.

Esta calibracion tiene como finalidad maximizar la resolucién y establecer el
ruido de fondo para descartarlo de los ensayos realizados, establecer un nivel base
(linea base) para la deteccion de fluorescencia, permitiendo la apropiada
discriminacion de poblaciones positivas y negativas con la menor interferencia y la

mejor reproducibilidad de los resultados.

Para establecer la linea de base el software determina la Intensidad media de
fluorescencia (MFI) y el coeficiente de variacidon robusto (CVr) para las diferentes
perlas en todos los detectores y posteriormente se emplean algoritmos para
determinar la MFl y el tamafio para diferenciar la sefial de cada tipo de perla (bright,
mid, dim). Es a partir de estos datos que el software es capaz de calcular el background
relativo (Br) y la eficiencia relativa de deteccién de fluorescencia (Qr), la desviacién
estdndar del ruido electrénico y la configuracidn para la mejor resolucién de

poblaciones en todos los detectores.

Una vez se establece la linea de base se debe realizar -y asi lo hicimos-
diariamente el control de funcionamiento con las mismas muestras de SC Anti-mouse
Compensation Standard, para estar alerta de posibles desviaciones del valor basal

establecido.
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3.3.1.3.2. CONTROL DE CALIDAD DE DETECTORES CON PERLAS MULTICOLOR.

Adicionalmente a la calibracién y el control diario es necesario realizar
procedimientos para comprobar la alineacidn de cada laser respecto a la celda de flujo.
Para esto se emplearon perlas multicolores Rainbow Beads (Sphero). Estas perlas son
particulas fluorescentes de didmetro determinado marcadas con una mezcla
fluorocromos que se excitan en un rango entre 365 y 650nm y que emiten
fluorescencia en un espectro compatible con casi cualquier fluorocromo que se pueda
emplear en inmunofenotipificacion. Durante este proceso de comprobacién de la
alineacidn las particulas deben generar un pulso con una maxima amplitud y el menor
valor para el ancho posible; posteriormente se genera un histograma que debe ser lo

mds alto y estrecho posible y con un CV menor a 5%.”8
3. 3. 1. 4. ANALISIS DE RESULTADOS.

Las muestras siempre fueron procesadas en el citdmetro por la misma persona
(Dr. André Ballesteros Tato, Research, Troy’s Laboratory; Strong Memorial Hospital of

Rochester, New York, USA).

El analisis de resultados se realizé con el uso del programa informatico llamado
FlowJo®, programa especialmente disefiado para el analisis de los datos obtenidos en

el citdmetro.

Ademas de manejar andlisis de datos immunophenotyping facilmente, FlowJo
también tiene plataformas especiales del andlisis de datos: Ciclo celular, cinética (flujo
del calcio), proliferacion (CFSE), comparacion estadistica de muestras, calibracién

(cuantificacién), y remuneracién.

Flowlo provee los graficos y las tablas de la publicacién. Puede disenar las
disposiciones graficas y tabulares, con el control total sobre las fuentes, los colores, y

los estilos de los graficos.

Una de las caracteristicas mas significativas de FlowJo es su capacidad de gran

alcance del analisis de la hornada. El copiado de cualquier analisis (puertas,
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estadisticas, plataformas) es tan facil como drag-and-drop: a otras muestras, o a los

experimentos enteros.

Finalmente, puede asegurarse de que todas las muestras tengan exactamente
el mismo analisis, o usted tiene la flexibilidad para tener modificaciones muestra-

especificas de ciertas puertas sin afectar a capacidades del analisis de la hornada.

En el ANEXO | y Il, se adjuntan los analisis de resultados de todos los

pacientes segun los distintos procesamientos de muestras.

3. 3. 2. VARIABLES CONSIDERADAS.

- Porcentaje, medias y medianas de subpoblaciones linfocitarias tipo B, segun

clasificacion de the Freiburg, Paris and EUROclass classifications.

e Double negatives (DN).
e Naive.
e Switched memory.

e Unswitched memory.

- Porcentaje, medias y medianas de subpoblaciones linfocitarias tipo B, segun

clasificacion Bm mature.

e Bmil.
e Bm2.

e Bm2’ (pre GC).

e Bm 3vy4.
e lateBm5.
e EarlyBmb5.

- Intensidad de fluorescencia de los distintos fluorocromos en cada una de las

subpoblaciones linfocitarias tipo B.

e (D19
e IgDen DN.
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e IgD en Naive.

e IgD en Switched Memory.

e IgD en Unswitched Memory.
e (D27 en DN.

e (D27 en Naive.

e (D27 en Switched Memory.
e (D27 en Unswitched Memory.
e (D38 enBml.

e (D38 en Bm2.

e (D38 enBm2’ (PG).

e (D38 en Bm3y4.

e (D38 en EarlyBmb5.

e (D38 en LateBmS5.

e IgDenBml.

e IgDenBm2.

e IgDenBm2’ (PG).

e IgDen Bm3y4.

e IgD en EarlyBm5.

e gD en LateBmb5.

- Diferencias existentes en las medias y medianas de las subpoblaciones linfocitarias

tipo B, cuando se comparan los distintos procedimientos de muestra (SF24h, Lysis y FM)

respecto al procedimento considerado como Gold Standard (SF).

e CD19.SF_FM

e (CD19.SF_LYSIS
e (CD19.SF_SF24H
e Naive.SF_FM

e Naive. SF_LYSIS
e Naive. SF_SF24H
e DN.SF_FM

e DN. SF_LYSIS
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e DN. SF_SF24H

e UnswitchedMemory. SF_FM

e UnswitchedMemory. SF_ LYSIS
e UnswitchedMemory. SF_ SF24H
e SwitchedMemoryPB. SF_FM

e SwitchedMemoryPB. SF_ LYSIS
e SwitchedMemoryPB. SF_ SF24H
e Bmil.SF_FM

e Bml.SF_LYSIS

e Bml. SF_SF24H

e Bm2.SF_FM

e Bm2.SF_LYSIS

e Bm2. SF_SF24H

e Bm3y4.SF_FM

e Bm3y4. SF_LYSIS

e Bm3y4. SF_SF24H

e PreGC.SF_FM

e PreGC. SF_LYSIS

e PreGC. SF_SF24H

e LateBm5.SF_FM

e LateBmb5. SF_LYSIS

e LateBmb5. SF_SF24H

e FEarlyBm5. SF_FM

e EarlyBm5. SF_LYSIS

e EarlyBm5. SF_SF24H

- Diferencias existentes en las medias y medianas de las intensidades de fluorescencia

de los distintos fluorocromos utilizados para el estudio de subpoblaciones linfocitarias

tipo B, cuando se comparan los distintos procedimientos de muestra (SF24, Lysis y FM)

respecto al procedimento considerado como Gold Standard (SF).

e CD19.SF_FM



CD19. SF_LYSIS

CD19. SF_SF24H

IgD.DN. SF_FM

IgD.DN. SF_LYSIS

IgD.DN. SF_SF24H
IgD.Naive. SF_FM
IgD.Naive. SF_LYSIS
IgD.Naive. SF_SF24H
IgD.Unswitched. SF_FM
IgD.Unswitched. SF_LYSIS
IgD.Unswitched. SF_SF24H
IgD.Switched. SF_FM
IgD.Switched. SF_LYSIS
IgD.Switched. SF_SF24H
CD27.DN. SF_FM
CD27.DN. SF_LYSIS
CD27.DN. SF_SF24H
CD27.Naive. SF_FM
CD27.Naive. SF_LYSIS
CD27.Naive. SF_SF24H
CD27.Unswitched. SF_FM
CD27.Unswitched. SF_LYSIS

CD27.Unswitched. SF_SF24H

CD27.Switched. SF_FM
CD27.Switched. SF_LYSIS
CD27.Switched. SF_SF24H
CD38.BM1. SF_FM
CD38.BM1. SF_LYSIS
CD38.BM1. SF_SF24H
CD38.BM2. SF_FM
CD38.BM2. SF_LYSIS
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CD38.BM2. SF_SF24H
CD38.BM2P. SF_FM
CD38.BM2P.SF_LYSIS
CD38.BM2P.SF_SF24H
CD38.BM3y4.SF_FM
CD38.BM3y4.SF_LYSIS
CD38.BM3y4.SF_SF24H
CD38.EarlyBM5.SF_FM
CD38.EarlyBM5.SF_LYSIS

CD38.EarlyBM5.SF_SF24H

CD38.LateBMS5.SF_FM
CD38.LateBMS5.SF_LYSIS
CD38.LateBMS5.SF_SF24H
IlgD.BM1.SF_FM
IlgD.BM1.SF_LYSIS
IlgDBM1.SF_SF24H
IgD.BM2.SF_FM
IlgD.BM2.SF_LYSIS
IlgD.BM2.SF_SF24H
IlgD.BM2P.SF_FM
IgD.BM2P.SF_LYSIS
IgD.BM2P.SF_SF24H
lgD.BM3y4.SF_FM
lgD.BM3y4.SF_LYSIS
lgD.BM3y4.SF_SF24H
IgD.EarlyBM5.SF_FM
IgD.EarlyBMS5.SF_LYSIS
IgD.EarlyBM5.SF_SF24H
lgD.LateBM5.SF_FM
IgD.LateBM5.SF_LYSIS
IgD.LateBM5.SF_SF24H
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3. 4. METODOLOGIA ESTADISTICA.

3. 4. 1. TAMANO MUESTRAL.

El objetivo principal de este estudio es la estimacién del coeficiente a de
Cronbach y el coeficiente de correlacidn intraclase (CClI) como medidas de fiabilidad
entre dos mediciones globales realizadas a muestras de sangre de 11 diferentes
subpoblaciones con dos técnicas de cuatro cada vez [SF (gol estandar siempre)/ OTRA
TECNICA]. Para el célculo del nimero minimo de muestras necesarias para este
estudio, asumimos valores esperados de ambos coeficientes obtenidos de una
experiencia previa, un nivel de confianza del 95%, una precision o amplitud del
intervalo de 0,05 (o 0,01), la realizacion de dos mediciones por muestra de sangre y un
modelo de dos factores de efectos mixtos. Con toda esta informacién se necesita un

minimo de 50 muestras de sangre.

Estos cdlculos se determinaron a partir de las férmulas de Bonett
(Psychometrika 2000; 65: 23-28 y Statist. Med. 2002; 21:1331-1335) y con ayuda de

hojas de calculo Excel.
3. 4. 2. ANALISIS ESTADISTICO.

En primer lugar se realizé una depuracidn estadistica de los datos con métodos
numeéricos y graficos. Las variables cuantitativas se resumieron con medias vy
desviaciones tipicas o con medianas y percentiles p25 y p75 en caso de distribuciones
asimétricas, y las variables cualitativas con porcentajes. Para analizar las propiedades
de las dos técnicas de medicién y las relaciones entre sus elementos, se obtuvo el
indice Alfa de Cronbach, medida global de replicabilidad o consistencia interna de las
dos técnicas en su conjunto. Asimismo, para estudiar la concordancia entre las
mediciones SF y OTRA TECNICA, se calculd el coeficiente de correlacién intraclase y un
intervalo al 95% de confianza para el mismo, ademas de contrastarse la hipdtesis de
que dicho coeficiente fuera nulo en la poblacién. Finalmente, para mostrar la
concordancia entre las mediciones de las técnicas SF y OTRA TECNICA se realizaron

graficos Bland Altman, método grafico de comparacidon de dos técnicas cuantitativas
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que revela la relacion existente entre la diferencia de las dos medidas y la magnitud
promedio de las mismas, ademds de buscar cualquier tendencia sistemadtica e
identificar posibles outliers. Si las diferencias detectadas en el intervalo ({media
1,96*SD) no son clinicamente importantes entonces los dos métodos son

intercambiables.
El analisis de los datos se realizé con el programa IBM SPSS 19.0 para Windows.

3. 4. 3. CONCORDANCIA. COEFICIENTE DE CORRELACION INTRACLASE Y METODO DE
BLAND Y ALTMAN.

Las técnicas de andlisis de la concordancia dependen del tipo de variable a
estudiar. El indice estadistico mads utilizado, para el caso de variables cualitativas, es el
coeficiente kappa.” Si las variables son cuantitativas, se utiliza habitualmente el
coeficiente de correlacion intraclase.” El concepto bdsico subyacente del coeficiente de
correlacién intraclase fue introducido originalmente por Fisher como una formulacién
especial de la r de Pearson, basdndose en un modelo de andlisis de la varianza.! Las
dificultades para interpretar desde el punto de vista clinico los valores de este
coeficiente y otras desventajas metodoldgicas han hecho que algunos autores
propongan métodos alternativos para estudiar la concordancia de este tipo de

. , 79 , s 0 .
variables. Asi, Bland y Altman (1995)"” proponen un método grafico y muy sencillo,
basado en el analisis de las diferencias individuales, que permite determinar los limites
de concordancia vy visualizar de forma grafica las discrepancias observadas.

Recientemente, otros métodos de andlisis de concordancia han sido propuestos.3

Para el caso de variables cuantitativas, es frecuente que el analisis de Ia
concordancia se aborde mediante técnicas estadisticas inapropiadas. Con frecuencia
ha sido utilizado el calculo del coeficiente de correlacion de lineal (r) de Pearson como
indice de concordancia. Sin embargo, ésta no resulta una medida adecuada del grado
de acuerdo entre dos mediciones, ya que si dos instrumentos miden sistematicamente
cantidades diferentes uno del otro, la correlacién puede ser perfecta (r=1), a pesar de
que la concordancia sea nula. No se debe olvidar que el coeficiente de correlacion de

Pearson no proporciona informacion sobre el acuerdo observado, y solamente mide la
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asociacion lineal entre dos variables.” Asi mismo, al calcularse a partir de los pares
ordenados de mediciones, si varia el orden también cambia el valor del coeficiente,’
mientras que un cambio en las escalas de medida no afecta a la correlacion pero si
afecta a la concordancia. A su vez, debemos mencionar que la idea de que si el
coeficiente de correlacion entre dos medidas es significativamente diferente de cero la
fiabilidad es buena, es incorrecto. El coeficiente de correlacién lineal puede ser muy
pequeiio y resultar significativo si el tamafio muestral es suficientemente grande. Por
ultimo, tampoco la comparacidon de medias mediante un test t de Student con datos

apareados es una técnica adecuada para este tipo de analisis.

Desde el punto de vista matematico, el indice mas apropiado para cuantificar la
concordancia entre diferentes mediciones de una variable numérica es el llamado
coeficiente de correlacion intraclase (CCl).”* Dicho coeficiente estima el promedio de
las correlaciones entre todas las posibles ordenaciones de los pares de observaciones
disponibles y, por lo tanto, evita el problema de la dependencia del orden del
coeficiente de correlacion. Asi mismo, extiende su uso al caso en el que se disponga de
mas de dos observaciones por sujeto. Por todo ello, ha sido el método que hemos
utilizado para el estudio de correlacidn entre los distintos procesamientos de muestra
—sangre periférica- de cara a su uso en la citometria de flujo para el estudio de

subpoblaciones linfocitarias tipo B.

