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RESUMEN

Objetivos. Comparar las técnicas de gradiente de percoll y ficoll hipaque
para el aislamiento de linfocitos de sangre periférica humana. Materiales
y métodos. Se disefid un estudio prospectivo, transversal y analitico,
dirigido a la evaluaciéon de dos técnicas de concentracion linfocitaria, para
el cual se colectaron muestra de sangre de individuos sanos en tubos
EDTA con sistema al vacio, basado en un muestreo probabilistico;
posterior a la aplicacion de ambas técnicas, se determiné el recuento de
linfocitos, viabilidad celular e impurezas celulares de los concentrados, y
se realizé analisis pareado para contrastar las hipotesis de estudio.
Resultados. Se evidenci6 un mayor recuento de linfocitos (p<0.001)
obtenido por el método de ficoll-hipagque (10836+3269 células/uL) en
comparaciéon con el método de percoll (560813261 células/uL); en
contraste a la viabilidad la cual fue mucho mayor (p<0.001) en el método
por Percoll (71.3+15.3%), que el de Ficoll-Hipaque (31.0+£23.8%) y
finalmente el nivel de impureza celular obtenida por el método de percoll
(36.9+£17.9%), fue mayor (p<0.001) en comparacién con el obtenido por el
meétodo de Ficoll-Hipaque (19.4+10.1%). Conclusiones. Los resultados
de recuento, viabilidad e impurezas celulares presentaron diferencias

significativas entre las técnicas de ficoll-hipaque y percoll.

Palabras clave: Gradiente de percoll, gradiente de ficoll-hipaque,

linfocitos
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ABSTRACT

Objectives. To compare gradient techniques of percoll and ficoll
hyphaque for the isolation of human peripheral blood lymphocytes.
Materials and methods. A prospective, cross - sectional and analytical
study was designed to evaluate two techniques of lymphocyte
concentration, for which blood samples were collected from healthy
individuals in EDTA tubes with vacuum system, based on probabilistic
sampling; After the application of both techniques, the lymphocyte counts,
cell viability and cellular impurities of the concentrates were determined,
and a paired analysis was performed to test the hypotheses. Results.
There was a higher lymphocyte count (p <0.001) obtained by the ficoll-
hyphaque method (10836 + 3269 cells / yL) compared to the percoll
method (5608 + 3261 cells / pL); In contrast to viability, which was much
higher (p <0.001) in the Percoll method (71.3 + 15.3%) than Ficoll-
Hipaque (31.0 £ 23.8%) and finally the level of cellular impurity obtained
by the method Of percoll (36.9 + 17.9%), was higher (p <0.001) than that
obtained by the Ficoll- hyphaque method (19.4 + 10.1%). Conclusions.
The results of counting, viability and cellular impurities presented
significant differences between the techniques of ficoll-hyphaque and

percoll.

Kew words: Percoll gradient, ficoll-hypaque gradient, lymphocytes
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INTRODUCCION

Muchos de los avances en biologia celular y molecular son el resultado de
estudios llevados a cabo en células especializadas. Como los tejidos y
organos que componen un ser vivo estan formados por multiples tipos
celulares, una de las primeras tareas a las que se enfrenta el investigador
consiste en aislar una poblacion pura de un determinado tipo de células.
Ademas, tras la separacion, se tendran que utilizar otro tipo de técnicas para
contar el numero de células obtenidas y para determinar su viabilidad, es

decir, para comprobar que siguen vivas (1).

Los linfocitos son células importantes del sistema inmune y han sido
ampliamente utilizados para los estudios morfolégicos. Sin embargo, la
literatura sobre técnicas de preparacion de estas células es escasa y

antigua, especialmente para los linfocitos cultivados in vitro (2).

Las diversas técnicas de separacion se basan en las diferencias existentes
entre los distintos tipos celulares como, por ejemplo, el tamafio y la
densidad de las células, la afinidad de anticuerpos hacia determinados
epitopos de la superficie celular, la dispersiébn de luz, la emisién de
fluorescencia. Con frecuencia, para conseguir una separacion eficaz es
necesario utilizar dos o mas métodos (3). Asi mismo, por una cuestién de
practicidad, factibilidad y costos, los métodos mas empleados son los
basados en gradientes de densidad, siendo el ficoll-hipaque y el percoll los
compuestos mas utilizados en la separacion de células linfocitarias de
sangre periférica (4, 5). Sin embargo, no existen evidencias claras que
indiquen diferencias significativas entre ambos métodos, razén por la cual la
presente propuesta de tesis busca compararlas para establecer diferencias

mediante un modelo analitico.
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1.1

CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion de la realidad probleméatica

Las lineas linfocitarias obtenidas de sangre periférica son parte
importante para el desarrollo y ejecucion de ensayos de diagndstico in
vitro (inmunoldgico, hematoldgico, citogenético, entre otros) y de
investigacion (ensayos experimentales), en el cual el objetivo es obtener
cantidad suficiente de células requeridas para el ensayo (6), asi como la
garantia de que sean células viables. No obstante, muchos de los
ensayos que requieren células linfocitarias suelen trabajar con sangre
total, como por ejemplo para procedimientos de cultivo celular (7),
generando limitaciones en la proliferacion celular, viabilidad celular
disminuida y bajos indices mitéticos, debido a que la sangre total
contiene hematies que como parte de su degradacion liberan
hemoglobina y hierro el cual genera radicales libres que deterioran la
membrana celular de otras células, incluida los linfocitos (8, 9), limitando
el proceso de cultivo, y por ende la calidad de diagnéstico e
investigacion. A pesar que el método mas empleado para el aislamiento
de linfocitos es el gradiente con ficoll-hipaque, no se tienen datos
precisos de la calidad del proceso en comparacion a otras alternativas

similares que pueden resultar de igual o superior eficacia.
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1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.3.

1.3.1.

1.3.2.

Formulacion de problema

Problema principal

¢ Existen diferencias significativas entre el recuento de linfocitos de
sangre periférica humana aislados por las técnicas de gradiente de
percoll y ficoll hipaque ,Hospital Santa Maria del Socorro Ica ?

Problemas secundarios

¢ Existe diferencia significativa en el recuento de linfocitos aislados por
las técnicas de gradiente de percoll y ficoll hipague ,Hospital Santa
Maria del Socorro Ica?

¢ Existe diferencia significativa en la viabilidad linfocitaria obtenida por
las técnicas de gradiente de percoll y ficoll hipaque,Hospital Santa Maria
del Socorro Ica?

¢,Cual es el nivel de impurezas celulares generadas por las técnicas de
gradiente de percoll y ficoll hipaque,Hospital Santa Maria del Socorro

Ica?

Objetivo de la investigacion

Objetivo general
Comparar las técnicas de gradiente de percoll y ficoll hipaque para el
aislamiento de linfocitos de sangre periférica humana,Hospital Santa

Maria del Socorro Ica.

Objetivos especificos

Evaluar el recuento de linfocitos obtenidos por las técnicas de gradiente
de percoll y ficoll hipaque,Hospital Santa Maria del Socorro Ica

Evaluar la viabilidad linfocitaria obtenida por las técnicas de gradiente de
percoll y ficoll hipaque,Hospital Santa Maria del Socorro Ica.

Evaluar el nivel de impurezas celulares generadas por las técnicas de
gradiente de percoll y ficoll hipaque,Hospital Santa Maria del Socorro

Ica.

16



1.4.

Justificacion e importancia de la investigacion

El hecho de contar con técnicas adecuadas y validadas para el
aislamiento de linfocitos de sangre periférica es un aporte fundamental
para la optimizacion de los procesos que impliquen diagndstico
citogenético (estudio de cariotipo previo cultivo de linfocitos), inmuno-
hematolégico (estudio de citometria de flujo para sub poblaciones
linfocitarias), y ensayos experimentales que dan soporte a lineas de
investigacion en toxicologia celular (modelos experimentales para
valorar dosis-efecto), clonacion, produccion de vacunas mediante el
empleo de hibridomas, entre otros usos que se le da a las técnicas de
gradientes de concentracion linfocitaria. Ademas, resulta importante
tener opciones distintas a la usual técnica de aislamiento linfocitario
con ficoll-hipague, mas aun considerando que el percoll es un
compuesto mas estable, econémico y que ademas puede ser
empleado para el aislamiento no solo de lineas linfocitarias, sino de
cualquier elemento forme de la sangre (lineas eritroides, monocitos,
neutrofilos, basofilos y eosindéfilos), asi como otras lineas celulares

tales como espermatozoides.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Antecedentes Nacionales

Cuando se realiz6 la busqueda de antecedentes de investigacion en
paginas nacionales como cibertesis, Google académico y Scielo Perd,
no se encontraron trabajos que evallen viabilidad celular en células
linfocitarias de sangre periférica, salvo algunos estudios utilizando
como técnica de viabilidad a la citometria de flujo, instrumento que no
ha sido utilizado en la presente investigacion. ElI método de
fluorescencia ha sido poco explorado en nuestro pais, a excepcion de
su aplicacion en el sector veterinario donde se evalla la viabilidad de
parasitos intestinales. Por tal razén, no se ha considerado
antecedentes nacionales, puesto que distan significativamente del

objetivo central de esta investigacion.

Antecedentes internacionales

Chang et al (10) evaluaron la capacidad de dos métodos para aislar
MSCs (células mesenquimales) de médula 6sea humana. Los
fibroblastos formadores de colonias (CFU-Fs) se consideran colonias

de células madre y progenitoras. Por lo tanto, se propuso que las
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MSCs sean representados por CFU-Fs. Por lo tanto, comparamos las
eficacias relativas de dos medios, Ficoll y Percoll, en el aislamiento de
fibroblastos con actividad de fosfatasa alcalina (CFU-F / ALP (+)) y
porcentajes de CD166 (+) / CD34, Células CD90 (+) / CD34 (-), SH3
(+)/ CD34 (-) y CD105 (+) / CD34 (-) en todas las células nucleadas de
la médula 6sea. Se pudo aislar un nimero significativamente mayor de
células nucleadas con Ficoll que con Percoll. Los porcentajes de
células que fueron CD166 (+) / CD34 (-), CD90 (+) / CD34 (-), SH3 (+) /
CD34 (-) y CD105 (+) / CD34 (-) fueron significativamente mayores
para Ficoll. La eficacia de formacion de colonias a partir de aislados de
Ficoll (119 +/- 69 CFU-F / ALP (+)) también fue mayor que la de los
aislados de Percoll (46 +/- 35 CFU-F / ALP (+) por plato) (P <0,01). Sin
embargo, el tamafio promedio de las colonias, el porcentaje de CFU-F
con ALP (+) y las capacidades de diferenciacion de CFU-F no fueron
significativamente diferentes entre los grupos. En conclusion, el Ficoll
es superior al Percoll en la preparacion de hMSCs.

