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OBJETIVOS

l.-Establecer un cuadro de valores normales para Linfocitos T

¥y para Linfocitos B

2.-Estudiar la relacién Linfocitos T cooperadores y LinfocitosT

supresores

3.-Determinar la relacién existente entre la Inmunidad Humoral

¥y la Inmunidad Celular

4.-Valorar si la técnica ofrece resultados confiables
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INTRODUCCION

Dfa con dfa la ciencia avanza y se enriquece con la intro
duccidén de nuevas técnicas ﬁue aporten mayor exactitud y confia
bilidad al laboratorio clinico.

La técnica de los Anticuerpos Monoclonales ha provisto al
campo de la ciencia médica una nueva metodologia, en el diagngés
tico de un sin fin de enfermedades ya sean causadas por virus,
pardsitos G otros microorganismos.

De interés especial a abierte nuevas puertas para detectar
anormalidades del Sistema Inmunoldgico; con este Gltimo punto -
es posible detectar enfermedades que al ser visualizadas a tiem
po eviten que el proceso como tal se agrave a un punto en el --

cual sea menos posible poder combatirlo.

La técnica goza de gran aceptacidén y dia con dia es mayor-
el nimero de Anticuerpos Monoclonales producidos contraq célu—-—
las especitficas, entre estas podemos contar las siguientes:
Linfocitos T (con sus respectivas subpoblaciones: cooperadores-—
¥y supresores), Linfocitos B, Leucocitos, Polimorfonucleares(PMN)
y células cancerosas, etc.

La importancia de evaluar tanto Linfocitos T como B radica
en que estas células como tales y en asociacidén proveen al orga-—
nismo de las principales defensas para protegerse ante un orga--—
nismo extraifio.
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GENERALIDADES

ANTECEDENTES HISTORICOS

La Inmunologfa como ciencia relativamente joven, se ‘inicié
como una rama de la Micfrobiologfa y su estudio se relaciona en
un principio con 1la capacidad de resistencia a las enfermedades
intfecciosas. Las primeras observaciones escritas conocidas se-
basan en la sospcha de que las personas recuperadas de ciertas
enfermedades no podfan de nuevo padecer la misma enfermedad.

Antes de nuestra era existen datos de que los chinos in--
tentaron crear mecanismos de proteccidén contra la viruela, esto
mediante la inoculacidn del 1fiquio vesicular de personas que ha
bian sufrido de formas leves de viruela -5 buscandeo a propdsito
el contacto con -individuos enfermos.

Fucfdides seﬂalajqué en una epidemia de fiebre tifoidea pa
decida hace unos 2500 afios el miedo al contagio trajo como con-
secuencia que enfermos y moribundos fueran desatendidos y el po
co cuidado que recibieron fué proporcionado por parte de agque——
llos que ya se habfan recuperado por lo que no hubo ningin indi
viduo que fuera atacado por segunda vez con resultados fatales
(8,14,20)

En 1721 Lady Mary Wortley Montagnu introduce en Inglaterra
el proceso de inoculacién.(14) Sin embargo fué hasta finales —-—
del siglo XVIII en que el méico inglés Jenner (1876), quién ob-
servé que las personas que se infectaban con la viruela de va--—
cas guedaban protegidas cuando surgia un brote epidémico de vi-
ruela en la vecindad, para esto se inoculé a un joven sano con
la pus procedente de una lesién de una muchacha ordefiadora que-—
padecia la viruela wvacuna. Semanas después, el joven fué inocu

lado con pus infectado gue provenia de un enfermo con viruela y
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el resultado fué de que el muchacho no sufrié la enfermedad, a
partir de esta experiencia se acufila el término de vacunacién -
(del latin vacca-vaca). & pesar de est es hasta casi un siglo
después con Louis Pasteur (1878-1880) en que estas aportacio—-—
nes tienen un enfoque cientifico, como resultado de sus traba-
jos mobre el célera de polluelos. El inoculé varios animales
con un cultivo viejo del agente infeccioso (Pasteurella avisép
tica) y observé que los pollos nho padecfan la enfermedad.

De esto se pudo demostrar que los cultivos viejos perdian
la virulencia pero retenfian 1la capacidad para inducir la pro--—
teccidén contra el célera.(3,8,14,39)

En 1885 Louis Pasteur aplica con éxito la vacuna antirria-
bica a Joseph Meister. (39)

Estas investigaciones sobre mecanismos protectores condu-—
cen en 1888 a Richet y Hericourt a establecer que 1a'sangre de
un animal inmunizado con estafilococos confiere proteccién par
cial) eccontrs le posterior inoculacidn con estos microorganis———
mos. (14) }

En 1802 el zodlogo ruso Elie Metchnikoff realiza un expe-—
rimento que se considera el punto de partida de 1a Inmunidad -
Ceiular introduce una espina de rosa en el interior de una lar
§a‘de estrella de mar para estudiar el papel de las células md
viles en esta 1arva'transparente y observa que unas horas des-
pués l1la espina se éncuentra rodeada de células méviles.(14)

Por otra- parte Koch y Nei.ser ya habfan mencionado que las
bacterias pdedén localizarse en el interior de los leucocitos-
que de hecho habfan engullido a los microorganismos y surge el
término fagocitosis, principal mecanismo de defensa inespecifi
co, en ¢l cual dos tipos principales de leucocitos se encuen—-—

tran involucrados, los polimorfonucleares (PMN) y los macr&fa-
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gos.(14,36)

Virchow en 1871, considera que la inflamacidén es debida a-
cambios en las c&lulas del tejido conjuntivo debido a depébsitos
anormales de productos metabdlicos. Cohnheirm y Arnold descu——
brieron que la inflamacién era una lesidén wvascular débida a un-—
agente nocivo que permitia que las células sanguineas penetra--—
ran en el interior.. de los tejidos. (13) ‘

Metchnikoff que habia observado este fénémeno en animales
inferiores en la escala zooldgica los cuales carecen de vasos -—
sanguineos, afirma que la diapedesis en animales superiores en-—
la escala zooldgica era un proceso de penetracién activa de es-
tas células a través de las paredes de los vasos. (14,24)

Afios mAs tarde, en 1890 se observa que también podia pre~-—
sentarse inmunidad en ausencia de células. En 1891 Behring y Ki
tasato demostraron que la actividad antitéxica neutralizante de
sueros de animales inmunizados con toxina diftérica & teténica;
lo cual fue la primera prueba de la Inmunidad Humoral. En este
perfiodo también se introduce el término antigeno para designar
cualquier sustancia capaz de inducir alguna reaccidén contra si
misma y el término anticuerpo para designar el factor presente-—
en el suero que posef{a esta actividad. (14,16,39)

Es hasta 1938 en que con el trabajo de varios investigado-—
res surgen nuevos conceptos, tales como el estudio de los llama
dos anticuerpos incompletos (por Caombs), la técnica de Inmuno-
fluorescencia.en 1941 desarroll.:da por Coons que permite el es-—
tudio "in situ" a nivel celular. (39)

Muchos otros investigadores contribuyeron para asentar o
que ahora son las bases de la Inmunologia, tinicamente se han —-—

mencionado aquellos que iniciaron esta novel ciencia.(8,14,20)
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EL SISTEMA INMUKNE

1)Definicién

Cada vez que una sustancia extrafia (antigeno) penetra al -
organismo, se lleva a cabo una serie de mecanismos para neutra-
vlizar'a estos iniasores que varfan desde: virus, bacterias, hon
gos, protozoarios. Para llevar a cabo esta eliminacién existen
unA serie de células que tienen la capacidad ‘de reconocimiento-
en los vertebrados esta funcidn reside en el sistema inmunita-—-—
rio. (20,31)

Ente siateia es sumamente complejo, no cuenta con una e€s—-—
tructura localizada sino que se encuentra distribuido en tcocdo el
organismo y puesto que posee componentes en torrente sanguineo-

¥y linfa es capaz de actuar casi en cualquier tejido. (31)

2)organizacidn )

" El sistema 1niune est& relacionado con el tejido linfético
por lo que se conocen Srganos linfoides primarios y Srganos lin
foides mecundarios. ’

Entre los Srgenos linfoides primarios se encuentran el Ti-
mo, la Bolsa de Fabricio (en aves), y su anfilogo Placas de Pe-——
yer situadas en el‘ineastino delgado (en mamiferos), en estos —
~6rganos los Linfocitosm son "instruidosg"™ para poder reconocer -—
de forma especifica un antigeno determinado. (14,31)

En los érganos linfaticos secundarios, los Linfocitos al —
reconacer su antigeno venm estimulada au diferenciacién termi——

nal.

Laas células B se transforman en células plasmAticas encar-—
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gadas de la produccidén de anticuerpos (Inmunidad Humoral) y las
células T en células efectoras {(Inmunidad Celular). Ambos tipos

‘también se diferencian en células de memoria.

