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Resumen 

Con el fin de determinar el comportamiento de las diferente poblaciones linfocitarias, a 
través de los diferentes estadios clínicos de la infección por elvirus de inmunodeficiencia 
humana (VIH) establecidos por el CDC, se realizaron tipificaciones de linfocitos T, B, 
T CD4 y T CD8 en 155 individuos VIH positivos del ISS en Cali, utilizando la técnica de 
inmunocitoquimica de los complejos fosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina (APAAP) 
en extendidos de sangre periférica. 

En los pacientes del estadio II, los linfocitos T, B y CD4 se encontraron dentro de los 
valores normales para la población general, mientras que los CD8 estaban aumentados. 
En el estadio III, el comportamiento de las poblaciones de linfocitos fue similar salvo un 
ligero aumento de los linfocitos B. Estos estadios sólo se diferenciaron clínicamente por 
la presencia de adenopatias. 

En el estadio IVse observó una marcada depleción detodas las poblaciones linfocitarias 
estudiadas. 

En virtud al aumento temprano de CD8 en los estadios II  y III, la relación CD41CD8 
presenta alteraciones y es menor de 1 ,O aunque el recuento de CD4 en estos estadios 
sea normal. Sin embargo, cuando ocurre ladepleción general en el estadio IV, su utilidad 
es limitada y el recuento absoluto de CD4 es el indicador más útil en la progresión de 
la enfermedad. 

En virtud a que el recuento de linfocitos CD4 y CD8 constituye un pilar y en él se orientan 
la mayoría de las conductas profilácticas y de tratamiento que se adoptan en los VIH 
positivos, se hace necesario conducir los esfuerzos para hacer más asequible esta 
metodología a los pacientes, así como plantear la implementación de otras pruebas 
evaluadoras de la inmunidad, útiles como indicadores de la progresión de la enfermedad. 

Summary 

T, B, T CD4 and T CD8 lymphocyte typifying, using the immunochemical technique of 
complex alkaline phosphatase-alkaline antiphosphatase (APAAP) in thin smears, was 
carried out on 155 HIV positive individuals from the Social Security lnstitute in Cali 
(Colombia) to determine the behaviour of different lymphocyte populations throughout 
the different clinical stages of infection by the human immunodeficiency virus (HIV) as 
established by the CDC. 
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In stage II, T, 6, and CD4 patient's lymphocytes were found within the norms for the 
general population, while those of CD8 were increased. In stage III, the behaviour ofthe 
lymphocyte populations was similar except for aslight increase in B lymphocytes. These 
stages only differed clinically because of the presence of adenopathies. 

In stage IV, a marked depletion of al1 the lymphocyte populations studied was observed. 
Dueto the early increase of CD8 in stages II and III, the relationship CD4lCD8 presents 
alterations and is less than 1 .O, even though the CD4 count is normal. However, when 
general depletion occurs in stage IV, its usefulness is limited and it is the CD4 count 
alone which is the most useful indicator of the illness's progression. 

Considering that the majority of prophylactic behaviour and treatment which is adopted 
for HIV positive patients is based on CD4 and the CD8 lymphocyte counts, it is of vital 
importance to make this methodology more accessible to patients as well as to 
implement other immunity evaluating tests, to be indicators of the illness's progression. 

La infección por el VIH causa una pérdida cuan- 
titativa y cualitativa de la inmunidad mediada por 
células. Aunque hasta el momento se sabe que 
el VIH puede infectar un amplio rango de células 
en el organismo, lainmunodeficienciaque produ- 
ce se atribuye principalmente a la infección y 
destrucción de los linfocitosTCD4 oayudadores, 
por parte del virus. 