Yeo et al (11) compararon los recuentos de BM-MNC (células
mononucleares de médula désea roja) y sus subconjuntos celulares
obtenidos después del aislamiento usando Ficoll-Paque y Lymphoprep
- dos medios de gradiente de densidad diferentes usados en los
ensayos clinicos. Se tomaron muestras de médula 6sea de pacientes
ingresados en el ensayo clinico REGENERATE-IHD después de 5 dias
de inyecciones subcutdneas de factor estimulante de colonias de
granulocitos. Cada muestra se dividié por igual para el aislamiento de
BM-MNC usando Ficoll-Paque y Lymphoprep, manteniendo todos los
demas procedimientos constantes. Las fracciones aisladas se
caracterizaron por células madre hematopoyéticas, células
progenitoras endoteliales, linfocitos T, linfocitos B y células NK usando
marcadores de superficie celular CD34 (+), CD133 (+) VEGFR2 (+),
CD45 (+) CD3 +) CD19 (+) y CD45 (+) CD16 (+) CD56 (+),
respectivamente. No hubo diferencias significativas en los recuentos y
el porcentaje de recuperacion celular de varios tipos de células

mononucleares recuperados después de la separacion utilizando
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cualquiera de los medios de gradiente de densidad. La viabilidad
celular y la proporcién de varios fenotipos celulares investigados fueron
similares entre los dos medios. También fueron igualmente eficaces en
la exclusion de glébulos rojos no deseados, granulocitos y plaquetas
de los productos celulares finales. Se demostro que la composicion y la
cantidad de tipos de células encontradas en las preparaciones
terapéuticas BM-MNC para su uso en ensayos clinicos de trasplante
de células madre cardiacas no estan influidas por el tipo de gradiente
de densidad de los medios utilizados al comparar Ficoll-Paque y

Lymphoprep.

Bourzac et al (12) compararon 3 protocolos para el aislamiento de BM
MSC equino: adherencia a un plato de cultivo de plastico (Clasico) y 2
protocolos de separacion por gradiente de densidad (Percoll y Ficoll).
Los aspirados de BM fueron obtenidos por puncion en el esternén de 6
yeguas y las MSCs aisladas por los 3 protocolos. Se determind la
viabilidad celular después del aislamiento, el rendimiento MSC, el
namero de MSCs obtenidos después de 14 dias de cultivo y las
caracteristicas funcionales (auto-renovacion (CFU) y capacidad de
diferenciacion multilineal) para los 3 protocolos. La media +/- DS del
protocolo de Percoll fue significativamente mayor (6,8 +/- 3,8%) que el
protocolo Clasico (1,3 +/- 0,7%). Los recuentos de MSCs recuperados
después de 14 dias de cultivo por 10 ml de muestra de BM fueron de
24,0 +/- 12,1, 14,6 +/- 9,5y 4,1 +/- 2,5 x 106 para los protocolos
Percoll, Ficoll y Clasico, respectivamente, significativamente mayores
para el Percoll comparado con el protocolo clasico. Estos datos
sugieren que el protocolo de separacion de densidad por gradiente de
Percoll fue el mejor en términos de rendimiento de MSC y potencial de
auto-renovacion de los recuperados de MSC y que éstos con el

protocolo Ficoll tenian la auto-renovacion mas baja.

Pdsel et al (13) evaluaron al Ficoll-Paque y como afecta el rendimiento
y composiciéon de BMNCs en comparacién con métodos de aislamiento

alternativos, tales como Percoll o separacion inmunomagnética de
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polimorfonucleares (PMNs). Cada procedimiento de aislamiento fue
confundido por una pérdida significativa de BMNCs que fue maxima
después del gradiente de Ficoll-Paque, moderada después de la DGC
de Percoll ajustada y menor después de la deplecion de PMN
inmunomagnético (25,6 + 5,8%, 51,5 + 2,3y 72,3 £ 6,7% de BMNCs
totales en Médula 6sea lisada). Curiosamente, las proporciones de las
subpoblaciones BMNC se asemejan a los de la médula 6sea lisada
indicando pérdida de BMNC simétrica independiente del protocolo de
aislamiento. El contenido de células madre hematopoyéticas (HSC),
determinado por las unidades formadoras de colonias de granulocitos-
macréfagos (CFU-GM), se redujo significativamente después de Ficoll-
Paque DGC en comparacion con Percoll DGC y el agotamiento PMN
inmunomagnético. Los hallazgos indican que el método comun para
aislar BMNCs tanto en preclinica y la investigacion clinica puede ser
considerablemente mejorada mediante la sustitucion de Ficoll-Paque
con Percoll, o particularmente por inmunodeplecion de PMNs.

Chilvers et al (14) desarrollaron un método optimo de aislamiento y
purificacion de células granulosas humanas a partir de fluido folicular
ovarico. Se recogié liquido folicular de pacientes sometidos a
recuperacion de ovocitos. Se llevd a cabo una serie de técnicas de
aislamiento y purificacidén, que incluian la centrifugacién con gradiente
de densidad y el uso de diferentes complejos de anticuerpo-perla. El
mayor rendimiento porcentual de células granulosas purificadas vivas
procedia de la centrifugacion con gradiente de densidad usando
polimero de sacarosa seguido de seleccién positiva de células
granulosa usando anticuerpo primario contra MISRII y anticuerpo
secundario acoplado a perlas de 6xido de hierro. Se concluye que el
nuevo protocolo es 6ptimo para la purificacion de células de granulosa
gue produce muestras que estan en gran parte libres de células no
deseables. Este protocolo proporciona una solucién de purificacion,
especialmente para muestras de pacientes que tienen una

contaminacion significativa con hematies.
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2.2.
2.2.1.

Bases tedricas

Linfocitos

Las células del linaje linfoide son los linfocitos, que se diferencian en
los tejidos linfoides primarios. Estas células son responsables de
desencadenar la respuesta inmune de tipo especifico. Existen dos
tipos fundamentales de linfocitos: las células T y las células B. Ambos
tipos celulares poseen en su membrana receptores capaces de
reconocer el antigeno de una forma especifica. Las células B se
diferencian en los mamiferos en el higado durante la vida fetal yen la
medula 0sea en adultos. La principal caracteristica de los linfocitos B
es su capacidad de producir anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig). Estas
moléculas forman parte del receptor especifico para antigeno de las
células B (SCR). Existen cinco formas de Igs, denominadas isotipos
porque hacen lo mismo (reconocer antigenos), con estructura muy
similar: Ig G, M, A, D y E. La mayoria de las células B humanas que
circulan por la sangre expresan dos isotipos en su membrana
plasmatica: Ig M e Ig D. Las células B que producen Ig (células
plasmaticas) se encuentran en su mayor parte en la medula ésea, los

ganglios y el bazo y apenas circulan (15).

Los linfocitos T provienen de precursores que se originan en la medula
Osea y de alli pasan al timo, donde maduran. Las células T tienen un
receptor de membrana de estructura similar alas inmunoglobulinas,
conocido como receptor de la célula T (TCR). Mediante este receptor
los linfocitos T son capaces de identificar el antigeno de forma

especifica (16).

A diferencia de los linfocitos B, las células T necesitan que el antigeno
sufra una serie de modificaciones antes de que lo puedan reconocer.
Por un lado, las proteinas antigénicas deben ser degradadas.
Tipicamente los TCR reconocen péptidos cortos, de unos 8-30
aminoacidos de longitud. Ademas, estos péptidos deben estar unidos a
una molécula del sistema principal de histocompatibilidad (MHC o

HLA), para que el TCR pueda reconocerlo. Por esta razén se dice que
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2.2.2.

las moléculas de histocompatibilidad, que son de dos tipos conocidos
como MHC de clase | y MHC de clase I, «presentan» los péptidos a
los linfocitos T (15, 16).

Existen dos tipos fundamentales de linfocitos T: los linfocitos T
citoliticos (Tc), que son portadores de la molécula CD 8 en su
membrana plasmaética, y los linfocitos T cooperadores (Th, helper), que
expresan la molécula CD 4. Los linfocitos Tc detectan los péptidos
presentados por moléculas MHC de clase I. Su funcién es lisar las
células que presentan péptidos extrafios al organismo; por ejemplo,
péptidos de virus. Los linfocitos Th reconocen los péptidos cuando
estan unidos a moléculas MHC de clase Il. Su funcion es la de ayudar
a gue tanto los linfocitos Tc como las células B y los fagocitos
funcionen correctamente. Hay un tercer tipo de linfocito T que utiliza un
TCR distinto a los Th y Tc y que se llama linfocito Tyd. Su funcién
parece ser la lisis de células infectadas por virus o micobacterias (17).

Técnicas para aislamiento de linfocitos

Muchos de los avances en biologia celular y molecular son el resultado
de estudios llevados a cabo en células especializadas. Como los
tejidos y 6rganos que componen un ser vivo estan formados por
multiples tipos celulares, una de las primeras tareas a las que se
enfrenta el investigador consiste en aislar una poblacién pura de un
determinado tipo de células. Ademas, tras la separacion, se tendran
que utilizar otro tipo de técnicas para contar el numero de células
obtenidas y para determinar su viabilidad, es decir, para comprobar

que siguen vivas (18).

Las diversas técnicas de separacidbn se basan en las diferencias
existentes entre los distintos tipos celulares como, por ejemplo:

El tamafio y la densidad de las células (19)

La afinidad de anticuerpos hacia determinados epitopos de la

superficie celular (20)

v La dispersion de luz (21)
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v" La emision de fluorescencia (22)

Con frecuencia, para conseguir una separacion eficaz es necesario

utilizar dos o0 mas métodos.

Sedimentacion isopicnica

Esta técnica permite separar células en funcion de su densidad. Este
método es ideal para separar células cuyas densidades difieren en
mas de 0,02 g/mL. Para ello se utilizan centrifugadoras convencionales
y se aplican campos gravitatorios de baja intensidad. La separacion se
consigue haciendo sedimentar las células en un gradiente de
densidad, es decir, en un medio cuya densidad aumenta con la
profundidad del tubo (23).

Se distinguen dos tipos de gradiente de densidad:

Gradiente discontinuo: se genera superponiendo capas de densidad
decreciente (24)

Gradiente continuo: se genera con un formador de gradientes o, en
algunos casos, se generan ellos solos al centrifugarlos a velocidades
elevadas (25)

El medio con el que se forma el gradiente de densidad debe ser muy
soluble en agua para poder abarcar un amplio rango de densidades.
Ademas, debe ser inerte, no debe ser toxico, no debe ser viscoso a
concentraciones elevadas y no debe ejercer mucha presién osmoética
en disolucion. Ejemplos de este tipo de medios son la sacarosa, el
cloruro de cesio, metrizamida y polimeros de elevado peso molecular

como los dextranos, el Ficoll o el Percoll, etc (26).

En un gradiente de densidad, las células sedimentan hasta alcanzar
aguella posicion en la que su densidad iguala a la del medio. Una vez
separadas, hay que extraer las células del gradiente de densidad. Una

forma de hacerlo es introducir un medio de flotacion (muy denso)
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directamente en el fondo del tubo para que vaya desplazando el
gradiente y las células hacia arriba. Las células son canalizadas hacia
el tubo de salida y se recogen en una placa con multiples pocillos que
ya tienen medio de cultivo. Las células diluidas ya separadas se
cultivan hasta alcanzar el numero deseado para realizar los

experimentos planeados (24, 25).

Elutriacion centrifuga

Este método separa las células en funcion de su tamafio. El elutriador
consiste en una centrifugadora adaptada para utilizar un rotor
especialmente diseflado para la separacion de células. El proceso
comienza cuando las células, que estan suspendidas en el medio de
cultivo, son bombeadas hasta la camara de separacién, localizada en
el interior del rotor, mientras éste esta girando. El disefio de la camara
también ayuda a la separacion porque, al ser mas estrecha en el
extremo mas alejado del eje del rotor, el flujo del medio es més rapido
en esa zona y genera una fuerza centripeta mas intensa. Una vez en el
interior de la camara, se establece un equilibrio de fuerzas. Por un
lado, la fuerza centrifuga tiende a empujar las células hacia las
paredes del rotor. Por otro lado, el bombeo de medio de cultivo a
través de la camara establece una fuerza centripeta de intensidad
variable que contrarresta la velocidad de sedimentacion de las células
(27).

