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Introduccidn. La cuantificacion de inestabilidad cromosdmica, es un parametro
importante para evaluar genotoxicidad y radiosensibilidad. Las técnicas
convencionales requieren cultivos celulares y/o laboriosos andlisis microscopicos
de cromosomas o nucleos. Sin embargo, la citometria de flujo seleccionando
reticulocitos, ha surgido como alternativa para estudios in vivo acortando los
tiempos de analisis e incrementando hasta en 20X el numero de células-blanco
analizables.

Objetivos. Estandarizar los parametros de citometria de flujo requeridos para
seleccionar y cuantificar reticulocitos micronucleados (MN-RET) a partir de
muestras de sangre periférica; y cuantificar la frecuencia de esta subpoblacién
anormal como medida de inestabilidad citogenética en sendas poblaciones de
voluntarios sanos (n=25) y pacientes (n=25) recién diagnosticados con gliomas de
alto grado y antes de iniciar terapias.

Materiales y métodos. Las células sanguineas se marcaron con anti-CD71-PE
(para reticulocitos), anti-CD61-FITC (para exclusion de plaquetas) y yoduro de
propidio (para detectar DNA en reticulocitos). La fraccion celular MN-RET P71+ se
selecciond y cuantificé con citbmetro FACS Canto-ll.

Resultados. Se describe en detalle la estandarizacion de los parametros
citométricos, con énfasis en la seleccion y cuantificacion de la subpoblacion celular
MN-RETCP"1* Se establecieron los niveles basales de MN-RETCP"* en la
poblacion control; y en pacientes se encontré un incremento de 5,2 veces antes de
iniciar tratamiento (p<0,05).

Conclusion. Los resultados evidencian la utilidad de la citometria de flujo

acoplada a la marcacién de RETP’** como método eficiente para cuantificar



inestabilidad cromosomica in vivo. Finalmente, se discuten posibles razones para
el incremento de micronucleos en células RETCP71* en pacientes con gliomas.
Palabras clave: citometria de flujo; reticulocitos; inestabilidad cromosomica;

pruebas de microndcleos; glioma.



Introduction: Quantification of chromosomal instability is an important parameter
to assess genotoxicity and radiosensitivity. Most conventional techniques require
cell culturing or laborious microscopic analyses of chromosomes or nuclei.
However, a flow cytometric alternative has been developed that allows in vivo
studies expediting the analytical procedures and increasing up to 20X the number
of target cells to be analyzed.

Objective: To standardize the flow cytometric parameters for selection and
quantification of micronucleated reticulocytes®P”** (MN-RET) from freshly drawn
peripheral blood; and to quantify the frequency of this abnormal cell subpopulation
as a measure of cytogenetic instability in populations of healthy volunteers (n =25)
and patients (n=25) with newly diagnosed high-grade gliomas before the onset of
treatment.

Materials and methods: Blood cells were methanol-fixed and labeled with anti-
CD-71-PE (for reticulocytes), antiCD-61-FITC (for platelets exclusion) and
propidium iodide (for DNA detection in reticulocytes). The MN-RETCP71* cell
fraction was selected and quantified with a FACS-Canto-Il flow cytometer.
Results: The standardization of cytometric parameters is described in detail, with
emphasis in the selection and quantification of the MN-RETCP7%* cellular fraction.
The micronuclei basal level was established in healthy controls; and in patients a
5.2-fold increase before the onset of treatment was observed (p <0,05).
Conclusion: The data shows the usefulness of flow cytometry coupled with anti-
CD-71-PE and antiCD-61-FITC labeling in circulating reticulocytes, as an efficient

and high resolution method to quantify chromosome instability in vivo. Finally,



possible reasons for the higher average of micronuclei in RETP71* cells from
untreated high-grade glioma patients are discussed.
Key words: flow cytometry; reticulocytes; chromosome instability; micronucleus

tests; glioma.



