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Para prevenir el rechazo de hnloinjertos se han prepara-
do sueros antilinfociticos { SAL ) en gran variedad de anima-
les, en los que ha demoatrado aer un inmunosupresor potente,
Basandonos en estos antecedentes, se decidio seguir una meto-
dologia adecuadas para obtener suero antilinfocito T. Se utie
1i26 centrifugacién en densidad de gradientes parn obtener —
linfocitos, & los cuales se les pasé por columnas de Nylon, -
o bien se les traté con eritrocitoe de carnero &l 5% pare fog:
mar rosetas E y EAC y lograr con eato la geparacién de linfoe
citos T de B, Ia evaluacién de la pureza de linfocitos T des
congeladoa gradualmente, se hizo .por formacién de rosetas E ¥y
EAC y con pruebas de microcitotoxicidad en placa cbteniendose
90% de linfocitos T y 104 de B, Con esta podblacién de linfo-
citos se inmunizaron conejos. Pare valorar el suero entiline
focito T obtenido, se utilizaron técnicas como inhidbicién de
la forwmcién de rosetas E, placas do. miorocitotoxicided y fi-
Jucién de complemento, obteniendose un t{tulo de anticuerpos
de 11640, El suero obtenido resultd bajo en especificidad,



I INTROIUCCION.

El sistema inmune comprende dos mecanismos principales -
gue ce manifiestan como inmunidad celular y como inmunidad hu
morale. E1l linfocito es la célula primaria involucrada en am
bos componentes, Al nacer, las c¢élulas primordiales de la mé
dula &sea se diferencfan en dos tipos: linfocitos T, depenwe-—
dientes del timo, y los linfocitos B, andlogos en los mamife~

ros a los derivados de la bolsa de fabricio en las aves, Los
. primeros son responsables de la inmunidad celular entre cuyas
funciones se encuentra la de destruir células extraiias al sis
tema inmne,por medio de las linfocinas y también de activar
le fagocitoois; y los ltimos de la inmunidad humoral, es de-
cir, la produccidn de a.hticuerpos 0 inmnoglobulinas que son
protefnas que se encuentran en el plasma sangufneo ambos, en
respuesta al estimulo provocado por un antigeno ( 13 ).

Ias bases celulares de la respuesta inmune involucra las
comple jas interacciones entre los linfocitos T y los B, Aei
estas clases heterogéneas de linfocitos son en general morfo-
légicamente indistinguibles y se les encuentra juntos en to--
dos los tejidos linfoides periféricos, su estudio se ha faci-

litado por métodos acordes a lograr su separacién, En aiios



recientes, se ha desarrollado una gren variedad de técnices -~
para aislar linfocitos B y linfocitos T. Muchos de estos mé.
todos se han basado en propiedades fisico—quimicas de las sudb
poblaciones de linfocitos, las que incluyen propiedades de —-
adhesién superficial, 1a capacidad de unirae directamente a -
eritrocitos de carnero, o a eritrocitos de carnero tratadas -
con anticuerpo y complemento. Se describen técnicas de célu-
las formadoras de rosetas y de columnas que permiten-el aisla
miento de poblaciones altamente purificadas de células T y B,
El linfocito B se caracteriza por la presencia de una inmuno-
glovulina fdcilmente identificable en la superficie celular; ]
tiene un receptor especffico pars la regiln Fc de la IgG; ——
presentan receptores para el complemento usando para ello eri
trocitos de carnero recubiertos con anticuerpos y complemento
( rosetas EAC ), marcadores todos éstos ausentes en los linfo
citos T, 1os linfocitos T se reconocen porque tienen la pro=-
piedad de formar rosetas espontdness con los eritrocitos de -
carnero, propiedad no mostrada por los linfocitos B, Loe lin
focitos unidos a las células de carnero, son de mayor densi--
dad que los linfocitos so0los y pueden ser freccionados por s
dimentacién a traves de un gradiente de Picoll - Hypaque we=—
(12). _

1os linfocitos son unas de las células efectoras del sis



tema inmine y es en torno a ellas donde se han desarrollado -
una amplia gamma de estudios en pacientes afectados por una -
gran variedad de enfermedades, entre las que se pueden contar
las enfermedades autoinmunes, las inmnideficiencias 0 109 —-
transtornos relacionados con 1los transplantes, en donde es —
fundamental deprimir el sietema inmunoldgico, por medio de mé
todos quimicos, fisicos o mfs recientemente bioldgicos es de-
cir por inminoterapia, para evitar los fendmenos denominados

de rechazo del transplante ( 13 ). El fendmeno de rechazo es
de naturaleza inmnitaria y en ella intervienen mecanismos co
mo &) la produccién de anticuerpos especificos del tipo IgG -
por los linfocitos B y plasmocitos contra el tejido transplan
tado, que se encuentran en el suero sanguineo; b) UNA rEAm———
ccibén celular mucho miah importante que la anterior, en la que
intervienen los linfocitos T, que invaden el injerto y lo le-
sionan tratandose de una reaccién de hipersensibilidad retar-
dade en la cual dichas células son capaces de destruir las eé
lulas del transplante. Por diferentes mecanismos dentro de =
loe cuales se encuentran involucrados los macréfagos, sensibi
1lizedos por los linfocitos T que terminan por destruir y eli.
minar las células dafiadas del injerto. Cuando el injerto es

colocado en el organismo receptor da lugar a un antigeno de -
trensplante Hl-A proteico que se forma en la superficie celu-



lar y que rdpidamente alcanza los ganglios linfdticos, donde
origina los fenémenos inminitarios anteriormente descritos —-
( 10 ). En un principio se sospechd que en el rechazo de ine-
jertos intervenfan anticuerpos circulantes, pero Aespués Be =
descubrib que los agentes activos eran linfocitos pequefios, =
los que son capaces de reconocer la superficlie de células in-
Jertadas como fordneas, destruyendo especificamente las célu-
las portador®s de antfgenos extrafios. Sabemos ahorse, que en
el humano, existe un grupo de genes importantes que predomj-——
nan en el proceso del rechazo de injertos ( histocompatibili-
dad ) y son los que determinan 1a especificidad de los a.ntigg.
nos principales de histocompatibilidad y que ge ¢Onoce COmo -
complejo HI~A ( 35 ).