Si la poblacién celular fuese uniforme se alcanzaria una situacion de
equilibrio en la que las células permanecerian en una posicion fija.
Como hay varios tipos celulares con distinto tamafo y densidad, las
células tienden a sedimentar a distintas velocidades, y cada tipo de
célula alcanza su equilibrio en distintas posiciones de la camara. La
camara de sedimentacion esta iluminada por una luz estroboscépica y
se puede observar directamente a través de un visor. Cuando las
células alcanzan el equilibrio se incrementa la velocidad del flujo y las
células son empujadas hacia el exterior, donde se recogen en tubos

apropiados (28).
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c.2.

El equilibrio se alcanza en pocos minutos y la separacion se puede
llevar a cabo en unos 30 minutos. En cada separacion se pueden
llegar a obtener hasta 108 células. Las células se pueden cultivar
inmediatamente después de su separacion, hasta alcanzar la
concentracion deseada. Dos inconvenientes de esta técnica son que el
aparato es bastante caro y se necesita adquirir mucha experiencia
antes de llegar a conseguir separaciones eficaces (27, 28).

Separacion inmunomagnética

Estas técnicas se basan en el uso de anticuerpos unidos a la superficie
de unas esferas formadas por un material superparamagnético (es
decir, que s6lo son magnéticas en presencia de un campo magnético)
recubierto de un polimero. Los anticuerpos se unen de manera
especifica a un antigeno presente en la superficie de un tipo celular
concreto y, mediante un simple iman, se pueden separar las células
qgue se han unido a los anticuerpos de las demas. Existen en el
mercado dos sistemas de separacion de células basados en el uso de
esferas superparamagnéticas unidas a anticuerpos: Dynabeads®© y
MACSO (29, 30)

Dynabeads®© (Invitrogen)

Son unas esferas de poliestireno cuyo interior contiene hierro, lo que le
confiere propiedades superparamagnéticas. Su tamafio es uniforme,
con un diametro de 4,5 micras (comparable al tamafio de una célula).
Sobre su superficie se pueden unir covalentemente diversos ligandos
biorreactivos: anticuerpos primarios, anticuerpos secundarios,
estreptavidina, oligonucleotidos, etc. Veamos, a modo de ejemplo,
como se realiza la separacion de tipos celulares con Dynabeads©

unidas a un anticuerpo (primario o secundario) (29).

Microesferas MACS© (Magnetic-activated cell sorting) (Miltenyi

Biotec)
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Son particulas superparamagnéticas formadas por 6xido de hierro y
polisacaridos (dextranos). Son muy pequefias, con un diametro
aproximado de 50 nm (aproximadamente 100 veces menor que el de
las Dynabeads®©), y se encuentran unidas a anticuerpos especificos. Al
ser tan pequefas, no alteran ni la estructura, ni la funcién, ni la
actividad de las células. No son toxicas y son biodegradables. Aunque
se las denomina “microesferas”, en realidad se trata de nanoparticulas,
de modo que seria mas correcto decir que son “nanoesferas”. La
separacion se lleva a cabo haciendo pasar la muestra a través de una
columna que contiene una matriz de esferas ferromagnéticas
recubiertas de un material inerte que no dafa las células. Cuando se
coloca la columna sobre un iman, las esferas crean un campo
magneético de gran intensidad que atrae fuertemente las microesferas
MACSO® vy las células unidas a ellas, mientras que las células que no
se han unido a las microesferas MACS®O fluyen libremente a través de
la columna. Se necesita un campo magnético muy intenso porque las
microesferas son muy pequefias y las células estdn minimamente

marcadas (30).

Citometria de flujo

La citometria de flujo permite analizar, de forma simultanea, diversos
pardmetros de cada una de las células presentes en una poblacion
celular heterogénea. Ademas de contar las células, esta técnica
obtiene informacion relacionada con el tamafio y la complejidad interna
de cada célula. Utilizando anticuerpos marcados fluorescentemente
también es posible determinar el grado de expresion de determinadas
proteinas localizadas sobre la superficie celular. El citbmetro de flujo
hace pasar las células, de una en una, a través de un rayo laser. La luz
gue emerge de cada célula cuando el laser incide sobre ella es
captada por distintos detectores y analizada. Cada detector ofrece un
tipo de informacion distinto. Los datos recogidos se analizan
estadisticamente mediante el software del aparato, que elabora un
informe detallado sobre las caracteristicas de las células como, por

ejemplo, su tamafo, su complejidad interna o su fenotipo (31).
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2.2.3. Gradiente de separacion con ficoll-hipaque

Los productos de ficoll-hipague son soluciones acuosas que contienen
ficoll PM400 y diatrizoato de sodio con acido disédico célcico. El ficoll
PM400 es un polimero sintético de alto peso molecular (400 KDa) de
sacarosa y epiclorhidrina que es facilmente soluble en agua. Las
moléculas de Ficoll PM400 son altamente ramificadas, esféricas y
compactamente enrollada con un radio de aproximadamente 10 nm. El
Ficoll PM400 tiene una baja viscosidad intrinseca (17 mL/g) en
comparacion con los polisacaridos lineales del mismo peso molecular
(por ejemplo el dextran) y las soluciones de Ficoll PM400 tienen bajas
presiones osmoticas. El diatrizoato de sodio es un compuesto
conveniente para usar con Ficoll PM400 ya que forma soluciones de
baja viscosidad con alta densidad. El diatrizoato de sodio (635,92 Da)
es la sal sodica del acido 3,5-diacetamido-2,4,6-triiodobenzoico. Dado
que el diatrizoato sodico es sensible a la luz, todos los productos Ficoll-
Hipague deben ser almacenados protegidos de la luz. La funcion de
Diatrizoato de sodio en los productos Ficoll-Hipaque es proporcionar la
densidad o6ptima y la osmolaridad necesarias para aumentar la

eficiencia (32).

El aislamiento de células mononucleares utilizando medios de
separacién como el ficoll-hipaque se basa en los extensos estudios de
Boyum (33, 34, 35). La sangre desfibrinada o tratada con
anticoagulantes se diluye con un volumen igual de solucién de sal
equilibrada, sobre el producto Ficoll-hipaque (sin mezclar) y se
centrifuga durante 30 a 40 min. La migracion diferencial de las células
da como resultado la formacion de capas que contienen diferentes

tipos de células:

La capa inferior contiene eritrocitos, que han sido agregados por el
Ficoll PM400 y por lo tanto el sedimento completamente en la capa de
gradiente de densidad de Ficoll-Paque.

La capa inmediatamente por encima de los eritrocitos contiene

principalmente granulocitos, que a la presion osmatica de la solucion
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de medio Ficoll-hipaque, alcanzan una densidad lo suficientemente alta
para migrar a través de la capa de medio.

En la interfase entre el plasma y la capa de Ficoll-hipaque, las células
mononucleares se encuentran junto con otras particulas de

sedimentacion lenta (por ejemplo, plaquetas) con baja densidad.

Varios factores contribuyen al éxito de esta separacion. En la
centrifugacion, las células de la muestra de sangre se sedimentan
hacia la interfaz de la sangre/Ficoll-hipaque, donde entran en contacto
con el Ficoll PM400 presente en los productos Ficoll-hipaque. Los
glébulos rojos se agregan eficientemente por este agente a
temperatura ambiente. La agregacion aumenta la tasa de
sedimentacion de los glébulos rojos, que se acumulan rapidamente
como un granulo en el fondo del tubo, donde estan bien separados a
partir de células mononucleares. Los granulocitos también sedimentan
al fondo de la capa de medio Ficoll-hipaque. Este proceso es facilitado
por un aumento en sus densidades causadas por el contacto con los
medios Ficoll-hipaque ligeramente hipertonicos. Asi, al final de la
centrifugacion, tanto los granulocitos como los glébulos rojos se
encuentran en la parte inferior del tubo, los linfocitos, monocitos y
plaguetas no son suficientemente densos para penetrar en las capas
de medio Ficoll-Paque que tienen densidades de 1,077 y 1,084 g/mL;
por lo tanto, estas células se recogen como una banda concentrada en
la interfase entre la muestra de sangre original y los productos de
Ficoll-hipaque que tienen densidades de 1,077 y 1,084 g / ml. Este
anillado permite la recuperacion de células mononucleares con alto
rendimiento en un pequefio volumen en poca mezcla con el medio
Ficoll-Paque. Cuando el Ficoll-Hipaque de densidad 1.073 se utiliza,
algunos linfocitos con densidades > 1.073 entraran en la capa media
de Ficoll-Paque y la preparacién celular resultante se enriquecera para
células de menor densidad como las células estromales
mesenquimales/madre y monocitos El lavado y la centrifugacion de las
células cosechadas eliminan posteriormente las plaquetas, y cualquier

Ficoll-Hipague contaminante (36).
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2.2.4. Gradiente de separacion con percoll

Las propiedades fisicas de Percoll han sido ampliamente estudiadas
por Laurent et al. (37, 38, 39). El examen microscopico de electrones
muestra La silice en forma de un compuesto coloide polidisperso
compuesto de particulas de 15 a 30 nm, con un diametro medio de
particula de 21 a 22 nm. Las medidas hidrodinamicas (Viscosimetria y
sedimentacion) dan valores de 29 a 30 nm y 35 nm en NaCl 0,15 M y
agua, respectivamente. La viscosidad de Percoll depende de la fuerza
iGnica, y es menor en soluciones salinas fisiologicas (por ejemplo, NaCl
0,15 M) que en agua o en sacarosa 0,25 M (22). Esto tiene el efecto de
hacer la formacion de gradiente en NaCl 0,15 M mucho mas rapido
que en Sacarosa 0,25 M cuando las soluciones se centrifugan en

condiciones idénticas (37, 38).

El Percoll se suministra como una solucién coloidal al 23% (p/p) en
agua que tiene una densidad de 1,130/pm 0,005 g/L. Se pueden
conseguir gradientes que varian entre 1,0 y 1,3 g/mL por
centrifugacion. Todas las particulas biolégicas que tienen valores de
coeficiente de sedimentacion de > 60S se puede unir con éxito en los
gradientes de Percoll, y la mayoria tienen densidades mayores de <
1,13 g/ ml en Percoll (39).

El Percoll tiene un pH de aproximadamente 9,0, ajustable entre 55 y
10,0 sin ningun cambio en sus propiedades. Si el pH cae por debajo de
5,5, se puede producir gelificacion. La gelificacion también puede ser
causada por la presencia de cationes divalentes, un efecto que se

exacerba por temperaturas elevadas (37).

El Percoll tiene una osmolalidad muy baja (<25 mOsm/kg H20) y
puede por lo tanto formar un gradiente de densidad sin producir ningun
gradiente significativo de osmolalidad propiamente dicho. Esto hace
posible que se puedan trabajar con gradientes de densidad que son
iso-osmoticos y ajustados a condiciones fisiologicas. Esto es muy

importante para obtener preparaciones de células que tienen una
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2.3.
2.3.1.

concentracion extremadamente alta, viabilidades y morfologia intacta
(40). Debido a este hecho, los gradientes de Percoll también
proporcionan una oportunidad para observar el efecto de Ia
osmolalidad sobre la densidad aparente flotante de las células y

particulas subcelulares (41).

Las particulas de Percoll tienen un ndcleo interno de silice que es muy
denso (r=2,2 g/mL) y un tamafio medio de particula hidratada de 29 a
30 nm en NaCl 0,15 My 35 nm en agua (46). Asi, cuando una solucion
de Percoll (en solucion salina 0,15 M o Sacarosa 0,25 M) se centrifuga
a> 10 000 x g en un rotor de cabeza angular, las particulas de silice
revestidas comenzaran a sedimentar. Esto resulta en una distribucion
de particulas y, por tanto, gradientes de densidad. Dado que Percoll es
un coloide polidisperso, sus particulas componentes sedimentaran a

diferentes tasas, creando un gradiente muy suave (38, 40).