Sin embargo, una de las principales limitaciones del CCl es la dificultad de su
calculo, ya que debe ser estimado de distintas formas dependiendo del disefio del
estudio.®? La forma de célculo més habitual se basa en un modelo de anlisis de la
varianza (ANOVA) con medidas repetidas. La idea es que la variabilidad total de las
mediciones se puede descomponer en dos componentes: la variabilidad debida a las
diferencias entre los distintos sujetos y la debida a las diferencias entre las medidas
para cada sujeto. Esta ultima, a su vez, depende de la variabilidad entre observaciones
y una variabilidad residual o aleatoria asociada al error que conlleva toda medicion. El
CCl se define entonces como la proporcion de la variabilidad total que se debe a la

variabilidad de los sujetos.
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En la actualidad el valor del CCl puede obtenerse de modo directo con algunos
programas informaticos como el SPSS. Otra forma sencilla de obtener el valor del CCI

es a partir de una tabla ANOVA para medidas repetidas.

Como toda proporcidn, los valores del CCl pueden oscilar entre 0 y 1, de modo
gue la maxima concordancia posible corresponde a un valor de CCl=1. En este caso,
toda la variabilidad observada se explicaria por las diferencias entre sujetos y no por
las diferencias entre los métodos de medicion o los diferentes observadores. Por otro
lado, el valor CCI=0 se obtiene cuando la concordancia observada es igual a la que se
esperaria que ocurriera solo por azar. A la hora de interpretar los valores del CCl, toda
clasificacién es subjetiva, si bien resulta util disponer de una clasificacién como la que

proponen otros autores (Tabla 3).

=0.90 Muy buena
0,71-0.20 Buena
0,51-0.70 Moderada
0,31-0.50 MMediocre

=0,30 Mala o nula

Tabla 3: valoraciéon de la concordancia segun los valores del Coeficiente de Correlacion
Intraclase (CCl).

Hasta ahora, se ha presentado la forma mas habitual de cdlculo del CCI. Para su
calculo en otras situaciones, asi como para la obtencidn de intervalos de confianza,

puede recurrirse a referencias mas especializadas.®

A pesar de ser la medida de concordancia mas adecuada par el caso de
variables numeéricas, el CCl presenta ciertas limitaciones. Junto a la dificultad inherente
a su calculo, el hecho de que se trate de una prueba paramétrica limita su uso al caso
en el que se verifiquen las hipdtesis necesarias. A saber: variables distribuidas seguln
una normal, igualdad de varianzas e independencia entre los errores de cada
observador. Asi mismo, el valor del CCl depende en gran medida de la variabilidad de

los valores observados: cuanto mas homogénea sea la muestra estudiada, mas bajo

98
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tendera a ser el valor del CCl. Pero quizds lo que mds ha limitado la difusidn del uso del
CCl en la literatura médica es la carencia de interpretacidn clinica, que ha propiciado la
aparicion de otros métodos de analisis, mucho mads intuitivo y facilmente
interpretables, como es el caso del analisis de las diferencias individuales: método de

Bland y Altman.

Un sencillo procedimiento grafico para evaluar la concordancia entre dos
sistemas de medida es el propuesto por Bland y Altman.”” Proponen un método
sencillo a partir del andlisis de las diferencias individuales que proporciona informacién
complementaria al coeficiente de correlacién intraclase. La diferencia de los resultados
entre ambos métodos se representa en el eje de ordenadas y, su promedio, en el de
abscisas. Lo ideal seria representar las diferencias observadas en relaciéon con el
verdadero valor de la variable de interés, lo que puede hacerse cuando uno de los
métodos puede considerarse como el estandar de referencia (se estaria en una
situacion de evaluacién de la validez de una prueba o medida). Sin embargo, cuando se
evalla la concordancia, se asume que ninguno de los métodos puede considerarse de
referencia y se utiliza la media de ambos métodos como la mejor estimacion
disponible, asi con el analisis de las diferencias frente a esta estimacién puede decirse

gue se evalua la repetibilidad.

Si la concordancia fuera perfecta, los puntos se situarian exactamente sobre la
linea correspondiente a la diferencia igual a 0. Este grafico también permite observar si
la magnitud de las diferencias entre los métodos en el eje Y es similar para todos los
valores de la variable (representados por los promedios de ambas mediciones en el eje
X), o si las diferencias entre los métodos son mayores a medida que aumenta el valor

de la variable.

Si las diferencias no varian segun los valores de la variable, pueden analizarse
las diferencias individuales: su media aritmética estima el sesgo relativo (diferencia
sistematica entre ambos métodos) y su desviacion estandar, el error aleatorio. Los
limites del intervalo de dos desviaciones estandar alrededor de la media de las
diferencias pueden considerarse como los limites de concordancia entre ambas

mediciones, ya que este intervalo incluye el 95% de las diferencias observadas.
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El método de Bland y Altman se centra en la valoracidon de la magnitud de la
diferencia, ya que permite determinar los limites de concordancia observados. Estos
valores deben compararse con los limites de concordancia establecidos previamente al
inicio del estudio, que dependerdn de la utilidad que se quiera dar a la medida. Este
método considera la concordancia mds como un concepto clinico que como uno
estadistico. De esta forma, la determinacidon de la magnitud de las diferencias y su
visualizacién grafica facilitan su interpretacién clinica y hacen que este método sea

muy atractivo para los profesionales sanitarios.

3.4.4. COEFICIENTE DE CONFIANZA INTERNA O ALFA DE CRONBACH.

Se trata de un indice de consistencia interna que toma valores entre 0 y 1y que
sirve para comprobar si el instrumento que se estd evaluando recopila informacién
defectuosa y por tanto nos llevaria a conclusiones equivocadas o si se trata de un

instrumento fiable que hace mediciones estables y consistentes.

Alfa es por tanto un coeficiente de correlacidon al cuadrado que, a grandes
rasgos, mide la homogeneidad de los items promediando todas las correlaciones entre

todos los items para ver que, efectivamente, se parecen.

Su interpretacion sera que, cuanto mas se acerque el indice al extremo 1, mejor

es la fiabilidad, considerando una fiabilidad respetable a partir de 0,80.

La confiabilidad de una medicién o de un instrumento, segln el propdsito de la
primera y ciertas caracteristicas del segundo, puede tomar varias formas o expresiones
al ser medida o estimada: coeficientes de precision, estabilidad, equivalencia,
homogeneidad o consistencia interna, pero el denominador comun es que todos son

basicamente expresados como diversos coeficientes de correlacion.

La descripcidn resultante de los items o reactivos es resumida con el término
homogeneidad, la cual es el grado en que una prueba o instrumento mide un solo
factor, es decir, el grado en que los reactivos en una escala son unifactoriales. Mas
precisamente, el coeficiente de consistencia interna dependera directamente de las

correlaciones entre los items o reactivos, esto es, del grado en que los items midan la
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misma variable. Mientras mas homogéneos sean los items, mayor sera el valor de la
consistencia interna para un nimero dado de items. &

Mientras que el conocimiento del grado de validez de un instrumento permite
usar significativamente los datos obtenidos con él, el conocimiento de su confiabilidad
permite usar los datos correctamente.®’ Desde esta perspectiva practica, muchas
previsiones deben tomarse al momento de estimar e interpretar un coeficiente de
consistencia interna. En este espacio nos ocuparemos de sélo dos de ellas.
Primeramente, es oportuno destacar, y ya algo se ha dejado ver al respecto, que de

II'

manera “natural” el coeficiente de consistencia interna alfa de Cronbach expresa el
grado en que los items miden la misma variable: homogeneidad. De tal manera que su
utilidad original se orienta a calcular la confiabilidad de un instrumento cuyos items o
reactivos conformen un uUnico dominio, esto es, una variable o rasgo Unico. De esta
manera, si su instrumento consta de o mide varias variables, es decir, tiene
implicitamente subinstrumentos o subpruebas individuales, la recomendacién es
disponer de medidas de confiabilidad para cada subprueba. Mas especificamente, los
resultados del estudio deben reportar tantos alfa como subpruebas y variables o
rasgos se tengan. El usuario de los resultados compuestos o combinados de un

instrumento heterogéneo, debe ejecutar siempre verificaciones para ver si se dan

estimaciones de confiabilidad para cada subprueba.81

En segundo lugar, se requiere comentar respecto a cémo interpretar un valor
especifico de alfa, esto es, cual es el nivel satisfactorio de fiabilidad. Como regla

e e, . . 1
general, las confiabilidades no deben ser inferiores a 0.80.
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4. RESULTADOS.

4. 1. ANALISIS DESCRIPTIVO.

4.1.1. ESTUDIO DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS TIPO B.

En nuestra serie de 50 pacientes, 25 (25%) eran hombres y 25 (25%) pacientes

eran mujeres. De ellos, el 95% eran de raza caucdsica y 5% negra.

Tabla 4: se expresan la media, desviacion tipica, valores maximo y minimo, mediana y los percentiles 25 y 75% de cada una
de las supoblaciones linfocitarias tipo B estudiadas (CD19, Naive, DN, Unswitched Memory, Switched Memory, Bm1, Bm2,

Bm3y 4, PreGC, late Bm5 y early Bm5) segln cada uno de los 4 procesamientos de muestras utilizados en nuestro estudio.

o N Percentiles(*)
Supoblacién Linf./

Procedimiento empleado Validos  Perdidos Media Desv. tip. Minimo  Maximo 25 Mediana 75

Naive_SF 50 0 70,4680 8,06174 52,90 84,10 62,7250 73,7000 76,2250
Naive_FM 49 1 70,0000 9,97597 49,60 84,30 61,1000 74,9000 77,8500
Naive_Lysis 50 0 71,2000 8,45777 51,20 82,70 65,6250 74,2000 77,4500
Naive_SF24h 50 0 75,0700 9,86284 56,80 89,90 66,3500 75,9000 84,8500

UnswitchedMemory_SF 50 0 9,6474 5,32935 2,40 21,30 5,0200 10,0500 13,3750

UnswitchedMemory_FM 49 1 10,4280 6,95470 2,42 27,40 4,6050 9,7300 11,5000
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UnswitchedMemory_Lysis 50 0 10,4214 6,00892 2,66 24,30 55800 9,5200 14,3000

UnswitchedMemory_SF24h 50 0 7,6118 5,11955 151 17,50 2,6550 6,6700 13,5250

Bml_SF 50 0 6,9810 6,66850 ,52 29,70 3,3075 5,1000 9,0150
Bml_FM 46 4 6,9580 6,79995 2,18 31,00 3,1225  4,3250 8,4775
Bm1_Lysis 47 3 7,0511 6,06869 1,85 30,10 3,4900 5,5800  7,9400
Bm1l_SF24h 46 4 7,9509 7,41965 2,04 34,00 4,1025 53900  9,4225

Bm3y4_SF 50 0 ,5654 ,52387 ,00 2,77 ,2328 ,4380 ,7683
Bm3y4_FM 46 4 ,4838 ,40394 ,00 2,06 ,2628 ,3485 ,5965
Bm3y4_Lysis 47 3 ,5014 ,31577 ,00 1,27 ,3110 ,3920 ,7030
Bm3y4_SF24h 46 4 ,2434 ,29096 ,00 1,59 ,0579 ,1660 ,3380

LateBm5_SF 50 0 2,9516 1,84443 ,83 7,90 1,4550 2,5000  3,9100
LateBm5_FM 46 4 3,8141 1,79190 ,66 6,65 2,1950 3,6300  5,6550
LateBm5_Lysis 47 3 3,3452  1,46630 ,89 6,37 1,9100 3,4900  4,6300

LateBm5_SF24h 46 4 2,9965 1,54420 ,83 5,87 1,6175 2,8700  4,1775
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*Distribucidn simétrica.

**Procedimiento 1: SF; Procedimiento 2: FM; Procedimiento 3: Lysis; Procedimiento 4: SF24h.

Tabla 5: se expresan las diferencias encontradas en el recuento de subpoblaciones de linfocitos B (CD19, Naive, DN,
Unswitched Memory, Switched Memory, Bm1, Bm2, Bm3 y 4, PreGC, late Bm5 y early Bm5) cuando se comparan los

procesamientos de la muestra FM, Lysis y SF24h con el procesamiento “gold standard” (SF).

N Percentiles(*)

Vélidos  Perdidos Media Desv. tip. Minimo  Maximo 25 Mediana 75

Naive.SF_FM 49 1 3796 4,61537 -14,80 9,80 -2,1500 ,3000  3,4500
Naive.SF_LYSIS 50 0 -, 7320 3,53798 -9,00 570 -3,1250 ,1500  1,5250
Naive.SF_SF24H 50 0 -4,6020 8,21411 -24,10 18,50 -10,6500 -3,8500 -,2750

UnswitchedMemory.SF_FM 49 1 9000 256757  -9,30 2,18 -1,6950 -0500  ,8950
UnswitchedMemory.SF_ 50 0 - 7740 1,95282  -6,00 302 -19550 -4250  ,6000
LYSIS
UnswitchedMemory.SF_ 50 0 20356 315783  -9,83 790 9500 26750 35475
SF24H
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Bm1.SF_FM 46 4 ,2568  1,74708 -2,63 7,38 -1,1000 ,1250  1,4775
Bm1.SF_LYSIS 47 3 ,1566  1,71160 -5,07 4,00 -1,1100 ,0300  1,6000
Bm1.SF_SF24H 46 4 -,6139  1,38989 -5,50 1,65 -1,2625 -, 7150 ,3150

Bm3y4.SF_FM 46 4 ,1027 48472 -1,09 1,24 -,1885 ,0565 ,3692
Bm3y4.SF_LYSIS 47 3 ,0933 ,45811 -, 70 1,67 -,2700 ,0460 ,3520
Bm3y4.SF_SF24H 46 4 ,3584 ,41357 -,39 1,84 ,0657 ,3380 ,5782

LateBm5.SF_FM 46 4 -,8893 2,18474 -5,72 4,33 -1,9075 -,6350 ,5975
LateBm5.SF_LYSIS 47 3 -,3956 2,06076 -5,08 294  -1,9800 ,1400  1,0200
LateBm5.SF_SF24H 46 4 -,0042 1,77014 -4,95 3,10 -,3925 ,1850  1,0250

*Distribucidn asimétrica.
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Tabla 6: se expresan las medias de las distintas subpoblaciones linfocitarias tipo B (CD19, Naive, DN, Unswitched Memory,
Switched Memory, Bm1, Bm2, Bm3 y 4, PreGC, late Bm5 y early Bm5) cuando se combinan el procesamiento “gold standard”

con un segundo procesamiento (FM, Lysis o SF24h).

N Percentiles(*)

Vélidos  Perdidos Media Desv. tip. Minimo  Maximo 25 Mediana 75

Medias.NaiveSF.FM 50 0 70,2820 8,73231 51,25 79,95 63,3625 73,8500 77,2750
Medias.NaiveSF.Lysis 50 0 70,8340 8,07053 54,05 82,40 64,8625 73,6250 77,2875
Medias.NaiveSF.SF24H 50 0 72,7690  8,01659 56,90 82,85 65,8375 76,3000 79,4125

Medias.UnswitchedMemory 50 0 10,0884 6,04401 2,48 24,35 4,7088  9,7125 12,9875
SF.FM

Medias.UnswitchedMemory 50 0 10,0344 5,59474 2,72 22,65 5,2325  9,4825 12,9750
SF.Lysis

Medias.UnswitchedMemory 50 0 8,6296 4,98125 1,96 19,05 3,9513  8,0675 12,4500
SF.SF24h

Medias.Bm1SF.FM 50 0 6,8629 6,56679 1,66 30,25 3,4400 4,5925  7,8688

Medias.Bm1SF.Lysis 50 0 6,9074 6,26187 1,66 29,80 3,4325 4,9300 8,7838

Medias.Bm1SF.SF24h 50 0 7,2634 6,93263 1,26 31,40 3,4550 5,0250  9,5500
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Medias.Bm3y4SF.FM 50 0 ,5181 ,40671 ,00 2,17 ,3139 ,4163 ,5654
Medias.Bm3y4SF.Lysis 50 0 ,5215 ,37397 ,00 1,94 ,3076 4423 ,6631
Medias.Bm3y4SF.SF24h 50 0 ,4006 ,36831 ,00 1,85 ,2076 ,3153 4472

Medias.LateBm5SF.FM 50 0 3,3607 1,44547 91 6,69 2,1938  3,3450  4,0338
Medias.LateBm5SF.Lysis 50 0 3,1375 1,31104 1,03 6,71 2,2413  2,8325  3,8375
Medias.LateBm5SF.SF24h 50 0 2,9535 1,45633 ,98 6,89 16788 2,8050  3,7300

*Distribucion asimétrica.