El tiempo que tarda y la intensidad de la reaccién del =
rechazo de injerto esta condicionada por el grado de diferen~-
cias antigénicas entre donador y receptor. Los ant{genos www
HL-A se encuentran expresados en la mayoria de 1las células nu
cleadas, su cantidad varfa en las células de diferentes teji=-
dos y aon las células linfoides las mds ricas en expresarlos
( 25 ). Considerebles evidenciaa indican que estas células
tienen un papel significante en las reacciones del rechazo de
injertos, encontrandose por ejemplo que los linfocitos T solo

pueden "detectar" antfgenos extrafios ( o extrinsecos ) siem—



pre que esten asociados con sus propios antfgenos del comple~
Jo mayor de histocompatibilidad ( C¥H ); asf{ para células T -
citotéxicas los ant{genos propios involucrados son los identi
ficados como Hld-A, B y C; pars las células T ayudadores y ——
las de hipersensibilidad tardia son los antfgenos "Ia" codifi
cados en la regién HIA-D en el hombre ( 27 ).

Es indudable que la respuesta inmine de estos y desde —
luego machos otros antigenos, se encuentra controlada geneti-
camente,

Con el fin de prevenir el rechazo de haloinjertos se han
preparado, desde los aflos 60's, sueros antilinfocfticos ( glo
" bulina antilinfocito ) en una gran variedad de animales, en ~
loes que ha demostrado ser un inmunosupresor potente ( 34,37).

Se han propueasto vérios mecanismos de aceién para 6l ——
efecto inmunosupresor de los sueros antilinfociticos ( SAL ).
Se ha podido comprobar la inactivacién o eliminmcién en 18 -
circulacién de linfocitos dependientes del timo, podlacién ee
lular generalmente considerada como la responsable del reehé—
zo de injertos ( 26,33,34 ). As{ mismo el SAL disminuye la -
severidad de las reacciones secundarias producidas después —
del transplante de méduln ésea en animales de experimentacién
( 24,18 ),

Después de absorverlo en cultivo de tejidos y en 1info—-



blastos derivados de la médula dsee, el SAL resulta ser cito-
téxico pare timocitos y derivados timicos. Esta actividad di
rigida contra ant{genos espec{ficos de linfocitos T ests di-
rectamente relacionada con la capacidad del SAL para prolon.—
gar la vida de primates que recibieron un halotransplante de
rifibn, Esta propiedad también ha eido aplicada a las pruebas
de potencia inmnosupresora del SAYL observadas en el exitoso
transplante de piel, efectusdo en primates y en ratones ( 8,
9 ).

Es de importancia mencionar que si entre donador y receg
tor existen diferencias histocompatibles, el efecto del SAL =~
no se ve disminufdo y se mantiene 1a prolongacién del injerto
de piel en el hombre. BN transplantes de rifién donde donador
¥y receptor son cercanamente histocompatibles el efecto dol e
SAL es ain mds efectivo. En ambos casos, se produce una inme
diata y profunda linfopenia especifica de c¢élulas T ( 23 ).

En resumen existen evidencias abundantes que sugleren «=
que el efecto inmunosupresor del SAL se logre mediante la dew
presién selectiva de linfocitos T circulantes. As{ el trata-
miento con SiL tiene los siguientes efectoss 1) deprime selec
tivamente 1las células de los nbéludos linféticos y del bazo, -
érgancs en donde se localizan células timo-dependientes, 2) -

produce una depresién selectiva similar a la anterior, de lin



focitos en ductos linfoides toré.xicos ( 23 )._

Ia destruccién 0. inaciiva

tas, proteina‘ g érlca.s, o células B ) son renovidos medlante

absorcmones apropiadaa en el proceso de purificac...én del SAL

19.7 reaccldn del injerto contra el huesped
los princ:.pales problemas que se presentan
despuds der.:.un 'transplante de médula dsem, Los eatudios pre——
vios en animales, han indicado que el SAL puede prevenir esta
activided. Se ha observado que al pretratar una médula bsea
donadora con SAL se puede prevenir el rechazo del injerto con
tra el huésped adn habiendo incompatibilidad en el HIA ( 18 )
Ia inoculacidén de globulina antilinfoci{tica o SAL pgede retra
sar el rechazo de transplantes incompatibles por warios meses
{ 21 ). Estas observaciones sugieren que si se eliminan las

células T madures de la médula bsea se podria prevenir o dise



winuir la. intensidad del IVK en el pacinnte trananlantado de

médula 6sea 'Dekpués de suspenderfel tratamlenuo con

Péfvéfro iado ihVestigadores como Amare, M. Ao ( 1 ); -
rvronaéq, 4 1‘15.‘( 23'), Stusrt, R. K. ( 29 ), Kirkpatrick, D. -
( 21 ) y Camitte, B; ( 5 ), han evaluado el tratamiento inmu-
nosupresor en racientes con anenia arldstica, padeciniento en
el que hay une alteracidn hermatoldgice caracterizada por —
anemia, neutropenia y trombocitorenia en sangre periférica ~-
con méduls bsea hipocelular { 14 ). EL defecto probablemente
ge encuentre en la célula primitiva { stem cell ), la cual —=
quizd solo estd disminuida en mimero, o bien presenta sltera-
¢idn en pu reproduccidn o interferencia en el mecanisro de ——
diferenciacifn a las distintas célulus hematolézicas, el caso
tipico de anenia apldstica muestra marcada pancitopenia en —-
sangre per;férica y médula ésea, aunque persista un reducido
cvdmulo de tejido,hematopoyético. &q que la aplesia total es -
incompatible con 1a‘vida."Eata;péfdlogia puede ser congénita
o adquirida ( 14 ). S ‘