Bases legales

Normativa internacional

ISO 9001:2015. Es la base del sistema de gestion de la calidad ya que
es una norma internacional y que se centra en todos los elementos de
administracion de calidad con los que una empresa debe contar para
tener un sistema efectivo que le permita administrar y mejorar la

calidad de sus productos o servicios (42).

ISO 15189. Es una norma internacional desarrollada por 1SO
(International Organization for Standardization) para el laboratorio de
analisis clinicos que quiere especificar los requisitos generales para su
competencia técnica. Bajo esta norma los laboratorios clinicos pueden

acreditarse (43).

ISO 17025. Es una normativa internacional desarrollada por ISO
(International Organization for Standardization) en la que se establecen
los requisitos que deben cumplir los laboratorios de ensayo y

calibracion. Se trata de una norma de Calidad que tiene base en la
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serie de normas ISO 9000, aunque introduce una serie de requisitos
técnicos imprescindibles para lograr la acreditacion de los laboratorios

de ensayo y calibracion (44).

BPL. Es un conjunto de reglas, de procedimientos operacionales y
practicas establecidas y promulgadas por determinados organismos
como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) Organization for
Economic Cooperation and Development (OCDE), o la Food and Drug
Administration (FDA), etc.), que se consideran de obligado
cumplimiento para asegurar la calidad e integridad de los datos

producidos en determinados tipos de investigaciones o estudio (45).

Normativa nacional

Ley N° 26842, Ley General de Salud. Norma sobre el cual se rige todo
el sistema nacional de salud en Perl. Es de aplicacion y alcance para
instituciones estatales y privadas (46).

NTS N° 0021- MINSA/DGSP V.01. Este documento busca contribuir a
la mejora de la organizacion de los servicios de salud estableciendo
claramente las categorias de establecimientos necesarios para cada
nivel de atencion. Esta norma técnica se aprobd con Resolucion
Ministerial N° 769-2004/MINSA, Norma Técnica de Categorias de

Establecimientos del Sector Salud (47).

NTP-ISO 15189:2004. Esta norma fue aprobada con Resolucion N°
0071-2004/CTR-INDECOPI y especifica los requisitos relativos a la
calidad y la competencia de los laboratorios clinicos y ademas para
uso de los laboratorios clinicos en el desarrollo de sus sistemas de
gestion de la calidad y la evaluacion de sus propias competencias, y
para uso por los organismos de acreditacion en la confirmacion o

reconocimiento de la competencia de los laboratorios clinicos (48).

Resolucién Ministerial N° 588-2005/MINSA, Listado de Equipos

Biomédicos Béasicos para establecimientos de Salud. Esta norma
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enlista los equipos de equipos biomédicos basicos que deben ser
utilizados en los establecimientos del primer, segundo y tercer nivel de

atencion (49).

NTS N° 050-MINSA/DGSP-V02. Norma Técnica de Salud para la
Acreditacion de Establecimientos de Salud y Servicios Médicos de
Apoyo. Esta norma fue aprobada con N° 777-2007/MINSA y busca
contribuir a garantizar a los usuarios y al sistema de salud que los
establecimientos de salud o servicios médicos de apoyo, segun su
nivel de complejidad, cuenten con capacidades para brindar
prestaciones de calidad sobre la base del cumplimiento de estandares
nacionales previamente definidos (50).

NTS N° 072-MINSA/DGSP-V.01. Norma que busca establecer los
criterios para la organizacion y el funcionamiento de la UPS de
Patologia Clinica, que permita una adecuada gestién en la misma.
También permite (i) regular las condiciones de infraestructura,
equipamiento y recursos humanos para brindar el servicio de Patologia
Clinica, (ii) establecer los criterios referidos a gestion, organizacion y
prestacion de servicios de la UPS de Patologia Clinica con énfasis en
la calidad, seguridad y oportunidad y (iii) asegurar el flujo adecuado de
los recursos destinados a la atencion de los pacientes en la UPS de
Patologia Clinica, asi como promover el uso racional de los mismos
(51).

Definicion de términos basicos

BPL. Siglas en castellano que indican Buenas Practicas de Laboratorio
y es un conjunto de directrices que deben cumplirse en cada actividad
desarrollada dentro del laboratorio clinico.

CLIA. Siglas en inglés que indican Clinical Laboratory Improvement
Amendments, el cual es una institucion que sefala los requerimientos
que deben cumplir los laboratorios clinicos en Estados Unidos, y se

utiliza como referencia en muchos laboratorios a nivel mundial.
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EDTA. Es el acido etilendiaminotetraaceético, la cual es una sustancia
utilizada como agente quelante que puede crear complejos con un
metal que tenga una estructura de coordinacion octaédrica. Es
utilizada como agente anticoagulante de la sangre, quelando al calcio

en sangre para evitar la activacion de la cascada de coagulacion.

Error. Es la desviacion de un valor observado respecto a un patron de
referencia o valor real.
Ficoll-Hipaque: Es un polisacérido hidrofilico altamente ramificado, y es

soluble en soluciones acuosas.

ISO. Siglas que proviene de los términos en inglés “International
Organization for Standardization”, institucién dedicada a la creacion de
estandares internacionales compuestos por diversas organizaciones

nacionales de estandarizacion.

Percoll: Es una herramienta para realizar separaciones por densidad
de forma mas eficiente. Se emplea para el aislamiento de células,

organulos y/o virus mediante centrifugacion en gradiente de densidad.

Precision. Es el grado de dispersion de un conjunto de datos con

respecto a un valor central.

UPS. Unidad productora de servicios, es una denominacion que se
utiliza en la normativa de establecimientos de salud para definir a una
unidad de apoyo al diagndstico, tal como lo es el laboratorio clinico o

UPS de patologia clinica.

Variabilidad. Es una cualidad que permite valorar el grado de tendencia

de un conjunto de variables.

Venipuncién. Es la extraccion de sangre de una vena, generalmente

tomada por un profesional y/o técnico de la salud.
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v Viabilidad celular: se refiere a las células que estan vivas y representan

una proporcién respecto al recuento total de células.
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3.1.

3.2.

CAPITULO Il
HIPOTESIS Y VARIABLES

Hipotesis general

Existen diferencias significativas entre las técnicas de gradiente de
percoll y ficoll hipaque para el aislamiento de linfocitos de sangre
periférica humana,Hospital Santa Maria del Socorro Ica.

Hipotesis especificas
Existe diferencia significativa en el recuento de linfocitos obtenidos por
las técnicas de gradiente de percoll y ficoll hipaque,Hospital Santa
Maria del Socorro Ica.
Existe diferencia significativa en la viabilidad linfocitaria obtenida por
las técnicas de gradiente de percoll y ficoll hipaque,Hospital Santa
Maria del Socorro Ica.
El nivel de impurezas celulares generadas por la técnica de gradiente
de percoll es menor comparada con la técnica de ficoll

hipague,Hospital Santa Maria del Socorro Ica.
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3.3.

Variables de estudio (ver anexo 01 para operacionalizacion)

v Gradiente de ficoll-hipaque

v' Gradiente de percoll
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4.1.

4.1.1.

CAPITULO IV
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Tipo y disefio de la investigacion

Tipo de investigacion

Segun la manipulacién de la variable

Estudio Observacional: Estos implica que no hubo manipulacion de las
variables de estudio y se colectaron los datos tal cual se presenten en
un momento determinado. Para el estudio, este fue representado por el

recuento de linfocitos y viabilidad celular.

Segun la fuente de toma de datos

Prospectivo: La fuente de recoleccion de datos se realiz6 durante el
mes de febrero del afio 2017. Esto implico la obtencion de muestras de
sangre para su andlisis respectivo con generacion de resultados de

forma progresiva sin la necesidad de recolectar datos historicos.

Segun el numero de mediciones
Transversal: Las variables se midieron en una sola ocasion, posterior a
la obtencién de linfocitos por los dos métodos de gradientes de

densidad.
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— Segun el nimero de variables a analizar

4.1.2.

4.2.

4.3.

Analitica: Implica que se buscé conocer si existen diferencias
significativas o no entre las variables de estudio mediante empleo de la
estadistica inferencial. Para el caso de la investigacion, se busco
definir si los métodos de gradiente de ficoll hipaque y percoll
permitieron obtener linfocitos con diferencias significativas a la

comparacion.

Disefio:
Se disefid un estudio observacional, prospectivo, analitico, de corte

transversal.

Nivel de Investigacion

Relacional: Ya que se busca establecer si existe diferencia significativa
0 no entre los resultados generados por dos técnicas que evalla la
misma condicién: recuento de linfocitos de sangre periférica, vy

secundariamente su viabilidad celular.

Método

El presente trabajo de investigacion es de caracter analitico que sigue
un método comparativo, ya que nos permitié conocer la totalidad de los
hechos y fenbmenos de la realidad estableciendo sus semejanzas y
diferencias en forma comparativa, de tal modo que nos permita
l6gicamente aceptar o rechazar las hipétesis planteadas. El esquema

del estudio es el siguiente:

/vc|)1 M: Muestra
M1 r O: Observacion de las variables
\(') r: Relacién
2
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4.4.

4.4.1.

4.4.2.

Poblacién y muestra de la investigacion

Poblacion

Estuvo constituido por todas las muestras de sangre colectadas en el
mes de Julio, para la obtencién de células mononucleares de sangre
periférica en el laboratorio clinico del Hospital Santa Maria del Socorro

del Distrito de Ica.

Criterio de Inclusion:

Muestras de sangre de individuos (indistinto la edad y sexo).

Muestras de sangre colectadas en tubos con sistema de extraccion al
vacio de 4 mL y anticoagulante EDTA K3

Muestras de sangre obtenidas segun procedimientos establecidos en
el laboratorio clinico del laboratorio clinico del Hospital Santa Maria del

Socorro del Distrito de Ica.

Criterio de Exclusion:

Muestras de sangre obtenidas en tubos que no tengan sistema de
extraccion al vacio

Muestras de sangre de individuos con enfermedades
oncohematolégicas.

Muestras de sangre de pacientes que estén recibiendo tratamiento

quimioterapico

Técnica de muestreo

Determinacion del tamafio de la muestra

El muestreo fue probabilistico considerando la comparacion de dos
muestras emparejadas en funcion a la media. Se utiliz6 el programa
para analisis epidemiologico de datos EPIDAT version 4.1, asumiendo

los siguientes parametros para el calculo del tamafio de muestra:

Método 1: 10,000

Método 2: 1,000
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4.5.

45.1.

4.5.2.

Coeficiente de correlacion: 0,700
Diferencia de medias a detectar: 5,000
Nivel de confianza: 95,0%
Potencia (%) Muestra
80,0 30

Eleccion de los miembros de la muestra

La seleccion de las muestras de sangre fue segun el cumplimiento de
los criterios de elegibilidad y condiciones pre-analiticas requeridas para
la ejecucion de las dos técnicas de concentracién por gradientes de
densidad.

Técnicas para el procesamiento y analisis de los datos

Técnicas

El Fichaje: Es una técnica auxiliar en investigacion cientifica; consiste
en registrar los datos que se van obteniendo en los instrumentos a
través del uso de fichas, las cuales, debidamente elaboradas y
ordenadas contienen la mayor parte de la informacion que se recopila

en una investigacion.