La cuantificacion de inestabilidad cromosdmica, es un parametro importante para
estimar radiosensibilidad y para evaluar genotoxicidad relacionada a exposicion
terapéutica, ocupacional, ambiental o accidental. Los métodos convencionales
emplean visualizacion microscopica de dafios cromosomicos o nucleares, sin o
con precultivo celular, como es el caso del ensayo clasico de alteraciones
cromosodmicas en linfocitos en divisién, o el de micronucleos (MN) en linfocitos
binucleados (1-5) Su amplio uso y validez son incuestionables, solo que
demandan laboriosos analisis visuales de al menos un centenar de mitosis o dos
mil células interfasicas por muestra, dificultando la rapida obtencién de resultados.
De ahi que la automatizacion o el empleo de la citometria de flujo, hayan surgido
como alternativas para acortar los tiempos de analisis (3,6,7), y aumentar el poder
estadistico incrementando hasta en 20X el niumero de células analizables/muestra,
como se evidencia en el presente reporte.

Los eritroblastos son una poblacién celular mitéticamente activa precursora de
eritropoyesis con nicho en médula ésea, y sus nucleos se expulsan pocas horas
después de la ultima mitosis. De alli se generan células enucleadas denominadas
eritrocitos inmaduros o reticulocitos. Y fueron estas células enucleadas recién
producidas en la médula ésea, el blanco de observacién para el test original in vivo
de MN en extendidos de médula 6sea de ratones, estandarizado por Schmid (8,9).
En humanos los reticulocitos constituyen una fraccion minoritaria de los eritrocitos
circulantes, lo cual dificulta su empleo para el test de MN mediante microscopia.
En cambio, la citometria de flujo facilita su deteccion mediante la marcacion
diferencial de los reticulocitos (RET) utilizando el anticuerpo anti-CD-71, el cual

detecta la transferrina que es la proteina encargada de transportar el hierro y es



especifica para esta poblaciéon. Y dado que los reticulocitos tienen tamafios
similares a las plaquetas, éstas se pueden diferenciar, filtrar y descartar
empleando anti-CD-61 y citometria de flujo (10).

En contraste, la evaluacion de genotoxicidad a nivel cromosomico en linfocitos de
sangre periférica ha involucrado tradicionalmente cultivos celulares en presencia
de un mitégeno, mientras que el ensayo de micronucleos basado en RET no
necesita este requerimiento; ademas, una vez estandarizada la metodologia, las
células obtenidas no requieren pre-cultivo y son procesadas de inmediato
siguiendo procedimientos minimos (3). Ello serviria como método practico y
expedito para evaluaciones in vivo de inestabilidad cromosdmica constitutiva o
dafio gendémico inducido en personas expuestas a genotoxicos potenciales por
razones terapéuticas (ej., radioterapia), ocupacionales, ambientales o
accidentales. Eventualmente, también se podria aplicar para evaluar
radiosensibilidad en pacientes candidatos a radioterapia.

El presente estudio se disefi6 para (a) estandarizar y adaptar la metodologia
propuesta por Dertinger et al. (11) para cuantificar MN en células RETCP71*
mediante citometria de flujo de tres canales, (b) establecer los niveles basales de
MN-RET de una poblacion de voluntarios sanos, (c) aplicarla para cuantificar la
frecuencia in vivo de MN en sangre periférica, en una poblacién de pacientes con
gliomas de alto grado, como medida de inestabilidad citogenética pre-tratamiento.
Materiales y métodos

Reactivos

Metanol absoluto (Merck, USA, 15680090); heparina sodica (Grand Pharma);

solucion de sales de Hank (HBSS-H1387), RNAsa (R5000) y el yoduro de propidio
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(P4170) marca Sigma (St Louis, MO, USA); y los anticuerpo anti-CD71 humano
(Clon T56/14), y anti-CD61 humano (Clon F11) marca Invitrogen (Camarillo, CA,
USA).