El tratamiento de esta entidad con el SAL o la globulina



antitimocito a producido resultados alentadores en estudios
preliminarés; dado que en algunos cagos serhabla incluso de -
una recuperécién total { 5,7,25'), as{ mismo, cuendo en este
padecimiento exiaterlavgvidencia de hiperactividad de células

T supresoras el tratamiento con estos antisueros puede ofrem=

cer un mejor pronéétido'enrél transplante de médula dsea wemn
1. : :

Actualm'nte existen programas de transglantes cardmacos G

, donde ae utlllza'el SAL o la- globulzna antitxmocito’para man-‘/'

_tener el injerto, 0 durante las- er1 'e 1bicialeshde1 rechazo

¥ con: ello deprzmlr Jlas células'T; 1 ’lantes del receptor —
'( 26 ) Su empleo como agente inmunosupresor tambidn se ha -
1ndlcado en pacientes somatldos a transplantes de corazén, -

hfgado. riﬁén, piel y médula 6sea ( 23 36 Ye
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II OQBJETIVOS

En el presente estudio, realizado en el Hospital General
del Centro Médico la Raza, damos 109 primercs pasos para 1le-
var a cabo la obtencién de un suero antilinfocito T de humano
en conejos, con €l fin primordial de ayudar a evitar el recha
zo de halotresnsplantes de médula dsea, en ol tratamiento de -
la anemias apldstica, padecimiento en el que datos indirectos
indican que es mis frecuente en ciertos paefses de Latincaméri
ca incluyendo entre otros el nuestro. ( 14 ).

Para lograr tal propésito se fijaron los siguientes obje
tivos: ‘
l.~ Obtencidn de linfocitos T.
2.~ Evaluacidén de la pureza de los linfocitoas,
3.~ Preservacién del ant{geno { linfocitos T ).

4. Obtencién del suero.
5.~ Analisis del suero obtenido,

0§ S



IT1 MATERIALES Y METODOS

1) Preparacién de soluciones, ‘

1.1 Solucién de Hanks. 751_ _ g
Preporado con:srci&l”pi!'*"{’.'41»,,"‘ ié}ﬁé é;ﬁhﬁegg b_{gcl,,KEQEO‘*;_ -
Mg504.7H20, glucosa, Caclz, rojo.de f‘enol.‘ﬁ"j.x‘nortﬁ,guad_
1.2 Agul Tripen 0.25% en solucién Hanks.
1.3 Solucién amortiguador - itris N‘H401.

Se prepard mezclando una solucidn de &
2.06%, pH T.2-T.4, con una golucidn de ciéh;r
0.83t. e

1.4 Ficoll hypaque.' :

Esta solucién se prepard mezclando flcoll%ehypaque
al 34%, en una proporcién de 1:10, : ; S o
1.5 MEM ( Medio M{nimo Escemcial EAGIE ).

Preparado comercial que contiene aminodc;},dos, vitaminas',

gales inorgénicas,
1.6 Medio 199. o
Preparado comercial que contiene aminodcidos, vitaminas,

sales inorgénicas.




2) Oriterio de Viabilidad,

Se colocaron células con azul de tripan al 0.25%'90 dsjo
actuar de 3 a 4 minutos y se realizé el conteo de las célulsa
coloreadas de azul por exclusién del colorante ( células muer

tas ), sobre una camara de neubauer.
3) Obtencién del ant{genc.

3.1 Timocitos,
los timos se obtuvieron de autopsias de nifica menores de
cuatro aflos procurandé q;xer el desceso hubiera ocurrido con --
seis horas. ‘

El timo 3e corté, macerd y tamizd a través de una malla
ndmero cincueata de acero inoxidable, la suspensidn obtenida
se estratificé en gradiente de ficoll=-hypaque densidad Q6 e
1.076=1.078 en relacién 3:1, se centrifugé ( Centrifuga Demos
FEC Divieidn, IEC PR-J ) por treinta minmutos a 1500 revolucio
nes por minuto a una temperantura de 10-12°C., Se obtuvieron =
timocitos de la interfase lavdndose con solucién de Hanks 1i=-

bre de ca*t ¥ !g“' realizdndose el conteo de células ( 36 ).

~13



342 Linfocitos.

Se partié de muemtras de sangre venose mé&ores.a_lo ml,
de donadores sancs utilizando 10 microlitros de heparina por
1 ml. de sangre total. Se lavd la muestra tres veces con so-
lucién de Hanks a 500 rpm por 10 minutos y se diluyé con un -
volumen igual de esta misms solucibn., Ia muestra diluida se
estratificéd en un gradiente de ficoll-hypaque de la interfase
se obtuvieron los linfocitos, que se lavaron tres veces .con -
golucién de Hanks & 1000 rpm, ¥y poaferiormente fueron resus;-

pendidos en medio de cultivo MEM y éont'a'.dos., .
4) Purificacién de linfocitos.

4.1 Pormacién de rosetas,
4.1.1. Sensidbilizacién de eritrocitos con complemento y =
hemclisina.

Los eritrocitos se lavaron de 3 a 4 veces con solucibn -
de Hanks, se ajusteron al 5%, 24 ml. de eritrozitos ajustados
se sensibilizaron con 0,1 ml, de hemolisina, se incubaron a -
37°C/1 hr. transcurrido este tiempo se lavaron tres veces, -
Posteriormente se les adicion§ complemento de humano ( dilui-

do 13100 ) en proporeién 1:1 y se llevé a incubacién a

14



37°C/20min, se volvieron a lavar y finalmente ase ajustaron al

1%,

4.1.2, Senaidilizacién de eritrocitos con neuraminidesa.
A 5 ml., de eritrocitos de carnero lavados y ajustades al
5% se les adicioné 0.5ml. de neuraminidasa { 1U/m} ) y se in-
cubaron a }7°C/60min. con agitacién frecuente, después del ——::'

tiempo de incubacidn se lavaron tres veces con. soluczdlfd

Hanks y finalmente se ajustaron al 1%.