4. 1. 2. ESTUDIO DE INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DE LOS DISTINTOS
FLUOROCROMOS EN CADA UNA DE LAS SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS TIPO B.

Tabla 7: se expresan la intensidad de fluorescencia del fluorocromo CD19 en cada uno de los procesamientos de muestras
utilizados (SF, FM, Lysis y SF24h). La mediana de CD19 en el procesamiento SF es de 2530.

N Percentiles(*)
Vélidos Perdidos Media Desv. tip. Minimo Maximo 25 Mediana 75
CD19SF 50 0 2451,580 310,80377 1842,0 2896,00 2383,000 2530,000 2667,500
CD19FM a7 3 3041,170 972,73899 1783,0 4704,00 2558,000 2678,000 4074,000

CD19Lysis 47 3 3088,531 1016,7890 1810,0 4749,00 2526,000 2702,000 4138,000
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CD19SF24h 46 4 2533,434 701,24662 1641,0 3645,00 2129,500 2242,000 3298,750

*Distribucién asimétrica.

Tabla 8: se expresan la intensidad de fluorescencia del fluorocromo IgD en cada una de las subpoblaciones linfocitarias en las
gue este fluorocromo interviene para su detecciéon (DN, Naive, Unswitched memory y Switched memory) clasificados segun

cada uno de los procesamientos de muestras utilizados (SF, FM, Lysis y SF24h).

N Percentiles(*)

Vélidos  Perdidos Media Desv. tip. Minimo Maximo 25 Mediana 75

IgD.DN.SF 50 0 67,8660 14,93221 33,10 98,20 56,4500 68,6500 79,5000
IgD.DN.FM 46 4 63,8348 17,33517 31,50 113,00 50,4250 65,0000 74,8000
IgD.DN.Lysis 47 3 80,8170  31,28324 38,60 175,00 57,1000 76,2000 94,5000
IgD.DN.SF24h 46 4 70,6891 15,18990 40,50 107,00 55,8250 70,8000 83,7500

IgD.Unswitched.SF 50 0 4968,580 4102,9932 524,00 14950,0 2204,750 3259,500 7673,500
IgD.Unswitched.FM 46 4 5253,347 4550,6468 543,00 17683,0 775,2500 3704,500 7275,750
IgD.Unswitched.Lysis 47 3 5398,510 4644,4014 455,00 16291,0 823,0000 3673,000 7530,000

IgD.Unswitched.SF24h 46 4 4319,891 3088,7080 423,00 10597,0 2137,250 3821,000 7070,000
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*Distribucion asimétrica.

Tabla 9: se expresan la intensidad de fluorescencia del flurocromo CD27 en cada una de las subpoblaciones linfocitarias en
las que este fluorocromo interviene para su deteccion (DN, Naive, Unswitched memory y Switched memory) clasificados segin

cada uno de los procesamientos de muestras utilizados (SF, FM, Lysis y SF24h).

N Percentiles(*)

Vélidos  Perdidos Media Desv. tip. Minimo Maximo 25 Mediana 75

CD27.Naive.SF 50 0 116,9120 57,37549 4590 258,00 64,5000 100,5000 176,2500
CD27.Naive.FM 46 4 103,8367  76,22611 3,98 284,00 30,4750 89,8500 163,7500
CD27.Naive.Lysis 47 3 81,3140  45,72517 8,79 181,00 26,9000 90,5000 113,0000
CD27.Naive.SF24h 46 4 35,2893  22,40118 1,10 87,90 18,0250 32,2500 52,1250

CD27.Switched.SF 50 0 4023,400 739,52169 1831,0 5592,00 3483,500 4165,500 4528,750
CD27.Switched.FM 46 4 3968,652 734,92495 2464,0 5209,00 3720,000 3999,500 4489,750
CD27.Switched.Lysis 47 3 4210,085 636,51069 2581,0 5278,00 3863,000 4284,000 4561,000
CD27.Switched.SF24h 46 4 3267,934 716,01606 2162,0 5317,00 2708,750 3234,000 3725,500

*Distribucion asimétrica.
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Tabla 10: se expresan las diferencias encontradas en la intensidad de fluorescencia del fluorocromo CD19 cuando se

comparan los procesamientos de la muestra FM, Lysis y SF24h con el procesamiento “gold standard” (SF).

N Percentiles(*)
validos Perdidos Media Desuv. tip. Minimo  Maximo 25 Mediana 75
CD19.SF_FM 47 3 -567,5106 770,04861 -1937,00 408,0 -1530,00 -131,0000 -47,0000
CD19.SF_LYSIS 47 3 -614,8723 812,60014 -1935,00 105,0 -1613,00 -111,0000 -14,0000
CD19.SF_SF24H 46 4  -46,5217 547,61011 -1095,00 5150 -437,750 231,5000 343,7500

*Distribucién asimétrica.

Tabla 11: se expresan las diferencias encontradas en la intensidad de fluorescencia del fluorocromo IgD cuando se comparan
los procesamientos de la muestra FM, Lysis y SF24h con el procesamiento “gold standard” (SF), clasificados segun las

subpoblaciones linfocitarias (DN, Naive, Unswitched memory y Switched memory).

N Percentiles(*)

Vélidos  Perdidos Media Desv. tip. Minimo Maximo 25 Mediana 75

IgD.Naive.SF_FM 46 4 54,1304 2552,7762 -3219,0 15176,0 -655,750 -150,0000 403,0000
IgD.Naive.SF_LYSIS 47 3 -304,5106 1042,9591 -3266,0 2133,00 -999,000 -155,0000 94,0000
IgD.Naive.SF_SF24H 46 4 3223,000 3505,4431 -1304,0 128350 483,2500 2051,500 5596,250

IgD.Switched.SF_FM 46 4 1,2130 10,78764  -27,80 24,60 -4,0250 ,9000 5,7750
IgD.Switched.SF_LYSIS 47 3 -5,5085 18,59184  -55,50 39,40 -13,6000 -1,3000 4,4000
IgD.Switched.SF_SF24H 46 4 2,1783 14,69025 -27,80 38,70 -6,6500 ,1000 10,1250

*Distribucion asimétrica.
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Tabla 12: se expresan las diferencias encontradas en la intensidad de fluorescencia del fluorocromo CD27 cuando se
comparan los procesamientos de la muestra FM, Lysis y SF24h con el procesamiento “gold standard” (SF), clasificados segun

las subpoblaciones linfocitarias (DN, Naive, Unswitched memory y Switched memory).

N Percentiles(*)

Vélidos Perdidos Media Desv. tip. Minimo Maximo 25 Mediana 75

CD27.Naive.SF_FM 46 4 12,9807 57,36604 -127,00 138,60 -9,5000 17,5500 42,9250
CD27.Naive.SF_LYSIS 47 3 36,6774  32,96081 -15,90 144,00 18,0000 31,5000 49,8000
CD27.Naive.SF_SF24H 46 4 84,2672  48,93413 29,20 208,40 44,4900 65,1000 130,5000

CD27.Switched.SF_FM 46 4 148,3478 623,02621 -1357,0 1590,00 -291,000 240,0000 524,5000
CD27.Switched.SF_LYSIS 47 3 -92,1064 523,46165 -1321,0 1052,00 -385,000 -98,0000 266,0000
CD27.Switched.SF_SF24H 46 4 840,0435 665,62435 -865,00 2883,00 563,2500 775,0000 1174,250

*Distribucién asimétrica.

Tabla 13: se expresan las diferencias encontradas en la intensidad de fluorescencia del fluorocromo CD38 cuando se
comparan los procesamientos de la muestra FM, Lysis y SF24h con el procesamiento “gold standard” (SF), clasificados segun

las subpoblaciones linfocitarias (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBmb5).

N Percentiles(*)

Validos Perdidos Media Desv.tip. Minimo Ma&ximo 25 Mediana 75
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CD38BM2_SF 49 1 2456,714 477,77605 1771,00 3429,00 2118,500 2334,000 2753,500
CD38BM2_FM 46 4 2571,695 467,30228 1774,00 3381,00 2144,500 2454,500 3081,250
CD38BM2_Lysis 47 3 2626,000 483,20227 1826,00 3475,00 2157,000 2628,000 3074,000
CD38BM2_SF24h 46 4 2457,956 458,11473 1762,00 3287,00 2053,500 2388,500 2877,750

CD38BM3y4_SF 49 1 28245,08 16781,985 11628,0 747950 17389,50 22266,00 30522,50
CD38BM3y4_FM 46 4 22190,82 13401,746 6689,00 67782,0 15397,25 18960,00 23963,25
CD38BM3y4_Lysis 46 4 24785,60 16364,547 7626,00 765550 1541850 18877,50 26192,50
CD38BM3y4_SF24h 45 5 17288,84 6755,0093 6875,00 31021,0 12279,00 14798,00 22670,50

CD38LateBM5_SF 49 1 161,5265  37,37726 79,80 281,00 138,0000 149,0000 183,0000
CD38LateBM5_FM 46 4 178,2609  43,13155 108,00 302,00 145,0000 176,0000 199,7500
CD38LateBM5_Lysis 47 3 177,5830  36,97837 76,00 255,00 152,0000 175,0000 211,0000
CD38LateBM5_SF24h 46 4 179,0652  34,31644 118,00 252,00 150,7500 172,0000 208,0000

*Distribucion asimétrica.
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Tabla 14: se expresan las diferencias encontradas en la intensidad de fluorescencia del fluorocromo IgD cuando se comparan
los procesamientos de la muestra FM, Lysis y SF24h con el procesamiento “gold standard” (SF), clasificados segun las

subpoblaciones linfocitarias (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBmb5).

N Percentiles(*)

Validos Perdidos Media Desv. tip. Minimo Maximo 25 Mediana 75

IgDBM2_SF 49 1 14519,53 11538,139 1974,00 38138,0 3463,000 10782,00 22342,00
IgDBM2_FM 46 4 14442,60 11319,857 2143,00 39850,0 2307,250 10925,50 21728,75
IgDBM2_Lysis 47 3 14565,12 11196,452 1986,00 38818,0 2464,000 10863,00 21780,00
IgDBM2_SF24h 46 4 12160,58 9465,1902 1934,00 32516,0 5848,500 10345,00 13711,50

IlgDBM3y4_SF 49 1 166,9939 134,17870 22,10 514,00 88,7000 106,0000 176,0000
IgDBM3y4_FM 46 4 190,2087 198,33748 14,80 998,00 65,8250 101,5000 216,2500
IgDBM3y4_Lysis 46 4 221,2567 187,06140 391 697,00 103,7500 153,0000 304,2500
IgDBM3y4_SF24h 45 5 257,2267 217,16948 15,70 880,00 93,6000 148,0000 445,0000

IgDLateBM5_SF 49 1 103,7061  35,92814 22,20 239,00 82,0000 96,1000 119,0000

IgDLateBM5_FM 46 4 101,4413  28,69049 60,40 176,00 79,2250 103,0000 119,5000
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IgDLateBM5_Lysis 47 3 111,2957  29,08119 47,30 162,00 92,2000 114,0000 134,0000

IgDLateBM5_SF24h 46 4 111,4478  28,21790 61,00 182,00 91,2000 106,0000 134,2500

*Distribucion asimétrica.

Tabla 15: se expresan las diferencias encontradas en la intensidad de fluorescencia del fluorocromo CD38 cuando se
comparan los procesamientos de la muestra FM, Lysis y SF24h con el procesamiento “gold standard” (SF), clasificados segtn

las subpoblaciones linfocitarias (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBm5).

N Percentiles(*)

Vélidos Perdidos Media Desv. tip. Minimo Maximo 25 Mediana 75

CD38BM2.SF_FM 45 5 -113,6000 215,36559 -542,00 449,00 -234,5000 -46,0000 12,5000
CD38BM2.SF_LYSIS 46 4 -173,4130 197,66386 -615,00 82,00 -333,7500 -131,0000 -16,0000
CD38BM2.SF_SF24H 45 5 -23,5556 186,31102 -482,00 263,00 -158,0000 30,0000 111,5000

CD38BM3y4.SF_FM 45 5 6618,866 16852,197 -23565,0 64940,0 -3286,000 2683,000 11227,00
CD38BM3y4.SF_LYSIS 45 5 3711,222 15223,516 -16978,0 63426,0 -3282,500 892,0000 5784,000
CD38BM3y4.SF_SF24H 44 6 12151,95 16394,800 -11538,0 58615,0 2761,500 6698500 14607,00

CD38LateBM5.SF_FM 45 5 -20,9156  53,56154 -146,00 104,00 -54,5000 -10,0000 9,5000

CD38LateBM5.SF_LYSIS 46 4  -20,2087  42,29295 -156,20 72,00 -43,2500 -17,5000 6,4000

CD38LateBM5.SF_SF24H 45 5 -21,6489 37,64128 -94,00 67,00 -52,5000 -22,0000 2,5000
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*Distribucién asimétrica.

Tabla 16: se expresan las diferencias encontradas en la intensidad de fluorescencia del fluorocromo IgD cuando se comparan
los procesamientos de la muestra FM, Lysis y SF24h con el procesamiento “gold standard” (SF), clasificados segun las

subpoblaciones linfocitarias (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBmb5).

N Percentiles(*)

Vélidos Perdidos Media Desv. tip. Minimo Maximo 25 Mediana 75

IgDBM2.SF_FM 45 5 31,4000 1342,3693 -2880,00 2625,00 -584,0000 150,0000 1026,500
IgDBM2.SF_LYSIS 46 4 61,5870 1136,1799 -2433,00 2982,00 -553,0000 -44,5000 888,0000
IlgDBM2.SF_SF24H 45 5 2721,888 3182,2848 -1104,00 11170,0 225,0000 1397,000 5288,500

IgDBM3y4.SF_FM 45 5 -21,7711 162,66543 -975,90 128,70 -50,0500 7,0000 41,0000
IgDBM3y4.SF_LYSIS 45 5 -53,4358 139,99664 -650,90 91,60 -68,4500 -40,0000 14,1500
IgDBM3y4.SF_SF24H 44 6 -78,9318 156,68488 -668,00 95,40 -113,1500 -46,7000 8,6000

IgDLateBM5.SF_FM 45 5 1,7800 25,43778 -81,70 66,00 -10,9000 2,0000 17,6500
IgDLateBM5.SF_LYSIS 46 4 -9,1739 28,67113 -63,70 55,00 -29,3500 -8,0000 12,0000
IgDLateBM5.SF_SF24H 45 5 -10,0422 27,41574 -70,60 98,00 -27,8500 -15,0000 4,0500

*Distribucion asimétrica.
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4.2. ESTADISTICA INFERENCIAL.