2.1)0Organos linfoides primarios

El Timo es un Srgano que deriva del cndodermo de la 3a. 6—-—
4a. bolsa branquial. Congstituye una mezcla de células epitelia-—
les y linfocitos (denominados timocitos). (2,4)

Este 6rgano crece progresivamente durante la vida fetal y -
neonatal, con el tiempo se atrofia gradualmente (involucién) -6
de forma grave después de la infeccidén S el 'stress (involucién--
accidental). (8)

En el adulto el Timo estd formado por varios 16bulos conte-—
niendo cada uno una cofteia y una médula. La corteza es la par-—
la m&s voluminosa, en esta porcién las células T inmaduras (pre-—
cursoras) derivadas de una célula madre de médula 6sea, tienen
una diferenciacién paulatina y se convierten en células T madu——
ras, para pasar a la porcién medular donde son expulsadas al to-
rrente sanguineo & linfatico para conservarse "almacenadas".(3,
8,14,16) ‘

La diferenciacidén terminal que sufren estas células en el Ti
mo parece estar sujeta a la regulacién de ciertas hormonas 6 fac
tores sintetizados por células epiteliales, una de estas hormo—-—
nas es la "timosina", la cual ha sido purificada de tejidos timi
cos, conteniendo 108 residuos de aminodcidos, y es rica en amino
Acidos &cidos. (14)

‘La Bolsa de Fabricio es también un 6rgano linfoepitelial -
localizado cerca de la cloaca, al igual que el timo este Srgano-—
se atrofia on el paso del tiempo, su principal actividad estd -

relacionada con el desarrollo de células inmunocompetentes desti

nadas a llevar a cabo la producidn de anticuerpos especificos.
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El equivalente de la Bolsa de Fabricio en mamiferos lo—-—
constituyen las llamadas Placas de Peyer en el intestino del-
gado, en estas circulan dos clases de linfocitos: pequefios ——
linfocitos y grandes linfocitos {(linfoblastos) es probable —-
que estos s8e originen en el tejido asociado al intestino, que
después estas células vayan a vasos secretores y pore iltimo-
den origen a células plasmaticas.(14,16)

2.2)0rganos linfoides secundarios

El Bazo es un Srgano vesicular encapsulado, pesa aproxi
madamente entre 200gramos en una persona adulta, su principal
funcidén es captar los antigenos transportados por la sangre.

La estructura histoldgica de este 6rgano comprende una -
zona denominada corteza que estd infiltrada por linfocitos y
una zona medular en la cual las células linfoides ocﬁpan los
espacios vasculares. (8)

En el bazo la zona medular recibe el nombre de médula ro
ja, asu vez esta contiene zonas corticales que reciben el nonm
bre de médula blanca. En esta ﬁltima.existen zonas de linfo
citos T y B distinguibles, las zonas T son pequeiias en rela—-
cién a las zonas B, al recibir un intenso estimulo antigénico
las células T son sustituidas totalmente por cé&lulas plasmati
cas. (8,31)

Existe tambiéh tejido linfoide asociado al intestino, es
te estd integrado por pequefios agregados de linfocitos y célu
las plasmétfcas los cuales se¢ ~ncuentran a lo largo de las ca
pas internas de las paredes del mismo. Entre estas estructu
ras linfoepiteliales tenemos a las amigdalas {(pared faringea)
apéndice (estructura que une al intestino grueso con el intes
tino delgado). Al igual que los otros Srganos linfoides an—-
tes mencionados este también sufre involucidédn a medida que -

envejece el organismo. (8,14,31)
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3)Inmunidad

El término Inmunidad se define como el estado de resisten
cia de un organismo respecto a un gérmen, generalmente por te-
ner anticuerpos especificoé para este gérmen. (24)

Por consiguiente las células de mayor importancia en la -
induccidén de la respuesta inmune son los linfocitos, para tal
efecto se consideran dos clases de linfocitos: B y T, cada uno
de ellos posee funciones especificas pero relacionadas entre -
si. (8,14,16,36)

Los linfocitos B por sf mismos no tienen capacidad para -
producirAanticuerpos. el poseer receptores para anigenos parti
culares en su superficie fgcilita que el anfigeno gse una a es-~
te sitio receptor. Entre estos sitios receptores se encuentrsa
uno especifico para complejos aﬁtigeno—anticuerpo 6 inmunoglo-
bulina agregada, este receptor parece ser habil para un sitio
de la porcidén Fc de la molécula de inmunoglobulina y se le co-
noce como receptor Fc.

Otro tipo de receptor para el tercer componente del com—-
plemento se detecta en algunas células B usando eritrocitos de
carnero recubiertos con anticuerpo y complemento.

Existe un tercer tipo de receptor para antigenos de histo
compatibilidad (HLA). (3,16)

Como se dijo anteriormente el antigeno al unirse a alguno
de estos sitios receptores estimulan a la célula para dividir-
sc y que las células hijas se transformen en células capaces
de producir anticuerpos, a esta progenie se les denomina célu-
las plasmaticas, que ademas poseen las caracteristicas de la
memoria inmunolégica.

Existen un sinnimero de antigenos que pueden ser reconoci
dos por los li8nfocitos, para explicar como puede ocurrir esto
hay tres principales teorias:

La Clonal

La Instructiva
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y La Selectiva

La Teorfa de la Seleccién Clonal fué elaborada por Burnet
(31), segin €1 cada linfocito ya tiene la informacién para sin
tetizar un anticuerpo especifico. La Teoria Instructiva basa-—
da en las ideas de Erhlich supone que el antigeno actiGa como -
un molde y en base a esto se forman los anticucrpos y por Glti
mo la Teoria Selectiva en 1la cual se involucra el aparato gené
tico para producir anticuerpos cuando entra un antigeno con es
to se selecciona el gen para la produccién del anticuerpo de-—-—
seado. (31)

Se han identiicado cinco tipos de inmunoglobulinas: IgA,
IgG, Igh, IgM e IgE, estas son glicoproteinas constituicdas por
82-96% de polipéptidos y 4-18% de carbohidratos. (14,16)

Segin el modelo de Porter estan formadas por una unidad -
basica de cuatro cadenas, 2 cadenas pesadas (H) de alto peso -
molcular 50000-70000 daltons y 2 cadenas ligeras (i) del ba
jo peso molecular 25000 daltons, estas cadenas se encuentran -
unidas mediante puentes disulfuro, a su vez existen también --
puentes disulfuro entre cada cadena pesada y ligera respectiva
mente. Cada cadena posee una regién variable (V) y una regién
constante (C) en las cuales la secuencia de aminodcidos varia
6 se mantiene constante respectivamente. (14,16)

El tratamientod de las inmunoglobulinas con enzimas proteo
liticas ha permitido la obtencidn de los fragmentos de las mo-—
léculas de estas pfoteinas. En general la papaina rompe la mo
lécula de inmrunoglobulina en tres fragmentos. Los dos prime—--
ros se conocen con el nombre de Fab (antigen binding fragment)
¥ un tercer fragmento Fc (cristallizable fragment); los dos ——
primeros como su nombre lo indica se combinan con el determi--—
nante antigénico de la molécula antigénica, al tercer fragmen-

to 6 Fc se unen las proteinas del sistema complemento, algunas
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células poseen en su superficie receptores para este fragmento
Cada tipo de inmunoglobulina posee funciones y caracteris
ticas especificas: )

-La IgG es la m&s abundante con relacién a las otras inmu-
noglobulinas, se encuentra en una proporcién de 80%, tiene un
peso molecular de 150,000 daltons y presenta una configuracién
estructural monomérica. La IgG tiene a su vez cuatro subcla--
ses IgGl, Igcz. IgG3 e IgGa. Las subclases 1 y 3 son activado-
rasa del sistema complemento por la via cléasica.

La IgA se encuentra en suero, tiene un 'peso molecular de
160000 puede polimerizarse dando polimeros de ocho y doce cade
nas. La IgA secretoria contiene dos componentes adicionales:-
el componente secretorio y la cadena J, esta idltima se halla -
asociada a todas las formas poliméricas de las inmunoglobuli-—
nas que contienen dos 6 mis unidades béasicas. La Igd es un an
ticuerpo que proporciona el mecanismo de defensa primario con-
tra la infeccidén local debida a su abuadancia cn zalive, légri
mas y mucosas en general. (14,17)

La IgD es un mondémero también, con un peso molecular de
180000 daltons se presenta en suero en una proporcidén de 0.2%
predomina en la superficie de linfocitos B humanos.

La IgE posee un peso molecular de 1380000, se presenta en-
una porporcién de 0.004% del total de las inmunoglobulinas sé-
ricas. Existe 86l0o en forma monomérica, es importante en ——-
reacciones de tipo alérgico, una vez que se une al antigeno la
porcién Fc es reconocido por células cebadas (degranulacidn y
liberacién de aminas vasocactivas) se 1les denomiea por lo tanto
alérgenos. La IgM constituye aproximadamente un 10%, es ade—-
mis la mAs grande las inbmunoglobulinas debido también a la ca

dena J al ser un pentéiimero posee 10 valencias, por lo cual pue
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.

de reaccionar hasta con diez determinantes antigénicos.(14,31)

La Inmunidad Celular enfoca a los procescos inmunes media-
dos por células entre los de mayor importancia estan los macré
fagos y los linfocitos T. Estos dos tipos de células al igual
que otras muchas provienen de una célula precursora pluripoten
cial. (3,14,20)

Los macréfagos actlan como efectores finales del sistema-—
de amplificacién de diversos mecanismos inmunitarios. Entre-
sus principales funciones se encuentra la de poder fagocitar

¥y destruir a las células recubiertas de anticuerpos y complmen
to. (22)

Por otro lado, debido a la actividad quimiotactica de las
linfocinas, los macrdfagos son atrafidos a los sitios de infla-

macidén en los tejidos y asi participan en el procesn d4s neutrsna
lizacidén del antigeno. (is)

Los macrdfagos no reconocen especificamente al antigeno -
debido a que no cuentan con receptores propios, sino que se ac

tivan con los antigenos especificos, por medio de reacciones -~

linfociticas 6 del anticuerpo. (22)

Otra de sus funciones es la de intervenir en los mecanis-—
mos de cooperacidn celular, esto es, el macréfago al encon-——-—
trarse con el antigeno se une a €l y lo procesa “presentands-
nelo"™ al linfocito B.