4,1,3+ Rosetas E y BAC ( doble gradients ). 7
Se separaron y se ajustaron los 1ipfocitos 8 upa conéén-
tracién de 4a5 % 10° cel/ml, se 1levd a cabo la formacidn de
rogetas E, Se incubaron volumenes iguales de linfocitos y de
eritrocitos pretratados con neuraminidasa al 1% { 12 ); se -
centrifugd ligeramente e incubo 15 minutos a 37°C y 2 horag =
en hielo, I03 botones obtenidoa se resuspendieron suavemente
se colocaron en gradiente de ficoll-hypaque para recuperar —-
las células formadoras de rosetas E. 108 botones obtenidos -

pe resuspendieron vigorosamente y loe eritrocitos de carnero

fueron lizados con una solucidn amortiguandora=-tris de NH401 -
{ 12 ).,
6

1as células obtenidas se ajustaron de 4a5 X 10~ cel/ml,

15



Se incubaron 0.25 ml. de esta suspensidén conQ.25 ml. de eri-~
trocitos de car-ero al 1% ( seneibilizadro‘s con hemolisina y =
complemento de humano ) a 37°C por 15 minutos.

Posteriormente se efectud un nuevo gradiente con ficoll-
hypague recuperando los linfocitos T purcs de la interfase. -

Se lavaron, contaron y se determind su viabilidad.

4,2, Columa de Nylon.

Pare esto se utilizaron columnas‘rde bléstiédldte ‘épfo:iha'

danente 9.5cm. de largo y O.6cm. de dlér.etro y fibra de nylon'
previamente tratada de la siguiente manera, se lav6 con HCl -
1N tres veces, de igual forma con NaOH 1 N. Ia alcalinidad -
del nylon fué eliminade lavdndose con agus destilada, las ve-
ces necesarias hasta que el pH del dltimo lavado fuera igual

al del agua. las columnas fueron incubadas con medio MEM a -
37°C por treinta minutos en estufe de incubacién ( National -
Welnick Company ), previamente & su uso. Ias células ajusta=
des a 150 X 1060e1/m1. fueron depositadas en las columnas e -
incubadas por 45 minutos & 37°C conteniendo auero fetal de --
ternere al 5%, Los linfocitos T se recuperaron del eluido, -
los B se obtuvieron lavando la columns y presiondndola vigorg

samente, agregando al mismo tiempo medio NEM & 4°C con suero

fetal de ternera al 0.5% ( 2,15,16,31 ).

16



5) Griopreaervaciéh(ﬂe células.

las células lavadas ¥ aaustadas de 2ax

medio MEM se: congelaron medlante el 91guiente
euspenslén de linfoc:toa mantenida'
clada con un volumen 1gual de ]

dimet11 sulfdxido ( Sigma‘“
)

5 % 10% cel/mi. ( 17,12 ).

7) Prueda para determinar la pureza de los linfocitos,

7.1 Rosetas E,

Ia suspensién de células se evalué después de ser descon

geladas. las células T fueron identificadas por la ecapacidad

17



de formar rosetas espontdneas con eritrocitos de carnero..

scon*o 6ptlco. Se conta-

tas si tenia al menos 3 eritrocltoswpegados a la célula (12)

7.2 Rosetas Ihc.

Para esta prueda los. eritro itos aaustados any"i éi6ﬂ'é;,"

de Hanks al 1% fueron sensibilxzados con hemolis;na ¥ omple—

mento humano.

Gcel/ml. -

se les adicion§ 0,25 ml. de eritrocitos al 1% con complementor_

A 0,25 ml, de 11nfoc;toa a;ustados de 4a5 X lO

18..



de humano. J hemollslna, la suspen916n si 1ncub6 a 37°C por -—

quince mlnutos omo e*mencloné an—,

terlormente.

cada (32 ); se:usé suero antiglobullna humana para 1a prueha
de COOmbs ( Ortho Diagnostica Lote 1124816 ) y S_L control de
_suaro pOSlthO paxra pruebas de cztotoxlcldad ( Eehr:ngmerka -~
AG, Marburg lote ©29703D ). e '

-

Se prepararon places de mlcrocitotozloldad, las cuales -
Vconflenen 72 excavaciones en 12 hileraa con SBlS yozos cada -
ure fig. 1. _ " : ‘ o

Ias placas fucron cubiertas con acaite mineral para evi-
tar la deseeaclén de los react1vos aplicados subsecuentemente.

A cada una de las excavaciones se les adicioné 1 macroli

tro de linfocitos agustados 2a4 X 106 ceL/ml. h en cada hlle-

ra ge aplicé los reactivos enmarcados en la tabla T - *f**‘”"'

Tos resultados se evaluaron al microscopio por el crite~
rio de exclusion de azul de tripan como se puede observa:‘en

la tabla II,

19



PLACA DE MICROCITOTOXICIDAD

mimeroc 4e|pozoS.
hileras & ¢ D E T
1 ofo jolo]o
2 o {0 {0010
3 oo jo |ofolo
4 o oo folo]o
> olojofofojo
6 oo o Jojofo
7 o {lolojololo
K3 o ]lofo jolo}o
) olololojo]o
10 o joloJoJojo
1 ololojo]ojo
12 ololo fojo]o

de Representa una placa
de microcitotoxicidad la cual —
consta de 72 pouga, en hileras -~
de meis pozos dada unae
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TABIA I. PIACA DE MICROCITOTOXICIDAD MEDTADA POR AWIICURYOS PARA DETERNINAR