4.2.1. ESTUDIO DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS TIPO B.

Tabla 17: se observan los valores de Alfa de Cronbach y el coeficiente de
correlacién intraclase (con su nivel de significacion afiadido), de cada una
de las subpoblaciones linfocitarias estudiadas (DN, Naive, Unswitched
memory, Switched memory, Bm1, Bm2, Bm3y4, PreGC, LateBm5 vy
EarlyBm5) cuando se comparan los distintos procesamientos de muestras
(FM, Lysis y SF24h) con el procesamiento designado como “gold
standard” (SF).

Alfa de Coeficiente de
Cronbach Correlacion Intraclase Sig.

DN.SF_FM 0,851 0,838 0,00
DN.SF_LYSIS 0,84 0,832 0,00
DN.SF_SF24H 0,726 0,729 0,00

SwitchedMemoryPB.SF_FM 0,882 0,881 0,00
SwitchedMemoryPB.SF_LYSIS 0,958 0,956 0,00
SwitchedMemoryPB.SF_SF24H 0,655 0,618 0,00

Bm2.SF_FM 0,842 0,834 0,00
Bm2.SF_LYSIS 0,874 0,867 0,00
Bm2.SF_SF24H

PreGC.SF_FM 0,925 0,881 0,00
PreGC.SF_LYSIS 0,906 0,86 0,00
PreGC.SF_SF24H

EarlyBm5.SF_FM 0,91 0,909 0,00
EarlyBm5.SF_LYSIS 0,937 0,933 0,00
EarlyBm5.SF_SF24H 0,706 0,701 0,00
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Tabla 18: se observan resaltados en negrilla y desplazado hacia
la izquierda de la celda, los valores del coeficiente de
correlaciéon intraclase mas alto para cada una de las
subpoblaciones linfocitarias (DN, Naive, Unswitched memory,
Switched memory, Bml, Bm2, Bm3y4, PreGC, LateBm5 vy
EarlyBm5) agrupados segln el procesamiento de muestra
utilizado..

Coeficiente de
Correlacion intraclase Sig.

DN.SF_FM 0,838 0,00
DN.SF_LYSIS 0,832 0,00
DN.SF_SF24H

SwitchedMemoryPB.SF_FM 0,881 0,00
SwitchedMemoryPB.SF_LYSIS 0,956 0,00
SwitchedMemoryPB.SF_SF24H 0,618 0,00

Bm2.SF_FM 0,834 0,00
Bm2.SF_LYSIS 0,867 0,00
Bm2.SF_SF24H 0,815 0,00

PreGC.SF_FM 0,881 0,00
PreGC.SF_LYSIS 0,86 0,00
PreGC.SF_SF24H 0,932 0,00

EarlyBm5.SF_FM 0,909 0,00

EarlyBm5.SF_LYSIS 0,933 0,00
EarlyBm5.SF_SF24H 0,701 0,00
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Grafico 1: En el eje de ordenadas se representa el coeficiente de correlacion. En el eje
de abscisas se representan las distintas subpoblaciones linfocitarias tipo B (Naive, DN,
Unswichted memory y Switched memory) cuando se comparan los procedimientos en
estudio (FM, Lysis y SF24h) con la prueba “gold standard” (Sangre Fresca representada

con las siglas SF).

NTUNTSTN

NTUNTSTS

(ele{elelelelolele]
ORNWRARUIOINOOR

Grafico 2: En el eje de ordenadas se representa el coeficiente de correlacidn. En el eje
de abscisas se representan las distintas subpoblaciones linfocitarias tipo B (Bm1, Bm2,
Bm3y4, PreGC, LateBMS5 y EarlyBMS5) cuando se comparan los procedimientos en

estudio (FM, Lysis y SF24h) con la prueba “gold standard” (Sangre Fresca representada

con la sigla SF).
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Tabla 19: se observa el coeficiente de correlacion intraclase,
ordenado de mayor a menor, incluyendo las subpoblaciones
linfocitarias (Clasificacién EuroClass y Bmature). De este modo,
se ha resaltado con fondo gris, aquellos estudios que han
alcanzado un resultado >0,9 lo cual indica una correlacion
MUY BUENA. Por otro lado, en verde, se han resultado los
resultados que han obtenido una correlacion BUENA
(coeficiente de correlacién intraclase comprendido entre 0,71-
0,90).

Coeficiente de
Correlacion intraclase Sig.

EarlyBm5.SF_SF24H 0,701 0,00
Naive.SF_SF24H 0,685 0,00
LateBm5.SF_SF24H 0,651 0,00
Bm3y4.SF_FM 0,633 0,00
SwitchedMemoryPB.SF_SF24H 0,618 0,00
Bm3y4.SF_LYSIS 0,608 0,001
Bm3y4.SF_SF24H 0,567 0,00
LateBm5.SF_FM 0,435 0,018

LateBm5.SF_LYSIS 0,413 0,00
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Tabla 20: se observan los valores de Alfa de Cronbach y el coeficiente de
correlacién intraclase (con su nivel de significacion afiadido), de las
subpoblaciones linfocitarias tipo B segun la Clasificacion EuroClass, la
Clasificacién Bmature y sumando los resultados de ambas clasificaciones
(EuroClass + Bmature), cuando se comparan los distintos procesamientos
de muestras (FM, Lysis y SF24h) con el procesamiento designado como
“gold standard” (SF).

Alfa de Coeficiente de
Cronbach Correlacion Intraclase Sig.

Clasif. Bmature.SF_FM 0,997 0,997 0
Clasif. Bmature.SF_Lysis 0,998 0,998 0
Clasif. Bmature.SF_SF24h 0,996 0,996 0
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4.2.2. ESTUDIO DE INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DE LOS DISTINTOS
FLUOROCROMOS EN CADA UNA DE LAS SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS TIPO B.

Tabla 21: se observan los valores de Alfa de Cronbach, matriz de
correlacién interelementos y el coeficiente de correlacidn intraclase (con
su nivel de significacion afiadido), de las intensidades de los fluorocromos
CD19, IgD y CD27 en cada una de las subpoblaciones linfocitarias
estudiadas (DN, Naive, Unswitched memory y Switched memory) cuando
se comparan los distintos procesamientos de muestras (FM, Lysis y
SF24h) con el procesamiento desighado como “gold standard” (SF).

Alfa de Coeficiente de

Cronbach Correlacioén Intraclase Sig.
CD19.SF_FM 0,601 0,498 0,001
CD19.SF_LYSIS 0,586 0,477 0,002
CD19.SF_SF24H 0,651 0,654 0
IgD.DN.SF_FM 0,08 0,079 0
IgD.DN.SF_LYSIS 0,09 0,081 0,375
IgD.DN.SF_SF24H 0,451 0,449 0,024
IgD.Naive.SF_FM 0,99 0,99 0
IgD.Naive.SF_LYSIS 0,998 0,998 0
IgD.Naive.SF_SF24H 0,976 0,958 0
IgD.Unswitched.SF_FM 0,982 0,982 0
IgD.Unswitched.SF_LYSIS 0,989 0,988 0
IgD.Unswitched.SF_SF24H 0,96 0,948 0
IgD.Switched.SF_FM 0,811 0,813 0
IgD.Switched.SF_LYSIS 0,604 0,589 0,001
IgD.Switched.SF_SF24H 0,535 0,535 0,006
CD27.DN.SF_FM 0,175 0,176 0,261
CD27.DN.SF_LYSIS 0,005 0,005 0,494
CD27.DN.SF_SF24H 0,651 0,645 0
CD27.Naive.SF_FM 0,785 0,78 0
CD27.Naive.SF_LYSIS 0,892 0,789 0
CD27.Naive.SF_SF24H 0,565 0,248 0,003
CD27.Unswitched.SF_FM 0,897 0,898 0
CD27.Unswitched.SF_LYSIS 0,903 0,889 0
CD27.Unswitched.SF_SF24H 0,93 0,832 0
CD27.Switched.SF_FM 0,745 0,739 0
CD27.Switched.SF_Lysis 0,797 0,796 0
CD27.Switched.SF_SF24H 0,685 0,458 0
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Tabla 22: se observa resaltado en negrilla y desplazado hacia
la izquierda de la celda, el valor del coeficiente de correlacién
intraclase mas alto para cada uno de los fluorocromos
estudiados (CD 19, IgD y CD27) distribuidos segun las
subpoblaciones linfocitarias (DN, Naive, Unswitched memory y
Switched memory) agrupados segun el procesamiento de
muestra utilizado.

Coeficiente de
Correlacion intraclase Sig.

IgD.DN.SF_FM 0,079 0,00
IlgD.DN.SF_LYSIS 0,081 0,375
IgD.DN.SF_SF24H

lgD.Unswitched.SF_FM 0,982 0,00
IlgD.Unswitched.SF_LYSIS 0,988 0,00
IgD.Unswitched.SF_SF24H

CD27.DN.SF_FM 0,176 0,261
CD27.DN.SF_LYSIS 0,005 0,494
CD27.DN.SF_SF24H

CD27.Unswitched.SF_FM 0,898 0,00
CD27.Unswitched.SF_LYSIS 0,889 0,00
CD27.Unswitched.SF_SF24H 0,832 0,00
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Grafico 3: en el eje de ordenadas se representa el coeficiente de correlacion. En el eje
de abscisas se representan la intensidad de fluorescencia del fluorocromo IgD en las
distintas subpoblaciones linfocitarias tipo B (Naive, DN, Unswichted memory vy
Switched memory) cuando se comparan los procedimientos en estudio (FM, Lysis y

SF24h) con la prueba “gold standard” (Sangre Fresca representada con las siglas SF).

Grafico 4: en el eje de ordenadas se representa el coeficiente de correlacidn. En el eje
de abscisas se representan la intensidad de fluorescencia del fluorocromo CD27 en las
distintas subpoblaciones linfocitarias tipo B (Naive, DN, Unswichted memory vy
Switched memory) cuando se comparan los procedimientos en estudio (FM, Lysis y

SF24h) con la prueba “gold standard” (Sangre Fresca representada con las siglas SF).
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Tabla 23: se observa el coeficiente de correlacidn intraclase
(ordenado de mayor a menor en) el estudio de la intensidad
de fluorescencia de CD19, IgD y CD27; fluorocromos utilizados
para la identificacion de las 4 subpoblaciones (Naive, DN,
Swichted memory y Unswichted memory). De este modo, se
ha resaltado con fondo gris, aquellos estudios que han
alcanzado un resultado >0,9 lo cual indica una correlacion
MUY BUENA. Por otro lado, en verde, se han resaltado los
estudios que han obtenido una correlacion BUENA (coeficiente
de correlacién intraclase comprendido entre 0,71-0,90).

Coeficiente de
Correlacion intraclase Sig.

CD27.Naive.SF_FM 0,654 0
CD27.Switched.SF_FM 0,645 0
CD19.SF_SF24H 0,589 0
CD27.DN.SF_SF24H 0,535 0
IgD.Switched.SF_LYSIS 0,498 0,001
IgD.Switched.SF_SF24H 0,477 0,006
CD27.Switched.SF_SF24H 0,458 0
IgD.DN.SF_SF24H 0,449 0,024
CD27.Naive.SF_SF24H 0,248 0,003
CD27.DN.SF_FM 0,176 0,261
IgD.DN.SF_LYSIS 0,081 0,375
IgD.DN.SF_FM 0,079 0

CD27.DN.SF_LYSIS 0,005 0,494
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Tabla 24: se observan los valores de Alfa de Cronbach, matriz de
correlaciéon interelementos y el coeficiente de correlacidn intraclase (con
su nivel de significaciéon afiadido), de la intensidades del fluorocromo
CD38 en cada una de las subpoblaciones linfocitarias estudiadas (Bm1,
Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBm5) cuando se comparan los
distintos procesamientos de muestras (FM, Lysis y SF24h) con el
procesamiento designado como “gold standard” (SF).

Alfa de Coeficiente de
Cronbach Correlacion intraclase Sig.

CD38.BM2.SF_FM 0,947 0,935 0
CD38.BM2.SF_LYSIS 0,957 0,927 0
CD38.BM2.SF_SF24H 0,959 0,959 0

CD38.BM3y4.SF_FM 0,582 0,552 0,002
CD38.BM3y4.SF_LYSIS 0,744 0,737 0
CD38.BM3y4.SF_24H

CD38.LateBM5.SF_FM 0,09 0,081 0,377
CD38.LateBM5.SF_LYSIS 0,436 0,39 0,029
CD38.LateBM5.SF_24H 0,555 0,488 0,004
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Tabla 25: se observa, resaltado en negrilla y desplazado hacia la
izquierda de la celda, el valor del coeficiente de correlacién
intraclase mas alto para la intensidad del fluorocromo CD38,
distribuidos segun las subpoblaciones linfocitarias (Bm1, Bm2,
Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBmb5) agrupados segun el
procesamiento de muestra utilizado.

Coeficiente de
Correlacién intraclase Sig.

CD38.BM2.SF_FM 0,935 0
CD38.BM2.SF_LYSIS 0,927
CD38.BM2.SF_SF24H

CD38.BM3y4.SF_FM 0,552 0,002
CD38.BM3y4.SF_LYSIS 0,737 0
CD38.BM3y4.SF_24H

CD38.LateBM5.SF_FM 0,081 0,377

CD38.LateBM5.SF_LYSIS 0,39 0,029
CD38.LateBM5.SF_24H 0,488 0,004
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Grafico 5: En el eje de ordenadas se representa el coeficiente de correlacion. En el eje
de abscisas se representan la intensidad de fluorescencia del fluorocromo CD38 en las
distintas subpoblaciones linfocitarias tipo B (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 vy
LateBm5) cuando se comparan los procedimientos en estudio (FM, Lysis y SF24h) con

la prueba “gold standard” (Sangre Fresca representada con las siglas SF).
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Tabla 26: se observa el coeficiente de correlacién intraclase,
ordenado de mayor a menor, en el estudio de la intensidad de
fluorescencia de CD38, en las 6 subpoblaciones linfocitarias que
la definen (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBm5 Bm1,
Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBm5). De este modo, se ha
resaltado con fondo gris, aquellos estudios que han alcanzado
un resultado >0,9 lo cual indica una correlacién MUY BUENA.
Por otro lado, en verde, se han resaltado los estudios que han
obtenido una correlacion BUENA (coeficiente de correlaciéon
intraclase comprendido entre 0,71-0,90).

Coeficiente de
Correlacion intraclase Sig.

CD38.BM3y4.SF_LYSIS 0,673 0
CD38.BM2P.SF_LYSIS 0,559 0
CD38.BM3y4.SF_FM 0,552 0,002
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CD38.BM1.SF_LYSIS 0,541 0,005
CD38.BM1.SF_SF24H 0,521 0,007
CD38.BM2P.SF_FM 0,511 0,01
CD38.LateBM5.SF_24H 0,488 0,004
CD38.BM2P.SF_24H 0,485 0,007
CD38.LateBM5.SF_LYSIS 0,39 0,029
CD38.BM3y4.SF_24H 0,278 0,067
CD38.LateBM5.SF_FM 0,081 0,377

Tabla 27: se observan los valores de Alfa de Cronbach, matriz de
correlacién interelementos y el coeficiente de correlacién intraclase
(con su nivel de significacion afiadido), de la intensidad del
fluorocromo IgD en cada una de las subpoblaciones linfocitarias
estudiadas (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBm5) cuando
se comparan los distintos procesamientos de muestras (FM, Lysis y
SF24h) con el procesamiento designado como “gold standard” (SF).