Determina ademds cuales células T se verin estimuladas
para ponerse_ en funeidn por diferentes antigenos y se cree————
que son capaces de secretar mediadores biolSgicamenta activos
que regulan la respuesta mediada por linfocitos T y B. (3,20)

La otra estirpe celular que interviene en este tipo de
respuesta son los linfocitos T.

Intervienen en la cooperacién
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celular con linfocitos B en la respuesta a ciertos antigenos,
las células B cooperan con las T para activar la respuesta, es
decir, la produccidn de anticuerpos.

Los Linfocitos T constituyen una poblacidn muy variada ——
compuesta por linfocitos T efectores ("killer" y los que inter
vienen en las respuestas de hipersensibilidad retardada) y los
linfocitos T reguladores (cooperadores y sSupresores).

Las células del sistema inmune maduran independientemente
a pesar de que provienen de un tronco celular dGnico. Las prin
cipales caracteristicas que diferencian a 1los linfocitos B de
los T, es la de poseer receptores especificos tales como el an
tigeno V(theta) en ratones ¥ que se conoce actualmente como an
tigeno Thy. (3,31)
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4)Sistema Complemento

-El Sistema Complemento interviene en la destruccidn y eli
minacién de antfigenos, este sistema esti constituido por una -
serie de proteinas plasmidticas, veinte segiin Neil Cooper. (39)

Estas interactidan entre si, con un anticuerpo determinado
formando complejos inmunes circulantes sobre las membranas ce-—
lulares, estas proteinas se encuentran en circulacidén en for—-—
mas inactivas y al activarse por una serie de factores especi-—
ficos pasan a formar parte de un sistema con activacidén biolé-
gica que va desde la lisis celular, la opsonizacidén y la qui-——
miotaxis.

Existen dos mecanismos 6 vias de activacidn de este siste
ma, la Via Clasica y la Via Alterna 6 de la Properdina. La se
cuencia de la activacidn de los componentes de este sistema se
ha denominado de tipo "cascada" debido a que implica una suce-~
8ién de procesos enzimiticos que se dan a partir de la trans~-—
formacidén de cada uno de los componentes individuales y que re
gulan dc tal forme gque cada etapa no puede producirse hasta ——
que la precedente ha concluido. (14,39)

La Via Clasica es activada por complejos antigeno-anti-——
cuerpo (ag-ac) principalmente, mientras que la Via Alterna pue
de ser activada por la presencia de lipopolisacéridos (LPS),po
lisaci&ridos & agregados de inmunoglobulinas (Ig), de células

infectadas por virus y parasitos. (31,39)

5)La Respueéta Inmune
El Sistema Inmune al hallarse en contacto por primera -
vez con un antigeno desencadena una serie de mecanismos.

Los macrdfagos como ya se dijo anteriormente, juegan un -
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papel importante en la induccién de esta serie de acontecimien
tos, su principal funcién radica en "presentar" el antigeno al
linfocito, ya sea B si la respuesta es de tipo timo-indepen——-—
diente 6 al linfocito T si la respuesta es timo-dependiente.

‘En el primer tipo de respuesta el macré6fago procesa al an
tigeno directamente, lo presenta al linfocito B, el cual al te
ner contacto con el antigeno sufre una diferenciacidén y se —-—-—
transforma en una célula plasmitica, que es sintetizadora y se
cretora de los anticuerpos espeéificos para dicho antigeno.En
el tipo de respuesta timo-dependiente, tanto el linfocito T co
mo el B tienen contacto a través del antigeno Ia que es un re-
ceptor especifico para el antigeno, lo ligan y de iguesl manera
se da la produccién de anticuerpos. .

De manera generai la respuesta inmune es siempre de dos -
tipos: Primaria y Secundaria. (19,36)

En la Respuesta Primaria el antigeno se pone en contacto )
por primera vez con el Sistema Inmune, por lo tanto desencade-
na la produccién de anticuerpos, durante este periodo la con--~
centracidn de anticuerpos es baja y crece exponencialmente has
ta llegar a un punto en el cual permanéce constante y luego de
clina ripidamente, en este tipo de respuesta el anticuerpo pre
dominante es de tipo IgM, dindose con esto la formacidn de cé-
lulas de memoria y células efectoras. En la Respuesta Secunda
ria el titulo de anticuerpos es mucho mayor y se da més ripida
mente debido a que hay células de memoria y efectoras, el anti

cuerpo predominante es de tipo IgG. (14,36)
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Anticuerpos Monoclonales

La biisqueda de nuevos métodos de diagnéstico, ha hecho -~
que las téchicas inmunolégicas se perfeccioneh. y lograr con -
esto una mayor sensibilidad y confiabilidad.

Los anticuerpos constituyen un excelente reactivo inmuno-—
légico ya sea en forma de sueros hiperinmunes 6 globulinas ga-
mma purificadas.

Al llevarse a cabo la Respuesta Inmune existe la produ—-—-—
ccién de un sin fin de moléculas de anticuerpos que aparecen -
como resultado de la estimulacidén antigénica y cuya actividad
estd dirigida contra los diversos determinantes  antigénicos -—-
presentes en el antigeno. Existen como ya se menciond cinco
clases de Inmunoglobulinas (anticuerpos), cada una de ellas —-—
aportan especificidades diferentes es decir, una respuesta po-
liclonal.

Durante mucho tiempo se buscé el producir anticderpos es—
pecificos y es hasta 1975 cuando Milstein y Kohler publican un
trabajo donde se describe la produccién de anticuerpos con es-
pecificidad restringida. (26,27)

Esta técnica se basa en la fusidén de células de mieloma -
de ratén (neoplasia de células plasmdticas) con las células de
bazo de un ratén inmunizado con tra un antigeno ﬁarticular. El
resultado de esta fusién es un hibrido 6 hibridoma que posee
dos caracteristicas sumamente importantes: la produccién de c@
anticuerpos especificos y el cardcter inmortal de 1la linez ce-
lular, de crecer en un medio de cultivo; propiedades de las cé
lulas linfoides y las células de mieloma respectivamente.

Para llevar a cabo esta fusidn se utilizaba en un princi-
pio el virus Sendaii atenuado como agente fusionante, aunque
mas tarde Galfré introduce 1la utilizacidén de polietilenglicol

(PEG), debido a las ventajas que representaba, como podrian -
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ser menor costo, facilidad de obtencién, ademiés de la seguri-—--—
dad de que debido a algilin cambio brusco ya sea fisico 6 quimi-
co el virus pueda recuperar su capacidad de reproduccién.(28)

Como tal, esto parece sencillo pero pueden surgir com——-—
plicaciones entre las cuales destacan las representadas por ——
las células de bazo debido a que de cada cien células s3lo una
es formadora de anticuerpos; de estas anteriores sélo una de
cada cien se va a fusionar, una de cada cien de las células —-—
que lograron fusionarse producird anticuerpos y de estas, una
de cada diez produce el anticuerpo especifico contra el antige
no que se inoculéd.

La explicacidén de esta selectividad no ha sido completa—-—
mente establecida pero se cree que puede deberse a dos facto——
res: ' )

a)El primero estd dado por la célula de memoria original ya
que esta parece gser la que aporta la magquinaria necesaria para
producir el anticuerpo, dado que el linfocito no los secreta -
normalmente en la formacidén de hibridos.

b)La segunda es que las células B pueden aumentar la forma-—
cidn y vida de hibridos. (13,27)

Explicadas estas dificultades y las caracteristicas de --
células involucradas en esta reaccidén, es posible entender la
técnica que se lleva a cabo.

La célula de mieloma no es capaz de producir anticuerpos
con especificidad por si misma y carece de la enzima Hipoxanti
tina~-guanina--fosforibosil~transferasa (HGFRT), la cual convier
te a la hipoxantina en la base precursora del DNA, por medio
de la via metabélica llamada de *salvacidn". Esta via suele -
no funcionar a menos que la via normal se encuentre bloqueada

con aminopterina. Estas células mueren ademids en un medio se-
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lectivo llamado HAT (que contiene aminopterina,

hipoxantina y
timidina). (14,26,27)

Las células productoras de anticuerpos provienen de un ra
tén inmunizado contra el antigeno contra el cual se desean ob-

tener los Anticuerpos Monoclonales. Estas células si sobrevi-

ven en medio HAT por tener intacta la via de "salvacidén" pero

por ser una c€lula normal muere después de uncos dias en culti-—
vo primario.

En la fusién como ya se menciond se mezclan células de ba

zo con las de mieloma, se centrifugan y el paquete celular se

resuspende agregando polietielnglicol (PEG).
tiempo de cinco minutos,

Esto durante un-—
los hibridomas formados se pasan a mi
crocultivos que se mantienen en medio HAT durante un lapso de
cuatro semanas.

En este periodo mueren las células no fusionadas y los hi

bridomas homélogos, por la caracteristica de ser normales & de

carecer de la enzima HGFRT. Las dnicas células que sobreviven

son,las formadas por una células de mielomz con una célula nor
mal.

El siguiente paso es detectar si en el sobrenadante de es

tos microcultivos existe el anticuerpo con la especificidad de
seada.

Las clonas que resulkten ser positivas se expanden y
se someten a un procedimiento de clionacidn por dilucidén limi--—

tante, 6 sobre agar blando. Las clonas productoras de altos

titulos del anticuerpo deseado se expanden y una parte se con-
gela.