Poblacion de estudio

Previo consentimiento informado y con la aprobacion del Comité de Etica
Independiente del Instituto de Cancerologia de la Clinica Las Américas (ICCLA) y
del Comité de Bioética de la Sede de Investigacién de la Universidad de Antioquia
(CBE-SIU), en el estudio se incluyeron 50 individuos voluntarios: 25 personas
sanas que fueron reclutadas en la Universidad de Antioquia y 25 pacientes recién
diagnosticados con Glioma de Alto Grado contactados en el Instituto de
Cancerologia de la Clinica Las Américas en un lapso de 12 meses. A cada
individuo se le tomé una muestra de 4 mL de sangre venosa en tubo Vacutainer®
con heparina. Los consentimientos informados fueron firmados por los voluntarios
sanos antes de la toma de la muestra; y los pacientes, después del diagnéstico y
previa ilustracion por el médico (L.D.O.). Los pacientes fueron pareados por edad
(x 5 afios) y género.

Fijacion de la muestra

Se inicio con la adicion de 1 mL de sangre heparinizada a un tubo cénico con 5 mL
de diluyente (500 unidades de heparina/mL HBSS); luego se fij6 la muestra
adicionando 450 pL de la dilucion anterior, en 5 mL de metanol frio (-80°C), se
agité en vortex 20 segundos y se almaceno a -80°C por 24 horas.

Marcaje con yoduro de propidio y anticuerpos conjugados

Después de la fijacion, 1 mL de la muestra se agreg6 a un tubo cénico con 13 mL

de HBSS, se centrifugdé 5 min a 600g y se descart6 el sobrenadante por
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decantacion; luego se agité brevemente para resuspender el boton celular y se
adicionaron 20 pL de esta suspension de células a un tubo de citometria
(polipropileno, 12 x 75 mm) que contenia 75 pL de solucion RNAsa (980 uL HBSS
y 20 pL RNAsa 1mg/ mL). Las muestras fueron analizadas usando tres marcajes:
antiCD-71-PE (para la identificacién de RET), antiCD-61-FITC (para la exclusion
citométrica de las plaquetas) y yoduro de propidio para cuantificar la cantidad
relativa de DNA. Se agregaron 5 pL de cada anticuerpo siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Las muestras se incubaron consecutivamente
durante 30 min a 4°C y luego 60 min a temperatura ambiente; pasado este tiempo
se lavaron con 3 mL de HBSS y se centrifugaron 5 min a 600g; luego se adiciond
1 mL de solucion de yoduro de propidio (PI) (1,25 pg/ mL de Pl en HBSS).
Finalmente, se almacenaron 15 min a 4°C y se leyeron en citometro de flujo
FACS-Canto-Il (BD-Immunocytometry System, San Jose, CA). Las células fueron
excitadas con un laser de 488 nm y se analizé la emision de los fluorocromos a
530/30 nm (FITC), 585/42 (PE) nm y 670/LP nm (yoduro de propidio). La
adquisicién de eventos para cada muestra procedio hasta que el nimero de
RETCP71* fuera = 80.000 o hasta que se agotara el volumen de la muestra. El
porcentaje de RETCP71*PI* se determiné para cada muestra de sangre.

Calculo de la compensacion

Para calcular la matriz de compensacion, se ajustaron los voltajes de tamafio y
granularidad y fluorescencia de las muestras con una muestra de células sin
tincion. Sobre éstos se calcul6 la matriz de compensacion utilizando las
“Compeads” revestidas con anticuerpos de captura anti-Mouse Ig« mezcladas con

cantidades equivalentes de perlas de control negativo. El control de compensacion
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para Pl se construyd utilizando el control negativo de las Compbeas mezclados
con nucleos de eritrocitos de pollo (BD CEN). La matriz se calcul6 de forma
automética en el BD FACSDiva version 6.1.3. La estabilidad en los indices de
tincion se verificd en al menos tres momentos independientes. La estabilidad en
los voltajes y la eficiencia de los detectores se verificO mediante las esferas, “BD™
Cytometer Setup and Tracking” (CST). Los parametros de lectura estuvieron
dentro de las variantes aceptadas para el instrumento, estimados mediante las
graficas de Levey-Jennings construidas a partir de la sefial de los detectores
implicados en el analisis de los MN.

