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Resumen

Objetivo. La coexpresién en membrana de
las moléculas CD4 y CD8 en leucocitos de san-
gre periférica se halla generalmente restringida
a casos de leucemias agudas T prolinfociticas o
de leucemias T del adulto y no representa mas
de 3% a 5% de los linfocitos T periféricos. En
este trabajo buscamos establecer la frecuencia
de elevacion de los linfocitos CD4+CD8* de la
totalidad de las muestras de pacientes remiti-
dos para tipificacion al Instituto de Referencia
Andino en el afo 2007.

Diseno. Se hizo la tipificacion de 1.883 subpo-
blaciones de linfocitos T de individuos diferentes
y, luego, se procedi6 a la revision retrospectiva
de los resultados que correspondian a la totali-
dad de los analisis del 2007 en nuestro instituto.
Ademas, se tabularon 142 muestras recibidas en
enero de 2008 con el fin de determinar valores
de referencia para la poblacién estudiada.

1 Instituto de Referencia Andino, Bogot4, D.C., Colombia

2 Instituto de Genética Humana, Facultad de Medicina,
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3 Servicio de Reumatologia, Hospital Militar Central,
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Metodologia. Las muestras de sangre to-
tal se marcaron con anticuerpos monoclonales
fluorescentes utilizando el reactivo Cyto-Stat®
triCHROME™  CD8-FITC/CD4-RD1/CD3-PC5
y, luego, se procesaron en un citémetro Epics
XL-MCL.

Resultados. El andlisis de los pacientes ti-
pificados en 2007 revel6 la existencia de dos
individuos (0,11%) en los que se presentd el
fendmeno de aumento de la coexpresion en
membrana de las moléculas CD4 y CD8.

Conclusiones. El hallazgo de este fenotipo
linfocitario en sangre periférica de pacientes
no leucémicos debe alertar a los laboratorios
gue tipifican aisladamente los linfocitos CD4+*
sin evaluar los marcadores CD3 y CD8, puesto
gue podrian estar sobreestimando los recuen-
tos y porcentajes reales de células CD4+CD8"
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en la sangre periférica de sus pacientes y
subestimando una subpoblacién de linfocitos
gue es infrecuente, pero que se ha reportado
como funcional y diferenciada en una variedad
de infecciones y modelos experimentales.

Palabras clave: linfocitos CD4+, linfocitos
CD8+, linfocitos CD4+CD8+, VIH

Abstract

Objective: Membrane co-expression of CD4
and CD8 molecules in peripheral blood leuko-
cytes is usually restricted to acute prolympho-
cytic T cell leukemia or adult T cell leukemias,
and it does not represent more than 3-5% of
peripheral T lymphocytes in non-leukemic pa-
tients. The aim of this work was to define the
frequency of CD4+CD8* lymphocytes among
all the patient samples received at a reference
laboratory in Colombia during 2007.

Design: A total of 1,883 different samples
were typed for T cell subpopulations in 2007,
and the corresponding results were reviewed.
Additionally, 142 samples received and typed
in January 2008 were tabulated in order to es-
tablish reference values.

Materials and methods: \Whole blood
samples were labeled with fluorescent mo-
noclonal antibodies using the Cyto-Stat®
triCHROME™  CD8-FITC/CD4-RD1/CD3-PC5
reagent and thereafter processed in an Epics
XL-MCL cytometer.

Results: The review of all of the patients
analysed in 2007 revealed the existence of 2
individuals (0.11%) in which we found high le-
vels of CD4+CD8* membrane co-expression.

Conclusions: The finding of this rare lym-
phocytic phenotype in peripheral blood of
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non-leukemic patients should alert the labora-
tories that in typing CD4+* lymphocytes alone
and not evaluating CD3 and CD8 markers, they
might be overestimating the real percentages
of CD4+CD8" cells on some patients, as well
as underestimating an uncommon lymphocyte
subpopulation that has been characterized as
functionally distinct in a variety of infections
and experimental models.