Alfa de Coeficiente de
cronbach Correlacion intraclase  Sig.

IgD.BM2.SF_FM 0,997 0,997 0
IgD.BM2.SF_LYSIS 0,998 0,998
IgD.BM2.SF_SF24H

IgD.BM3y4.SF_FM 0,712 0,713 0
IgD.BM3y4.SF_LYSIS 0,783 0,763
IgD.BM3y4.SF_24H

IlgD.LateBM5.SF_FM 0,752 0,755 0

lgD.LateBM5.SF_LYSIS 0,668 0,651
IgD.LateBM5.SF_24H 0,69 0,667 0
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Tabla 28: se observa, resaltado en negrilla y desplazado
hacia la izquierda de la celda, el valor del coeficiente de
correlaciéon intraclase mas alto para la intensidad del
fluorocromo IgD, distribuidos segun las subpoblaciones
linfocitarias (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 vy
LateBm5) agrupados seglin el procesamiento de
muestra utilizado.

Coeficiente de
Correlacion intraclase Sig.

IgD.BM2.SF_FM 0,997
IgD.BM2.SF_LYSIS 0,998
IgD.BM2.SF_SF24H

IgD.BM3y4.SF_FM 0,713
IgD.BM3y4.SF_LYSIS 0,763
IgD.BM3y4.SF_24H

IgD.LateBM5.SF_FM 0,755

lgD.LateBM5.SF_LYSIS 0,651
IgD.LateBM5.SF_24H 0,667
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Grafico 6: En el eje de ordenadas se representa el coeficiente de correlacion. En el eje
de abscisas se representan la intensidad de fluorescencia del fluorocromo IgD en las
distintas subpoblaciones linfocitarias tipo B (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 vy
LateBm5) cuando se comparan los procedimientos en estudio (FM, Lysis y SF24h) con

la prueba “gold standard” (Sangre Fresca representada con las siglas SF).
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Tabla 29: se observa el coeficiente de correlacién
intraclase, ordenado de mayor a menor, en el estudio
de la intensidad de fluorescencia de IgD, en las 6
subpoblaciones linfocitarias que la definen (Bm1, Bm2,
Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBm5 Bm1, Bm2, Bm2p,
Bm3y4, EarlyBm5 y LateBm5). De este modo, se ha
resaltado con fondo gris, aquellos estudios que han
alcanzado un resultado >0,9 lo cual indica una
correlacion MUY BUENA. Por otro lado, en verde, se
han resaltado los estudios que han obtenido una
correlacion BUENA (coeficiente de correlacién
intraclase comprendido entre 0,71-0,90).

Coeficiente de
Correlacion intraclase Sig.
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IgD.LateBMS5.SF_FM 0,683 0
IgD.LateBM5.SF_LYSIS 0,667 0
_lgD.LateBM5.SF_24H 0,651

Tabla 30: se observan los valores de Alfa de Cronbach y el coeficiente
de correlacién intraclase (con su nivel de significacién afiadido), de la
intensidad de fluorescencia de los fluorocromos IgD, CD27 y ambos
unidos (IgD/CD27), para la determinaciéon de las subpoblaciones
linfocitarias tipo B segun la Clasificacién EuroClass, cuando se
comparan los distintos procesamientos de muestras (FM, Lysis y
SF24h) con el procesamiento designado como “gold standard” (SF).

Alfa de Coeficiente de
Cronbach Correlacion intraclase Sig.

CD27.Euroclass.SF_FM 0,989 0,989 0
CD27.Euroclass.SF_Lysis 0,992 0,991
CD27.Euroclass.SF_24h 0,997 0,967
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Tabla 31: se observan los valores de Alfa de Cronbach y el coeficiente
de correlacién intraclase (con su nivel de significacién afiadido), de la
intensidad de fluorescencia de los fluorocromos IgD, CD38 y ambos
unidos (IgD/CD38), para la determinacién de las subpoblaciones
linfocitarias tipo B segun la Clasificacién Bmature, cuando se comparan
los distintos procesamientos de muestras (FM, Lysis y SF24h) con el
procesamiento designado como “gold standard” (SF).

Alfa de coeficiente de
Cronbach Correlacion intraclase Sig.

IlgD.Bmature.SF_FM 0,995 0,995
IgD.Bmature.SF_Lysis 0,996 0,996
IlgD.Bmature.SF_24h
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5. DISCUSION.

5.1. IDEAS PRELIMINARES EN LA DISCUSION.

La medicidn es un proceso inherente tanto a la practica como a la investigacién
clinica. Mientras que algunas variables son relativamente sencillas de medir (como el
peso o la tensién arterial) otras comportan cierto grado de subjetividad que hace
especialmente dificil su medicién, como la intensidad del dolor o el concepto de
calidad de vida. En cualquier caso, el proceso de medicidén conlleva siempre algun
grado de error. Existen factores asociados a los individuos, al observador o al
instrumento de medida que pueden influir en la variacién de las mediciones.*” En la
medida de la temperatura corporal, por ejemplo, pueden aparecer errores en el
registro debidos tanto al estado del paciente, como a defectos en el termdémetro
utilizado o a la objetividad del observador. La medicion es un proceso inherente tanto a
la prdactica como a la investigacion clinica. En el caso de la citometria de flujo, son
muchos los factores que pueden intervenir en el desarrollo de algun tipo de error,
debido fundamentalmente a que se trata de una técnica compleja sujeta a numerosos
pasos, todos ellos con varias o multiples posibilidades. Es una técnica con fuertes
aplicaciones en los laboratorios de investigacion, pero con algunas dificultades

actuales para su aplicacién en la practica clinica habitual.

Los procesamientos de muestra utilizados (en sangre periférica) pueden variar
segin la experiencia y los protocolos de los distintos grupos, debido
fundamentalmente a los tiempos y sustancias/fluorocromos empleadas. Asi pues, en
este estudio se ha contemplado 4 procesamientos de muestras que no han sido
elegidos al azar, sino que han sido los recomendados por el grupo de investigacion del
Dr. Ignacio Sanz de la Unidad de Reumatologia, Inmunologia y Alergia del Strong
Memorial Hospital (Rochester, N.Y), actualmente perteneciente al grupo de
Inmunologia de la Universidad de Emory. De entre estos 4 procedimientos, el primero
de ellos (denominado como SF) ha sido considerado como el método Gold Standard,
dado que esta sujeto a escasas modificaciones. En este caso las posibilidades de alterar

las propiedades citométricas de la muestra sanguinea son minimas; la sangre es
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inmediatamente procesada para su valoracion en el citdmetro de flujo, tras escasos
minutos después de su extraccidn. Los otros tres procedimientos que han sido
estudiados (SF24h, FM vy Lysis) no son mas que variaciones realizadas sobre el método
anterior, ajustadas a las posibles complicaciones que de la practica clinica habitual
pueden originarse. Estos 3 procesamientos intentan, por tanto, demorar
temporalmente el estudio de estas muestras, para de este modo estar mas adaptadas

a la préctica clinica habitual .®?

No en pocos casos, los resultados obtenidos por citometria no han sido
validados, debido a que los protocolos utilizados han provocado, de algin modo,
variaciones en los resultados finales. En general, La particulas o células deben ser
analizadas inmediatamente después del marcaje inmunofenotipico o deben ser fijadas.
La fijacidon se realiza durante un tiempo minimo de 1 h en presencia de
paraformaldehido. No obstante, es importante tener en cuenta que la distribucion de
los pardmetros de dispersion frontal (FS) y ortogonal (SC) de la luz cambia durante el
proceso de fijacion, ya que el proceso de entrecruzamiento de proteinas provoca
cambios en la forma y granularidad de las células. Otra cosa, es considerar que la
superficie celular se vea modificada. En este estudio, los fluorocromos utilizados son
de superficie celular, por lo cual no existen datos que hagan pensar que la fijacién
provoque cambios en este sentido.®? Incluso, técnicas como la congelacién han sido
validadas para conseguir muestras sanguineas estables, que puedan ser estudiadas

incluso dias mas tardes. %

No obstante, este procedimiento es muy discutido en la
actualidad, dado que existen estudios que aseguran alteraciones en la superficie de la

membrana celular, y por ende, alteraciones en los marcadores de superficie. %

En la mayoria de los estudios realizados hasta el momento se ha utilizado un
paraformaldehido del 1%*®*, mientras que en este estudio el porcentaje de
paraformaldehido ha sido del 5%. Sue Chow et al.®> desarrollé un estudio muy
interesante, en el que compard la influencia de dos concentraciones de
paraformaldehido (2% vs 4%) en la expresion de marcadores de superficie leucocitaria.
Se observd que los datos de expresion de estos marcadores y la intensidad de

autofluorescencia de los fluorocromos, era mayor con el uso de paraformaldehido al
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4%. La posibilidad de realizar estudios para establecer qué diferencias ocasionan las
diferentes concentraciones de este fijador, puede motivar la ejecucién de otros
estudios en un futuro, entendiendo que la horquilla porcentual en estas

concentraciones oscila en la mayoria de los estudio entre el 1-5%.

En general, se recomienda que las muestras destinadas a su estudio citométrico
deberian de ser transportadas y procesadas de forma inmediata después de la

flebotomia.® &

Una de las mas cuestiones mas extendidas es cuanto tiempo puede
permanecer una muestra hasta ser procesada en el citometro. En este sentido la
literatura es limitada con escasa publicaciones y escasa referencias en las guias. Entre
24-36h (a temperatura ambiente) no parece existir cambios significativos en la
antigenicidad. Estudios comprendidos entre las 48-72h, sdlo son estables si se afiaden
medios celulares tales como RPMI-1640 o la solucién de McCoy’s y almacenadas a

4°C.¥” Mas alld de 72h, la antigenicidad de la muestra se veria muy mermada y no

resulta muy recomendable.

La temperatura también parece tener gran importancia de cara a la
conservaciéon de las muestras. Se recomienda que la temperatura de la habitacion esté
comprendida entre los 16°-28°C. Concretamente los 16°C es la temperatura més
adecuada para el mantenimiento de estas muestras. 2 No existen datos concluyentes
sobre la dicotomia entre el almacenaje de la muestra a temperatura ambiente vs en
frigorifico a 2°-8°C. #°° En ningln caso las temperaturas >37°C y la refrigeracién por

debajo de los 2°C han sido aceptadas para el almacenamiento de las muestras.?’

Son tantas las variables que se suman al proceso de preparacidon de estas
muestras, que incluso el uso de EDTA (anticoagulante) ha sido motivo de estudio en

otras publicaciones.gg'90

En general su uso estd fuertemente extendido vy
recomendado.?’ Sélo algunas excepciones se deben tener en cuenta. Si la muestra va a
demorarse mas de 24h su estudio en el citdmetro, parece que el EDTA se relaciona con
algunas alteraciones en la expresion de determinados antigenos (Ej: CD11b en la

superficie de los neutréfilos)®*°

y fomenta la agregacién plaquetaria, con lo cual no se
aconseja su uso para el estudio de megacariocitos.89 Por el contrario, no existen datos

que informen que el tubo de EDTA origine alguna alteracién citoldgica de cara al
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estudio de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica, de ahi el uso en los

distintos procesamientos de muestras de este estudio.

Asi pues, bien es conocido que, si los inicios de la citometria de flujo estuvieron
en clara asociacién con la investigacion biomédica,” en la actualidad es una técnica
cada vez mas empleada en la practica clinica habitual, sobre todo, en los campos de la

9293 Esto ha provocado, que frente a la

hematologia y enfermedades infecciosas.
rigidez de actuacidon al que estdn sometidos los ensayos clinicos y el resto de
situaciones relacionadas con la investigacién biomédica, la inclusidn de la citometria de
flujo en la practica clinica habitual ha originado que estos protocolos estén sujetos a la
variabilidad situacional del dia a dia en el ejercicio esta prdctica. Con todo esto, han
sido muchos los grupos de investigacion que se han dedicado a protocolizar de una
forma mas real los procesamientos de estas muestras y el estudio de subpoblaciones

linfocitarias en el citémetro.>*%°

Cualquier estudio clinico debe garantizar la calidad de sus mediciones, no sélo
porque condicionara en gran medida la validez de sus conclusiones, sino por la
importancia de las decisiones clinicas que se apoyen en esa investigacion.’® La calidad

de una medida depende tanto de su validez como de su fiabilidad.*®’

Mientras que la
validez expresa el grado en el que realmente se mide el fendmeno de interés, la
fiabilidad indica hasta qué punto se obtienen los mismos valores al efectuar la
mediciéon en mas de una ocasion, bajo condiciones similares. El que una medida sea
muy precisa no implica, sin embargo, que sea necesariamente valida. Asi, si se realizan
dos medidas consecutivas de la presién arterial de un paciente con un

esfigmomandémetro mal calibrado los valores obtenidos seguramente seran parecidos,

aunque totalmente inexactos.

En los estudios que tratan de evaluar la validez de una medida se comparan sus
resultados con los obtenidos mediante una prueba de referencia (gold standard) que
se sabe vilida y fiable para la medicién del fenémeno de interés.*® En nuestro estudio,
el procedimiento numero 1 expresado como SF ha sido elegido como “gold standard”.
Es este procesamiento el que ocasiona menos alteraciones en la superficie celular vy,

por ende, el que aporta mejores resultados para el estudio citométrico. No se debe
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olvidar, que los fluorocromos que se han utilizados son moléculas cuyo receptor se
halla en la superficie de la membrana celular, con lo cual la viabilidad e integridad de la
misma es necesaria para que la interacciéon receptor/fluorocromo sea el mas

adecuado.®®*

Cualquier situacién ambiental, cronoldgica o material que altere esta
estructura provocaria alteraciones en la determinacion citométrica. Por otra parte,
para la definicion de otras subpoblaciones son necesarios otros fluorocromos cuyo
objetivo molecular no estd en la superficie celular y si en el interior de la misma
(citoplasma, superficie nuclear, nucleo,...) siendo necesarios otros procesamientos

distintos a los aqui reflejados. ***°

Cuando el objetivo se centra en la fiabilidad de una medicién, se repite el
proceso de medida para evaluar la concordancia entre las distintas mediciones. En un

estudio de la fiabilidad pueden valorarse los siguientes aspectos:

1. Repetibilidad: indica hasta qué punto un instrumento proporciona resultados
similares cuando se aplica a una misma persona en mds de una ocasion, pero en

idénticas condiciones.

2. Concordancia intraobservador: tiene por objetivo evaluar el grado de

consistencia al efectuar la medicion de un observador consigo mismo.

3. Concordancia interobservador: se refiere a la consistencia entre dos

observadores distintos cuando evalian una misma medida en un mismo individuo.

4. Concordancia entre métodos de medicion: cuando existen diferentes
métodos de medida para un mismo fendmeno, es interesante estudiar hasta qué

punto los resultados obtenidos con ambos instrumentos son equivalentes.

La concordancia entre métodos es de sumo interés en la practica clinica

. 9,16,100,101
habitual.”™> ™

La concordancia entre mediciones puede alterarse no sdélo por la
variabilidad de los observadores, sino por la variabilidad del instrumento de medida,
por el propio proceso a medir si se realiza en momentos y/o métodos diferentes. Por

todo ello, son necesarios estudios como este que intenten estudiar el grado de
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concordancia entre distintos métodos destinados a la evaluacién de la subpoblaciones

linfocitarias tipo B por citometria de flujo.
5.2. EN CUANTO A LAS SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS.