FUREZA DE LINFOCITOS,

NO Hileras Células MEM C/Suero 50% * Coombs . SAL ~ ~Complemento. Azl :
/ / g B H
1y7 1. o2k & B 1o Vo 8
2y8 1:“/ - g 104 5 'g
2O .
3y9 14l - s o . 0x g
By e 4
4 y10 1xd - - by oy w4l g
2 o
5y11 14! - asl - B sl b 100 § §'
g o
6 y 12 lf‘! - - 2;1.1 H’ 5;;1 & lO"'l a +
En esta tabla me repregsentan 1las cantidades y reactivos utilizados pura la prueba de

microcitotoxicidad mediada por anticuerpos, asi como los tiempos de incubacidn,




TABIA II. INTE

‘In.esta- tabla se. enmarcaron los: parame S
tros tomados, para la interpretacidén’de.
las placae de- mcroc:totoxicidad.
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§) Inmunizacién de animales,

Dos conejos de 2.5 kilos ¥ seis meses de edad recibieron

tres inyecciones subcutdneas de 109 linfocitos, con un 1nter—

valo de catorce dias entre cada 1nyecc16n.j Ia prlmera 1nmuni
zacién fué con adyuvante completo de Freund, ¥ las dos 1nmun1
zaciones posteriores fueron con adyuvante incompleto.

Después de cada 1nmunizac16n se evalio el suero de ambos
cone jos mediante pruebas de fljaczén de complemento, llnfomi—
crocitotoxicidad e 1nhibicién de 18 form8016n de: rosetas es—

pontdneas ( 9 ).

Una semana deapuéS'deicdﬁpletér“1é;inhunizaci6n el anti-
suero fué obtenide por puncidn cardiaca. El suero de ambos -

animales se mezcld e inactivéd a 56°C por una hora { 8,19 ).

9) Valoracién de la especificidad del antisuero obtenido y ti
tulo.

9.1 Pijacién de complemento,

En esta prueba, se utilizé como control el suero de los
dos conejos antes de ser inmunizados, ( X y 2 ) el suero des-
pués de la segunda inmunizacién y la gamaglobulina hiperinma-
ne ( suero purificado ).
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1a fijacién de complemento”ocurri'durante la interacién

del antigeno ¥ del anticuerpo

¥y por lo tanto, el titulo de anticuarpos. 1Los reshitadbéfgeﬁ*

expresan como 1a dllucién més alta del ‘suero que . muestra fijaif'

cién,

9.2 Microcitotoxioid&d mediada por anticusrpos.
Se 1levd & cabo la técnica de Terssaki, mencionada en el
inciso 7.3 y en ésta, las placas fueron montadas segin la ta—
bla No. 1II. sh

9.3 Inhibicién en la formacién de rosetas E,
Esta determinacién se realizéd siguiendo bdsicamente la -
técnica de rosetas E con las modificaciones que se indican a
continuacién: Se ajusté una suspensién de linfocitos totales

4.5 X 106 cel/ml. en medio 199 adicionado con 50% de suero =
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TABLA IIX. PLACA DE MICROCITOTOXICIDAD MEDIAD&VPOR ANTICUERPOS; EVATUACION DEL

DEL SUERO OBTENIDO.

N° Hileras Células MEM C/Suero 50% . Suero

191 1l
2y8 1al
3y9 14l
4310 1
5yl 1/-!
6y 12 1 44

2.l

fS@L":‘ Gomplemento

'12 ol

cuber 1 hora 37°C

In

Incubar 30 min. 37°C

Azul
Tripan. -
10d 4§
104 & ;g
104/ E
ol 75
) 48
o4 CH-]
10#' ]

En esta tabla se representan las cantidades y reactivos utilizados para la prueba de
microcitotoxicidad mediada por anticuerpos, asi como los tiempos de incubecion,




fetal de ternera, se utilizaron 20 ol para cada una de las -
pruebas, mds 100 «{. de suero { anticuerpos contra linfocitos)
incubando por 16 hrs. a 4°C, Despuds de la incubacién se la-
vé 1la suspensibén y se le adicionaron 20 «f. de eritrocitos de
carnero, se incubd dos horas en hielo, despuds se centrifuga~
ron a 1000 rpm por dos mimitos, se resuspendieron suavemente
Y se contaroen,

Esta prusba se llevd a cabo con linfocitos viaplgs { 96,
984 ). Tara cada uno de los sueros se elabomron':qriﬁ.tzbrl prue-
bas. Los resultados se reportan como porcienfo_.rde inhibicién
en 1a formacién de rosetas ( 3 ). - N ‘

10) Anédlinis estadf{stico.
El estudio estadfstico reali_zadb en este trgba;jo_fgé:;:meé-
diante la distribucién t de Student y la distribucién F, _gh‘ -

ambos casos se utilizd el nivel de'significacién de <= 5%—“.‘._.-
( 30 )
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IV RESULTADOS

Obtencién y purificacién del antigeno,

Para la cbtencién del antfgeno, se llevaron a cabo tres
etapas, el de la obtencién de timocitos ( proceso 3.1 ) asi -
como el de linfocitos ( procesos 4.1 y 4.2 ); los valores en-
contrados para cada caso se encuentran en las tablas IV, V y
VI.

En el caso de los timocitos ( tabla IV ) encontramos qué
la cantidad y viabilidad al final de cada timo procesado fué,
en términos generales, my bajo conside;ando la cantidad re--
querida para cada inmnizacién., Por eato se tratéd de obtener
la mayor separacién de linfocitos T a partir de sangre perifé
rica; en éste caso se efectud la formacién de rosetas E y EAC
( tabla V ), o sea el doble gradiente y la separacién median-
te columnas de nylon ( tabla VI ). '
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Tabla;iv,/ﬁéféégdeiéélulés[bpﬁgnidqs'a pérfir de timo.

timocitos - Viabilidad |

A5 2.7 X 100 ce1/m

tir del proceso 3.1
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Tabla V. Lotes de linfocitos obtenidos por Rosetas