Bio-estandares para verificacion de la compensacion

En los analisis de citometria, se hizo una verificacion de la correccion del
derramamiento espectral entre los fluorocromos, haciendo tinciones individuales
para cada marcador de superficie basados en lo descrito por Dertinger et al.
(2002, 2003) y Torous et al. (2000) (12-14). Esta misma estrategia permitio definir
la positividad para las células en cada region. Para cada individuo se prepararon
cuatro muestras. La primera contenia 20 pL de la muestra con yoduro de propidio,
la segunda antiCD-71-PE vy la tercera antiCD-61-FITC; con éstos se hizo la
correccion de la compensacion y con el cuarto tubo, que contenia ambos
anticuerpos, se analizo el porcentaje de células CD61-CD71+ Pl+ después de
haber excluido células 2n y los agregados, mediante una region definida sobre
(FSC-A vs FSC-H); luego se determino la frecuencia de MN en la fraccion de

RETCP7L+ (MN-RET).
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Adquisicién de datos y analisis estadisticos

Para la estimacion de las frecuencias de MN-RET se utiliz6 el programa de
citometria de flujo FlowJo 7.6.2. En cuanto al andlisis estadistico, en la parte
univariada se acudio a los indicadores clasicos de resumen, a saber, media,
mediana, desviacion estandar, coeficiente de variacion, para variables
cuantitativas y porcentajes, para variables cualitativas. En el andlisis bivariado,
dada la no normalidad del desenlace en su escala original (via prueba de Shapiro
Wilk) se utilizé la prueba no paramétrica U de Mann Whitney para determinar la
diferencia en los rangos promedios del porcentaje de MN-RET con cada uno de
los factores que ameritaron valoracion. En el andlisis multivariado, se construyé un
modelo de regresion logistica explicativo tomando variable dependiente el
porcentaje de MN-RET (Normal-Alto), advirtiéndose que la categorizacion se
origind de segmentar la variable original con nivel de medicion de razén, el
porcentaje de MN-RET, por la media, como criterio estadistico. Se consideraron
como variables independientes aquellas que el estado del arte ha revelado como
importantes por su efecto sobre el desenlace. La finalidad en la construccion del
modelo de regresioén logistica estribd en controlar el efecto presuntamente
confusor de cada una de las variables incluidas en el modelo sobre las otras. El
programa SPSS v.22®, fue la herramienta que permitio la obtencion de los
resultados estadisticos anteriormente esbozados.

Resultados

Seleccién de la poblacion de andlisis

Inicialmente se descartaron los eventos celulares mayores a 2n mediante los

parametros de exclusiéon FSC-H e incorporacion de yoduro de propidio (Figura 1a);
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de alli se tomaron los eventos menores a 2n (P1) y se realizo la exclusion de
agregados (P2) a través de los parametros FSC-H y FSC-A (Figura 1b). En la
figura 1c, se observa la distribucion de las poblaciones celulares en cuanto a
tamafo (FSC-A) y granularidad (SSC-A). Posteriormente, debido a que las
plaquetas presentan similitud en tamafio a la porcion de reticulocitos inmaduros,
se utilizd el anticuerpo anti-CD61 para excluir plaguetas (Figura 1d), y se
seleccioné la poblacion correspondiente a los RETCP7* (Figura 1e). Finalmente, a
partir de la poblacion seleccionada, se cuantificaron los eventos con mayor
cantidad de PI, cuadrante Q2-2, que corresponde a los MN-RET (Figura 1f).
Medicion de la poblacion MN-RET

Las muestras de los 50 individuos (25 pacientes y 25 controles) fueron analizadas
para la deteccion de las frecuencias de RETP71* y MN-RET. El nimero de
eventos Unicos totales evaluados por individuo oscilé aproximadamente entre
28.000 y 520.000, de los cuales alrededor del 1% pertenecia a la poblacion total
de RET. Basados en el valor promedio de RET®P7'* para estos individuos y
también en los analisis con los cuales se midieron las frecuencias de RET
establecidos sobre la fluorescencia asociada a &cidos nucleicos, se estimo que el
anticuerpo anti CD-71-PE marcé aproximadamente entre el 98-100% de la
poblacion de reticulocitos.