Esta pérdida se manifiesta de una manera dis- 
creta y progresiva desde el inicio de la infección 
y avanza hasta que los síntomas se hacen evi- 
dentes y empieza a presentarse un amplio es- 
pectro de infecciones oportunistas. En un esfuer- 
zo por identificar y organizar los síntomas y 
complicaciones de la infección por VIH;se han 
establecido varias clasificaciones de la enferme- 
dad, siendo la más utilizada la clasificación clíni- 
ca del CDC ( l ) ,  basada en el desarrollo de la 
infección por VIH y el deterioro progresivo del 
individuo que ésta produce. En esta clasificación 
se reconocen cuatro estadios clínicos, el I o de 
infección aguda, el II o de portador asintomático, 
el Ill o síndrome de linfoadenopatía generalizada 
persistente (SLGP) y el IV o SIDA donde se pre- 
senta el síndrome florido y todas sus complica- 
ciones; este estadio, a su vez, se ha subdividido 
en cinco grupos de acuerdo con el tipo de compli- 
cación o infección oportunista que se presente. 

co, no indica al médico específicamente cuál es 
el estado de deterioro inmune del paciente, ni 
permite establecer una mayor predicción con 
respecto a la progresión de la enfermedad. Es 
por ello que en la actualidad existen varios mar- 
cadores de laboratorio útiles en el seguimiento 
del individuoVIH positivo. El recuento de linfocitos, 
particularmente de células T CD4, es un indica- 
dor directo del estado inmune celular del indivi- 
duo ya que permite determinar el efecto de la 
infección porVIH, siendo importante en la instau- 
ración de terapias profilácticas y antirretro- 
virales. (2,3) 

Aunque ambos criterios, tanto el clínico como el 
de laboratorio son importantes, los costos de la 
tipificación de linfocitos hace que en nuestro 
medio prevalezca la clasificación clínica y sólo se 
recurra al recuento de CD4 cuando es indispen- 
sable y no deforma periódica, como se indica en 
la literatura para un adecuado seguimiento (1). 

Teniendo en cuenta lo anterior, en estetrabajo se 
propone determinar cuál es el comportamiento 
de las diferentes subpoblaciones linfocitarias en 
un grupo de VIH positivos de nuestra ciudad y, 
además, evidenciar si existe correlación entre la 
clasificación clínica y el recuento de linfocitos T 
CD4 y otras poblaciones linfocitarias. 

Materiales y métodos 

Sin embargo, aunque este sistema de clasifica- de estudio 
ción permite ubicar al individuo en su estadio Constituido por un grupo de 155 individuos VIH 
dependiendo desu sintomatología y cuadro clíni- positivos atendidos en el ISS en Cali, agrupados 
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por estadios clínicos según lo establecido por el 
CDC (1). 67 pacientes pertenecían al estadio II 
o de portador asintomático, 27 al estadio III o 
SLGP y 61 pertenecían al estadio IV o SIDA. 

AcadaVIH positivo comprobado, se le realizó un 
examen físicocompleto y pruebas de laboratorio: 
hemograma, anticuerpos para toxoplasma, 
citomegalovirus y herpes y, además, látex para 
criptococo; esto con el fin de poder hacer una 
mayor aproximación clínica del estadio de la 
infección por VIH. 

Tipificación de linfocitos 

En el momento del examen físico se le tomó a 
cada paciente por venopunción 5 ml de sangre 
con EDTA, para realizar la técnica de inmuno- 
citoquímica de los complejos inmunes fosfatasa 
alcalina-antifosfatasa alcalina (APAAP) en ex- 
tendidos de sangre periférica; según la metodo- 
logía de Erber (3,4) con algunas modificaciones. 
Se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratón 
paralaidentificación de linfocitosTtotales (CD3), 
linfocitos B (CD19), TCD4 paralosTayudadores 
y T CD8 para los T supresores. 

El APAAP se fundamenta en la reacción de los 
anticuer~os monoclonales con los antíaenos 

dilución 1 :10 excepto el T CD3 que se utilizó en 
una dilución 1 :100. Luego de dos lavados con el 
Tris HCI, se colocó la inmunoglobulina de conejo 
anti-ratón (Dako NS) diluida 1:25, durante 45 
minutos en cámara húmeda. 

Posteriormente, se lavaron los extendidos y se 
adicionó el complejo de inmunoglobulina de ra- 
tón anti-fosfatasa alcalina más fosfatasa alcalina 
(APAAP Dako NS) diluida 1 :50 durante 45 minu- 
tos en cámara húmeda; para una mayor eficien- 
cia de la reacción, estos dos últimos pasos se 
realizaron nuevamente. Después se agregó un 
sustrato de la enzima y un revelador de la reac- 
ción, que consistió en una solución de 100 mg 
Napthol as bifosfato, 200 ~1 de dimetilformamida, 
10 ml de buffer salino pH 9,2 y 5 - 10 mg de Fast 
red; luego, se hizo un nuevo lavado con Tris HCI 
y agua destilada y se hizo una contratinción con 
hematoxilinade Harris por un minuto; se lavó con 
agua corriente y se montaron las placas con 
glicerol glicerina. Los linfocitos identificados con 
el monoclonal correspondiente presentaron una 
corona roja en su membrana. Los extendidos se 
observaron en el microscopio de luz y se realizó 
un conteo por duplicado de los linfocitos teñidos 
en un total de 100 vistos. 