Con esto el anticuerpo monoclonal puede ser producido en
grandes cantidades ya sea por cultivo masivo del hibridoma, re
cuperandolo dél sobrenadante de 20 a 80Omicrogramos/mililitro,
del anticuerpo monoclonal 6 por inoculacidén del hibridoma a ra

tones provocando con esto la aparicidn de un tumor, recuperin—

dose del suero y del liquido ascitico del ratdén de 1 a 20mili-
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gramos del ‘anticuerpo monoclonal. (13,26,27,39)

Es importante mencionar que las células hibridas deriva—-—
das por cada una de las diferentes lincecas secretan moléculas -
de inmunoglobulinas hechas por una combinacidén de cadenas lige
ras y pesadas de cada una de las moléculas originales. (26,27)

Para la obtencién de una mayor cantidad del anticuerpo mo
noclonal se deben considerar las caracteristicas antes mencio-
nadas asi como una inmunizacién intraesplénica lo cual garanti
za en un mayor porcentaje que el inmunégeno utilizado actuari
directamente en el lugar deseado, a esto puede aunarse la -—-——-
accidén ejercida por un adyuvante (como el adyuvante completo -
de Freund's). (28)

Los protécolos de inmunizacidn son muy variados, después
de la obtencidn de células de bazo, la técnica a seguir para -
la obtencidén es la descrita con anterioridad.

Los resultados obtenidos recurriendo a esta via de inocu-
lacidn confieren la localizacidn de una alta concentracidén del
antigeno en cuestidén en el Srgano blanco elegido, con esto la
obtencidén de células B es mayor y la especificidad conferida a
los hibridomas resultantes después de haber llevado a cabo 1la
fusidn con las cé&lulas de mieloma es mayor. (28)

En cuanto a la obtencién de hibridomas distintos estudios
han sugerido que una post-dilucién de los hibridomas formados
por la técnica de Kdhler y Milstein, disminuyen la sobreviven-
cia de dichas células hibridas.

Ademds que esta sobrevivencia disminuye conforme la dilu-
cién de tales células aumenta. Esto tienen una posible expli-~
cacidén puesto que tanto las células de bazo como las de mielo-—
ma, aportan’al medio de crecimiento factéres que contribuyen a
que las células hibridas sobrevivan. Al realizar una dilucién

del cultivo, estos factores disminuyen y no son capaces de ser
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aprovechados por las células, al igual que si se encontraran -
en una concentracidén Sptima 6 bien posiblemente debido a que
al aumentar la dilucidn, disminuye la concentracidén y las sus-—
tancias téxicas del medio que antes eran neutralizadas por es-
tas células ya no lo son.

Por lo que cabe reiterar que pzra la obtencidén de hibrido
mas en cantidad adecuada la concentracién de las mismas es su-
mamente importante. (10)

Con el paso del tiempo han surgido una serie de laborato-
rios que producen anticuerpos monoclonales con diferentes espe
cificidades entre los que destacan Ortho Diagnostics, Boehrin-
ger y Becton Dickinson, este tipo de anticuerpos se conoce mas
cominmente como las series OK, BMA's y Leu respectivamente.
{(2,10)

Los anticuerpos monoclonales son de gran utilidad debido
a sus miltiples aplicaciones, a pesar de esto, existen una se-
rie de desventajas que deben ser consideradas para su utiliza-~
cidén. (13,18)

La maAs importante de ellas es que un anticuerpo monoclo--
nal s6lo responde a un determinante antigénico por molécula de
antigeno por 1lo tanto no puede dar reacciones de precipitacién
con el mismo, esto causa que las técnicas de deteccidén de los
anticuerpos monoclonales no se fundamente en las vers&tiles —-
técnicas de precipitacién.

Otra desventaja la constituye el hecho de que una linea
celular establecida, puede dejar de un momento a otro, de pro-
ducir el anficuerpo monoclonal no pudiendo recuperarlo. Ade—-
m&s es importante hacer notar que hasta la fecha s6lo han podi
do obtenerse anticuerpos monoclonales de ratén, lo cual provo-

ca ciertas complicaciones cuando se quieren usar este tipo de
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anticuerpos con fines terapetGticos. (13,27)

Entre las midltiples aplicaciones de los anticuerpos mono-
clonales, destacan aquellas ofrecidas en Medicina, Biologia,
Inmunoquimica y Farmacologia entre otras.

a);ste tipo de anticuerpos son usados contra antigenos tumo
rales précticamente enfocada hacia el estudio del céncer.

b)Existen también anticuerpos monoclonales contra microorga
nismos par&sitos, problemas de diagnéstico y produccién
de vacunas.

c)Anticuerpos contra neurotransmisores, con esto ha podido-
detéctarse la presencia de la sustancia P, aunado ﬁ la --

utilizacién del radioinmunoandlisis. (18,21)

d)Una mAs de sus aplicaciones la conét;tuye la utilizacién
contra antigno de diferenciacién, debido a que han podido
obtenerse anticuerpos monoclonales contra leucocitos huma
nos, que reconocen especificamente a macréfagos, linfoci-
tos T, células citotéxicaé naturales, neutréfilos y linfo
citos B. Inclusive han podido obtenerse anticuerpos mono-
clonales contra subpoblaciones de linfocitos T (cooperado
res y supresores).(21)

Sobre egta liltima aplicacién se basa el motivo de este es
tudio, la caracteristica de reconocimiento de las células B y
T (subpoblaciones) por anticuerpos monoclonales, se basa en la
presencia de antigenos de superficie celular.

- Para linfocitos T tenemos que estos expresan antigenos ta
les como TI1, GIX; LyT 1,2,3. El primero de estos se expresa -
en linfocitos que se originan de células T, el antfigeno GIX en
células infectadas y transformadas por los virus de las leuce-
mias del ratém y los (Gltimos se localizan en la superficie de

los linfocitos T maduros. Estudios realizados en ratones han
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permitido distinguir tres diferentes subpoblaciones de linfoci
tos T a causa de la variacidén de sus antigenos de superficie &
basidndose en la aparicidén de los antigenos LyT.
1)Antigenos LyT-1+. han podido distinguirse en un 40% de cé
lulas T, se piensa que esta subpoblacién involucra princi
palmente a células T cooperadoras, las cuales promueven -—
la produccidén de anticuerpos por medio de células B (célu
las plasmaticas), ademds cooperan con el desarrollo de cé
lulas T citotéxicas. )
2)LyT—2,3+. se encuentran en un 20X de células T y agrupan
tanto a células T supresoras como células T citotéxicas.
3)LyT—1,2,3+, se encuentran en un 50% de células T, conte--—
niendo ademdés a los precursores celulares LyT—2,3+.

Debido a esta diferenciacidn antigénica se dan las estir-
pes celulares ya conocidas, células T cooperadoras Ly'r—l+ las
cuales transmiten sefiales a la poblacién precursora Lyl‘—1,2,3+
esto genera a sSu vez una creciente actividad supresora dada —-
por las células LyT—2.3+ que sirve para regular a las cé&lulas
T cooperadoras y asf{ controlar la sintesis de inmunoglobuli-—-—

" nas. »

La actividad de células T cooperadoras (Lyr—l*)se da a ——
partir de dos sefiales las cuales estidn mediadas por células T
accesorias. La primera sefial es la presentacién adecuada del
antigeno al linfocito T, la segunda es la liberacién de sustan
cias solubles por parte de células accesorias para la activi--—
dad completa de cé€lulas T. Entre los marcadores superficiales
para linfocitos B se encuentran el Ia, MBLA, receptores para
Fc y C3 y wis caracterfisticamente los marcadores para inmuno—-—
globulinas. Las principales subpoblaciones funcionales de lin

focitos B se clasifican a partir de las distintas clases de in
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munoglobulinas que secretan.

Dadas estas caracteristicas superficiales antigénicas la-~
finalidad de los anticuerpos monoclonales, es reconocer estos
sitios activos, tenemos entonces gque el anti-Tl es un anticuer
po monoclonal que reacciona con un 100% de células periféri--
cas y 10% de timocitos, anti-T3 tiene igual tipo de reconoci--—
miento que el anterior. Anti-T4 reacciona con 75% de timoci--
tos y 60% de linfocitos T periféricos (T cooperadoras). AntifTSs
¥y 8 con B80% de timocitos y 20-30% de células T periféricas y
es tipico adenés dg células T supresoras y citotdéxicas y por -
tiltimo el anti-T6,9,10 que reaccionan casi exclusivamente con
timocitos.

Las subpoblaciones TA Yy T5+ constituyen de B80-S0% dec célg
las T de sangre periférica. Las células T de tipo inductor --
predominan en médula timica, sangre, paracorteza de amigéalas
¥ ladmina propia intestinal. Existe también un anti-B el cual-
reconoce casi en un 100% a las células maduras, acerca de este
ditimo se tienc muy peca informacidn.

La mayoria de los estudios realizados se han encaminado a
analizar tres principales tipos de subpoblaciones de células T
¥ célulias B mediante el uso de anticuerpos monoclonales.

Principalmente ce han producido anticuerpos monoclonales
a los antigenos T4 (anti—T@). que reaccionan con la poblacidn
de cé&lulas inductoras, mientras que un anticuerpo monoclonal
al antigeno T5 (anti-TS) =28 reactivo a la poblacién citotdxica
supresora. Algunos autores consideran a las células Null(natu
ral killer) como una subpoblacidn de las células T debido a su
gran similitud en cuanto a acaracteristicas morfolégicas.

Varios estudios se han encaminado a la demostracién de —--
los antigenos de superficie en células T y B por medio de anti

cuerpos monoclonales, esta técnica es apoyada por otras técni-



—24-

cas inmunolégicas, puesto que es de caricter reciente. Por me-
dio de Inmunofluorescencia e Inmunoprecipitacidén sobre geles -
de policrilamida dodecilsuliato de sodio, ha podido demostrar-
se que las células T poseen el antigeno T4 y que estai consti-
tuidas por una glicoproteina simple de 62000 daltons, mientras
que los antigenos TS5 son complejos d= doz glicoproteinas una -
de 30000 y otra de 32000 daltons, respectivamente. (2)

La aparicién de estas bandas sobre el gei de inmunopreci-
pitacidén depende de las condiciones de la muestra. (2,35)

Probada la existencia de estos antigenos y para poder com
prender el fundamento de la técnica utilizada (inmunofluores——
cencia indirecta) es necesario conocer la morfologia de las cé
lulas linfoides.