Yote 1infocitos viabilidad
1 4.3 x 10° cel/ml 604
2 6 x 106 cel/ml 80%
3 3.7 x 10° cel/ml © 8o%
4 19,5 x 10° cel/m1 90%
5 3.7 x 105 cel/m g0%
6 13.0 x 16° cel/m 8o
7 15,1 2 10° cel/m1 90%

a eriterio al azar,

Representacién de la cantidad de células ob-
tenidas a partir de la purificacién por forma-
cién de rosetas ( doble gradiente ) proceso --
4.1
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Tabla VI. Idnfocitos T obtenidos por columnas de nylon

lote linfocitos viabilidad
627 x 10° ce1/m 93%
B 874 x 10% cel/mL 924
¢ 1287 x 10° cel/m 89%
' 14220 x 10°  cel/ml 964
328 x 105 cel/ml 87%
705 x 10° cel/m 94
- 1608 x 10° cer/m1 94
1623 x 108 cel/ml 884
1611 x 105 ce1/m. 92%
1674 x 105 cel/m 86%
202 x 10% ce1/m1 92%
L 1023 x 105 ce1/m 93%
M 705 x 105 cel/m 96%
N 608 x 10° cel/m 94%
R 623 x 10° ce1/m1 88%
0 1611 x 10°  cel/m 92%

Aqui se representa la cantidad de lintocitos y viae
bilidad de éatos obtenidos a partir del proceso 4,2
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Pruebas para determinar la pureza de los linfocitos,

4.1 ¥y 4. 2, se valor6 en las nobldciona

su cana01dad de ¢ormar rosetaa E ( tab

Estas nruebas se 1levaron a cabo ajustanGO'en cada caso '

& la cantl ad .Ge células menclonada en: ia metodologia.» T

Fara cada 1ote de 11nfocitosbse realizaron rosetas E
EaC y nlacas de mlcrocitotoxlcldad ¢ procesoe 7 1, 7 2 y 7.
respeotlvamente ). Los valores control reportados

setas se efectuaron con linfocitos totalea-

Placas de Microcitotoxicidad.

Se probaron los lotes obtenidos por el proceso 4.1 y pro
ceso 4.2, en cada caso se valor$ la viabilidad y se ajustaron

6

los linfocitos a 4 X 10° cel/ml. Los resultados se represen-

tan en las tablas XI y XII
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Tabla VII. Formacn.én de rosetas E para determinar pureza de
lini‘ocitos. : . :

mémerc de pruebas

: C""nti‘,ol—:,g_

>

3

4 35 . ¥

G B 0 w6
6 88 87 88 88
7 85 85 86 85

" ¥n osta tabla se representan 108 resulta
dos en % obtenidos en la prueba de formaw—
cién de rosetas E para los lotes de linfo-
citos purificados por el proceso 4.1
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Tabla VIII. Formacibén de rosetas E paras deturminar pureze de
iinfocitos, L

mimero de pruebas
1 2 3

.M 80 80

Control -

1ot

7 |

e 79 80

X 81 84

N 19 81 80 80

f 84 83 83 83

0 82 81 80 81
Y eote tablae se representan 108 resulvados en

[T
% de las pruebas de formacién de rosetas E, para
io; lotea de linfocitos obtenidos por el proceso
33



Tabla I%. Formacién de rosetas EAC para dete:
 linfocitos

10 10 14 11
12 12 12 12

En esta tabla se representsn los re——
sultados en % obtenidos en la prueba de
formacién de rosetas EAC para los lotes
de linfocitos purificados por el proceso
4.1

2
ki
6
7

34



Tabla X. Pormacidn de ropetas EAC para.detenninar pureza. de

linfocitos,
Rt

Cor{_iirol
lote
A
B
c
D
o
G
J
K
) L n
N 15 12 1 13
K 14 10 1 12
K 1 12 15 13
0 12 10 11 11

T™h esta tabla oo representan 108 resultados en
obtonidoa oen la prueba de formacién de rosetas
EAC pare los lotes de linfocitos purificados por
el proceso 4,2
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Tabla XI. Resultados obtenidos en las pruebas de microcitoto

| xicidad mediada por anticuerpos.

Lote

e

H RS Mm@ "o U .Q W

=

1
1 8
1 8
1 4 8
. P
1 4 8
1 4 8
1 4 8

HOR R B

1
7
1
1

O e

En esta tabla se representa la media de los resultados
obtenidos, en la determinacién de pureza de los linfoci-
tos purificados por el proceso 4,2. Como ya se menciond
en la tabla I para cada lote se realizaron 12 pruebas, -
Ia interpretacién de los resultados se realizé como se —-
indica en la tabdla II,
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Tabla XII, nesultadoe obtenidos en. 1as‘prue, de microcito-
jktoxic1dad mediada por: anticuern e

'?nﬁar pﬁiéza de linfocitos T

X de la mortalidad de'célﬁia&
K° de Hileras S

Iote YLy 7 3y 9 4y10-
1 1
2 1
3 1 - .
5 1
Toiia ";ﬂl;;m; ~Qi;f ;,i;,f;_ 2 8

En egta tabla se representa la media de los resuliados
obtenidos, en la determinacidén de pureza de linfocitos
purificados ypor el preceso 4,1. Como ya se menciond en
la tabla I pars cada lote se realizaron 12 pruebvas, Ia
interpretacidn de los resultados se realizd como se in-
dica en la tabla II,
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Descongelacién de cédlulas,

Los linfocitos hwnanos pueden ser crlonraservados para

llevar a cabo pruebas de inmunidad celular 1n-vitro. Iara 1o
grar esto ea my importante la concentracién del agente crio-

preservante ( DKSO dimetil sulfoxido ), temperatura y la velo

cidad de dilucién. Ios estudios reportados en 1a literatura

indican que la funcién de los 11nfocitos 8 mantenida,durgnte

la criopreservacién { 20,35_)

Fn nuestro estudio eé:dé gra

vacién de los linfocitos, para reducir
cuerpos contaninantes, IR :

A& contimumcibén anotamos los datos encontrados de los lin
focitos una vez descongelades, 3S5e reporta el nﬁmero de lote,

la cantidad y la viabilidad de los miamos tabla XIII. s

Los datos de esta tabla fueron obtenidos deSpués de e;ec

tuar varios procesos de descongelacidn, encontrando com ﬂépti
mo, en las condiciones de nuestro laboratorio el que

mos descrito,
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A -
¢
D
g
~R
B
H
I
T
L
M : .88
N 7.6 X 105 83y
it 10.4 X 10° 80
0 6.5 X 10° 88

““En esta table se reporta el numero de lote, 18 -
cantidad de linfocitos y la viabilidad de los mia-~
mos uns vez descongelados,
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Valoracidn del muero obtenido,

4 lo largo del. protocolo dqrinmunlzacién ’fé;éiéiminb —

del mismo se efectua : ;gﬁﬁﬁlemanto -
microcitotoxic;da iﬁ#ioraf la
produceidn de antic .