La Observacion: Es una técnica que consiste en observar atentamente
el fenémeno, hecho o caso, tomar informacion y registrarla para su
posterior andlisis. La observacion es un elemento fundamental de todo
proceso investigativo; en ella se apoya el investigador para obtener el
mayor numero de datos. Gran parte del acervo de conocimientos que

constituye la ciencia ha sido lograda mediante la observacion.

Instrumentos

Toma de muestras biolégicas: La toma de muestra de sangre se
realizd por venipuncidon en el antebrazo utilizando sistema de
extraccion al vacio en tubos de 4 mL con anticoagulante EDTA K3. El

procedimiento para la extraccion se realiz6 segun las
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recomendaciones establecidas en el manual de procedimientos de

laboratorio del Instituto Nacional de Salud (53).

Obtencion de linfocitos por Ficoll-Hipaque: Consiste en la separacion
de los componentes de la sangre periférica con el uso un agente
coloidal de densidad cercana a 1.077 g/mL y a la centrifugacion. Este
proceso permitié la formacién de capas que contienen diferentes tipos
de células en base a su densidad. La capa inferior contiene a los
hematies y por encima una interfase de linfocitos entre el plasma y el
agente coloidal. Los linfocitos se recuperaron de la interfase y se
someteran a pasos de lavado cortos con una solucién isotonica para

eliminar restos de plaquetas, hematies y plasma. Ver anexo 03

Obtenciéon de linfocitos por Percoll: Se trata de una suspension de
particulas (5.15 nm) de &cido silicico revestidas de un derivado de
polivinilo (polivinilpirrolidona, PVP) que presenta baja viscosidad a
densidades altas, no afecta practicamente a la presion osmotica del
medio y es estable a pH comprendidos entre 5 y 10. Es soluble en
solucion acuosa y estable en ellas siempre que no haya aniones
bivalentes (sulfato), especialmente a bajos pH. El compuesto puede
ser utilizado para centrifugaciones zonales, preformando gradientes, o
bien para centrifugacion isopicnica, ya que la centrifugacién de percoll
en rotores angulares durante 20-30 minutos y 20.000-100.000g
produce un ligero gradiente, independientemente de la densidad inicial

del percoll. Ver anexo 04

v Tinciobn de Wrigth: Esta coloracion es conocida como policroméatica

debido a que produce varios colores. Es una solucion de alcohol
metilico de un colorante acido (eosina) y otro basico (azul de metileno).
El alcohol sirve como un fijador del frotis sanguineo al portaobjetos. El
amortiguador, que consiste en una solucion tamponada, mantiene el
pH del colorante y favorece la mejor absorcion por los diferentes

componentes celulares. Ver anexo 05
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4.5.3.

Determinacion de la viabilidad con Trypan Blue: Este método
determind la viabilidad celular mediante la coloracion azul que toman
las células no viables luego del tratamiento con trypan Blue debido a la
pérdida de la integridad de la membrana celular. Por lo tanto, las
células viables fueron incoloras y las células no viables tuvieron una
coloracién azul a través del microscopio de luz visible. Se utilizo la
camara de neubauer para realizar el montaje lo cual permitié que se
determine el recuento celular al mismo tiempo que la viabilidad

utilizando un microscopio binocular con luz visible. Ver anexo 06

Procedimientos para la recoleccién de los datos

Obtencion de datos

Los datos del recuento de linfocitos y su viabilidad celular fueron
expresados en porcentaje para ambas técnicas de concentraciéon y se
ingresaron a un formulario para el registro inequivoco de los mismos
(Ver Anexo 06).

Clasificacion de datos

Los datos obtenidos de las técnicas de gradientes de densidad para
obtencion de linfocitos no fueron categorizados, se mantuvieron en su
condicion de numéricos porque bajo esa caracteristica se realizé el
analisis estadistico empleando las pruebas de contraste de hipotesis a
fin de estimar si existen diferencias significativas entre los resultados

de ambas técnicas.

Codificacién

No fue necesaria la asignacion de cédigos o valores a los resultados
obtenidos, puesto que estdn no seran categorizadas. Los resultados
numéricos fueron ingresados tal cual se obtuvieron del recuento y

evaluacion microscopica.
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v" Tabulacién de datos

45.4.

45.5.

La informacién fue ingresada en el paquete estadistico STATA version
14, en columna las variables y en filas los casos con el propdsito de
consolidar y totalizar en cifras a los resultados obtenidos, y generar
informacion a través de los valores representativos y de estas el

conocimiento para facilitar su posterior analisis e interpretacion.

Criterios de validez y confiabilidad de los instrumentos

Para asegurar la confiabilidad de los resultados y no se genere sesgo
debido a factores pre-analiticos se procesaron las muestras de sangre
inmediatamente después de la extraccibn de sangre por puncion
venosa. La separacion por gradientes de densidad fue realizada en
una cabina de seguridad bilégica para evitar contaminacion de la
muestra, y la tincion con wrigth y azul tripano fueron realizados en
paralelo a fin de evitar diferencias debido al tiempo de procesamiento a
partir de los linfocitos obtenidos por ambas técnicas de gradiente de

densidad.

Técnicas de analisis e interpretacion de datos

Los resultados a evaluar fueron de caracteristicas cuantitativas; por lo
tanto, se representaron mediante el uso de medidas de tendencia
central tales como la mediana y media aritmética; asi como el rango
intercuartilico y la desviaciobn estandar, coeficiente de asimetria y
curtosis para determinar el grado de dispersion en cada técnica
aplicada con un intervalo de confianza del 95% (o también percentil 2.5
y 97.5, representado como rango). Para establecer si existen
diferencias significativas entre los resultados generados por ambas
técnicas, se utilizd una prueba estadistica de contraste de hipotesis,
dependiendo de si los datos siguen o no distribucién normal, la cual fue
evaluada mediante la prueba de Shapiro-Wilk a un nivel de confianza
del 95%. Si la distribucién de datos es normal, se empled la prueba del
t-student; y si no se empled la prueba estadistica no paramétrica U de
Mann-Whitney; en ambos casos tomando como diferencia significativa

un valor p<0.05. Finalmente, para ver el nivel de relacién entre los
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4.6.

resultados de ambas técnicas se utilizé el coeficiente de Pearson o
Spearman, nuevamente dependiente de la normalidad o no de los

datos.

Etica de la investigacion

El presente estudio no tuvo como unidad de andlisis a las personas,
sino a sus resultados derivados de la aplicacion de dos técnicas para
obtener linfocitos a partir de sangre total obtenida de personas
atendidas rutinariamente en el laboratorio clinico del Hospital Santa
Maria del Socorro del Distrito de Ica. El investigador se comprometié al
correcto manejo y tratamiento de datos de un modo confidencial, y
garantizando el anonimato de los resultados; ademas de respetar los
principios bioéticos de confidencialidad, beneficencia, no maleficencia,

equidad y justicia.
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5.1.

CAPITULO V
ANALISIS Y RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

Resultados

El presente estudio tuvo por objetivo comparar dos técnicas (ficoll vs
percoll) basadas en el principio de gradientes de concentracion para la
obtencion de linfocitos de sangre periférica (PBL), y otras
caracteristicas celulares como la viabilidad y la pureza de los

concentrados.

En la tabla 1 se muestran los resultados del analisis descriptivo del
recuento celular obtenido por los métodos de concentracién con ficoll-
hipaque y percoll. Se evidencia un mayor recuento obtenido por el
método de ficoll-hipaque (10836+3269 células/uL) en comparacién con
el método de percoll (560813261 células/pL). También se aprecia los
valores de curtosis y coeficiente de asimetria (skewness), los cuales
posiblemente indican que la distribucién del recuento de células por el
meétodo de ficoll-hipaque se acerca mas a una distribucion normal, en
comparacién con el método de percoll, cuyos valores de asimetria y

curtosis se alejan de 0 y 3, respectivamente.
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos del recuento de PBL obtenidas por el

meétodo de Ficoll-Hipaque y Percoll

Estadisticos

N

Promedio
Desviacién estandar
Mediana

Rango intercuartilico
Percentil 5

Percentil 25
Percentil 75
Percentil 95
Asimetria

Curtosis

Recuento de PBL/uL

Ficoll Percoll
30 30
10835.8 5608.3
3268.9 3260.7
11287.5 4900.0
3350 4275
4850 2100
9400 3175
12750 7450
15250 11450
-0.44 1.40
2.57 5.38

La distribucion de los datos del recuento de PBL obtenidos por los

método de Ficoll-Hipaque y Percoll, se muestran en el grafico 1, el cual

evidencia claramente una diferencia en las medianas y rangos

intercuartilicos del recuento para ambos métodos.

II:l frec [ p_recl

Figura 1. Comparacién de la distribucion de datos de recuento de PBL

obtenidos por el método de Ficoll-Hipaque y Percoll
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En la tabla 2 se muestran los hallazgos descriptivos para la viabilidad
en PBL obtenida de la concentracion por Ficoll-Hipaque y Percoll, y en
contraste al pardmetro de recuento estudiado anteriormente, se
observa que la viabilidad es mucho mayor en el método por Percoll
(71.3+15.3%), en comparacion con el método de Ficoll-Hipaque
(31.0+£23.8%). La dispersion en este ultimo fue muy grande, el cual se
evidencia a través de sus valores minimo y maximo (2.1 y 97.8), en
comparacién con el método de Percoll (32.2 y 95.4). También se
muestran los valores de curtosis y asimetria, los cuales para el método
de Ficoll-Hipague se alejan de lo sugerido para una distribucion
normal, a diferencia de los obtenidos para la viabilidad por el método

de Percoll, los cuales sugieren que siguen una distribuciéon normal.

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de la viabilidad de PBL obtenidas por

el método de Ficoll-Hipaque y Percoll

Estadisticos Viabilidad de PBL (%)
Ficoll Percoll
N 30 30
Promedio 31.0 71.3
Desviacion estandar 23.8 15.3
Mediana 32.6 71.4
Rango intercuartilico 35.3 19.9
Percentil 5 3.6 47.2
Percentil 25 10.2 63.4
Percentil 75 45.5 83.3
Percentil 95 84.6 93.6
Asimetria 0.87 -0.44
Curtosis 3.64 2.76

En el grafico 2 se aprecia la distribucién de la viabilidad en PBL
obtenida por ambos métodos y nuevamente se muestra una clara
diferencia en las medianas y rangos intercuartiies para ambos

métodos.
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Figura 2. Comparacion de la distribucion de datos de la viabilidad de
PBL obtenidas por el método de Ficoll-Hipaque y Percoll

El nivel de pureza de las PBL obtenidas por el método de Ficoll-
Hipaque fue mayor (80.6+10.1%), en comparacion con el obtenido por
el método de Percoll (63.1+17.9%); y por ende fue inverso para el nivel

de impurezas (otras células).

Tabla 3. Estadisticos descriptivos de la pureza de PBL y otras células
obtenidas por el método de Ficoll-Hipague y Percoll

Estadisticos Pureza de PBL y otras células (%)
PBL-F PBL-P Otras-F Otras-P

N 30 30 30 30
Promedio 80.6 63.1 19.4 36.9
Desviacion estandar 10.1 17.9 10.1 17.9
Mediana 80.2 59.4 19.9 40.6
Rango intercuartilico 11.6 22.1 11.6 22.1
Percentil 5 64.7 39.5 1 1
Percentil 25 73.8 51.1 14.6 26.8
Percentil 75 85.4 73.2 26.2 48.9
Percentil 95 99 99 35.3 60.5
Asimetria 0.26 0.57 -0.26 -0.57
Curtosis 2.49 2.71 2.49 2.71
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También es apreciable que los valores de curtosis y asimetria para la
pureza de PBL obtenida por ambos métodos se acercan a lo sugerido

a una distribucién normal.