En base a estudios morfoldgicos reali=ados en linfocitos
en los cuales se considera la interaccién de estas células con
otras. ’

Los linfocitos se encuentran recubiertos superficialmente
de microvellosidades, al verificarse la exposicién correspon——
diente se lleva a cabo una redistribucidén de estas microvello-
sidades en las partes cercanas al lugar de contacto, a medida
que transcurre el tiempo estas microvellosidades van perdiéndo
se 6 envejeciendo con lo cual disminuye su actividad lo que ——
provoca que el lugar de exposicién no funcione como normalmen-—
te deberia. (32)

Un ejemplo basico de este fendmeno es la Transformacidén -
Blastoide durante la cual la ustimulacidén con fitohemaglutini-—
na provoca la formacién de pliegues y surcos irregulares en la
superficie linfocitaria debido a la ‘intensa actividad de la ——
membrana. (32)

La técnica involucrada se basa en estas caracteristicas -

puesto que debido a estas microvellosidades existentes se da
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la interacciénentre el linfocito y el anticuerpo monoclonal co
rrespondiente.

Uno de los puntos principales para un.buen desarrollo de
la técnica lo constituye la buena separacidén de las células mo-
nonucleares para lo cual sc utiliza un gradiente de densidad --
con Ficool-Hypaque que toma en cuenta las siguientes caracterig
ticas: la purificacién de linfocitos se logra aprovechéndo las
diferentes densidades de las células sanguineas, asi centrifuga
das sobre una mezcla de Ficoll-Hypaque (isotdénica y no citofoxi
ca) cuya densidad es de 1.076-1.078 y muy cercana a la promedio
de los linfocitos , con esto los eritrocitos y los polimorfonu-—
cleares se depositan en el fondo mientras que los linfocitos --—
permanecen cercanos a la interfase de la solucidn separadora y
el plasma.

Para valorar que tan eficaz es la técnica involucrada en -
el estudio correspondiente se han recopilado investigaciones an
teriores.

En cuanto a lo que respecta a la técnica como tal se propo
nen variaciones de temperatura y tiempo en cuanto al manejo de
la misma.

Los principales cambios efectuados ofrecen observaciones -
tales como que las células una vez que son scparadas deben tra-
bajarse al momento {exposicién en este caso con el anticuerpo -~
monoclonal especifico) dado que ha medida que transcurre el ——-—
tiempo la eficacia de los determinantes antigénicos del linfoci
to para ligar el anticuerpo monoclonal disminuye. Aunque esta
disminucién es un poco menor a la observada cuando la sangre ——
completa es almacenada y trabajada a diferentes tiempos, cada —
uno con su previa separacién de células mononucleares.

La variacidn de la temperatura no implica desajustes se—-——

rios (4°C y temperatura ambiente) aunque en este punto existe
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gran discusién entre los investigadores. (10,28)

Las células m&s afectadas al realizarse estas variaciones-
son las células T (totales) 6 sea las definidas por el anticuer
po monoclonal OKT3 (Ortho Diagnosties) y las células T ayudado-
ras definidas por el anticuerpo monoclonal OKT4, esto quizd por-
que los antigenos de superficie son més sensibles, ademis de ——
que cada célula esti definida por antigenos de superficie espe—
cificos, las caracteristicas de los anticuerpos monoclonales —-—
mis estudiados se dan en l1a TABLA I. (30,34,38)

Esto constituye gran controversia debido a que es 1légico -~
pensar que si la poblacidén T total se ve afectada, las subpobla
ciones supresora y cooperadora también lo estarén, esto puede -
explicarse como se dijo anteriormente, por cambios en la permea
bilidad de la membrana, lo que causa principalmente que aumen-—
ten 6 disminuyan los sitios de exposicidén de linfocitos al anti

cuerpo monoclonal.

Autoinmunidad

La déterninacién de los valores gormales de linfocitos T y
B constituyen una medidad prictica para diagnosticar si existe-
alguna anomalfia en el funcionamiento del sistema inmune. Las -~
principales alteraciones se dan a partir de mecanismos sumamen:
te complejos, la mayoria de las veces involucran un desequili--—-
brio en las células que regulan tanto la Inmunidad Celular como
la -Inmunidad Humoral (linfocitos T y B respectivamente).(31,32)

Un balance inmunolégico se da a partir de un equilibrio en
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cuanto a funcién y produccidn de células B como de células T —-
(cooperadoras y supresoras).(31)

El rompimienfo del balance anterior trae como consecuencia
una inmunodeficiencia que puede denominarse como primaria 6 se-
cundaria dependiendo de que tan grave sea la alteracidn. 6 el da
fio presente. (38)

Las principales causas del rompimiento de este balance puge
den estar dadas a partir de que los linfocitos no experimentan-
l1a diferenciacién terminal que los transforma ya sea en células
plasmiticas productoras de anticuerpos 6 en células mediadoras
de la Inmunidad Celular. Otra posible causa es que la arqui-
tectura normal de los ganglios linfAticos haya sido destruida -
& porque el componente celular normal ha sido reemplazado por -
una gran cantidad de células tumorales.

Las inmunodeficiencias mas comunes son de tipo primario y
se caracterizan regularmente por involucrar una disminucidén de-
la poblacién celular T asociada a una hiperreactividad de célu-
las B, por lo cual es sumamente importante el andlisis tanto de
células B, como de células T éupresoras y cooperadoras. Para -
el anAlisis de estas técnicas existen un sin fin de técnicas --—
que proporcionan datos favorables para establecer una posible -

limitacién & defecto en la produccidn 8 funcidn de las misma

%]

entre las que podemos mencionar para qélulas B, pruebas con es-
timulos mitogénicos y para células T determinacidn de células -~
que mueren en cultivos entre las mas importantes y una técnica
actual: la de los Anticuerpos Hoﬁoclonalés que permite la iden-
tificacién de estas células por sus marcadores de superficie en
este caso inmunoglobulinas. (12)

Un dato de gran valor es la relacién existente entre célu-
las T cooperadoras y células T supresoras (relacién OKT4/0KTS8)

obteniendo este valor es posible diagnosticar si el paciente en



—-28-

estudio posee una inmunodeficiencia o no. Los rangos para defi
nirlo son muy variados (segin el autor éonaultado). van desde -~
el mds amplio gque abarca de 1l.5-4.5%, hasta el m&s limitado ——-
2.5%0.5%. (9,15)

Tomando en cuenta el factor anterior, podemos encontrar -—-—
que entre las inmunodeficiencias primarias se hallan enfermeda-
des tales como: Esclérosis miltiple, Sindrome de Wiskott—-Al———-
Aldrich, LES (Lupus Eritematosos Sistémico), willian Barré Yy po
siblemente el SIDA(Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida).
(9,15,40) ’

A partir del descubrimiento de los Anticuerpos Monoclona—-
les, innumerables han sido los marcadores que permiten identifi
car un sin nimero de lineas celulares procedentes ya sea de lin
focitos T y B. (2,33)

Principalmente hacia el estudio de células T y la interac-
cién de estas células con las células B en cuanto a la produ——-

ccidén de inmunoglobulinas. Se cree que las células denominadas

OKT4+, ademi4s de la funcién anteriormente mencionada, proveen -
las herramientas necesari&as para '1a goncracis&n de células cito-
téxicas y de esta manera regular la funcién del sistema inmune.

Esta identificacién ha sido posible realizarse de acuerdo
a2 la presencia de determinantes antigénicos especificos, en el
caso de células citotdxicas por ejemplo, por un antigeno denomi
nado THZ2, en este caso mas concretamante TH2Y. {33)

Otras lineas celulares tales como, HSB2, MOLT-4 y CEM son
definidas por el antigeno 3Al, presente sdlo en células T, més-
no en célulaé B, aunque este dato es indicativo de la presencia
de estas Gltimas, para probar la preéeﬁcia de dichos antigenos-
lo mds cominmente usado son geles de policrilamida (electroforg
sis)en los cuales se visualiza la existencia de el antigeno por

medio de la aparicidén de una banda especifica.(2)



TABLA X

Caracteristicas

OKT1l
Clase de Inmunoglobulina Ig62
Fi jacién del Complemento -
Reactividad con:
Linea Celular B -
Linea Celular T

" CEM

u HMX +
Porcentaje de reactividad,
con:
Cé&lulas T periféricas Qs
Células B periféricas 2
Cé&lulas Null 2
Timocitos 5-10

En la TABLA X se reunen las caracteristicas de tres de
los Anticuerpos Monoclonales mas estudiados.

monoclonales denominados OKTl y OKT3
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Anticuerpo Monoclonal

OKT3 QKTa4
Ing Ig62
+ +
+ +
a5 55
z 2
2 2
5—-10 80

Los anticuerpos

muegstran gran similitud -

en cuanto a reactividad con cflulas T periféricas y timocitos,

pero pueden distinguirse en cuanto a
ferentes

la reactividad con las di

lineas celulares 7. En cuanto al 0KT4 la reactividad

con diferentes células es més notoria.
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MATERIALES Y METODOS
Grupo poblacional: Se elegidé para este estudio un grupo
de cien personas sanas, entre estudianfes. personal de este -
hospital (Hospital General Centro Médico La Raza) y familia-—
res sanos, la edad comprendida fluctda entre los 6 y 35 afos,

no se considerd el sexo.