Key words: CD4* lymphocytes, CD8* lym-
phocytes, CD4+*CD8* lymphocytes, HIV

Introducciéon

Clasicamente se ha considerado que los lin-
focitos T diferenciados en sangre periférica
se dividen en dos grandes subpoblaciones de
acuerdo con la expresion mutuamente exclu-
yente de los marcadores de membrana CD4
o CD8. En estos términos, se ha desestimado
la posibilidad de encontrar subpoblaciones pe-
riféricas que expresen simultdneamente CD4
y CD8, hasta el punto de considerarlas abe-
rrantes cuando se hallan por encima de 3% a
5% in vivo {23y éstas se asocian usualmente
a sindromes linfoproliferativos * > 7. Sin em-
bargo, algunos investigadores han reportado,
tanto en modelos animales como en el huma-
no, una elevada coexpresiéon de estas dos mo-
léculas en células diferenciadas y funcionales
tanto en individuos sanos como en enferme-
dades no linfoproliferativas ® > 9 10. 11.12.13),

Los primeros reportes que referian la posi-
bilidad de coexpresion CD4+*CD8*, lo hicieron
de manera indirecta por la infeccion de células
CD8 por parte del virus de la inmunodeficien-
cia humana (VIH) ¥, o bien por efecto de la
coestimulaciéon in vitro de linfocitos CD8 vir-
genes > 1617 Reportes recientes han explora-
do la fisiologia de la coexpresiéon CD4+CD8*,
asociandola a una eventual potenciaciéon de
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la respuesta inmune antiviral (18-20). Por otra
parte, se ha estimado que las subpoblaciones
diferenciadas y funcionales CD4+CD8*, en
cuanto no expresan el marcador timico CD1a,
podrian constituir a su vez un grupo heterogé-
neo de células T, de acuerdo con los niveles de
expresion, tanto de CD4 como de CD8, con
dos tipos predominantes: CD4bac/tenueCpgalto/
brillante y CD4a|to/bri|lantecD8bajo/tenue (2']) La carac-
terizacion fenotipica de las células CD4baortenue-
CD@gdobrilante circylantes ha demostrado que
se trata de células activadas de acuerdo con
la expresion de los marcadores CD25, CD69,
CD38, CD95, CD28 y CD45R0, y a la secrecion
de citocinas tales como IL-4, IFN- y FTN- @3),

Aunque la coexpresion CD4+CD8* se ha
puesto en evidencia en diferentes infecciones
virales, y dado que la expresion de CD4 es cri-
tica en la patogénesis del VIH, se ha conside-
rado que la expresion de esta molécula en la
membrana de las células CD8 serfa un factor
determinante de la susceptibilidad a una even-
tual inmunodeficiencia, y ésta dependeria de la
expresion de la molécula CXCR4 7). Ademas
del estudio de la carga viral, la tipificacion de
las subpoblaciones CD4 y CD8 se ha definido
como criterio de referencia para el sequimien-
to de la infeccién con el VIH y también para
hacerle seguimiento al tratamiento antirretro-
viral en los pacientes infectados 2.

La cuantificacion de la subpoblacion CD4 en
sangre periférica se basa en la marcacion de
las células de la muestra con anticuerpos mo-
noclonales fluorescentes especificos de la mo-
lécula CD4 y en su contraste con células CD8
marcadas a su vez con anticuerpos monoclo-
nales fluorescentes especificos de la molécula
CD8. Se estima que el porcentaje de células
gue coexpresan CD4 y CD8 no incide en el cal-
culo final de la proporciéon de cada una de las
subpoblaciones por separado, a pesar de que

se hareportado hasta 5% de células CD4+CD8*
en sangre periférica de individuos sanos (1). Sin
embargo, otros reportes han establecido ex-
pansiones persistentes de células T CD4+CD8*
gue pueden conformar desde 10% hasta 70%
de los linfocitos T totales en sangre periférica,
particularmente en individuos que presentan
un amplio espectro de enfermedades aparen-
temente no relacionadas entre si &4,

En el presente articulo reportamos el hallazgo
de dos pacientes seropositivos para VIH que mos-
traron altos niveles de coexpresion CD4+CD8*y
proponemos su posible interpretacion.