Comparacion de las frecuencias de MN-RET entre pacientes y controles
Inicialmente se analizo el porcentaje de presencia de MN-RET en las muestras de
voluntarios sanos el cual vario entre 0,00 — 8,48% con una mediana de 2,31% y un
rango intercuartil (1.Q.= 3,51). En cambio, en los pacientes con cancer (gliomas de

alto grado), las frecuencias de MN-RET presentaron mayores valores a los
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encontrados en los controles (0,384 — 61,76%) con una mediana de 12,45% y un
1.Q.= 18,325. Los datos de frecuencias se presentan en el cuadro 1.

En la figura 2 se presenta una grafica bivariada que compara la frecuencia de los
RETCP71* entre un voluntario sano (control) (figura 2a) y un paciente diagnosticado
con glioma de alto grado antes del tratamiento (figura 2b); como se observa en el
cuadrante Q2-3, el numero de eventos MN-RET es mucho mas elevado en el
paciente que en el control.

En el andlisis multivariado, solo los casos tuvieron un efecto significativo sobre el
porcentaje de MN-RET; de hecho, el porcentaje de riesgo de MN-RET-alto (por
encima de la mediana) fue 93,9% mas bajo en los controles que en los casos,
ajustando para las variables: ser hombre, consumo de alcohol/tabaco, no consumo
de antioxidantes, uso de medicamentos y ser adulto mayor (cuadro 2). Aunque las
demas variables constitutivas del modelo no tuvieron significacién estadistica, vale
mencionar que el riesgo de un porcentaje alto de MN-RET, fue 68% mayor en los
hombres que en las mujeres, y 5,3% mayor en adultos mayores sobre los adultos
jovenes, controlado por las variables mencionadas. Finalmente, el andlisis de las
variables independientes en su conjunto muestran que ellas solo explican el
porcentaje de MN-RET en un 42,3%.

Discusion

La deteccion de MN por citometria de flujo en reticulocitos humanos (RET), se
basa en marcar la poblacién de interés y cuantificar la cantidad de MN en estas
células de manera especifica, a través de un protocolo de fijacion y marcaje
celular diferencial en muestras de sangre periférica. Los procedimientos descritos

en este articulo, son simples de ejecutar y estan basados en colorantes de acidos
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nucleicos con alta especificidad por el DNA, asi como los reportados por Dertinger
et al. (2003). La técnica no incluye la separacion fisica de los eritrocitos CD71+
sino el uso de anticuerpos contra CD71 marcados con fluoréforos, que se utilizan
para distinguir la fraccion inmadura de los eritrocitos en el citbmetro de flujo
(6,12,13).

La eficiencia con la cual el bazo humano remueve de la circulacion los eritrocitos
que contienen MN, se ha considerado un obstaculo para utilizar la medida de MN-
RET en sangre periférica como un indicador confiable de dafio citogenético
(12,13). Sin embargo, los datos presentados en este estudio, sugieren que puede
ser posible evaluar el dafio citogenético en forma de MN en individuos no
esplenectomizados; esto se hace posible, a través de un sistema de andlisis de
alto rendimiento como lo es la citometria de flujo, donde se tiene en cuenta la
rareza de la subpoblacién RETCP’** y la baja ocurrencia de MN.