En los graficos 3 y 4 son complementarios, en el sentido que evaltan
el nivel de pureza e impureza celular obtenida por el método de Ficoll-
Hipaque y Percoll. Se muestra una mediana mucho mayor para el nivel
de pureza en el método de Ficoll-Hipaque en comparacion con el

método de Percoll.
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Figura 3. Comparacion de la distribuciéon de datos de la pureza de PBL
obtenidas por el método de Ficoll-Hipaqgue y Percoll

Por consiguiente, en el grafico 4 se muestra un mayor valor de la
mediana para las impurezas (otras células distintas a las PBL, tales
como neutrofilos) obtenidas por el método de Percoll, en comparacion

con el método de Ficoll-Hipaque.
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Figura 4. Comparacion de la distribucion de datos de las impurezas
(otras células) obtenidas por el método de Ficoll-Hipaqgue y Percoll

En la Tabla 4 se muestra el analisis de normalidad de datos
empleando la prueba de Shapiro-Wilk, el cual sefala distribucion
normal para aquellos valores de probabilidad mayores a 0.05; por
ende, los datos obtenidos para viabilidad por Ficoll-Hipaque y recuento

por Percoll, no siguen distribucidon normal.

Tabla 4. Evaluacion de la normalidad de datos obtenidos por los

meétodos de Ficoll-Hipaque y Percoll

Variable Prueba de Shapiro-Wilk

N W V z p-valor
Viab-F 30 0.90020 3.172 2.387  0.00849
Viab-P 30 0.96799 1.018 0.036  0.48564
Rcto-F 30 0.95416 1.457 0.778  0.21818
Rcto-P 30 0.86780 4.202 2.968  0.00150
PBL-F 30 0.96928 0.977 -0.049  0.51955
PBL-P 30 0.96180 1.214 0.401  0.34418
Otras-F 30 0.94281 1.818 1.236  0.10828
Otras-P 30 0.94281 1.818 1.236  0.10828
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El andlisis de normalidad fue importante para evaluar el cumplimiento
de los supuestos para la aplicacion de la prueba t-student para
igualdad de medias (distribucion normal, igualdad de varianzas,
independencia de mediciones y aleatoriedad). En el caso del no
cumplimiento, se utilizé la prueba de Mann-Whitney para igualdad de

medianas.

En la tabla 5 se muestra los resultados de la igualdad de varianzas
entre los resultados de recuento de PBL por ambos métodos, la cual
fue evaluada por la prueba F, la cual evidencia que las varianzas no
son iguales y existe diferencia significativa (p<0.05) entre ellas, dato
importante para la evaluacion posterior con la prueba t-student con

varianzas desiguales.

Tabla 5. Evaluacion de la igualdad de varianzas para la pureza de PBL
obtenidas por ambos métodos

Variable Radio de varianzas

Promedio EE DE IC95%
PBL-F 80.6 1.85 10.14 76.85 84.43
PBL-P 63.1 3.28 17.9 56.37 69.77
Combinado 71.9 2.19 16.95 67.47 76.23

EE: Error estandar; DE: Desviacion estandar; IC: Intervalo de confianza
p-valor=0.0030 (Ha: ratio # 1)

En la Tabla 6 se muestra los resultados de la evaluacién de varianzas
para el recuento de otras células (impurezas) distintas a las PBMC, y
se aprecia que el valor de la probabilidad a la prueba F, es menor a

0.05, por ende las varianzas no son iguales.
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Tabla 6. Evaluacion de la igualdad de varianzas para el recuento de

otras células obtenidas por ambos métodos

Variable Radio de varianzas

Promedio EE DE IC95%
Otras-F 194 1.85 10.14 15.57 23.15
Otras-P 36.9 3.28 17.94 30.23 43.63
Combinado 28.1 2.19 16.95 23.77 35.52

EE: Error estandar; DE: Desviacion estandar; IC: Intervalo de confianza
p-valor=0.0030 (Ha: ratio # 1)

En la tabla 7 se evaluan las medianas de los resultados de recuento de
PBL obtenidos por los método de Ficoll-Hipaque y Percoll, mediante la
prueba no paramétrica de Mann-Whitney, y se evidencia que existe
diferencia muy significativa (p<0.001) entre los resultados obtenidos

por ambos métodos.

Tabla 7. Comparacion de resultados de recuento de PBL obtenido por
el método de Ficoll-Hipaque y Percoll

Método Prueba de suma de rangos (Mann-Whitney)
N Suma de rangos Esperado
Ficoll 30 1253.5 915
Percoll 30 576.5 915
Combinado 60 1830 1830

p-valor=0.0000 (z=5.005)

En la tabla 8 se evalian las medianas de los resultados de viabilidad
de PBL obtenidos por los método de Ficoll-Hipague y Percoll, también
mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, y se evidencia
gue existe diferencia muy significativa (p<0.001) entre los resultados

obtenidos por ambos métodos.
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Tabla 8. Comparacion de resultados de la viabilidad de PBL obtenida

por el método de Ficoll-Hipaque y Percoll

Método Prueba de suma de rangos (Mann-Whitney)
N Suma de rangos Esperado
Ficoll 30 539 915
Percoll 30 1291 915
Combinado 60 1830 1830

p-valor=0.0000 (z=-5.559)

En la tabla 9 de muestra el analisis de la prueba t-student con
varianzas desiguales, el cual permitid6 evidenciar que el promedio de
pureza de PBL obtenida por el método de Ficoll-Hipaque es diferente
con alta significancia (p<0.001) comparada a la obtenida por el método

de Percoll.
O sea, se obtienen concentrados de PBL con mas pureza por el

meétodo de Ficoll-Hipaque, que con el método de Percoll.

Tabla 9. Evaluacion de igualdad de medias para la pureza de PBL
obtenidas por el método de Ficoll-Hipague y Percoll

Grupo Prueba T con varianzas desiguales
Promedio EE DE IC95%
Ficoll 80.64 1.85 10.14 76.85 84.43
Percoll 63.07 3.27 17.94 56.37 69.77
Combinado 71.85 2.19 16.95 67.48 76.23
Diferencia 17.57 3.76 10.00 25.14

EE: Error estandar; DE: Desviacion estandar; IC: Intervalo de confianza
p-valor=0.0000 (Ha: diferencia # 0)

En la tabla 10 de muestra el andlisis de la prueba t-student con
varianzas desiguales, el cual evidencié que el promedio de impureza
de PBL obtenida por el método de Ficoll-Hipaque es diferente
significativamete (p<0.001) comparada a la obtenida por el método de

Percoll.
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Tabla 10. Evaluacion de igualdad de medias para las impurezas (otras

células diferentes a PBL) generadas de los métodos de Ficoll-Hipaque

y Percoll

Grupo

Ficoll
Percoll
Combinado
Diferencia

Prueba T con varianzas desiguales
EE
1.85
3.28
2.19
3.76

Promedio
19.36
36.93
28.15

-17.57
EE: Error estandar; DE: Desviacion estandar; IC: Intervalo de confianza

p-valor=0.0000 (Ha: diferencia # 0)

DE IC95%
10.14 15.57
17.94 30.23
16.95 23.77

-25.14

En el grafico 5 se muestra la dispersion de datos obtenidos para el

recuento de PBL por los

observandose una correlacion lineal positiva por ambos métodos.

métodos de Ficoll-Hipaque y Percoll,
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Figura 5. Dispersién de datos para el recuento de PBL obtenido por

ambos métodos.

En la tabla 11 se muestra el nivel de correlacion entre los resultados de

recuento de PBL obtenidos por ambos métodos, siendo en general de
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un nivel bajo (rho=0.271), y ademas sus resultados son independientes

entre si (p>0.05).

Tabla 11. Correlaciéon entre los resultados de recuento de PBL
obtenido por el método de Ficoll-Hipaque y Percoll

N 30

Rho de Spearman 0.2712
p-valor=0.1471 (Ho=las variables son independientes)

En el grafico 6 se muestra la dispersion de datos obtenidos para la
viabilidad de PBL por los métodos de Ficoll-Hipaque y Percoll,

observandose una correlacion lineal positiva por ambos métodos.
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Figura 6. Dispersion de datos para la viabilidad de PBMC obtenido por

ambos métodos.

En la tabla 12 se muestra el nivel de correlacion entre los resultados de
viabilidad de PBL obtenidos por ambos métodos, siendo en general de
un nivel moderado (rho=0.430), y ademas sus resultados no son

independientes entre si (p<0.05).
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Tabla 12. Correlacion entre los resultados de viabilidad de PBL
obtenido por el método de Ficoll-Hipaque y Percoll

N 30

Rho de Spearman 0.4299
p-valor=0.0177 (Ho=las variables son independientes)

En el grafico 7 se muestra la dispersion de datos obtenidos para la
pureza de PBL por los métodos de Ficoll-Hipague y Percoll,

observandose una correlacion lineal positiva por ambos métodos.
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Figura 7. Dispersion de datos para la pureza de PBMC obtenido por

ambos métodos.

En la tabla 13 se muestra el nivel de correlacion entre los resultados de
pureza de PBL obtenidos por ambos métodos, siendo en general de un
nivel moderado (rho=0.583), y ademas sus resultados no son

independientes entre si (p<0.001).
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Tabla 13. Correlacion entre los resultados de pureza de PBL obtenido

por el método de Ficoll-Hipaque y Percoll

PBL-F PBL-P

PBL-F 1.0000

PBL-P 0.5831* 1.0000
0.0007

*Correlacion de Pearson (R)

En el grafico 8 se muestra la dispersion de datos obtenidos para las
impurezas (otras células distintas a las PBL) por los métodos de Ficoll-
Hipaque y Percoll, observandose una correlacion lineal positiva por

ambos métodos.
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Figura 8. Dispersion de datos para las impurezas obtenidas por ambos

métodos.

En la tabla 14 se muestra el nivel de correlacion entre los resultados de
impurezas obtenidas por ambos métodos, siendo en general de un
nivel moderado (R=0.583), y ademas sus resultados no son

independientes entre si (p<0.001).
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5.2.