Obtencién de células mononucleares: A partir de 5mls. de
sangre heparinizada se obtiene una suspensidén enriquecida de -
células mononucleares, esto se logra mediante el empleo de un
gradiente de centrifugacidén con Ficoll-Hypaque({Productos Win—-—
throp), con densidad de 1.076-1.078.

Anticuerpos Monoclonales: Los anticuerpos monoclonales -
para este estudio fueron proporcionados por Behrinwerke A.G. -~
(West Germany) con cinco antisueros distintos:(BMA OlO-Leucoci
tos Totales; BMA 021-Linfocitos B; BMA 030-Linfocitos T tota——
les; BMA 040-Linfocitos T ayudadores(helper): BMA O8l-Linfoci
tos T supresores . Posteriormente estos antisueros fueron hi-
dratados con 1ml. de regulador de fosfatos 0.01M pH 7.4 y adi
cionando 5% de suero fetal de ternera (SFT), en alicuoctas de -
Sul a (—60°C) hasta su utilizacién.

Conjugado de fluoresceina: El an&lisis se llevd a cabo-
con una anti-IgG de ratén conjugada con fluoresceina, esta tam
bién fue hidratada con la misma solucidén de los antisueros y
conservada en las mismas condiciones, utilizando la técnica de

Inmunofluorescencia Indirecta.
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PROCEDINIENTO

Como primera fase del trabajo se estandarizdé el método,el
procedimiento fue el siguiente:

Se obtuvieron por puncién venosa 5mls. de sangre heparini
zada, diluyéndose después este volumen con solucidén Hank's —-—-
(v/v), cuidadosamente con una pipeta Pasteur. La sangre dilui
da se depdsita en la superficie de 5mls de Ficoll—Hypaéue con-
tenida en un tubo de 15 x 150mm, se centrifuga a temperatura -
ambiente durante 30minutos, a 2000 revoluciones por minuto,rpm
después de esta centrifugacidén se recupera el anillo de célu—-—
las mononucleares formado en la interfase.

A esta suspensidén de células mononucleares se le agregan
10mls. de solucidédn Hank's suficientes para realizar el lavado-
de células, se centrifugan durante 1lOminutos a 2000rpm como mé
ximo, esta operacidn se repite tres veces. En el Udltimo lava-
do se resuspenden las células y se afiaden 500ul de PBS—SFT(so-
lucidén amortiguadora de fosfatos—-suero fetal de ternera).

Para estandarizar la técnica es necesario encontrar la —-—
concentracidén Sptima tanto del conjugado de fluoresceina como
de cada uno de los antisueros. Para esto se procedié del si--—
guiente modo: Se llevaron a cabo diluciones en las siguientes
proporciones: 1:30, 1:60, 1:120 tanto del antisuero como del -
conjugadé de fluoresceina (FC).

Se principié con el antisuero BMA 0l0(Leucocitos totales)
se tomaron 9 microtubos de plistico de 9 x 40mm, a cada uno de
estos se afiadieron 50ul de células mononucleares de reciente -
purificacién y S50ul del antisuero.

Los 9 microtubos se incubaron a 4°C durante 30minutos,afia
diendo después de este tiempo 500ul de PBS~SFT al S% y centri-
fugando a 2000rpm durante 3minutos, tirando el sobrenadante,re

suspendiendo y afiadiendo nuevamente S00ul de PBS-SFT para rea-—



-32-

lizar dos lavados m&s a las células. De la Gltima centrifuga-
cién se tira el sobrenadante, se resuspenden las células, se
les agregan a cada tubo 50ul de FC, como se indica en la TABLA
(TABLA II).

Las células se incuban nuevamente 30Ominutos a 4°C, termi-—
nada la incubacién se procede a lavar el exceso_ de FC ﬁata lo
cual se realizan tres lavados en las condiciones anterioﬁmente
descritas. De la idltima centrifugacién se tira el sobrenadan-
te y las células se resuspenden agregando una gota de PBS-SFT-
glicerol para evitar que las células se deshidraten durante el
tiempo de lectura.

Una gota del primer tubo se coloca en un portaobjetos y -
se lee a inmersidén (100x) en un microscopio para fluorescencia

Se cuentan 100células indicando por separado cuantas de -
estas cien células son fluorescentes, dado que easte serid nues-—
trgo parfmetre parn establecer el porcentaje(¥%) de células por
cada antisuero especifico.

El resultado se expresa de cero a cuatro cruces(++++) de
intensidad de fluorescencia y de acuerdo a estos datos podre—-—
mos establscer cuzal es la dilucidén mAs apropiada para trabajar
las muestras inclufdas en el estudio. Los primeros datos obte
nidos se recopilan en la TABLA III.

Con estos datos se tiene la informacién para delimitar la
concentracidna usar del FC, esta dilucién es de 1:60, per lo -
cual la misma dilucién se empled con los otro cuatro antisue——

ros. Los datos obtenidos se muestran en la TABLA IV.
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Con los resultados anteriores se propone que la concentra

cidn de FC sea 1:60 mientras que la de los cinco antisueros po
demos determinarla como 1:30. Dado esto se inicid el andlisis
con la muestra poblacional que fue de 100 individuos sanos (59

mujeres y 41 hombres).
Todas las muestras se trabajaron utilizande las mismas -~
concentraciones del antisuero y del FC. De cada individuo se-~
separando las

tomd una muestra de 5ml de sangre heparinizada,
seguido

células mononucleares como se dezcribidé anteriormente,
de esto se colocaron 50ul de suspensidn celular en cada uno de
Smicrotubos, en los gue a su vez se colocé el antisuero corres

pondiente.
= . e n s o
Se realizd uvuna incubacidn de 30minutos a 4 C,pasado este-

tiempo lam suspenzsiones celulares se lavan tres veces con PBS~

el dltimo paquete celular obtenido se resuspende y

SFT al s%,
se le agregan & cada uno de los 5 microtubos S0ul del FC,trans

currida la incubacidn de células nuevamente se lavan en las

mismas condiciones antes descritas y de la {dltima centrifuga--
cidén se resuspende el paquete, colocando una gota de PBS~SFT-~~
glicerol para evitar como antes gue las células se deshidraten
el siguiente paso es leer en un microsceopio para fluorescencia

el mismo tipo de lectura y metodologia 8e aplicé a cada una de

las c¢ien muestras.
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TABLA II y IIIX

NO. tubo Dilucidén efectuada Dilucién efectuada Reactividad

del antisuero del FC encontrada
1 1:30 1:30 +++
2 1:30 1:60 L nd
3 1:=30 1:120 +++
4 1:60 1:30 b
S 1:60 1:60 i+
6 1:60 1:120 e
7 1:120 1:30 -
8 1:120 ’ 1:60 -
9 1:120 1:120 +—

En la TABLA II y IXI se ilustra la reactividad de células
mononucleares al exponerse con el anticuerpo monoclonal (Leuco
citos Totales), y el conjugado de fluoresceina a tres distin--

tas diluciones, para delimitar la concentraciédn de este Gltimo



TABLA

Anticuerpo Honoclonal

LINFOCITOS

LINFOCITOS

LINFOCITOS

LINFOCITOS

T{totales)

T(ayudadores)

T(supresores)

iv

1:30

+++

++++

+(+/-)

4+

Diluciones

71:60
+4
4+
+(+/=)

++

-_—35-

1:120

++

+++

+{(+/-)

En la TABLA IV se muestra la dilucién mi&s adecuada del An-—

. ticuerpo Momoclonal

a utilizar en el estudio,

esto aunado al

previo establecimiento de la concentracién del conjugado de —-

fluorescefina.



TABLA 1 (Leucocitos totales)

Paciente % celular Paciente % celular Paciente % celular Paciente % celular
MCE 88 GLQ 94 JPA 91 PPA 88
GTF 88 VRG 93 RRM 91 sJca 87
CcPJ 98 .VGJA 93 PHE 950 G1J 87
YGJA 97 GNL 93 OTA 90 NAM 87
ABC 97 MRF 93 CVA [0 ACE 87
MBD 87 MGC 93 CMLA 90 MML 87
ZLE 296 OMR 93 RGV 80 AMG 87
FMS 96 GPG a3 LML 920 MMJ 87
HMMT 96 OAY 93 APS 89 SE 86
CVLM 96 PDAT 93 ABL 89 NSJ 85
QMC 96 JSF 92 FBCA 89 ROME 85
LrC 85 Z2GJJ 92 STMN 89 MFG 84
AGV 95 #BV a2 ORMG 89 LCR e 84
CMMML 95 RBA 982 RFM 89 zZve 84
MMJ 85 NME 92 GBR 89 APMJ 8a
MRG .95 LMC 92 JCR 89 ccJ 82
AGK 95 PGT 92 HVML 89 HGF 82
SMJ 94 PLME 92 PMG 89 TAD 81
MFGA 94 §MS 92 MRF 88 BJA 80
BGV 84 MAM 92 JPH 88 ZA 78
LOS 94 MMA 92 RSM 88 DRG 78
0CA 94 COR 91 MFA 88 FCMC 76
cvM 94 GNV 91 AR 88 vs 73
MGA 94 LMJ 91 . DRE 88 CMP 67

FNMG ~ 94 GM 91 AMLE 88 ZGLL 66

TABLA 1.- Contiene los valores para la poblacién estudiada referente a la cuenta de

leucocitos totales. Los pacientes estudiados pueden ser identificados por sus inicia
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les corespondientes.