específicps de membrana de los linfocitos. Ini- cálculo del número de cada subpoblación se 
cidmente se hicieron 4 extendidos de sangre hizo así: No, de CD4 = total de leucocitos % de 
c o m ~ l e t a ~  se secar durante a horas linfocitos,l 00 % de linfocitos marcados 11 00, 
a temperatura ambiente; una vez secos, fueron 
almacenados en papel aluminio a-20°C hasta su 
procesamiento. En el momento de realizar la 
técnica, los extendidossedescongelaron y sobre 
ellos se trazaron varios círculos con lápiz de 
diamante, cada uno correspondiente al respec- 
tivo monoclonal a probar. Posteriormente, se 
fijaron con una solución amortiguadora de for- 
mol acetona durante un minuto; luego, se lava- 
ron con agua destilada y por último en Tris-HCI 
O, 1 M pH 7,6 durante 5 minutos, dos veces. 

Después de lavados, se secaron cuidadosamen- 
te los bordes de los círculos y se colocaron los 
anticuerpos monoclonales correspondientes 
durante una hora en cámara húmeda. Para los 
linfocitos T totales se utilizó Dako-CD3 T3 485, 
para los linfocitos B Dako-CD1 9, para los T CD4 
Dako-CD4 MT310 y para los T CD8 Dako-CD8 
DK25. Estos anticuerpos se utilizaron en una 

Para hacer este cálculo fue necesario realizar un 
leucograma de cada paciente. 

Análisis estadístico 

Se realizaron promedios geométricos y desvia- 
ción estándar. Para comparar proporciones, se 
emplearon tablas de contingencia que fueron 
evaluadas por el P de Fisher o el Chi cuadrado, 
según el caso. La razón de desigualdades (OR) 
ampliamente utilizada en estudios de casos y 
controles, fue necesaria para estimar las asocia- 
ciones entre variables. 

Resultados 

El grupo de 155 pacientes VIH positivos del 
programa de infectología del ISS estuvo confor- 
mado por 149 hombres (96,1%) y 6 mujeres 
(3,9%), con un promedio de edad de 32.9 años. 
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La media geométrica (MG) del recuento total de 
leucocitos en los VIH positivos fue de 6.761 (IC 
95% 6.310 - 7.244); el 25% tenían leucopenia 
(recuentos menores de 5.1 00 leucocitoslpl), sien- 
do ésta más marcada en los pacientes que per- 
tenecían al estadio clínico IV (SIDA), donde el 
40% eran leucopénicos y fue más moderada en 
losestadiosII y lll(13,4% y 19,2%deleucopénicos, 
respectivamente). 

Del total de pacientes VIH positivos, sólo 25 
(1 6,7%) presentaron linfopenia (recuentodelinfo- 
citos menor de 1250/pl), 21 (13,5%) pertenecían 
al estadio IV y 4 (233%) a los estadios II y III, 
existiendo una asociación significante entre es- 
tar en el estadio IV y tener linfopenia (OR = 11,81 
lC 95% = 3,60 - 49,5 p<O,OOl). 

Cuando se realizó la clasificación del grupo 
VIH positivo de acuerdo con los estadios clíni- 
cos se observaron cambios importantes en 
cuanto al comportamiento de las poblaciones 
linfocitarias. 

En los pacientes del estadio II, el recuento de 
linfocitos CD4 se encontraba dentro de los valo- 
res normales (>400/pI) ( 1 3 3 ,  con una MG de 
6031~1, mientras que los linfocitos CD8 estaban 
elevaqos, con una MG de 1.096lpl (valor normal: 
<8001~l), lo que produce una relación CD4lCD8 
menor de 1 ,O en la mayoría de los pacientes a 
pesar de encontrarse en el estadio II o de porta- 
dor asintomático (figura l ) .  