Basados en los resultados obtenidos y la efectividad de este procedimiento, se
puede determinar que los reticulocitos recién formados en sangre periférica
representan un blanco celular alternativo que muestra muchas ventajas. Esta
técnica requiere bajos volumenes sanguineos, incluye muy pocos pasos de
procesamiento de la muestra debido a que la cosecha de células es minimamente
invasiva; los requerimientos del equipo son poco sofisticados y se realiza un
conteo automatizado imparcial donde el analisis de muestras de sangre para la
deteccion de MN excede tasas de hasta 1000 eventos por segundo, lo cual
equivale a un gran numero de células si se compara con microscopia optica,

donde se analizan maximo 2000 células binucleadas por muestra (14). Ademas,
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se cuantifica simultaneamente el % RET y % MN-RET; y el tiempo requerido para
colectar los datos en el citbmetro es de ~20 min por muestra (13).

Aungue la citometria de flujo da una indicacion de la medida de inestabilidad
gendmica a traves de la frecuencia de MN-RET en una poblacion, la Unica
desventaja que presenta es que el ensayo no provee informacion sobre la
composicion cromosomica del MN, y no distingue entre los diferentes mecanismos
de accion de los inductores (clastogénicos o aneugénicos); ademas, el ensayo no
determina si una célula tiene un MN o varios, como si puede ser determinado por
microscopia convencional (6).

Las muestras de sangre de 25 voluntarios sanos fueron importantes para estimar
el nivel basal de los valores de RET y MN-RET. Aunque los porcentajes de MN-
RET no son tan elevados para este grupo control (2,31%)(1.Q.= 3,51), el
coeficiente de variacion fue alto (79,46%); y analogo a lo reportado en otros
estudios (1,3,15-17), se observé un rango variable en las frecuencias inter-
individuales de MN tanto en voluntarios sanos como en pacientes, lo que indica
variabilidad individual significativa, y que el conocimiento de los cambios
espontaneos en las frecuencias de estos eventos es un indicativo para determinar
los parametros basales en la poblacion.

Los analisis de covarianza demostraron que la variacion en la frecuencia basal
podria no estar relacionada con la edad y el género. Esto en contraste con otros
estudios que sugieren efectos significativos de cada uno de estos factores en la
incidencia de MN. Estas discrepancias pueden estar relacionadas con diferencias
en las células blanco (eritroblastos vs linfocito) u otros factores inherentes a la

variabilidad inter-individual (3,16).
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Las frecuencias de MN en los pacientes con cancer pre-tratamiento también
fueron variables y mas elevadas que las de los voluntarios sanos, con una
mediana de 12,45% (1.Q.= 18,32) indicando la presencia en sangre circulante de
factores genotdxicos de naturaleza aun desconocida y/o una posible
susceptibilidad a padecer la enfermedad, como lo observado en otros estudios
para diferentes tipos de cancer (16-21). Los experimentos aqui descritos sugieren
que los MN-RET®P71* en sangre periférica podrian representar un posible
biomarcador de susceptibilidad a desarrollar este tipo de neoplasias.

Una de las estrategias mas prometedoras para la prevencién del cancer, es el
desarrollo y validacion de biomarcadores que puedan anticiparse al diagnéstico
clinico. De hecho, los biomarcadores son instrumentos que ayudan a detectar
personas de alto riesgo, y se pueden dividir en tres grupos: El primero, para definir
la exposicién a agentes carcinogénicos, el segundo para mostrar efectos
biolégicos y el tercero para dar informacion acerca de la susceptibilidad individual
(21,22).

La base conceptual para el uso de MN como biomarcador de genotoxicidad y/o
riesgo a cancer (23), se fundamenta en el hecho de que las alteraciones
citogenéticas hacen parte del fenotipo tumoral, soportando la hipotesis que el dafio
cromosomico esta involucrado directamente en la etiologia del cancer (21,22). Sin
embargo, es dificil establecer una relacion causal entre el aumento en el nimero
de MN y el riesgo de cancer, pues puede ser consecuencia de la enfermedad
(causalidad reversa) o el reflejo de una susceptibilidad individual a eventos que

generan inestabilidad gendémica (16,22).
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La asociacion entre frecuencias elevadas de MN y el riesgo a desarrollar cancer
no esta confinado a canceres en sitios especificos (22). Sin embargo, estas
frecuencias en pacientes con cancer, reflejan la acumulacion de alteraciones
genéticas, causadas por factores genotoxicos endégenos y exdgenos, asi como
variaciones individuales en la susceptibilidad a estos factores (16,21).