TABLA 2 (Linfocitos "“B")

Paciente % celular Paciente % celular Paciente % celular Paciente % celular
HGF 39 ROME 21 LMC 16 TAD 11
ZGLL 36 GHL 21 CVM 15 BGV 10
MGA 33 VRG 20 ZLE is MDGA 10
GiJ 31 RSM 20 COR 15 ZA 10
BJA 31 MNML 20 MFR 1s GLQ 10
GPG 31 SMS 19 MM 15 APMJ 10
ABL 29 NME 19 JSF 14 MMA 10
GNV 29 GTF i9 CLMA 14 ECMC 10
DRE 28 RMS is CVLM 14 LCR 9
cGJ 28 CMMI, 18 kALY 14 . Vs 9
LKJ 28 GM i8 NAK i3 MRF 9
MFG 27 MM 18 - YGJa 13 LML 9
NSJ 27 CMP 17 FNMG 13 MRG 9
QMC 27 MCE 17 MBD 13 PLME 9
AMG 27 MBYV 17 OMR 13 RGV 8
MFA 26 oTa 17 HEMT 13 RBA 8
cPJy 23 cva 17 AMLE i3 ABC e
SE 23 ScJa 17 APS 12 PMG 8
ACE 22 PHE 17 GBR 12 PPA 8
ZGJJ 22 OAY 17 PGT 12 JPH 7
DRG 22 MVML 17 MAM i2 JPA 7
DTMN 22 FBCA 16 SMJ i1 LOS 7
AGV 22 ORMG 16 RMF 11 AGK 7
ocaAa 21 AR 16 JCR i1 PAT 7 -
RRM 21 FMS 16 MGC 11 VGJA 6

TABLA 2.-

Contiene los valores para la poblacién estudiada referntes a la cuenta lin

focitariam, en este caso a la poblacién de¢ Linfocitos B.

-8~



TABLA 3 (Linfocitos "T" totales)

Paciente % celular Paciente % celular Paciente % celular Paciente % celular
LOS B aa RSN 75 CVLM 71 CML 65
CLMA 84 BJA 75 GML 71 GPG 65
cva 81 AGV 75 HMMT 71 MMA 65
MNRG 81 GNV 75 NAM 70 HGF 64
uMJ 81 GTF 75 MML 70 FBCA 64
cPJ 81 HVLM 75 MDGA 69 APMJ 64
RBA 80 LCR 74 YGJA 69 GM 64
CLQ 80 CGJ 74 NSJ 69 ZvG 64
COR 80 LMC 74 PGT 69 sScJa 63
oca 79 MAM 74 FMsS 69 ABC G3
AHF 79 cvm 73 ORMG 69 NFA 62
PPA 79 AR 73 NGaA 68 SMS 62
JCR 79 PMG 73 RGV 68 ZA 60
LML 79 MGC 73 PLME 68 JSF 59
TAD 78 MBD 73 MFR 67 ABL 59
MMy 78 . FN#®G 73 vs 67 APS 58
LHJ 78 ZGJJ 72 ACE 66 CLR 58
OTA 77 JPA 72 MBV 66 MFG 5S
ECMC 77 MCE 72 SMJ 66 ZLE 54
MFR 77 DTMN 72 AMLE 66 G1J 52
OMR 77 SE 72 RRM 66 AGK 52
BGV 76 AOY 72 DRE 66 ZGLL 50
GBR 76 PAT 72 PHE 65 DRG 45
ROME 76 VRG 71 QNC 65 CMP a4
JPH 76 VGJA 71 AMG 65 NME 35

TABLA 3.- Contiene los valores para la poblacién estudiada referentes a la cuenta delin
focitos T totales.
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TABLA 4 (Linfocitos “T“ cooperadores)

Paciente % celular Paciente % celular Paciente % celular Paciente % celular
TAD 67 PLME 53 vGJaA a7 cva 3s
NME 67 NAM 52 LNC a7 AMG 38
PPA 66 MBD 52 MGA 46 ZVG 38
GTF 65 OMR 52 ANLE 46 MHJ 3s
NANM 64 HMMT 52 RMF a6 MCER 38
LHJ 62 GNV s2 JCR a6 oca 37
GBR .61 MML 52 LML a6 oAy 37
JPA 60 cvM : 51 PGT 46 PHE 35
GLQ 60 BJA 51 VRG as . PNG 35
coR 55 RSH 51 GRL 45 FBCA 34
Vs 58 HVLM 51 AR as JPH 34
CVLM 57 ABC 51 ACE . a4 cGJ 31
NMJ 57 MRF 50 FNS 44 DTHN 30
FNNG 57 NBV 50 HGF a2 AGK 28
ZLE 57 scJa as APS a2 ABL 26
RBA 56 LOS a9 SE a2 MFA 26
NFG 56 LRC 49 cPJ az RRN 25
GIJ 56 MRG a9 GN a2 ROME 24
NSJ 55 HGC 49 PAT a2 ORMG 20
CLMA 55 RGV 48 APMNJ a2 CMML 19
ZA 54 MDGA a8 JSF 41 cup 18
YGJA 54 BG a8 QNC a1 DRG 18
SNS 54 MMA a8 NFR a0 Agv 13
CLR 53 ZGLL a8 DRE 40 GPG 12
SNJ . 53 2GJJ a7 oTA 3s ECMC 12

. &
w
]

TABLA 4.- Contiene los valores para la poblacién estudiada en referencia a la subpobla
cién de Linfocitos T cooperadores.



TABLA 5 (Linfocitos "% supresores)

Paciente % celular Paciente % celular Paciente % celular Paciente % celular
ML a0 AMG 25 AR 20 PHE 16
ORG 38 SMJ 24 ECMC 20 MCE 16
GTF 35 BJA 24 GM 20 MRF 16
JeH 33 SMS 24 APHJ 20 DTMN 16
DRE 33 CcPJ 24 MNA 20 FBCA is
cJG 32 NSJ 23 ZGJJ 19 GML 1s
GBR 32 RSH 23 ABC 19 MFA 14
ANLE a1 HNMT 23 MMJ 19 OTA 14
PPA 30 JSF 22 GNV 19 CLMA 14
‘zve 30 ABL 22 CLR 18 NME 14
CVA 29 LoS 22 cvM 18. HVLM 14
GPG 29 vs 22 3:18 18 CVLM 13
LMC 29 DRG 22 SE 18 QMC i3
ACE 28 CMML 22 FMS 18 uuJy 13
NAM 28 MFR 22 PGT 18 PMG 13
RRN 28 PDAT 22 MGC 18 0AY 13
MBY 27 MBD 22 GLQ 18 APS 12
LPC 27 “ZLE 22 MDGA 17 RGY 12
HGF 27 oca 21 BGV 17 ZA 12
JPA 26 MAM 21 YGJA 17 OMR 12
cup 26 AGV 21 VRG 17 PLME 12
LHJ 26 GIJ 20 FNMG 17 TAD 12
ROME 26 VGJA 20 MRG 17 ZGLL 10
AGK 26 RFM 20 COR 17 LML 10
MFG 25 JCR 20 sJca 16 MGA 8

TABLA 5.- Contiene los valores para la poblacién estudiada re

ferentes ala determinacidn
de linfocitos T supresores.

1
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TABLA 6 (Relacidén Linfocitos T cooperadoresa/ T supresores)

Paciente %‘celular Paciente % celular Paciente % celular Paciente % celular

MGA 5.75 MRG 2.88 JPA 2.3 MFR 1.81
TAD 5.58 OAY 2.84 RMF 2.3 oca 1.76
ZGLL 4.8 CcVMA 2.83 JCR 2.3 cpPJ 1.75
NME 4.78 MDCA 2.82 NAM 2.28 LMC 1.62
LML 4.6 BGV 2.82 FBCA 2.26 ACE 1.57
zZA 4.5 crg : 2.80 HMMT 2.26 HGF 1.55
PLME 4.41 GNV 2.73 SMS 2.25 AMG 1.82
CVLM 4.38 Mmce 2.72 AR 2.25 AMLE 1.48
ONR 4.33 oTA 2.71 MFG 2.2a cva 1.31
PGV 4.0 PHG 2.69 LOS 2.22 ML 1.3

CMLA 3.92 ABC 2.68 RSK 2.21 aBL . o1.27
MVLM 3.64 VRG 2.64 SMJ 2.2 ABL 1.26
APG 3.5 vs 2.63 PPA 2.2 zZve 1.21
COR 3.a7 ZLE 2.s59 PHE 2.18 DRE 1.15
FNMG 3.35 PGT 2.55 BJA 2.12 AGK 1.03
GLQ 3.47 ZGJ3J 2.47 APMJ 2.1 JPH 1.03
YeJa 3.3 HAR 2.4a GM 2.1 caJ 0.96
QuC 3.17 FMS 2.4 DTMN 1.93 ROME 0.9

MRF a.1s uMA 2.39 GBR 1.9 RRM 0.9

RGA 3.12 NSJ 2.38 PDAT 1.9 CMML 0.85
scJa 3.11 LHJ 2.37 JSF 1.86 AGV 0.81
GML 3.06 MCE 2.36 MFA 1.85 DRG 0.73
My 3.0 MBD 2.35 MBV 1.85 ORMG 0.63
CLR 3.0 vGJA 2.33 GTF 1.85 ECNC 0.6

MM 2.94 SE 2.3 LCR 1.81 GPG 0.44

TABLA 6.- Contiene los valores para la relacidén linfocitos T cooperadores/linfocitos

-Tp-

T Bupresores la cual sirve para descartar alguna posible inmunodeficiencia y cuyo va

lor no debe ser menor a un a unidad.
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ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

El andlisis estadistico que se llevd a cabo a los ‘resulta-

dos obtenidos en este trabajo es el siguiente.(42,43)

Cdlculo de la media (x) para cada una de las cinco determi

naciones y la relacién T cooperadores/T supresores.

x= fiXi
fi

Desviacién estandar:

sp= E Fixi® -  (EFixi)

Cilculo de la media poblacional (u)

u=x+ =z SD

n

Donde:

n= poblacién estudiada

SD=Desviacién estandar

x= media

u= media poblacional

Fi=frecuencia(no. de veces que se repite un dato)

Xi= clase(agrupacién de datos en pequefios intervalos)
E= Sumatoria de todos los datos (100)

z= intervalos de confianza(valor de 99%=2.58)



Determinacidn

Leucocitos T
totales

Linfocitos B

Linfocitos T
totales

Linfocitos T
cooperadores

Linfocitos T

supresores

TABLA DE

89.75

16.90

&9.30

45.45

RESULTADOS

SD

12.15

—43~

Valor observado corregido

21+ 7

La tabla anterior resume los datos obtenidos del anéilisis estadisti
co llevado a cabo para cada una de las cinco determinaciones.