Figura 1. Población de linfocitos CD4 y CD8 en VIH positi- 
vos del estado II. 

En cuanto a las otras poblaciones linfocitarias, la 
MG de linfocitos T fue de 1.820lpl aún dentro de 
los rangos normales (800 - 2.2001pl)@) y en los 
linfocitos B la MGfuede3471ul también dentro de 
los rangos normales (60 - 440/pl)i? 

En los VIH positivos del estadio III, la MG de 
linfocitosCD4fue8511p1, con unaMG deinfocitos 
CD8 de 955Ipl y la relación CD41CD8 alterada 
(<1,0). Los linfocitos T con una MG de 1.8201pl 
y una MG de linfocitos B de 4681~1 los cuales se 
encontraban ligeramente aumentados. 

En los pacientes ubicados en el estadio IV, la MG 
de linfocitos CD4 descendió considerablemente 
a 1821~1, los linfocitos CD8, aunque altos en 
comparación a los CD4, se vieron disminuidos al 
compararse con los registrados en los estadios 
II y III de la infección; la media geométricafue de 
5891~1 (figura2). Comoconsecuencia, larelación 
CD4lCD8 se observó aún más baja. 

En cuanto a los linfocitos T totales, la MG fue de 
8131~1 y la MG de los linfocitos B de 1201pl; 
ambas poblaciones se encontraron disminui- 
das. 

De acuerdo con lo observado en el estadio IV y 
teniendo en cuenta que según el CDC se ha 
definido como caso de SlDA todo paciente VIH 
positivo con un recuento menor o igual a 200/yl, 
se evidenció que la definición por el laboratorio 
y la definición por la evaluación clínica son dife- 
rentes (X2 MacNemar = 13,7 p<0,01). El valor 
predictivo positivo de la clasificación clínica del 
estadio IVo SlDA es de 46,8%, lo que indica que 
sólo la mitad de los casos que clínicamente se 
consideran SlDA son los que poseen un recuen- 
to de CD4 <2001pl y necesitan irremediablemen- 
teeltratamiento antirretroviral: Mientrasquesi se 
parte de un recuento de'CD4 <200/p1 casi la 
totalidad de los pacientes tendrá SIDA. Por lo 
tanto, el valor predictivo negativo es bueno (95%) 
ya que sólo se encontraron cuatro pacientes que 
siendo clasificados en el estadio II asintomáti- 
cos, tenían un recuento de CD4 menor o igual a 
2001~l (figura 3). Es decir, existe una tendencia 
significante entre tener un recuento de CD4 me- 
nor o igual a 2001pl y ser clasificadoclínicamente 
como estadio IV (OR 16,5 IC95% = 4,84 - 70,33 
p<o,oOl). 
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Figura 2. Población de linfocitos CD4 y CD8 en VIH positi- 
VOS cel estado IV. 

Figura 3. Recuento de linfocitos CD4 en VHI positivos se- 
gún su estado clínico. 

Con respecto a la relación CD4lCD8 <1 ,O, ésta 
no es una buena predictora del estadio IV (OR = 

1,6 p>0,05), ya que aunque en este estadio es 
muy baja (66% <0,5) ya existen alteraciones 
importantes a este respecto en los estadios II y 
111 (83% < I  ,Ovs. 88%en estadioIV). Dadoel nivel 
dedepleción de todas las poblaciones linfocitarias 
en el paciente de estadio IV, la disminución 
simultánea de linfocitos CD4 y CD8 puede pro- 
ducir una relación CD4iCD8 cercana a 1 ,O, lo 
cual daría una falsa imagen el estado inmunoló- 
gico del paciente. 

Discusión 

En la evaluación de las subpoblaciones linfocita- 
rias se utilizó la técnica de inmunocitoquímica 
APAAP la cual representó una buena alternativa, 
con algunas ventajas con respecto a la técnica 
tradicional de inmunofluorescencia directa que 
es la más utilizada en nuestro país; entre ellas, 
la no utilización de equipo sofisticado como el 
microscopio de fluorescencia. Además, puede 
realizarse con volúmenes de sangre pequeños a 
diferencia de la inmunofluorescencia, donde se 
necesita una concentración de 0,5 a 1 x l0"o- 
nonucleares. Evita procesos adicionales de se- 
paración y centrifugación de linfocitos, tales como 
el gradientede Fycoll Hypaque, que pueden alte- 
rar el recuento; se ha visto que el proceso de 
centri-fugación puede disminuir el recuento de 
linfocitos B y causar un aumento de linfocitos T 
en la suspensión final. 