Hasta hoy, las amplias investigaciones de biomarcadores en tumores cerebrales
han presentado pocas opciones utiles para la practica clinica, por lo que se hace
necesario buscar y generar nuevas opciones de marcadores tumorales, como por
ejemplo, los basados en sangre periférica o biopsias liquidas, los cuales
resultarian mas practicos que los actuales, debido a que se pueden realizar sin
necesidad de repetir la cirugia o biopsias en los pacientes. Sin embargo, la
investigacién de biomarcadores en gliomas de alto grado, es todo un reto, dado la
rareza y la diversidad genética de estos tumores. Ademas, comparado con otros
canceres, la transicién a la practica clinica se ha visto obstaculizada por las bajas
tasas de detectabilidad.

Finalmente, cabe destacar que la deteccion de MN por citometria de flujo en
reticulocitos humanos es una técnica moderna, rapida y eficiente, de importancia
para evaluar genotoxicidad en MN-RET a una escala de eficiencia-sensibilidad sin
precedente. Los datos aqui suministrados, ademas soportan la hipétesis de que
las frecuencias de MN-RET en sangre periférica pueden ser una alternativa de
mayor sensibilidad a los analisis convencionales basados en la técnica de
linfocitos binucleados, con el potencial de constituirse en una nueva herramienta

validable como biomarcador para la prediccion y deteccion temprana del cancer.
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Cuadro 1. Estadisticos descriptivos para % MN-RET. Valores de p< 0,05 indican

diferencias significativas entre controles y pacientes.

% RET-MN Medi | Media
Inicial n la na D.E.|CV.|p
2 1124 16,7
Casos 5|5 3,45 4 134
> 79.4 0,045
Controles 512,97 (2,31 2,36 |6
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Cuadro 2. Regresion logistica multivariado para el porcentaje del riego de MN-

RET segun factores de interés.

Factores Coeficien 95% C.I. para
te OR
Error Superio
estandar| Wald Sig. OR | Inferior r
Caso 2.80 1,25 504 |0,025| 0,06 | 0,005 | 0,70
Ser hombre 0,52 0,93 032 |0575| 1,69 | 0,27 | 10,50
Consumo de 0,11 0,35 009 |0760| 090 | 046 | 178
alcohol alto
Consumo de -0,11 0,53 004 |0839| 090 | 032 | 252
cigarrillo alto
No consume -1,02 0,99 1,07 |0302| 036 | 005 | 249
antioxidantes
Siusa 1,03 0,94 1,20 | 0274| 036 | 0,06 | 226
medicamentos
Adulto mayor 0,05 0,03 315 | 0,076 | 1,05 | 0,995 | 1,12
Constante 1,88 230 0,67 | 0413 | 6,53
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Figura 1. Graficas bivaridas que ilustran la estrategia de “gating” usada para los
analisis de muestras de sangre humana. a) Seleccidén de eventos <2n, P1; sobre
el limite superior de esta region se observan las células 2n, b) Exclusion de
agregados, utlizando los parametros de FSC-Area vs FSC-Height, c¢) Distribucion
de tamafio (FSC-A) vs granularidad (SSC-A) en color rojo los agregados y en azul
los eventos Unicos, d) Exclusion de plaquetas CD61+, e) Seleccion de poblacion

RETCP71* f) Cuantificacion de MN-RET (CD71+PI+).
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Figura 2. Gréfica Bivariada que ilustra la resolucién de fluorescencia de la
subpoblacién RETCP7!* en sangre periférica de un voluntario sano (a) vs un

paciente con glioma antes de iniciar terapia (b).