Metodologia

Muestras. De cada paciente se recibieron
10 ml de sangre total en EDTA, analizados en
los laboratorios remitentes de diferentes ciuda-
des del pais, con las usuales precauciones de la
fase preanalitica requeridas por el Instituto de
Referencia Andino, S. A. Ambas poblaciones
de pacientes remitidos a nuestro laboratorio,
tanto los 1.883 analizados en 2007, como los
142 analizados en enero de 2008, fueron in-
gresadas como constituidas por pacientes co-
lombianos de origen mestizo.

Tipificacion de subpoblaciones linfocita-
rias. Las muestras de sangre total se marcaron
utilizando el reactivo Cyto-Stat® triCHROME™
CDS8-FITC/CD4-RD1/CD3-PC5 (Beckman Coul-
ter, Fullerton, CA) vy, luego, se procesaron en
un citémetro Epics XL-MCL (Beckman Coulter,
Fullerton, CA), de acuerdo con las instruccio-
nes del fabricante, como sigue: se incubaron
100 pl de sangre EDTA con el anticuerpo mo-
noclonal durante 15 minutos, después de lisis
con el reactivo Optilyse C (Beckman Coulter,
Brea, California), se agregd solucion tampon
PBS pH 7,2, y se procedi6 a su analisis en el ci-
témetro. El analisis se efectud con el programa
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System Il para Epics-XL versién 3.0 sobre un
total de 5.000 linfocitos. La poblacién de lin-
focitos se delimité con los parametros FS y SS
buscando una clara diferenciacion de detritos
celulares mediante la fijacién del umbral y de
la demarcacién de la regién de analisis.

Resultados

Al hacer la revision de 1.883 tipificaciones de
subpoblaciones linfocitarias efectuadas en el
Instituto de Referencia Andino en el afno 2007,
de las cuales 66,9% provenian de hombres y
33,1% de mujeres, se encontraron dos casos de
pacientes masculinos con porcentajes de coex-
presion CD4+CD8* superiores a los valores de
referencia aceptados de 0% a 5% (tabla 1).

Estos dos casos correspondian a pacientes
que presentaron una leucopenia moderada
y fueron seropositivos para VIH. Ninguno de
los pacientes tuvo seguimiento de otros mar-
cadores de la infeccién por habitar en luga-
res distantes de los laboratorios en donde
fueron atendidos, respectivamente, en el de-
partamento de Cundinamarca y en el depar-
tamento del Valle del Cauca. Los laboratorios
que los atendieron remitieron la muestra de
sangre anticoagulada en EDTA al Instituto de
Referencia Andino en Bogota controlando cui-

dadosamente la fase preanalitica. Al encontrar
los elevados porcentajes de células CD4+CD8*,
se procedio a repetir el marcaje monoclonal y
la lectura en el citdmetro, confirmando el mis-
mo tipo de resultado tres veces consecutivas,
mientras que todas las demas muestras pro-
cesadas en el mismo dia arrojaron valores por
debajo de 1% de coexpresion CD4+CD8*.

Se procedio a revisar los valores de referen-
cCia para las células CD4+*CD8* en nuestro la-
boratorio con la misma tecnologia y reactivos
utilizados en los dos casos reportados, toman-
do como base la totalidad de las solicitudes
de subpoblaciones de linfocitos T recibidas
en enero de 2008, las cuales ascendieron a
142 pacientes (tabla 2). En éstos se encon-
tré un rango de 0,04% a 1,57% de células
CD3*CD4+CD8* con un promedio de 0,32%
de este fenotipo celular (figuras 1y 2), lo
cual coincidié con lo reportado en la literatu-
ra 'y confirmé lo excepcional de los dos casos
que presentaron cifras superiores a 40% en
la subpoblaciéon CD4+CD8*. El promedio de la
subpoblacion CD4* en los 142 pacientes fue
de 18,9% vy el de la subpoblacion CD8* fue de
46,3% con un promedio total de células CD3*
de 69,2%, muy cercano a la suma de los pro-
medios de células CD4*y CD8* de 65,2%. Por
el contrario, el promedio de células CD4+y de

Tabla 1. Cuantificacion de subpoblaciones CD3, CD4 y CD8 en dos pacientes positivos para VIH que presenta-
ron elevacién en la subpoblacion CD3*CD4+CD8* por encima de los valores de referencia

Paciente Células CD3+
CD3+ /ul (%)