Fijacién dbfcomplement

‘Eata prueta se 1levé
Joo antes de ser'inmunia i': ,
de la gama globulina purificada. o
en la tabla XIv. |

¥icrocitotoxicided mediada por ant;cuqrpq

En ésta se probaron los suéros anfééid
2 ), deapués de la inmunizacidn inicial ( X1 la -
segunda inmunizacién ( Xy ¥ 2y ) ¥ del suero purlflcado del -
cual se montaron 24 pruebas.

£n cada caso se ajustaron laa células de 2 a 4 X 106 —
cel/ml, y su viabilidad fué mayor al 95f. ILos resultados pue

den verse. en la tabla XV.
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Complemento .

Suero

T{tulo de 1la hemolisina 1:10
P{tulo del complemento 1:30

Gemma globulina purificada 1640 - |-

kEn esta tabla se repoxrta los resultados de la

prueba de fijacién de complemento, para los sueros
obtenidos durante el proceso de inmunizacién, As{
como el titulo de la Gamme Globulina purificada y -
la concentracidén de hemolisina y complemento utili-

zados en la prueba.
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Tabla XV. Valoracion de los sueros obtenidos durante el pro-
ceso de inmunizacién; por microcitotexicidad medis
da por anticuerpos.

X de 1a mortalidad de células
N° de Hileras

Suero 1y7 2y8 3y9 4y10 Syl 6y12

X 1 1 1l d 4 8

z 1 1 1 1 1 8

X, 1 1 1 1 2 8

Z, 1 1.1 8

X, 1 R T 8

2, 1 1 11 8 7

Gamma S

globulina

purificada 1 1 1 1 8 8
~In esata tabla Be Teporta la media de 108 resultados obteny

dos en la prueba de microcitotoxicided mediada por anticuer=

pos, parea los suercs obtenidos durante el proceso de inmuni-

gacién, Por cada suero se realizaron 12 pruebas., Pare la -

gamma globulina hiperinmune purificada 24 pruebas. la inter

gg{ac%g‘n de los resultados se realizd como ee indica en la
a II.
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7Fai3roseta:JE ¥ EAC se -

08- procesos usados el -

‘yrwdrd',B )'ee practlcumente
gimilar, sin embargo e hace notar que a partir del proceso -
4.,1( tabla vV ) la cantidad final de llnfocitos es significati
vamente menor & la encontrada en el proceso 4,2 { tabla VI ),
En el caso de la placas montadas se encontreron valores
indicativos de que la obtencién con mayor grado de pureza de
linfocitos T, es mediante el procesc 4.1; a esate respecto ge=-
fialamos tener mayor confiabilidad en los datos de rosetas E y
EAC dado que en estos 1ltimos el conteo efectuado es mds rigé

TO080.
Inhidicién de rosetas E ( 963 ). .

Esta prueba se realizd con los suercs de los conejos X y
Z sin inmunizar ( sueros testigos ), con loa suercs obtenidos
de le primera immnizacibn ( Xy ¥ 2 ), con los de la segunda
inmunizacidn ( Ly o ) y finalmente con el suero purificado
( gauma globulina hiperinmune purificada, de ambos conejos )
de éste Ultimo se realizaron 16 pruebae.'

En el caso del control para los sueros X y Z de los cone

Jos ein inmunizar, se incubaron los linfocitos con suero nor-
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mal de humano; para el control de los sueros de las inmnize-
ciones posteriores y de la gamms globuliha‘hiperinmune purifi
cada, se incubaron con el suero testigo., Ios resultados se -

muestran en las tablas XVI, XVII, XVIII y XIX.
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Tabla XVI. Pruebade ihh‘ivbiéiﬁni‘én la formacién de Rosetas E

Mimero de prusbas
1 2 3 & 5 X
Control : 7878 76 80 82 79 .
Suero X 74 72 69 .79 81 Vi)
Suero 2 75 62 78 80 8 75

Resultados obtenidos en la prueba de la inhidicidn
en la formacién de rosetas E en %, para los sueros -
Ly a2,
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Tabla IVII.

Controrl;fik
serox, W T2 T

Suero Z1 65 67 - 68 60 64 65

Resultados obtenidos en la prueba de inhibi-
cidén en la formacién de rogetas E en %, para -
los sueros obtenidos después de la primera .ine -
mnizaci én, ' o



ahibiofon s 1a formacibn de Hosstas

Sueroze”o"o' 0 0 1 0

Resultados obtenidos en la prueba de inhibicién
en 1a formacién de Rosetas E en %, para 109 sue--
ros obtenidos después de la segunda inmunizacidn,

o



Table XIX. Prueba de inhibicién de la formacibn de Rosetas E

Resultados-ohtenidos en la prueba de inhibicion
en la formacidn de’rosetas E en %, para la Gamma
Globulina Hiperinmune purificada,
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¥ DISQUSION.