También, los gradientes de separación pueden 
aumentar falsamente el recuento de linfocitos 
CD4 en virtud a una disminución de los linfocitos 
CD8. Además, la diferenciación de las poblacio- 
nes linfocitarias puede hacerse sencillamente 
comosi setratarade un extendidode hematologia 
con un mejor criterio morfológico, ya que en la 
inmunofluorescencia no es posible observar con 
claridad la morfología celular y por ello algunos 
monocitos que son CD4 positivos pueden ser 
incluidos en el recuento como linfocitos (7). Algo 
muy importanteesquecuandose utilizael APAAP, 
es posible guardar las muestras como extendi- 
dos de sangre durante un año antes y después 
del procedimiento. 

De otro lado, el estudio de las subpoblaciones 
linfocitarias permitió confirmar que en el estadio 
IV o SlDA es donde se hacen evidentes la mayo- 
ría de las alteraciones linfocitarias. Existe una 
mayor tendencia a la linfopenia y una disminu- 
ción general de linfocitos T, B y  linfocitos T CD4 
y CD8. En los estadios clínicos II y III de la 
infección por VIH, el comportamiento de las po- 
blaciones de linfocitos estudiadas fue similar, 
sólo se presentaron diferencias muy sutiles en 
cuanto a los recuentos, mientras que en el esta- 
dio IV existe ya una marcada diferencia (figura4- 
7). En el estadio III se observó un ligero aumento 
de linfocitos CD4, el cual fue significante (t= 
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1,975 77 gl p>0,05); igualmente se observó un depleción total de los linfocitos y, en este caso, 
aumento en el recuento de linfocitos B. el cual no el recuento absoluto de linfocitos CD4 sería el 
fue significante cuando se comparó con el re- 
cuento de linfocitos B en el estadio II (t= 1,678 
7091 p>0,05). 

A pesar de que se considera que los linfocitos 
CD4disminuyen progresivamentedesde el inicio 
de la infección, éstos presentan fluctuaciones 
(8). Lavariabilidad de un individuo puede ser del 
35 - 75% y la fluctuación de los conteos entre 
cada laboratorio está entre los 100 - 2001~l (8). 
Las fluc-tuaciones biológicas en los recuentos 
que se presentan en los individuos de los esta- 
dios II y III no permiten diferenciar estos dos 
estadios. El estadio II se puede diferenciar del 
estadio III clínicamente por la presencia de 
adenopatías generalizadas persistentes que in- 
dican una acción de respuesta del organismo 

/contra lainfecciónviral; estose manifiestacon un 
ligero incremento en el recuento de linfocitos B. 
En estos estadios se presenta un aumento en el 
recuento de linfocitos D8; el aumento de los 
linfocitos T supresores constituye una de las 
alteraciones iniciales en la inmunidad del indivi- 
duo VIH positivo. Esto conduce a una relación 
CD4lCD8 alterada o menor, que se hace eviden- 
te desde el estadio de portador asintomático, por 
lo que en los estadios II y III la relación CD4lCD8 
es un indicador útil para determinar la presencia 
de alteración inmune. Sin embargo, su utilidad es 
limitada puesto que en el estadio IV ocurre una 

mejor indicador del estado inmune del paciente. 

Aunque en este estudio se observó una buena 
correlación entre la clasificación clínica y los 
recuentosde linfocitos CD4 en losestadios II y III, 
ésta se pierde en el estadio IV, existiendo un 
53,2% de pacientes que al ser clasificados 
clínicamente como SlDA tienen recuentos de 
CD4 mayores de 2001v1. Esto pone en evidencia 
que existen enfermedades oportunistas marca- 
doras de defectos inmunes graves y que definen 
clínicamente a un paciente como caso de SlDA 
cuando el recuento de linfocitos CD4 no ha 
descendido de 200 /NI. Además, se trata de 
infecciones que son altamente prevalentes en 
nuestro mediocomoes el caso de latoxoplasmosis 
del sistema nervioso central. 