No han sido pocos los estudios multicéntricos, en los que a pesar de
estandarizar la técnica y los protocolos entre los distintos centros, los resultados
reportados han sido muy diferentes. La temperatura, la luminosidad, el tiempo de

almacenamiento,... han estado detras de estas modificaciones.

La citometria de flujo, es una técnica con una consagrada implantacion en el
mundo de la investigacién biomédica y cada vez mas, su uso se estad extendiendo en la
practica clinica habitual. ® Este paso del laboratorio a la practica clinica muchas veces
no es facil, probablemente porque su implantacién supone adaptar estas técnicas a la
vida real; y en no pocas ocasiones se producen enormes diferencias entre ambas
situaciones. La vida en el laboratorio se puede controlar relativamente; asi por ejemplo
se puede determinar el momento en el que se produce una toma de muestra y cuanto
tiempo se empleara en realizar un determinado analisis y/o estudio. Otras situaciones
como las ambientales (temperatura, humedad, Iluminosidad,..) son también
controladas. Esto no ocurre en la vida diaria, en la que los pacientes acuden a sus
centros sanitarios sin un horario establecido y en circunstancias para nada
controlables. Por todo ello, adaptar los protocolos o procedimientos de muestra de la
citometria de flujo, para su uso en la practica clinica es fundamental de cara a su

mayor implantacion como medida diagndstica/prondstica.

Independientemente de otras consideraciones, la situacion mas favorable de
cara al procesamiento de muestra en el campo de la citometria de flujo, viene de la
mano del tiempo que transcurre desde la extraccidn sanguinea hasta su estudio en el
citdmetro. Existen muchas opiniones en torno al maximo tiempo empleado desde que

la sangre es extraida hasta su estudio en el citémetro 519

Este espacio no debe de
ser mayor de 24 horas, ya que tras este espacio se ha demostrado que la estructura
celular (superficie, citoplasma y nucleo) deja de mantener su estructura fisioldgica y

bioquimica inicial.’®® Este hecho, corresponderia al procesamiento de muestra (sangre
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periférica) que hemos considerado como “gold standard”, es decir, el procesamiento
de la muestra en el que la sangre extraida es inmediatamente estudiada en el
citometro de flujo, siguiendo el protocolo habitual. El desarrollo de otros
procedimientos mas ajustados a la realidad clinica, que tengan en cuenta la demora
temporal que puede originarse en la extraccion de la muestra y su estudio en el

citémetro, ha sido el motivo fundamental de este proyecto.

En los resultados obtenidos en este estudio podemos realizar varias
consideraciones; tantas como secciones pretendamos considerar. No obstante, es
adecuado racionalizar estos resultados, para de este modo concretar las conclusiones

gue de este estudio se pueden obtener.

Con las tablas que se han obtenido en los resultados, se cuenta con unos
niveles de referencia de gran importancia de cara a realizar estudios futuros que
cuenten con una poblacién control de normalidad. Como puede observarse, se ofrecen
las medias y medianas de cada una de las subpoblaciones estudiadas segun el
protocolo empleado. De este modo, si se pretende conocer qué subpoblaciones estan
mas implicadas en las enfermedades autoinmunes, se debe de comparar los patrones

citométricos obtenidos, con los estudios presentes en la poblacién normal. 106

En la tabla que a continuacidn se presenta, se obtiene un punto de partida
cuantitativo de las diferentes subpoblaciones linfocitarias tipo B, con los que comparar

en caso de estudios centrados enfermedades autoinmunes.
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Tabla 4: se expresan la media, desviacion tipica, valores maximo y minimo, mediana y los percentiles 25 y 75% de cada una de las supoblaciones linfocitarias tipo B estudiadas
(CD19, Naive, DN, Unswitched Memory, Switched Memory, Bm1, Bm2, Bm3y 4, PreGC, late Bm5 y early Bm5) segun el procedimiento Gold Standard (SF).

o N Percentiles(*)
Supoblacién Linf_

Procedimiento empleado Validos  Perdidos Media Desv.tip. Minimo  Méaximo 25 Mediana 75

Naive_SF 50 0 70,4680 8,06174 52,90 84,10 62,7250 73,7000 76,2250

UnswitchedMemory_SF 50 0 9,6474 5,32935 2,40 21,30 5,0200 10,0500 13,3750

Bml_SF 50 0 6,9810 6,66850 ,52 29,70 3,3075 5,1000 9,0150

Bm3y4_SF 50 0 5654 ,52387 ,00 2,77 2328 ,4380 , 7683

LateBm5_SF 50 0 2,9516 1,84443 ,83 7,90 1,4550 2,5000  3,9100

Saber en qué medida estos valores se modifican es de gran importancia para el
estudio patogénico de este grupo de enfermedades. Asi pues, se ha constatado que en
pacientes con LES activo la poblacion DN estd claramente expandida respecto a la
poblacién local (ver a continuacién diagrama explicativo de este hecho, cedido por el Dr. I. Sanz). De
igual modo, otras enfermedades autoinmunes y terapias bioldgicas, estdan siendo

valoradas con citometria de flujo, intentando detectar posibles vias patogénicas.
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Si se atiende al coeficiente de correlacién intraclase (CCl), se observa que la
mayoria de las subpoblaciones alcanzan un coeficiente mayor de 0,7, lo cual indica una
correlacion  buena (0,7-0,9) o muy buena (>0,9). Sdélo Naive.SF_SF24h,
SwitchedMemory.SF-SF24h, Bm3y4.SF_LYSIS, Bm3y4.SF_SF24h, LateBM5.SF_FM,

LateBm5.SF_Lysis y LateBm5.SF_SF24h, obtienen una correlacién subéptima (<0.7).

Por otra parte, se observa que la subpoblacién Bm3y4 y la subpoblacién
LateBmb5, en ninguno de los tres procesamientos de muestras alcanzaron un CCl mayor
de 0,7. Es importante, dejar claro —en virtud de esta afirmacidon- que estas dos
subpoblaciones se verian claramente afectadas, en caso de que el estudio se realizara

segln alguno de los tres procedimientos en estudio y no por el “gold standard™.

Destacan los valores de LateBm5 cuando los procedimientos utilizados son FM
o Lysis, ya que sus resultados son en torno a 0,4, no alcanzando mas alld del 0,6
cuando se usa el procedimiento SF24h, lo cual indica una correlacion muy pobre. Esta
situacidn no se debe olvidar de cara a conclusiones de cara a esta subpoblacién, no

pudiéndose demorar su estudio segun los procesamientos de sangre utilizados.

La tabla que a continuacién se expone es de gran utilidad de cara a poder
realizar conclusiones un poco mas generales y no tan centradas en las distintas

subpoblaciones linfocitarias (tabla 20).

Tabla 20: se observan los valores de Alfa de Cronbach y el coeficiente de correlacién
intraclase (con su nivel de significacion afiadido), de las subpoblaciones linfocitarias tipo B
segun la Clasificacion EuroClass, la Clasificacion Bmature y sumando los resultados de
ambas clasificaciones (EuroClass + Bmature), cuando se comparan los distintos
procesamientos de muestras (FM, Lysis y SF24h) con el procesamiento designado como
“gold standard” (SF).

Alfa de Coeficiente de
Cronbach Correlacion Intraclase Sig.

Clasif. Euroclass.SF_FM 0,997 0,997 0
Clasif. Euroclass.SF_Lysis 0,998 0,998 0
Clasif. Euroclass.SF_SF24h 0,99 0,99 0
Clasif. Bmature.SF_FM 0,997 0,997 0
Clasif. Bmature.SF_Lysis 0,998 0,998 0
Clasif. Bmature.SF_SF24h 0,996 0,996 0
Clasif.

Euroclass+Bmature.SF_FM 0,997 0,997 0
Clasif.

Euroclass+Bmature.SF_Lysis 0,998 0,998 0
Clasif.

Euroclass+Bmature.SF_SF24h 0,993 0,993 0
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Si dividimos el estudio en los dos grupos de subpoblaciones linfocitarias
estudiadas: (1) Clasificacion Euroclass y (2) Clasificacion B mature, se observan que en
todos los casos el Alfa de Cronbach y el Coeficiente de Correlacidn Intraclase superan
los 0,9. Estos resultados ofrecen, por tanto, una importante conclusién: LOS TRES
PROCESAMIENTOS DE MUESTRA EN ESTUDIO APORTAN DATOS CON UNA FIABILIDAD
MUY ALTA Y, POR TANTO, EXTRAPOLABLES A LOS OBTENIDOS CON LA PRUEBA GOLD
STANDARD. Se puede considerar esta frase como la mas relevante de todo el estudio.
En este proyecto se aportan datos parciales muy interesantes, de cara a conocer el
comportamiento que presenta una subpoblacion linfocitaria en uno u otro método,
pero es necesario conocer qué procedimientos podemos usar de cara al estudio de
estas subpoblaciones. Con todo ello, se puede llegar a concluir que los tres métodos

gue han sido estudiados son igualmente fiables.

No parece, por tanto, que:

-Demorar la muestra de sangre en el tubo de EDTA durante 24h vy
después iniciar todo el proceso (como ocurre en el procedimiento denominado

SF24h).

-Demorar el procesamiento de la muestra durante 24h, una vez aplicada
la sustancia lisante, para reanudarlo una vez concluido este periodo (como

ocurre en el procedimiento denominado como Lysis).

-O demorar 24h el procesamiento de la muestra en el citdmetro una vez

completado todo el proceso, tras la administracion de formaldehido.

Tengan influencia sobre los resultados finales obtenidos en el citdmetro.

Esto es muy importante, dado que permite tener cierto margen de maniobra
temporal, a la hora del uso del citdmetro en el estudio de subpoblaciones linfocitarias
tipo B. Asi por ejemplo, si la muestra se ha obtenido durante un fin de semana y no se
dispone de un equipo de laboratorio para prepararla, se puede mantener la muestra
en una zona oscura y a temperatura ambiente durante 24h, sin riesgo de ocasionar

alteraciones para el estudio en el citémetro.
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Supongamos, que se ha completado el procedimiento con la muestra de
sangre, pero el citdbmetro no esta disponible o se ha averiado. Se haria uso del
procedimiento conocido como FM. A la muestra se le afiadirian 100ul de formaldehido

y se mantendria 24h, sin riesgo para la integridad de la muestra.

Otra alternativa, nos la aporta el procedimiento denominado como Lysis. Una
circunstancia puntual, puede ser que la centrifugadora no esté disponible (averia, uso
permanente,...); en este caso, una vez completado el paso de lisado (con sustancia
lisante BD FACs concentrada al 10x), se puede pasar a su almacenamiento a unos 4°Cy

después de 24h reiniciar el procesamiento, sin riesgo para la antigenicidad linfocitaria.

Los costes de los fluorocromos y demas fungibles utilizados en la citometria de

flujo son altos.'”’

A esto se suma que en la mayoria de ocasiones, son varias las
muestras sanguineas (pueden llegar a varios cientos) que se procesan paralelamente. Y
no todo queda aqui... El momento de extraccion, a veces, no es reproducible/repetible,
de tal modo, que las circunstancias del paciente han podido cambiar respecto a su
extraccidn inicial; el inicio de una terapia biolégica inmudepresora tras la extraccién
inicial, alteraria irremediablemente los resultados obtenidos de cara a una segunda
muestra. Con todo esto, es necesario estudios como este, que intenten ofrecer
alternativas ante la presencia situaciones adversas (ya sean técnicas y/o humanas),
para de este modo no ocasionar pérdidas muestrales, que en no pocas ocasiones han

supuesto un gran gasto econdmico y/o pertenecen a pacientes muy seleccionados,

donde las posibilidades de obtener nuevas muestras no seria posible.

Se abren nuevas vias de estudio en este sentido, tantas como situaciones
cotidianas puedan ocurrir en el segmento que va desde la extraccidon sanguinea hasta
la obtencidn de resultados en el ordenador del citdmetro. Valga esto, para estimular
nuevas vias de analisis, que favorezcan y potencien la inclusién de la citometria de flujo

en la practica clinica habitual.
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5. 3. EN CUANTO A LA INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DE LOS FLUOROCROMOS.

En un segundo plano, se decidid estudiar la intensidad de fluorescencia de los
distintos fluorocromos utilizados en este estudio y cdmo varian segun el protocolo

empleado.

El propdsito del analisis del inmunofenotipado en la serie linfocitica es la
identificacion y enumeracién de estas subpoblaciones linfocitarias. La determinacién
de la intensidad de fluorescencia puede aifiadir informacion bioldgica relevante, dado
que esta intensidad esta directamente relacionada con los niveles de expresidon
antigénica. A su vez, por tanto, esta informacién puede tener implicaciones directas
sobre el diagndstico, prondstico y tratamiento de determinadas condiciones

patoldgicas.'®

Los resultados obtenidos no deben ser extendidos a todos los fluorocromos
empleados en el campo de la citometria de flujo, ni tan siquiera a los fluorocromos
utilizados en este estudio, entendidos desde su concepto mdas genérico. Los resultados
han de ser, por tanto, aplicables sélo y exclusivamente a los productos comerciales que
se han empleado en este estudio, ya que existe constancia de la variabilidad en la
intensidad de fluorescencia, dependiendo de la marca comercial utilizada. Es
importante pues, dejar constancia que los fluorocromos utilizados han sido: PE MOUSE
ANTI-HUMAN Ig D, APC-Cy™7 Mouse Anti-Human CD19, PerCP-Cy™5.5 Mouse Anti-
Human CD38, Anti-Human CD 27 APC Y Pacific Blue™ Mouse Anti-Human CD3.

5.3.1. INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DE IgD Y CD27. CLASIFICACION EUROCLASS.

Si tomamos la siguiente tabla (tabla 22), en la que se evaluan los dos
fluorocromos necesarios para la obtencidon de la clasificacion de Euroclass: Ig D y

CD27, podemos sacar algunas conclusiones.
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Tabla 22: se observa resaltado en negrilla y desplazado hacia la izquierda de la celda, el valor del coeficiente de
correlacion intraclase mas alto para cada uno de los fluorocromos estudiados (CD 19, IgD y CD27) distribuidos
segUln las subpoblaciones linfocitarias (DN, Naive, Unswitched memory y Switched memory) agrupados segun el
procesamiento de muestra utilizado.

Coeficiente de

Correlacién intraclase Sig.
IgD.DN.SF_FM 0,079 0,00
IgD.DN.SF_LYSIS 0,081 0,375

IgD.DN.SF_SF24H 0,449 0,024

lgD.Unswitched.SF_FM 0,982 0,00
IlgD.Unswitched.SF_LYSIS 0,988 0,00
IlgD.Unswitched.SF_SF24H

CD27.DN.SF_FM 0,176 0,261
CD27.DN.SF_LYSIS 0,005 0,494
CD27.DN.SF_SF24H

CD27.Unswitched.SF_FM 0,898 0,00
CD27.Unswitched.SF_LYSIS 0,889 0,00
CD27.Unswitched.SF_SF24H 0,832 0,00

En ella se puede observar que apenas 6 determinaciones presentan un CCl
superior a 0,9. Estas son: IgD Naive SF_FM, IgD Naive SF_Lysis, Ig D Naive SF_SF24h, Ig
D Unswitched SF_FM, IgD Unswitched SF_Lysis e IgD Unswitched SF_SF24h. En ningun
caso se observa que CD27 alcance una correlacién muy buena (> 0,9). No obstante, en
la mayoria de los casos, tanto para CD27 como para IgD, los CCl estdn comprendidos

entre 0,7-0,9, indicando una correlacién buena.