Pare la preparacidn del SAL se partid de la obteh¢i6n —_
del ant{geno a partir de tres procesos distintos (‘3‘ii451’,;
4.2) cuyos resultados se representan en las tablas‘;V,lVyjYifAf

Analizendo los datos de 4stas podemos ver que'énféuéﬁfb,
a cantidad hay una marcada variabilidad de proceso'a;brébééé;l
as{ como diferencims significativas en la viabilidadf“*ﬁﬁ;elij
caso de las células obtenidas a partir de timo ( Tabla IV_).f
hay un bajo rendimiento de c¢élulas y de viabilidad entre'ioté
¥y lote, lo cual posiblemente se debi a, que la recepeién 3o -
timos después de la defuncidn nunca fué en un lapso de tiempo
estdndard asi{ mismo, no descartamos la posibilidad debida a
pérdidas durante el procesamiento del érgano.

Por la serie de problemas presentados hasta este momento
¥ por la baja disponibilidad del timo, se bused la posibili--
dad de obtener el antigeno por otros métodos, encontrandose -
que ge podia obtener a partir de sangre periférica.

Los métodos encontrades para la purificacién de linfoci-
tos T fueron mediante doble gradiente, y por coluﬁnaa 46 ——wm-

nylon ( 16,15 } reportdndose el primero como 6ptimo_por el -
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grado de pureza que deiél se. obtlene.

En- cuapto  re 'ltados reportados en la tabla V, en—
contramos un dad vad ient

citos,'ést dltimo

lulas‘pgra;ilév

la obtenélﬁy

comparac16n con’ lo '

boratorio.

ver que hay una diferencia significativa, en cuanto a la can-
tidad de linfocitos obtenidos, Utilizando la”dlst;;bgq;én_r,
con &&= 5% encontramos que el proceso 4.2 da un mayoryiehdi—-
miento en cuanto & la cantidad de células ( tabla VI ). Para
corroborar estos resultados se realizd otro tratamiento esta-
dfstico, mediante la distribucién t Student (<= 5% ) obte~—

niendose resultados similares,
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Para loa resultados de viabilidad obtenidos en cada pro-
ceso se efectuaron andlisis estadfsticos aimilares, para sa--
ber 8i habia alguna diferencia significativa de viabiliduu de
un proceso a otro, al final de su tratamiento encontramos que
mediante el proceso 4.2, la viabilidad de las células es ma—-
yor que en ¢l 4,1 ( tablas V y VI ).

El paso siguiente fué comprobar la pureza de los linfoci
tos obtenidos, para ello se efectuaron pruebas de formacién -
de rosetas E y BAC, y placas de microcitotoxicidad cuyos re--
sultados se reportan en las tablas VII, VIII, IX, X, (I, ¥y ~
XII.

Fara las rosetas E no encontramos, mediante el correspon
diente tratamiento estadfstico ( distribucidén F con «= 5% ),
ninguna variacién cuantitativa en la formacién de rosetas de
proceso & proceso, ni de lote a lote,

En relacién & la prueba de formecién de rosetas EAC, en-
contramos que hay diferencias entre los dos procesos en cuan-
to a la formacién de las mismae. Al tretar estadisticamente
¥ por separado a cada proceso las rosetas obtenidas de las cé
lulas purificadas por columna de nylon, si presentaron varia-
bilidad en cuanto a la formacién de dichaes rosetas de lote a
lote, & diferencia de los linfocitos obtenidos por el proceso

de doble gradiente,
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De los resultados anteriores podemos inferir que el mnéto
do mfs adecuando para la obtencién de linfocitos T as el de do
ble gradiente, ya que los datos obtenidos de rosetas EiC son
indicativos del gredo de contaminantes { linfocitos B, por =
ejemplo ) existentes en la poblacién,

Lo anterior se reforzd, considerando los resultados de -
las placas de microcitotoxicidad ( tablas XI y XII ), en los
cuales puede observarse una diferencia significativa en cuan~
to & mortalidad de célules con suero de Coombs ( hileras de -
pozos 5 y 11 ) indicativas de presencia de células B, siendo
éstas mayor para las célules purificadas por el proceso 4.2,

En el presente trabajo realizamos un control de viabili-
dad de los linfocitos antes y después de descongelarse, pare
verificar si nueatro proceso de congelacidn y descongelacién
ers apropiado para los fines que se persegufan { tabla VI y -
XIII ). De acuerdo al tratamiento estadfstico realizado pera
ambos resultados, podemos decir que no se encontrd ninguna a1
ferencia significativa en cuanto a mortalidad de células an—
tes y despufs de descongelarse, indicandonos por tanto, que =
el proceso de congelacién y descongelacién estandarizado en =
las condiciones del laboratorio fue satistactorio.

Obvtenido el antigeno mediante los métodos ya descritos,
e 8iguié con el protocolo de inmunizacién. Con el fin de -



conocer la respuesta de los animales hacia el antigenc, 8e «m
procedid a valorar la presencia de anticuerpos en 188 OAN=e=
griae previas a las inmunizaciones iniciel y subsecuente. Fa
ra é8to se hicieron pruebas de fijacién de complemento, inhi-
bicidén de la formacién de rosetas E, y se montaron placas de
microcitotocidad.

Los resultados de la prueba de fijacién de complemento -
( tabla XIV ) son indicativos de un aumento gradual de la pre
sencia de anticusrpos. As{ mismo pueden apreciarse similares
resultados con 18s placas de microcitotoxicidad ( tabla XV )
en donde la mortalidad de 1as células va en aumento conforme
se prosiguié con las inmunizaciones.

Durante 1a prueba de la inhibicién.en la formacién de ro
setas E, se presento una disminucién en la formacién de las -
mismas conforme se siguid con el protocolo de inmunizacién ==
( Tablas XVI, XVII, XVIII y XIX ).

Todas estas pruebas dieron por separado resultados con——

firmativos de la produccién de anticuerpos contra linfocitos,
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VI CORCIUSIONES.

En base & los resultédéé obtenidos, ’"';édhi:ihéiOr‘ies;'ai.r..

que se llegaron en este

1.- EL método

te de densida

2.- EL pr

re sqlfgﬁ; -

3= z.l suero antzlinfoclto T ne resulté ser.tan eSpecJ'. co --‘

como se esperaba. ‘
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