No obstante la buena correlación observada 
entre la clasificación clínica y el recuento de 
CD4 en los estadios II y l l l  y que el recuento de 
CD4 es uno de los indicadores más útiles como 
predictor del estado y deterioro inmune del pa- 
ciente orientando sobre el empleo de conductas 
profilácticas, existen individuos que a pesar de 
tener recuentos de CD4 mayores de 4001pI 
dentro del rango normal, presentan síntomas y 
signos de infección por VIH avanzada, presu- 
miblemente porque lafuncionalidad de las célu- 
las está comprometida o porque la inmunidad 
de tipo humoral muestra signos de deterioro. 

1 1  1 

Figura 4. Poblaciones de linfocitos T totales CD3 en VIH Figura 5. Poblaciónes de linfocitos B (CD19) en VIH positi- 
positivos de los estadios II, Ill y IV. vos de los estadios II, I l l  y IV. 
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1 1 1  1 

Figura 6. Poblaciones de linfocitosCD4 en VIH positivosde Figura 7. Poblaciones de linfocitos CD8 en VIH positivosde 
ios estadios II, lil y IV. los estadios II, Ill y IV. 

Por el contrario, también existen pacientes asin- de CD4 y CD8 de rutina; parasolucionar el efecto 
tomáticós, como se observó en este trabajo, con de las fluctuaciones en los recuentos puede 
recuentos de CD4 menores de 2001~1 en los optarse por realizar dos recuentos durante el 
cuales el recuento es de valor predictivo ya que, mismo día. Sin embargo, dado los costos del 
probablemente, estos pacientes desarrollen el recuento de CD4 y CD8, su utilidad en nuestro 
SlDA en dos años si no son tratados. medio es limitada, sólo se realiza en contados 

Aunque laclasificación clínica y laevaluación por 
laboratorio basada en los recuentos de linfocitos 
han demostrado serdiferentes pero complemen- 
tarias, en este momento el CDC ha reconocido 
nuevas definiciones para un caso de SlDA y 
dento de éstas se considera tanto a los casos 
clínicosde SIDAcomoa loscasos inmunoló~icos . 
por SlDA por el laboratorio (9). 

La utilización del recuento de CD4en el monitoreo 
ha demostrado ser cada vez más necesaria, 
puesto que se ha visto que pacientes VIH posi- 
tivos asintomáticos con recuentos menores de 
4001~~1 tienen un riesgo relativo de 2,8 veces más 
de desarrollar SlDA si no son tratados. Medir los 
niveles CD4 es útil como guía clínica y en el 
manejo terapéutico de los pacientes VIH positi- 
vos. Sin embargo, existen otras pruebas de labo- 
ratorioque pueden ser indicadores humorales de 
inmunidad, útiles para determinar la progresión 
de la enfermedad y que complementan la infor- 
mación suministrada por los recuentos de CD4. 
tales como la beta 2 microglobulina, Ag p24, la 
neopterina y los niveles de IgA (10). 

Por lo menos, debe instaurarsedentro del tamizaje 
inicial en todo paciente VIH positivo, un recuento 

laboratorios clínicos y no esasequibleatodos los 
pacientes. Aquí, el problema del individuo VIH 
positivo no sólo es la inmunerable cantidad de 
complicaciones generadas por su estado de 
inmunosupresión sino el alto costo de las prue- 
bas necesarias para su adecuada evaluación, 
seguimiento y tratamiento temprano. 

No obstante, es urgente conducir nuevos esfuer- 
zos hacia la implementación de las técnicas 
diagnósticas y de monitoreo, como en el caso de 
los recuentos de CD4 (para lo cual puede em- 
plearse la técnica APAAP como alternativa), 
enfocadosa un mejor rnanejodelVIH positivo. La 
técnica APAAP es útil en cuanto representó una 
técnica confiable, específica, menos costosa y 
relativamentesencilla, comparadacon la técnica 
convencional de inmunofluorescenciadirectafre- 
cuentemente utilizada en nuestro país. 

Asimismo, es importante anotar que el conoci- 
miento en nuestro medio del comportamiento de 
los marcadores humorales o serológicos de in- 
munidad, podría ser útil en caso de no poder 
acudir al recuento de CD4 o en el caso en que se 
pretenda efectuar un análisis más completo del 
estado inmune del paciente. 
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