Tabla 14. Correlacion entre los resultados de impurezas obtenidas por

el método de Ficoll-Hipaque y Percoll

Otras -F Otras -P
Otras-F 1.0000
Otras -P 0.5831* 1.0000
0.0007

*Correlacion de Pearson (R)

Discusion de resultados

Los hallazgos encontrados en la presente tesis constituyen una
importante fuente de conocimiento sobre la importancia de seleccionar
adecuadamente los métodos de extraccion y purificaciéon de PBL para
diversos ensayos, enmarcados en roles de diagndstico in vitro e
investigacion y desarrollo (R&D). Los datos evidencian que el empleo
de las gradientes con ficoll-hipaque permiten una mejor recuperacion y
aislamiento de PBL a partir de sangre total, en comparacion con las
gradientes de percoll. Estos datos son distintos a lo reportado en la
literatura cientifica, donde el uso de las gradientes de percoll resultaron
mas eficientes que el ficoll-hipaque en aislar y concentrar células
mesenquimales (13) y formadoras de colonia (54) derivadas de
médula ésea roja. Sin embargo, hay que precisar que el método de
extraccion de PBL con ficoll-hipague funciona muy bien cuando las
muestras de sangre provienen de personas saludables; caso contrario
sucede cuando las muestran provienen de personas con
enfermedades tales como infecciones, enfermedades
oncohematolégicas, entre otras. Ademas, se ha reportado otros
inconvenientes tales como el nivel de impurezas generado en el
procedimiento, la cual se evidencia con presencia de otros elementos
celulares como plaquetas, leucocitos polimorfonucleares y eritrocitos
(55). Estos hallazgos reportados en otras investigaciones, fue opuesto
a lo encontrado en la tesis de investigacion, la cual evidencia que el
método de ficoll-hipague recupera PBL con un nivel de pureza mayor a
la del percoll; aunque con algunas limitaciones, ya que el nivel
promedio alcanzado llega al 80%, mientras que el método de percoll a
un 60%.
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La evaluacion del recuento de PBL obtenido por ambos métodos fue
crucial en este estudio, sin embargo una caracteristica que es
fundamental para la mayoria de ensayos que utilizan como plataforma
de trabajo PBL, es la viabilidad celular. Esta caracteristica es evaluada
como requisito basico en los estudios que implican cultivo celular y
evaluacion de condiciones fisiologicas de las células. Las evidencias
de la tesis, muestran que la viabilidad promedio en PBL fue mayor en
aquellas obtenidas por el método de percoll, en comparacion con el
meétodo de ficoll-hipaque, con diferencias altamente significativas. Una
posible explicacion de este fendmeno, es que durante el proceso de
extraccion de PBL con el método de ficoll-hipaque (el cual es
hidrosoluble e ingresa facilmente a las células y deja remanentes en la
suspension de trabajo) exista remanentes de hemoglobina
provenientes de eritrocitos lisados que no sedimentaron
completamente, lo cual pudo haber inducido a la liberacion del hierro
divalente y su posterior oxidacion via reaccion de Fenton, y por ende la
produccion de una gran cantidad de radicales libres como el ion
peréxido, oxidrilo y singlet oxigeno, los cuales es conocido el potencial
gue tienen para lipoperoxidar membranas celulares (56), en particular
las de PBL, induciendo citotoxicidad, la cual fue evidenciada en la
dramatica disminucion de la viabilidad celular (57), la cual en el caso
de la tesis llegd a un nivel promedio cercano al 33%. Caso contrario,
se observo en la extraccion con el método de percoll, el cual obtuvo
una viabilidad promedio cercana al 72%, casi comparable a lo
reportado en estudios similares, donde se evaluaron citotoxicidad
celular (58). La explicacion del porgué la viabilidad es mucho mayor
con el método de percoll que con el ficoll-hipague, radica en las
caracteristicas quimicas y fisicas del percoll (37-39), el cual por su
naturaleza coloidal y efecto de gradiente en condiciones isopicnicas,
permiten obtener una viabilidad en PBL mayor (40); ademas hay que
sefalar que el percoll es una sustancia no toxica, posee una fuerza de
ionizacion estable en condiciones de pH neutro e incluso en
variaciones del mismo, no penetra a las membranas celulares y es

facilmente removible de soluciones en suspension.
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Finalmente, se puede mencionar que la seleccion para el uso de la
técnica de gradiente por ficoll-hipaque o percoll dependerda del
procedimiento experimental que se requiera, teniendo en cuenta que
existen algunos que exigen al menos 10000 pbl/uL, en el cual seria
ideal la técnica de ficoll-hipaque, y otros ensayos requieren que la
viabilidad promedio de las células tenga al menos un 80% de
viabilidad, en cuyo caso seria mas logico aplicar la técnica de
gradiente por percoll. Por consiguiente, ambos métodos presentan
bondades dentro de cada aplicacién que se vaya a utilizar, asi como

algunas limitaciones que hay que tener en cuenta antes de emplearlas.
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CONCLUSIONES

Existen diferencias significativas entre las técnicas de gradiente de
percoll y ficoll hipaque para el aislamiento de linfocitos de sangre

periférica humana.

El recuento linfocitario obtenido por la técnica de gradiente de ficoll-
hipaque es mayor con diferencia significativa en comparacion a la

técnica de gradiente de percoll.

La viabilidad linfocitaria obtenida por la técnica de gradiente de percoll
es mayor con diferencia significativa en comparacion a la técnica de

gradiente de ficoll-hipaque.

El nivel de impurezas celulares generadas por la técnica de gradiente
de ficoll hipaque es menor comparada con la técnica de percoll.
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RECOMENDACIONES

A la comunidad cientifica:

La técnica de concentracion de linfocitos por ficoll-hipaque deberia ser
aplicada en procedimientos que requieran recuentos elevados, tales
como los moleculares (donde hay que extraer una concentracion
importante de ADN, incluso a veces mayores a 10 ng/uL) vy
citogenéticos (para garantizar que el cultivo de linfocitos pueda
alcanzar un numero superior a las 100 metafases requeridas para la
lectura y reporte de cariotipo).

La técnica de concentracion de linfocitos por percoll deberia ser
aplicada en procedimientos donde se requiera garantizar la viabilidad
celular por encima del 80%, tal como sucede con los experimentos

para evaluar citotoxicidad celular y construir curvas de dosis-respuesta.

Al laboratorio del Hospital Santa Maria del Socorro de Ica:

Las técnicas de extraccion de linfocitos podria servir como base para
métodos de diagnéstico in vitro que puedan implementarse
posteriormente, como &reas en citogenética, biologia molecular o

hematologia especial.
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ANEXOS

ANEXO 01: OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLES

DEFINICION
CONCEPTUAL

INDICADORES

VALOR FINAL

ESCALA

TECN. E
INSTRUM.

Gradiente de ficoll

hipaque

Método isopicnico para
separar células
mononucleares de
sangre periférica, sobre
todo linfocitos, en base
a un solo gradiente de
densidad (1.077)

Recuento de linfocitos en

hemocitbmetro

Numero de linfocitos / uL
% viabilidad celular / 200

linfocitos

Numérica

de razén

Gradiente de percoll

Método isopicnico para
separar células
mononucleares de
sangre periférica, sobre
todo linfocitos, en base
a tres gradientes de
densidad (1.065, 1.077
y 1.083)

Recuento de linfocitos en

hemocitbmetro

Numero de linfocitos / uL
% viabilidad celular / 200

linfocitos

Numérica

de razén

Microscopia
binocular de luz
visible




ANEXO 02: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: COMPARACION DE LAS TECNICAS DE GRADIENTE DE PERCOLL Y FICOLL-HIPAQUE PARA EL AISLAMIENTO DE LINFOCITOS DE

SANGRE PERIFERICA HUMANA HOSPITAL SANTA MARIA DEL SOCORRO ICA

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES INSTRUMENTOS
General: General: General:
¢Existen diferencias  significativas | Comparar las técnicas de gradiente | Existen diferencias significativas entre las
entre las técnicas de gradiente de | de percoll y ficoll hipaque para el | técnicas de gradiente de percoll y ficoll
percoll y ficoll hipaque para el | aislamiento de linfocitos de sangre | hipagque para el aislamiento de linfocitos de
aislamiento de linfocitos de sangre | periférica humana, Hospital Santa | sangre periférica humana, Hospital Santa
periférica humana, Hospital Santa | Maria del Socorro Ica Maria del Socorro Ica.
Maria del Socorro Ica?
Especifico: Especifico: Especifico:
¢Existe diferencia significativa en el | Evaluar el recuento de linfocitos | Existe diferencia significativa en el
recuento de linfocitos obtenidos por | obtenidos por las técnicas de | recuento de linfocitos obtenidos por las Gradiente de
las técnicas de gradiente de percoll y gradiente de percoll y ficoll hipaque, técnicas de gradiente de percoll y ficoll ficoll-hipaque Microscopia

ficoll hipague, Hospital Santa Maria
del Socorro Ica?

¢ Existe diferencia significativa en la
viabilidad linfocitaria obtenida por las
técnicas de gradiente de percoll y
ficoll hipague, Hospital Santa Maria
del Socorro Ica?

¢,Cual es el nivel de impurezas
celulares generadas por las técnicas
de gradiente de percoll y ficoll
hipaque, Hospital Santa Maria del
Socorro Ica?

Hospital Santa Maria del Socorro Ica

Evaluar la viabilidad linfocitaria
obtenida por las técnicas de gradiente
de percoll y ficoll hipague, Hospital
Santa Maria del Socorro Ica

Evaluar el nivel de impurezas
celulares generadas por las técnicas
de gradiente de percoll y ficoll
hipaque, Hospital Santa Maria del
Socorro Ica

hipaque, Hospital Santa Maria del Socorro
Ica.

Existe diferencia significativa en Ia
viabilidad linfocitaria obtenida por las
técnicas de gradiente de percoll y ficoll
hipaque, Hospital Santa Maria del Socorro
Ica.

El nivel de impurezas celulares generadas
por la técnica de gradiente de percoll es
menor comparada con la técnica de ficoll
hipaque, Hospital Santa Maria del Socorro
Ica.

Gradiente de
percoll

binocular de luz

visible




ANEXO 03: OBTENCION DE LINFOCITOS POR GRADIENTE DE FICOLL-

1.

2.

HIPAQUE

Agregar 3mL de Histopaque (densidad 1.077 g/mL) en un tubo de 15mL.
Agregar en zona 3 mL de sangre con heparina.
Centrifugar a 400g por 30 minutos a 4°C.

Luego del periodo de centrifugacion se formara una banda de PBMCs en el
tubo.

Extraer 500uL de la banda de PBMCs con una micropipeta de 1000uL.

Verter la suspension celular sobre otro tubo y agregar sobre él 500uL de
buffer fosfato salino (PBS).

Centrifugar a 5009 por 15 minutos a 4°C.
Luego de la centrifugacion, eliminar el sobrenadante con cuidado.

Resuspender las células (pellet) en 5-10mL con PBS

10. Centrifugar a 5009 por 15 minutos a 4°C.

11. Resuspender las células (pellet) en 500 uL de PBS

Antes de centrifugar Después de centrifugar

/-__\\ g
N ]

Sangre Centrifugacion Plasma y plaquetas

diluida >

400 g 15" a T° amb. .-—— Mononucleares
Ficoll Hypaque
Ficoll .
Hypaque v Polimorfonucleares +
Glébulos rojos

Mononucleares: Linfocitos + monocitos
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ANEXO 04: OBTENCION DE LINFOCITOS POR GRADIENTE DE PERCOLL

. Preparar los gradientes de percoll al 50% (1.065 g/mL), 60% (1.077 g/mL) y
70% (1.083) usando como diluyente Buffer de Hanks o PBS, y homogenizar
con Vortex cada solucion. Depositar en un tubo conico 1.5 mL de percoll 70%,
luego 1.5 mL de percol 60% y finalmente 1.5 mL de percoll 30%. Cada solucion
de percoll debe ser depositada cuidadosamente por los bordes de las parades

del tubo con una ligera inclinacion.
. Centrifugar a 2200 rpm x 10 minutos.

. Después de la centrifugacién se observa un anillo de color amarillo y turbio
entre las interfases del percoll de 50 y 60%; del cual se obtiene
cuidadosamente con una micropipeta dicho anillo donde teGricamente se hallan

los linfocitos.

. Este pequefio volumen del anillo se deposita en un tubo conico para ser lavado
una o dos veces con buffer de Hank o PBS para mantener mas viables a los

linfocitos ademas de crear un ambiente de presion osmotica isoténica.

Plasma
| Monocitos, NK

50 % (1065)

Mononucleares
(linfocitos)

| 60 % (1077)
" PMN

70 % (1083)

GR
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ANEXO 05: TINCION DE WRIGHT

De los pellets obtenidos por el método de ficoll-hipaque y percoll, preparar
extendidos sobre ldminas portaobjetos, dejarlos secar al aire y proceder
com la tincién de Wright.

. Colocar el frotis secado al aire sobre una rejilla o cubeta de tincion con la
sangre hacia arriba.