1 6XXX66 M 505 68,3 58,3

CD3+CD8+ | CD3+ CD4+CD8+

49,7

Células CD3+
CD4+CD8+ /ul

Células CD3+
CD4+CD8-/ul

40,9 302,41 431,06

2 | 6XXX26 M 1.201 61,4 76,6

54,6

471 921,29 1.498,32
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Coexpresién de CD4 y CD8 en linfocitos de sangre periférica en pacientes positivos para VIH

células CD8* en los dos pacientes analizados
fue de 67,5% y de 52,5% con un promedio
total de células CD3* de 64,5%, muy distan-
te de la suma aritmética de los promedios de
células CD4+ y CD8* en estos casos, que fue
de 120%.

De las 142 muestras remitidas a nuestro la-
boratorio en enero de 2008, 62% incluia en
las 6rdenes de proceso un diagnostico preli-
minar y 38% venia sin diagndstico de origen.
Entre los 88 diagnosticos presuntivos asocia-
dos a cada una de las muestras, se incluian los
siguientes: 55 seropositivos para VIH, 28 con
enfermedad retroviral y 5 casos Unicos cada
uno con uno de los diagnosticos de tratamien-
to antirretroviral, inmunodeficiencia, inmuno-
supresion, alergia y accidente cerebrovascular.

Al evaluar los resultados segun estos diag-
noésticos presuntivos, no fue posible asociar la

tendencia a la elevacion de los porcentajes de
la subpoblacion CD4+*CD8* a ninguna de las
condiciones en particular, ya que todas estu-
vieron por debajo de 1,6%, con un promedio
de 0,53% (tabla 3). Los casos excepcionales
reportados en este trabajo corresponden a
dos individuos seropositivos para VIH y, en
comparacion con éstos, ninguno de los 55
seropositivos restantes presentd la tendencia
a la elevacion de los porcentajes de coexpre-
sion CD4+CD8*, presentando un promedio de
0,32% de células CD4+*CD8* por microlitro,
igual al promedio global de los 142 pacientes
investigados en enero de 2008, con un maxi-
mo de 1,57% y un minimo de 0,06% de cé-
lulas CD4+CD8*, y con un maximo de 25,84y
un minimo de 0,36 células CD3+*CD4+CD8*, si
se estiman la totalidad de células T CD3 que
presentaron coexpresion CD4+CD8* por cada
microlitro de sangre periférica.

Tabla 2. Frecuencia de subpoblaciones T en sangre periférica de 142 pacientes del Instituto de Referencia

Andino
Células )
Células
Células CD3+CD4+ | CD3+CD8+ D3+ s
+
CD3+/ul (%) (%) CD4+CD8+
CD4+CD8-/ul
ul
95 M 66,9 1.564,19 | 69,35 18,22 47,15 0,31 6,98 393
47 F 33,1 1.287,83 68,67 20,37 44,45 0,36 6,68 440
Promedio 1.472,72 69,13 18,93 46,26 0,32 6,88 424,54
Maximos 3.969 89,3 50,2 81,2 1,57 39,94 2.136
Minimos 161 19,1 1,6 12,9 0,04 0,36 8
DE 0,26 6,37 346,63
Coeficiente
L 0,04 1,05 57,01
de variacion

DE: desviacion estandar
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Figura 1. Numero de células CD3+CD4+CD8+ por microlitro de sangre periférica en 142 pacientes remitidos al
Instituto de Referencia Andino en enero de 2008
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Figura 2. Porcentaje de células CD3+CD4+CD8+ en sangre periférica de 142 pacientes remitidos al
Instituto de Referencia Andino en enero de 2008
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Discusion

El destino final de la diferenciacién de los lina-
jes de los linfocitos T en sangre periférica se ha
considerado clasicamente como excluyente en
funcién de la expresion de los marcadores de
membrana CD4 y CD8. Sin embargo, esta claro
que esta diferenciacion mutuamente excluyen-
te parte en todos los casos de poblaciones de
timocitos doblemente positivos CD4+CD8+. El
papel de la restriccion del estimulo del receptor
T mediante las moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad autélogas, tanto como
el rol de algunas citocinas, como la IL-7, han
sido postulados como determinantes en este
proceso de diferenciaciéon ?3). Una de las par-
ticularidades de este proceso es la existencia
de fenotipos intermedios doblemente positivos
gue pueden revertir, bien a CD4 o bien a CD8,
en funcién de influencias microambientales
gue inciden en el silenciamiento o en la trans-
cripcion de las moléculas CD4 y CD8 en cada
célula. Sin embargo, este proceso, caracteristi-
co del timo, es inusual en sangre periférica.