Por otra parte, se observa que CD27 en la subpoblacién DN (valor maximo de
CCl es 0,645) e IgD en DN (valor maximo de CCl es 0,449), presentan en todos los
procedimientos utilizados una correlacién moderada o pobre. Es importante tener en
cuenta que esta subpoblacién (Double Negative —DN-) se obtiene gracias a la falta de

fijacién de IgD y CD27 en su superficie, de ahi su nombre (doblemente negativa para
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los dos fluorocromos utilizados). Con lo cual, esta falta de correlacién esta

determinada por este hecho y no tanto por la fluorescencia de los fluorocromos.

En la grdfica 3 aplicado sélo para IgD, este dato puede observarse de un modo
mas grafico. Son las subpoblaciones de ambos extremos (DN y Switched Memory) las
que peor correlacién obtienen, coincidiendo con las subpoblaciones definidas por la
falta de fluorescencia en el citometro: DN (IgD- CD27-) y Switched Memory (IgD-
CD27+). En cambio las centrales, aquellas que estan definidas por una positividad de
fluorescencia en su andlisis citométrico (Unswitched Memory IgD+ CD27+ y Naive IgD+
CD27-), tienen una correlacion buena y muy buena. Con lo cual, se puede determinar
que el fluorocromo IgD tiene una dptima correlacién en la intensidad de fluorescencia

segun los distintos proceso en estudio.

OCO00000000o
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Grafico 3: en el eje de ordenadas se representa el coeficiente de correlacion. En el eje de abscisas se representan la intensidad de fluorescencia del fluorocromo IgD en las
distintas subpoblaciones linfocitarias tipo B (Naive, DN, Unswichted memory y Switched memory) cuando se comparan los procedimientos en estudio (FM, Lysis y SF24h) con
la prueba “gold standard” (Sangre Fresca representada con las siglas SF).

En la grdfica 4 aplicado sélo para CD27, ocurre de forma similar lo observado
en IgD. Son las subpoblaciones definidas por una positividad de fluorescencia en su
anadlisis citométrico (Unswitched Memory IgD+ CD27+ y Switched Memory IgD-
CD27+), las que tienen una correlacién buena y muy buena. Con lo cual, se puede
determinar que el fluorocromo CD27 tiene una dptima correlacion en la intensidad de

fluorescencia segun los distintos proceso en estudio (0,7-0,9).
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Sélo cabria destacar que CD27 disminuye su intensidad de fluorescencia de
forma importante (CCl de 0,458) en la subpoblacion Switched Memory cuando el

procesamiento de la sangre se demora unas 24h (Procedimiento denominado SF24h).

Grafico 4: en el eje de ordenadas se representa el coeficiente de correlacion. En el eje de abscisas se representan la intensidad de fluorescencia del fluorocromo CD27 en las
distintas subpoblaciones linfocitarias tipo B (Naive, DN, Unswichted memory y Switched memory) cuando se comparan los procedimientos en estudio (FM, Lysis y SF24h) con
la prueba “gold standard” (Sangre Fresca representada con las siglas SF).

Sirva esta figura para ilustrar lo comentado lineas atras.

Buena correlacion del CD27 en Switched Memory y Unswitched Memory
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Buena correlacion del IgD en Naive y Unswitched Memory

cD27

5.3.2. INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DE Ig D Y CD38. CLASIFICACION B mature.

Centrados ahora en la clasificacion B mature, concretamente en el fluorocromo
CD38 (tabla 25) se observa como sélo las subpoblaciones Bm2 y Early Bm5 superan un
CCl >0,9 (correlacion muy buena). Son late Bm5 y Bm1 las que peores CCl obtienen (en

ambos casos menor de 0,7), lo que corresponde con una correlacion muy pobre.

Tabla 25: se observa, resaltado en negrilla y desplazado hacia la izquierda de la celda, el valor del coeficiente de
correlacion intraclase mds alto para la intensidad del fluorocromo CD38, distribuidos segun las subpoblaciones
linfocitarias (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBm5) agrupados segln el procesamiento de muestra
utilizado.

Coeficiente de
Correlacion intraclase Sig.

CD38.BM2.SF_FM 0,935
CD38.BM2.SF_LYSIS 0,927
CD38.BM2.SF_SF24H 0,959

CD38.BM3y4.SF_FM 0,552 0,002
CD38.BM3y4.SF_LYSIS 0,737 0
CD38.BM3y4.SF_24H

CD38.LateBM5.SF_FM 0,081 0,377

CD38.LateBM5.SF_LYSIS 0,39 0,029
CD38.LateBM5.SF_24H 0,488 0,004
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Esto puede contemplarse de forma mas gréfica en la siguiente ilustracion
(grdfico 5). Mantenemos por tanto el mismo discurso que para IgD y CD27 en la
clasificacién EUROClass. La positividad de fluorescencia del CD38 propia de estas dos
subpoblaciones: Early Bm5 IgD-CD38+ (mayor de 0,8 de CCl en todos los
procedimientos) y Bm2 IgD+ CD38+ (mayor de 0,9 de CCl en todos los procedimientos),
se correlaciona con el alto grado de correlacion en los resultados de la intensidad de

fluorescencia (ver grdfico 5; cuadros en rojo).

No obstante, existe una discrepancia respecto a lo que hemos comentado. Las
subpoblaciones Bm3/Bm4 (IgD- CD38++) y Bm2’ (IgD+ CD38++) son definidas por una
mayor positividad para el CD38. Sin embargo, su CCl en ambos casos esta en torno a
0,6-0,7 (correlacion moderada). Esto se debe a que estas subpoblaciones son muy
escasas en la poblacion humana sana, de ahi que las posibilidades de establecer
fuertes procesos de correlacién no sea posible; por ello algunos de estos datos no son
estadisticamente significativos (p<0,01). La subpoblacion Bm2" tiene una media de
representacion de un 2,98%. Por su parte, los centroblastos Bm3 y centrocitos Bm4
son aun mas escasos y no suelen superar la representacion del 0,2-0,3% del total de
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Grafico 5: En el eje de ordenadas se representa el coeficiente de correlacion. En el eje de abscisas se representan la intensidad de fluorescencia del fluorocromo CD38 en las
distintas subpoblaciones linfocitarias tipo B (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBm5) cuando se comparan los procedimientos en estudio (FM, Lysis y SF24h) con la
prueba “gold standard” (Sangre Fresca representada con las siglas SF).
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En relacién a IgD, no hay cambios en cuanto al discurso que se sigue hasta
ahora. Su intensidad de fluorescencia tiene una buena correlacion en todos los
procesamientos de muestra utilizados, dado que los CCl superan el 0,9, para con las
subpoblaciones linfocitarias I1gD+: Bml, Bm2 y Bm2’. Por el contrario, las
supoblaciones definidas por IgD- (Early Bm5 y Late Bm5) sus CCl son mds discretos,
debido a que la intensidad de fluorescencia no esta presente, por ser subpoblaciones

muy pobres en marcadores de superficie para este fluorocromo.

Tabla 27: se observan los valores de Alfa de Cronbach, matriz de correlacién interelementos y el
coeficiente de correlacion intraclase (con su nivel de significacion afiadido), de la intensidad del
fluorocromo IgD en cada una de las subpoblaciones linfocitarias estudiadas (Bm1, Bm2, Bm2p,
Bm3y4, EarlyBm5 y LateBm5) cuando se comparan los distintos procesamientos de muestras (FM,
Lysis y SF24h) con el procesamiento designado como “gold standard” (SF).

Coeficiente de
Alfa de Correlacion
cronbach intraclase Sig.

IgD.BM2.SF_FM 0,997 0,997 0
IgD.BM2.SF_LYSIS 0,998 0,998 0
lgD.BM2.SF_SF24H 0,977 0,962 0

o

IgD.BM3y4.SF_FM 0,712 0,713
IgD.BM3y4.SF_LYSIS 0,783 0,763
IgD.BM3y4.SF_24H 0,726

o o

IgD.LateBM5.SF_FM 0,752 0,755 0
IgD.LateBM5.SF_LYSIS 0,668 0,651 0
IgD.LateBM5.SF_24H 0,69 0,667 0
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Grafico 6: En el eje de ordenadas se representa el coeficiente de correlacion. En el eje de abscisas se representan la intensidad de fluorescencia del fluorocromo IgD en las
distintas subpoblaciones linfocitarias tipo B (Bm1, Bm2, Bm2p, Bm3y4, EarlyBm5 y LateBm5) cuando se comparan los procedimientos en estudio (FM, Lysis y SF24h) con la
prueba “gold standard” (Sangre Fresca representada con las siglas SF).
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Sirva esta figura para ilustrar lo comentado lineas atras.

Buena correlacion del CD38 en Bm2 y Early Bm5
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Finalmente, se han fusionado todos los resultados de las distintas
subpoblaciones linfocitarias, agrupadas segun las dos clasificaciones linfocitarias
estudiadas: (1) Clasificacion Euroclass (con IgD y CD27) y B mature (con IgD y CD38),
observandose como en todos los casos, excepto el fluorocromo CD38 en la
clasificacién B mature, segin los procesamientos de muestras FM y 24h (donde se
obtuvo un CCl de 0,883 y 0,817, respectivamente), la correlacion es muy buena
(CCI>0,9). Por todo ello, podemos concluir que LA INTENSIDAD DE SENAL NO SE VE
AFECTADA EN NINGUNO DE LOS TRES PROCESAMIENTOS DE MUESTRA UTILIZADOS,
CON UN CCI MAYOR DE 0,9; LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON CADA UNO DE ESTOS
PROCESAMIENTOS SERIAN MUY FIABLES Y SIMILARES A LOS OBTENIDOS EN LA
PRUEBA “GOLD STANDARD” (MUESTRA SANGUINEA PROCESADA A LOS POCOS
MINUTOS DE SU EXTRACCION).
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Tabla 30: se observan los valores de Alfa de Cronbach y el coeficiente de correlacion intraclase (con su nivel de significacion
afiadido), de la intensidad de fluorescencia de los fluorocromos IgD, CD27 y ambos unidos (IgD/CD27), para la determinacién de
las subpoblaciones linfocitarias tipo B segun la Clasificacion EuroClass, cuando se comparan los distintos procesamientos de
muestras (FM, Lysis y SF24h) con el procesamiento designado como “gold standard” (SF).

Alfa de Coeficiente de
Cronbach Correlacién intraclase Sig.

CD27.Euroclass.SF_FM 0,989 0,989
CD27.Euroclass.SF_Lysis 0,992 0,991
CD27.Euroclass.SF_24h 0,997 0,967

I

Tabla 31: se observan los valores de Alfa de Cronbach y el coeficiente de correlacién intraclase (con su nivel de significacion
afiadido), de la intensidad de fluorescencia de los fluorocromos IgD, CD38 y ambos unidos (IgD/CD38), para la determinacién de
las subpoblaciones linfocitarias tipo B segun la Clasificacion Bmature, cuando se comparan los distintos procesamientos de
muestras (FM, Lysis y SF24h) con el procesamiento designado como “gold standard” (SF).

Alfa de coeficiente de
Cronbach Correlacion intraclase Sig.

IgD.Bmature.SF_FM 0,995 0,995
lgD.Bmature.SF_Lysis 0,996 0,996
IgD.Bmature.SF_24h
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6. CONCLUSIONES.

1. El porcentaje de marcadores expresados en la superficie celular (necesarias
para la tipificacion de las subpoblaciones linfocitarias) no se ve afectada por el tipo de

procesamiento de muestra utilizado: SF, SF24h, FM y Lysis.

2. La intensidad de fluorescencia de los fluorocromos utilizados no se ve

afectada en ninguno de estos procedimientos.

3. Los resultados finales de expresidon de marcadores de superficie no se ven

influenciados por la combinacién de los fluorocromos utilizados.

4. Como excepcion de lo anterior, se podria observar minimas modificaciones
de algunas subpoblaciones con preparaciones concretas, que se recogen en el anexo
Ill. Los graficos de Bland y Altman para cada una de las subpoblaciones linfocitarias,

I “"

cuando se comparan los 3 procedimientos en estudio respecto al “gold estandar”,
proporcionan una herramienta para ver si los resultados se correlacionan en cada una

de las situaciones mencionadas.
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7. RESUMEN.

7.1. INTRODUCCION.

La citometria de flujo (CMF) es una técnica de analisis celular multiparamétrico
cuyo fundamento se basa en hacer pasar una suspension de particulas (generalmente
células) alineadas y de una en una por delante de un haz de laser focalizado. La
citometria de flujo es una tecnologia que permite la medida simultdanea de multiples
caracteristicas fisicas de una sola célula. Estas medidas son realizadas mientras las
células (particulas) pasan en fila, a una velocidad de 500 a 4000 células por segundo, a
través del aparato de medida en una corriente de fluido.

El haz de luz laser cuando atraviesa una célula sufre una dispersidon que puede
ser evidenciada en un fotodetector, situado detrds de la corriente de células y justo
enfrente de la fuente emisora, como una disminucién de la luz incidente. El tiempo
que dure el corte en la llegada de fotones al detector sera proporcional al didametro, y
por tanto el volumen celular.

Ademas del detector de luz situado frente al haz laser, existe otro grupo éptico,
el mas importante, que detecta la luz dispersada por las células y que se coloca
formando un angulo de 90° con el haz l4ser. Esta luz es descompuesta, mediante los
filtros apropiados para poder estudiar tanto la dispersién de luz de la misma longitud
de onda del Iaser como la emitida por los fluorocromos. La mayor o menor dispersiéon
de la luz y por tanto la mayor o menor deteccion de luz en este detector, sera
proporcional a la composicidn antigénica de la superficie celular, a las estructuras y
organelas celulares.

La luz dispersa pasa a través de espejos que reflejan fotones hasta longitudes
de onda determinadas y dejan continuar a los de longitud de onda mayor de manera
gue es posible descomponer la luz en varios rangos de longitudes de onda que nos
permiten estudiar

Se utilizan, generalmente, inmunoglobulinas monoclonales contra antigenos
concretos en la superficie de las células, marcadas con colorantes fluorescentes. El
anticuerpo es enfrentado a las células, luego se lava y se procesa por el citémetro de
flujo.

7.2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.
7.2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO.

Los resultados en el estudio de subpoblaciones linfocitarias tipo B, obtenidos
por citometria de flujo segun los distintos procesamientos de muestra (en sangre
periférica), se correlacionan con los obtenidos en la prueba Gold Standard
(procesamiento de la muestra a las pocas horas de su extraccion).

7.2.2. OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL.

Demostrar que los resultados finales en el estudio por citometria de flujo de las
subpoblaciones linfocitarias tipo B, son similares en estos 4 procedimientos de
muestra (sangre periférica) empleados.
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OBJETIVOS SECUNDARIOS.

Conocer qué métodos de procesamiento de muestras (sangre periférica) son
los que originan resultados mas fiables de cara a la evaluacion de las subpoblaciones
linfocitarias tipo B obtenidas por citometria de flujo.