. Cubrir completamente el portaobjetos o cubreobjetos con el colorante de
Wright gota a gota. Dejarlo que permanezca en el frotis aproximadamente
de 5-8 minutos, para fijar los glébulos sanguineos. El colorante debera
cubrir completamente el portaobjetos, pero no debe derramarse por los
bordes. Debera agregarse una cantidad adicional si éste se comienza a

evaporar.

. Agregar directamente al colorante un volumen igual de amortiguador de
Wright, para evitar la coloracion débil. Esperar la formacion de brillo
metélico. Puede usarse de igual manera agua desionizada. Dejar actuar
de 10-15 minutos.

Lavar con agua en el chorro cuidadosamente hasta que la extension

presente un aspecto rosado al examinarlo a simple vista.

Limpiar el dorso del portaobjetos con una gasa o algodon humedecido en

alcohol para eliminar cualquier resto de colorante.
. Secar al aire y observar con el microscopio con el objetivo de inmersién.

Los linfocitos deberan ser diferenciados de los monocitos sobre um
recuento de 200 células.
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ANEXO 06: DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CON TRYPAN BLUE

Preparar la solucion de trabajo de Trypan Blue al 0.04%, para lo cual se
diluird la solucién comercial de Trypan Blue (0.4%) por un factor de dilucion
de 10 con PBS 1X. Almacenar la solucion de trabajo de Trypan Blue a 4°C.

Resuspender 10uL de la suspensién celular con 90 L de la solucién de la
solucién de trabajo de Trypan Blue en un microtubo de 0.6 mL.

Agregar 10 uL de la mezcla a la camara de neubawer y evaluar al

microscopio de luz visible.
La viabilidad es observada luego de 5 minutos después del tratamiento.

Las células no viables se visualizan de color azul, mientras que las células

sin coloracién se observan incoloras.

Se contabilizan todas las células contenidas en los 4 cuadrantes de los
extremos de la cAmara de neubawer, correspondiente a leucocitos a la vez

gue se realiza el recuento celular.

Nota: La cdmara de neubawer se limpiard inmediatamente luego de su
uso, para lo cual se debera exponer la corriente de agua de cafio y luego
se limpiara con papel lente y alcohol isopropilico. Se mantendra boca abajo

sobre papel lente hasta que haya secado completamente. No restregar.
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ANEXO 07: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Cédigo de
muestra

Fecha de
la prueba

Hora de
la prueba

Recuento de linfocitos

Viabilidad celular

Ficoll-Hipaque Percoll

Ficoll-Hipaque

Percoll

Linfocitos/uL Linfocitos/uL

%

%

M-01

M-02

M-03

M-04

M-05

M-06

M-07

M-08

M-09

M-10

M-11

M-12

M-13

M-14

M-15

M-16

M-17

M-18

M-19

M-20

M-21

M-22

M-23

M-24

M-25

M-26

M-27

M-28

M-29

M-30
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1.0 OBJETIVO

Aislar células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) mediante
centrifugacion en gradiente y realizar el recuento celular con una camara de
neubauer.

2.0 CAMPO DE APLICACION

Dirigido a investigadores involucrados a las actividades de biologia celular y
molecular del Laboratorio Clinico del CENSOPAS y aplicado a pruebas de
biologia celular.

3.0 REFERENCIAS O BASE LEGAL

3.1 Ley N° 26842 Ley General de Salud.

3.2 Ley N° 27657 Ley del Ministerio de Salud.

3.3 DS. N°001-2003 SA. Reglamento de Organizacion y Funciones del INS.

3.4  Resolucién Jefatural N° 267-2003 — J — OPD/INS Manual de organizacion y
Funciones MOF de las Unidades Organicas del INS.

3.5 R.J. N°.554-2005-I- OPD/INS, aprueba PRA-INS-007 Elaboracion, Revision
y Aprobacion de los Documentos del Sistema de Gestion de la Calidad del
Instituto Nacional de Salud.

4.0 DEFINICIONES

4.1. Células mononucleares de sangre periférica (PBMCs): Grupo celular
correspondiente a los linfocitos, monocitos y macrofagos obtenidos en la
sangre periférica.

4.2. Centrifugacion en gradiente: Procedimiento de centrifugacion mediante la
cual se separan células o sus componentes mediante diferencia en la
densidad.

5.0 FUNDAMENTO DEL METODO

Consiste en la separacion de los PBMCs con el uso un agente coloidal de
densidad cercana a 1.077 g/mL denominado Ficoll (Histopaque en su nombre
comercial). Mediante la centrifugacion se dara la formacion una fina capa de PBMCs
encima de los hematies y el agente coloidal y por debajo del plasma. Los PBMCs
se recuperaran y se someteran a pasos de lavado cortos con una soluciéon
isoténica y el recuento celular con una camara de neubauer.
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6.0 DESARROLLO DEL METODO

6.1 Condiciones previas

. Asegurar la correcta homogenizacion de la sangre y el anticoagulante.

. Mantener las muestras de sangre alejadas de fuentes directas de luz dado
gue la sobre exposicion con la luz puede generar rupturas en el ADN
genomico.

. Mantener la solucién coloidal a la temperatura descrita por el fabricante y a
oscuridad.

6.2 Aspectos de bioseguridad

El personal involucrado en el desarrollo del test debe cumplir las normas de
Bioseguridad establecidas en el Manual de Bioseguridad en Laboratorios de
Ensayos, Biomédicos y Clinicos, Serie de Normas Técnicas N° 18, 32 Edicion, afio
2005.

6.3 Tipo de muestra

. Muestras de sangre periférica con anticoagulante de heparina o EDTA.
6.4 Equipos.

. Centrifuga basculante.

. Cabina de seguridad biolégica (opcional).

. Micropipetas de 10, 100, 200 y 1000 uL.

6.5 Materiales
. Solucién de Ficoll-paque ® (General Electric ®) o Histopaque ® (Sigma-
Aldrich®), ambos con una densidad de 1.077 g/mL.

. Tubos conicos de centrifuca de 50 mL.

. Microtubos conicos de 1.5 mL.

. Tips de 10, 100, 200 y 1000 uL.

. Buffer fosfato salino 1X o Solucién de Hank.
. Camara de neubauer.

. Microscopio optico.

. Trypan blue (opcional).
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6.6 Ejecucion del método
6.6.1. Extraccion por macrométodo.
(Para volimenes de 3 a 10 mL de sangre).

1. Diluir la sangre anticoagulada con PBS 1X o solucién de Hank por un factor
de dilucién de 2 y a un volumen final de 5 mL.

2. Con el uso de una pipeta serolégica colectar y dispensar en zona la
dilucion sanguinea sobre el tubo de 15mL conteniendo 5 mL de
Histopaque.

3. Centrifugar a 400g por 30 minutos a 15°C.

4. Luego del periodo de centrifugacion identificar una banda de PBMCs entre
el Histopaque y el plasma.

5. Extraer aproximadamente 500uL de la banda de PBMCs con una
micropipeta de 1000uL.

6. Verter la suspension celular sobre otro tubo de 15mL y agregar sobre él
10mL de PBS 1X o Hank y homogenizar por inversion.

7. Centrifugar a 500g por 15 minutos a 15°C (1er lavado).

8. Eliminar el sobrenadante con el uso de una pipeta seroldgica y conservar el
precipitado celular (pellet).

9. Agregar sobre el pellet 10mL con PBS 1X o solucién de Hank.

10. Centrifugar a 500g por 15 minutos a 15°C (2do lavado).

11. Eliminar todo el sobrenadante con el uso de una pipeta seroldgica y
conservar el precipitado celular (pellet).

12. Resuspender el pellet en 500 uL de PBS 1X o solucién de Hank.

Para mayores volimenes de extraccion, utilizar tubos de 50 mL, diluir la sangre
anticoaqulada por un factor de 2 a un volumen final de 20 mL y usar 20 mL de
Histopaque. Extraer una cantidad de 1mL de PBMCs de la interfase.

6.6.2. Extraccion por micromeétodo
(Para volumenes menores de 500 uL de sangre).

13. Diluir la sangre anticoagulada con PBS 1X o soluciéon de Hank por un factor
de dilucién de 2 y a un volumen final de 600 uL.

14. Con el uso de una micropipeta colectar y dispensar en zona la dilucion
sanguinea sobre el tubo de 1.5mL conteniendo 600 uL de Histopaque.

15. Centrifugar a 2000g por 6 minutos a 15°C.
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17.

18.

19.
20.

21.
22.
23.

24,

Luego del periodo de centrifugacion identificar una banda de PBMCs entre
el Histopaque y el plasma.

Extraer aproximadamente 200uL de la banda de PBMCs con una
micropipeta.

Verter la suspension celular sobre otro tubo de 1.5mL y agregar sobre él
1mL de PBS 1X o Hank y homogenizar por inversion.

Centrifugar a 25009 por 5 minutos a 15°C (ler lavado).

Eliminar el sobrenadante con el uso de una micropipeta y conservar el
precipitado celular (pellet).

Agregar sobre el pellet 1.0mL con PBS 1X o solucién de Hank.

Centrifugar a 25009 por 5 minutos a 15°C (1ler lavado).

Eliminar todo el sobrenadante con el uso de una micropipeta y conservar el
precipitado celular (pellet).

Resuspender el pellet en 50 uL de PBS 1X o solucion de Hank para
obtener la suspension celular inicial.

6.6.3. Recuento celular y viabilidad por el método de trypan blue:

1.

Obtener una alicuota de 10 uL de la suspension celular inicial y diluir en 90
uL de PBS 1X o de trypan blue (para evaluar viabilidad) obteniendo un factor
de dilucion de 10.

Agregar 10 uL de la mezcla al interior de la camara de neubauer.

Realizar el conteo de células en las areas de los 4 extremos de la camara de
neubauer, sefialado en la Imagen n°1.

Imagen N°1. Areas de conteo
de PBMCs sefialadas en rojo.
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4. Realizar el calculo para obtener la concentracion de células por uL de
volumen de acuerdo a la siguiente formula:

Formula de valoraciéon (valida universalmente)

particulas contadas
particulas por pl volumen

superf. cont. (mm?) « profundidad camara (mm) - dilucion

Imagen N°2. Formula tomada del catalogo de materiales para el conteo Brand:
http://www.brand.de/fileadmin/user/images/products/Clinical_Lab/Counting_Chambers/counting-
s.pdf

. Particulas por ul de volumen:
Concentracion de PBMCs por mm3.
. Particulas contadas:

Promedio del conteo celular en las cuatro areas contadas
. Superf. Cont. (mm2):
Area promedio de conteo igual a Imm2.

. Profundidad de camara (mm):
Profundidad igual a 0.1mm.
. Dilucion:

Razon de dilucién regularmente usado: 1/10.

5. A partir de la concentracion celular obtenida se diluird la suspensién celular
con PBS 1X o solucion de Hank a la concentracion deseada. El ensayo cometa
requiere una concentracion de 5000 células/uL y un volumen final de
10 uL por cada ensayo.

7. INFORME DE RESULTADOS

Los resultados del aislamiento y conteo celular seran informados en un registro
indicando el volumen de sangre utilizada, el recuento expresado en células totales
obtenidas y el volumen de la suspension celular.
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8.INTERPRETACION DE
RESULTADOS

Para poder realizar una réplica del ensayo cometa alcalino se requiere
50 000 células en 10uL de suspension de solucion de Hank por
ensayo. Por ello se debera estimar el nimero de células y volumen de
la suspension celular minimo requerido para el niumero de réplicas a

realizar.

Se debe considerar que la viabilidad obtenida por el método de Trypan

blue o FDA/BrEth debe ser mayor al 95%.
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