La revision de los resultados de 1.883 solici-
tudes de subpoblaciones linfocitarias T recibi-
das y tipificadas en el Instituto de Referencia
Andino en el afio 2007, revel6 la existencia de
dos pacientes (0,11%) en los que se presentd
el fendémeno de la coexpresion en membrana
de las moléculas CD4 y CD8 por encima del
umbral de referencia. Si bien en la literatura se
habia reportado este fenotipo en sangre pe-
riférica, principalmente en casos de infecciéon
viral, no hay antecedentes en la literatura co-
lombiana ni en otros laboratorios nacionales
consultados sobre este tipo de anomalia. La
coexpresion de estas moléculas de membra-
na se halla usualmente restringida a casos de
leucemias agudas T prolinfociticas o a algunos
casos de leucemias T del adulto.

ASOCIACION COLOMBIANA DE INFECTOLOGIA

Una explicacion posible de este fenémeno
en el caso de los pacientes que nos ocupan,
es que las muestras se hubieran degradado y
gue éstas absorbieran de manera inespecifica
los anticuerpos anti-CD4 o anti-CD8. Sin em-
bargo, las tasas de mortalidad en estos dos pa-
cientes eran semejantes a otras muestras y los
restos celulares fueron descartados del anali-
sis al seleccionar la ventana correspondiente a
células viables en el dispersograma correspon-
diente. Su integridad se aseguré al observar
una clara demarcacion entre la poblacion lin-
focitaria analizada y los detritos celulares que
se observaban claramente en el area bajo la
poblacion estudiada en la gréfica emitida por
el citémetro. Estos detritos fueron sistematica-
mente eliminados del analisis. Otra posibilidad
es que los pacientes evaluados presentaran una
neoplasia hematoldgica concomitante, lo cual
no fue reportado por los clinicos remitentes.

Ahora bien, teniendo en cuenta que en pa-
cientes que expresan simultaneamente las mo-
léculas CD4 y CD8 en la membrana de células
periféricas, es dificil concluir sobre el nimero
total de cada subpoblacion y, en particular,
sobre los correspondientes porcentajes de lin-
focitos CD3+*CD4+*CD8" en pacientes que ex-
presan simultdneamente las moléculas CD4
y CD8 en la membrana de células periféricas.
Ademas, en la medida en que no hay claridad
sobre la funcionalidad de las células CD4+CD8*
en pacientes con VIH, si no se aclara en el re-
porte que algunas células presentan este tipo
de coexpresiéon por encima de los valores con-
siderados normales, alrededor de 5% del total
de células CD3*, al reportar simplemente las
células CD4+ se podria estar sobrestimando la
cantidad real de células CD4+CD8:. Por lo tan-
to, es importante evaluar los tres marcadores
(CD3*, CD4+y CD8*) para identificar aquellos
pacientes que presentan esta caracteristica y
asi alertar al clinico. Nuestro hallazgo de este
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fenotipo linfocitario en sangre periférica de
pacientes que presentaban una virosis, debe
alertar a los laboratorios que solamente tipifi-
can los linfocitos CD4*y no evalUan los marca-
dores CD3 y CD8.

Finalmente, desde el punto de vista clinico,
debe atenderse a la particularidad de la co-
expresion de las moléculas CD4+ y CD8* en
membrana, puesto que podrian estar asocia-
das a condiciones especificas de la respuesta
inmune con eventuales implicaciones para su
pronoéstico y tratamiento. Desde el punto de
vista fisioldgico, la expansion de poblaciones
linfocitarias que coexpresan CD4 y CD8 puede
corresponder, tal y como lo muestran algunos
de los trabajos preliminares citados, a un fe-
notipo funcional en respuesta al estimulo viral
gue no debe ser pasado por alto y debe ser
explorado con mayor profundidad.
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