Las gr&ficas que a continuacién se ilustrar msuestran los valores de
datos obtenidos en porcentaje celular contra frecuencia poblacional.
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ANALISIS DE RESULTADOS(continuaciémn)

GRAFICA 1
Leucocitos totales, 1la mayorfia de la poblaciédn muestra un -

nivel zaceptable de la cuenta leucocitaria. Hay gran homeginici-—
dad de resultados.

GRAFICA 2
Linfocitos B, en cuanto a esta determinacién y en base al -
limite establecido para nuestros resultados casi un 80% de la po

blacién muestra datos que pueden considerarse como normales.

GRAFICA 3, 4 y 5

Las graficas 4 y 5 muestran el porcentaje celular para lin-
focitos T cooperadores y linfocitos T supresores, estas células
deben guardar cierto equilibrio para asi descartar posibles inmu
nodeficiencias. Lz zuma de estas dos subpoblaciones (porcentaje
celular) debe coincidir en aproximacién con el porcentaje celu—-—
lar obtenido en la grafica 3 (linfocitos T totales).

GRAFICA 6

Muestra la rclacidn entre linfocitos T cooperadores y lin-—-—
}ocitos T supresores, se observan valéres menores a una unidad -
esto propone que las células supresores se encuentran en mayor
cantidad que las células cooperadoras, esto es contrario a la

realidad. Podria pensarse entonces que existe algin trastorno in

munoldégico, pero no podria definirse que tan grave es. Lo mas re
comendable sérfa realizar un estudio m&s profundo.



DETERMINACION

Leucocitos

totales

Linacitos B

Linfocitop.- T

cooperadores

Linfocitos T

totales

Linfocitos T

supresores

NOTA:

TABLA DE VALORES

ALEMANA'

100

12 +

50 +

70 +

20 +

$ F.Phan-Dinh-Thuy (

* Davies.E.G. (

)

15

10

10

Boerngher {(anticuerpo monoclonal

67

26

FRANCESA

I+

& Valores obtenidos del presente estudio

N.D. NO DESCRITO

DE REFERENCIA

$

11

AL ESTUDIO

INGLESA.

42

62

24

I+

10

12

HEXICANA&
so 6
17 8
45 12
69 9
21 9

-G
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DISCUSION

La técnica desarrollada por Kdhler y Milstein en 1975 ———
{Anticuerpos Monoclonales) proporciona un nuevo avance en cuan-—
to a técnicas de diagndéstico de laboratorio. (19) Esta mectodo-
logia se ha visto apoyada por técnicas inmunoldégicas como la In
munofluorescencia y la Inmunoprecipitacidén principalmente.
(13,14,21,29)

A partir del trabajo de Kdhler y Milstein, varios autores
han propuesto modificaciones a esta técnica, dichas variaciones
se basan principalmente en la obtencidén de una mayor cantidad-
de Anticuerpos Monoclonales, M.Spitz (28), asi como un mejor —-—
aprovechamiento de las células hibridas obtenidas. (10)

Numerosas poblaciones celulares pueden ser identificadas -
-con el uso de Anticuerpos Monoclonales, entre las cuales tene-——
mos a los Linfocitos T, B, células mononucleares en general, en
apoyo a este estudio se han dado tablas de valores aportados ——
por diferentes autores. {9,15,42,30)

La importancia de la determinacién de leucocitos totales -
radica en que 3se ofrece una visidén amplia de como encontraremos
cada una de las poblaciones a estudiar individualmente,claro ——
que puede haber variaciones en poblacones sin que exista cambio
en estas células.

La importancia de la determinacidén tanto de células B como
T radica en las consecuencias que trae consigo la alteracidn de
la cantidad de cada una de ellas, asfi como la regulacidén e in—-—
terracién entre las mismas. (37,38,40,43)

Puede existir una alteracién de células T 6 B como tales
{individualmente) 6 una deficiencia asociada. Entre las enfer—

medades debidas a estas causas podemos citar el Sindrome de —--—



53—

Wiskott-Aldrich y 1la Ataxia Telangiectasia donde existe una in-
munodeficiencia asociada de células B y células T.(15,23) 6 una
hipogammaglobulinemia donde el déficit especifico es para célu-
las B.(14)

Roy Pitrin (38),indica que las células T parecen verse ma-—
yormente afectadas, existe para tal caso una relacidén que invo-
lucra células T cooperadoras y supresoras, lo cual sirve para-
descartar posibles inmunodeficiencias, esto en base a que tal
relacidn se encuentre invertida (valores menores 2 una unidad)-
enfermedades debidas a estas causas lo son el Lupus Eritematoso
Sistémico(LES), y el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida———
(SIDA) de mas reciente investigacién, en ambas enfermedades 1la
relacién mencionada se encuentra invertida con lo cual quiere -
decirse que el nimero de células supresoras es mayor al nidmero
de células cooperadoras. (6,18)

Por todo lo anterior es dificil establecer un cuadro de va
lores normales, pues se necesitarfia muchisimo tiempo y por que
no, el apoyo al presente estudio de otras técnicas inmunolégi--—
cas paradescartar los posibles errores cometidos a medida que
transcurrié el desarrollo del mismo,entre estas técnicas esta
ia Tormacidn de rosetas y mas especifificamente la separacidén —-—
por medio de una columna de nylon de células T y B.

A medida que transcurra el tiempo el uso de la técnica en
México ofrecer& una visidén mucho mAs amplia para el estuio de -
un sin fin de poblaciones celulares, hasta la fecha su uso se
encuentra un poco restringido pues s5lo se maneja en 21 Hospi--
tal Centro Mé&dico la Raza (H.General) y en Hospital de Infecto-
logfa de citada Institucién. El uso contra otros métodos & téc
nicas es ma&s favorable puesto quc ofrece resultados confiables
¥ una mayor facilidad y manejo de la técnica, ademéas mayo; rapi
dez en la obtencidn de resultados.
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_CONCLUSIONES

Las conclusiones pueden estar dadas a partir del cumpli——-—
miento de los objetivos planteados previamente.

La comparacién establecida entre los valores obtenidos y -
los de referencia sirven mis que nada como un apoyo al estudio,
sin embargo no pueden utilizarse del todo como una medida neta-
mente comparativa puesto que hay factores que pueden intervenir
¥ qQue estran afectando en la diferencia de resultados (tales co
mo el nutricional y el genético). Por tal puede conclcuirse que
estadisticamente no son diferentes, pues la validezdel estudio
para tal caso estd dada por la correcta seleccién de la muestra
poblacional que cubrié como se dijo anteriormente ciertos requi
sitos como lo son principalmente no padecer ningin proceso in—-—
feccioso, esto se comprobd con pruebas de laboratorio adiciona-
les tales como la Biometria Hem&tica, Quimica Sanguinea, Valora
cién de Inmunoglobulinas y Fraccién C3 y C4 del Sistema Comple-
mento.

En segundo lugar, las tablas de valores normales arrojan -
resultados sumamente importantes, es claro que la Inmunidad Ce-
lular est& ampliamente relacionada c¢on la Inmunidad Humoral, a
medida que las células B se encuentren disminuidas, las células
T se encontrardn con un valor un poco md&s alto 6 viceversa, es-
to estid dado por el equilibrio que debe existir entre ellas.

En cuanto a los valores de células T cooperadoras y célu-——
las T supresoras debe existir también cierto equilibrio, puesto
que unaumento 6 disminucién ya sea de alguna de estas subpobla-
ciones por separado S de manera asociada traerd consigo las ano
malias antes mencionadas. La identificacién de células T inma-
duras y células Null no se llevé a cabo debido a que los anti~--

sueros utilizados no poseen la especificidad para el tipo de re
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ceptores contenidos en estas estirpes celulares. Como se sabe

a medida que las células tanto B como T pasan por los distin---—
tos estadios para llegar a su maduracién completa, poseen dife-—
rentes receptores especificos para cada estadio.

Estos receptores aparecen y dsaparecen a medida que sucede
lo mencionado.

Esta técnica posee varias ventajas como pueden serlo, que
el volumen de la muestra a utilizar puede ser hasta de 2ml. de
sangre completa, la especificidad de los reactivos utilizados
estd comprobada, lo que implica que el porcentaje de error obte
nido es minimo.



PMN
HLA
Ig*
LPS
PEG
HGFRT
DNA
LES
SIDA
PBA
SFT
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VOCABULARTIO

Polimorfonucleares

ComplejoMayor de Histocompatilidad
Inmunoglobulina

Lipopolisacérido

Polietilenglicol

Hipoxantina guanina fosforibosil transferasa
Acido Desoxirribonucleico

Lupus Eritematoso Sistémico

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
Solucidn amortiguadora de fosfatos

Suero fetal de ternera
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