Se realizard una citometria inicial con marcaje especifico para células B,
realizada a los pocos minutos de la extraccién sanguinea; siendo este procesamiento el
“Gold Standard” de nuestro estudio, dado que de este modo, la muestra no sufre
alteraciones en su estructura celular ni en la superficie. Después, se compararan con
esta prueba basal, los resultados obtenidos con el resto de procesamientos (un total
de 3) y asi determinar si existe variacion estadisticamente significativa en los
resultados finales.

Se pretende conocer cuales son las subpoblaciones linfocitarias tipo B que mas
se ven afectadas en cada uno de los procesamientos de muestra.

A su vez, dado que este estudio se realizard sobre poblacidon sana, se
determinara la media/mediana de las distintas subpoblaciones de linfocitos B segun
los dos clasificaciones utilizadas: (1) THE FREIBURG, PARIS AND EUROCLASS
CLASSIFICATIONS: DN, Naive, Unswitched memory y Switched memory; (2)
Clasificacion B mature: Bm1, Bm2, Bm2’, Bm3y4, Early Bm5 y Late Bm5.

Por otra parte, dado que los marcadores de superficie son fluorocromos y su
utilidad viene dada debido a que emiten una intensidad de sefial luminosa, en un
estudio paralelo se intenta evaluar la medias/medianas de la intensidad de
fluorescencia de cada uno de los fluorocromos utilizados para el estudio de
subpoblaciones linfocitarias tipo B (CD19, CD38, IgD, CD3 y CD19) y, de este modo,
conocer las diferencias obtenidas de acuerdo con el procesamiento de muestra
utilizado. De igual modo, se intentara conocer qué procesamiento de muestra es el
gue produce mayor alteracion en la sefial de intensidad luminica de cada uno de los
fluorocromos.

7.3. MATERIAL Y METODOS.

7.3.1. SUJETOS DEL ESTUDIO.

Se estudiaron 50 sujetos sanos donantes de sangre, a los que se le realizd
extraccién sanguinea por via venosa periférica.
7.3. 1.1. CRITERIOS DE INCLUSION.

- Aceptacién y firma del consentimiento informado por escrito del paciente.

- Ambos sexos.

- Edad entre 18-65 afios.

- Analitica general (bioquimica, orina y hemograma), andlisis de autoinmunidad
(FR, anti-CCP, HLA B27, ANAs, Anti-DNA, ENAs, ANCAs y ECA) junto con serologia
normal.
7.3.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION.

Padecer alguna enfermedad causa de linfocitosis y/o linfopenia.

7.3.2. METODOS.

Seglin podemos observar en el diagrama aclaratorio de mas abajo, nos
encontramos con 4 procedimientos, en el que el procedimiento 1 es el considerado
como ““gold standard”. La sangre es directamente procesada desde el momento de su
extraccidon sanguinea. Los otros tres procedimientos varian en cuanto a las sustancias
utilizadas y los tiempos empleados.
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PROCEDIMIENTO &: mtantenemos la PROCEDIMIENTO 2

maestrs de sangre en el tubo de E0TA 1. Dl tubs con anticoaguiante EDTA s tomarce 50l de sangre total a los que se agregarcn |os
durarte 24f y despues de este perioda se siguinntes uoroaroms en Les dosis gue 5o sxpresan en b Tkl o
comssnza desde = punto 1.

2. Incubscidn & 15 minuted o temperatiens ambiente [2220) én condicianes de shialuts ssturidad

%, Tras completarie este perioda, s& afaden 2 mil de seducsdn lisante BOD FACS [concentrada 10x) v
resuspendemaos (con dlutar mecanico].

PROCEDIMIENTO 3: tas administrar &

lisante BD FACS, dejamas |3 muestra durante 4. Incubacidn durante unos 10 minutos a temperatura ambisntes [222C] &n condiciones de absaluta

Z4h, en un refrigerador a S9C. Después se oscuridad.

reimicia el procedimiento desde el pase 5 .
% Centrifugacién a 1 %30 rp.m, durante wnos & minutos a temperatura ambiente (2250, con

aceleracsdn y desaceleracion maxima,
&. Decantacidn manual e individual de sobrenadarte.
7. S afiaden 2 mide FACs Flow [PES) v resuspendemas (con dilubar mecinico).

&, Confrifugacién a 1500 rpom, duranie wnos 5 minuios & Temperatura ambiente (2350, con
acalarackdn y desaceleracién maxima,

9, Decantation manual @ individual de sobrenadare
10, 5 siaden 1004 de FAC: Flow [PES) v resuspendermes [oon dilutar mecanics).
PROCEDIMIENTO 2: en el 11, %= pacs s muestra por el cibdmetre, &n no mas de wios 10-20 minutos en todos las casos,
purta 10, en lugar de altadic FACs

Flow, 58 aftade Formaldehido 5% v
RFES B0 dE pass &l pumto 11

7.4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Si dividimos el estudio en los dos grupos de subpoblaciones linfocitarias
estudiadas: (1) Clasificacién Euroclass y (2) Clasificacién B mature, se observan que en
todos los casos el Alfa de Cronbach y el Coeficiente de Correlacidon Intraclase superan
los 0,9. Por tanto, LOS TRES PROCESAMIENTOS DE MUESTRA EN ESTUDIO APORTAN
DATOS CON UNA FIABILIDAD MUY ALTA Y, POR TANTO, EXTRAPOLABLES A LOS
OBTENIDOS CON LA PRUEBA GOLD STANDARD.

En cuanto a la intensidad de la fluorescencia de los distintos fluorocromos,
agrupados segun las dos clasificaciones linfocitarias estudiadas: (1) Clasificacién
Euroclass (con IgD y CD27) y B mature (con IgD y CD38), se observa como en todos los
casos, la correlaciéon es muy buena (CCI>0,9). Por todo ello, podemos concluir que LA
INTENSIDAD DE SENAL NO SE VE AFECTADA EN NINGUNO DE LOS TRES
PROCESAMIENTOS DE MUESTRA UTILIZADQOS (CCI>0,9); LOS RESULTADOS OBTENIDOS
CON CADA UNO DE ESTOS PROCESAMIENTOS SERIAN MUY FIABLES Y SIMILARES A LOS
OBTENIDOS EN LA PRUEBA GOLD STANDARD (MUESTRA SANGUINEA PROCESADA A
LOS POCOS MINUTOS DE SU EXTRACCION).

7.5. CONCLUSIONES.

El porcentaje de marcadores expresados en la superficie celular (necesarias
para la tipificacion de las subpoblaciones linfocitarias) no se ve afectada por el tipo de
procesamiento de muestra utilizado: SF, SF24, FM y Lysis. Del mismo modo, la
intensidad de fluorescencia de los fluorocromos utilizados no se ve afectado por el tipo
de procesamiento utilizado.

Ademas del método de preparacion de la muestra (sangre periférica) los
resultados finales de expresion de marcadores de superficie no se ven influenciados
por la combinacion de los fluorocromos utilizados.
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9. ANEXOS.
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9.1. ANEXO I.
Clasificacion THE FREIBURG, PARIS
AND EUROCLASS CLASSIFICATIONS
(IgD/CD27).

A continuacidén se adjuntan los resultados de la citometria de flujo realizada
sobre todos los pacientes segun los distintos procesamientos de muestras, en la
Clasificacion THE FREIBURG, PARIS AND EUROCLASS CLASSIFICATIONS (IgD/CD27) y

mas tarde la

De este modo se reflejan a cada uno de los 50 pacientes (1-50), los resultados

obtenidos por cada uno de los cuatro procedimientos en estudio.

Nota aclaratoria: (1) En rojo se expresan los plots que han sido incorrectamente
valorados por el citémetro; obteniéndose resultados artefactados. (2) Con una cruz —x-
se expresan aquellos plots, en los que debido a errores del citdmetro no se han podido

obtener resultado alguno.
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SUJETO 1 (Clasificacién IgD/CD27)
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SUJETO 2 (Clasificacion IgD/CD27)
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SUJETO 3 (Clasificacion IgD/CD27)
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SUJETO 4 (Clasificacion IgD/CD27)
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SUJETO 5 (Clasificacion IgD/CD27)
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SUJETO 6 (Clasificacion IgD/CD27)

250K
)} 10%
2006 .
i 10t 4
I:v:ﬁ:
! 1
100 |
10 7
5K N
T T T T 5 T . "l R § Al Lhi § T
¢ S0k 10K 150K 0K 250K o 1 W’ wt n* o w w’ art n*
8- ARl ATANEL-A> G012 LOC0YT <Aba D 5B 740 gD PE
Ungatad LIVE co9+

Specimen_001_68 SF fcs
Evant Count: 303411

Specimen_001_68 SF fcs
Evant Count: 29712

Specimen_001_68 SF fcs
Evant Count: 4044

250

10K i

.

5K e

2, f,

o T T T *ﬁ T T
0 SOK 100K 150K ANK 250K 0 10 w’ wt w*
80-A <Al ATANED-A CDIR LOC0YT
Ungated LIVE co19+

Specimen_001_68 FM.fcs
Evant Count: 100000

Specimen_001_68 FM.fcs
Evant Count: 15433

Specimen_001_68 FM.fcs
Evant Count: 2085

100

YK

T T
C SOk 100K 150K K
Ungated }
Specimen_001_68 lys.fes
Evant Count: 100000

T
25K

o W w’ wt n*
ARl ATANEN-A» CDIRAPC0YT

LIVE

Specimen_001_68 lys.fcs

Evant Count: 8753

Al Al Lai §
o w’ w’ art
<Ahin 0 SEIL T4 gD FF
co19+
Specimen_001_68 lys.fcs
Evant Count: 1138

T T
0 SOK 100K 150K 20K 25K 0 10° w0’ art w*
0 <Al ATANED-A D12 LOC0YT <Abi D SEILT-4 19D PF
Ungated LIVE co19+

Specimen_001_68 24h.fcs
Evant Count: 1015387

Specimen_001_68 24h.fcs
Evant Count: 13842

Specimen_001_68 24h.fcs
Evant Count: 1683



Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla | 171
Alejandro Muiioz Jiménez

SUJETO 7 (Clasificacion IgD/CD27)
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SUJETO 8 (Clasificacion IgD/CD27)
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SUJETO 9 (Clasificacion IgD/CD27)
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SUJETO 10 (Clasificacion 1gD/CD27)
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SUJETO 11 (Clasificacion 1gD/CD27)
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SUJETO 12 (Clasificacion 1gD/CD27)
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SUJETO 13 (Clasificacion 1gD/CD27)
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SUJETO 14 (Clasificacion 1gD/CD27)
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SUJETO 15 (Clasificacion 1gD/CD27)
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SUJETO 47 (Clasificacion 1gD/CD27)
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9.2. ANEXO II.
Clasificacion B mature (IgD/CD38).

A continuacidén se adjuntan los resultados de la citometria de flujo realizada
sobre todos los pacientes segun los distintos procesamientos de muestras, aplicados a

la Clasificacion B mature. .

De este modo se reflejan a cada uno de los 50 pacientes (1-50), los resultados

obtenidos por cada uno de los cuatro procedimientos en estudio.

Nota aclaratoria: (1) En rojo se expresan los plots que han sido incorrectamente
valorados por el citdmetro; obteniéndose resultados artefactados. (2) Con una cruz —x-
se expresan aquellos plots, en los que debido a errores del citdmetro no se han podido

obtener resultado alguno.
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SUJETO 1 (Clasificacion IgD/CD38)
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9.3. ANEXO III

A continuacidn se adjuntan los graficos de Bland y Altman para cada una de las
subpoblaciones linfocitarias, reflejando los resultados obtenidos cuando se comparan
los 3 procedimientos en estudio, respecto al procedimiento considerado como “gold

standard”.

En un segundo bloque, se expresan los graficos de Bland y Altman de la
intensidad de fluorescencia de cada una de los fluorocromos utilizados (lg D, CD19,
CD27, CD38 y CD3) en las distintas subpoblaciones, reflejando los resultados obtenidos
cuando se comparan los 3 procedimientos en estudio, respecto al procedimiento

considerado como “gold standard”.
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1. INTENSIDAD CD19.
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2. INTENSIDAD DE IgD EN DOBLE NEGATIVAS.
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3. INTENSIDAD DE IgD EN NAIVE.
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4. INTENSIDAD DE IgD EN UNSWITCHED MEMORY.
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. INTENSIDAD DE IgD EN SWITCHED MEMORY.
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6. INTENSIDAD DE CD27 EN DOBLES NEGATIVAS (DN).
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8. INTENSIDAD DE CD27 EN UNSWICHTED MEMORY.
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9. INTENSIDAD DE CD27 EN SWICHTED MEMORY.
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1. INTENSIDAD DE CD38 EN Bm1.
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2. INTENSIDAD DE CD38 EN Bm2.
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Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla

Alejandro Muiioz Jiménez

40001
. +15650
2004
* L sen
¢ .o
° . o
1000
L ' :.
* o - ® op = - WL O
W I 0N SHEE. 1438
2104 .0 ) b
PY L]
° o
200011 1,86 50
it
5001
.
~S000—T Y T T T
10000 1000 12000 12000 oo
Medias.CDIBBM2P_SF.FM
%000
40001
B
3000
+ 196D
o
20001 . Rt}
wed o . " e
e L]
_ ey b, e o
r TS e > ALY
& et o
°
0001 . ® °
“10e S0
. NEE )
°
30001
~SALF T v T T | =
10000 11900 1200 13000 100 Y00
Medias.COISBM2ZP_SF.LYSIS
50001
3400 °
+ 19650
“ o NS
2000 Y
° 2R
L] o o
2 ° . ° - MEDIA O
- -
i >, - s51
e em o pa
] v L]
000
. o . - 1,96 S0
7,78
25001
A T L T v ¥
10000 11000 12000 12000 14000

Medias.CDIBBM2P_SF.SF24H

288



CD38BMIy4 SF - COISBMIM LYSIS CDIBBMIy4 SF - CDISBMIpd FM

CD3ISBMIy4 SF - CDISBMIyS. SF24H

Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla

4. INTENSIDAD DE CD38 EN Bm3y4.

Alejandro Muiioz Jiménez

SE000% LJ
500004 o
* 1,05 50
° P, ot
350004 - . * M4
o
200003
' * . .
o9 '. a L g MEOW D
50004 "
Ll + asr
= ",
. ©
10000 % o .
L]
oy . 14650
ML
40000y T T T T v v
10800 20000 %00 %00 005 %000 0000
Medias CDIBBMIyd_SF.FM
700004
°
000 i
40000 x + 19650
" L/ e
2500073 .
-
000 %
! LA * MDA DW
* rve I
000 W,
- ® o
) e .
L]
0000 1,96 5D
muen
350004
=~ A T A T T
¢ 20000 o) #0000
Medias.CDIBBMIyd_SF.LYSIS
20000
L ]
550004
. * 1.96SD
w ) -
4007 = + oo Te
L]
-
L]
=
250003 =
2. ° e s
0000 o 05 ° B LIRS
® 9 ‘.. e ©®
- - [ ]
L000 o
L
e ©
1,96 50
200007
-1,
=S T b 03 L) ¥ T \J
¢ 10008 30000 20000 o 5000 60000

Medias.CDIBBMIp4_SF SF24H

289



Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla | 290
Alejandro Muiioz Jiménez

5. INTENSIDAD DE CD38 EN EarlyBM5.
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1. INTENSIDAD DE IgD EN BM1.
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3. INTENSIDAD DE IgD EN BM2p.
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5. INTENSIDAD DE IgD EN EarlyBM5.
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